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RESUMEN

RESUMEN

La tuberculosis es una enfermedad infectocontagiosa que afecta principalmente a los
pulmones, es causada por Mycobacterium tuberculosis (Mtb), es considerada como una
de las 10 principales causas de muerte a nivel mundial y es la primera causa de muerte
por un agente infeccioso. Afecta principalmente a la poblacién inmunocomprometida y
desnutrida, se le conoce como la enfermedad de la pobreza. El tratamiento se basa en
un coctel de farmacos administrados diariamente por mas de seis meses, que se sabe
causan efectos adversos para la salud del paciente, al sentirse mejor el paciente
abandona el tratamiento y esto ha causado el surgimiento de cepas resistentes a ellos.
De ahi la importancia de seguir buscando nuevas alternativas que combatan a este
microorganismo. En este trabajo se determind la eficacia in vitro de dos nuevos
compuestos (azul y rojo con una estructura base de benzoquinona) contra dos cepas de
M. tuberculosis siendo una H37Rv (cepa tipo de laboratorio, susceptible a farmacos de
primera linea) y la otra es una cepa multidrogorresistente (MDR) resistente a farmacos
de primera linea pero susceptible a los de segunda linea). Se llevaron a cabo
experimentos para determinar la minima concentracion del compuesto que es capaz de
eliminar a la micobacteria (MIC), también se determiné la citotoxicidad en una linea
celular de macrofagos alveolares murinos (MH-S), posteriormente se hicieron ensayos
denominados “Killing” en donde se evalua si los compuestos tienen una actividad directa
sobre los macrofagos que pudieran aumentar su capacidad de combatir a la bacteria
incrementando la muerte intracelular o el proceso de fagocitosis. Los resultados que se
obtuvieron muestran que los compuestos azul y rojo tienen un efecto bactericida sobre
Mtb mostrando una MIC de 8 y 160 ug/mL para la cepa H37Rv y MDR respectivamente.
Por otra parte, los compuestos resultaron toxicos para la linea celular MH-S al ponerlos
en contacto durante 48 h a concentraciones >2 y >16 pg/mL respectivamente. Al
estimular los macrofagos infectados con Mtb con estos compuestos se pudo observar
una disminucion significativa en la carga bacteriana intracelular al ponerse en contacto
antes (5, 25 y 50 yg/mL para el compuesto azul y 5, 50 y 250 ug/mL para el rojo), durante
(1, 2.5 pg/mL compuesto azul) y después de la infeccion (5, 25 y 50 ug/mL compuesto
azul). Por ultimo, se observo un incremento de la fagocitosis en los macréfagos que se
pusieron en contacto con el compuesto azul durante y después de la infeccion con
respecto a los que no fueron estimulados. El estudio de estos compuestos marca la pauta
para su posible estudio en modelos murinos debido a su efecto bactericida asi como de
mas experimentos para conocer su mecanismo de accion, ya que se cree, es diferente
a los de los farmacos ya existentes para el tratamiento de la tuberculosis.
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. INTRODUCCION

.1. INTRODUCCION

La tuberculosis (Tb) es considerada como una de las 10 principales causas de
muerte a nivel mundial; la aproximacion de la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) en 2015 fue de 10.4 millones de casos (que oscilaron entre 8.7 millones y
12.2 millones), lo que equivale a 142 casos por cada 100 000 personas. Ademas,
el 90% se presentan en paises de bajos o de medianos ingresos que tienen

infraestructuras de salud fragiles y recursos limitados como es el caso de México.

Se sabe que la tuberculosis es causada por bacterias del complejo Mycobacterium
tuberculosis (MTBC) donde se incluyen las siguientes: Mycobacterium
tuberculosis (Mtb) el principal agente etiolégico en los humanos, M. africanum,
que causa TB en humanos solo en ciertas regiones de Africa; M. bovis, M. caprae
y M. pinnipedii, causando TB en mamiferos silvestres y domesticados y M. microti,
que causa TB solo en ratones de campo. El tratamiento para esta enfermedad
consiste en un conjunto de farmacos que se debe tomar durante 6 a 9 meses?.
Hasta hoy existen 10 medicamentos aprobados por la FDA clasificados en primera
y segunda generacion, de los cuales los de primera generacion son la isoniazida

(INH), la rifampicina (RIF), el etambutol (EMB) y la pirazinamida (PZA).

Debido a que el tratamiento en pacientes es muy largo y consiste en varios
medicamentos que se sabe producen diversos efectos secundarios como dafio

hepatico, hipersensibilidad, entre otros; la mayoria de los pacientes lo abandona
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lo cual ha contribuido al aumento en la resistencia de algunas cepas de Mtb contra
la isoniazida (INH) vy la rifampicina (RIF), definidas como cepas
multidrogorresistentes (MDR). Es por esto que, este proyecto se enfoca en la
busqueda de nuevos farmacos a los cuales esta bacteria sea susceptible y por lo
tanto pueda ser usado en el tratamiento como reemplazo de los ya existentes o
como adyuvante para disminuir la cantidad de farmacos usados o reducir el tiempo

de medicacion.
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Il MARCO TEORICO

I1.1. MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS (Mtb)

Mtb es una micobacteria con forma de bacilo de crecimiento lento con un tiempo
de duplicacion de entre 12 y 24 h en condiciones Optimas, es inmoévil, no
esporulada y con un tamafno de 0,2 a 0,6 x 1 a 10 um. Su caracteristica principal
es la peculiar estructura de su pared celular formada por una gran cantidad de
lipidos (hasta el 40% del peso seco de la bacteria), proporcionando una barrera
impermeable a compuestos nocivos y farmacos contribuyendo asi en su

virulencia®.

El modelo mas reciente divide a la envoltura externa de la micobacteria en 3
partes: una capa externa también llamada capsula en especies patogénicas, una
pared celular y una membrana plasmatica interna® (Fig.1). La capsula esta
compuesta por glucano, proteinas y en menor medida lipidos. La pared celular
esta compuesta por la “micomembrana” o membrana externa, arabinogalactano y
peptidoglicano conocido como el complejo mAGP. La micomembrana presenta
una organizacion de bicapa no convencional en la que la parte mas interna esta
constituida por acidos micolicos de cadena larga unidos a arabinogalactano, que
a su vez esta unida covalentemente a peptidoglicano. La cara exterior de la
micobacteria esta compuesta de fosfolipidos, glicopéptidos y lipoglicanos. Por
ultimo, un espacio periplasmico separa la pared celular de la membrana

citoplasmatica®.
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Figura 1. Representacion de la estructura membranal de M. tuberculosis. Los
pentagonos representan residuos de arabinosa, las de color rojo residuos de galactosa,
las de color café residuos de manosa y las negras residuos de glucosa. D-arabino-D-
manano, D-glucano y D-manano son polisacaridos capsulares. Las cadenas de acidos
micolicos aparecen en verde obscuro. LM, lipomanano; ManLAM, lipoarabinomanano
manosilado; AG, arabinogalactano,; PG, peptidoglicano (Tomado de Jackson ,2014).
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11.2. INFECCION

La infeccion con Mtb inicia con la inhalacion de gotas (en forma de aerosol) que
contienen una pequefa cantidad de bacterias. Una vez que recorren el tracto
aéreo y llegan a los pulmones, son internalizadas a través del proceso de
fagocitosis mediado por los macréfagos alveolares. Estas células del sistema
inmune cuando son activadas transfieren las micobacterias a los lisosomas para
ser destruidas, sin embargo, algunos bacilos pueden escapar y por consiguiente
sobrevivir dentro del macréfago. Una vez infectados, los macrofagos pueden
quedarse en los pulmones o migrar a otros érganos. A pesar de esto, solo una
minoria de la poblacién desarrolla tuberculosis ya que, en la mayoria de los
individuos sanos, el sistema inmune se encarga de contener a la bacteria para

que no se desarrolle la enfermedad®.

I1.3. TRATAMIENTO

Para el tratamiento de los nuevos casos de tuberculosis la OMS recomienda la
implementacion de un régimen de 6 meses con isoniazida, rifampicina,
pirazinamida y etambutol durante los primeros 2 meses (fase intensiva), seguido
de isoniazida y rifampicina por los 4 meses restantes (fase de sostén). Aumentar
la duracion del régimen no es recomendado ya que no se observa un aumento en

la eficacia del tratamiento. Se recomienda la dosificacion diaria durante toda la
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duracién de la terapia especificamente durante la fase intensiva de tratamiento;

sin embargo, una dosis de tres veces por semana es suficiente®.

Por otra parte, el centro para el control y la prevencion de enfermedades de
Estados Unidos (CDC, por sus siglas en inglés) menciona que hay dos tipos de
tuberculosis resistente a medicamentos. Estos tipos de tuberculosis son causados
por cepas de Mtb resistentes a por lo menos un medicamento de primera linea

contra la tuberculosis.

Para el caso en particular de la tuberculosis multirresistente (MDR Tb, por sus
siglas en inglés) la resistencia es a mas de un medicamento contra la tuberculosis,
principalmente a la isoniazida y rifampicina que son los farmacos mas potentes
para eliminar a Mtb. La tuberculosis extremadamente resistente a los
medicamentos (XDR Tb, por sus siglas en inglés) es menos comun e incluye
resistencia a la isoniazida y a la rifampicina, asi como a todas las fluoroquinolonas
y a por lo menos a uno de tres medicamentos inyectables de segunda linea

(amikacina, kanamicina o capreomicina).

El régimen empirico recomendado para tratar la tuberculosis MDR debe incluir al
menos cuatro medicamentos potencialmente activos: una generacion posterior
fluoroquinolona (moxifloxacina, gatifloxacina, olevofloxacina) y un aminoglucésido
inyectable (amikacina, capreomicina o kanamicina), mas cualquier medicamento
de primera linea para el cual el aislado sea susceptible, como pirazinamida, mas
la adicion de un medicamento como: cicloserina, acido paraaminosalicilico,

terizidona, protionamida, o etionamida.
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I.4. MECANISMOS DE ACCION DE LOS COMPUESTOS ANTI-TB

a) Isoniazida
Es un profarmaco que entra a la micobateria por difusién simple. Una vez dentro
es activado por una enzima denominada katG, una catalasa-peroxidasa, que lo
oxida generando especies reactivas como lo son el radical isonicotinoil que se une
al NAD* o NADP* para formar aductos. Estas moléculas funcionan como
inhibidores de la enzima enoyl-ACP reductasa dependiente de NADH (InhA) que
es de gran importancia en el proceso de sintesis de acidos micdlicos’. La
inhibicion de la enoyl-ACP reductasa causa la acumulacién de acidos grasos de

cadena larga y la muerte celular.

b) Rifampicinas
Es un grupo de farmacos que incluye los siguientes derivados: rifampicina,
rifapentina, rifabutina y rifalazil. Todos estos compuestos interactuan directamente
con la subunidad  de la enzima ARN polimerasa dependiente de ADN para asi

evitar la transcripcion del ADNE.

c) Etambutol
Es un farmaco bacteriostatico y antimicobacteriano que interfiere en el transporte
de acidos micdlicos a la pared celular, se cree que esto se debe a la inhibicion de
la biosintesis del polimero que se encuentra en la parte central de la pared celular,
arabinogalactano (AG), generando una disminucion en los receptores arabinos
para acidos micolicos. Se cree que también inhibe la sintesis de

lipoarabinomanano (LAM)®.
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d) Pirazinamida
Es un profarmaco, analogo de la nicotinamida, que se convierte a su forma activa
(el acido pirazinoico, AP) por medio de la enzima PZasa/nicotinaminidasa. Una
vez que este acido sale de la célula puede ser protonado y atravesar con mayor
facilidad la membrana de la micobacteria, esto genera la entrada de mas protones
a la bacteria y la acidificacion del citoplasma afectando la actividad de enzimas

vitales y causando la muerte®.

11.5. MINIMA CONCENTRACION INHIBITORIA (MIC)

Para determinar si Mtb es sensible a algun farmaco se conocen diversos métodos.
La Concentracion Minima Inhibitoria o MIC por sus siglas en inglés (Minimum
Inhibitory Concentration) se define como la minima concentracion de

antimicrobiano (ug/mL) que inhibe el crecimiento visible de un microorganismo'".

La técnica de proporciones es considerada como el “estandar de oro" para las
pruebas de susceptibilidad antimicrobiana, ésta se basa en comparar el grado de
crecimiento del microorganismo en una placa con medio que contiene diferentes
concentraciones de cierto farmaco contra una placa de medio sin farmaco. Sin
embargo, debido a que se requiere de mucho tiempo (1 mes) y de principio activo
a evaluar han aparecido opciones que requieren de menor tiempo para evaluar la

susceptibilidad antimicrobiana.

Entre estas opciones se encuentran los ensayos de dilucidn, los cuales son
usados para determinar la MIC y se han establecido como de los mejores métodos

para evaluar la susceptibilidad antimicrobiana; ademas de que puede confirmar
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resistencias inusuales, dar respuestas definitivas cuando el resultado obtenido por
otros métodos (p. e. método de difusidn en disco) se encuentra los valores limite3

y se obtiene un resultado cuantitativo.

En los ensayos de dilucion se busca conocer la capacidad de cierto
microorganismo para crecer visiblemente en una serie de placas de agar o en
medio de cultivo liquido (macro o microdilucion) que contienen diferentes
concentraciones del agente antimicrobiano. En este ensayo la MIC se considera
como la concentracion mas baja del agente antimicrobiano que en condiciones in
vitro previene la aparicidon del crecimiento visible de un microorganismo dentro de

un periodo definido™.

El procedimiento para realizar estos ensayos involucra la preparacion de
diluciones seriadas del antimicrobiano (p.e. 1, 2, 4, 8, 16 y 32 uyg/mL) en medio de
cultivo contenido en tubos con un volumen minimo de 2 mL (macrodilucion) o bien
en volumenes mas pequefios usando placas de 96 pozos (microdilucion).
Después se le inocula el microorganismo hasta formar una suspensién con
densidad optica de 0.5 en la escala de McFarland. Se mezcla y se incuba bajo las

condiciones necesarias para el crecimiento del microorganismo’®.

Para la determinacion da la MIC la utilizacion de agentes visuales suelen facilitar
la lectura del ensayo de microdilucion y la obtencion de resultados. Este es el caso
de las sales de tetrazolio como el Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolio  (MTT),  3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-

sulfofenil)-2H-tetrazolio (MTS) e hidroxido de 2,3-bis{2-metoxi-4-nitro-5-
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[(sulfinilamino)carbonil]-2H- tetrazolio} (XTT) que se usan para determinar

visualmente la MIC ademas de la resazurina.

En el caso de estas sales (MTT, MTS y XTT) las células viables con metabolismo
activo pueden convertir estos compuestos en formazan morado, que tiene una
absorbancia cercana a 570 nm, a partir de reacciones con NADH o moléculas
reductoras similares (Fig.2). Cuando las células mueren pierden la habilidad de
convertir estas sales en formazan siendo la formacién de color un buen marcador
de células viables. La resazurina tiene un mecanismo similar sin embargo no se

conoce todo a detalle’.
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2 T @AN’ =i ; CH,
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N CH;
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Figura 2. Reduccion del compuesto MTS a formazan por
las bacterias metabdlicamente activas (Tomado de Riss, TL
etal, 2013).
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[1.6. CITOTOXICIDAD
La citotoxicidad se considera como el potencial de una sustancia quimica para
producir alteraciones en el comportamiento y procesos celulares que tienen como

consecuencia la muerte'”.

El uso de técnicas de cultivos celular en investigaciones toxicologicas se le
denomina como citotoxicidad in vitro. Esto se basa en exponer una linea celular a
diferentes concentraciones de una substancia durante un determinado tiempo, y

el grado de inhibicion de la viabilidad o la funcionalidad de la célula es medida’®.

Generalmente estos ensayos se basan en la determinacién de la integridad de la
membrana celular por medio de la reduccién de MTT a un producto colorido, la
inclusion o exclusién de colorantes como: el azul tripano, eosina o rojo neutro y la
liberacidén de sustancias marcadas con radioactividad o de enzimas como lactato

deshidrogenasa (LDH) o aspartato aminotransferasa®’.

11.6.1. PRUEBA DE CITOTOXICIDAD CON CRISTAL VIOLETA

El cristal violeta (N-hexametilpararosanilina) es un colorante basico que tifie los
nucleos de las células ya fijadas. También se puede utilizar como método para
determinar la citotoxicidad de un agente quimico, este se basa en que un agente
toxico, a pesar del sitio 0 mecanismo de accion, puede interferir en los procesos
y resultar en la reduccién del numero de células viables. Solo las células viables

son capaces de mantener los procesos intactos. El grado de inhibiciéon del

10
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crecimiento, relacionados con la concentracion del agente probado, da un indicio

del grado de toxicidad™®.

Debido a que en la estructura del cristal violeta se encuentra un grupo croméforo,
este puede absorber cierta longitud de onda y reflejar otra que puede ser medida
en un espectrofotometro. De acuerdo con Gillies et al (1986), la absorbancia del

cristal violeta medida a 590 nm es proporcional al numero de células en el cultivo.

II.7. FAGOCITOSIS

La fagocitosis es el proceso por el cual las células ingieren particulas con un
tamafo mayor o igual a 5 um e involucra el reconocimiento y la unién a la presa
por medio de receptores que se encuentran en la superficie celular. Mediante este
proceso bacterias u hongos pueden ser eliminados del sitio de infeccion por
neutrofilos, macréfagos y células dendriticas siendo asi parte de la primera linea

de defensa contra una infeccion’®.

Por otra parte, se sabe que juega un papel clave en el inicio de la respuesta
inmune adaptativa promoviendo la liberacion de citocinas proinflamatorias y la
llegada de mas células linfoides al sitio de infeccidon. También las células
fagociticas profesionales participan en el mecanismo de presentacion del

antigeno, derivado de la degradacion de las particulas fagocitadas.

Como se menciond previamente los macrofagos alveolares son los primeros en

fagocitar a M. tuberculosis y ser infectados. Después, células dendriticas y

11
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monocitos se unen a este proceso fagocitico. Este proceso esta mediado por
receptores que se unen a patrones asociados a patdgenos (PAMPs) o a
opsoninas. Entre estos receptores se encuentran lectinas de tipo C como los
receptores de manosa, receptor de dendriticas (DC-SIGN) y dectina, receptores
del complemento, receptores de proteina surfactante, receptores scavenger,
receptores anclados a GPI (Glicofosfatidilinositol) como CD14, al igual que

TLRs?.

11.8. MUERTE INTRACELULAR

Mtb ha desarrollado ciertos mecanismos de sobrevivencia como el de evadir el
fagosoma una vez dentro del macréfago. La razon es porque la bacteria interfiere
con la proteina Rab encargada del control del trafico de membranas evitando asi
la fusidn entre el lisosoma y el fagosoma, es decir, la maduracion del

fagolisosoma?°.

La evasién de Mtb del fagolisosoma se da en macréfagos no activados. Una vez
que los macrofagos activados (que es una condicidén en la cual los macréfagos
aumentan su capacidad microbicida, dada usualmente por la estimulacion de
citocinas) el bacilo es rapidamente transferido a lisosomas donde es destruido por
medio de la generacion de especies reactivas de oxigeno y nitrégeno, que
aumentan al activarse. Para la activacién se requiere la presencia de citocinas
proinflamatorias donde el IFN-y y TNF-a son las mas importantes®. Asi mismo,

debido a la estimulacion con IFN-y, se activan en los macréfagos las GTPasas,

12
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responsables de la reclutacion de NOS2 al fagosoma micobacteriano generando

la formacion de 6xido nitrico?!.

11.9. COMPUESTOS AZUL Y ROJO (BENZOQUINONAS)

Los compuestos azul y rojo fueron proporcionados a nuestro laboratorio con la
unica informacidén que tienen como estructura base una benzoquinona y que

difieren entre ellos en los grupos sustituyentes.

La benzoquinonas son quinonas reactivas (Fig.3), formadas a través de la
oxidacion del benceno, un hidrocarburo aromatico presente en el ambiente y
producido en parte por la combustion de productos naturales. Son formados a
partir de compuestos aromaticos con grupos donadores de electrones como
fenoles y catecoles, los cuales incrementan su nucleofilicidad y con ello permiten

la pérdida de su aromaticidad al ser oxidados?2.

Esta propiedad les permite unirse a varios sitios nucleofilicos en proteinas,
incluidos cisteina tioles, lisinas, aminas, histidinas imidazoles y aminas N-

terminales de proteinas.

Por otra parte, se sabe que son componentes comunes de moléculas
biolégicamente relevantes. Algunos sirven como aceptores de electrones en las
cadenas de transporte de electrones varios ejemplos son la plastoquinona,

filoquinona en la fotosintesis y ubiquinona en la respiracién aerébica.

13
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En la literatura no se encuentra mucha informacion sobre la actividad biolégica de
las benzoquinonas sin embargo se menciona que algunas tienen propiedades
antibacterianas, antifungicas y antiparasitarias (Abraham et al, 2011); al igual que
citotoxicas y genotoxicas, esto ultimo debido a su capacidad de formar especies
reactivas de oxigeno (ERO) y de unirse covalentemente a macromoléculas

(Deloya-Brito et al, 2014).

O O
O
®)
o-Benzoquinone p-Benzoquinone

Figura 3. Estructura quimica de las benzoquinonas
(Tomada de https.//es.wikipedia.org/wiki/Quinona 14 Oct-
18 11:15 PM)
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JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

ll. JUSTIFICACION

La tuberculosis es considerada como la primera causa de muerte a nivel mundial
por un agente infeccioso y mas del 90% de los casos se producen en paises de

bajos o medianos ingresos.

Los regimenes de tratamiento no adecuados y los problemas de adherencia del
paciente han ocasionado que las tasas de resistencia de Mycobacterium
tuberculosis hayan aumentado en el mundo, originando asi la aparicién de las

cepas multidrogorresistentes (MDR) y con resistencia extensa a drogas (XDR).

Lo anterior crea la necesidad de buscar nuevas moléculas que sirvan como

agentes antimicrobianos en contra de esta bacteria.
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OBJETIVO GENERAL

Evaluar la actividad microbicida de los compuestos rojo y azul contra
Mycobacterium tuberculosis, cepa tipo H37Rv y un aislado clinico MDR asi como
determinar si estos compuestos generan un aumento en la actividad citotoxica y

bactericida de las células MH-S infectadas.

OBJETIVOS PARTICULARES

e Determinar la concentracion minima inhibitoria para las cepas de
Mycobacterium tuberculosis H37Rv y MDR de los compuestos rojo y azul.

e Evaluar si los compuestos tienen un efecto inmunomodulador sobre la linea
celular MH-S, aumentan la fagocitosis y evitan el crecimiento de la bacteria.

o Establecer silos compuestos tienen actividad citotoxica y bactericida en la linea

celular MH-S infectada.
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MATERIALES Y METODOS

V. MATERIALES Y METODOS

IV.1. METODO DE PROLIFERACION CON CELL TITER 96® AQUEOUS (MTS)
PARA CONOCER LA MIC (CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA) DE LOS
COMPUESTOS ROJO Y AZUL.

Este ensayo tiene el objetivo de determinar la concentracion minima del
compuesto a probar necesaria para inhibir el crecimiento de M. tuberculosis.

Cepas: Para los ensayos se utilizaron las cepas de Mycobacterium tuberculosis
H37Rv (ATCC, 27294) y un aislado clinico multidrogorresistente proporcionado
por el “Instituto Mexicano del Seguro Social” (IMSS) Monterrey, las cuales se
mantenian en crioviales de 1 mL congeladas en solucion salina fisiolégica a -70
°C, recuperadas a una densidad optica (600 nm) de entre 0.4 - 0.6 y cuantificadas
por determinacidén de carga bacteriana en cultivo, para conocer la concentracion

de bacterias por mL.

Medios de cultivo para M. tuberculosis: Medios de cultivo parcialmente
selectivos para micobacterias Difco® Middlebrook 7H9 Broth y Difco®
Middlebrook 7H10 Agar suplementado con BD BBL® Middlebrook OADC

Enrichment (acido oleico, albumina, dextrosa, catalasa).

Para preparar un litro se requiere de:

Agar 7H10

¢ 900 mL agua destilada.
e 19 g de agar 7H10 en polvo.
e 5 mL de glicerol.

e 100 mL de BD BBL® OADC (5 tubos).
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Se calienta hasta disolver, por ultimo, se esteriliza en autoclave a 121°C a 15 libras
de presion durante 15 minutos, ya a temperatura ambiente se le agrega en
esterilidad el OADC y se vierten 17 mL a cajas Petri estériles, se dejan enfriar y
secar aproximadamente 15 min, se colocan a prueba de esterilidad en una
incubadora a 37°C por al menos 48 horas.

Medio 7H9

¢ 4.7 g de medio 7H9 en polvo.
e 5 mL de glicerol.
¢ 900 mL de agua destilada.
¢ 0,5 mL de Sigma-Aldrich® Tyloxapol premium.
e 100 mL de BD BBL® OADC (5 tubos).
Por ultimo, se esteriliza filtrando al vacio usando un Stericup® de 1 L.
Reactivo a usar: CELL TITER 96® AQUEOUS (MTS)
Antibiéticos: Para los ensayos de proliferacion celular se utilizaron soluciones de

Isoniazida con una concentracion de 64 ug/mL preparadas antes de cada ensayo.

Compuestos a probar: Se trabajé con el compuesto azul y el compuesto rojo
cuya estructura quimica base es la benzoquinona. Se utilizaron cuatro lotes
diferentes del compuesto azul y un lote del rojo. Para el caso del azul el primer
lote tenia una concentracion de 0.31 pg/pL, el segundo de 0.4 ug/uL, el tercero de
0.47 pg/uL y el cuarto 0.37 ug/pL. Para el caso del rojo el primer lote tenia una
concentracion de 3.8 pg/uL. Ambos compuestos estaban disueltos en etanol al

20%.
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Preparacion del inoculo para el ensayo de MIC: Tomar los crioviales necesarios

del ultracongelador a -70°C de la cepa de M. tuberculosis H37Rv ATCC o Stanford
o MDR y descongelarlos colocandolos a 37°C durante 10 minutos. Finalmente,
homogeneizar en un vortex y tomar el volumen necesario para hacer una
suspension de 3x10° bacterias/100 yL de medio 7H9 y colocarla en todos los

pozos a utilizar en el ensayo (100 yL por pozo).

Montaje de la placa: Emplear 1 placa estéril de poliestireno de 96 pozos y fondo

plano con tapa para cada experimento. Todas las placas se rellenan con agua

inyectable estéril en los pozos de las orillas.

|
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200 pL de agua inyectable estéril

Control de medio, 200 pL de 7H9

Control de MIC, 198 pL de medio
7H9 + 2 pL de bacteria

. 100 uL de Compuesto azul o rojo
. 100 pL de Isoniazida

100 pL de compuesto azul o rojo +
100 pL de suspension de bacteria.

100 pL de Isoniazida + 100 pL de
Bacteria.

. Control crecimiento
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Figura 4. Esquema de una placa de 96 pozos utilizada para realizar el ensayo de la
determinacion de la minima concentracion inhibitoria para los compuestos rojo y azul.
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Paso1. Estimulo

Prender la campana de flujo laminar y colocar la luz UV durante 10 min.
Limpiar todas las superficies de la campana de flujo laminar con etanol al
70%.

Colocar el material a usar dentro de la campana previamente limpiado con
etanol al 70%.

A partir de la solucion stock del compuesto azul realizar una solucion en
medio 7H9 con una concentracion final de 2 veces la concentracion a
probar.

Agregar 100 uL de medio 7H9 a los pozos de las filas (B-G), columnas (4-
11) y 200 pL en las filas (B-D) columna 2.

Preparar la suspension de bacteria y sonicarla durante 45 segundos.
Agregar 198 pL de medio 7H9 + 2 uL de bacteria (previamente preparada)
en las filas (E-G), columna 2. Estos pozos sirven como control de la
concentracion minima inhibitoria MIC (1% de bacteria).

Agregar 100 uL de la solucion de compuesto azul o rojo [64 pg/mL] a las
filas (B-D), columna 3 y 100 yL de la solucién de isoniazida [64 pug/mL] a
las filas (E-G), columna 3.

A las filas (B-D), columna 4 agregar 100 pL de la solucién del compuesto
azul o rojo [64 pg/mL], resuspender y transferir 100 yL a la columna
siguiente, asi sucesivamente hasta llegar a la columna 10, en este punto

se descartan 100 uL de la solucion.
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Agregar 100 pL de la solucion de isoniazida [64 ug/mL] a las filas (E-G),
columna 4 y realizar el procedimiento mencionado en el punto anterior.
Anadir 100 pL a las filas B-G columna 3-11 de la suspension de bacteria
previamente preparada. Tapar la placa y sellarla de dos lados con cinta
adhesiva.

Colocar las placas en la incubadora a 35°C en agitacion a 70 rpm durante

7 dias.

Paso2. Revelado:

Sacar las placas y agregar a todos los pozos 40 uL del reactivo Cell-Titer
96® AQueous. Regresar la placa a incubar a 35°C durante 3 horas.
Tomar una foto a cada placa y cuantificar la absorbancia en un

espectofotdmetro para placas de ELISA a una longitud de onda de 492 nm.

Paso3. Determinacion de la carga bacteriana:

Colocar en una placa de poliestireno de 96 pozos 270 puL de medio 7H9 por
poZo.

Tomar 30 pL de cada uno de los pozos correspondientes a los controles y
a la MIC para los compuestos azul, rojo e isoniazida y colocarlos en un
pozo con 270 pL de medio 7H9 por pozo resuspendiendo 10 veces (dilucién

1/10).
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Una vez resuspendido tomar 30 uL de ese pozo y pasarlo al siguiente pozo
previamente rellenado con 270 uL de medio 7H9 resuspendiendo 10 veces
(dilucién 1:100).

Realizar el proceso anterior 2 veces mas, descartando los ultimos 30 uL
(dilucion 1:1000 y 1:10000) en pozos vacios de la placa.

Tomar una caja Petri con medio 7H10 y colocar por duplicado 10 pL del
concentrado (tomado directamente de la placa donde se hizo el ensayo) y
de cada dilucién (1:10,1:100,1:1000 y 1:10000).

Dejar absorber las muestras en el agar colocando las placas con tapa hacia
arriba.

Sellar e incubar las placas a 37°C y 5% de COa..

Hacer el conteo de unidades formadoras de colonias (UFCs) a los 14 y 21
dias después de sembrar.

Hacer calculos, graficar y hacer analisis estadistico

IV.2. CITOTOXICIDAD

Este ensayo tiene el objetivo de determinar la concentracion a la cual el
compuesto a probar puede matar cierto porcentaje de una poblacion celular de
macrofagos MH-S al estar en contacto directo durante 48 horas.

Linea celular: Para los ensayos in vitro de killing y fagocitosis se utiliz la linea

celular MH-S ATCC™ provenientes de macréfagos alveolares de pulmon de

ratones machos Balb/c se, la cual se mantuvo en botellas para cultivo celular (area

de cultivo=75cm?) con medio RPMI suplementado Suero Fetal Bovino (SFB) al
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Medio de cultivo para linea celular: Medio de cultivo Gibco® RPMI 1640

Medio suplementado con 10% de SFB.

Para preparar un litro se requiere de:

Medio RPMI

e 1L de agua milliQ®.
e 1 sobre con medio Gibco® RPMI en polvo.
e 2 g de bicarbonato de sodio.
Por ultimo, se ajusta el pH a 7.4 utilizando una soluciéon de HCl o NaOH 0.1 N para

después filtrarlo al vacio usando un Stericup® de 1 L.

Medio RPMI completo

Se refiere al medio con SFB al 10%, para preparar 10 mL adicionar 1 mL de SFB
mas 9 mL de RPMI.
PBS-EDTA
e 1L de agua milliQ®.
e 5 tabletas de Sigma Aldrich™ PBS.
e 0.38 g EDTA anhidro.
Por ultimo, se ajusta el pH a 7.4 con HCI o NaOH 0.1 N para después filtrar al

vacio usando un Stericup® de 1 L.
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Soluciones a usar:

Dimetilsulfoxido de sodio (DMSO) al 10%: Para preparar 10 mL de DMSO al 10%,
se tom6 1mL de DMSO mas 9 mL de RPMI. Filtrar en la campana de flujo laminar

con filtro de 0.22 pym.

Glutaraldehido al 1%: Para preparar 10mL de glutaraldehido al 1%, se tomaron
0.4 mL de glutaraldehido al 25% mas 9.6mL de RPMI. Filtrar en la campana de

flujo laminar con filtro de 0.22 pm.

Etanol al 20%: Para preparar 10 mL de Etanol al 20%, se tomaron 2 mL de alcohol
etilico absoluto mas 8 mL de RPMI. Filtrar en la campana de flujo laminar con filtro

de 0.22 ym.

Cristal violeta al 0.1%: Para preparar 10 mL, se pesaron 0.01 g y se disolvieron

en 10 mL de acido formico [200 mM], pH 6.0.

Acido acético al 10%: Para preparar 10 mL de acido acético al 10%, se tomé 1 mL

de acido aceético glacial mas 9 mL de RPMI.

Montaje de la placa: Emplear 1 placa estéril de poliestireno de 96 pozos y fondo

plano con tapa para cada experimento. Todas las placas se rellenan con agua

inyectable estéril en los pozos de las orillas.
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Figura 5. Esquema de una placa de 96 pozos utilizada para realizar el ensayo de
citotoxicidad de los compuestos azul y rojo en la linea celular MH-S.
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Paso 1. Sembrado de células

e Prender la campana de flujo laminar y colocar la luz UV durante 10min.

e Limpiar todas las superficies de la campana de flujo laminar con etanol al

80%.

e Colocar el material a usar dentro de la campana previamente limpiado con

etanol al 80%.

e A partir de una botella con un 80-90 % de confluencia de MH-S, se parte

para iniciar el ensayo.
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Descartar el sobrenadante de la botella y afadir 13 mL de PBS-EDTA para

después meter a incubar a 37°C durante 30 minutos.

Dar golpes firmes a la botella y transferir su contenido a un tubo de 50 mL

para después centrifugarlo a 20°C por 10 minutos a 1500 rpm.

Desechar el sobrenadante y resuspender el pellet en 5mL de RPMI

completo.

Colocar en un microtubo de 10 pL de esta suspension de células y 90 yL de

azul tripano para hacer una dilucién 1:10.

En una camara de Neubauer colocar 10 yL de la dilucion y observar al
microscopio para contar el numero de células que hay en la cuadricula para

glébulos blancos.

Calcular las células que hay por mililitro mediante la siguiente férmula:

Células/mL= Promedio de los 4 cuadrantes x FD x 10 000

Donde FD= Factor de dilucion

Sembrar de 15x102 células/200 uL de medio RPMI completo en cada pozo
Dejar las células incubando durante 24 horas a 37°C y 5% de CO2 en un

ambiente hiumedo.
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Paso 2. Estimulo
e Preparar soluciones de diferentes concentraciones de compuesto rojo [160,
16y 1.6 pyg/mL] y azul [8, 4 y 2 pg/mL], una solucion de DMSO al 10% y

una de glutaraldehido al 1% en medio RPMI completo.

e Retirar el sobrenadante de la columna 2 y colocar 100 pyL de medio de

cultivo RPMI con glutaraldehido al 1% durante 10 minutos.

e Eliminar el sobrenadante de la columna 4 y colocar 200 yL de RPMI

completo.

e Realizar el mismo proceso para el resto de los estimulos de acuerdo con la

figura 5.

e Incubarla placaa 37°Cy 5% de CO2 en camara humeda durante 48 horas.

Paso 3. Lectura
e Observar las células al microscopio para descartar contaminacion vy

determinar confluencia.

e Retirar los estimulos y fijar con 100uL de medio de cultivo RPMI con

glutaraldehido al 1%.

e Esperar 10 minutos y retirar el sobrenadante.

e Sacar la placa de la campana de flujo laminar y lavar con agua corriente.
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Secar durante aproximadamente 20 minutos.

Agregar 80 pL de una solucién de cristal violeta al 0.1% a todos los pozos
y colocar las placas en agitacion suave durante 10 minutos a temperatura

ambiente.

Retirar el sobrenadante y lavar con agua corriente

Secar durante aproximadamente 20 minutos.

Agregar 200 pL de acido acético al 10% en agua a cada pozo y colocar las

placas en agitacion durante 10 minutos a temperatura ambiente.

Pasar 100 yL previamente homogeneizados con la micropipeta de cada
pozo a otra placa de 96 pozos con fondo plano y leer la densidad optica a

570 nm en un espectrofotometro para placas de ELISA.

Los resultados se expresan como porcentaje (absorbancia de las células
tratadas sobre la absorbancia de las células no tratadas o células con RPMI

completo).

Graficar el porcentaje de viabilidad o citotoxicidad contra los grupos de

tratamiento para una mejor interpretacion de los resultados.
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IV.3. METODO DE KILLING PRE ESTIMULANDO CON LOS COMPUESTOS
AZUL Y ROJO.

Este ensayo tiene el objetivo de determinar si el compuesto a probar, al colocarse
antes de infectar macréfagos MH-S con M. tuberculosis, es capaz de generar un
aumento o disminucion en la capacidad de estas células para destruir a la
micobacteria una vez fagocitada.

Soluciones a usar:

Solucion de RPMI + Antibiotico: A partir de una solucion de antibiéticos Gibco ™
Pen Strep 100x con una concentracion de 10,000 U/mL de penicilina y 10,000

pMg/mL de Streptomicina se preparo una solucion 1x en medio RPMI.

Dodecilsulfato de sodio (SDS) al 0.1%: Para preparar 10 mL de esta solucién se
pesd 0.01 g de SDS y se le agregaron 10 mL de medio 7H9. Se pone en agitacion
hasta que se disuelva completamente. Filtrar en la campana de flujo laminar con

filtro de 0.22 ym y hacer alicuotas para congelar a -20°C.

Albumina de suero bovino (BSA) al 20%: Para preparar 10 mL de esta solucion se
pesaron 2 g de BSA y se le agregaron 10 mL de medio 7H9. Se pone en agitacion
hasta que se disuelva completamente. Filtrar en la campana de flujo laminar con

filtro de 0.22 ym y hacer alicuotas para congelar a -20°C.

Preparacion de la bacteria: Tomar los crioviales necesarios del ultracongelador a

-70°C con la cepa de M. tuberculosis H37Rv ATCC o Stanford del cual ya se sabe
la concentracion. Descongelar la bacteria colocando los crioviales a 37°C durante
10 minutos. Finalmente, homogeneizar en un vortex y tomar el volumen necesario
para hacer una suspensién de 3x10° bacterias/100 yL de medio RPMI completo

tomando en cuenta que en cada pozo se agregan 100 pL.
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Montaje de la placa: Emplear 2 placas estériles de poliestireno de 96 pozos vy

fondo plano con tapa para cada dia experimento. Todas las placas se rellenan con

agua inyectable estéril en los pozos de las orillas, para evitar evaporacion.

Paso 1. Sembrado de células

e Realizar el paso1. Sembrado de células del ensayo de citotoxicidad hasta
el punto 10.

e Hacer una suspension de 4x10° células/200 uL y calcular el volumen
necesario para colocar 200 pL en los pozos de las 4 placas (DO, D1) mas
un exceso de 1/10.

e Dejar las células incubando durante 3 dias a 37°C y 5% de COx.

Paso 2. Estimulo
e Retirar el sobrenadante del cultivo de las células.
e Agregar 200 pL de medio RPMI en los pozos de las células sin estimulo.
e Colocar 180 uL de medio RPMI en los pozos de las células infectadas sin
tratamiento.
e Anadir 20 yL de los compuestos rojo o azul en los pozos correspondientes
para tener una concentracion final de 250, 50 y 5 pg/mL y 50, 25y 5 pg/mL

respectivamente.

e Dejar incubando durante 24 horas a 37°C y 5% de COs..
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Paso 3. Infeccion

e Hacer la suspension de bacteria y sonicarla durante 45 segundos.

¢ Retirar el sobrenadante de todos los pozos.

e Anadir 200 pL de la solucién de bacterias previamente sonicadas en los
pozos de células infectadas con tratamiento.

e Incubar 1 hora a 37°C y 5% de COa..

e Descartar el sobrenadante en cajas de Petri, evitando hacer burbujas y
formar aerosoles. Realizar 3 lavados con 200 uL de RPMI con antibidticos.

e Anadir 200 yL de RPMI completo en todos los pozos.

e Dejar incubando a 37°C y 5% de CO2 durante 1 hora (Dia 0) y 24 horas
(Dia 1).

e Al cumplirse ese tiempo, llevar a cabo el paso 4 y 5.

Paso 4. Recoleccién de sobrenadante
e Tomar el resto del sobrenadante de los triplicados de una placa y juntarlos
en un tubo de 1 mL.
e Centrifugar a 14000 rpm por 10 minutos a 4°C.
e Pasar el sobrenadante por un filtro de 0.22 ym de 4 mm de diametro y
colocarlo en un tubo de 1 mL.

e Congelar a-70°C hasta la medicidn de citocinas por ELISA.
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Paso 5. Determinacion de carga bacteriana en macréfagos.

Etiquetar correctamente las cajas Petri con agar 7H10 y hacer lineas con
marcador en la parte exterior de la base de la placa para dividirla en 8
partes iguales.

Colocar en una placa de poliestireno de 96 pozos con fondo convexo 270
ML de medio 7H9 por pozo.

Luego de tomar el sobrenadante para medir citocinas, colocar 100 pL de
7H9 con SDS al 0.1%, mezclar vigorosamente y raspar en cruz el fondo de
la placa durante 10 min a temperatura ambiente.

Adicionar 100 pL de 7H9 con BSA al 20% a los pozos.

Tomar 30 pL de cada uno de los pozos correspondientes a cada
concentracion de compuesto probada y colocarlos en un pozo con 270 uL
de medio 7H9 por pozo, resuspendiendo 10 veces (dilucion 1:10).

Una vez resuspendido tomar 30 uL de ese pozo y pasarlo al siguiente pozo
previamente rellenado con 270 uL de medio 7H9 resuspendiendo 10 veces
(dilucién 1:100).

Realizar el proceso anterior 2 veces mas (dilucién 1:1000 y 1:10000),
descartando los ultimos 30 uL en pozos vacios de la placa.

Tomar una caja Petri con medio 7H10 y colocar por duplicado 10 pL del
concentrado (tomado directamente de la placa donde se hizo el ensayo) y
de cada dilucién (1:10,1:100,1:1000 y 1:10000).

Dejar absorber las muestras en el agar colocando las placas con tapa hacia

arriba y prender la luz UV.
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e Colocar las placas en bolsas con la tapa hacia abajo, sellar e incubar a
37°Cy 5% de COo.
e Hacer el conteo de unidades formadoras de colonias (UFCs) a los 14 y 21

dias después de sembrar.

IV.4. METODO DE KILLING ESTIMULANDO CON EL COMPUESTO AZUL A
LA PAR DE LA INFECCION.

Este ensayo tiene el objetivo de determinar si el compuesto a probar al colocarse
al mismo tiempo que se infectan macréfagos MH-S con M. tuberculosis es capaz
de generar un aumento o disminucion en la capacidad de estas células para
destruir a la micobacteria una vez fagocitada.

Preparacion del inoculo: Tomar los crioviales necesarios del ultracongelador a -

70°C con la cepa de M. tuberculosis H37Rv ATCC o Stanford del cual ya se sabe
la concentracion. Descongelar la bacteria colocando los crioviales a 37°C durante

10 minutos. Finalmente, homogeneizar en un vortex y tomar el volumen necesario
para hacer una suspension de 2x10° bacterias/300 uL de medio RPMI completo

tomando en cuenta que en cada pozo se agregan 300 pL.

Montaje de la placa: Emplear 2 placas estériles de poliestireno de 12 pozos y

fondo plano con tapa para cada dia experimento.

Paso 1. Sembrado de células

e Realizar el paso 1. Sembrado de células del ensayo de citotoxicidad hasta

el punto 10.
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e Hacer una suspension de 2x10° células/500 uL y calcular el volumen
necesario para colocar 500 uL en todos los pozos de las 8 placas a usar
(DO, D1, D3 y D7) mas un exceso de 1/10.

e Dejar las células incubando durante 24 horas a 37°C y 5% de CO2.

Paso 2. Estimulo e infeccion (1 placa por cada tiempo).

e Hacer la suspension de bacteria y sonicarla durante 45 segundos.

¢ Retirar el sobrenadante de cultivo de las células que van a ser infectadas.

e Anadir 200 yL de la solucion de bacterias en los pozos de la mitad de las
placas (1 placa por cada tiempo).

¢ Anadir el compuesto azul en los pozos correspondientes para obtener una
concentracion final de 1, 2.5y 5 yg/mL.

e Incubar 1 hora a 37°C y 5% de COa..

e Descartar el sobrenadante en cajas de Petri, evitando hacer burbujas y
formar aerosoles. Realizar 3 lavados con 200 yL de RPMI con antibiético.

e Anadir 500 pL de RPMI en todos los pozos.

e Dejar incubando a 37°C y 5% de CO2 durante 1 hora (Dia 0), 24 horas (Dia

1), 72 horas (Dia 3) y 168 horas (Dia 7).

Paso 4. Seguimiento
e A partir del dia 3, colocar diariamente en las placas del dia 3 y 7 la
concentracion previamente establecida de compuesto azul en los pozos

correspondientes.
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e En el dia 5, colocar TmL de medio RPMI completo a las placas
correspondientes al dia 7.

e Al cumplirse el tiempo de incubacion, llevar a cabo el paso 5y 6.

Paso 5. Recoleccidon de sobrenadantes:

Tomar el sobrenadante de los triplicados de una placa y juntarlos en un
tubo de 1 mL.

e Centrifugar a 14000 rpm por 10 minutos a 4°C.

e Pasar el sobrenadante por un filtro de 0.22 ym de 4 mm de diametro y
colocarlo en un tubo de 1 mL.

e Congelar a-70°C hasta la medicidn de citocinas por ELISA.

Paso 6. Determinacion de carga bacteriana en macréfagos: *Se realiza solo en

las placas con macrofagos infectados con M. tuberculosis.

Realizar el paso 5. Determinacion de la carga bacteriana en el ensayo de Método
de Killing pre estimulando con los compuestos azul y rojo cambiando solamente el

volumen a usar de SDS al 0.1% y BSA al 20% a 200 pL.

IV.5. METODO DE KILLING ESTIMULANDO CON LOS COMPUESTOS AZUL
DESPUES DE SU INFECCION.

Este ensayo tiene el objetivo de determinar si el compuesto a probar al colocarse
después de infectar macrofagos MH-S con M. tuberculosis es capaz de generar
un aumento o disminucion en la capacidad de estas células para destruir a la
micobacteria una vez fagocitada.
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Preparacion del inoculo: Tomar los crioviales necesarios del ultracongelador a -

70°C con la cepa de M. tuberculosis H37Rv ATCC o Stanford del cual ya se sabe
la concentracion. Descongelar la bacteria colocando los crioviales a 37°C durante
10 minutos. Finalmente, homogeneizar en un vortex y tomar el volumen necesario
para hacer una suspension de 1x10° bacterias/500 uL de medio RPMI completo

tomando en cuenta que en cada pozo se agregan 500 pL.

Montaje de la placa: Emplear 1 placa estéril de poliestireno de 12 pozos y fondo

plano con tapa para cada dia experimento.
Paso1. Sembrado de células

e Realizar el paso 1. Sembrado de células del ensayo de citotoxicidad hasta
el punto 10.

e Hacer una suspension de 1x10° células/500 uL y calcular el volumen
necesario para colocar 500 uL en todos los pozos de las 4 placas a usar
(DO, D1, D3 y D7) mas un exceso de 1/10.

e Dejar las células incubando durante 24 horas a 37°C y 5% de CO2.

Paso 3. Infeccion y estimulo (1 placa por cada tiempo).

e Hacer la suspension de bacteria y sonicarla durante 45 segundos.

e Retirar el sobrenadante de cultivo de las células que van a ser infectadas.

¢ Anadir 500 pL de la solucion de bacterias en los pozos de todas las placas
(1 placa por cada tiempo).

e Incubar 1 hora a 37°C y 5% de COa..
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e Descartar el sobrenadante en cajas de Petri, evitando hacer burbujas y
formar aerosoles. Realizar 3 lavados con 200 yL de RPMI con antibiético.

e Anadir 500 uL del compuesto azul en los pozos correspondientes al tiempo
OyDia1,y1mLen las placas del dia 3 y 7 para obtener una concentracion
final de 5, 25y 50 pg/mL .

e Dejar incubando a 37°C y 5% de CO2 durante 1 hora (Dia 0), 24 horas (Dia

1), 72 horas (Dia 3) y 168 horas (Dia 7).

Paso 4. Seguimiento
e En el dia 5, colocar 1 mL de medio RPMI completo a las placas
correspondientes al dia 7.
e Al cumplirse el tiempo de incubacion, llevar a cabo el paso 4y 5.
Realizar el paso 5. Determinacion de la carga bacteriana en el ensayo de Método
de Killing pre estimulando con los compuestos azul y rojo cambiando solamente el

volumen a usar de SDS al 0.1% y BSA al 20% a 200puL.

IV.6. METODO PARA DETERMINAR ACTIVIDAD FAGOCITICA.

Este ensayo tiene el objetivo de determinar si el compuesto a probar es capaz de
tener un efecto sobre la actividad fagocitica de macrofagos MH-S sobre M.
tuberculosis.

Preparacion del inoculo: Tomar los crioviales necesarios del ultracongelador a -

70°C con la cepa de M. tuberculosis H37Rv ATCC o Stanford del cual ya se sabe
la concentracion. Descongelar la bacteria colocando los crioviales a 37°C durante
10 minutos. Finalmente, homogeneizar en un vortex y tomar el volumen necesario
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para hacer una suspensiéon de 6x10° bacterias/400 uL de medio RPMI completo

tomando en cuenta que en cada pozo se agregan 400 pL.

Montaje de la camara- _portaobjetos (chamber-slide): Se emplearon chamber-

slides con 4 pozos de volumen final de 500 pL.
Paso 1. Sembrado de células:

e Realizar el paso 1. Sembrado de células del procedimiento de citotoxicidad.
Hacer una suspension de 3x10* células/500 pL. Se calcula el volumen
necesario para colocar 500 yL en cada uno de los pozos mas un exceso

de 1/10.
e Colocar las células y dejar incubando durante 24 horas a 37°C y 5% de

CO:a.

Paso 2. Preestimulacion:

e Colocar en el primer pozo la cantidad necesaria del compuesto azul para
obtener una concentracion final de 8 pg/mL.

e Regresar a incubacion durante 24 horas mas a 37°C y 5% de COx.

Paso 3. Infeccion:
e Hacer la suspension de bacteria y sonicarla durante 45 segundos.
e Quitar el sobrenadante de todos los pozos y colocar la suspension de

bacteria. En el segundo cuadrante colocar cierta cantidad del compuesto
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azul para obtener una concentracion final de 8 ug/mL. El volumen final de
todos los pozos es de 500 pL.

e Dejar incubando por una hora a 37°C y 5% de CO..

e Retirar todos los estimulos y lavar cada pozo con 3 veces con 200 uL de

RPMI + antibiotico.

Paso 4. Postestimulacion:
e Colocar en el tercer pozo cierta cantidad del compuesto azul para obtener
una concentracioén final de 8 yg/mL y en el resto de los pozos 500 yL de
RPMI completo.
e Dejar incubando una hora a 37°C y 5% de COa..
e Agregar 200 pL de metanol a todos los pozos y dejar incubando durante 10

minutos a 37°C y 5% de CO..

e Separar la camara del portaobjetos y hacer una tincion de Ziehl Neelsen.

Paso 5. Tincidon de Ziehl-Neelsen:

e Colocar el colorante fucsina fenicada en todo el portaobjetos durante 5
minutos.

e Lavar con agua y agregar gotas de alcohol-acido hasta que ya no se
desprenda color.

e Lavar con agua y dejar secar.

e Colocar el colorante azul de metileno durante 5 minutos.
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Lavar con agua y una vez completamente seco colocar la resina y un
cubreobjetos sobre la laminilla.

Observar al microscopio con el lente de inmersion (100x).
Dividirimaginariamente cada pozo en 4 secciones y en cada seccion contar
los macréfagos de cada una de las esquinas y el centro hasta llegar a un

total de 300 macréfagos en cada pozo.
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V. RESULTADOS

V.1. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA (MIC)

El compuesto AZUL tiene actividad microbicida sobre M. tuberculosis H37Rv
del ATCC y Stanford. En el primer ensayo realizado se determiné una MIC de 4
pMg/mL (columna 4, E a G) para el compuesto azul (Fig. 6). Al comparar los pozos
con bacteria al 100% (columna 10, B a G) contra los pozos que estuvieron en
contacto con la MIC del compuesto azul se puede ver una amplia disminucidn
tanto en la densidad optica como en las UFCs (Fig. 6b y 6c), llegando a ser
significativa. Inclusive se ve una menor carga bacteriana con respecto a los pozos
de bacteria al 1% (columna 1, E a G) aunque no menor que los pozos con
isoniazida [0.125 pg/mL] (columna 9, B a D) (Fig. 6¢). El mismo resultado se

obtuvo para la cepa H37Rv Stanford (Fig. 7).
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Figura 6. a) y b) Lectura de la densidad Optica del ensayo de MIC para el compuesto
AZUL (1er lote) H37Rv ATCC. c) Determinacion de UFCs para el ensayo de MIC del
compuesto azul. Flecha indica la MIC. Las barras representan la media de 3 muestras

paralelas + DE. ANOVA (1 via) ****p<0.0001. Test de Tukey, se hicieron multiples
comparaciones entre todos los grupos.
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Figura 7. Ensayo colorimétrico para detectar la MIC del compuesto AZUL para (2do
lote) H37Rv Stanford. Fila B a D (Columna 2 a 9) corresponden al compuesto azul a
las concentraciones correspondientes, Fila B a D (Columna 1) corresponde al control
de bacteria al 1% y (Columna 10) al control de bacteria al 100%. a) y b) Lectura de la
densidad Optica del ensayo de MIC para el compuesto azul en H37Rv Stanford. c)
Determinacion de UFCs para el ensayo de MIC del compuesto azul. La flecha indica la
MIC. Las barras representan la media de 3 muestras paralelas + DE. ANOVA (1 via)
**p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001, Test de Tukey, se hicieron multiples
comparaciones entre todos los grupos.
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El compuesto ROJO tiene actividad microbicida sobre M. tuberculosis
H37Rv ATCC. En el ensayo probando el compuesto rojo se obtuvo una MIC de
160 pg/mL (columna 3, B a D) (Fig. 8a), 40 veces mas grande que el compuesto
azul. Al comparar los pozos con bacteria al 100% (columna 10, B a D) contra los
pozos que estuvieron en contacto con el compuesto rojo [160 ug/mL] (flecha
negra) se puede ver una amplia disminucion tanto en la densidad 6ptica como en
las UFCs (Fig. 8b y 8c). Se observa también una menor carga bacteriana con
respecto a los pozos de bacteria al 1% (columna 9, B a D) pero una cantidad de

UFCs mayor a la de los pozos con isoniazida [0.03125 pug/mL] (columna 8, B a D).
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Figura 8. a) y b) Lectura de la densidad optica del ensayo de MIC para el compuesto
ROJO (1er lote) en H37Rv ATCC. c) Determinacion de UFCs para el ensayo de MIC del
compuesto rojo. La fecha indica la MIC. Las barras representan la media de 3 muestras

paralelas + DE. ANOVA (1 via) *p<0.05, ****p<0.0001. Test de Tukey, se hicieron
multiples comparaciones entre todos los grupos.
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El compuesto AZUL y ROJO tienen actividad microbicida sobre M.
tuberculosis MDR. En la determinacion de la MIC para el aislado clinico MDR se
obtuvo la misma concentracion que arrojaron los ensayos con H37Rv para ambos
compuestos, es decir 8 yg/mL para el compuesto azul y 160 yg/mL para el
compuesto rojo. Se puede ver una disminucion significativa de la cantidad de
bacterias entre los pozos del control de bacteria al 100% y los pozos con el
compuesto rojo y azul (Fig. 9b y 9d). Inclusive se observa que la carga bacteriana
es mucho menor que en los pozos del control de bacteria al 1%. Se llevé a cabo
la repeticion de la MIC con MDR y se obtuvo el mismo resultado para el compuesto

azul, es decir, 8ug/mL (Fig. 10).
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Figura 9. a) y c) Lectura de la densidad optica del ensayo de MIC para el compuesto
AZUL (2do lote) y ROJO (1er lote) utilizando una cepa MDR de Mtb. b) y d)
Determinacion de UFCs en el ensayo de MIC para el compuesto rojo y azul utilizando
una cepa MDR de Mtb. Las barras representan la media de 3 muestras paralelas + DE.
ANOVA (1 via) *p<0.05, **p<0.01, ****p<0.0001. Test de Tukey, se hicieron multiples
comparaciones entre todos los grupos.
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Figura 10. Repeticion del ensayo colorimétrico para detectar la MIC del compuesto
AZUL (2do lote) para MDR. Fila B a D (Columna 2 a 9) corresponden al compuesto azul
a las concentraciones correspondientes, y (Columna 10) al control de bacteria al 100%.

a) y b) Lectura de la densidad 6ptica del ensayo de MIC para el compuesto azul en
MDR. c) Determinacion de UFCs para el ensayo de MIC del compuesto azul. La flecha

indica la MIC. Las barras representan la media de 3 muestras paralelas + DE. ANOVA
(1 via) ****p<0.0001. Test de Tukey, se hicieron multiples comparaciones entre todos los
grupos.



Compuesto azul

M. tuberculosis H37Rv (ATCC)

M. tuberculosis H37Rv (Stanford)

M. tuberculosis MDR (aislado)

Compuesto rojo

M. tuberculosis H37Rv (ATCC)

M. tuberculosis MDR (aislado)

MIC (ug/mL)

(1er lote)

160

160

RESULTADOS

MIC (ug/mL)

(2do lote)

8/8

Tabla1. Concentracién minima inhibitoria (MIC) de los compuestos rojo y azul para

diferentes cepas de Mycobacterium tuberculosis H37Rv y MDR.
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RESULTADOS

V.2. DETERMINACION DE LA CITOTOXICIDAD DE LOS COMPUESTOS AZUL Y
ROJO EN LA LINEA CELULAR MH-S

El compuesto azul y rojo son citotoxicos para las células MH-S a concentraciones
de 2 a 8 pyg/mL y 16 a 160 pg/mL respectivamente. Al poner en contacto los
compuestos azul y rojo con diferentes concentraciones con macréfagos murinos MH-S
durante 48 horas se pudo observar que disminuyo el porcentaje de la poblacion del
cultivo celular (Fig. 11) inclusive al mismo nivel que los expuestos a Dimetilsulfoxido
(DMSO) a una concentracion del 10% (Fig. 12). EI compuesto rojo a 1.6 yg/mL no es

toxico sin embargo se trata de una concentracion 100 veces menor que la MIC.
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RESULTADOS

Figura 11. Imagenes tomadas en microscopio invertido (objetivo 10X), son
representativas de los seis pozos del ensayo de citotoxicidad después de poner las
células MH-S en contacto con las diferentes sustancias: a) RPMI con SFB al 10% b)

DMSO al 10% c) C. azul [8 ug/mL] d) C. rojo [160 ug/mL].
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RESULTADOS

Figura 12. Porcentaje de células MH-S vivas al ponerse en contacto con diferentes
concentraciones del compuesto azul (2do lote) (8, 4 y 2 ug/mL) y compuesto rojo (160, 16
y 1.6 ug/mL) durante 48 horas. Las barras representan la media de 6 muestras paralelas

+ DE. ANOVA (1 via) ***p<0.0001. Test de Tukey, se hicieron multiples comparaciones

entre todos los grupos.
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RESULTADOS

V.3. DETERMINACION DE LA CARGA BACTERIANA AL INFECTAR UN CULTIVO DE
MACROFAGOS CON MTB Y ESTIMULARLO CON LOS COMPUESTOS ROJO Y
AZUL.

CONDICION: Pre-estimulacion

Los compuestos azul y rojo al ponerse en contacto con macréfagos murinos MH-
S que después son infectados con Mtb generan una disminucién en la cantidad de
bacterias intracelulares. Los resultados del ensayo de killing muestran que al poner en
contacto los compuestos durante todo un dia con los macréfagos y después infectarlos
por una hora con M. tuberculosis H37Rv se disminuye la cantidad de bacterias que se
encuentran dentro del macréfago. Esto se ve en las barras correspondientes para
Tiempo 0, donde la carga bacteriana disminuyé significativamente 1 hora después de
iniciar la infeccion (Fig.13). Cabe sefialar que antes de iniciar la infeccion se observo una
disminucién en la poblacion celular de los pozos que habian sido expuestos a las

diferentes concentraciones de compuesto azul y rojo.

220000 - _

200000 - Il Macrofagos infectados s/tx

180000 Compuesto azul 5 pg/mL
_y 160000+ . B Compuesto azul 25 pg/mL
% 1400007 1 Compuesto azul 50 pg/mL
O 30000+ e Bl Compuesto rojo 5 pg/mL
= 20000 Compuesto rojo 50 pg/mL

10000 Bl Compuesto rojo 250 pg/mL
0-
Tiempo0 Dia1
TRATAMIENTOS

Figura 13. Carga bacteriana dentro de macroéfagos MH-S infectados con M.
tuberculosis H37Rv ATCC (MOI 1:5) y pre estimulados 24 horas antes con
diferentes concentraciones del compuesto azul (5, 25 y 50 ug/mL) y compuesto rojo
(5, 50 y 250 ug/mL). Las barras representan la media de 6 muestras paralelas +
DE. ANOVA (2 vias) ****p<0.0001, Test de Tukey, se hicieron multiples
comparaciones entre todos los grupos.
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RESULTADOS

CONDICION: Estimulacién a la par

El compuesto azul al estar en contacto con el macréfago en diferentes
concentraciones cuando se esta infectando con Mtb aumenta su capacidad para
matar a las bacterias ya fagocitadas al dia 3 post-infeccién. Al dia 1 las
concentraciones usadas del compuesto azul no generaron un cambio significativo en la
carga bacteriana con respecto al control de macréfagos sin compuesto, sin embargo, al
dia 3 que es cuando se empezé a suplementar el cultivo celular con mas compuesto se
puede ver que la carga bacteriana empez6 a disminuir. A pesar de que no se ve
diferencia entre las dosis usadas, la concentracién de 2.5 pg/mL en todos los tiempos es
la que tiene menor carga bacteriana llegando a ser significativa al dia 3 con respecto al

control de macréfagos sin tratamiento al igual que la dosis de 1 ug/mL (Fig.14).
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Figura 14. Carga bacteriana dentro de macrofagos MH-S infectados con M. tuberculosis
H37Rv ATCC (MOI 1:5) y estimulados a la par con diferentes concentraciones del
compuesto azul (3er lote) (1, 2.5y 5 ug/mL). a)1 hora b)1 dia c)3 dias d)7 dias. Las
barras representan la media de 3 muestras paralelas £ DE. ANOVA (2 vias) *p<0.05,

Test de Tukey, se hicieron multiples comparaciones entre todos los grupos.
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RESULTADOS

CONDICION: Post-Estimulacion

El compuesto azul al estar en contacto con el macréfago después de haber
sido infectado con Mtb aumenta su capacidad para matar a las bacterias
fagocitadas. Todas las concentraciones usadas del compuesto azul generaron un
cambio significativo en la carga bacteriana al dia 3 y 7 después de la estimulacion.
Se puede observar un efecto dosis-respuesta donde mientras mas aumenta la

concentracion de compuesto azul mas disminuye la carga bacteriana (Fig. 15).

17



UFCs/mL

UFCs/mL

RESULTADOS

a) Tiempo 0 (1 hora) b) Dia 1
50000- 50000
40000
-
€ 30000
@
T :
L 20000-
S
10000
o' T T T
Y v Y
S & &
> )
é‘o" ° \6‘? ,fa‘? Y
S 4 > >
Q&é} A Y
TRATAMIENTOS N
TRATAMIENTOS
c) Dia 3 d) Dia7
200000 - 500000+
4000004
150000
.|
E 300000
7]
100000 o 2000004
=
500004 100000 -
-
_— 0- T T T
0- T T T (] N4 N4 N4
o & & <&
v v v SIPN ) & &
0)09 N O)\((\ O)\((\ O)\((\ {0‘\0 oof" ™ qf’\? ‘)Q\?
& o o 0¥ N P > >
L A 0 S & 4 P P
F P > S € o 3 3
N 0&' K '5" 'b1' ¢ < <
& Y o ¢
TRATAMIENTOS
TRATAMIENTOS

Figura. 15. Carga bacteriana dentro de macrofagos MH-S infectados con M.
tuberculosis H37Rv ATCC (MOI 1:5) y estimulados post infeccion con diferentes
concentraciones del compuesto azul (4to lote) (5, 25 y 50 ug/mL). Las barras
representan la media de 3 muestras paralelas + DE. ANOVA (2 vias) ****p<0.0001,
Test de Tukey, se hicieron multiples comparaciones entre todos los grupos.
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V.4. DETERMINACION DE LA FAGOCITOSIS

El compuesto azul favorece la fagocitosis de M. tuberculosis H37Rv del ATCC en
macrofagos al estar en contacto con las células durante o después de su infeccion.
Los mayores porcentajes de fagocitosis se dieron cuando el compuesto se puso en
contacto al mismo tiempo con el macrofago y la bacteria (1.2%) o en menor proporcion
cuando el compuesto se agrega después de que los macréfagos estan infectados (0.6%).
Cuando el compuesto se coloco en el cultivo celular 18 horas antes de la infeccion no se

observo fagocitosis (Fig.16).

1.5- _
B >5 bacterias

3-4 bacterias
Il 1-2 bacterias

% DE FAGOCITOSIS

TRATAMIENTOS

Figura 16. Porcentaje de fagocitosis de macrofagos MH-S al estar en
contacto con M. tuberculosis H37Rv ATCC (MOl 1:5) y con el
compuesto azul (3er lote) a 4 ug/mL en tres diferentes condiciones
antes, a la par y después de la infeccion con la bacteria. Las barras
representan el porcentaje con respecto al conteo de 300 macréfagos
totales.
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DISCUSION

VI. DISCUSION

En este proyecto se utiliz6 una técnica colorimétrica basada en una reaccion oxido-
reduccion, para determinar la minima concentracién de dos benzoquinonas (ug/mL) que
inhiben el crecimiento de Mtb; el MTS o Cell-Titer 96® AQueous (color amarillo) en
presencia de enzimas deshidrogenasas de Mycobacterium tuberculosis es reducido a
formazan (color café oscuro). Por lo tanto, un cambio en el color café del medio indica
que hay presencia de bacterias o en otras palabras que el compuesto no pudo inhibir su

crecimiento.

Se determin6 que el compuesto azul presenta una MIC de 4 yg/mL (Figura 8a). Este
resultado se considera prometedor ya que no se aleja mucho de los valores para la MIC
de los farmacos de primera linea para el tratamiento de la tuberculosis que son
Pirazinamida (20 ug/mL), Streptomicina (0.25-1.0 yg/mL), Etambutol (0.06-0.25 pg/mL),
Rifampicina (0.06-0.25 ug/mL) e Isoniazida (0.016 a 0.06 ug/mL)%. *MICs determinadas
para Mtb H37Rv (ATCC)*. En cuanto al compuesto rojo se obtuvo una MIC para H37Rv
ATCC de 160 pg/mL (Fig. 10a) lo cual es mucho mas alto que la MIC de los farmacos de

primera linea.

Por otra parte, el Clinical Laboratory Standards Institute, (CLSI) establece que una
sustancia se puede considerar con actividad relevante contra Mtb cuando presenta una
MIC menor a 128 ug/mL para el caso de extractos de plantas o menor a 25 yM para
extractos puros?*. Debido a que lo Gnico que se conoce de la estructura quimica de los
dos compuestos es que son benzoquinonas y por consiguiente no se sabe el peso
molecular, los valores reportados en gramos por mililitro (g/mL) no se pueden convertir

a molaridad (mol/L o M) pero utilizando el peso molecular de la benzoquinona como
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referencia (108.1 g/mol) el compuesto azul tendria una MIC de 37.04 uM y el rojo de
1481.5 uM. El valor del compuesto azul es el que mas se acerca a lo estipulado en la
CLSI y suponiendo que el peso molecular sea mayor por la adicion de sustituyentes el
valor disminuiria entrando en el rango. Al comparar el compuesto rojo vemos que se aleja
por mucho de estos valores con lo cual podemos decir que no posee una actividad
micobacteriana relevante. A parte de esto, la ventaja de tener una MIC pequefia es que
se reduce la probabilidad de efectos secundarios que puedan llegar a ser toxicos para el
organismo haciendo al compuesto rojo una opcidn no viable para el tratamiento de esta

enfermedad.

Para determinar si el compuesto es bactericida (que lo mata completamente) o
bacteriostatico (que no mata completamente si no que inhibe crecimiento de forma
transitoria), se analizaron las UFCs correspondientes a los pozos que tenian la
concentracion minima inhibitoria para el compuesto azul. En el ensayo con el compuesto
azul y la cepa H37Rv ATCC es notable y significativa la disminucion en la carga
bacteriana con respecto al control del 100% de bacteria, inclusive se puede ver una
menor cantidad de UFCs aunque no significativa con respecto al pozo con bacteria al 1%
(Fig. 6¢). Aun asi, la carga bacteriana del compuesto azul es mayor a comparacion de
los pozos con isoniazida (0.03125 pg/mL), esto es porque la cepa utilizada es muy
susceptible a este farmaco en especifico*. La misma tendencia ocurre con el compuesto

rojo (Fig. 8c).

En el segundo ensayo con el compuesto azul usando el lote 2 se puede ver (Fig. 7a 'y
7b) que a pesar de que se empezd con el mismo numero de bacterias que en el primer

experimento (300,000 bacterias) se obtuvo un resultado diferente en cuanto a niveles de
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carga bacteriana. El numero de UFCs para el control de bacteria al 100% fue mucho
menor a 20 millones que fue lo obtenido en el primer experimento tanto para el
compuesto azul y rojo (Fig. 6¢ y 8c), lo cual se pudo haber debido a la alicuota de bacteria
utilizada, lo importante es que las tendencias entre el primer y segundo experimento son
similares, es decir que el compuesto azul disminuye de manera significativa la carga

bacteriana.

Se comprobd también que ambos compuestos pueden inhibir a la cepa MDR con una
MIC de 8 ug/mL y 160 pg/mL para el compuesto azul y rojo respectivamente (Fig. 9).
Esto tiene un gran impacto ya que esta cepa ha desarrollado resistencia a los farmacos
de primera linea y para controlarla se deben administrar farmacos de segunda linea que
son toxicos y causan muchos efectos adversos, como cefalea, nauseas, vomito, diarrea,
etc; probablemente si los compuestos rojo y azul se administran junto con los farmacos
de segunda linea in vivo podria reducirse el tiempo de tratamiento y por lo tanto disminuir

los malestares y al mismo tiempo controlar la infeccion por Tb.

En el ensayo de citotoxicidad se observa que el compuesto azul mata aproximadamente
al 70% de las células a las 3 concentraciones que se usaron en el experimento (8,4 y 2
pug/mL) mientras que el compuesto rojo a concentraciones de 160 y 16 pg/mL (Fig. 11).
Esto es de importancia ya que la MIC del compuesto azul es de 4 ug/mL, la cual de
acuerdo con el experimento de citotoxicidad con cristal violeta mantiene viables al 30%
de las células MH-S. Sin embargo, su baja MIC sugiere que puede ser un candidato para

probarse en un modelo murino in vivo de tuberculosis pulmonar progresiva.
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En el caso del compuesto rojo la concentracion de 1.6 pg/mL (Fig.11) fue menos téxica
en esta linea celular pero probablemente no pueda matar a la mayoria de las bacterias

presentes en el anfitrion ya que su MIC es 100 veces mayor.

El ensayo de killing nos indica de forma cuantitativa la capacidad que tienen los
macrofagos de destruir la bacteria al ser estimulados con los compuestos azul y rojo o
en otras palabras permite determinar si los compuestos incrementan la capacidad
bactericida de estas células. Debido a que se queria estandarizar el ensayo se utilizaron
3 condiciones diferentes para ver en cual se observaba el efecto: pre-estimulacion,

estimulacion a la par y post-estimulacion.

Los resultados muestran que en los macrofagos que fueron pre-estimulados con
compuesto azul antes de ser infectados hay una disminucion en la cantidad de bacterias
intracelulares viables con respecto al control (macrofagos infectados sin tratamiento)
aunque no de una manera dosis-dependiente (Fig. 13). El compuesto rojo también

muestra esta disminucion sin embargo aqui si se observa el efecto dosis-respuesta.

En este ensayo la disminucion en la cantidad de bacterias se debidé principalmente al
efecto citotoxico de ambos compuestos sobre los macréfagos ya que se pudo observar
una diferencia en la cantidad de células en los pozos de macréfagos infectados sin
tratamiento y los tratados con los compuestos, haciendo a esta condicion no favorable

para observar un efecto de estimulacion sobre los macrofagos.

El segundo ensayo de killing con un nuevo lote de compuesto arrojo otros resultados. En
este caso se estimulé solamente con el compuesto azul debido a que la MIC del

compuesto rojo resultd ser muy alta y se usé la condicién a la par, es decir, que el
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compuesto azul se puso al mismo tiempo que se hizo la infeccién con el bacilo. Es
importante mencionar que en esta condicién no hubo una disminucién tan drastica en la
cantidad de UFCs como en el ensayo anterior y las micobacterias siguieron replicandose
de manera similar dentro de los macréfagos tratados y no tratados (30,000 a 300,000
macrofagos del dia 1 al dia 3) (Fig. 14b y 14c) indicando que las células estaban viables
y no fueron afectadas por el efecto citotdéxico del compuesto probablemente debido a que
estuvo en contacto con los macrofagos y la bacteria durante 1 hora. A pesar de esto, en
todos los dias posteriores si se ve una disminucion en la carga bacteriana de los
macrofagos tratados con compuesto siendo significativa en las concentraciones de 1y
2.5 pyg/mL (Fig. 14c). Debido a que se observa un efecto en la disminucion de las UFCs
sin verse afectada la viabilidad de los macrofagos, podemos decir que esta condicion es
la 6ptima para evaluar si el compuesto tiene un efecto sobre las células, que provoque

el incremento de su actividad bactericida.

El tercer experimento de killing es lo mas parecido a lo que pasa en la enfermedad en
humanos donde los medicamentos se empiezan a dar en una etapa avanzada de la
enfermedad, es decir, cuando las bacterias ya se encuentran dentro del macrofago. Al
igual que en el primer killing se puede ver una disminucion en la carga bacteriana de tipo
dosis-dependiente (Fig. 15) siendo significativa a partir del dia 3 (Fig. 15¢c). Se puede
decir que este fenbmeno observado se debe a la alta muerte celular que induce el
compuesto lo cual se comprueba en la concentracion mas alta (50 pg/mL) donde no hay

crecimiento de ninguna colonia de Mtb.

Por otra parte, en algunos articulos se ha descrito el efecto de las benzoquinonas en

lineas celulares cancerigenas llegando a la conclusion que este tipo de compuestos

25



DISCUSION

genera un incremento en la muerte celular en especifico, de la apoptosis?>2'26. E en
algunos casos se pudo observar un aumento en los radicales libres de oxigeno?’, esto
podria explicar la disminucién en la cantidad de macrofagos al ser expuestos a los
compuestos rojo y azul (Fig. 11) al igual que en los experimentos de killing con las

condiciones de pre-estimulacion (Fig. 13) y post-estimulacion (Fig. 15).

Como ultimo experimento se realizé un ensayo de fagocitosis donde se comprobd que el
compuesto azul si genera un aumento de la actividad fagocitica solo cuando se pone en
contacto con ambos el bacilo y el macréfago (a la par) o cuando el macrofago ya esta
infectado (post-estimulacion) (Fig. 16). Esto es de suma importancia ya que se pone de
manifiesto el efecto directo sobre la bacteria y el efecto también sobre el macrofago ya
infectado. Lo cual puede significar que el compuesto tiene efecto sobre el macréfago o
que puede entrar al macrofago infectado y una vez dentro destruir a la bacteria. Se puede
decir que el proceso evaluado se trata de fagocitosis ya que la micobacteria tiene
dimensiones de 0,2 a 0,6 x 1 a 10 ym siendo una condicidén de este proceso que las

particulas midan mas de Sum.

Explicando con mayor detalle podemos plantear que el efecto en la disminucion
intracelular de la carga bacteriana observada en el experimento de killing se debe a que
los macrofagos infectados son estimulados para irse a apoptosis por el efecto directo de
la benzoquinona. Este efecto también sucederia al poner en contacto la micobacteria con
el compuesto azul, explicando por qué estos compuestos funcionan de igual manera para
diferentes cepas de M. tuberculosis. El mecanismo exacto por el cual se genera la
apoptosis ya sea en Mtb o en los macréfagos no es claro, sin embargo, en otras lineas

celulares se han encontrado que se debe al aumento en la produccion de ROS? o por
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la activacién de la via intrinseca o extrinseca (dependiente de mitocondria o de

receptores de la muerte respectivamente)?.

También se sabe que algunos antibidticos poseen en su estructura quimica el grupo
benzoquinona como es el caso de las antraciclinas, mitomicinas, estreptonigrina y
saframicina. A pesar de compartir similitudes los mecanismos de accion de cada grupo
es diferente, por ejemplo, algunos funcionan uniéndose covalentemente al ADN,
secuestrando iones metalicos, rompiendo las cadenas de ADN por la formacion de

enlaces fosfodiéster o produciendo un exceso de especies reactivas de oxigeno®.

Debido a la gran variedad de mecanismos conocidos, es importante plantear mas
ensayos para determinar el mecanismo de accion del compuesto azul. El analisis de la
ultraestructura de la bacteria o del macréfago al estar en contacto con el compuesto azul,
permitiria observar si el compuesto causa algun tipo de dafio directo en alguna parte
especifica de las células. Un ensayo de TUNEL permitiria comprobar si genera apoptosis

y por ultimo se podria determinar la produccion de radicales libres de oxigeno.
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VII. CONCLUSIONES

Se confirmd el efecto antimicrobiano de los compuestos rojo y azul contra la cepa
Mycobacterium tuberculosis H37Rv del ATCC, Stanford y contra un aislado clinico MDR.
La MIC del compuesto azul es de 4 ug/mL para H37Rv y 8 yg/mL MDR; para el

compuesto rojo es de 160 pg/mL para ambas cepas de micobacterias.

El compuesto azul y rojo pueden ser una opcion para el tratamiento de la tuberculosis ya
que a pesar de tener cierta toxicidad en macréfagos alveolares también se pudo ver que
al poner en contacto estos compuestos con las células se genera un aumento en la
fagocitosis y en la muerte de Mtb previamente fagocitada por macréfagos, esto ultimo a
través de un mecanismo no conocido que puede ser la induccién de la apoptosis,
generacion de dafio al ADN o la produccion exacerbada de especies reactivas de

oxigeno . Se requieren hacer otros experimentos para confirmar la hipotesis.

PERPECTIVAS

e Llevar a cabo un ensayo de killing donde se pueda cuantificar la muerte celular
para poder diferenciar si la disminucion de la carga bacteriana se debe a la muerte
de los macrofagos o a un aumento en su capacidad bactericida.

e Determinar la produccion de especies reactivas de oxigeno en células que se

pusieron en contacto con el compuesto.
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e Realizar un ensayo de TUNEL para identificar procesos apoptoticos células
expuestas al compuesto.

e |dentificar si el compuesto azul tiene un efecto de activacidén sobre el macréfago
mediante un ensayo de ELISA para determinar la produccion de citocinas
proinflamatorias.

e Administrar el compuesto en ratones infectados con Mycobacterium tuberculosis
H37Rv o MDR como un tratamiento de 2 meses y determinar si hay una

disminucién en la carga bacteriana de pulmones.
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