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RESUMEN

Mycobacterium abscessus es una bacteria patdégeno-oportunista que causa infecciones agudas en el
tejido subcutaneo, causando inflamacién extensa, formacion de abscesos y necrosis. En algunos casos,
la infeccion puede perdurar y ocasionar en los pacientes, fibrosis deformante prioritariamente en el sitio

de infeccion.

Se han aislado de biopsias de pacientes, asi como de muestras ambientales, dos fenotipos de colonias
de M. abscessus, lisas y rugosas. Las colonias lisas se caracterizan por presentar glicopeptidolipidos
(GPL) en la membrana, que son formados a través de la activacion del gen mmpL4b y sinergia de un
megacomplejo enzimatico encargado de producir los GPLs y exportarlos. Por el contrario, las colonias

rugosas no activan esta, en consecuencia no presentan GPLs en su membrana.

En numerosos casos clinicos y estudios in vitro se ha correlacionado la gravedad de los signos y la
duracion de la infeccion con el fenotipo de colonia aislada. Experimentos de infeccion in vitro han
mostrado que las bacterias lisas poseen distintos mecanismos relacionados son eficientes en la evasion
de la respuesta inmune y causan infecciones menos agudas; mientras que la infeccion in vitro producida

por las rugosas genera una patogenicidad mas alta.

El objetivo de este trabajo fue determinar la contribucién de los GPL en la respuesta inmunolégica
asociada a la patologia causada por la inoculacion de distintos fenotipos de M. abscessus utilizando un
modelo de infeccion subcuténea en ratones BALB/c. Los ratones se infectaron subcutaneamente en los
cojinetes plantares traseros con cepas que presentan diferentes fenotipos: 390S (lisa), 390R (rugosa),
AmmpL4b (no produce GPL) y AmmpL4b-comp (mutante complementado rugoso). La cinética de la
inflamacion de la almohadilla, la cuantificacion de unidades formadoras de colonias, la produccién de

citocinas y la fibrosis se determinaron continuamente durante 150 dias post-infeccién.

Independientemente del fenotipo de las cepas, después del dia 28 post infeccién, no se presentd
crecimiento por el método de UFC’s convencional en agar 7H10, por lo que se detecté mediante PCR la
expresion de la subunidad 16Sr, lo que indica que hay bacilos vivos que probablemente se encuentran
en fase latente en coexistencia con inflamacion extensa y fibrosis, particularmente inducida por cepas

rugosas.

Curiosamente, la infeccion con la cepa mutante AmmpL4b indujo menor inflamacién vy fibrosis, en

comparacion con las demas cepas,

Estos resultados sugieren que la infeccién subcutanea con M. abscessus puede deberse a la existencia
de bacterias en estado latente, cuyo contenido de GPL contribuye a producir una inflamacién cronica

extensa y fibrosis.
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INTRODUCCION

1.1GENERALIDADES DE MYCOBACTERIUM

El género Mycobacterium esta formado por mas de 150 especies de bacterias en
forma de bacilos (Jhonson y Odell, 2014). Las micobacterias estan dispersas a
nivel global debido a la variedad de nichos que habitan; asi como a las diversas
relaciones ecoldgicas que presentan. En consecuencia, dentro de éste género
encontramos organismos simbiontes, saprofitos, parasitos obligados vy
oportunistas (Valdés y Sid, 2004) donde se incluyen a humerosos organismos de
importancia médica.

De acuerdo con Lehmann & Neumann 1896 (Winslow., 1917) el género
Mycobacterium es clasificado como se muestra en la figura 1:

Dominio Bacteria

Orden Actinomycetales

Suborden
Corynebacterineae

Familia
Mycobacteriaceae

Género Mycobacterium.

Figura 1 Clasificacion del género Mycobacterium segiin Lehmann & Neuman 1986. Tomado de Winslow et al., 1917.

Los ejemplos mas ilustrativos del género -que dominaron los estudios cientificos
por varios siglos- corresponden a las bacterias del complejo M. tuberculosis y M.
leprae, que han sido los agentes etioldgicos de pandemias a lo largo de la historia
humana (Saviola y Mishau; 2006), es por ésta razon que estas 2 especies fueron
las primeras especies del género en ser descritas y estudiadas exhaustivamente.

Con el paso del tiempo, principalmente en el siglo pasado, con la mejora de
técnicas de identificacion, clasificacion y diagndéstico, fue posible aislar otras
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especies del mismo género que no causaban estas enfermedades pero que
cumplian con las caracteristicas distintivas del mismo.

En consecuencia del descubrimiento y descripcion de éstas nuevas especies,
cientificos comenzaron a sugerir algunas clasificaciones para facilitar el estudio de
las micobacterias. En primera instancia, a los bacilos del género que no causan
lepra o tuberculosis se les denomind como “micobacterias atipicas o no
tuberculosas” (NTM).

Durante los primeros estudios de las bacterias NTM, se pensaba que Unicamente
tenian relaciones saprdfitas y que eran inofensivas para el humano; sin embargo,
evidencia posterior indicé que en realidad pueden tener un elevado impacto en la
frecuencia y letalidad en la poblacion mundial (Ortegon et al., 1996).

Las micobacterias no tuberculosas poseen un mayor contenido lipidico en la
membrana, les brinda una mayor hidrofobicidad y baja permeabilidad a diferentes
compuestos, principalmente contra antibidticos y desinfectantes (Falkinham Il
1996). Asimismo, las NTM son capaces de crecer bajo amplios rangos de
temperatura, pH, salinidad, tension de O,, y son capaces de metabolizar
compuestos inorganicos como algunos metales pesados, oxianiones e
hidrocarburos, por lo que pueden ser aisladas de una amplia variedad de muestras
ambientales (Falkinham Il 1996). Estas cualidades de crecimiento hacen a las
NTM sumamente eficientes para sobrevivir y permiten que estos bacilos puedan
colonizar nichos diversos tanto en ambientes terrestres como acuéticos. Esta gran
diversidad de condiciones propicia que su distribucion sea mundial y por ende
exista un peligro potencial de exposicién a estas bacterias.

Conforme se encontraban méas especies de NTM, surgi6 la necesidad de hacer
una clasificacién artificial que las agrupara ciertas de acuerdo a sus caracteristicas
de crecimiento con el objetivo de facilitar su estudio y comprension.

La primera clasificacion no natural de micobacterias que incluye a las NTM, es la
propuesta por Runyon y Timpe en 1957, la cual sigue siendo la mas utilizada
(Valdés y Cid, 2004). En ésta categorizacion se agrupan los organismos de
acuerdo a la naturaleza de las lesiones que causan y el tiempo de crecimiento en
medio de cultivo, se divide en dos grupos principales: tipicas y atipicas.

En el grupo de tipicas —llamadas asi por su alta incidencia epidemiolégica
podemos encontrar al complejo de M. tuberculosis, M. bovis y M. leprae. Para el
segundo grupo correspondiente a las atipicas se subdividen en dos subgrupos: las
de crecimiento lento, llamadas micobacterias de crecimiento lento (MCL) con
crecimiento mayor a 7 dias en placas de agar; de micobacterias de crecimiento
rapido (MCR) con crecimiento menor a 7 dias en placas de agar.
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Las MCL como M. kansassii y M. avium, difieren de las de crecimiento rapido
debido a cambios intrinsecos (genéticos, metabdlicos, estructurales) y extrinsecos
(estimulos fisicos, quimicos y biolégicos) que ocasionan una menor velocidad de
crecimiento de estas bacterias (Hett y Rubin; 2008). Por ejemplo, la capacidad de
producir proteinas, pigmentos o polisacéridos que funcionan como antagonistas de
los antibidticos, confiriéndoles de esta manera una forma de proteccién extra ante
la quimioterapia (Falkinham IlI; 1996).

Por otro lado, las MCR como M. cheleonae, M. smegmatis, M. fortuitum y M.
abscessus (Ortegon et al., 1996) -a diferencia de las MCL- son capaces de
estimular el crecimiento bacteriano ya que consiguen metabolizar diversos
sustratos de forma rapida, por ejemplo: contaminantes ambientales, productos de
la ignicibn de combustibles fésiles, acetona, alcanos, bencenos, fenoles, entre
otros (Falkinham III; 1996).

A partir de la década de los 50, existieron muy pocos grupos de investigacion
alrededor del mundo dedicados al estudio de NTM. A partir de esta fecha las NTM
se reconocieron como patégenos potenciales del hombre ya que cada vez se
comenzaron a aislar casos clinicos cuyo agente etioldgico era identificado como
micobacterias no tuberculosas (Crespo et al.,, 1997). Hoy en dia la situacion
comienza a mejorar, cada vez nuevos grupos enfocan recursos a la investigacion
de M. smegmatis, M. avium y M. abscessus, especies de NTM consideradas como
patbgenos oportunistas. En particular M. avium y M. abscessus (Mab) han
comenzado a recibir atencion especial, debido a que poseen una alta resistencia a
antibioticos y pueden generar en el humano diversas patologias de agudas a
cronicas en pacientes inmunocomprometidos y con fibrosis quistica (Ingen et al.,
2009).

1.2 Mycobacterium abscessus (Mab)

M. abscessus es una bacteria de crecimiento rapido en forma de bacilo delgado y
recto con punta curvada. En promedio mide 1-2.5 pm de largo y 0.5 um de ancho
y es considerado acido-alcohol resistente por lo que puede ser identificado por la
tincion de Ziehl-Neelsen (Ortegon et al, 1996).

Su metabolismo es principalmente aerobio, no posee flagelos, por lo que se le
considera sésil. Adicionalmente no tiene la capacidad de formar esporas, por lo
que su capacidad de distribucion es menor (Ortegon et al, 1996; Valdés y Cid,
2004; Jorgensen et al, 2015).
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1.3 Morfologia de colonias

Mycobacterium abscessus posee una membrana sumamente rica en lipidos, lo
cual, es una de las caracteristicas mas destacables de esta especie. Esta
membrana les permite tener una tolerancia innata contra agentes fisicos,
biolégicos y quimicos como antibidticos y desinfectantes, por lo que son dificiles
de eliminar (Primm et al., 2004).

Sus colonias pueden tener tanto morfologias lisas (L) como rugosas (R) (ver figura
2), presentando un tono de color blanco a grisaceo (Ortegon et al., 1996; Valdés y
Cid., 2004; Jorgensen et al., 2015).

Lisas Rugosas

Figura 2 Morfologia de colonias. Tomado de Medjahed y Reyrat., 2009. Se observa en la imagen de la derecha una
fotografia de una colonia lisa y brillosa, con una circunferencia regular. En la imagen de la izquierda, se aprecia una
colonia rugosa opaca cuya geometria es irregular y foliada.

Un elemento distintivo de estas micobacterias es la cubierta celular, cuya
composicién es sumamente hidrofébica favoreciendo su poca permeabilidad a
compuestos, incluidos los antibiéticos (Jorgensen et al., 2015). Se estima que el
peso seco de lipidos es mayor al 70% (Jorgensen et al., 2015; Chalut, 2016).

Esta cubierta celular (ver figura 3) consta de un complejo de peptidoglicano,
arabinogalactano y acidos micélicos covalentemente asociados a una gran
variedad de lipidos y a una capa rica de polisacaridos que rodean la célula
(Chalut., 2016).

A su vez, existen algunos acidos micélicos que se unen al arabinogalactano de
forma no covalente, que son conocidos como lipidos extraibles, que interactian
entre si de forma atipica creando una membrana externa adicional llamada
micomembrana. Ejemplo de estos acidos micolicos son los TDM (dimicolatos de
trealosa), TMM (monomicolatos de trehalosa), DAT y PAT (di / poli acil trehalosas),
SL (sulfolipidos), DIM (dimitococerosados de phithiocerol), PGL (fenolphitocerol
dimycerosatos) como GPL (Glicopeptidolipidos).
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Figura 3 Organizacion de los componentes del envoltorio celular de las micobacterias. Tomado de Chalut, 2016.

La compleja organizacion de su cubierta les impide entrar a diversos sustratos
nutrimentales, causando que los bacilos crezcan mas lentamente (Markova, 2012).
Asimismo, esta cualidad de organizacion membranal confiere a la bacteria
resistencia y proteccion a numerosos agentes bioldgicos, quimicos y fisicos, que
en general, pudiesen resultar dafiinos para algun otro organismo favoreciendo la
colonizacion de nichos especificos tanto terrestres como acuaticos (por ejemplo

suelo, animales y sistemas de distribucion de agua) (Ingen et al., 2009; Crespo et
al., 1997; Primm et al., 2004).

M. abscessus fue aislado por primera vez por Moore y Frerichs en 1953 a partir de
una biopsia de gluteo de una mujer (Ortegon et al., 1996).Tras subsecuentes
casos identificando a Mab como el agente etiolégico, se catapulté como patégeno
oportunista, ocasionando lesiones nodulares y abscesos en diversos 6rganos, asi
como patologias diseminadas (Ortegon et al., 1996).

De forma sobresaliente Mab posee un alto grado de resistencia a antibiéticos, en
especial los medicamentos antituberculosos, mayormente propiciada por la
composicién de la pared celular lo que puede bloquear la entrada de estos
compuestos a la micobacteria (Hall y Lappin; 1998). Adicionalmente los receptores
en pueden activar un resistoma interno (Nessar et al., 2012). El resistoma es un
conjunto de genes que confieren resistencia a antibidticos. Los productos de estos
genes disminuyen o bloquean el efecto de antibidticos (Wright D. 2010).
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Unicamente se ha observado que tiene susceptibilidad a la accion de la amikacina,
cefoxitina y claritromicina (Greendyke y Byrd, 2008.). Asimismo, intervenciones
quirurgicas son requeridas en diversos casos para eliminar el tejido fibrético
excesivo generado tras la resolucion de la infeccién (Medjahed et al., 2009). Por
estas razones hacen a Mab sumamente dificil de tratar y potencialmente peligrosa.

1.4 Epidemiologia

En cuanto a la epidemiologia, los casos confirmados no son de declaracion
obligatoria, por lo que la incidencia, mortalidad y otros parametros permanecen
aun en las sombras (Valdés y Cid., 2004).

Para 2004 se estimaba que la incidencia global era de 1.78 casos por cada
100,000 habitantes (Valdés y Cid., 2004), pero los datos recabados son realmente
escasos. Otro estudio de Hoefsloot, et al., 2013, muestra el mapa de incidencia
mas representativo actualmente, donde toma en cuenta registros de 62 centros de
salud en 30 paises, donde se registra que la mayor incidencia de infecciones fue
en paises del oeste de Europa como en el Reino de los Paises Bajos y Oceania;
sin embargo, esto puede ser debido a que en estos lugares, se han realizado la
mayoria de investigaciones con esta micobacteria.

De los datos epidemioldgicos a gran escala publicados, se tiene que para el afo
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. La prevalencia de M. abscessus- M. chelonae era menor a 1 en 100,000
habitantes (Meng-Rui et al., 2015).

Adicionalmente, en el este de Asia, particularmente en Taiwan, 17.2% de todos los
aislados clinicos de bacterias atipicas se encontr6 como agente etiolégico M.
abscessus-M. chelonae, lo que corresponde a 1.7 casos por cada 100,000
habitantes (Meng-Rui et al., 2015).

No obstante, a nivel mundial se considera que hay un aumento en la incidencia de
Mab, lo que corresponde a la eficiencia de los laboratorios de reconocer y aislar
este tipo de micobacterias, también incluye la alza del nidmero de individuos
inmunoldgicamente deprimidos, el aumento en la sobrevivencia de individuos con
enfermedades debilitantes (cancer o diabetes) asi como turismo estético (Crespo
et al., 1997; Nessar et al., 2012).

En consecuencia a no tener acceso a una epidemiologia mas contundente,
Mourgari y colaboradores (2016) contabilizaron en la literatura, las publicaciones
correspondientes a M. abscessus en la plataforma de PUBMED de 1992-2015,
donde se incluyen casos clinicos y experimentales (gréafica 1).
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Grafica 1 Numero de publicaciones en PUBMED sobre Mycobacterium abscessus. Se ejemplifica el incremento del
ntmero de publicaciones, particularmente desde 2008-2015.

En continuidad, Mougari y colaboradores (2017) generaron un mapa (ver figura 4)
donde se representa la distribucidn geogréafica de aislamientos ambientales y
veterinarios descritos en la literatura. Estos datos, si bien no reflejan la distribucion
real o la incidencia, nos dan un indicio de qué regiones tienen numerosos casos,
ya sea porque haya un sistema de registro con Mab o por que se estudien casos
clinicos provenientes de otros paises o experimentos.
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Figura 4 Mapa de aislamientos de M abscessus. Nimero de aislamientos de M. abscessus de origen ambiental descritos
en la literatura (PubMed, 1992-2015). Tomado de Mougari et al., 2016.

Adicionalmente Mougari y colaboradores (2016) encontraron que Mab es la
principal responsable de hasta el 80% de los aislados dentro del grupo de RGM en
infecciones respiratorias por NTM (ver figura 5). En esta busqueda bibliogréfica, se
encontré que las infecciones respiratorias por NTM difieren entre regiones
geograficas, con 56% en los Estados Unidos, 52% Reino Unido, en Francia 45%,
mientras que en China, se ha estimado la prevalencia de M. abscessus a menos
del 13,3% de los aislamientos de NTM en infecciones
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Figura 5 Aislados clinicos de M abscessus. a) Numero de aislados clinicos de M. abscessus de origen respiratorio
descritos en la literatura (PubMed, 1992-2015). (b) NUmero de aislados clinicos de Mab de origen extra respiratorio
descritos en la literatura (PubMed, 1992-2015). Tomado de Mougari et al., 2016.

En el caso especifico de las infecciones del tejido blando, Mougari y colaboradores
encuentran en la bibliografia hasta 2016 que casi la mitad (45%) de las infecciones
extrapulmonares por M.abscessus son posoperatorias con mayor frecuencia, las
epidemias involucran infecciones de la piel con abscesos crénicos relacionados
con procedimientos quirlrgicos y estéticos principalmente en China, Brasil y EUA
(Mougari et al., 2016). Sin embargo, hay que tener claro que es probable que los
casos estén subestimados.
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En el caso de México no se tiene un registro detallado sobre los datos
epidemioldgicos causados por esta bacteria en ninguna base de datos de acceso
libre. Sin embargo en octubre del 2019 y febrero del 2020 el gobierno de México
por parte de la CONAVE (Consejo Nacional Para La Vigilancia Epidemiologica)
publicd un aviso epidemioldgico sobre el aumento de casos de infeccidn cutdnea y
tejidos blandos asociado a productos cosméticos para uso en mesoterapia
lipolitica. En este aviso, identifican a Mab como uno de los agentes etiologicos
responsables de estos casos.

1.5 Tipos de patologia, transmision y susceptibilidad

Mab causa diferentes patologias que pueden ser localizadas en la piel y tejido
blando, sistema nervioso central (SNC), pulmonar, asi como infecciones
diseminadas (Byrd y Lyons, 1999) (ver figura 6), donde la formacion de
granulomas o nédulos puede variar dependiendo del estado inmune del huésped y
factores de susceptibilidad (Valdés y Cid, 2004).

A)SNC B) Pulmonar

Lundman et al 2015

Frecuente en
individuos Giron etal; 2005

Inmunosuprimidos

TB u otras previa Da Matalardin et al 2009

Alteraciones congénitas

Fibrosis quistica

Nédulos y abscesos Dafio pulmonar
supurativos

Mas frecuente

Figura 6 Distintas patologias causadas por Mab. A) Resonancia magnética nuclear del sistema nervioso central donde
se observan abscesos en cerebro. B) Radiografia toracica con presencia de granulomas caseificados en un paciente con
fibrosis quistica. C) Lesiones subcutaneas supurativas causadas durante mesoterapia cosmética.

La transmision de Mab puede ser durante la ingestién, inhalacion o inoculacion de
fuentes ambientales de bacilos. Hasta el momento no se tiene registro de
transmision de persona a persona, sin embargo se requieren hacer mas estudios
(Le Dentec et al., 2002; Medjahed et al., 2009).
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Los riesgos potenciales de infeccidbn con este patdgeno son: la exposicion a
material contaminado, alteraciones pulmonares o infecciones previas,
inmunosupresién, procedimientos estéticos o quirdrgicos o traumas (Falkinham 1|
1996; Medjahed et al., 2009; Falkinham, 2009).

Cuando la infeccion se encuentra activa, puede producir nédulos eritematosos o
abscesos con drenaje espontaneo de material sero-sanguinolento (Ortegon et al.,
1996).

En fases posteriores, se hacen visibles lesiones granulomatosas no caseificantes
(parecidas a las causadas por tuberculosis) las cuales se encuentran organizadas
por células epiteliales gigantes (Medjahed et al., 2009).

El tratamiento es muy diverso, dependiendo de la localizacién, gravedad y
condiciones propias del huésped, puede ser desde 4 semanas hasta 18 meses
(Meng-Rui et al., 2015) y cabe mencionar que tras su resolucion, generalmente
existe una falla en el proceso de cicatrizacion normal (Ortegon et al., 1996)
produciendo tejido fibrético excesivo, que en varios casos es preciso remover con
cirugia.

En los siguientes apartados se describen las principales caracteristicas y factores
de susceptibilidad producidas por Mab de acuerdo a su localizacién.

1.5.1 Sistema nervioso central (SNC)

La incidencia de las infecciones del SNC es minima, sin embargo, estudios in vitro
y casos clinicos han probado que la bacteria es capaz de atravesar la barrera
hematoencefélica ocasionando meningitis y abscesos cerebrales, tal como lo hace
M. tuberculosis.

Este tipo de patologia es principalmente encontrada en sujetos inmunodeprimidos
o0 que hayan tenido procedimientos quirdrgicos cerebrales recientes (Medjahed et
al., 2009; Meng-Rui et al., 2015). La transmision en algunos de los casos originada
por uso de material quirtrgico no estéril infectado con la bacteria.

1.5.2 Pulmonar

La patologia pulmonar puede ser identificada tras una radiografia de térax y cultivo
de biopsia de esputo o de pulmén. Esta infeccion se caracteriza por infiltrados
intersticiales y alveolares asi como granulomas definidos (Ortegon et al., 1996).

La transmisién es generalmente causada por la inhalacién de polvo contaminado
con la micobacteria.
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Principalmente afecta a pacientes con fibrosis quistica, quienes son los mas
susceptibles a infecciones pulmonares ocasionadas por Mab (Cullen et al., 2000).
Asimismo, afecta particularmente a fumadores, individuos inmunosuprimidos,
individuos con alteraciones en la arquitectura bronquial y pacientes que hayan
tenido alguna infeccidon pulmonar previa (particularmente causadas por M. avium y
M. tuberculosis (Valdés y Cid, 2004; Ortegon et al., 1996; Griffith et al., 2015).

1.5.3 Diseminada

La patologia diseminada se caracteriza por episodios recurrentes de abscesos
supurativos en la piel y demas tejidos blandos, seguidos de periodos
asintomaticos. Es frecuente en pacientes con alguna condicion de
inmunosupresioén, asi como en individuos recién transplantados o en proceso, en
terapia con corticoides, con artritis reumatoide, cancer o VIH (Ortegon et al.,
1996), asi como en intervenciones quirdrgicas invasivas como cateterismo (Meng-
Rui et al., 2015). La transmision es variada, pero el consenso propone que es por
el uso de material quirdrgico contaminado (Ortegon et al., 1996).

1.5.4 Cutaneas

Las lesiones cutaneas de los tejidos blandos son las mas frecuentes puesto que
muestran un proceso inflamatorio supurativo y granulomatoso (ver figura 7) en
individuos clinicamente sanos (Ortegon et al.,, 1996). La infeccion se origina por
una lesion traumatica en cualquier sitio de la piel, generalmente por el uso de
material médico infectado como agujas o bisturies.

Hay que resaltar que numerosos casos donde Mab ha sido aislado, el foco de
infeccion es durante o inmediatamente posterior a procedimientos estéticos o
quirargicos como es el caso de rinoplastia, mamoplastia, abdominoplastia,
varicectomia, cateterismo y trasplantes (Ortegon et al., 1996); mesoterapia
cosmética (Del Solar et al., 2005); asi como por tatuajes (Pereira de Sousa et al.,
2015), pedicura (Mougari et al., 2016), piercing o acupuntura (Ortegon et al.,
1996).
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Figura 7 Fotografia de un adulto con infeccion por Mycobacterium abscessus subcutaneo. Presenta scrofuloderma
con extensa destruccion de tejidos en las areas cervicales y supraclaviculares derechas. Tomado de Franco-Paredes et al.,
2018.

1.5.4.1Caracteristicas histolégicas de la enfermedad cutanea

La histopatologia en biopsias de humanos de las lesiones producidas por Mab (ver
figura 8) muestra una severa respuesta inflamatoria granular o difusa con
granulomas mixtos compuestos por abscesos centrales, rodeados por células
gigantes epiteliales. Hay una amplia penetracion de los infiltrados inflamatorios al
tejido celular subcutaneo, en conjunto con numerosos linfocitos llegando a formar
incluso colecciones circunscritas que asemejan nédulos linfoides (Ortegon et al.,
1996).

De la misma forma, la necrosis es otra caracteristica constante cuya localizacion
es central, puede llegar a ser extensa asemejando a necrosis por caseificacion. En
etapas tempranas o agudas hay abundante hemorragia, mientras que en las
etapas cronicas se encuentra abundante fibrosis en la periferia de los granulomas
(Ortegon et al., 1996).
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Figura 8 Histopatologia causada tras inoculaciones subcutidneas con Mab en humanos. a) Granulomas confluentes
con presencia de células polimorfas nucleares y material fibrotico rodeado por células epiteliales, linfocitos y
macréfagos. b) Bacilos rodeados por neutréfilos en vacuolas. c) Inflamacion difusa severa en dermis e hipodermis.

Tomado de Orteadn et al.. 1996.

1.6 Latencia

Una gran cantidad de especies bacterianas son capaces de subsistir a diferentes
condiciones ambientales a través de cambios intrinsecos donde se limita su
crecimiento, metabolismo y reproduccién, entre otros. Existen distintas maneras
de mantenerse viables, por ejemplo, la generacion de endoesporas, dormancia
(fenotipo del bacilo) o latencia (definicion clinica), asi como un estado viable pero
no cultivable VBNC por sus siglas en inglés (Keep et al., 2006; Veatch y Kaushal.,

2018).

La dormancia se caracteriza por un estado de induccién de baja actividad
metabolica reversible. En contraste, el estado VBNC es definido como bacterias
vivas que no crecen en condiciones estandar pero que pueden crecer en medios
ricos de nutrientes (Keep et al., 2006). Tanto la dormancia como VBNC tienen en
comun el cambio en la concentracién de algunos de sus componentes de la pared
celular (Keep et al., 2006), efecto que disminuye la permeabilidad y aumenta su
resistencia en distintos ambientes.
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En el caso de los organismos pertenecientes al género Mycobacterium, se ha
descrito en pocas especies el proceso de dormancia. Los primeros trabajos se
enfocaban a la latencia de especies de elevada importancia epidemioloégica como
Mtb, sin embargo en estudios recientes, han prestado atencion a los fendmenos
de latencia en NTM en humanos.

Para describir este proceso de latencia en Mycobacterium, se estandarizaron
algunos métodos experimentales, de los cuales destacan el método de Wayne &
Sohaskey y el modelo de Cornwell. EI primero es un método de estudio in vitro
donde se reduce gradualmente la concentracion de O, en un cultivo liquido de
micobacterias, aunque actualmente hay otras vias para causar latencia como es el
caso de la disminucion o cambio de fuentes nutricionales o uso de farmacos
(Kuznetsov et al., 2004; Trutneva et al., 2018). Por otro lado, el modelo de Cornell
es utilizado en ratones para inducir latencia se infecta con una dosis intranasal
media-alta de bacilos y una vez que la infeccion se establece, se administra un
tratamiento para inducir niveles no detectados de UFC’s; después suspenden el
tratamiento promoviendo que el bacilo pueda resucitar. Sélo del 10-20% de los
ratones reactiva la enfermedad (Veatch y Kaushal, 2018).

En Mtb, M. avium y M. smegmatis, el inicio de la dormancia es catapultado por un
estrés fisico, quimico o biolégico en una poblacién heterogénea, como resultado
se seleccionan aquellos organismos sobrevivientes capaces de modificar su
fenotipo y disminuir su metabolismo propiciando una resistencia aumentada contra
factores estresantes y ausencia de crecimiento (Markova, 2012).

Durante el inicio de esta fase inicial, el ambiente intracelular puede ser muy hostil;
hay muy bajas concentraciones de O, pero altas de CO,, pH acido, presencia de
compuestos alifaticos organicos, bajas temperaturas, alta osmolaridad, entre otros
(Cunninham y Spredbury, 1998; Smeulders et al.,, 1999). Estos cambios
ambientales propician la activacion del regulon DosR, formado por
aproximadamente 50 genes, presente en todas las micobacterias, que es
necesario para inducir latencia y esencial para su sobrevivencia (Veatch y
Kaushal, 2018; Gerasimova et al., 2011).

Las alteraciones principales causadas por la activacion de Dos R en la dormancia
o VBNC son el cambio al ciclo de glioxilato, arresto en fase G1 del ciclo celular,
disminucién de tamafio celular, cambio de morfologia, reestructuracion de pared
celular y resistencia contra antibioticos (Cunninham y Spredbury, 1998; Berube et
al., 2018; Dick et al., 1998).

Para salir de la dormancia se necesita de interacciones célula-célula y de la
produccion de RFP’s (Resucitation Factor Proteins), que han sido aislados de
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varias especies bacterianas incluyendo a las pertenecientes a Mycobacterium
(Keep et al., 2006).

Los RFP’s son proteinas de bajo peso molecular que tienen actividad alun en
concentraciones picomolares, siendo un elemento clave en la resucitacion de los
bacilos (Keep et al., 2006; Kaprelyants et al., 2012). Todos los Rfp’s comparten un
dominio de 70 residuos que son primariamente responsables de la actividad
biolégica.

Estas proteinas funcionan como lisozimas y transglicosilasas liticas que actuan
intracelularmente y ayudan al rompimiento de la pared celular al originar el
quebrantamiento de algunos lipidos para el consumo energético y salida del
arresto metabdlico (Veatch y Kaushal, 2018). Por otro lado se cree que los RPFs
pueden participar en la dispersion de agregados de bacterias antes del inicio de la
division celular, asi como de actuar sobre un receptor de membrana y ser capaces
de transmitir la sefial a esa célula y a las vecinas (Nikitushkin et al., 2016).

Un método comun para resucitar bacterias es la incubacion en un medio liquido
con RFP’s afadidos secretados por actinobacterias activas, ya que se ha
demostrado que hay actividad inespecifica (Kaprelyants et al., 2012), es decir, la
secrecion de RPF’s, puede tener reactividad cruzada y ser secretados por una
especie particular y provocar la reactivacion de otras (Keep et al., 2006;
Kaprelyants et al., 2012).

El estudio de la actividad enzimética de los RPFs ha dado como resultado la
busqueda de drogas potenciales contra la reactivacion de una infeccién latente,
por ello, el bloquear los RFP’s puede ser una estrategia novedosa para el control
de la tuberculosis y enfermedades similares (Keep et al., 2006; Kaprelyants et al.,
2012). Asimismo, se han utilizado inhibidores de estas moléculas para dilucidar su
mecanismo de accion especifico, sin embargo, aun esta siendo estudiado.

El problema con la latencia, es el potencial de reactivacion (término clinico) o
resucitacion (recuperaciéon del bacilo) y la falta de un vacuna profilactica, lo que da
como resultado que sea aun mas compleja la tarea de tratar la enfermedad
generada por Mab en humanos (Veatch y Kaushal, 2018).

M. tuberculosis tiene 5 genes rfp, algunas de las proteinas codificadas por estos
genes son secretadas y otras estan unidas a la membrana, por otro lado M.
smegmatis tiene 4 genes rfp, similares a los de Mtb. En el caso de Mab, se sabe
por estudios de BLAST que hay 4 genes rfp, pero aun no se ha estudiado su
funcién (Kaprelyants et al., 2012).
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2. ANTECEDENTES

2.1 Generalidades de Glicolipopéptidos (GPLSs)

Los GPLs son lipidos de superficie que se encuentran embebidos en la membrana
externa de Mab o también conocida como micomembrana y constituyen
aproximadamente el 70% de los lipidos expuestos a la superficie. Poseen una
cubierta polipeptidica glicosilada que es modificada mediante O-metilacion-
acetilacion (ver figura 9).

La estructura de los GPLs esta basada en un tri-péptido amino-alcohol, unida a un
residuo de acilo graso de cadena larga (Ripoll et al., 2006; Mukherjee y Chatterji,

2012).
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Figura 9 Estructura basica de nsGPL. Recuperado de Schorey y Sweet; 2008. Estd compuesta por una parte lipidica

(rosa), proteica (morado) y de carbohidratos (amarilla) con modificaciones postraduccionales especificas para cada
micobacteria.

Los GPLs se encuentran en varias micobacterias como M. abscessus, M. avium o
M. smegamtis (Chalut, 2016) pertenecientes a las NTM —con excepcion de las
variantes productoras de PGL’s (Daffé y Draper; 1998)- donde las diferencias
entre cada uno de estas especies depende de las cadenas laterales y
modificaciones postraduccionales especificas (Mukherjee y Chatterji, 2012).

Por otro lado, los GPLs parecen jugar un rol importante en la fisiologia y
comportamiento de la micobacteria. Por ejemplo, la cantidad de estas moléculas
en la cubierta influye en el fenotipo de colonias, para desplazarse horizontalmente
(motilidad deslizante), asi como para formar biopeliculas e influenciar la
agregacion bacteriana (Ripoll et al., 2006), permitiéndoles existir en el ambiente y
dentro del hospedero.
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El alto contenido de GPLs juega un papel muy importante en la patogénesis. Se
ha demostrado in vitro, que los GLP’s enmascaran a los PIM’s disminuyendo la
interaccion entre bacteria-huésped, posteriormente inhiben la fusion del fagosoma-
lisosoma por la interaccidén con los receptores de manosa y también promueven la
activacion de citocinas proinflamatorias por medio de la sefial de transduccion de
via del TLR-2 (Mukherjee y Chatterji, 2012).

Asimismo, la hidrofobicidad de los estos compuestos permite una menor
permeabilidad a antibidticos (Schorey y Sweet, 2008), generando asi una
tolerancia adaptativa y especifica. En el caso de los antibioticos pertenecientes a
la familia de B-lactanos la presencia de GPLs reduce el influjo y en conjunto con la
produccion de la enzima [B-lactamasa es suficiente para explicar la poca
efectividad de esos compuestos para tratar infecciones generadas por Mab.

2.2 Sintesis de GPLs

La complejidad en la estructura de estos glicopeptidolipidos justifica una ruta
biosintética elaborada, que implica la coordinacibn de un mega-complejo
enzimatico que promueve la sintesis de acidos grasos, formacién de enlaces
peptidicos seguida de glicosilacion, transferencia de metilo y finalmente la
exportacion a la membrana (Mukherjee y Chatterji, 2012; Viljoen et al., 2017,
Chalut, 2016).

A diferencia de M. smegmatis, el locus GPL en Mab parece estar dividido en
varias partes al igual que en M. chelonae. Un grupo de 19 genes se relaciona con
la sintesis del core tripéptido-aminoalcohol, la glicosilaciéon del lipopéptido y
modificaciones de O-metilacién/ acetilacion.

Subsecuentemente un segundo y distante locus, comprende a seis genes
involucrado en la sintesis del acilo graso y su union al resto tripéptido-
aminoalcohol.

Los genes restantes que codifican para GPLs; estan dispersos por todo el
genoma, incluyendo dos genes que codifican a las proteinas reguladoras putativas
(Ripoll et al., 2006).

Con esto se observa que aunque estas tres especies producen GPL idénticos, la
organizacién de los genes difiere entre ellos, apoyando a la hipétesis en la que M.
smegmatis representa la forma ancestral y esa evolucién ha dispersado varias
piezas a lo largo del genoma en M. abscessus y M. chelonae (Ripoll et al., 2006;
Viljoen et al., 2017).
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Figura 10 Organizacion genética del locus GPL en M. smegmatis (Ms), M. abscessus (Ma) y M. chelonae (Mc). Los
ORFs se representan como flechas En azul claro: familia mmpL, negro: desconocido, pUrpura: biosintesis de azucar,
activacion, transferencia y modificaciones, rojo: biosintesis de lipidos, activacion, transferencia y modificaciones, verde:
biosintesis de pseudopéptidos, amarillo: requerido para el transporte de la GPL a la superficie, gris: regulacion. Tomado de
Ripoll et al., 2006.

Se pueden observar en la figura 10 varios genes ortologos localizados en un locus
GLP (Viljoen et al., 2017) donde se encuentran, rmts, atf, pks, mmpS y mmpL
(Mukherjee y Chatterji., 2012; Ripoll et al., 2006) que se relacionan directamente
con el metabolismo lipidico y bombas de eflujo.

La localizacion de las enzimas requeridas para su sintesis sugiere que éstas se
traducen en el citosol en puntos cercanos a la membrana celular y después se
exportan a la micomembrana (Chalut, 2016). Este mecanismo de exportacién se
encuentra dirigido por las bombas de eflujo, que pueden actuar como mecanismos
de respuesta contra agentes estresantes, como es el caso de antibioticos.

Estas enzimas son categorizadas en 5 familias: ABC (transportador del casete de
union a ATP.) y MFS (major facilitator superfamily), MATE (multidrug and toxic
compound extrusion), SMR (small multidrug resistance) y RND (resistance-
nodulation-cell division).

Estos transportadores juegan un rol importante en la resistencia contra
antibioticos, asi como en procesos fisiologicos como detoxificacion, transporte de
metabolitos esenciales y exportaciéon de factores de virulencia (Briffotaux et al.,
2017).
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2.3 Familia MmpL
2.3.1 Filogenia de la familia MmpL

El transporte de lipidos mebranales en micobacterias es predominantemente a
través de una familia de proteinas denominadas proteinas MmpL (Mycobacterial
Membrane Protein Large) que pertenece a la superfamilia RND, la cual comprende
a transportadores que impulsan el eflujo de una amplia variedad de compuestos;
por ejemplo, sustancias organicas, metales pesados, lipidos y antibibticos,
utilizando la fuerza motriz de protones (PMF) como fuente de energia (Chalut
2016; Szeékely y Cole, 2016; Briffotaux et al., 2017, Vijoen et al., 2017).

Recientemente los estudios se han enfocado a entender el funcionamiento de la
familia mmpL en varias micobacterias; muchos de estos trabajos han sido
realizados en bacterias cercanas filogenéticamente a Mab, como es el caso de M.
smegmatis y M. avium (Chalut, 2016; Székely y Cole, 2016; Briffotaux et al., 2017,
Vijoen et al., 2017). En un estudio elaborado por Vijoen y colaboradores, se realizé
un arbol filogénico de maxima parsimonia con el objetivo de evaluar la abundancia
de miembros de la familia MmpL por cepa (ver figura 11).

En este andlisis se encontré6 que la mayor abundancia de genes MmpL esta
presente en el grupo de MCR en comparacion con MCL. M. leprae presentd
menos MmpL en paralelo con el resto del grupo de MCL, esto causado
probablemente porque su nicho ecoldgico principal es intracelular (Vijoen et al.,
2017).

Por otro lado, M. abscessus presentd la mayor cantidad de genes de MmpL en
todo el estudio, seguido de M. fortuitum y M. smegmatis; esta diferencia podria
estar relacionada con sus diversos nichos ecolégicos, donde las relaciones
ecologicas varian (Vijoen et al., 2017).

Otro punto interesante, es que la riqueza de MmpL en Mab podria proporcionar a
la bacteria alguna ventaja fisiol6gica a través de una mayor dosis de genes de
MmpL para realizar funciones como exportaciéon de liquidos, importacién de
nutrientes, proteccion, etcétera (Vijoen et al., 2017).
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2.3.2 Organizacion estructural y funcional de la familia MmpL

Se sabe muy poco sobre la organizacion estructural de MmpL y el mecanismo de
accion preciso de éstos en Mab. No obstante, la arquitectura topologica (ver figura
12) en un estudio reciente, ha propuesto que todos los MmpL comparten una
estructura topolégica idéntica que exhibe 12 hélices transmembrana y dos
dominios extra-citopldsmicos entre TM1 y 2 y TM7 y 8 de acuerdo con las
estructuras conocidas de los transportadores RND (Chalut, 2016).

Eepach extraclular

Crosol

Figura 12 Modelo de MmpL4b. En verde se encuentran marcadas asas extracelulares cuyo momento hidrofébico no es
considerado por su corta longitud, en fucsia se destacan las hélices cuyo uH es cuantificable. Para el caso del cinturdn
aromatico podemos encontrar presencia de W &Y (negro y amarillo) en varios p TM. Las prolinas conservadas se
encuentran marcadas con rojo, donde coincide con el quiebre de las hélices.

Cada proteina del cluster de mmpL posee una funcion diferente (Székely y Cole.,
2016), es por esto que las proteinas MmpL no solo son importantes en el
transporte del sustrato a través de la membrana interna, sino que también son
parcialmente responsables de la resistencia a los medicamentos tuberculosos,
efectuando eflujo de antibiéticos desde el periplasma ( Székely y Cole, 2016). Por
otro lado, se ha expuesto que podrian mediar la absorcion de nutrientes privados o
expulsar compuestos toxicos en un ambiente hostil como el fagosoma de los
macrofagos (Viljoen et al., 2017).

Asimismo, la evidencia indica que los transportadores de MmpL probablemente
trabajen en estrecha asociacidbn con proteinas accesorias que modulan la
exportacion de lipidos. El caso mas estudiado de modulacion de transporte de
lipidos a la membrana recae en MmpS, proteinas cercanas filogenéticamente a los
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genes mmpL (Chalut 2016; Vijoen et al., 2017). Por ejemplo, la exportaciéon de
GPLs, implica dos proteinas MmpL: MmpL4a y MmpL4b, cuyas actividades estan
reguladas por MmpS4 y por una proteina de membrana integral (Gap), (Viljoen et
al., 2017).

La explicacién mas proxima de la maquinaria de sintesis y exportacion de GPLs,
corresponde a aquella dilucidada en M. smegmatis, bacteria filogenéticamente
muy relacionada a Mab. En un estudio donde eliminaron al gen mmpS4, que se
encuentra en un operon putativo con los genes mmpL4a y mmpLb, el resultado fue
gque no se elimina por completo la exportacion de GPLs. En consecuencia se
propuso que probablemente mmpS regula la expresion de mmplL4b/a. De este
estudio se concluye que tras la eliminacion o modificacion de algin componente
del mega-complejo enzimatico, la produccion de GPLs es alterada (Deshayes et
al., 2010).

A partir de este punto, para el caso de Mab se investigaron las posibles
mutaciones relacionadas a los genes mmpL4b y mmpL4a. Mas tarde, se encontrd
que el cambio de fenotipo puede deberse a la eliminacion de un residuo de
adenosina, causado por un error de lectura de la RNA polimerasa (Pawlik et al.,
2013). Este descubrimiento promovio la realizacion de numerosas cepas mutantes
para investigaciones, como las que se describiran en este trabajo.

2.4 Morfologia de colonias

La morfologia es dependiente de la composicion de glicolipopéptidos. Se ha
demostrado in vitro por diferentes métodos -como TLC- que las micobacterias de
fenotipo liso (S) poseen una mayor cantidad en su membrana, mientras las de
morfologia rugosa (R) carecen de éstos (Howard et al., 2006).

Entonces, se hizo la pregunta de que si algin componente de la sintesis es
responsable del cambio de fenotipo; por lo que se eligi6 a mmpL4b -quien esta
involucrado en la exportacion de GPLs-. De esa manera se concluyé que la
mutacion de mmpL4b resulta en un cambio en el fenotipo de la cepa.

Ademas, mediante TLC se obtiene que tras la eliminacion de mmpL4b no hay
produccion de GPLs (Medjahed y Reyrat, 2009). En definitiva este ensayo
comprueba que mmpL4b no tiene una funcién de redundancia con mmplL4a (ver
figura 13).
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Figura 13 Mecanismo de produccién de GPLs en Mycobacterium abscessus. En la imagen de la derecha, podemos
observar el funcionamiento del mega-complejo enzimatico que lleva a la produccion de GPLs en el caso del fenotipo liso;
mientras que en la imagen de la derecha, se aprecia la interrupcion del funcionamiento de este mecanismo. Tomado de
Gutiérrez et al 2017.

2.4.1 Reversion fenotipica de colonias

Desde su aislamiento, se ha observado que existe reversion fenotipica de colonias
lisas a rugosas y viceversa. Diversos grupos han aportado a la comprensiéon del
mecanismo de reversion fenotipica, no obstante, no se sabe completamente los
factores que propician este cambio (Medjahed y Reyrat, 2008).

En lo que respecta, un articulo reciente de Lee et al 2017, se analiza tras un
tratamiento con una concentracion sub-inhibitoria de amicacina, que se propicia la
transicion de S-R. Este cambio de concentracion, generd la disminucion en la
produccion de GPLs, dando como resultado la regulacion rio abajo de los genes
de biosintesis de estas moléculas. Aunque hay un gran avance en este campo,
nuevos estudios son necesarios para comprender mejor los detonantes de este
cambio fenatipico.

2.5 Formacion de biopeliculas y motilidad deslizante (SM)

Se ha sefialado que la presencia de estos componentes en las cepas S es
estrictamente necesaria para desplazarse horizontalmente y formar biopeliculas in
vitro (Behr y Falkinham IIl; 2009; Howard et al., 2006).

Otros experimentos demuestran que al eliminarse el gen mmpL4b y cambiar de
morfologia, estos organismos son incapaces de deslizarse horizontalmente y
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formar biopeliculas. También obtienen que la mutante del gen mmpL4b, no es
detectada por la via del TLR-2. Cuando se fabrica una cepa complementada con
el mismo gen, se obtuvo como resultado que ahora si puede ser detectada por el
TLR-2. En consecuencia se sugiere que la expresion de GPLs facilita la
colonizacion del huésped y enmascara a las moléculas inmunogénicas PIM’s,
permitiendo asi no ser detectada por esta via de sefializacion (Nessar et al.,
2011).

La produccién de SM y biopeliculas permite la habilidad de permanecer en
sistemas de agua facilitando su transmision. Un modelo propone que los GPLs
localizados en la superficie celular exponen su cola hidrofébica disminuyendo la
friccion entre la bacteria y la superficie, permitiendo que se puedan adherir y
crecer tras la produccion de matriz extracelular (Schorey y Sweet, 2008), por lo
que pueden persistir en sistemas de agua (Falkinham 11l 1996).

Asimismo, hay otra evidencia que respalda esta teoria, ya que se ha demostrado
gue hay formacion de biopeliculas en la cavidad pulmonar de humanos producida
por infecciones con cepas de fenotipo liso (Fennelly et al., 2016). Este hallazgo es
clave para proponer nuevas formas de diagndéstico y tratamiento, asi como de
alertar sobre potenciales riesgos epidemiologicos.

2.6 Produccion de citocinas y ROS

Varios reportes indican que las colonias R muestran mayor grado de virulencia con
respecto a las colonias S, lo que implica que los GPLs podrian estar implicados en
la virulencia de Mab en el hospedero (Howard et al., 2006).

Al respecto, algunos estudios han mostrado que los GPLs modulan la respuesta
inflamatoria dependiendo de modificaciones pos-traduccionales que posean en su
estructura. Estas modificaciones implican que una pequefia variacion en la
estructura puede alterar la forma en que estos elementos interactian con el
huésped (Schorey y Sweet, 2008). En algunos experimentos, Schorey y Sweet,
(2008) demostraron que diferentes alteraciones postraduccionales de los GLP's
pueden liberar diferentes mediadores proinflamatorios como PGE, leucotrienos, IL-
1, IL-6 y TNF-a, modulando asi la respuesta Th1.

Trabajos posteriores usando como modelo de infeccibn a macré6fagos MDM
humanos, se descubrid que la produccion de IL-8 y TNF-a es mediada por el TLR-
2 en respuesta a las cantidades de GPLs. Como resultado, las cepas R indujeron
significativamente mas citocinas proinflamatorias que la cepa S. Este fenbmeno se
demostré cuando eliminaron los GPLs de la membrana de las micobacterias con
fenotipo S. Esta supresion restituy6 la capacidad del TLR-2 de inducir la respuesta
inflamatoria en macrofagos humanos. Con esto se concluye que los GPLs
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enmascaran la respuesta pro-inflamatoria de los PIM’s al alterar la interaccion con
el TLR-2 y también que los GPLs son capaces de cambiar la produccion de
citocinas proinflamatorias, por lo que la presencia o ausencia de GPLs modulan la
respuesta inmune (Rhoades et al., 2009).

Otra evidencia de este sistema es encontrada en un articulo de Nessar y
colaboradores. En este trabajo, al eliminarse el gen mmpL4b, se probd que en un
modelo de infeccion de células MDM’s, la mutante AmmpL4b, (en comparacion
con las cepas lisas WT y AmmpL4b-comp) ahora tiene capacidad de estimular a
macrofagos y replicarse dentro de ellos eficientemente mediante la estimulacion
por la via del TLR-2. Este suceso implica que los GPLs estan directamente
relacionados con la capacidad de la bacteria de enmascarar a los PIM’s y evitar
ser reconocidos por el sistema inmune (Nessar et al., 2011).

Adicionalmente en este mismo estudio se demuestra que las cepas rugosas tienen
la capacidad de producir altas cantidades de TNF-a en comparacién con las cepas
lisas. Este incremento en TNF-a se propone que puede ser causado tras el
reconocimiento por el TLR-2 y la subsecuente cascada de sefializacién que deriva
en la produccion de citocinas proinflamatorias (Nessar et al., 2011).

Por otro lado, estudios han demostrado que Mabs R promueve la liberacién de
aniones superoxido en neutrdfilos, lo que puede llevar a la inflamacion local y dafio
tisular. Estos aniones superoxidos resultan en un reclutamiento adicional de
células de la respuesta inmune en el sitio de la infeccion y también promueve la
produccion de IL-8, IL-1 y TNF-a. Este dafio propicia el mantenimiento de un
estado de inflamacién cronica (Malcolm et al., 2013).

En otro caso, Bernut y colaboradores (2016) utilizaron un modelo de pez cebra,
para demostrar que alteraciones en la liberacion de TNF-a son causadas por
macrofagos activados. La activacion de estas células conduce a la producciéon de
ROS, conduciendo a la muerte del macréfago y promoviendo la existencia de
cuerdas extracelulares.

Con esto se propone que los GPLs pueden modular la respuesta inmune del
huésped, modificando la cantidad de citocinas proinflamatorias inducidas in vitro
(Schorey y Sweet, 2008).

2.7 Fagosomas y GPLs

Roux y colaboradores (2016) lograron demostrar que existe una diferencia
fagocitica entre variantes lisas y rugosas en un modelo de infeccion de células
BMDM. En primera instancia usando microscopia electronica (TEM) se observo
gue se formaron méas fagosomas tras la infeccidon con la cepa S, ademas fue
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eficientemente fagocitada 24h post infeccion, se calcula que el 80% los fagosomas
formados para contener a las bacterias con este fenotipo, mostraron un solo bacilo
dentro de su estructura; mientras que de manera opuesta la variante rugosa formé
menos fagosomas y éstos en su interior retenian a mas de 2 bacilos. En este
trabajo se tiene la hipétesis de que la fagocitosis puede estar relacionada con la
capacidad de las bacterias con fenotipo R para formar cuerdas extracelulares (lo
cual se discutird en un punto posterior) (Roux et al., 2016).

Adicionalmente se analizaron las ultraestructuras de los fagosomas y la pared
bacteriana tras la infeccion con cepas R y S, asi como con la infeccion de una
cepa mutante en el gen AmmpL4b y AmmpL4b-comp. En este experimento, se
enfocaron en dilucidar las diferencias en la zona translicida de electrones (ETZ
por sus siglas en inglés), la cual es una parte importante de la pared celular de las
micobacterias. Como resultado, sélo M. abscessus S de tipo salvaje (WT) y
AmmpL4b-comp (ambas productoras de GPL), elaboraron una ETZ gruesa;
mientras que el mutante AmmpL4b (deficiente en GPL) y la variante R, no lo
hicieron. En general, estos resultados indican que Mab elabora una ETZ que
depende de la produccion de GPLs, lo que podria contribuir a la supervivencia de
la variante S dentro de su célula huésped.

Asimismo se evaluo el crecimiento intracelular de ambas variantes fenotipicas,
dentro de las células M¢ murinas y humanas, donde se elimind la expresion de cftr
(cystic fibrosis conductance transmembrane), mutacion que estad directamente
relacionada con el desarrollo de fibrosis quistica. En este tipo celular se encontré
que la replicacion de la bacteria es similar tanto en lisas como rugosas. Esto
revela que ambos fenotipos son capaces de sobrevivir y replicarse dentro de las
células y ademas se demuestra que no es necesario tener CFTR funcional para
que puedan crecer; por lo que en personas sanas (generalmente sin mutacion en
cftr) ambas cepas S y R pueden potencialmente causar infecciones (Roux et al.,
2016).

Dados los resultados anteriores, evaluaron el mecanismo en que las cepas
pueden sobrevivir en los fagosomas. Descubrieron que la variante S, de forma
opuesta a la cepa R, puede prevenir la fusién del fagosoma con el lisosoma, es
decir, la creacion del fagolisosoma activo que disminuye el pH dentro de esta
estructura y potencia su sobrevivencia (Roux et al., 2016).
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2.8 Apoptosis mediada por GPLs

En 2010 Roux y colaboradores mostraron que las cepas S falla en promover la
apoptosis y autofagia, al menos en BMDM, elemento contrario a lo observado con
las R, elementos probablemente influenciados por el tipo de fagosomas (Roux et
al., 2010).

Con este antecedente, el grupo de investigacion conformado por Whang vy
colaboradores en 2017 demostraron usando los métodos de FACS (por sus siglas
en inglés) con anexina V/ yoduro de propidio y TUNEL (Marcado de final de corte
de dUTP de Terminal deoxinucleotidil transferasa), que el morfotipo R, tiene una
capacidad de generar apoptosis en macrofagos RAW 264.7 significativamente
mayor con respecto al fenotipo S (Whang et al., 2017).

En seguida, se evalud si la apoptosis se debia a la activacion de la via de las
caspasas. Para ello, usaron un ensayo de Western Blot, el cual revel6 la presencia
de formas escindidas de caspasa 3 (C3), caspasa 9 (C9) y PARP en células
infectadas con el tipo R. En este punto las actividades de C3 y C9 fueron
significativamente mayores en los macréfagos infectados de tipo R que en los
macrofagos infectados de tipo S, con lo que se comprueba la apoptosis por via de
las caspasas dependiente del fenotipo y por ende, del contenido de GLP’s en su
membrana (Whang et al., 2017).

Tras la observacion de que las cepas S promueven significativamente menos la
apoptosis, y para saber si los causantes de este efecto eran los GPLs, aislaron a
estos componentes de la membrana por TLC, retaron a los macréfagos con esta
molécula y observaron que no solo no inducian apoptosis sino que ademas la
inhibian (Whang et al., 2017).

Posteriormente también probaron que los GPLs inhiben la producciéon de ROS y
evitan la liberacién de citocromo ¢ de la mitocondria ya que los GLP’s son
transportados a la mitocondria y ahi interactdan con la ciclofilina D, la cual es un
componente del complejo de transicion de la permeabilidad mitocondrial (MPT).
Esta interaccion evita que el poro se abra y se liberen moléculas apoptéticas
(Whang et al., 2017). Esto indica que las cepas S, al contrario de las cepas R,
pueden permanecer dentro del huésped ya que evitan la apoptosis celular, lo cual
podria ser clave para el proceso de latencia.

Adicionalmente comprobaron que un tratamiento de GPLs inhibe la respuesta
apoptética, limitando el crecimiento intracelular y por ende la dispersiéon de forma
significativa (Whang et al., 2017). Esto evidencia de manera directa la virulencia
de la cepa R y abre una via a nuevas investigaciones para proponer tratamientos
efectivos contra esta bacteria.
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2.9 Cuerdas extracelulares y formacion de abscesos

Las cuerdas son un factor de virulencia visto por primera vez hace mas de 100
afios por Robert Koch y descrito por varios grupos para otras micobacterias como
Mtb (Llorens-Fons et al., 2017). Sin embargo, no se habia estudiado la
participacion de los &cidos micodlicos en la generacion de cuerdas, por lo que el
grupo de Llorens-Fons (2017) se encarg0 de esta tarea. El objetivo de este trabajo
fue estudiar el papel de los lipidos y &cidos micdlicos de la pared celular expuestos
a la superficie en la formacion de cordones en M. abscessus. Usando microscopia
electronica demostraron que estos acidos micolicos, en particular los polifleatos de
trehalosa (TPP) se localizan en las superficies externas de los cordones y los
bacilos R, por lo que son generados son los generadores de las cuerdas (Llorens-
Fons et al., 2017).

En otro estudio, Byrd y Lyons (1999) infectaron fibroblastos humanos con ambos
fenotipos. En este se encontré que las cepas R tienen una mejor capacidad de
diseminacion entre células, esto debido a la formacion de cuerdas, fendGmeno
ausente en la cepa S.

Con estas bases ahora era necesario comprobar si los GPLs eran los inductores
maestros de las cuerdas. En este caso, se utilizé un modelo de infeccion del pez
cebra (ZF) usando cepas WT de fenotipo R y S, asi como una mutante deletada
en el gen mmpL4b y una cepa complementada con este mismo gen. El
experimento se formulé con base en la transparencia Optica de los embriones,
para visualizar la progresion de la infeccion con Mab tefiida con fluorescencia y se
evaluo la carga bacteriana, sobrevivencia de embriones, asi como el dafio tisular
(Bernut et al., 2014).

En este modelo se encontro la formacion de cuerdas extracelulares generadas por
la variante R es un mecanismo para evitar la fagocitosis por macréfagos y
neutréfilos, promoviendo asi la prevalencia de la infeccién, formacion de
granulomas y muerte de la larva. Adicionalmente observaron que existe una mayor
virulencia de la variante M. abscessus R en comparacion con la variante S, efecto
correlacionado con la pérdida de produccién de GPLs (Bernut et al., 2014).

Asimismo, la virulencia de la variante R involucré la produccién masiva de cuerdas
de serpentina, ausentes durante la infeccion con variante S, y los cordones
iniciaron la formacion de abscesos que condujeron a una muerte larvaria rapida.
Se examind que la liberacion de M. abscessus de macrofagos apoptoticos inicié la
formacion de cordones que crecieron demasiado para ser fagocitados por
macrofagos o neutrofilos (Bernut et al., 2014)
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En conjunto, estos resultados demuestran que la ausencia de los GPLs en las
cepas rugosas son los ejes centrales de la modulacién de la respuesta inmune, al
favorecer la replicacion en macréfagos y modular la formaciéon de cuerdas
extracelulares, para posteriormente evitar ser fagocitadas por macréfagos o
neutrdfilo circundantes. Esto concluye que los GPLs juegan un papel crucial en la
fisiopatologia in vivo de la infeccion por M. abscessus y enfatiza el cordaje como
un mecanismo de evasion inmune (Bernut et al., 2014).

2.10 Infecciones pulmonares en modelo murino.

El primer estudio en dilucidar las diferencias tras una infeccién con cepas Sy R de
mab fue realizado por Byrd y Lyons en 1999. En este estudio usaron cepas
provenientes de una biopsia a las cuales tipificaron como Mab y se infectaron
ratones BALB/c y SCID. Se obtuvo en ambos modelos que el morfotipo R persista
tanto en el pulmén y se disemina al bazo, mientras que la S se aclara rapidamente
y no se disemina. No obstante, en este trabajo no se evaluaron otros rasgos de la
enfermedad en un modelo in vivo, por ello mas estudios fueron necesarios para
acreditar el modelo.

Posteriormente Ordway y colaboradores en 2008, hicieron una cinética de
infeccion pulmonar con una cepa de Mab y se utilizaron cepas de ratones
C57BL/6.on/0b (deficientes en lectina y mas susceptibles a Mtb y otros patégenos)y
hembras C57BL/6: (resistentes a otras infecciones micobacterianas, usadas como
controles de resistencia) estudiadas por cada 15 dias por 60 dias. Usando un
modelo de inoculacion con una dosis alta (200 bacterias por animal) en aerosol,
ambos desarrollaron una infeccion establecida, donde hubo una respuesta inmune
pulmonar que en ratoes WT se eliminé aldia 60, mientras que en ob/ob en el 60
(Ordway et al., 2008), demostrando que se resuelve la infeccién localizada.
Asimismo se encontraron micobacterias en el bazo desde el primer dia, esto
muestra la capacidad de Mab para diseminarse y afectar a otros 6rganos, en este
punto las unidades formadoras de colonias fueron detectadas también en ultimo
dia de la cinética. Esto muestra que estos 2 Organos tienen una respuesta
diferente en la infeccion causada por Mab.

En este mismo trabajo usaron C57BL/6.nk, (GKO susceptible a Mtb) usando el
mismo proceso de infeccion con M. abscessus. Este experimento mostré una
infeccion pulmonar progresiva que no se eliminé en 60 dias y se diseminé al bazo
a pesar de una fuerte afluencia de células T, macréfagos y células dendriticas, que
culmind en una extensa consolidacion pulmonar (Ordway et al., 2008)
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El estudio histopatolégico mostrd que al dia 30 cuando habia nulo crecimiento de
bacilos en los pulmones de C57BL/6, se podian encontrar lesiones
granulomatosas compuestas por linfocitos y células espumosas. Para el dia 60,
los granulomas tenian fibrina centralizada densamente rodeada de grupos
apretados de linfocitos y pocas células espumosas en el manto de las lesiones. De
manera contrastante, en los ratones ob/ob habia mas células espumosas y
lesiones granulomatosas mas extensas para el dia 30 que siguié hasta el dia 60
con la persistencia de células espumosas vacuoladas. En los GKO se encontr6
muchos mas infiltrados peribronqueales desde el dia 15-30, para el dia 60 era
evidente que habia una mayor area de consolidacion de la inflamacion con varios
agregados con células espumosas. (Ordway et al., 2008)

Ademas en los ratones GKO, se observo la aparicion de linfocitos TCD4+ y CD8+
productores de IL-4 e IL-10 en los pulmones, lo que hace a la infeccibn mas
persistente y por ende dificil de tratar, con ello concluyen que IFN-y es de
importancia critica en la defensa del huésped contra Mab (Ordway et al., 2008).

El grupo conformado por Caverly y colaboradores (2015) se encargd de comparar
las infecciones causadas por el morfortipo rugoso y liso usando como modelos de
infeccion intratraqueal dirigida a los pulmones de ratones C57BL/6_cfr y C57BL/6yy.
Observaron que ambos morfotipos causan infecciones similares, se recuperaron
unidades formadoras de colonias en el dia 3 y 14 post infeccién en el pulmon,
aunque también se encontraron colonias en el bazo, pero en menor magnitud. La
infeccion persistid, no obstante la carga de infeccién disminuyd con el tiempo en
los ratones C57BL/6, y aumentd en C57BL/6., l0 que asemeja a lo que sucede
en pacientes con fibrosis quistica (Caverly et al., 2015).

Asimismo, en este mismo ensayo se observé conversion espontanea in vivo de un
fenotipo liso a rugoso, el cual ocurrié en 21% de los ratones (12/57) efecto que se
describe in vitro algunos articulos mencionados en la introduccion de este trabajo
(Caverly et al., 2015).

Después del dia 3 y 14 se recuperd el liquido de lavado bronqueoalveolar (BALF)
y mostré que la infeccién por la cepa rugosa tiene mas conteo leucocitico en
comparacion con la cepa lisa en ambos modelos. También se midieron los niveles
de las citocinas TNF-a, KC e |I-13 del BALF por ELISA en el dia 14, aqui notaron
gue en los C57BL/6,: habia mayor produccion de estas citocinas tras la infecciéon
con el morfotipo R, en contraste los C57BL/6-¢ esta tendencia fue contraria. Por
otro lado, en el caso de la inoculacion con cepas lisas no se encontraron cambios
histol6gicos pulmonares, incluidas bronquiectasias, granulomas o inflamacion, en
ninguno de los grupos (Caverly et al., 2015).
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Esto indica la capacidad de la cepa R de causar una mayor respuesta inflamatoria
en el huésped ademas de que es capaz de diseminarse de forma sistémica mas
eficientemente que la cepa L, lo cual es clave para detectar infecciones no
controladas y proponer otros tratamientos.

En un estudio no publicado de éste laboratorio, se utilizaron diferentes cepas de
aislados médicos de M. abscessus, tanto lisas como rugosas, se observa que
después del dia 60 ya no hay carga bacilar, sin embargo, no se observan
diferencias significativas con respecto a la morfologia. Este estudio demuestra que
puede ser eficientemente contenida por el sistema inmune.

2.11 Infecciones cutaneas en modelo murino.

En la actualidad, no hay articulos publicados que asemejan un modelo de
infeccion cutanea, por lo que en éste laboratorio, se utilizaron las cepas de M.
abscessus, como piloto de infeccion subcutanea utilizando cepas tanto lisas como
rugosas.

En 2018 se publico la tesis de licenciatura titulada “Evaluacién de la delecion del
gen mmpL4b de Mycobacterium abscessus en cojinetes plantares”, donde se llevo
a cabo una infeccion subcutédnea ratones BALB/c machos. En este estudio se
infectaron con £250,000 bacilos de cuatro cepas 390R, 390S, AmmpL4b-comp (S)
y AmmpL4b (R) y Mtb H37Rv como control positivo (Hernandez-Pando et al.,
1996)-utilizadas en el presente estudio- durante una cinética de infeccion de 150
dias.

El primer parametro a revisar fueron las UFC’s en los cojinetes plantares. En el
dia 3 post infeccién (p.i) se observa una disminucion de la carga bacilar en
comparacion al inéculo para todas las cepas. A continuacion, sigue disminuyendo
progresivamente el namero de bacilos, hasta su eliminacion total en el dia 90,
efecto que se asemeja a lo observado en otros modelos de infeccion e inclusive
otros modelos animales como los mencionados anteriormente (Bendafia, 2018).

Igualmente, se evalu6é un parametro indirecto de la inflamacion que es la medida
del grosor del cojinete plantar. Se obtuvo que en las cepas 390S y AmmpL4b-
comp (S), asi como H37Rv, se incrementa el grosor a partir del dia 3 p.i, llegando
a su maximo en el dia 28 y disminuyendo practicamente a niveles basales para los
dias 120 y 150 p. i. En contraste, las cepas 390R y AmmpL4b mostraron mayor
inflamacion en comparacion a las cepas S y H37Rv; en particular, el punto mas
alto fue en el dia 28 p.i, seguido de disminucion en el dia 60, sin embargo, pese a
gue continda la disminucion para los dias 90 al 150, no llega a niveles basales
(Bendafa, 2018).
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Por esta misma razon, se revisO la histologia de los tejidos obtenidos tras la
eutanasia y realizando cortes de 4 pum con tincién de hematoxilina y eosina. Se
observa en la etapa temprana de la de infecciébn un abundante infiltrado celular
proinflamatorio compuesto por macréfagos y linfocitos, con signos de edema vy
puntos necroticos en el tejido celular subcutdneo para todas las cepas. A
continuacion, el dia 28 post-infeccion el edema disminuye y no se observan puntos
necroticos, no obstante, el infiltrado celular proinflamatorio no disminuye y
comienza la produccion de fibrosis central, particularmente en las cepas 390R y
AmmpL4b (Bendafia, 2018).

En los dias mas crénicos 60-150, las cepas 390S, 390R y AmmpL4b-comp se
observa mayor fibrosis extensa localizada en el tejido celular subcutaneo en
comparacion con las cepas lisas y H37Rv. Asimismo, se ve una disminucion
considerable de macréfagos vy linfocitos, lo que denota una compactacion que se
ve reflejada en el parametro de la medicion indirecta de la inflamacion.

En contraste, la cepa AmmpL4b en la etapa aguda (dia 3-28 p.i) tiene el mismo
patron que las cepas lisas, mostrando infiltrado celular mixto de macrofagos y
linfocitos. No obstante, en la etapa crénica se destaca por ser la cepa que muestra
una mucho menor fibrosis extensa y una clara disminucion de infiltrado
proinflamatorio (Bendafia, 2018).

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 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, mientras que la ausencia de este, genera un
reconocimiento mas eficiente por el sistema inmune, lo que ocasiona un infiltrado
celular inflamatorio exacerbado y menor produccion de fibrosis. Por udltimo se
propone que mmplL4b, podria estar involucrado en otras funciones fisioldgicas
ademas de la exportacion de sideroforos y GPLs, efecto que podria estar
resultando en la disminucién de estos signos de inflamacion (Bendafa, 2018).
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3. JUSTIFICACION

Mycobacterium abscessus es una bacteria patdgeno-oportunista de crecimiento
rapido, cuya indecencia a nivel global ha aumentado considerablemente,
particularmente en el caso de las patologias subdérmicas.

El tratamiento de las infecciones provocadas por este agente etiolégico son
sumamente complejas de tratar debido a la la multidrogoresistencia que presentan
causada por factores internos y externos, en particular a su complejidad de
estructura y composicion de membrana.

Se ha reportado en numerosos casos clinicos se requiere de un periodo de
tratamiento extenso con varios antibioticos y en la mayoria de los casos genera
fibrosis deformante, por lo que cirugia reconstructiva es necesaria.

Existen dos fenotipos de colonias; lisas y rugosas, que difieren en el contenido de
GPLs en su membrana. Estudios han mostrado la relacion entre el fenotipo
colonias y su efecto en el huésped. Sin embargo, se desconoce el papel exacto de
los GPLs a lo largo de la infeccién, es por ello que es necesario estudiar en un
modelo de infeccion subdérmico en ratones BALB/c la importancia de los GPLs en
la histopatologia generada tras la infeccion, lo que podria indicar un posible blanco
terapéutico en la respuesta inmunoldgica e inflamatoria local producida por
Mycobacterium abscessus.
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4. PREGUNTAS DE INVESTIGACION

Pregunta principal

¢, Cual es el papel de los GPLs en la histopatologia generada por una infeccion
subcutanea de M. abscessus?

Preguntas complementarias:

¢, Como el contenido de GPLs influye en la inflamacién y cicatrizacion del tejido
celular subcutaneo durante la cinética de infeccion?

¢, Como afectan el contenido de GLP’s la supervivencia bacteriana en el huésped?
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5. OBJETIVOS

5.1 General

Determinar la importancia de los GPLs en la respuesta inmune e inflamatoria local
producida por Mycobacterium abscessus en un modelo de infeccion subcutanea y
pulmonar en ratones BALB/c.

5.2 Particulares

Evaluar durante una cinética la carga bacilar en
ratones infectados via subcutanea con distintas cepas
de M. abscessus

Determinar posibles diferencias de dafio histoldgico
entre distintas cepas de M. abscessus.

Andlizar el patron de citocinas durante infeccion
subcutanea en etapas cronicas.

Objetivos particulares

Caracterizar el proceso de cicatrizacion del tejido
infectado
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6. HIPOTESIS

La ausencia de GPLs en las cepas rugosas tiene un papel crucial en el desarrollo
de la infeccidn producida Mycobacterium abscessus en un modelo de infeccidon
subcutanea en ratones BALB/c. La histopatologia de las cepas rugosas presenta
mayor inflamacion durante la etapa aguda de la cinética de infeccion y mas fibrosis
durante la etapa cronica. Adicionalmente las cepas rugosas tienen mayor carga
bacilar y produccion elevada de citocinas proinflamatorias. Por el contrario, las
cepas lisas -productoras de GPLs- generan en el huésped menor inflamacion en la
etapa aguda, seguido de menor produccion de fibrosis durante la etapa crénica y
presentan menor carga bacilar a lo largo de la cinética.
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7. METODOLOGIA

7.1 Cepas experimentales
7.1.1 Identificacién de las cepas de Venezuela

La identificacion de las cepas venezolanas fue realizada por la Lic. Andrea
Rodriguez Goncalves y MSc. Adriana D’Alessandro bajo la direccion del Dr.
Jacobus de Waard en el Instituto de Biomedicina, Venezuela asi como el Instituto
Venezolano de Investigaciones Cientificas (IVIC). No se poseen detalles
especificos de la historia clinica de los pacientes, por lo que no se puede efectuar
otros tipos de andlisis méas profundos.

Tras la obtencion de las muestras se realizd en primera instancia la tincién de
Ziehl-Neelsen, seguida de un cultivo micobacteriano para aislar a las cepas en
cada muestra. Posteriormente se realizé un ensayo de polimorfismo de longitud de
fragmento de restriccion de reaccion en cadena de la polimerasa, conocido como
PCR-RFPL (Polymerase Chain Reaction-Restriction Fragment Lenght
Polymorphism Assay), el cual fue descrita por Telenti y colaboradores en 1993, el
cual establece un patron Unico para cada micobacteria usando el gen hsp65. Este
experimento da como resultado 8 cepas distintas de Mab las cuales se muestran
en la tabla 1.

Orina Ambiente
Biopsia de
C6 tejido R Cc20 Esputo R
blando

Tabla 1 Identificacion de las cepas de Venezuela. Esta tabla muestra fenotipo de diferentes cepas provenientes de

distintos origenes identificadas mediante PCR-RFPL del gen hsp65especifico para Mab.
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7.1.2 Construccion e identificacion de las cepas “Francesas”

En la segunda parte de este estudio se utilizan dos cepas provenientes de una
biopsia descrita por Byrd y Lyons (1999), las cuales van a fungir como cepas de
referencia, asimismo, se usan las cepas construidas por Nessar y colaboradores
(2011), las cuales fueron proporcionada para éste trabajo por el grupo de
investigacion que era dirigido por el Dr. Jean-Marc Reyrat" en la Université Paris
V-Descartes.

e -
Mab-S fue un mutante espontanea
(reversible) de la cepa de colonia R
aislada in vitro
seleccionadas con higromicina

Tabla 2 Particularidades de las cepas utilizadas en la segunda parte de este estudio. Se muestra el origen de las cepas

390R
(Rugosa)

M. abscessus
390S
(Lisa)

Mab
AmmpL4b
(Rugosa)

Constructo pNBV1-mmpL4b
electroporado en Mab AmmpL4b 'y

Mab
AmmpL4b-
comp
(Lisa)

transformado. Mutantes

WT utilizadas en este estudio, asi como el resumen de la construccion de la cepa mutante y complementada.
7.2 Grupos experimentales

Para la realizaciébn de este trabajo, se utiliz6 como modelo a ratones BALB/c
machos de 6-8 semanas de edad y 22 gr de peso, proporcionados por el
Departamento de Investigacion Experimental y Bioterio (DIEB) del Instituto
Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran (INCMNSZ), los cuales
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fueron infectados con distintas cepas de Mab (ver figura 14) en dos partes

experimentales.

-‘ Primera parte _—

Cepas provenientes de

Mab C1, C3, C4, C6, C7,
Venezuela

C10, C10, C19y C20

-‘ Segunda parte _

Cepas provenientes de

Mab 390S, 390R, AmmpL4b
Francia

y AmmpL4b-comp

Cepas experimentales

Figura 14 Distribucion de cepas utilizadas. Se muestra las cepas utilizadas para cada seccion de este trabajo.

Con las cepas mencionadas anteriormente, se realizaron dos cinéticas de
infeccion, la primera consta de inoculacion intratraqueal, mientras que la siguiente
corresponde a la inoculacion subcutdnea como se describe en la figura 15.

Subcutdnea Dias post-infeccion
3 7 14 21 28 60 90
" 4 \"- @7
*q ! I 1 I
s i ¢ 3 14 120 180
@ : ) S ‘ . )
5 / Dias post-infeccion
i
'g p’ 3 7 21 28 60 90
8 e 4
=3 "
H !
"’ 150

Intratraqueal

__ Cepas de Venezuela
o Cepas de Francia

Figura 15 Cinética de infeccion. En la parte superior se muestran la cinética correspondiente a la infeccion subcutanea,
tanto para las cepas de Venezuela (amarillo) como para las de Francia (naranja), mientras que en la parte inferior esta

representada la cinética de la infeccion intratraqueal.
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7.3 Preparacion para la infeccion

La bacteria crece en medio 7H9 Middlebrook enriquecido con glicerol al 0.5% y se
incuba a 37°C en una atmosfera al 5% de CO, en agitaciéon constante durante 5
dias. La curva de crecimiento se monitorea diariamente por espectrofotometria. En
el momento en que se llega a la fase logaritmica aproximadamente 0.4 unidades
de densidad 6ptica a 600 nm y se lava con PBS tres veces. Posteriormente se
realizan alicuotas y se congela a -70°C. Después se cuantifica cada lote
bacteriano se determina el nimero de UFC por mL, con esto se calcula y ajusta a
2.5x10° bacilos por cada 100 pL para infeccién intratraqueal (IT) y 2.5x10° bacilos
resuspendidas en 10 pL para la via subcutanea.

En paralelo, de ese mismo lote se toma una muestra para realizar un cultivo como
control de calidad de la infeccidén y se realiza el conteo de UFC’s con la finalidad
de confirmar el nUmero de bacterias con las que se infectaron a los ratones, es
decir, el nivel basal. Se efectian diluciones de -1 a -4 y se procede a sembrar 10
pUL 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 contabiliza por lote cual fue el inéculo final.

7.4 Infeccion

Los animales utilizados para éste estudio se deben alojar en microaisladores en
un sistema de presion negativa/positiva. El aire suministrado se pasa a travées de
filtros HEPA y toda la manipulacién es realizada bajo protocolos de Bioseguridad
Animal Nivel 3.

7.4.1 Intratraqueal (IT)

Para establecer la infeccion pulmonar (ver figura 16), se utiliza como base el
modelo de infeccibn murino de tuberculosis pulmonar progresiva descrito por
Hernandez-Pando et al., 1996. Los animales fueron anestesiados con vapor de
sevoflurano (100 pL por ratdn dentro de una camara de acrilico de 20x20x20 cm).
Se inocularon 2.5x10° unidades formadoras de colonias suspendidas en 100pL de
PBS de las cepas mencionadas anteriormente.

Para la inoculacion intratraqueal los animales se colocan sobre una placa de
unicel revestida con papel de aluminio y se sujetan los incisivos con una liga de
caucho. Una vez colocados los ratones en esta posicion, se introduce una canula
de calibre 22G x1.0" w/ y punta roma de 1.25 mm por la traquea para administrar
la preparacibn mencionada. A continuacion, los ratones infectados fueron
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mantenidos en posicion vertical asegurando la llegada de bacterias al pulmén y
posteriormente colocados en grupos de 5 en cajas con microaisladores con libre
acceso a comida y agua. Todos los procedimientos se realizaron en una cabina de
flujo laminar en una instalacion de nivel Il de bioseguridad.

Para el grupo control, se administran 10 pL de solucion salina siguiendo el mismo
proceso descrito anteriormente.

7.4.2 Subcutanea (SC)

Para inducir la patologia subdérmica (ver figura 16), los ratones se colocan en un
tubo de 50 mL con dos aperturas laterales ubicadas en el extremo inferior del tubo.
De las aperturas laterales se toma el musculo abductor de las patas traseras y se
precede a sacar del tubo falcon las extremidades traseras. Posteriormente se
inocula en el centro del cojinete plantar trasero izquierdo y derecho con una
jeringa de insulina de calibre 0.5 mm de 0.3 mL o 30 unidades (UCC). Se inocula
una unidad equivalente a 10 pL, de la preparacion que contiene *250,000
bacterias resuspendidas en solucion salina.

Para el grupo control sin infeccién, se administran 10 pL de solucion salina
siguiendo el mismo proceso descrito.

‘“‘\ ,

~r” SN—

Intratraqueal Subcutanea

Figura 16 Vias de infeccion en ratones BALB/c, intratraqueal y subcutanea.
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7.5 Eutanasia

Después de la infeccion se da muerte a los animales en los periodos mencionados
anteriormente. En este proceso se obienen las muestras para realizar los procesos
de UFC’s, histologia y biologia molecular como se muestra en la figura 17.

}

UFC’s  Histologia UFC’s Bio.mol

—fn

Viaintratraqueal

Via subcutdnea

UFC’s
Bio. mol
Histologia

Figura 17 Representacion de eutanasia y toma de muestras. En la parte superior se muestra la extraccion de pulmones
y en la inferior el proceso de colecta de los cojinetes plantares de las patas traseras. Estas muestras se congelan y se
utilizan para la cuantificacion de la carga bacilar, el andlisis histoldgico y de biologia molecular.

Los ratones se anestesian mediante una sobredosis por inyeccion intraperitoneal
de pentobarbital sédico (210 mg/kg). Subsiguientemente se induce la muerte por
exanguinacion y se extraen los 6rganos relevantes para la investigacion, es decir,
los cojinetes plantares y pulmones dependiendo de la via de infeccion. Las
muestras obtenidas se reparten para los procedimientos de histologia, biologia
molecular, hidroxiprolina y conteo de unidades formadoras de colonias.

7.5.1 Intratraqueal

A continuacién se coloca al ratén sobre una placa de unicel cubierta con aluminio
y se procede a rociar la piel con alcohol al 96°, se realiza una incision en la zona
abdominal y con una jeringa de 1mL se extrae la mayor cantidad de sangre
posible de la vena cava, se corta hasta la parte superior del pecho y se fractura el
esternon destapando la trdquea, con una pinza se bloguea un pulmén y se
procede a perfundir desde la trdquea con alcohol absoluto. Se retira la pinza y se
guarda el otro pulmén a -70°C para su posterior uso.

55



7.5.2 Subcutanea

Al momento de la toma de las muestras, se evita aplastar los cojinetes. Se
procede a lavar con aspersor las patas con abundante agua y jabon, se secan
delicadamente con una gasa estéril para eliminar cualquier contaminacion.

Posterior a esto, se emplean unas tijeras quirdrgicas estériles para cortar el hueso
por encima del tarso para obtener las muestras destinadas para histologia, y se
colocan en frascos individuales con alcohol absoluto durante al menos 24 horas.

Para el caso de las muestras destinadas corte con tijeras estériles para cuticula
cuidando de no dafiar nervios o huesos, extrayendo Unicamente el cojinete
plantar. Se almacena en tubo cryovial estéril de 2 mL, que inmediatamente se
conserva en nitrégeno liquido y posteriormente se guarda a -70°C hasta su uso.

7.6 Carga bacilar

Las muestras destinadas para determinar la carga bacilar por UFC’'s se
descongelan a 37°C por 5 minutos, se colocan dos perlas de ceramica especiales
©Sena en el tubo para triturar tejido y se homogeniza en congelacién, utilizando el
equipo FastPrep 24™ 5G MP Biomedicals durante un ciclo de 25 segundos.
Posteriormente se les adiciona 1 mL de PBS estéril y se efectlian tres ciclos mas
de homogenizacion, cuidando de mantener las muestras siempre en hielo.

Posterior a la homogenizacién, se sonica durante 45 segundos, se agita con
vortex por 5 segundos y se realizan diluciones seriadas de la muestra utilizando
placas de 96 pozos y PBS tween80 al 0.5%.

A continuacion se toman 10 pyL de cada dilucion para sembrar en placas con
medio agar 7H10 Bacto Middlebrook enriquecido con OADC y glicerol al 0.5%, 10
puL por muestra. Todo el material y los desechos que tuvieran contacto con los
tejidos infectados se inactivan con ClidoxTM y se tratan como se describio
previamente. Todos los procedimientos se realizan dentro de un gabinete de
bioseguridad nivel lll. Subsecuentemente se incuban a 37°C con 5% de CO;
durante 5 dias y se procede a contar las colonias presentes en cada una de las
diluciones para establecer la carga bacilar.
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7.7 Técnica histologica

Las muestras destinadas para histologia se dejan por 72 hrs en alcohol absoluto.
Los pasos a seguir para la inclusion de las muestras en parafina son:

1 Deshidratacion: en bafios sucesivos en soluciones de concentracion crecientes
de alcohol etilico de la siguiente forma: al 70 % por 24 horas, al 95% por 2
horas, al 100 % por 2 horas.

2 Diafanizacion: sustancias capaces, de mezclarse con el alcohol y disolver la
parafina mediante liquidos diafanizadores, en este caso xilol. Al igual que en la
deshidratacion se practican bafios sucesivos como se describe a continuacion:
alcohol absoluto (50%)-xilol (50%) por 1 hora, alcohol absoluto (30%)-xilol
(70%) por 1 hora y xilol absoluto por 2 horas.

3 Inclusioén y formacion del bloque de parafina: se realizan tres bafios en parafina
sucesivos, a manera que el xilol en exceso se elimine, el primer bafio de 1.5
horas, el segundo de 1 horay el tercero de 30 a 60 minutos.

La formacion del blogue de parafina se efectia empleando un incluidor usando
moldes de metal, los cuales se llenan con parafina caliente pura; con una pinza
caliente se toma una pieza de tejido, se orienta una de sus superficies y se
sumerge al interior del molde. Después éstos se enfrian de inmediato para que la
parafina se solidifique de manera homogénea, formando un bloque sdélido.

Una vez incluidas las muestras, se realizan cortes de 0.4 um, se toman
cuidadosamente y se colocan en un bafio de agua destilada a 43°C con la
finalidad de estirar el tejido. A continuacion se sitlan los cortes en un portaobjetos
cargado y se tifien con hematoxilina & eosina y tricrémico de Masson para el
analisis histolégico. En estas preparaciones se hace el andlisis histologico y
morfométrico por medio de la determinacibn en micras cuadradas de la
inflamacion y dafio tisular con la utilizacion del software Leica ApplicationSuite
v4.3.

7.8Extraccion de muestras de RNA en parafina

En este punto se utiliza el kit Total RNA isolation from FFPE Samples: Nucleo Spin
total RNA FFPE XS de Macherey-Nagel para tejido en parafina. Se utilizan £15
cortes de 4-5 um del tejido en parafina cuidando de limpiar todas las superficies
con aguda DEPC y RNAsa-off. Posteriormente se procede a eliminar la parafina
en la que esta embebido el tejido agregando 1 mL del disolvente de parafina y se
incuba en bafio maria 56°C por 5 minutos. A continuacién se agita con vortex la
muestra y se centrifuga 2 minutos a 10000 rpm. Cuidando de que la muestra aun
siga liquida, se agrega 140 pL del buffer MLF sin mezclar y se centrifuga de nuevo
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bajo las mismas condiciones. Después se elimina el disolvente de parafina en la
fase menos densa y se adicionan 12 pL de proteinasa K mezclando suavemente e
incubando de 30-90 minutos a 56°C.

En seguida, se verifica que no queden residuos de tejido visibles, se continta con
el procedimiento y a partir de este punto se debe continuar la extraccién en hielo.
Se agregan 12 pL del buffer MKA y se incuba por 5 minutos en hielo, se centrifuga
5 minutos a 10000 rpm y se transfiere el sobrenadante transparente a otro tubo
eppendorf de 1.5 mL, se le agregan 400 pL del buffer MX para ajustar las
condiciones de unién y se reposa 1 minuto a temperatura ambiente, se coloca la
columna en un tubo de colecta y se transfiere el volumen total de la muestra, se
centrifuga 1 min 10000 rpm y se desecha el sobrenadante. Posteriormente se
realizan 2 lavados, en el primero se afiaden 400 pL del buffer de lavado MW2, se
centrifuga bajo la misma condicion y se descarta el sobrenadante; este paso se
repite con un volumen de 200 pL del mismo buffer y subsiguientemente se
agregan 25 pL de rDNAsa, se reposa por 15 minutos a temperatura ambiente; se
agregan 15 pL del buffer MX, se centrifuga 1 minuto 10000 rpm, se lleva a cabo el
procedimiento de lavado descrito con el buffer MW2 y se desecha el
sobrenadante. Para finalizar, se centrifuga por 5 minutos 10000 rpm para eliminar
cualquier elemento que no sea el RNA pegado a la columna y se cambia a un tubo
eppendorf nuevo de 1.5 mL, la muestra se eluye utilizando 30 uL de H0 libre de
RNAasa y se centrifuga 1 minuto a 10000 rpm. El residuo contiene el RNA y éste
debe de ser conservado a -70°C hasta su uso.

7.9 PCR

La calidad y cantidad de RNA sera evaluada mediante espectrofotometria
(260/280) por Nanodrop (Thermo Scientific). Se realiza la retrotranscripcion del
RNAmM para cDNA utilizando 5 pg de RNA, oligo—dT y Omniscript Kit (Qiagen,
México). Posteriormente se realizan dos tipos de PCR (ver secuencia de primers
en el Anexo 1):

. Punto final: para ver la expresion del gen mmpL4b de Mab

. Tiempo real: para cuantificar la expresion del hospedero de las citocinas:
TNF-a, IFN-v, IL-10, IL-1, IL-4 IL-13 y TGF-B.

En seguida se lleva al termociclador para la reaccion en tiempo real o punto final y
se estipulan las condiciones generales del experimento.

En el caso del tiempo real, se indican los blancos que seran detectados, asi como
las muestras que se procesan y son acomodados en el disefio de la placa. Para
iniciar el procedimiento, el equipo esta preparado para las corridas estandar en las
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que se utilizan primers y sondas predisefiados por el fabricante. La PCR en
Tiempo Real se realiza empleando el equipo 7500 Real Time PCR System
(Applied Biosystems) y se cuantifica utilizando Quantitech Sybr Green Master Mix
(Qiagen). Se usa el método de curva estandar (1x10° hasta 1x107) para cuantificar
el nimero de copias y se disefiaran primers especificos haciendo uso del
programa Primers Express (Applied Biosystem) para el gen 16Sr de
Mycobacterium abscessus. El nimero de copias de cada citocina se normaliza a
un millén de copias de RNAmM de gen constitutivo.

Todo el material y los desechos que tuvieran contacto con los tejidos infectados
son inactivados con ClidoxTM y tratados como se describié previamente. Los
procedimientos se realizan dentro de un gabinete de flujo laminar con nivel de
bioseguridad clase IlI.

7.10 Analisis estadistico

El programa de andlisis estadistico que se utiliza es GraphPad Prism 6, donde se
realizan ANOVAs de 2 vias para determinar la significancia estadistica con una
P<0.05, con correccion de tipo Bonferroni.
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8. RESULTADOS

Los resultados se exponen de manera secuencial como
18.

se muestra en la figura

Sobrevida

Carga bacilar

Infeccion
pulmonar

Histologia

Biologia Molecular

1. Cepasde _| —
Venezuela

Carga bacilar

Infeccién
subcutanea

Histologia

Biologia
Molecular

Resultados

Sobrevida

Infeccion
pulmonar

Carga bacilar

Histologia

2. Cepas de
Francia

Carga bacilar

Infeccién
subcutanea

Histologia

Biologia
Molecular

Figura 18 Formato de presentacion de resultados.
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Primera parte experimental
“Cepas de Venezuela”

8.1Cepas de Venezuela
8.1.1 Infeccion pulmonar
8.1.1.1 Sobrevida

Tras la infeccion con Mab, semanalmente se registro la sobrevida de cada grupo
experimental (ver grafica 2). Los primeros decesos se dieron durante la primera
semana post infeccion en los grupos Cls), C10s) y C19(s) asi como otra pérdida
ocurrida en la tercera semana. Tras realizar las necropsias correspondientes, se
concluye que las muertes no estan relacionadas directamente a la infeccion y
apunta a causas propias del comportamiento en grupos durante el hacinamiento u
otras causas naturales.

Sobrevivencia tras infeccion pulmonar

Lisas
Cepas de Venezuela

©®- c1 & C3
100 . . . . . L L L l -, ci9

Rugosas

90+
80 N\ =& C4 (of3
—F— = - c7 c10

70
—A— C20

60 -

50

40

30

% Porcentaje de sobrevida

20

10 T T T T T T T T T T

Semanas postinfeccion

Grafica 2 Porcentaje de sobrevivencia tras infeccion intratraqueal con diferentes cepas de Mab provenientes de
Venezuela. Se muestra un alto porcentaje de ratones sobrevivientes tras la infeccion sin importar su morfotipo. Las cepas
S se observan en tonos morados, mientras que las R en azules.

Este pardmetro indica que las cepas seleccionadas para este estudio
independientemente de su fenotipo S 0 R no afectan la sobrevivencia en este
modelo de infeccion murina BALB/c.
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8.1.1.2Carga bacilar

El conteo de unidades formadoras de colonias (UFC’s) durante la fase aguda (ver
grafica 3a), muestra una disminucién progresiva para todas las cepas analizadas,
lo cual hace referencia a la deteccion de la bacteria por el sistema inmune innato
sin importar el contenido de GPL en su membrana.

Por otro lado, para el dia 14 de la cinética, hay una disminucion abrupta en el
conteo bacilar, lo cual es un elemento indicador de la accion del sistema inmune
adaptativo, que tarda aproximadamente dos semanas en iniciar una respuesta
concreta hacia éste patdégeno.

A partir del dia 14 la disminucion es continua, para el dia 90 (ver grafica 3 b) hay
un minimo crecimiento de colonias en las placas de 7H10 cerca del limite de
sensibilidad del método.

a) Carga bacilar en pulmones
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b) cCarga bacilar en pulmones
Cepas Venezuela
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Gréfica 3 Disminucion de la carga bacilar hasta el limite de deteccion del método durante la fase tardia de la
cinética experimental. a) Fase aguda, se observa un aumento en la carga bacilar en el dia 3 post infeccion, mientras que en
el dia 7 se registra una disminucion progresiva. b) Fase tardia, del dia 28 en adelante, la carga bacilar es cercana al limite de
deteccion del método (50 bacterias) cultivadas en placas de cultivo 7H10+OADC+glicerol 0.05%. Los datos son
expresados como promedios con su desviacion estandar; los asteriscos (*) representan significancia estadistica (p < 0.05),
mientras que (ns) corresponde a las diferencias estadisticamente no significativas (p>0.05).

En la fase aguda (ver grafica 3 b) las cepas lisas (Cl), C7) y C19)) a excepcion
de la C3,), son eficientemente eliminadas antes del dia 60 por el sistema inmune
del hospedero en comparacion con las cepas rugosas, las cuales siguen siendo
cultivadas hasta el dltimo punto de la cinética. Estas diferencias muestran que el
morfotipo tiene un impacto en la resolucién de la infeccién.

8.1.1.3Histopatologia pulmonar

En concordancia con los resultados obtenidos anteriormente, se procedié a
realizar distintos cortes de los tejidos embebidos en parafina, que ulteriormente
fueron tefidos con hematoxilina y eosina para analizar los cambios tras la
infeccion.
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Se obtuvo que unicamente las cepas C4r) y C6r), ambas de morfologia rugosa,
fueron las que durante la cinética presentaron en general mayor inflamacién y
mayor numero de granulomas en comparacidon con las cepas restantes
provenientes de Venezuela, cuya histologia esta representada en el anexo 2.

Como se puede observar en la figura 19 a, la C4ry genera inflamacion localizada
en el espacio alveolar con presencia de macrofagos y linfocitos que se encuentran
formando una especie de pseudogranuloma no necrotizante; asimismo, se avista
un poco de infiltrado celular inflamatorio localizado en el espacio inter alveolar, sin
embargo no se ve ningun otro dafio pulmonar relevante. En contraste, la cepa
C6r) (ver figura 19 b) provoca escaso infiltrado inflamatorio, e inclusive se
asemeja al tejido que fue inoculado con solucién salina (ver figura 19 e). Estos
datos indican que el sistema inmune es capaz de reconocer la infeccion por esta
cepa, ya que se controla rapidamente y no se observan signos de lesiones
pulmonares severas que pudiesen haber puesto en riesgo la vida de nuestro
modelo.

Para el dia 28 p.i vemos para la cepa C4 ) (ver figura 19 c) una clara presencia de
infiltrado inflamatorio ubicado en la periferia de los bronquios, vasos sanguineos y
en algunos puntos del espacio inter alveolar. Igualmente, se comienzan a notar
algunos puntos fibréticos que van desde la pared del saco alveolar hasta el
espacio inter alveolar. No obstante, tras la infeccion con la cepa C6y (ver figura
19 d) existe la aparicion de edema, que se encuentra localizado entre los sacos
alveolares, disminuye la celularidad de macréfagos y linfocitos, aumenta la
produccion de fibrosis intersticial lo que genera algunos parches neumdnicos entre
los sacos alveolares. De este modo, se aprecia dafio alveolar en los puntos
cercanos a los puntos fibréticos, cabe resaltar que eran sélo algunas zonas del
pulmon que presentaban este patrén (imagenes no mostradas) por lo que a pesar
de que se produjo neumonia, no fue severa.

Estos datos muestran que el hospedero tiene la capacidad de controlar la
infeccion durante el proceso de respuesta inmune adaptativa, sin embargo existen
diferencias en la forma y tiempo en la progresion a la resolucién de la infeccién
dependiendo de las cepas utilizadas, lo cual podria indicar diferencias intrinsecas
en sus factores de virulencia.
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a)C4D14R

Figura 19 Progresion diferencial en etapas agudas durante la infeccion con cepas rugosas C4 g, y C6 (). a) C4 D14
muestra la presencia de un pseudogranuloma e infiltrado mixto inter alveolar. b) Ausencia de dafio pulmonar provocado
tras la infeccién. ¢) C4 D28 mayor celularidad de macréfagos y linfocitos en la periferia de sacos alveolares, vasos
sanguineos (dilatados) y espacio inter alveolar. d) C6 D28 presencia de edema entre sacos alveolares, disminucion de
infiltrado inflamatorio y avistamiento de parches neumoénicos. €) Ausencia de dafo en el tejido pulmonar=tejido normal.
Los triangulos verdes representan vasos sanguineos, en rojo necrosis, azul edema, negro infiltrado inflamatorio y amarillo
fibrosis.

Durante la etapa cronica de la infeccion, se puede apreciar que para el dia 60 p.i
la cepa C4y) muestra la produccion de infiltrado celular inflamatorio en forma de
pseudogranulomas localizados en el espacio inter alveolar que se unen de una
manera difusa provocando alveolitis. También podemos apreciar la formacion de
fibrosis periférica en la pared de algunos sacos alveolares. En cambio, la cepa
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C6r) incitd la presencia de pseudogranulomas no necroticos mas definidos
situados entre los espacios inter alveolares y escasos puntos fibroticos.

Al dia 90 p.i, C4r) presenté pseudogranulomas mas definidos compuestos por
linfocitos y macrofagos espumosos, cercanos a la pared de los vasos sanguineos.
En contraparte la cepa C6ry mostro este mismo patron, con la diferencia que era
mas comun de encontrar comenzando en la pared de los bronquios hasta el
espacio inter alveolar.

Estos datos muestran que aunque no hay areas neumonicas importantes, la
formacion de granulomas y presencia de alveolitis en etapas cronicas puede ser
un mecanismo por el cual la bacteria puede permanecer en un estado latente
dentro del hospedero. Ademas podria indicar que la formacién de estas
estructuras puede estar relacionada con microambientes con concentraciones
elevadas de oxigeno, lo cual puede ser un mecanismo de evasion de la respuesta
iInmune y mantenimiento de un estado de latencia.
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Figura 20 Formacion de pseudogranulomas cerca de zonas ricas de oxigeno tras la infeccion con cepas rugosas
Chry y C6 r). En etapas cronicas. a) C4, muestra la presencia de un pseudogranulomas unidos entre el espacio inter
alveolar. b) C6g, Pseudogranulomas de gran tamafio localizados entre los espacios inter alveolares. c) Cé4,
pseudogranulomas compacto encontrado en la pared de un vaso sanguineo. d) C6 g, pseudogranuloma yaciente en el pice
bronquial €) Ausencia de dafio en el tejido pulmonar=tejido normal. Los triangulos verdes representan vasos sanguineos,
negro infiltrado inflamatorio y amarillo fibrosis. En el D90 fueron encontrados en el pulmdn 15 pseudogranulomas para la
C6ryy 25 para C4g,
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8.1.1.4Biologia molecular

Se seleccionaron las cepas C4r) y C6r) ya que en el dia 90 post infeccion se
observaron pseudogranulomas en los pulmones del hospedero. Se efectud la
extraccion de RNA en parafina con el objetivo de comprobar la presencia del gen
16Sr a través de PCR punto final (ver figura 22).

C4r) C6 (r) 390S 390R

- e

Figura 21 Deteccion transcripcional de la subunidad 16 Sr de Mab en las cepa C4g) y C6g en la fase cronica
experimental. En esta figura se aprecian las bandas correspondientes al gen 16Sr de M. abscessus en el dia 90 p.i. Donde
N es el control negativo, 390S y 390R corresponde al control positivo proveniente del extracto de RNA de cultivo fresco.

Como se observa en la figura anterior, gracias a la presencia de esta unidad
ribosomal, se comprueba que hay bacteria transcripcionalmente activa en todas
las muestras para el dia 90 en contraste con las unidades formadoras de colonias,
ya que sblo 1 de cada 4 muestras era cultivable en cajas de agar solido. Esta
observacion puede indicar que la bacteria se encuentre metabdlicamente activa
dentro de los granulomas en un probable estado VBNC, no obstante mas estudios
son necesarios para comprobar esta hipétesis.

También se examiné la presencia del gen mmpL4b en el RNA de estas mismas
cepas, sin embargo no se detectaron bandas correspondientes (ver figura 23).

A+ A N C4 Cé
Figura 22Ausencia de transcripcion de mmpL4b. Como se observa, en esta figura no hay bandas correspondientes al

gen mmpL4b de M. abscessus en el dia 90 p.i. Donde N es el control negativo, mientras que A+ (cepa AmmpL4b-comp) y
A (cepa AmmpL4b) corresponden al control positivo proveniente del extracto de RNA de cultivo fresco.

Esto confirma que las bacterias no estan transcribiendo el gen mmpL4b y por
tanto, no producen GLP’s y permanecen con morfologia rugosa dentro del
hospedero.

Adicionalmente, se procedi®é a evaluar la presencia de diversos genes
relacionados con la respuesta inmune del huésped, con el objetivo de evaluar el
contexto de citocinas pro o anti inflamatorias. Como control positivo se tomo
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RPLPO, el cual es un gen Housekeeping (Yokoyama et al., 2018) que se utilizd
como control positivo (ver grafica 4).

Se analiz6 la presencia de il-1, il-13, il-10, il-4, tnf-a, tgf-B e ifn-y; sin embargo, la
Unica citocina detectada por el método de PCR en tiempo real de las cuantificadas
es IL-4.

Deteccion de IL-4 en pulmones
"Cepas de Venezuela"
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Gréfica 4 Produccion de IL-4 en el dia 90 p.i. Se muestra que la elaboracion de IL-4 es significativamente mayor en los
ratones infectados por la cepa C4g) y C6) al final de la cinética de infeccion. La estandarizacion se realizo utilizando el
gen constitutivo del ratdn RPLPO. Los datos son expresados como promedios de 3 muestras con su desviacion estandar; el
simbolo ns representa una ausencia de significancia estadistica p < 0.05 por el método de T-student pareada con nivel de
confidencia del 95%

La produccion de IL-4 en este tiempo tardio de infeccion juega un papel importante
en la reduccion de la inflamacién crénica y reparacion del tejido, lo cual inhibe la
activacion de macrofagos con fenotipo M1 (proinflamatorio) y favorece la
respuesta M2. Sin embargo, como se observa en la figura 23 sigue existiendo
bacteria transcripcionalmente activa probablemente localizada dentro de los
pseudogranulomas, elemento que podria estar ligado al proceso de latencia y
evasion de la respuesta inmune.
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8.1.2 Infeccion subcutanea

8.1.2.1 Carga bacilar

El primer experimento tuvo como objetivo el determinar posibles diferencias en la
cuantificacion de la carga bacilar entre distintos tipos y aislados de Mab
provenientes de Venezuela de acuerdo a su morfologia tras la infeccion
subcutanea en cojinetes plantares de ratones BALBI/c.

Carga bacilar en cojinetes plantares
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Grafica 5 Disminucion progresiva de la carga bacilar en cojinetes infectados con distintas cepas provenientes de
aislados clinicos de Venezuela. En esta grafica se observa una tendencia clara a la disminucién cuyo punto de inflexion
mayor es durante el dia 14 post infeccion y continuando hasta la ausencia de cultivo en placas de cultivo 7H10+ OADC +
glicerol 0.05%. Los datos son expresados como promedios con su desviacion estandar; los asteriscos (*) representan
significancia estadistica (p < 0.05), mientras que (ns) corresponde a las diferencias estadisticamente no significativas
(p>0.05).

En esta grafica se observa que en los dias 3 y 7 hay una leve replicacion de los
bacilos en relacion al numero de bacterias inoculadas en el dia 0 (*250,000) lo
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cual indica un control limitado de la replicacion bacteriana por parte del sistema
inmune innato.

A continuacion se genera una disminucion abrupta de la carga bacilar en el dia 14
p.i, elemento que puede indicar la activacion y efecto del sistema inmune
adaptativo. Después la carga bacilar disminuye hasta la ausencia de crecimiento
en placas de cultivo a partir del dia 60 en adelante sin importar la morfologia de
las cepas L o S.

En conjunto, estos resultados indican a grandes rasgos que el huésped es capaz
de controlar la infeccion, evitando que se multiplique la bacteria en el &rea
inoculada independientemente del fenotipo de la colonia.

En cuanto a las diferencias individuales, en el dia 3 p.i la C6r es la que tiene
significativamente una mayor carga bacilar respecto a las otras cepas, lo que
indica que esta bacteria es dificil de eliminar por el sistema inmune innato.

Para el dia 7 las unidades formadoras de colonias contabilizadas para la C6g) se
reducen, efecto que indica que el sistema inmune comienza a ejercer efecto ante
ellas. Sin embargo para las cepas Cl), C4r) y C3() presentan un aumento de
carga bacilar, lo que puede indicar que el sistema inmune falla en inhibir la
replicacion de estos patdgenos y por ello aumenta su namero en el tejido. Esta
observacién sugiere ser consecuencia de la evasion de la respuesta inmune
innata.

Por otro lado, para las cepas C7rR), Cl0r), Cl1l9s) y C20r) la carga bacilar
permanece estable con respecto al dia 3, lo cual indica que a pesar de que hubo
una disminucién de su numero, el sistema inmune innato es ineficiente para
eliminarlas por completo.

Para el dia 14, la reduccion de la carga bacilar es sumamente evidente,
posiblemente por la activacién y efecto del sistema inmune adaptativo, donde es
minima la cantidad de bacterias con respecto a los 2 dias anteriores. En este
punto, C6) es la que tiene mayor carga bacilar, seguida de la C7), sin embargo
hay diferencias estadisticas entre las cepas analizadas en el dia 14.

Siguiendo con la cinética, para el dia 21 las cepas lisas Cli) y C3(s) no fueron
cultivables en placas de agar, de forma contrastante C4gy continua presentando la
mayor carga bacilar, no hay diferencia significativa con respecto a las demas
cepas.

Al dia 28 solo son cultivables las cepas C10, C19) y C20®), donde aumenta un
poco la carga bailar con respecto al dia 21, efecto que indica que probablemente
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tienen una manera de evadir a la respuesta inmune, sin embargo no es tan
eficiente, ya que en el dia 60 ninguna de éstas son cultivables.

Este analisis muestra que la mayoria de las cepas con fenotipo liso son
erradicadas eficientemente por el sistema inmune adaptativo con respecto a las
cepas de morfologia rugosa, las cuales tardan mas tiempo en ser eliminadas. En
conjunto esto indica que la produccion de GPLs es clave para la deteccion y
eliminacion de la bacteria.

8.1.2.2Histologia

Este analisis histologico revel6 que todas las cepas son capaces de producir una
reaccion inmune del hospedero y en etapas cronicas todas tienen la capacidad de
producir fibrosis. Igualmente el dafio histolégico coincide con lo observado en el
antecedente de la tesis de Bendafia (2018) y el experimento 1 de este trabajo,
donde en los primeros dias de infeccién (3-21 p.i)) hay una gran cantidad de
infiltrado celular proinflamatorio mixto compuesto de macréfagos y linfocitos que
van desde el tejido celular subcutaneo hasta el masculo, con presencia de focos
necréticos, vasodilatacion y edema. No obstante, fue notorio que en tiempos
tardios las cepas rugosas C10), C6r), C7r) Yy C20r) (ver figura 24) presentaron
notablemente menores areas fibréticas en comparacion con todas las cepas lisas
Cls), C3(s) y C9s), asi como la rugosa C4ry proveniente de secrecion (ver anexo
3). Dadas estas observaciones, se eligieron las cepas rugosas mencionadas
anteriormente para hacer mas estudios sobre la cinética de infeccion. De igual
modo, para fines didacticos, seran las imagenes representativas de éstas las que
se estaran analizando a detalle en esta seccion. Es preciso mencionar que los
stiches representativos de la histopatologia provocada por las cepas no
seleccionadas en el dia 90 se puede observar claramente en el anexo nimero
tres.

Para el dia 7 p.i (ver figura 24) la cepa C6g) presenta mayor infiltrado inflamatorio
mixto (macréfagos vy linfocitos) en comparacion a las demas cepas, elemento que
corresponde a la carga bacilar obtenida en el conteo de las unidades formadoras
de colonias. Este infiltrado se localiza en la parte intersticial del tejido, es decir, en
el tejido celular subcutaneo y para hasta donde comienza el tejido muscular. Se
pueden ver puntos necréticos con presencia de vasodilatacién (no mostrado) y
leve edema. En contraste, los aislados C7r) y C4) expusieron un infiltrado
inflamatorio mixto mas compacto, con la presencia de puntos necroéticos,
vasodilatacion y edema (no mostrado). Sin embargo, de manera interesante, en
este periodo tan agudo, la C10) mostro la presencia de escasos granulomas no
necrotizantes ni caseificantes en el lumen del tejido. Por otro lado, la cepa C20,
no estimulé tan eficientemente la atraccion del infiltrado al sitio de infeccion en
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comparacién con las demas cepas en este dia, asemejandose inclusive a un tejido
con solucion salina. Este dato no coincide con las unidades formadoras de
colonias -las cuales fueron elevadas- lo que podria demostrar que este aislado
tiene alguin mecanismo de la respuesta inmune innata y ademas que es capaz de
provocar menores signos de inflamacion en este tiempo agudo.

b) C7 D7R
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d) C20 D7 R

Figura 23 Activacion de la respuesta inmune del hospedero en la fase aguda de la infeccion subcutanea. a) C6g,
infiltrado inflamatorio denso en el intersticio del tejido, avistamiento de puntos necréticos y presencia de vasodilatacion y
edema leve. b) C7,infiltrado mixto compacto en la parte media le tejido celular subcutaneo y aparicion leve de edema c)
Cl0@ Infiltrado denso en el lumen del tejido con algunos puntos necroticos, edema considerable, presencia de
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vasodilatacion y avistamiento de pseudogranuloma en la zona de inflamacion. d) C20, leve infiltrado inflamatorio, con
presencia de edema. €) SS control de solucidén salina, el cual muestra vasodilatacion edema leve y presencia de minimo
infiltrado proinflamatorio. Los triangulos verdes representan vasodilatacion, los rojos necrosis, los azules edema, los
negros inflamacién, los amarillos fibrosis y los blancos granulomas.

En el dia 28 p.i (ver figura 25) se observa un patron que se repite en todas las
cepas estudiadas. Se revela un aumento considerable en el infiltrado celular
inflamatorio, el cual estd compuesto primariamente por macréfagos y linfocitos,
pudiendo llegar hasta el tejido muscular, lo cual podria ser incobmodo para el raton
al momento de caminar.

Igualmente cabe destacar que a pesar de que la carga bacilar es minima en
comparacion a los dias anteriores de la cinética, sobre todo para la C6gy (donde
ya no es cultivable la bacteria) hay signos relevantes de inflamacion en tejido.

En particular, la C6r), C7r) y C10r) poseen un elevado infiltrado mixto que va
desde el lumen hasta el tejido muscular. Se observa disminucién del edema y
vasodilataciébn en comparaciéon con el punto anterior, comienza la aparicion
fibroblastos, por consiguiente de la presencia de parches de fibrosis cerca del
estrato basal y en la parte media del tejido celular subcutaneo.

De manera destacable, la cepa 20 produjo una cantidad sustancial de fibrosis, lo
cual se puede observar en la figura 25 g. Este elemento sin duda, cambia en
extremo la estructura original del tejido y podria incomodar el transitar del raton.
De igual forma, este elemento de fibrosis extensa también ocurre en el humano en
este tipo de infecciones subcutaneas, por lo que es un punto valido para el modelo
experimental que se esté utilizando en este trabajo.

Por otro lado cabe subrayar que las cepas lisas y C4 ) (datos no mostrados) aun
muestran leve infiltrado celular inflamatorio, presencia de edema leve y comienzan
a aparecer signos de fibrosis central, sin embargo, no son tan evidentes en
comparacion a las cepas seleccionadas.
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a) C6 D28 R
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Figura 24 Mantenimiento de la respuesta inflamatoria e incremento de la produccion fibrética. a) C6, infiltrado
inflamatorio denso en el intersticio del tejido, presencia de vasodilatacion y edema leve. b) C7, infiltrado mixto
compacto en la parte media le tejido celular subcutaneo, fibrosis central y edema muy leve. ¢) C10, Infiltrado leve- denso
en el lumen del tejido, ligero edema y presencia de fibrosis en la zona cercana al estrato basal. d) C20 g, insubstancial
infiltrado inflamatorio en la zona media del tejido celular subcutaneo, aparicion de pseudogranulomas en la zona cercana a
las glandulas. e) SS control de solucion salina, el cual ya no muestra ninglin signo de inflamacion. f) C20, Stich donde se
aprecia el tamafo exagerado de fibrosis. Los triangulos verdes representan vasodilatacion, los rojos necrosis, los azules
edema, los negros inflamacién, los amarillos fibrosis y los blancos granulomas.
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En el dia 60 p.i (ver figura 26) podemos encontrar en general un aumento evidente
de la fibrosis en comparacion con el control de infeccion de solucién salina. En
particular, la cepa mas destacable corresponde a C6), la cual presentd un
dramatico incremento en el infiltrado celular proinflamatorio compuesto por
macréfagos y linfocitos inclusive podemos observar algunos puntos necréticos en
el tejido; en conjunto estos elementos invaden cada una de las regiones que
componen al cojinete plantar. De igual forma, en parangén con los otros aislados,
se observa acantonsis axiomatica y fibrosis extensa deformante, que inclusive
pierde el orden normal de la estructura de la piel, y por ende es imposible
visualizar el estrato basal, espinoso, granuloso y cérneo en ciertas zonas.

En contraste, la cepa C7) también presentd un area fibrotica importante, sin
embargo disminuy6 el influjo de células inflamatorias, las cuales se localizaban
basicamente en todo el tejido, incluyendo parte de los musculos. De forma
semejante tanto C20®) como C10ry mostraron estos mismos signos, pero en
menor proporcion y también expresaron un estrato basal adelgazado (no
acantoético) en comparacion con muestras de solucién salina (control).
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a) C6 D60 R b) C7 D60 R

Figura 25 Continuacidon de inflamacién y produccion de fibrosis extensa en etapas cronicas de la infeccion
subcutanea. a) C6 g Infiltrado inflamatorio mixto extenso, fibrosis aguda y presencia de puntos necroticos y ausencia de
estratos de la piel. b) C7(R) Fibrosis en el tejido celular subcutaneo adyacente a estrato basal y avistamiento de puntos
necroticos e inflamacion en el tejido subcutaneo. ¢) C20 Adelgazamiento estrato basal, fibrosis en zona muscular, y
presencia de infiltrado en el lumen del tejido celular subcutaneo. d) C10, Infiltrado en la zona central del tejido y
presencia de parches fibroticos importantes. €) SS control de infeccion con presencia minima de edema y escasa
inflamacion. f) C7, Fibrosis intercalada con una densa cantidad de células inflamatorias como macréfagos y linfocitos.
Los triangulos verdes representan vasodilatacion, los rojos necrosis, los azules edema, los negros inflamacion, los y
amarillos fibrosis.
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Para el dia 90 (ver figura 27) el infiltrado inflamatorio disminuyé drasticamente, no
obstante, el aumento de la fibrosis en los cojinetes plantares es exorbitante incluso
sustituyendo al tejido celular subcutaneo y tejido muscular por una masa de
coldgeno amorfo. También se muestra una disminucion o hasta desaparicion de
los distintos estratos de la piel (ver anexo 4 para observar stiches del tejido
completo).

Este resultado aunado a lo observado en el dia 60 revelaron que aunque no hay
bacterias cultivables en las etapas mas cronicas, pudiese permanecer algin
detrito de la bacteria (no degradado por el sistema inmune) o en un estado
latente/VBNC o0 algun otro proceso que esta propiciando el reclutamiento de
células de la respuesta inmune y haya un desequilibrio importante en la reparacion
del tejido dado a la excesiva produccion de fibrosis.

Por otro lado, cabe destacar que esta deformacion del tejido y produccidn fibrética
anormal es un hecho que asemeja definitivamente a la histopatologia observada
en lesiones del tejido blando en humanos, donde el proceso de cicatrizacion es
alterado. Esto es otro indicativo de que el modelo de infeccion seleccionado es
funcional y puede replicar las observaciones en un modelo experimental apoyando
la tesis de Bendafia (2018).
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Figura 26 Exceso de fibrosis en etapas cronicas en tejido blando. a) C6ry Membrana basal adelgazada, presencia de
infiltrado compacto en el lumen con avistamiento de escasos puntos necroticos y fibrosis extensa desde el lumen que
sustituye el tejido muscular. b) C7 gy Produccion excesiva de colageno con presencia de leve infiltrado. ¢) C10 () Bastante
destruccion del tejido, avistamiento de zonas limitadas de macréfagos y linfocitos y fibrosis que abarca desde el lumen del
tejido celular subcutaneo hasta el tejido muscular. d) C20(, Disminucion de infiltrado y produccion deformante de
colageno, propiciando la aparicion de zonas fibréticas extensas. €) SS Tejido control con solucion salina in muestra
aparente de inflamacidn o cicatrizacion extrema. Los triangulos rojos representan necrosis, los azules edema, los negros
inflamacion, los y amarillos fibrosis.
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Por ello, utilizando el software Leica Biosystems se midi0 el porcentaje de area
fibrética en los dias 60 y 90 (ver grafica 6), donde se obtuvo que las cepas lisas
productoras de GPLs, tienen menor fibrosis en comparacioén con las rugosas que
carecen de la produccion de estos componentes, esto coincide con la bibliografia
encontrada, donde las cepas lisas son facilmente reconocidas por la respuesta
inmune adaptativa y las cepas rugosas son mas virulentas, causando fibrosis
exacerbada.

Fibrosis en cojinetes plantares

Cepas de Venezuela
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Gréfica 6 Porcentaje de area fibrotica en dias tardios de la infeccion crénica. En el dia 60 post-infeccion, la cepa 6 es
la que presenta mayor area cicatricial, mientras que al dia 90 se registra un incremento de la fibrosis para las cepas 6, 7,
10, 19 y 20. Los datos representan el promedio de tres muestras con su desviacion estandar; los asteriscos (*) representan
significancia estadistica (p < 0.05), mientras que (ns) corresponde a las diferencias estadisticamente no significativas

(p>0.05).

8.1.2.3Biologia molecular

Dados los resultados anteriores se procedio a realizar PCR con el gen 16Sr (gen
constitutivo) para verificar si habia presencia de bacteria viva en estado de
replicacion activa en el tejido a pesar de no ser cultivable.

Se obtuvo que del dia 3 al 28 post-infeccidon habia presencia del 16Sr, donde se
muestra una banda delimitada (dato no mostrado), elemento que concuerda con la
presencia de bacteria cultivable mediante el conteo de la carga bacilar; no
obstante en los dias posteriores al 28 en el caso de algunas cepas la presencia de
la banda era sumamente tenue y en algunos no se encontraba presente. Este
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elemento puede ser debido a que la sensibilidad de los geles de agarosa al 2% es
menor en comparacion con otros meétodos, por lo que se recurrié a una técnica de
reamplificacion de cada muestra del dia 60-90, usando 5.5 pL del producto
obtenido en la primera PCR como transcrito basal (ver figura 28).

Cepa 20 Cepa 7

Cepa 6

Figura 27 Deteccion de actividad transcripcional en los dias 60 y noventa de la fase cronica en las cepas C6gy,
C7), C10(r) y C20(r). En estos geles se observa la presencia de la banda correspondiente al gen 16Sr para cada una de las
cepas, a pesar de que las UFC’s son nulas. Se toma como control positivo la cepa 390S representada como A+ y el control
negativo de reaccion como A- provenientes del extracto de RNA de cultivos frescos.

Interesantemente, observamos en la imagen anterior la presencia del gen 16Sr en
el dia 60 y 90 post-infeccion donde ya no hay presencia de bacteria cultivable.
Esto indica que la subunidad ribosomal 16 est& activa y por ende la traduccion de
proteinas.

Estos datos demuestran que los bacilos se encuentran vivos, no obstante pueden
estar en un estado VBNC o latente en el sitio de infeccion. En conjunto, esto
podria explicar la inflamacion cronica vista en la histologia, probablemente la
presencia de la bacteria puede influir en la activacion de fibroblastos, provocando
asi la fibrosis exacerbada. Este andlisis sefiala que el fenotipo de la bacteria y por
tanto de la carencia de produccion de GPLs esta relacionado con la sobrevivencia
dentro del huésped.
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Por otro lado, se evalud si existe la presencia del gen mmpL4b en el RNA
mensajero de Mab a lo largo de la cinética con el objetivo de analizar el fenotipo
dentro de las muestras. Se usaron primers especificos para este gen utilizando
como control negativo las cepas frescas AmmpL4b y AmmpL4b-comp. En este
experimento no se halla presencia de la banda de 987 KDa correspondiente de
mmpL4b para ninguna de las cepas en cuestion a lo largo de 90 dias (ver figura
29).

Figura 28 Ausencia de la deteccion de la transcripcion de RNAm de mmpL4b durante la cinética de infeccion en
cojinetes plantares infectados con cepas originarias de Venezuela. Como se muestra en la figura anterior no fue
posible la observacion de la banda correspondiente a a este gen durante todo el tiempo de infeccién y por lo tanto no
producen GPLs y poseen una morfologia rugosa. Se toma como control positivo la cepa AmmpL4b-comp s, representada
como A+, el control negativo de la cepa AmmpL4b g como A- provenientes del extracto de RNA de cultivos frescos y el
control de reaccion anotado como RX.
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Estos resultados indican que la morfologia en el sitio de infeccibn se mantiene
como rugosa, lo cual es producto a la falta de sintesis y exportacion de GPLs a la
membrana.

Por otro lado, se procedié a evaluar la presencia de diversos genes relacionados
con la respuesta inmune del huésped con el objetivo de evaluar el contexto de
citocinas pro o anti inflamatorias, usando como control positivo RPLPO. Se obtuvo
que solo se detecta la presencia de IL-4 (ver gréfica 7a), asi como de TGF- (ver
gréafica 7b).

a) Produccion de IL-4 en cojinetes plantares
Cepas de Venezuela
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Gréfica 7 Deteccion de citocinas IL-4 y TGF-p en los dias 60 y 90. En la figura a) se observa que la expresion de TGF-f
es mayor durante el dia 60 p.i para la C4, y disminuye al dia 90, donde C10&, mostr6 una mayor cantidad de copias de
esta citocina. La estandarizacion se realizo utilizando el gen constitutivo del ratdn RPLPO. Los datos son expresados como
promedios de 3 muestras con su desviacion estandar; el asterisco (*) representa una significancia estadistica p < 0.05.

En la grafica 7a se aprecia que la hay una mayor cantidad de copias de IL-4 en el
caso de la C6) en relacion a las demas cepas. Asimismo, se muestra que la
menor cantidad fue producida por la cepa C7() después para el dia 60 se
disminuye la cuantificacion de esta citocina para todas las cepas, particularmente
para C10) el cual no se detecta.

En la grafica 7b la cuantificacion de TGF- es mayor en la para la C6(R) durante el
dia 60, mientras que la cepa C7) es la que menor produjo esta citocina. Por otro
lado, para el dia 90 se observa una disminucién en comparacion al dia anterior de
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la cinética. Para este punto, la C10() es la que posee mas copias durante la
prueba.

En conjunto, este analisis indica que la a produccion elevada de IL-4y TGF-$ en la
etapa cronica de infeccion juega un papel importante en la reduccion de la
inflamacion y propicia la reparacion del tejido favoreciendo la respuesta M2. Sin
embargo, como como se observa en la histologia, hay una produccion excesiva de
fibrosis, lo que denota un fallo en la cicatrizacidbn promovido por la coaccion de
estas 2 citocinas probablemente debido a la presencia de la bacteria.
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Resumen de resultados

Parte 1

A continuacion se resumen los resultados obtenidos durante el experimento 1
durante la infeccion pulmonar y subdérmica con los aislados provenientes de

Venezuela.

Aislado

Infeccidén

Caracteristica

Pulmonar

Necrosis

Vasodilatacion

Edema

Infiltrado mixto

UFC’s dias cronicos (60-90 p.i)

Fibrosis

Pseudogranulomas

Actividad transcripcional mMRNA
16Sr

Transcripcion de mMRNA mmplL4b

Produccionde IL-4

Subcutanea

Caracteristica

Necrosis

Vasodilatacion

Edema

Infiltrado mixto

UFC’s dias cronicos (60-90 p.i)

Fibrosis

Pseudogranulomas

Actividad 16Sr

mRNA de mmpL4b

Produccionde IL-4

Ausente
Ausente

Tabla 3 Resumen de resultados del experimento 1 de la infeccién pulmonar y subcutanea. En esta tabla de calor se
representa con los colores descritos arriba la intensidad del fenémeno observado para cada una de las cepas.



Segunda parte experimental

“Cepas de Francia”
8.2Cepas de Francia
8.2.1 Infeccion pulmonar

8.2.1.1 Sobrevida

La sobrevivencia de los ratones tras la infeccion fue del 100% a lo largo de la
cinética (datos no mostrados). Esto indica que independientemente del fenotipo
bacteriano las cepas utilizadas no son un factor de mortalidad al menos en este
modelo, ya que no se observan signos clasicos de una infeccion tan grave como
es caguexia, zonas de alopecia, 0 comportamiento anormal.

8.2.1.2 Carga bacilar

Debido a los experimentos anteriores y teniendo en cuenta la tesis de licenciatura
de Bendafa (2018), se decidi6 utilizar Unicamente 2 dias representativos de la
cinética de infeccién: dial4 (donde el sistema inmune innato comienza a ejercer
efecto en la sobrevivencia bacteriana) y dia 150 (donde te6ricamente la infeccion,
al menos en términos de unidades formadoras de colonias, se encuentra resuelta).

Carga bacilar de pulmones
Cepas de Francia
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Grafica 8 Disminucion de la carga bacilar en pulmones infectados. En esta grafica se observa en el dia 14 que la cepa
rugosa 390R tiene significativamente la mayor carga bacilar en comparacion con las demas cepas, por otro lado en el
Gltimo dia de la cinética no hay bacterias cultivables. Los datos representan el promedio de tres muestras con su
desviacion estandar; los asteriscos (*) representan significancia estadistica (p < 0.05), mientras que (ns) corresponde a las
diferencias estadisticamente no significativas (p>0.05).
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Como se muestra en la gréafica 8, para el dia 14 p.i se reduce 90% la carga bacilar
en comparacion con al inéculo inicial. En parangén con la infeccion pulmonar con
las cepas de Venezuela, la carga bacilar fue ain menor, por ello ésta disminucion
abrupta hace lucién a una rapida respuesta del sistema inmune innato en los
primeros dias de la infeccion.

Asimismo se observa que la cepa rugosa 390R, fue la que tuvo la carga bacilar
mas elevada, elemento que concuerda con la bibliografia, donde las cepas
rugosas son las mas virulentas y que presentan una carga bacilar elevada.

Por otro lado, para el dia 150 no hay presencia de bacterias cultivables, tal como
lo ocurrido con las cepas de Venezuela, no hay presencia de bacteria cultivable,
por lo que se pensaria que la infeccién en este punto se encuentra resuelta.

8.2.1.3 Histologia

Lo primero que podemos observar en la figura 30 en el dia 14 p.i es un patron muy
similar de infecciébn durante la fase aguda, las cepas lisas (figura 30 a y c)
muestran infiltrado inflamatorio que provoca alveolitis dispersa; en contraste, en
390Ss) éste fendbmeno estéa localizado en la periferia de los sacos alveolares y en
algunos alveolos cercanos a estos sacos. En el caso de AmmpL4b-comps)
muestra infiltrado inflamatorio mixto que va desde la pared del bronquio hasta
abarcar el espacio inter e intra alveolar.

En segunda instancia, la cepa 390RR) estableci6 un denso contenido de
macrofagos y linfocitos ubicados en el espacio inter alveolar, no obstante, la cepa
AmmpL4b) produjo inflamacion intersticial e intra alveolar.

Este andlisis demuestra que las bacterias son reconocidas por el sistema inmune
en el sitio de la infeccién en la etapa aguda, ademas de que esta respuesta
inflamatoria es considerada leve-media por lo que no es probable que ponga en
juego la vida de nuestro modelo.
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Figura 29 Similitud de respuesta inmune pulmonar generada en etapas agudas. a) Cepa 390Ss, presenta alveolitis
dispersa alrededor de sacos y alveolos b) Cepa 390R g, celularidad mixta compacta dispuesta en el espacio inter alveolar
¢) AmmpL4bg, infiltrado mixto disperso comenzando en la pared bronquial d) 4mmpL4b-comps, inflamacion intersticial
e intra alveolar e) Control de solucidn salina. D14=tejido normal. Los triangulos verdes indican la los vasos sanguineos,
mientras que los negros el sitio del infiltrado inflamatorio.

Para el dia mas tardio de la cinética, se aprecia que la cepa 390S ) posee
algunos puntos fibréticos intersticiales, sin embargo éstos son minimos. También
hay avistamiento de escasos macréfagos vaculados ubicados el espacio inter
alveolar, cabe destacar que el resto del tejido pulmonar no presenta dafios
severoselemento que corresponde a lo observado en el control de solucion salina,
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por lo que se podria considerar que la infeccion esta resulta. Por otro lado, la cepa
lisa mutante (AmmpL4b-comp(s)) revela la aparicion de escasos granulomas no
caseificantes o necrotizantes localizados en las afueras de los sacos alveolares,
también presenta alveolitis con parches de fibrosis intersticial, al igual que la cepa
390Ss), no se ve un dafo significativo en el tejido. En paralelo, la cepa 390R,
exhibe una leve cantidad de pseudogranulomas (menos de 5 por pulmon) de gran
tamafo que se localizan entre sacos alveolares, también se aprecia la presencia
de macrofagos espumosos y linfocitos en el intersticio de los sacos; no obstante, a
diferencia de la cepa 390S), la infeccion causa mas parches fibroticos en el
intersticio de los sacos bronquiales.

En contraste, la cepa mutante AmmpL4bry no presenta pseudogranulomas, pero
si presencia de infiltrado proinflamatorio mixto cercano a los vasos y a la periferia
de los sacos alveolares, en suma genera sitios fibréticos dentro de los alveolos en
lugares cercanos al vaso sanguineo, elemento que es distintivo para esta cepa.

Estos datos indican que cada morfotipo tiene un patrén en la etapa crénica que
varia ligeramente, en los aislados lisos se tiende a controlar la inflamacion mas
rapido y pueden provocar menos dafio en el tejido; al contrario, las cepas rugosas
tuvieron la propensidbn en etapas cronicas a generar una mayor respuesta
inflamatoria y fabricacidon de fibrosis, lo cual va en concordancia con lo observado
en el experimento anterior y las referencias.

No obstante, al igual que las cepas rugosas del experimento de las cepas
provenientes de Venezuela, la presencia de pseudogranulomas es un indicador de
que la bacteria pudiese permanecer en estado VBNC o latente, estado que
probablemente esté relacionado directamente con un microambiente oxidativo.
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Figura 30 La infeccion pulmonar con cepas rugosas provoca mayor inflamacion en etapas cronicas. a) Cepa 390Ss,
denota escasa fibrosis intersticial y escasos macrofagos alveolares en la periferia de los alveolos. b) Cepa 390R,
pseudogranulomas con perimetro considerable, sitios fibroticos en el intersticio de los sacos bronquiales ¢) AmmpL4by se
ubica infiltrado inflamatorio mixto alrededor de vasos y sacos alveolares. d) AmmpL4b-comp s, escasos granulomas no
caseificantes de tamafio pequefio junto con poca alveolitis asi como fibrosis intersticial. €) control de solucién salina. Los
triangulos amarillos indican la localizacion del infiltrado inflamatorio, mientras que los negros los granulomas o
pseudogranulomas. €) Control de solucién salina. D150=tejido normal. Los triangulos verdes indican la los vasos
sanguineos, los negros el sitio del infiltrado inflamatorio y los amarillos la fibrosis.
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8.2.2 Infeccion subcutanea

8.2.2.1Carga bacilar

En esta cinética (ver grafica 9) se nota al dia 3 post infeccién que los bacilos no
son eliminados completamente por el sistema inmune innato, sorpresivamente la
cepa con menor carga fue la AmmpL4b,, elemento que indica un eficiente control
de infeccion.

A continuacion, en el dia 14 hay una baja considerable en el conteo de la carga
bacilar, efecto que podria ser debido a la activacion de la respuesta inmune
adaptativa, efecto que se observa con las cepas de Venezuela. De la misma
forma, la infeccion es controlada debido a que para los siguientes dias de la
cinética, ninguna de las cepas son cultivables en placas de 7H10.

Con esta informacion podemos comprobar las tendencias de los experimentos
anteriores, asi como en el antecedente directo de este trabajo publicado en la tesis
de licenciatura de Bendafia (2018).

Carga bacilar en cojinetes plantares
Cepas de Francia
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Grafica 9 Disminucion continua de la carga bacilar en cojinetes plantares inoculados con Mab hasta niveles no
detectables. Como se observa, para el dia 3 p.i AmmpL4bg, presenta significativamente la menor carga bacilar en
comparacion a las otras cepas. Posteriormente al dia 14 todas las cepas presentan una disminucion en las UFC’s, y no
presentan diferencias significativas. En continuacion, para el dia 120 y 150 no hay crecimiento de bacterias en
7H10+OADC+glicerol 0.05%. Los datos representan el promedio de cinco muestras con su desviacion estandar; los
asteriscos (*) representan significancia estadistica (p < 0.05), mientras que (ns) corresponde a las diferencias
estadisticamente no significativas (p>0.05).
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8.2.2.2 Histologia

Para analizar el dafio tisular provocado por la inoculacion de la bacteria, se
procedio a realizar la tincibn de H&E de cortes del cojinete plantar de 4 um de
grosor fijados en parafina y se eligié representar los puntos en la histologia mas
representativos.

En el dia 3 p.i (ver figura 32), tanto la cepa 390Ss) como 390RRy denotan un
infiltrado considerable de macrofagos y algunos neutréfilos que abarca desde el
estrato basal hasta llegar a la zona del tendén y musculos; del mismo modo,
podemos apreciar algunos puntos necroéticos cercanos al estrato basal y a las
glandulas sudoriparas, al igual que vasodilatacion y edema. En contraste, ambas
cepas mutantes revelan la ausencia de puntos necréticos asi como un menor
infiltrado proinflamatorio el cual se localiza de forma compacta y se detiene al
llegar al tejido muscular, aunque también podemos encontrar vasodilatacion y
edema.

Estos datos prueban que el sistema inmune innato es capaz de reconocer la
bacteria y arma una respuesta para contener la infeccion y muestra que al
modificar la expresion del gen mmpL4b, se modifica un poco la respuesta del
hospedero, sin embargo, mas estudios son necesarios.

92



a) 390S,D3
{ »‘\\‘ ‘

B

i
~
N

\’\ -
X s

Figura 31 Respuesta aguda a la infeccion subcutanea. a) Cepa 390S, existencia de edema y vasodilatacion con
infiltrado mixto con distribucion amplia, desde el estrato basal hasta el tejido muscular, presencia de pocos sitios de
necrosis cercana a glandulas sudoriparas. b) Cepa 390R, infiltrado de macrofagos y linfocitos extenso, con
vasodilatacion y baja produccion de edema c) AmmpL4bg inflamacion mixta compacta en la zona del tejido celular
subcutaneo con presencia de edema y vasodilatacion. d) AmmpL4b-comp, avistamiento leve de edema, visible
vasodilatacion e infiltrado compacto. e) Solucion salina D3, tejido sin presencia de infiltrado proinflamatorio pero se
observa edema tras la inoculacion. Los tridngulos verdes muestran vasodilatacion, los rojos necrosis, los azules edema y
los negros inflamacion.
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Para el dia 14 p.i (ver figura 33) se aprecia una distencion del infiltrado
proinflamatorio en el tejido celular subcutaneo, mostrando un leve retroceso en el
musculo, en comparacion del dia anterior el edema se reduce pero continta la
vasodilatacion,adicionalmente hay una reduccion de los puntos necréticos que
ahora estan situados en el tejido celular subcutaneo. En el caso de 390R ), al
igual que la cepa 390Ss) los puntos necrdéticos son desplazados al area central del
tejido y en comparacion con el dia 3 aumenta tanto el edema como la
vasodilatacion.

En contraparte las cepas mutantes también aumentan la distribucion del infiltrado
al centro del tejido, donde también ahora aparecen puntos de necrosis, se reduce
el edema y continda la vasodilatacion. En este punto pocas son las diferencias
histoldgicas con las otras cepas.

Este experimento muestra que la respuesta inmune innata no es suficiente para
controlar la infeccién y en el dia 14 tras la activacidén de la respuesta adaptativa, el
hospedero monta una respuesta mas evidente gque intenta controlar la infeccion y
corresponde al fendmeno visto con las cepas de Venezuela asi como a las
unidades formadoras de colonias.
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Figura 32 Reforzamiento de la respuesta inmune durante la fase aguda a la infeccion subcutanea. a) Cepa 390S,
ampliacion de la inflamacion en tejido celular subcutaneo, menor presencia de sitios necrdtico y vasodilatacion. b) Cepa
390R g, necrosis minima en el area central, reduccion de edema e incremento de la celularidad asi como mantenimiento de
los vasos sanguinos dilatados. ¢) AmmpL4b aparicion de sitios necréticos, aumento de edema y vasodilatacion asi como
de macrofagos y linfocitos en el tejido. d) 4mmpL4b-comps, necrosis escasa distencion de inflamacion e incremento
minimo de edema. €) Solucion salina D14, tejido sin presencia de infiltrado proinflamatorio pero ain se observa edema en
este tiempo. Los triangulos verdes muestran vasodilatacion, los rojos necrosis, los azules edema y los negros inflamacion.
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Al dia 120 p.i (ver figura 34) todas las cepas a excepcion de la mutante
AmmpL4br), promueven la formacion de una zona fibrotica considerable en la
zona central (especialmente en el caso de 390R)). Con respecto al dia 14 p.i, el
infiltrado inflamatorio y el edema se reduce drasticamente, pero no desaparece por
completo, disminuye el edema y desaparecen los sitios necroticos.

En contraste, AmmpL4br) genera menor fibrosis en comparacion con las demas
cepas, muestra aun edema cercano al tenddn, asi como un mayor infiltrado de
linfocitos y macréfagos en el lumen del tejido celular subcutdneo comenzando
desde el estrato basal hasta la porcién central.

Por otro lado, todas las cepas presentan acantosis primaria, lo cual es el inicio de
un trastorno cutdneo distinguido por hiperplasia epidérmica difusa, es decir,
engrosamiento de la piel, lo que implica un mayor espesor de la capa de Malpighi
0 estrato espinoso, que en la mayoria de los casos se asocia directamente con un
aumento del numero de queratinocitos y cambia la anatomia original, deformando
el tejido.

Dicho experimento revela menor producciéon de fibrosis en comparacion con las
cepas de Venezuela (ver anexo 4), sin embargo esto indica que existen
diferencias intrinsecas que modifican el grado de virulencia y en consecuencia la
respuesta del hospedero.
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Figura 33 Fallo en la restauracion del tejido en etapas cronicas. a) Cepa 390S, fibrosis. Central con infiltrado
proinflamatorio leve. b) Cepa 390R g, fibrosis compacta central con presencia de celularidad mixta, edema y aparicion de
acantosis. ¢) AmmpL4bg, fibrosis extensa en el lumen del tejido celular subcutaneo, poca presencia de infiltrado y
acantosis d) 4mmpL4b-comps, fibrosis central no extensa, edema en la periferia del tejido muscular y avistamiento de
linfocitos y macrofagos cercanos al estrato basal. e) Solucion salina D120, tejido sin presencia de infiltrado
proinflamatorio pero ain se observa edema en este tiempo. Los triangulos verdes muestran vasodilatacion, los rojos
necrosis, los azules edema y los negros inflamacion.
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En el caso de la cepa 390S) y AmmpL4b-comps) en el dia 150 p.i, (ver figura 35)
se nota fibrosis en la parte media rodeado de numerosos fibroblastos, se ve la
presencia disminuida de edema y vasodilatacion. Para 390S) se observa poca
inflamacion cercana a la lamina basal que ahora se encuentra en un estado
hiperplasico leve. No obstante, la cepa mutante muestra el infiltrado inflamatorio
cerca de glandulas, asi como en la parte del lumen del tejido sin llegar a masculo,
por lo que se considera menos invasiva.

En contraparte, 390R{) presenta una mayor area fibrotica en comparacion a las
demas cepas, la cual esta localizada cerca del tejido muscular. Igualmente se
observa mayor infiltrado en el tejido subcutaneo, sin una presencia importante de
fibroblastos; el estrato basal presenta una hipertrofia marcada importante en
comparacion con el control de solucion salina. Por otro lado, la caracteristica mas
destacable es la presencia de algunos granulomas no caseificantes ni
necrotizantes en la zona central, lo que podria estar indicando que la hipétesis de
latencia podria ser la mas fehaciente de acuerdo al fenémeno observado.

De forma contraria, la cepa mutante AmmpL4bgy en comparacion con todos los
aislados utilizados, provoca menor fibrosis en este tiempo de infeccion, esta
localizada cercana a la lamina basal, cabe resaltar que este efecto coincide con el
primer experimento descrito en la tesis de licenciatura de Bendafa (2018). Este
estrato al igual que en los demas casos, también presenta hiperplasia. Sin
embargo, esta mutante aun presenta edema leve y vasodilatacion (elemento no
mostrado); pese a que se disminuye el nimero de fibroblastos en el area con
respecto al dia 120 p.i, podemos encontrar infiltrado inflamatorio cercano a las
glandulas sudoriparas y lumen de la muestra
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Figura 34 Fallo en la restauracion y formacion de granulomas en fases crénicas de la infeccion subcutanea. a) Cepa
390Ss) se nota una membrana scantética, también presenta fibrosis dispersa con fibroblastos periféricos e infiltrado de
macrofagos y linfocitos en el tejido celular subcutaneo. b) Cepa 390R, estrato basal con hiperplasia, también se
identifica una extensa area fibrética en la parte intersticial del tejido muscular, en conjunto, hay infiltrado considerable
localizado en el lumen del tejido y cercano a las glandulas sudoriparas y presencia de granulomas no caseificantes c)
AmmpL4bg muestra infiltrado en la periferia de las glandulas y centro del tejido lamina basal con acantosis y area
fibrotica considerable. d) 4mmpL4b-comps). se exhibe una base con acantosis, pocos puntos fibroticos, baja presencia de
fibroblastos, ausencia de edema y baja cantidad de macréfagos y linfocitos, quienes estan ubicados cerca de las glandulas
e) Solucion salina D120, tejido sin presencia de infiltrado proinflamatorio o fibrosis con lamina basal normal (no
acantdtica). Los triangulos amarillos muestran fibrosis, los blancos granulomas y los negros inflamacion.
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Por otro lado, utilizando el software Leica Biosystems se midié el porcentaje de
area fibrotica en los dias 120 y 150 (ver grafica 10). En este analisis se obtuvo que
la cepa mmpL4b) carente de GPLs genera significativamente menor fibrosis en
comparacion con las demas.

Porcentaje de fibrosis en cojinetes plantares
Cepas de Francia

20
15+
©
L
2 Lisas
= 10 - B 390s B 4gmmpL4b-comp
g Rugosas
o 390R W 4mmpL4b
X
o
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0_

D120 D150
Dias post-infeccion

Gréfica 10 Distintos porcentajes de fibrosis tras la infeccién con cepas de Francia. En este grafico se observa que la
cepa AmmpL4bg, es la que posee significativamente menor area fibrética, tanto para el dia 120 como para 150 p.i,
mientras que las demas cepas no poseen diferencias significativas entre ellas. Los datos representan el promedio de tres
muestras con su desviacion estandar; los asteriscos (*) representan significancia estadistica (p < 0.05).

8.2.2.3Biologia molecular

8.2.2.3.1 PCR tiempo final 16Sr y mmpL4b

Dados la similitud de los resultados anteriores con las cepas venezolanas, se
procedio a realizar PCR con el gen 16Sr (gen constitutivo) para verificar si habia
presencia de bacteria viva en el tejido a pesar de no ser cultivable mediante la
técnica tradicional.
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a) 390S b) 390R

c) AmmplL4b d) AmmpL4b-comp

Figura 35 Deteccion de actividad transcripcional durante la etapa aguda y crénica de la infeccion. En estos geles se
observa la presencia de la banda correspondiente al gen 16Sr de Mab en cada una de las cepas estudiadas pesar de la
ausencia de crecimiento en placas de agar. Se toma como control positivo el extracto de RNA de cultivos frescos de cada
cepa.

Como se muestra en la figura anterior las bandas mas claramente marcadas
corresponden los dias dia 3 y 14 p.i, lo cual esta en concordancia con el nimero
de bacterias existentes en ese tiempo de la cinética. Sin embargo, de manera
sorpresiva para el dia 120 y 150 p.i donde las UFC’s eran completamente
negativas para todas las cepas, encontramos la presencia de RNA mensajero de
la subunidad 16 ribosomal, indicando rotundamente que esta bacteria se
encuentra viva y transcripcionalmente activa en el tejido, probablemente en un
estado no cultivable o durmiente, elemento que también se encontrd en las cepas
de Venezuela.

Con este mismo método, se evalud si existe la presencia RNAmM para mmpL4b de
Mab (ver figura 37); se usaron los primers para el gen mencionado y como control
negativo se usaron el RNAm de las cepas en cultivo fresco de AmmpL4bgr) y
AmmpL4b-comps).
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a) 390S(s)

d) AmmplL4b(s)-comp

A A+

l Contro de a)yb) I

Figura 36 Ausencia de RNAm de mmpL4b durante la cinética. En estos geles se observa la ausencia total de la banda
correspondiente al gen mmpL4b de Mab en cada una de las cepas estudiadas. Se toma como control negativo la
AmmpL4by representada como A-'y AmmpL4b-comp(s) como positivo de reaccion ilustrada como A+ ambas provenientes
del extracto de RNA de cultivos frescos.

Interesantemente a pesar de que se cuenta con 2 cepas lisas, que en teoria se
encuentran transcribiendo a mmpL4b y por ende producen y exportan los GPLs a
la membrana, se observé que en ningin momento de la cinética de infeccion de
150 dias no se halla presencia de la banda de 987 KDa correspondiente de
mmpL4b para ninguna de las cepas en cuestion. Estos resultados indican que su
morfologia en el sitio de infeccion es rugosa, lo que sugiere un cambio de fenotipo
tras la infeccion, elemento que concuerda con los patrones observados en los
experimentos anteriores ya que éstas tuvieron un comportamiento similar a las
cepas rugosas.

8.2.2.3.2 PCR tiempo real citocinas

Por otro lado, se procedio a evaluar la presencia de diversos genes relacionados
con la respuesta inmune del huésped, usando la prueba de PCR en tiempo real,
teniendo como control positivo RPLPO como gen constitutivo (ver grafica 11).
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Grafica 11 Cuantificacion de la produccion de citocinas IL-4 y TGF-B en cojinetes plantares en etapas cronicas de la
infeccion subcutéanea. a) Se observa un incremento en la cuantificacion de IL-4 durante los dias 120 y 150 post-infeccion
en particular para 390S(s) y AmmpL4b-compgs). b) Incremento de la produccion de TGF-B, particularmente en 390R(s) y
AmmplL4 ). La estandarizacion se realizé utilizando el gen constitutivo del raton RPLPO. Los datos son expresados como
promedios de 3 muestras con su desviacion estandar; el asterisco (*) representa una significancia estadistica p < 0.05.

En el caso de la gréfica 11a podemos apreciar una produccién sumamente
elevada de copias del RNAm para la produccion de TGF-B. Para el dia 120 la cepa
AmmpL4br) fue la que produjo mas copias de esta citocina, fue seguido por
390S(s) y 390Rr), no obstante, no se detectd por este medio la expresion de TGF-
B tras la infeccion con AmmpL4b-comps). Para el dia 150p.i, no se manifest6 la
presencia de esta molécula para AmmpL4b), Sin embargo en el caso de 390Ss)
permanecio estable; se observé un aumento significativo para el caso de las cepas
390R y AmmpL4b-comps).
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En la gréfica 11b podemos apreciar un aumento notable de la expresion de esta
citocina en los tiempos tardios de la cinética. Durante el dia 120 el conteo de
copias en 100 ng es a penas detectable para las cepas lisas 390S) y AmmpL4b-
comps); nNo obstante, las cepas rugosas 390Rr) y AmmpL4br) producen mayor
namero de copias.

Para el dia 150 p.i, las cepas lisas aumentan notablemente la produccion de esta
citocina, en particular la cepa WT 390S), mientras que las cepas rugosas
mantienen estable la produccion de la misma.

Estos resultados muestran que existe un proceso de desregularizacion de la
produccion de citocinas al momento de la restauracion del tejido. Se hace notable
gue hay una expresion sumamente alta de TGF- 3, la cual es una citocina que se
encuentra directamente relacionada con la produccién de fibrosis, en este caso al
ser tan elevada, explica una superproduccién fibrotica que deriva en la
deformacion del tejido, como se observa en la histologia.

Al encontrar que todas dejan de expresar RNAmMm de mmplL4b y por tanto no
producen GPLs, puede indicar que algin elemento de su composicion esta
fomentando la produccién excesiva de fibrosis. También el hecho de que la cepa
mmpL4b sea la que haya presentado menos fibrosis en la histologia y luego se
haya detectado menor produccién de TGF-f en comparacibn a todas las
muestras, podria ser un indicativo de que este gen realiza una funcién adicional a
la exportacion y produccién de GPLs a la membrana, sin embargo mas estudios
son necesarios para evaluar esta hipotesis.
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Resumen de resultados
Parte 2

A continuacion se muestran los resultados obtenidos durante el experimento 2 con
los aislados provenientes de Francia.

Aislado

Infeccidn Caracteristica

Necrosis
Vasodilatacion
Edema
Infiltrado mixto
UFC’s dia agudo
(14 p.i)
UFC’s dia cronico
(150 p.i)
Fibrosis
Pseudogranulomas

Pulmonar

Caracteristica

Necrosis
Vasodilatacion
Edema
Infiltrado mixto
UFC's dias agudos
UFC’s dias cronicos
Fibrosis
Pseudogranulomas
Actividad 16Sr
mRNA de mmpL4b
Produccionde TGF-

B
Producciénde IL-4

Subcutanea

Ausente Leve
Ausente

Tabla 4 Resumen de resultados del experimento 2 de la infeccién pulmonar y subcutanea. En esta tabla de calor se
representa con los colores descritos arriba la intensidad del fendmeno observado para cada una de las cepas.
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DISCUSION Y CONCUSION

Mycobacterium abscessus es un patdogeno oportunista (Ortegon et al., 1996) que
comienza a destacar como un problema de salud publica a escala global ya que
puede afectar severamente a pacientes con fibrosis quistica, individuos
inmunodeprimidos, e inclusive causar la muerte (Mougari et al., 2016). En afos
recientes, con el incremento de los procedimientos estéticos invasivos, se ha
observado que en individuos considerados clinicamente sanos este patdgeno
puede ser extremadamente dificil de eliminar, y que por ende compromete la
calidad de vida del paciente (Crespo et al., 1997; Nessar et al., 2012).

A pesar de la relevancia de esta micobacteria, la bibliografia cuenta con pocos
estudios que describan su proceso infeccioso desde las etapas agudas hasta las
cronicas. Ademas, aunque se han usado distintos modelos de infeccion pulmonar,
hasta el momento no existe ningin modelo que recree el desarrollo de la infeccion
tras la inoculacién subcutanea de Mycobacterium abscessus.

Este trabajo presenta un avance novedoso que, en conjunto con el trabajo anterior
(2018) realizado por la misma autora, sienta una base descriptiva para que en el
futuro se propongan estrategias terapéuticas mas efectivas para controlar este tipo
de infecciones en el tejido blando.

Esta investigacion revela que la morfologia de las colonias y, por ende, el
contenido de GPLs en su membrana, juegan un papel importante la respuesta
inmunohistopatolégica del hospedero tanto en el modelo de infeccién pulmonar
como en el subcutaneo. De acuerdo con los experimentos realizados en este
trabajo con las cepas seleccionadas, a pesar de que tanto las cepas lisas como
rugosas son reconocidas por el sistema inmune innato y adaptativo, los aislados
rugosos (carentes de GPLSs) provocan una respuesta inmune y un dafio histolégico
mas prominentes en comparacioén con las cepas lisas. Estos elementos van en
concordancia a lo encontrado con diversos estudios como se describe
detalladamente en el articulo de Bernut y colaboradores en 2017 donde describen
los modelos celulares y animales con respecto a las infecciones con Mab, donde
se muestra experimentalmente la virulencia de ambos morfotipos.

Por otro lado, es posible relacionar la presencia de GPLs con un efecto protector
ya que disminuye los signos de inflamacion en el tejido y presentan mucho
menores signos de fibrosis en comparacion con las cepas rugosas carentes de
estos componentes. Ademas, la ausencia de estos glicopeptidolipidos sugiere que
esta directamente relacionada con la virulencia, hipétesis también propuesta por
Medjahed et al., (2009) y Medjahed y Reyrat (2009). Sin embargo mas estudios
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son necesarios para comprobar esta observacion al igual que dilucidar las
diferencias entre las cepas a nivel genético, metabdlico y capacidad de
movimiento, entre otras.

Conjuntamente se evidencia una preferencia o posible tropismo hacia un tipo de
tejido, en particular con el tejido celular subcutaneo en este modelo de infeccion,
ya que la inoculacion de la misma cepa puede provocar en signos mas agudos o
mas leves causados por la progresion de la infeccibn de la enfermedad
dependiendo de la localizacion de la infeccidn; pese a que la cantidad de bacterias
era similar tanto en pulmén como en los cojinetes plantares, el proceso
inflamatorio durante la fase aguda es distinto en cada uno de los tejidos, al igual
gue lo observado en los trabajos de Byrd y Lyons (1999), Ordway et al., (2008) y
Caverly et al., (2015) en modelos C57BL/6, GKO, BALB/c y SCID, con lo que
podemos comprobar que las cepas tienen un efecto histopatolégico diferencial
dependiendo del lugar de establecimiento de la infeccion.

Por otro lado, Mab, es eficiente causando lesiones agudas en el tejido celular
subcutaneo y generar fibrosis deformante, en este punto, varios casos clinicos
indican que tras la inoculacién, se produce un infiltrado proinflamatorio mixto
compuesto de macrofagos y linfocitos, con presencia de abscesos supurativos,
con edema y necrosis central, que en etapas avanzadas produce fibrosis con
avistamiento de granulomas (Ortegon et al., 1996; Del Solar et al., 2005; Pereira
de Sousa et al., 2015), a pesar de que los granulomas causados por estas cepas
no son frecuentes en las cepas que fueron utilizadas, se observa el mismo patron
de infeccion. En paralelo, se sabe que en el caso del uso de distintas especies del
género Mycbacterum, la cepa sinérgica de ratones BALB/c es tolerante a la
infeccion (Pando et al., 2004); elemento respaldado por Odway y colaboradores
asi como con con ratones C57BL/6 inoculados por via intratragueal, donde se
genera infeccion persistente con presencia de inflamacion hay inflamacién
perialveolar, lo que indica que éste modelo de infeccién pulmonar con distintas
cepas de Mab puede generar infeccion con caracteristicas similares a las
observadas en otros modelos asi como en humanos y ademas comprueba que
puede desarrollar un proceso de infeccibn aguda en un huésped sano. En
conjunto, estos datos demuestran la capacidad de Mab de producir material
fiboroso deformante, suceso analogo a lo visto en humanos, por este motivo se
confirma que este modelo de infeccion es adecuado para estudiar la patologia
subcutanea.

En relacion a esta observacion, se aprecia que a pesar de que Mab puede causar
infecciones pulmonares en ratones BALB/c, éstas cepas utilizadas no suelen ser
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tan invasivas ni provocar dafos relevantes que pongan en juego la calidad de vida
del huésped; en contraste, tras la infeccidbn subcutanea, existe una respuesta
inflamatoria aguda seguida de una superproduccion fibrética, que aunque no es un
peligro inminente, modifica la histologia normal del tejido. Este dato es importante,
ya que el tratamiento varia de acuerdo a la cepa utilizada, asi como a los signos y
caracteristicas del huésped, sin embargo puede ir de 4-18 meses y a veces, una
intervencion quirdrgica puede ser necesaria para remover el tejido cicatricial
excesivo, por lo que se elevan las probabilidades de reinfeccién, por ende el
distinguir el proceso inflamatorio particular en el tejido es clave para proponer
tratamientos mas certeros que eliminen la infeccién y eviten que siga a la fase
cronica.

El patron que se observa en las unidades formadoras de colonias tanto en al
pulmoén como en los cojinetes plantares es muy similar, tras la infeccién hay leve
crecimiento de la carga bacilar, para el dia 14 p.i, disminuye evidentemente y
continua la tendencia a la disminucién hasta llegar a no ser cultivada o estar en los
limites de deteccién del método. Estos datos muestran una mayor avidez en
reproducirse dentro del huésped gracias a un fallo en la respuesta del hospedero
y/o capacidades de la micobacteria y va en concordancia a lo que se ha
demostrado en diversos estudios, donde las cepas rugosas causan infecciones
mas severas como lo describen Byrd y Lions (1999), Roux et al., (2016), Bernut et
al., (2017), entre otros antecedentes descritos en este trabajo. Con esto se
demuestra que independientemente de la via de inoculacion, el sistema inmune
innato, es capaz de reconocer a las bacterias y limitar su crecimiento a través del
montaje de una respuesta inflamatoria conformada por macréfagos y linfocitos. Sin
embargo, este sistema no es totalmente competente de controlar por si mismo,
por lo que es necesaria la activacién de la respuesta inmune adaptativa, que tras
el dia 14 p.i ejerce un efecto inmediato que es reflejado en la abrupta disminucién
de la carga bacilar e incremento de la reclutacion de infiltrado celular inflamatorio
en el sitio de infeccion. Estos elemento se correlacionan con las observaciones
realizadas en el modelo murino de infeccién pulmonar C57BL/6 en el dia 14 (Jeon
et al., 2009; Caverly et al., 2015), mientras que en la infeccion subcutanea a lo
obtenido en la tesis de Bendafia (2018).

De las cepas utilizadas (ver tabla 3 y tabla 4), se observa que los aislados
provenientes de Venezuela en general son mas virulentos en comparacién a los
franceses, los primeros presentan en la fase aguda un infiltrado relevante con
vasodilatacibn y edema, seguido en etapas cronicas de formacion de
pseudogranulomas en pulmones o produccion extremadamente elevada de
material fibrético en cojinetes que deforma el tejido y modifica la organizacion del
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tejido; mientras que las cepas de Francia se aprecian estos parametros
evidentemente reducidos. Esto puede deberse a que las condiciones de
recoleccion manipulacion y pases previos. Las cepas venezolanas fueron
muestras frescas con pocos pases que fueron colectadas de pacientes con Mab y
una muestra ambiental, mientras que las francesas han sido estudiadas por mas
tiempo por lo que no son muestras frescas y derivan de una cepa parental 390R ),
proveniente de un asilado ileal de una mujer con enfermedad de Crohn, la cual
implica una inflamacion intestinal constante y pudiese haber influenciado cambios
adaptativos en el fenotipo de una poblacion de bacterias dentro del huésped y por
consiguiente influido en la virulencia de la bacteria, por lo que pudiese estar
atenuada esta respuesta. Esto es analogo a lo observado en las cepas de Mtb
H37Ra y H37Rv (Bifani et al., 2000).

En particular, la cepa mas virulenta de acuerdo a los parametros medidos
corresponde a C6r) (ver tabla 3 y tabla 4), que fue capaz de provocar infecciones
establecidas, tanto en el tejido pulmonar como el subcutaneo mientras que en la
etapa cronica, fibrosis extensa el cojinete plantar que deforma el tejido original asi
como presencia de considerable infiltrado inflamatorio en comparacién a otras
cepas.

A diferencia del modelo pulmonar de Ordway et al 2008 en ratones C57BL/6
donde al dia 30 pi se generaban lesiones granulomatosas compuestas por
linfocitos y células esponjosas, y al 60 los granulomas presentaban fibrina central
acompafada de linfocitos y células esponjosas mostrando neumonia leve; con las
cepas utilizadas tanto de Venezuela C6r) y C4r) como las de Francia no se
observa la construccién de granulomas, pero si lesiones pseudogranulomatosas y
parches muy leves de fibrosis, mientras que el resto de las cepas venezolanas
muestran una resolucion total de la infeccion, donde el tejido es practicamente
idéntico a un tejido sano. Con estos datos se observa una diferencia en la
respuesta inmune del huésped en la fase tardia dependiendo del aislado. Este
efecto se ha descrito para muchas otras especies dentro del género (Lopez et al.,
2003; Whang et al., 2010; Wu et al., 2007; Verma et al., 2019, Tientcheu et al.,
2017), lo que implica que es necesario hacer un estudio mas a detalle de las
diferencias entre las cepas encontradas y correlacionarlos con los tipos de
lesiones que causan, origen, sus caracteristicas inmunopatogénicas, entre otros
elementos para asi proponer tratamientos mas certeros.

No obstante, en lo que respecta a las diferencias de UFCs entre los distintos
morfotipos, algunas cepas no cumplen con este patron y pueden mostrar mayor
carga bacilar que algunas cepas rugosas, en consecuencia éste fenOmeno indica
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gue ademas del contenido de GPLs en la membrana existen algunas diferencias
intrinsecas en las cepas que favorecen la sobrevivencia de éstas dentro de los
tejidos. Estos datos pueden evidenciar variabilidad intrinseca entre cepas S o R
independientemente del contenido de GPL en su membrana que intervienen con la
respuesta patdgeno-hospedero, observacion derivada de la variabilidad en la
intensidad en la progresiéon de la enfermedad. De igual modo, es necesario
identificar las diferencias entre estas cepas, ya que nos podrian dar indicio de
factores de virulencia no descritos que podrian ayudar en un futuro en la
elaboracion de tratamientos.

En detalle, durante la etapa crénica de la enfermedad, se observa la carga bacilar
disminuye progresivamente llegando al limite de deteccién del método o inclusive
llegando a no ser cultivable en placas de agar, elementos analogos a lo visto a
modelos de infeccion pulmonar por Ordway et al 2008; Bernut et al, 2014;
Obregon et al., 2015, donde al dia 60 ya no habia bacterias en la placa de agar; al
igual que en el cojinete plantar observado en el antecedente directo de este
trabajo Bendafia (2018). De manera patrticular, las cepas provenientes de Francia
en el dia 150 pi no producen bacterias cultivables tanto en pulmén como en el
cojinete plantar, mientras que las cepas de Venezuela en el dia 90 p.i C3(s), C4(r),
C6r) Y C10r) presentaron carga minima en el tejido pulmonar, mientras que no
hubo deteccion alguna de UFCs los cojinetes. Esta observacion indica que el
sistema inmune es capaz de controlar la replicacion de esta bacteria en este
modelo de infeccion,

Estos puntos indican que el sistema inmune adaptativo se mantiene activo por un
largo periodo y controla eficientemente la carga bacteriana en el tejido pulmonar y
subcutaneo en las primeras semanas de infeccion, sin embargo le es dificil
eliminarla por completo en un lapso corto de tiempo, esto claramente implica la
utilizacién de la evasion de la respuesta inmune de la bacteria que deben de ser
estudiados en siguientes trabajos mucho mas a detalle. Esta observacion es
homologa lo encontrado en M. tuberculosis, la cual es una micobacteria capaz de
causar infecciones pulmonares que pueden persistir por un tiempo indefinido en el
huésped y puede generar lesiones granulomatosas con células epiteliales gigantes
y en algunos casos necrosis caseosa (Medjahed et al., 2009; Jeon et al., 2009).

Ademas, al encontrarse tanto en el pulmon como en el tejido celular suncutaneo
granulomas y pseudogranulomas que por definicibn son sitios metabdlicamente
activos con células que constantemente son reclutadas y eliminadas con el
objetivo de intentar eliminar al patdégeno en el sitio y evitar el dafio tisular (Abebe
et al., 2010), podria ser un indicio de la evasidon de la apoptosis a través de la
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produccion de citocinas e inhibicién de la via de las caspasas , como lo que
observé Whang et al., 2017 en un modelo in vitro, lo cual puede ser un mecanismo
de escape como se ha probado para Mtb y otros patdégenos. Esta hipotesis
requiere de mas profundizacion y realizacion de pruebas especificas que evallen
el estado de las células en un modelo in vivo.

Tras esta observacion, se seleccionaron a las cepas mas representativas de cada
modelo de infeccion en los dias mas tardios de las cinéticas (C4r) y C6r) en
pulmones; C6r), C7r), C10r) y C20r) en cojinetes; 390Ss), 390Rr), AmmpL4b-
comps)y AmmpL4b), y tras la deteccion en todas las muestras del gen 16Sr el
cual es un indicador de actividad transcripcional y por tanto de la viabilidad de la
bacteria (Bowsher et al., 2019), se observé que existe la banda correspondiente al
gen, por lo que se comprueba la viabilidad de éstas bacterias e indica la
posibilidad de que las cepas pueden permanecer en un estado VBNC o dormante
tanto en pulmones como en cojinetes plantares. La posibilidad de latencia o
estado VBNC es un elemento que no se ha descrito antes para Mab en un modelo
in vivo, sin embargo si se ha descrito para otras micobacterias como Mtb, M.
avium y M.smegmatis (Veatch y Kaushal, 2018; Kuznetsov et al., 2004; Trutneva
et al., 2018; Markova, 2012; Cunninham y Spredbury, 1998; Smeulders et al.,
1999; Cunninham y Spredbury, 1998; Berube et al., 2018; Dick et al., 1998;
Kaprelyants et al., 2012), por lo que este hallazgo puede ser una base para
realizar estudios sobre la posible latencia de Mab, donde sera necesario estudiar
sus cambios a nivel transcripcional, metabdlico y fenotipico, asi como los factores
que propician el inicio de esta etapa, mantenimiento y reactivacion, ya que estos
elementos son importantes en el seguimiento de los pacientes y del tratamiento
que se les suministra. Esta observacion es relevante ya que como algunas de sus
parientes filogenéticos mas cercanos puede causar infecciones en estado latente
que tras determinados periodos puedan reactivarse tras un estimulo y comenzar
una infeccion aguda como sucede en el caso de otras micobacterias como Mtb. M.
avium o M. smegmatis (Kuznetsov et al., 2004; Trutneva et al., 2018; Veatch y
Kaushal, 2018; Markova, 2012; Gerasimova et al., 2011; Cunninham y Spredbury,
1998; Berube et al., 2018; Dick et al., 1998). Estas observaciones pueden tener un
impacto significativo en el régimen de tratamiento y seguimiento de pacientes
diagnosticados con Mab que tomaron tratamientos, ya que éste método de
deteccion permite identificar bacteria transcripcionalmente activa aun cuando las
pruebas de rutina del laboratorio y PCR-spoligotyping convencionales son
negativas.

Otro dato importante que surge en este experimento corresponde a lo observado
en las cepas provenientes de Francia en el modelo de infeccion subcutanea,
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donde no se observan grandes diferencias entre las cepas 390R ) carentes de la
manufactura de GPLs con 390Ss) y AmmpL4b-comps) productoras de GPLs. Para
encontrar explicacion de este fenomeno, se recurrio a la detecciéon por PCR del
gen mmpL4b que como se expuso en los antecedentes es un elemento del
megacomplejo enzimatico que cuando es transcrito produce y exporta los GPLs a
la membrana provocando una morfologia lisa. Se obtuvo que las cepas lisas en
realidad tras la infeccion dejan de transcribir mmpL4b, por lo que se sugiere un
cambio de fenotipo dentro del huésped, lo cual explica la similitud de reaccion.

En adicion, cabe destacar que al momento de hacer las UFCs del pulmon asi
como en cojinetes plantares en placas de 7H10, se observdO que
independientemente del fenotipo original, habia un cambio en la morfologia en
algunas de las colonias, tanto de S a R como de R a S, creando cultivos
heterogéneos o distintos al original;, suceso que también se observo durante los
experimentos de Jeon et al.,, 2009; Caverly et al., , 2015; Medjahed et al., 2009;
reafirmando asi la teoria del switch fenotipico dentro de las células del hospedero
mediante algun proceso aun no descrito. Sin embargo podria caber la posibilidad
de que haya un estado intermedio entre fenotipo liso y rugoso, cuya cantidad de
GPLs sea distinta a la de la morfologia de la cepa parental (S/R), lo cual tendria un
efecto en la respuesta inmune del huésped; esto explicaria las similitudes en la
carga bacilar, histologia y produccién de citocinas que se estudiaron en este
proyecto, no obstante son necesarios mas estudios para identificar los factores
que inducen y modulan este cambio, asi como del contenido de GPLs tras una
infeccion in vivo.

Por otro lado, también se observa que la cepa AmmpL4br) a pesar de presentar
un fenotipo rugoso muestra disminuidos patrones de carga bacilar, inflamacion y
fibrosis en relacion a las cepas rugosas y 390Ss), esto muestra que la eliminacion
de este gen modifica la respuesta del hospedero, o que puede significar que
mmpL4b puede tener algun otro efecto no descrito adicional a la produccion y/o
exportacion de GPLs, lo cual esta relacionado también con la produccion de
fibrosis; esta derivacion es apoyada por lo encontrado en Wells y colaboradores
(2013) donde obtienen que éste gen, puede transportar otras moléculas aparte de
lipidos y que puede influir en el grado de virulencia que presentan, lo que en
efecto debe de estudiarse mucho mas a detalle.

Durante todo este proyecto, se observa un indice de mortalidad bajo para ambos
modelos de infeccidbn (menor del 3%) independientemente de su origen de
procedencia, morfologia; y por tanto, independiente del contenido de GPLs. En
apoyo al modelo de infeccidén y a los resultados descritos en el presente trabajo,
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otros estudios experimentales en ratones C57BL/6 con un indculo elevado, la
mortalidad no rebasa el 2% (Ordway et al.,, 2008; Caverly et al., 2015). Esta
observacion va en concordancia a los pardmetros epidemioldgicos encontrados
para en pacientes sanos, por lo que se concuerda que Mab suele ser un patégeno
gue no causa una elevada tasa de mortalidad independientemente de su morfotipo
(Ortegon et al., 1996).

Al mismo tiempo el analisis de citocinas en los dias tardios de la infeccion muestra
que de todas las citocinas analizadas, Unicamente IL-4 y TGF-B fueron detectadas.
Esto puede ser explicado debido al tamafio de la muestra y al tipo de
procesamiento. Seria recomendable el uso de un método alternativo para la
cuantificacion y comparar la respuesta durante la fase crénica y aguda para tener
una visibn mas completa. En divergencia, varias de las citocinas que no fueron
detectadas por los métodos presentados, corresponden a la fase aguda de la
infeccion donde la respuesta Th, es la que rige el momento, por ende el no
encontrar citocinas de la respuesta Th; tiene légica y corresponde a lo observado
con otros modelos con bacterias filogenéticamente cercanas. En el caso de Mtb,
cuando es detectado, se activa la respuesta Th; durante la fase aguda, donde se
estimula la produccion de IFN-y, IL-12 y TNF-a (Fatima et al., 2015; Flynn., 2003;
Ashenafi et al., 2014). No obstante, es importante continuar con éste estudio a lo
largo de la cinética para evaluar mas a detalle el progreso de la respuesta
humoral.

Como se sabe IL-4 es una citocina pleotropica producida principalmente por
linfocitos T CD4+, basdfilos, NK’'s y mastocios en respuesta a la activacion del
receptor suprime la produccion de IFN-y modifica la produccion de IgE e IgG
teniendo un papel importante en el desarrollo de alergias (Nelms et al., 1999) y
control de la tuberculosis (Flynn, 2003); también se ha visto que la expresion de
esta citocina induce la diferenciacion de linfocitos T a un fenotipo TH; (anti
inflamatorio), provocando una respuesta mayormente humoral que promueve la
reparacion del tejido dafiado. Este suceso provoca a su vez, la produccion de
TGF-B, estimulando asi a fibroblastos, cuya funcion basica es liberar fibras de
coldgeno y restaurar el tejido. Igualmente se ha visto que TGF- B ha esta
implicada en la supresion de la respuesta de las células T en pacientes con Mtb,
es producida por monocitos tras la estimulacion y participa al igual que IL-4 en la
desactivacion de macréfagos, inhibiendo asi la produccién de citocinas de la
respuesta Thy como IFN-y y NOS; (Flynn, 2003; Flynn, 2004; Pooran., 2019;)

La cuantificacion de transcripcion de estas citocinas en la infeccion pulmonar no
es del todo concluyente y requiere de un analisis mas profundo. Sin embargo, se
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rescata que en la fase tardia de la infeccion por la C4r) (que presentd mas
granulomas en el dia 90 pi), en comparacion con la C6r)- se detectd mayor
transcripcion de IL-4. En perspectiva, la produccion de IL-4 pero no de TGF-,
sugiere un balance de tipo antinflamatorio de tipo TH» en el pulmédn, lo que explica
porque no vemos una respuesta fibrotica excesiva ni infiltrado celular
proinflamatorio, como en el cojinete plantar. En concordancia la elevada
produccion de IL-4, es analogo a lo que ocurre con Mtb, donde la respuesta
inmune local en humanos es asociada a un desbalance de la respuesta
Th1/Th17/Th, y elevada produccion de IL-4 (Hernandez et al., 2004), elementos
que estan relacionados con el fallo del control inmune en los pacientes con
enfermedad pulmonar progresiva (Ashenafi et al., 2014). Por otra parte algunas
cepas de Mtb en la fase crénica consideradas MDR, bajan la expresion de IFN-y,
IL-12 y fomentan la de IL-4, IL-6 y/6 TNF-a (Ashenafi et al., 2014), y ya que Mab
es considerada MDR podria explicar por qué no se detectaron éstas citocinas.

En particular, la infecciobn subcutdnea con las cepas de venezolanas, no se
encontrd la produccién de TGF-B a pesar de presentar una fibrosis realmente
visible, éste fendmeno puede ser explicado por los tiempos elegidos para la
cinética, probablemente en un tiempo mas temprano de la infeccion se produce
mas IL-4 y TGF-B y al establecerse la fibrosis, con el paso del tiempo se disminuye
la transcripcion para éstas citocinas; , lo cual podria originar la super activacion de
estas células causando asi fibrosis deformante como se pudo observar en la
histologia; por ende es necesario estudiar en el futuro la expresion de citocinas en
distintos puntos de la cinética y agregar dias intermedios y mas tardios para
estudiar. En contraste, la infeccion con las cepas francesas si fue posible
encontrar rasgos de la transcripcion de estas citocinas, sin embargo sus niveles de
trascripcion no son tan excesivos, éste suceso genera la suposicion de que tarda
mas tiempo en producirse fibrosis, observacion que probablemente indique que la
infeccion dura mas tiempo en el huésped, sin embargo son necesarios mas
estudios usando distintos métodos de deteccidn de citocinas al igual que aumentar
el tiempo de la cinética y evaluar si las areas fibréticas aumentan, se mantienen
constantes o se reducen, esto es clave ya que el entender el patrén de citocinas
es crucial para evitar signos agudos de inflamacién y de reparacion del tejido que
llevan a la produccion de areas fibroticas deformantes.

Durante la infeccion cronica, al encontrar una elevada transcripcion de IL-4 en
conjunto con IFN-y abajo es asociada con la respuesta activa de la tuberculosis
(Ashenafi et al., 2014; Abebe et al., 2010; Pooran., 2019; Hernandez et al., 2004),
lo cual brinda otra evidencia que la bacteria no es eliminada por el huésped de
forma eficiente y favorece el cambio a Th,. En concordancia, varios estudios
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muestran que las células Th; secretan IL-4 que inhibe la respuesta Thyy favorece
el cambio a Thy, lo que inactiva la respuesta de los macréfagos (Fatima et al.,
2015; Abebe et al., 2010), esto puede verse reflejado en la baja infiltracion de
macrofagos en los dias mas tardios de la infeccion. A mas de en Mtb se sugiere
que los niveles elevados de IL-4, suelen promover el dafio en el tejido en lugar de
tener un efecto protector (Abebe et al., 2010), entonces tanto la inhibicion de IFN-y
como de otras citocinas de la fase Th; puede ser uno de los mecanismos por los
qgue la bacteria, tal como lo hace Mtb (Hernandez et al., 2004), puede evitar ser
eliminada por el sistema inmune y promueva en dafio tisular.

Con respecto a los datos encontrados del andlisis de citocinas, no es posible
realizar una correlacion del patron de citocinas con la presencia 0 ausencia de
GPLs; no obstante, hay evidencia que indica que en modelos in vitro las cepas
rugosas pueden inducir mayor produccion de IL-8 por la via del TLR-2 en
comparacion con las cepas lisas que exponen estos glicolipopéptidos (Davidson et
al., 2011). Asimismo, TNF-a e IL-10 se produjo en cantidades significativamente
reducidas por los monocitos estimulados con aislados de M. abscessus rugosos
en comparacion con los lisos; mientras que de forma contraria las cepas rugosas
indujeron la expresiéon de citocinas pro inflamatorias IL-18 (Jonsson et al., 2012).
Sin embargo es necesario realizar un perfil mds completo sobre la relacién de los
GPLs con la produccién de citocinas durante distintos puntos de la cinética.

Por altimo, los resultados encontrados durante este trabajo sientan una base firme
para estudiar infecciones subcutdneas y pulmonares provocadas por distintas
cepas de Mab, donde podemos entender mas sobre el proceso infeccioso desde
etapas tempranas hasta crénicas y proponer nuevas hipotesis como es el caso del
estado de dormancia. No obstante, se requiere de muchos méas experimentos para
hacer afirmaciones concluyentes, éste es un campo de investigacion joven que
tiene muchisimas derivaciones que son sumamente interesantes para estudiar.
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Anexo 1: Secuencias de primers utilizados

Gen

Secuencias

mmpL4b

TNF-a

IFN-y

IL-10

IL-1

IL-4

IL-13

TGF-B

RPLPO

16Sr Mab

Random P

GAPDH

TGT CCG AGT TCG ACT CGT TG
GAT GAA ACG GTC GGT ATC GCT

TCG AGT GAC AAG CCT GTA GCC
TTGAGATCCATGCCGTTGG

GGT GAC ATC AAA ATC CTG CAG
CCT CAAACT TGG CAATACTCATGA

AGC ATT TGA ATT CCC TGG GTG
TGCTCCACTGCCTTGCTCTTA

GCCACCTTT TGACAG TGATGAG
GAC AGC CCAGGT CAAAGGTT

GCA GCT TAT CGA TGA ATC CAG G
CGT CCT CAC AGC AAC AACGGAGA

CAA GGC CCC CAC TAC GGT
CGT GGC GAAACAGTIGCTTT

ACG CCA AAG AAGTCACCCG
AGA TTG CGT GTT GCG GTC

CTCTCGCTTTCTGGAGGGTG

ACGCGCTTGTACCCATTGAT

A TMjAO|IT|A0 MO T M0 M0 MO0 A0 M0 T

GGA CCACACACT TCATGG TG
GAG TCT GGG CCG TAT CTC AG

Promega MADISON WI USA 608-274-4330
C118A 19225304

Tm

CAT TGT GGA AGG GCT CAT GA
GGA AGG CCATGC CAGTGAGC
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Experimento Venezuela

Anexo 2: Histologia de pulmones
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Anexo 3: Histologia de cojinetes plantares D90-Experimento Venezuela
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Anexo 4: Stiches respesentativos de fibrosis e inflamacion en cojinetes
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