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Area de Estudio: Inmunologia

Propésito y Método del Estudio: El macréfago juega un papel central en la respuesta
inmune mediada por células a infecciones mycobacterianas. Algunos investigadores
han reportado la expresidn reducida de las moléculas clase || del CMH sobre
macrofagos de ratones infectados con M. microfti y M. kansassi. Ademas,
recientemente se ha demostrado que monocitos infectados con un gran nimero de
M. tuberculosis presentan una inhibicién en la expresion de las méleculas HLA-DR, lo
cual es proporcional al nimero de bacilos utilizados para la infeccién. Debido a este
efecto inhibitorio, en el presente estudio se investigd el efecto de extractos proteicos,
polisacaridos y lipidicos de M. tuberculosis H37Rv sobre la expresion de 1as moléculas
HLA-DR y B7 en monocitos humanos. Sé determiné el tiempo méaxime de expresién de
las moléculas B7-1 y B7-2 en monocitas humanos. También se obtuvieron proteinas
extracelulares, exiracto celular, extracte polisacarido y extracto lipidico de
M. tuberculosis. Para la realizacién de este trabajo se estimulé con cualiro diferentes
dosis de cada uno de los exiractos y se determind la expresion por citometria de fiujo.,

Contribuciones y Conclusiones: Al determinar la expresién de las moléculas B7-1 y B7-2 en
monoecitos humanos, se observd gue la molécula B7-2 se expresa en mayor cantidad
que la molécula B7-1. Sé obfuvo una disminucion en la expresion de ia molécula B7-2
en monocitos humanos, con proteinas exiracelulares a una dosis de 100 y 150 pg/ml y
con el extracto lipidico a una dosis de 50 y 100 pg/ml. En la expresién de
HLA-DR, observamos incremento al estimuiar con todos los extractos obtenidos de
M.tubercufosis H37Rv. Probablemente son las proteinas y los componentes lipidicos de
pared celular, los que afecten |la capacidad coestimuladora de la célula presentadora de
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1. INTRODUCCION

La tuberc.uasis es ura enfermedad antigua, ha sido uno de los grandes
azotes infeccios>s de la hunanidad a través de la historia y permanece como
un problema de szlud en |z actualidad. Una razon de ello puede ser que no se
ha desarrolladc una vacuna efectiva, ya que la BCG (cepa atenuada de
M. bovis) que sz na ulilizaco durante mas de 60 afnas no es capaz de conferir
una inmunidad ootectora iotal, ya que algunas personas aungue hayan sido
vacunadas desaTollan la enfermedad, sin embargo la vacuna reduce los

riesgos de tuberzulosis dissminada temprana, especialmente en nifios (11).

Se sabe 2ue durants décadas pasadas la incidencia de la tuberculosis
habia disminuioz sin embzarge con el advenimiento de la epidemia del SIDA [a
tuberculosis se ~a incrementado notablemente debido a |a habilidad que tiene
el virus de des—uir el sistsma inmune, por o cual se considera un factor de
riesgo muy imparante parz que la infeccion latente se active y se desarrolle la
erjfermedad clinza en pacentes adultos jovenes, sobre todo en personas de

los paises desa—ollados (1



La tuberculosis es capaz de afectar a cualquier érganc de la economia
en forma progresiva y cronica, el cuadro clinico esta en relacion con el drgano
o sistema de ataque. Las caracteristicas clinicas de la infeccion con
Mycobacterium tuberculosis son muy variadas y dependen de factores del
hospedero, del microbio, asi como de I;a interaccion hospedero-microbio.
Dentro de los factores del hospedero se encuentran la edad, estado inmune,
estado de nutricién, factores genéticos e inmunizacion con el bacilo de
Calmette Guérin (BCG). Deniro de los factores del microorganismo estan la
virulencia y el tropismo para tejidos especificos. Datos existentes sugieren que
s6lo un 10 % de las personas infectadas desarrollan las caracteristicas clinicas
de la tuberculosis y que un 90 % permanece latente, sin embargo en personas
con inmunodeficiencias o en infantes, la proporcion que desarrolla tuberculosis
evidente es mucho mas alta (2). Como ya se menciond, uno de los factores
mas importanies en el desarrollo de las caracteristicas clinicas de la infeccién
depende del sitio involucrado. Aproximadamentie el 85 % de los casos de
tuberculosis reportados estan limitados a los pulmones y el 15 % a sitios
extrapulmonares (tejido linfatico, pleura, sistema genitourinario, miliar, hueso,
meninges y peritoneo.) 0 a ambos sitios pulmonares y extrapulmonares. La
tuberculosis que ocurre en cualquier sitio del organismo puede producir
sintomas y hallazgos que no estdn especificamente relacionados con el

organo o tejido involucrado, sino més bien son sistémicos en naturaleza o son

remotos del sitio de la enfermedad.



Las manifestaciones sistémicas de la enfermedad incluyen fiebre,
malestar general y pérdida de peso y son probablemente mediados por
citacinas, especialmente por el factor de necrosis tumoral (FNTa). El
diagndstico presuntivo se establece tomando en cuenta ia sintomatolagia y la

evidencia de bacilos acido-alcohol resistentes en el producto clinico y es

definitivo si se logra cultivar al bacilo (3).

La tuberculesis en el ser humano es fundamentalmente producida por
Mycobacterium tuberculosis, descubierto por Roberto Koch en 1882,
Mycobacterium tuberculosis pertenece a la familia Mycobacteriaceae del orden
Actinomycetales y por su alto contenido de lipidos es acido-alcohal resistente;
son bacilos alargados, rectos o ligeramente curvos, tienen una fongitud de 1 a
4 um y su grosar varia entre 0.2 y 0.5 um. Son aerobios estrictos, inméviles no
esporulados y son parésitos obligados. No se desarrolia en medios usuales y
crece lentamente en medios que tienen huevo o suero coagulado, su tiempo de
generacion es de 20 a 24 horas, se desarrolla aun pH entre 6.0 y 7.6 y crece
en forma de colonias escamosas, pequenas, secas y de superficie rugosa. Para
distinguir Mycobaote:rfum tuberculosis de otras micobacterias, se toma en
cuenta su crecimiento lento, que no tenga pigmentas, que produzca niacina y
reduzca los nitratos, que tenga catalasa termolabil y sea sensible a isoniazida

(4,5).



M tuberculosis es capaz de sobrevivir en el interior de células
‘agociticas del hospedero y es probable que su envoltura celular tenga una
aropiedad especial de defender al bacilo contra los procesos microbicidas del

“ospedero.

M tuberculosis y otras micabacterias son biolégicamente parte de las
bacterias grampositivas pero tienen algunas caracteristi}cas distintas, Poseen
peptidoclicanos, los cuales estan asaciados predominantemente con lipides
que coniienen diversas estructuras. Los polisacéridos estan unidos por enlace
disacarido fosforil a el peptidoglicano semejante a la estructura de las bacterias

gramposiivas (6,7).

Lz envoltura micobacteriana posee una capa electrodensa de
peptidoglicano, unido por enlaces fosfodiester a un polisacarido de cadena
ramificada, el arabinogalactano (polisacérido que consiste exclusivamente de
residuos de D-arabinosa y D-galactosa),el cual esta esterificado con acidos
grasos de peso molecular alto (acidos micolicos) formando ambos una capa

electrotransparente.

E! peptidoglicano es un polimero de aminoacidos y aminoazlcares
) . o
(unidades repetidas de N-acetilglucosamina y acido N-glucolilimuramico}.



Los acidos micdlicos son a-alkilp hidroxi acidos grasos de peso
molecular alto. Los acidos micalicos micobacterianos son distintos de aquellos
de otros géneros tales como Corynebacterium, Nocardia y Rhodococcus. Los
acidos micdlicos de las Micobacterias son mas largos (tienen de 70 a 90
carbonos), tienen una cadena lateral ma's. larga (de 20 a 24 carbonos),

contienen una o dos insaturaciones y tienen ramificaciones metiio en el

principal esqueleto de carbono (8).

Una segunda molécula que predomina en la pared celular
micobacteriana es el lipoarabinomanano (LAM). EI LAM tiene un polisacarido
compuesto de arabinosa y manosa (arabinomanana), los cuales pueden estar
acilados y no acifados. El arabinomananc acilado contiene acido palmitico y
tuberculoestearico. El LAM exhibe un amplio espectro de funciones
inmunoregulatorias tales come la inhibicidn de la activacion de macréfagos
murinas mediados por IFN-v, y media la produccidon de citocinas derivadas de
macrofagos que pueden producir fas manifestaciones clinicas de tuberculosis y

lepra (9,43).

M. tuberculosis H37Rv posee un glucolipido fendlico el cual consta de
trealosas no polares aciladas con acidos grasos saturados de 16 a 18 carbonos
y acidos mucolipémicos, al cual se ha atribuido que tiene un papel iimportante

en la virulencia (11).



Las distintas caracteristicas de la mayoria de las moléculas
mencionadas ha |levado a especular que estan involucradas en la virulencia y
palogénesis del bacilo. Dentro de las moléculas implicadas en la interaccién
hospedero-parasito estan el factor cuerda y los sulfatidos (10). Middlebrook y
colaboradores en 1947 observaron que M. 'tuberculosis crece en la forma de
cordones serpentinos y que podia ser distinguido de las especies avirulentas y
saprofiticas por su propiedad de absorber el rojo neutro del colorante fenazina
cationica. Esto condujo a pensar que componentes de la pared celular estaban

implicados en este fendmeno y que por lo tanto, pudieran estar relacionados a

virulencia (11).

La identificacion inicial por Bloch's del factor cuerda (trealosa, 6,6,
dimicolato) en M. tuberculosis virulenta, condujo a la especulacidn concerniente
a su papel en la virulencia y formacion del corddn. Se han descrito varias
actividades biologicas del factor cuerda como los eventos mediados por
citocinas, tal como toxicidad sistémica, actividad antitumoral, liberacion de
factores quimiotacticos por parte del macréfago e inhibicion de la migracidn de

leucacitos (10,12).

La estructura de sulfatidos de M. tuberculosis H37Rv esta basada en la

1 -
composicion de trealosa 2' sulfatos acilados con acidos grasos de cadena
sencilla o saturados. Par métodos cromatograficos se han identificado 5 clases

de sulfolipidos, los cuales se diferencian en el numero de acilaciones. Se ha



reportado que los sulfolipidos inhiben la activacién del fagosoma promoviendo

de esta manera |a sobrevivencia del patdgeno (13).

Koch en 1882 prepard un proeducto conocido como tuberculina vieja de
Koch, el cual es el filtrado de un cultivo de 8 semanas inactivado por calor.
Koch sugirid que la tuberculina podria se usada en el diagnostico de

tuberculosis, ya que al ser inyectada por via subcutanea preducia una reaccién

caracteristica de hipersensibilidad tipo tardio (DTH) .

F. Seibert y B. Munday fueron capaces de demostrar que el principio
activo de tuberculina esta presente en la fraccion proteica del medio de cultivo,
precipitada con sulfato de amonio, llamada derivado proteico purificado de
tuberculina (PPD). La utilizacion del PPD en la intradermorreaccion, es una
herramienta epidemiolégica y diagndstica extremadamente util, en algunos

paises (14).

Dentro de las proteinas citoplasmicas de M. tuberculosis se han
identificado las proteinés de shock térmico o proteinas de estrés de 71, 65y 12
kDa. También se conocen otras proteinas de peso molecular de 38, 23 y 40
kDa. M. tuberculosis secreta proteinas a su medio y estas proteinas son

1 L
extremadamente potentes en generar una respuesta inmune celular en ratones

infectados con M. tuberculosis vivos (15). Por medio de electroforesis en gel de

poliacrilamida SDS de una preparacion de un filtrado de cultivo se han



identificaron por lo menos 33 bandas, de las cuales se conoce muy poco la
funcion. También se han descrito proteinas que estdn asociadas a la
membrana o pared celular, las cuales generalmente estédn asociadas a lipidos.
Young y Garbe (1991) demostraron la incorporacién de palmitato [*H] en cuatro
proteinas de M. tuberculosis de peso molec:L.JIar de 19, 26, 27 y 38 kDa. Se ha
reportado que anticuerpos manoclonales contra micobacterias pueden ser
capaces de discriminar entre M. tubercuio'sis, BCG y otras especies ds
micobacterias y observaron que estaban dirigidos contra la proteina de 38

kDa (16). También se ha reportado que la proteina de 38 kDa estimula los

linfocitos T de ratones, cobayos y de humanes inmunizados (17).
RESPUESTA INMUNE CONTRA MICOBACTERIAS.

La respuesta inmune protectora contra micobacterias es mediada por
células, donde las principales células son el fagocito mononuciear y el linfocito
T. Para que se desarrolle |a respuesta inmune contra el bacilo, el macréfage
debe de fagocitar, procesar y presentar los fragmentos peptidicos unidos a las
moléculas de clase Il del complejo mayor de histocompatibilidad (CMH) al
linfocito T, los cuales son recanocidos mediante el receptor de la célula T (TeR)

(18,19).

Para que se active el linfocito T, aparte de reconocer el antigeno unido a

las moléculas de clase It del CMH, debe ademas recibir otras sefales por parte



de la célula presentadora de antigeno, como la interleucina 1 y la molécula
coestimuladora llamada B-7, la cual es reconocida por un receptor sobre el
linfocito T (CD28 y CTLA-4). De esta manera el linfocito T se activa y empieza
a producir citocinas tales como interferon y e interleucina 2. El interferén y
incrementa la actividad del macrofago para; producir otras citocinas como el

factor de necrosis tumoral (FTN «) y sustancias quimicas como oxido nitrico y

formas téxicas de oxigeno que conducen a la destruccién . del microbio.

El complejo mayor de histocompatibilidad es una region de genes
altamente polimorfos y sus productos son expresados en la superficie de una
variedad de células. Las moléculas del CMH fueron originaimente identificadas
como las moléculas responsables del rechazo de transplantes y mas tarde se
observo |a importancia de estas moléculas en la respuesta inmune fisiolégica.
Se comprobd que la activacion de linfocitos T estaba genéticamente controlada
y que los linfocitos T no reconocen antigenos solubles o libres, sino fragmentos

peptidicos unidos no covalentemente a las moléculas del MHC (20,21).

Las molécutas clase 1l del CMH son glucoproteinas formadas por dos
cadenas polipeptidicas unidas no covalentemente y son expresadas

constitutivamente sobre células B, macrofagos y células dentriticas.

Como se sabe, el antigenc solo es insuficiente para disparar una

reaccion inmune optima. Lafferty y colaboradores demostraron en experimentos
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con transplantes, que las células de tejido no hematopoyético no eran
facilmente rechazadas, lo cual se interpreté como que la actividad de linfocitos
necesaria para el rechazo de transplante requeria segundas sefales o senales

coestimulatarias proporcionadas por las células presentadoras de antigeno

(22).

Los ligandos para el receptor CD28 han sidp identificados como
antigenos de la familia B7. Se han identifcado dos moléculas relacionadas a
B7. La molécula B7 original es ahora conocida como B7-1 (CD80). El segundo
miembro es designado como B7-2 (CD86 o B70). Se ha reportado un tercer
miembro de esta familia llamado B7-3 o BB-1, aunque su DNAc no se ha

aislado, algunos estudios sugieren que esta presente en ¢élulas B B7" y B7".

La molécula B7 fue primero identificada por Yokochi como un antigeno
presente en el linfoblasto B, el cual era reconocido por anticuerpo monoclonal
BB1 y mas tarde Freedman la identificd sobre células B activadas (23,24). La
molécula B7-1 es una glucoproteina transmembranal de 262 residucs de
aminoacidos con un beso molecular de 44 kDa y es caracterizada por una
region extracelular (216 aminoacidos) que contiene dos regiones parecidas a
inmunoglobulinas (un dominio constante y un dominio va{riable), una regidn
transmembranal y un tallo citoplasmico corto (19 aminoacidos). La r-nolécula
B7-2 es una proteina que tiene un peso molecular entre 60 - 80 kDa y de 306

residuos de aminoacidos, con un tallc citoplasmico corto (aproximadamente 60
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residuos de aminoacidos) que presenta seis residuos de aminoacidos y tres
sitios de fosforilacion y una regidn extracelular de aproximadamente 220
residuos de aminoacidos. Al igual que B7-1, el segmento extracelular de |a
molécula B7-2 también contiene una region constante y una regién variable
parecido a inmunoglobulina, indicando que :ambas moléculas son miembros de
la superfamilia de inmunoglobulinas. La identidad de secuencias de
aminoacidos entre B7-1 y B7-2 humano es cerca del 25 % y esta homaologia

especifica de regidn es reflejado entre las dos regiones variables y las dos

regiones constantes (25).

Se sabe que tanto la interaccion de las moléculas clase |l del CMH con
el receptor de célula T (TcR), como la interaccién de CD40 con su ligando
gp39, la interleucina 2 y la interleucina 4, pueden inducir la expresion de la
molécula B7-1 sobre células B. La interaccion de los antigenos B7 y CD28
median la adhesion celular heterotipica, incrementan la proliferacion de
linfocito T y produccion de citocinas y se ha visto también que incrementa los
efectos de citotoxicidad del linfocito T citotoxico. Algunos investigadores han
observado que cuando no hay expresion de la molécula coestimuladora, se
puede producir desensibilizacion del antigeno, anergia o muerte del linfocito
por apoptesis. Es posible que también pueda jugar un papel en el desarrollo

4
de tolerancia periférica (26,27).
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Como se menciond a~zriormente, la molécula B7 se puede unir a CD28
0 a CTLA-4, pzro su afimz=ad de unidon es mayor con CTLA-4. CTLA4 es
coexoresado co~ CD28 sop= linfocitos T activados, pero en un nivel mucho
mas 2gjo que CD28. Se ha -oservado que CD28 y B7-2 exhiben un patron de
exprzsion muy similar sob = células B y Tl y que la expresion de CTLA4 y
B7-1 también tie~e una cinzzca de induccidn similar , por lo que es probable
que 37-2 sea st principal gando para CD28 y que B7-1 sea el principal
ligando para CTLA<4 (19). =7-1 originalmente se observd como un receptor
expresado princicalmente soore células B. Estudios mas recientes indican que
monccitos activazas, celulas dendriticas, células de Langerhans, macrofagos,
queretinocitos y celulas T azivadas pueden expresar B7-1. Las células que
expresan B7-2 inciuyen céluiss dendriticas y células de Langerhans cultivadas,

célulzs B, macr&agos, céluas de Kupffer, monocitos activados, clonas de

célulzs NK y células del endczlio vascular.

La inmumcad mediaza por células se ha caracterizado por la
particoacion de .na poblaczn de célutas T CD4 protectora que secretan
citociras y producsn una aci-.acién local de macrofagos y el reclutamiento de
monoatos para niciar la “armacién de un granuloma (28,29). Se ha
comprabado por un estudic realizado en 1992 por Friedland J. S y

; : .
colabcradores, qus se incremanta la secrecion de IL-8 de monocitos humanos

despuss de la fagccitosis de I tuberculosis, concluyendo que el bacilo es un

potentz inductor o2 IL-8, 1o c.zl sugiere que esta citocina esta involucrada en
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{a formacion del granuloma in vivo, posiblemente actia como quimioatractante

de celulas T (38).

Se ha observado que para su sobrevivencia los microorganismos
intracelulares emplean mecanismos de eva'sién tales como: la inhibicion de la
fusion fagolisosoma, resistencia al contenido lisosomal, inactivacion de
enzimas lisosomales, madificacion del fagolisosoma, esto con el objetivo de
facilitar su sobrevivencia, replicacion y escape ai citoplasma . En un estudio
realizado por Mcdonough y colaboradores observaron la interaccion de M.
tubercuiosis (H37Ra y H37Rv) con macrofages, reportaron que ambos cepas
tenian la capacidad de escapar de las vesiculas fusionadas conforme la
infeccidén progresaba. Después de la salida del fagolisosoma, la cepa H37Ryv,
pero no H37Ra, fue capaz de multiplicarse, |0 cual sugiere un mecanismo por
el cual Mycobacterium tuberculosis virulento elude el mecanismo microbicida

del macréfago escapando de vesiculas fusionadas a vesiculas no fusionadas o

al citoplasma (30).

Desde 1984 se propuso por Collings, Tridman y Pouiter que las
micobacterias pueden evadir |la respuesta inmune a traves de la modulacion de
la expresion de antigenos del complejo mayor de histocompatibilidad clase Il

sobre las células presentadoras de antigeno (31,32).
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Tweardy y Schacter en 1984 realizaron estudios con monaocitos de
pacientes con tuberculosis pulmonar para examinar la expresion de moleculas
HLA-DR. Por medio de un ensayo de citotoxicidad, utilizando un anticuerpo
monoclonal contra la molécula HLA-DR y complemento, demostraron una
disminucién de la expresion, lo cual tradujg::ron como una actividad supresora
por parte del macréfagos (33). Un resultado similar fue obtenido por Mshana y

Hasting en 1988 con macréfagos de ratén infectados con M. kansasii vivo y

estimulados con interferon y (34).

Trabajos realizados por Wallis y Fujimara con monacitos de pacientes
con tuberculosis, estimulados con PPD, demostraron un incremento en la
produccién de interleucina 1, lo cual fue interpretado come otra de las

moléculas asociadas con la supresion antigeno especifica (35,36).

En 1993 Orme y colaboradores estudiaron la secrecién de citocinas por
linfocitos T CD4 en respuesta a una infeccion con M. tuberculosis en ratones,
observando la produccion de IFN-y en los primeros dias de cultivo (10 a 30
dias), produccién qmje declind posteriormente. También se determind la
producciéon de IL-4, la cual se incremento entre los 30 y 60 dias. Esto sugiere
la existencia de dos formas separadas de inmunidad adquirida mediada por
céIL;las T en ratones infectados con M. tuberculosis virulento, siendo las células

Th1 que secretan IFN-y y después la respuesta es mediada por células Th2

que secreta 1L-4 (39).
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En 1984 Ohmen, Barnes y Barry R. Bloom determinaron por analisis de
reaccion en cadena de |a polimerasa (PCR) y citometria de flujo, la cadena B
del receptor de célula T (TcR) en el fluido pleural y en sangre periférica de
pacientes con pleuritis tuberculosa, en el cual encontraron una expansion local
de celulas T P. Estos hallazgos dieron zla\videncia de la presencia de un
superantigeno en M. tuberculosis, aspecto de los cuales puede contribuir a la

inmunopatologia de 1a tuberculosis y a la propiedad adyuvante de

M. tuberculiosis (37).

En otro de los estudios realizado por Gercken y colaboradores en 1994
observaron la presentacion de antigeno defectuosa por monocitos infectados
con M. tuberculosis y una proliferacién de células T marcadamente reducida,
cuando los monacitos eran infectados con un numero grande de mycobacterias

(40).

En un estudio realizado en Sudafrica por Wadee y Kuschke, investigaron
la expresion de las moléculas de clase || sobre monocitos de individuos sanos
estimulados con una.proteina de 25 kDa de Mycobacterium tuberculosis
observando una reduccion en su expresion. Ellos también investigaron el
efecto de clofazimina y riminofenazina, sobre la expresion de esta molécula,

observando un incremento en la expresion cuando eran afnadidos al inicio del

experimento, pero no fueron capaces de restaurar la inhibicidn después de la
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estimulacidn de los monocitos con la proteina de  Mycobacterium tuberculosis

(41).

En el Departamento de Inmunologia de la Facultad de Medicina de la
U.AN.L se han realizado estudios en mo.nocitos de pacientes con lepra y
tuberculosis. En 1989 la Dra. Arce, estudi6 el efecto de Mycobacterium leprae
y de sus componentes glucolipido fendlico y lipoarabinomanano en la
producion de Interleucina 1 producida por macréfagos de pacientes con lepra y
observe que el glucolipido fendlico produjo un efecto estimulador dosis-
respuesta en la expresion de esta citocina, observandose un efecto similar con
lipoarabinocmanano pero en menor grado y propuso que la interleucina 1 es en
parte la responsable de las alteraciones y dafio tisular en la lepra {42). Otros

estudios realizados también indican una deficiencia de la actividad

quimictactica y fagocitica de macréfagos en pacientes con lepra (43).

Debido a que la micobacteria y productos miccbacterianos se han
conocido que interfieren con la fusidn fagosoma-lisosoma e influencian el
ambiente celular, es p-robable que los mecanismos intracelulares necesarios
para el procesamiento y asocciacidbn de peptidos inmunogénicos con las
moléculas de clase |l deben estar afectados en monocitos/macroéfagos que
portén el parasito. En un trabajo previo se estudid la expresién de moléculas
HLA-DR e IL-1 sobre la superficie de macrofagos humanos estimulados con

diferentes dosis de las cepas H37Ra y H37Rv de Mycobacterium tuberculosis
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muertos por calor , no se observé efecto en la produccion de IL-1 pero si una
disminucion en la expresion de la moléculas HLA-DR conforme se
incrementaba el estimulo con la cepa H37Rv (44), lo que sugiere que una
infeccidon muitibacilar tenga un papel muy importante en la inmunosupresion

contra esta micobacteria.

En el presente trabajo nos hemos dado a Ia tarea de investigar cuales
componentes de la micobacteria son los responsables de esta supresion, asi
como determinar el efecto de esos componentes sobre ia expresion de la
molécula B7. Esta informacion ayudara a explicar si parte del deiecto para que
se monte una respuesta inmune adecuada contra el bacilo, se debe a la
expresion defectuosa de moléculas de superficie de macrdfagos, ‘lo que es

importante para su funcién como célula presentadora de antigenos.
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2. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Estudiar el efecto de los extractos proteicos, polisacaridos y lipidicos de

M. tuberculosis H37Rv sobre la expresion de las moléculas HLA-DR y B7 en la

membrana de monocitos humanos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Obtener la masa bacteriana a partir de Mycobacterium tuberculosis
H37Rv.

Obtener los extractos proteicos, polisacaridos y lipidicos de
Mycobacterium tuberculosis H37Rv.

Determinar la cinética del cambio de expresidn de la molécula B7 (B7-1
y B7-2) en mon(;citos humanos.

Determinar el efecto de diferentes dosis de cada uno de los extractos
sobre la expresion de las moléculas tiLA—DR y B7 (B7-1 y B7-2) en
monocitos humanos mediante citometria de flujo, en individu-os. PPD

negativos.
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3. MATERIAL Y METODOS

3.1 OBTENCION DE LAS FRACCIONES PROTEICA, LIPIDICA Y

POLISACARIDA DE Mycobacterium tuberculosis.

3.1.1 Cultivo de Mycobacterium tuberculosis.

Se utilizo la cepa de Mycobacterium tubercuiosis H37Rv que fue donada
por el Dr. Oscar Rojas Espinoza del Departamento de Inmunologia de la
Escuela de Ciencias Biolégicas del Institulo Politécnico Nacional. Se realizo el
cultivo de Mycobacterium tuberculosis H37Rv en medio sdlido de Lowestein-

Jensen, el cual se dejé incubando 4 semanas a 37°C.

3.1.2 Obtencion de la masa bacteriana

Para |a obtencion de la masa bacteriana se procedié a sembrar colonias
de Mycobacterium tuberculosis obtenidas del medio de Lowestein-Jersen en
20 matraces con 300 ml de medio liquido de Proskauer-Beck modificado por
Youmans. Estos cuitivos se incubaron durante 3 meses. Después de este

tiempo se mataron las micobacterias en autoclave a 121°C, 15 libras de presion
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durante 30 minutos; se hizo la separacidn del medio de cullivo de la masa
bacteriana por sedimentacion y centrifugaciéon a 4,270 x g. Del sobrenadante
se obtuvieron las proteinas extracelulares. La masa bacteriana se lavé 3 veces
con agua destilada estéril, centrifugande en cada lavado a 4,270 x g durante 20

minutos. Posteriormente se secd al vacio y se dejd a temperatura ambiente

en la oscuridad hasta que estuvo completamente seca.
3.1.3 Obtencién de proteinas extracelulares.

El sobrenadante se filtrd a través de papel filtro Whatman No. 2 al
vacio. Se procedid a concentrar por perevaporacion hasta 200 ml y luego se
dializd por 72 horas contra agua destilada. Las proteinas del medio de cultivo
dializado se precipitaron con (NH, ),50, al 50 %. La precipitacion se llevd a
cabo a 4°C, agregando gota a gota el (NH, );SO. vy se dejo agitando durante
dos horas. Se centrifugd a 500 x g durante media hora y el precipitado se
disolvié en amortiguador de salina fosfatos (PBS) estéril, pH de 7.2 y se dializo
a 4°C contra agua destilada hasta estar libre de iones amonio, el cual se midié
por conductividad, pl-i y cloruro de bario, El contenido proteico se determind
por el método de Bradford utilizando albimina sérica bovina como estandar
(45). La preparacion obtenida se liofilizd y se guardd a -20°C hasta futilizarse.

Una alicuota se utilizd para determinar proteinas y realizar electroforesis.
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3.1.4 Obtencion del extracto celular de M. tuberculosis.

10 g de masa bacteriana seca se deslipidizaron igual que N. brasiliensis
{45) con una mezcla etanol-éter en proporciones 1:1, 1:2 y 1:3 por 6 veces,
postericrmente las baclerias se secaron a te;mperatura ambiente. Las bacterias
secas y deslipidizadas se trituraron con polvo de vidric (1:2) en un mortero
durante 1 hora. Posteriormente las bacterias y el polvo de vidrio se
resuspendieron en 80 ml de solucion amortiguadora Tris-HCI acetato de
magnesio 0.01 M pH de 7.4 y se dejo agitando durante 12 horas a 4°C. La
mezcla se centrifugd a 2300 x g durante 10 minutos, el precipitado se elimind y
el sobrenadante se puso a dializar contra agua destilada durante 24 horas. El

dializado se liofilizé y una alicuota se separd para determinar proteinas por el

método de Bradford (46) y realizar electroforesis.

3.1.5 Obtencién del extracto lipidico de M. tuberculosis.

Los lipidos de Mycobacterium tuberculosis se obtuvieron con extraccion
etanol-éter en proporéién 1:1, 1.2 y 1:3; el extracto lipidicc asi obtenido se
concentré por evaporacién a 35°C en un rotavapor, posteriormente se secé con
nitrégeno. Los lipidos obtenidos se trataron de disolver tanto en glicerol como
en DMSO (dimetil sulfoxido) probando diferentes concentraciones. También se

determind cual de estos solventes y a qué concentracidn son menos toxicos
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para 28 célules, para ello se realizd viabilidad celular por el método de

exclusdn del colorante azul tripano.
3.1.6. Obtencion de la fraccidn polisacarida de M. tuberculosis.

Sara |la abtencion de polisacaridos, la masa bacteriana se deslipidizd
con e:znol-éter . se triturd con polvo de vidrio, utilizando el mismo método que
para :z obtencion de proteinas intracelulares. La mezcla de bacterias molidas y
polve ze vidrio se trataron con 80 mi de KCI 3 M y se dejé en agitacion durante
12 hozs a 4°C. Después se centrifugé a 500 x g durante 30 minutos. Se
desca=d el precipitado y el sobrenadante se centrifugé 2 veces a 4512 x g
por 32 minutos para eliminar células o detritus celulares. Posteriormenie se
anadizon al sobrenadante 10 volimenes de metanol y la mezcla se dejé por
24 ho=s a 4°C en agitacion. Después de este tiempo la mezcla se centrifugd a
500 x : durante 15 minutos y el precipitado se dejo secar y luego se disolvid
en 30 1l de agua desionizada y se dializd. Para eliminar las proteinas se tratod
con 23] ul de proteinasa K (2mg/ml), para ello se resuspendié con 10 ml de
Tris-H21 0.01 M. pH %.8 y se agreg® ia proteinasa K a una concentracion de 50
ug/mi Jurante una hora a 55°C y la reaccion se detuvo con 8.32 ml de TCA
0.11 ¥ a 4°C por 1 hora. Después de centrifugar el material (500 x g/15 min),
se dimzo contra agua destilada. Esto es lo que constituyé el extracto
polisazzrido (47). Se guardd una alicuota para la determinacion de azucares

por el —étodo de Dubois (48) y el resto del extracto se liofilizd.
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Los extractos proteico extracelular, intracelular y polisacarido se
esterilizaron por medio de filtracion a través de una membrana de tamano de

poro de 0.45 um (millipore), antes de su uso.

3.2 ANALISIS DE LOS EXTRACTOS OBTENIDOS.

3.2.1 Determinacion de la concentracion de proteinas por el método de

Bradford.

Se determiné la concentracion de proteinas de cada uno de los extractos
obtenidos. Se realizé una curva de calibracién utilizando como estandar
albumina sérica bovina a concentraciones de 2 a 18 ng/ml y como blanco agua
destilada. A 0.5 ml de las muestras, blanco y estandares se les adiciond 0.5 ml
del reactivo de Bradford (6 mg de azul de Coomassie G-250 en acido percldrico
al 3 %), se agitd en vortex y se dejo reposar 30 minutos. La absorbancia se
midié en un espectrofotdmetro a 595 nm. La concentracion de proteinas de las
muestras se determino interpolando la absorbancia de cada una de ellas, en

la curva de calibracion (46).
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3.2.2 Determinacién de la concentracion de azicares por e] método de

Dubois.

Se determind la concentracibn de azucares de cada uno de los
extractos obtenidos. Se realizé una cur;fa de calibracion utilizando como
estandar galactosa a concentraciones de 10 a 100 ug/ml y como blanco agua
destilada. A 1 ml de los estandares, blanco y muestras se les agregd 0.5 ml de
fenol al 5% y 2.5 mi de acido sulfirico concentrado, se dejé reposar 10
minutos a temperatura ambiente. Posteriormente se agitd y se colocdé en un
bafno de agua a 25-30°C durante 20 minutos. La absorbancia se midio a 480

nm. La concentracion de azucares en las muestras se obtuve interpolando la

absorbancia de cada una de ellas en la curva de calibracion (48).

3.2.3 Electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones

desnaturalizantes (SDS-PAGE).

3.2.3.1 Preparacién de geles.

Se analizaron los diferentes extractos obtenidos, mediante electroforesis

en condiciones desnaturalizantes en gradiente de 10 a 18% de acuerdo al

sistema discontinuo de Laemmiti, con un gel de empaguetamiento 5% T, 2.7% C
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El gel de corrimiento 10-18% T se prepa 3 de la siguiente manera:

Concentracion % T 10% 18%
Acrilamida-Bis-Acrilamida (30% T, 2.7% C) 1.720 ml 1.259 mi
Amortiguador Tris-HCI 3.02 M, pH 8.8 | 1,396 m! 0.3386 mi
Glicerol 50% viv 2.144 m) 0.222 ml
Agua destilada 1.874 m| 0.193 mi
SDS 10 % (piv) 1.020 m! 0.020 ml
Persulfato de Amonio 10% (p/v) J.007 ml 0.007 ml
TEMED 2.001 mi 0.001 mi

El gel se realizd en el sistema de electaforesis Mini-Protean 1l (BIO-
RAD). El gel de corrimiento se prepard con la ay.da de un dispositivo formador
de gradiente (BIO-RAD), conectadcs a una bomba peristaltica Microperpex
2132 (LKB). La solucién de acrilamida bis-acrilzmida al 10 % se vacié en el
compartimento izquierdo del aparato y la solucitn de acnlamida bis-acrilamida
al 18% en el compartimento de la derecha. Las dzs soluciones se mezclaron en
el compartimento de la derecha con ayuda de un agitador magnético, al abrir la
camara que une a ambos compartimentos. El mirt cassette que se utilizo tiene
una medida de 10 X 7 cm con espaciadores de 2.75 ¢m, al cual se agrego la

1
mezcla a una velocidad de aproximadamente de * mi por min con ayuda de la

bomba peristaltica. Una vez que se termind o= pasar la mezcla, se dejo

polimerizar durante 1 hora colocando agua destilzda sobre la superficie del gel
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formando una interfase. Posteriormente se secé la capa de agua con papel
filtro y se colocd un peine de teflon con los carriles deseados y se procedid a

colocar el gel de empaquetamiento con una pipeta Pasteur.

El gel de empaquetamiento 5% T, 2.7% C se preparé de la siguiente

manera:
Acrilamida-Bis-Acrilamida (30% T, 2.7% C) 0.499 m|

Amortiguador Tris-HCI 1 M, pH 6.8 0.375mi
Agua destilada 1.980 ml
SDS 10% (pfv) 0.030 ml
Persulfato de amonio 10 % (p/v) 0.105 ml
TEMED 0.003 m!

Después de polimerizado el gel, se saco el peine y se lavaron los pozos

con agua destilada.

3.2.3.2 Corrim'iento electroforético de los extractos.

E) cassette se coloco en la camara de electroforesis y se aplico el

1
amortiguador de corrimiento (Tris-HCI 125 mM, glicina 192 mM, SDS al 0.1%
p/v). El gel se precorrié a 50 V por 20 minutos con ayuda de una fuente de

poder modelo PowerPac1000 (BIO-RAD).



27

37.5 pl de las muestras se mezclaron con 12.5 pl de amortiguador de
muestra 4X (Tris-HCI 125 mM pH 6.8, SDS 10% p/v, B mercaptoetanc! 10%
viv, ghzerol al 50% viv, y azul de bromofenol 0.2% como indicador de frente de
corridz) y se sometieron a ebullicion por 2 minutos. Posteriormente las
muestras y los marcadores de peso molecular (36 ug y 6 ul, respectivamente)
se aplicaron cuidadosamente en cada carril. La electroforesis se inicid a 80 V
hasta que el frente de corrida llegd al gel de corrimiento, y entonces se

aumenit el voltaje a 150 V, hasta que el frente del colorante alcanzd la parte

inferior del gel.
3.2.3.3 Tincidn con azul de Coomassie.

El gel se sumergié en 50 ml de azul de Coomassie {azul de Coomassie
R-250 0.1% pfv en metanol 40% v/v y acido acético 10% v/v en agua destilada)
toda lz noche. El gel se destind con 200 mi de solucion destedidora (metanol
40% viv, acido acético 10% v/v en agua destilada) hasta que se elimind el

colora~te no unido a proteinas.
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3.2.4 Cromatografia en capa fina del extracto lipidico de

Mycobacterium tuberculosis.

La cromatografia se llevdé a cabo en cromatofolios de aluminic con
silicagel 60 Fass, CcONn un espesor de capal de 0.2 mm (Merck). Se utilizaron
como estandares los siguientes lipidos polares: fosfatidiletanolamina,
fosfatidilcolina, esfingomielina y fosfatidilinositol (Sigma). . Tanto los estandares
como la muestra se disolvieron en 1 ml de cloroformo. Se sembraron en ei

cromatofolio las siguientes cantidades: 5 ul (25 pg) de cada uno de los

estandares. 3 y 6 ul del extracto lipidico.

Se utilizd una camara de vidrio de 11 X 14 X 9.6 cm y una fase moévil
compuesta de los siguientes solventes; cloroformo-acetona-metanol-acido-
acelico-agua en una proporcion de 50: 20: 10: 10: 5 viv. La camara de vidrio se
dejd saturar con los vapores del solvente por 30 minutos y luego se colocé &l
cromatofolic  y se retiro hasta que el frente del eluente llegd al extremo
superior del cromatofolio. Se dejo secar y se reveld con acido fosfomolibdico en
etanol al 10% y calo.r; para ello después de rociar el acido fosfomolibdico
uniformemente sobre la superficie de la placa se colocé a 120°C durante 1-2

minutos hasta obtener la formacién de un tI:olor Optimo.
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3.2.5 Preparacion del extracto lipidico.

Se prepararon diferentes diluciones de glicerol y dimetil sulféxido para
probar en cudl de ellas se disolvian mejor los lipidos. Se trabajo con soluciones
concentradas, al 10%, 20% y 50% de cada.a uno, en amortiguador de fosfatos
(PBS) viv. Después de haber pesado los lipidos secos, se procedid a
agregarlos en cada una de los solventas para tener una concentracion de
1 mg/mi en cada uno de ellos, y se agitd en el vortex para disolverlos.
Posteriormente se determind qué concentracion de cada uno de ellos era
menos tdxica para las células; para esto, 1 ml de una suspension celular
(1x 10° células/ml) se puso en contacto con 10, 50 y 100 pl de cada una de las
soluciones y se incubd durante 48 horas. Se midid viabilidad a las 24 y 48

horas de incubacion, por el método de exclusion de azul tripano.
3.3 OBTENCION DE CELULAS MONONUCLEARES HUMANAS.

3.3.1 Separacion de células mononucleares, por la téchica de separacién

en gradiente de densidad, Ficoll-diatrizoato de sodio.

A 32 personas se les aplicd la intradermoreaccion a PPD, de los cuales
12 personas fueron PPD negativo. Se utilizaron las 12 personas que resuitaron
ser PPD negativo. en un rangeo de edad entre 18 y 45 afios. Se abtuvieron 30

mi de sangre venosa periférica con 100 unidades de heparina. Se hizo una
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dilucion 1:2 de la sangre con solucion amortiguadora salina fosfato (PBS), pH
de 7.2, se colocaron 10 ml de sangre diluida sobre 5 ml de Ficoll-diatrizoato de
sodio (densidad de 1.077) sin mezclar. Se procedié a centrifugar a 120 x g
durante 30 minutos y luego se removid la capa de células mononucleares, las
cuales se lavaron 3 veces con solucion almortiguadora salina fosfato (PBS),
centrifugando en cada lavado a 140 x ¢g/10 minutos. El botén celular se
resuspendid en medio de cultivo RPMI 1640 con glutamina 2 mM, 10% de
suero bovino fetal, 100 U/ml de penicilina G, 50 pg/ml de gentamicina y 50
ng/ml de estreptomicina. Las céiulas obtenidas se contaron en una camara de
Neubauer haciendo una dilucién 1:10 con acido acético y se ajustdé a una

concentracion de 1x10° células/ml. También se observo |a viabilidad celular por

medio de |a técnica de exclusion del colorante azul tripano.

3.4 DETERMINACION DE LA CINETICA DEL CAMBIO DE EXPRESION DE

LA MOLECULA B7 EN MONOCITOS HUMANOS.

Todos los experimentos se realizaron en fubos de poliestireno Beckton

Dickinson para citometria de flujo (Falcon).
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3.4.1. Determinacion de la cinética de expresion de la molécula B7-1 en

monocitos humanos.

Para determinar el tiempo de incubacion, en el que se observa la
maxima expresion de la molécula B7-1 en. la membrana de monocitos, se
incubaron 1x10° células mononucleares por 24, 48, 72, 96 y 120 horas a 37°C
y 5% de CO,, estimulando con LPS de E. coli 055:B5 e interferdn o (INTRON).
En cada tiempo se llevd un control sin estimulo, el cual consistid de células
mononucleares Unicamente con medio de cultivo. Después de cada uno de los
tiempos correspondientes se realizdé un lavado con medio de cultivo
centrifugandose a 140 x g por 10 minutos, luego se decanté y al botdn celular
se agrego 20 pl dei anticuerpo monoclonal anti B7-1 conjugado con ficoeritrina
(PE) (Beckton Dickinson) a cada unc de los tubos. Se procedié a incubar 30
minutos en frio y posteriormente se realizaron 2 lavados con PBS, pH de 7.2
para eliminar el exceso de anticuerpo y se resuspendio finalmente en 1 ml de

formaldehido al 2% en PBS, pH de 7.2. La medicidn de la expresion se realizo

mediante citometria de flujo.

3.4.2. Determinacion de la cinética de expresion de la molécula B7-2 en

monocitos humanos.

Para determinar el tiempo de expresion de la molécula B7-2 en Ia

membrana de monocitos, se incubaron 1x10° células mononucleares por 24,
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48, 72, 96 y 120 horas a 37°C y 5% de CO,, estimulando las células
mononucleares con LPS de E. coli 055:B5, Concanavalina A (Con A) e
interferon y. En cada tiempe se llevo un control sin estimulo. Después de cada
uno de los tiempos correspondientes se realizd un lavado con medio de cultivo
y se centrifugd a 140 x g durante 10 m'inutos, luego se agregd S0 pl del
anticuerpo moncoclonal anti B7-2 conjugado con PE (Ancell Corporation) a cada
uno de los tubos. Se procedid a incubar 45 minutos en frio y posteriormente se
realizaron 2 lavados con PBS, pH de 7.2 vy se resuspendid en 1 ml de

formaldehido al 2% en PBS, pH de 7.2. La medicion de la expresion se realizd

mediante citometria de flujo.

3.5 DETERMINACION DEL EFECTO DE DIFERENTES DOSIS DE CADA
UNO DE LOS EXTRACTOS SOBRE LA EXPRESION DE LAS

MOLECULAS HLA-DR Y B7-2 DE MONOCITOS HUMANOS.

Se trabajoé con 5 grupos y cada uno fue realizado por duplicado para
determinar en una serie de tubos la expresion de HLA-DR y en |a otra serie la
expresion de B7-2. Se trabajo con 1x10° células/iml, y cada grupo fue
estimulado con las proteinas extracelulares, extracto celular, extracto
polisacarido, extracto lipidico y acidos micélicos de Mycobacterium tuberculosis
(SIGMA), respectivamente. Se eslimularon con 4 diferentes dosis de cada

antigeno: 10, 50, 100 y 150 ug/ml y como control de expresion basal, las
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células unicamente con medio de cultivo RPMI 1640. También se incluyé como
control, células tratadas con dimetil sulfoxido (DMSQ). La serie de tubocs para
determinar la expresion de HLA-DR se incubd 48 horas y la serie de tubos para
determinar ia expresion de B7-2 se incubd 24 horas. Después del tiempo de
incubacién respectivo se realizé un Iavadolcon medio de cultivo RPMI 1640 y
se centrifugd a 140 x g durante 10 minutos y se decantd. A la primera serie de
tubos se agregd 10 ul de anticuerpo monoclonal anti HLA-DR conjugado con
FITC (SIGMA), vy a la segunda serie 50 pl del anticuerpo monoclonai anti B7-2
conjugado con PE (Ancell Corporation). Se procedié a incubar 30 minutos a
temperatura ambiente para HLA-DR y 45 minutos en frio para B7-2 y
posteriormente se realizaron 2 lavados con PBS, pH de 7.2 y se resuspendid
en 1 ml de formaldehido al 2 % en PBS, pH de 7.2. La medicion de la
expresién se llevé a cabo en un citdmetro de flujo Beckton Dickinson Modelo
B0273 FACSort, para lo cual se utilizé el software Lysis |l. Los resultados se

obtuvieron mediante graficas y % de células que expresaron cada una de las

moléculas.

Todos los tubos con celulas mononucleares estimuladas y no
estimuladas se analizaron por expresion de imagen en el citometro de flujo con

fuente laser 15.0 mV}!_ Se manejaron como controles:
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a). Autocontrol de fluorescencia: Consistid en agregar a las células
mononucleares sin estimulo, 10 pl del diluyente (PBS, pH de 7.4) en lugar del
anticuerpo monoclonal.

b). Isocontrol de fluorescencia: Cons;stié en agregar a las células
mononucleares sin estimulo 10 pl de un anticuerpo heterdlogo, (vi1/yv2s )que es la
combinacion de dos anticuerpos monoclonales murinos, uno conjugado con

FITC y el otro concjugado con PE.

La lectura fué exclusivamente de monogcitos por parametros de

medician del citometro de flujo (regidén o gate).

Los resultados se obtuvieron mediante graficas v % de células gue
expresan cada una de las moléculas y se analizaron estadisticamente por la

prueba de Wilcoxon para muestras pareadas.
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4, RESULTADOS

41 OBTENCION DE LOS EXTRACTOS DE Mycobacterium tuberculosis.

4.1.1 Rendimiento de proteinas extracelulares.

Se recuperd en promedio 2000 ml de medio de cultivo, de cada cosecha
del cultivo de M. tuberculosis. Se obtuvieron 355 mg de proteinas,
determinadas por el método de Bradford con un contenido de polisacaridos de
3.9 mg, determinados por el método de Dubois. Al realizar electroforesis en
condiciones desnaturalizantes se observd que hay un contenido de proteinas

que estan distribuidas entre los marcadores de 14 a 66 kDa (figura 1, carril 1).

4.1.2 Rendimiento del extracto celular de M. tuberculosis.

El promedio de masa bacteriana seca obtenida de 5 cosechas de
cultivo de M. tuberculosis de 20 matraces de medio de cultivo PBY fue de
10 g por cosecha, de la cual se obtuvo 6.11 mg de proteinas. En la figura 1 se
muestra el patron electroforético del extracto celular en gel de poliacrilamida en

condiciones desnaturalizantes y tefido con azul de Coomassie (carril 4), en el
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que se observa una serie de bandas con un peso molecular entre 66 y 14 kDa
y también se observan bandas por arriba del marcador de 66 kDa y por abajo
de 14 kDa. Es importante senalar que el extracto celular, tiene un aito
contenido de polisacaridos (4819.37 pg/ml), en una relacion de 1:10 de

proteina: polisacarido.
4.1.3 Rendimiento y analisis del extracto polisacarido de M. tuberculosis.

A partir de 8 g de masa bacteriana seca, se obtuvieron 31.3 mg de
polisacaridos (determinacion de galactosa por el métode de Dubois), con un
contenido de proteinas de 2.43 mg. Se desproteinizé 28 mg del extracto
polisacarido y se obtuve 21.56 mg de polisacaridos con trazas de proteinas.
Después se realizd electroferesis en gel de poliacrilamida en condiciones
desnaturalizantes y no se observd ninguna banda al tenir con azul de

Coomassie (figura 1, carril 3).

Los resultados de las proteinas extracelulares, extracto celular y

polisacaridos se encuentran en la tabla | y figura 1.
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TABLA |. Concentracion de proteinas y carbohidratos de los extractos de

M. tuberculosis H37Rv.

Extracto Proteinas Carbohidratos
(Bradford) (Dubaois)
pg/mi ug/ml
Proteinas
Extracelulares 1965 230
Celular 453.7 - 4819.37
Polisacarido 0.8 770

4.1.4 Rendimiento y analisis del extracto lipidico de M. tuberculosis.

A partir de la deslipidizacién con etanol-éter de 10 g de masa bacteriana,
se obtuvo aproximadamente 200 ml de la mezcla etérea, en el cual estaban

contenidos los lipidos.

Al realizar cromatografia en capa fina del extracto lipidico y revelar con
acido fosfomolibdico 'y calor, se observd que el extracto contiene lipidos de
naturaleza polar y no polar (figura No. 2). En cuanto a contenido proteico, al
realizar electroforesis en gel de poliacrilamida en condicicnes
desnaturalizantes, no se observaron bandas que indiquen la presencia de

proteinas (figura No. 1,carril 2).
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W 25 a 5

Fig No. 1. Anélisis de proteinas de los extractos de M. tuberculosis H37Rv en
gel de poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio en gradiente de 10-18% T,
2.7% C. Carril 1). Proteinas Extracelulares. Caa;ril 2). Extracto polisacarido.
Carril 3). Extracto lipidico. Carril 4). Extracto celular. Carril 5). Marcadores de

peso molecular. Tincion con azul de Coomassie.
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Figura No. 2. Cromatografia en capa fina del extracto lipidico de M. tuberculosis
H37Rv. Microplaca revelada con acido fosfomolibdico y calor. Carril 1).
Fosfatidiletanolamina. Carril 2). Fosfatidilcolina. Carril 3). Esfingomielina. Carril

4). Fosfatidilinositol. Carril 4 y 5) Extracto lipidico de M. tuberculosis H37Rv, 3

y 6 ul, respectivamente.
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4.1.5 Preparacion del extracto lipidico de M. tuberculosis.

Al tratar de disolver los lipidos seccs obtenidos de M. tuberculosis
H37Rv, tanto en glicerol como en dimetil sulfoxido, se observd que se
disolviercn mejor en dimetil sulfoxido e;'i todas las diluciones probadas
(concentrado,10%, 20% y 50%), que en glicerol. Posteriormente, se probd si el
glicerol y dimetil sulféxido eran toxicos para las celulas y se observd que
ninguno producia muerte celular (96% de viabilidad) a una concentracién de
10 y 20%, tanto a las 24 horas como a |as 48 horas. De acuerdo a estos

resultados, optamos por disolver los lipidos con DMSO al 10%, el cual se utilizd

durante todo el trabajo experimental (Figura 3).

24 horas

——
-y 48 horas
: 24 horas
100 -[ "M...._._ 48 horas
o gg :_ GLICEROCL
& 04 < GLICEROL
E 60 T DMSO
= 50 1+ DMSO
S 40T
0T
20 T
10 T
0 1

10 20 50 100
Concentracion (%)
1

Figura 3. Viabilidad celular de las células mononucleares, al ponerlas
en contacto con DMSO y glicerol.
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4.2 DETERMINACION DE LA CINETICA DEL CAMBIO DE EXPRESION DE

LA MOLECULA 87 EN MONOCITOS HUMANOS.

4.2.1 Determinacién de la cinética de expresién de la molécula B7-1

(CD80) en monocitos humanos.

Se realizaron 3 experimentos para determinar, la expresion de la
molécula B7-1, estimulando con LPS de E. cofi 055:BS e interferdn a. De
acuerdo a los resultados obtenidos, la molécuta B7-1 en monocitos humanos,
se expresé en cantidades muy bajas, ya que el porcentaje de células positivas
determinadas por citometria de flujo fue relativamente escaso. Los resultados
se representan en la tabla Il y figura 4. También se estimulé con interferon y
con una concentracién de 500, 1000 y 2000 U/ml, incubando por 24 horas,

obteniéndose resultados similares (tabla ).



TABLA |l. Expresion de B7-1 (CD80) en monocitos humanos estimulando con

LPS e interferén a.

Tiempo de  s/estimulo

LPS

ncubacion  RPMI 1640 {(10 yg/ml)

Interferén a

1000 U

. % células positivas

24 horas 0.45 0.39 0.79
48 horas 0.38 0.72 1.15
72 horas 0.5 0.49 0.89
% horas 0.4 0.49 1.22
120 horas 0.85 0.5 0.89
144 horas 0.49 0.73 0.64

42

TABLA l1lI. Expresidn de la molécula B7-1 en monocitos humanos, estimulédos

con interferén v.

Sfestimulo Interferdn y
RPMI1640 | 500U | 1000U | 2000V
% células 1.24 1.13 1.15 0.91
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Figura 4. Expresion de la molécula B7-1 (CD80) en monociios humanos,
estimulados con LPS e IFN alfa.

4.2.2 Determinacién de la cinética de expresion de la molécula B7-2

(CD86) en monocitos humanos.

Se estimularon 1 x 10° células/ml con diferentes dosis de LPS de E. cofi
055'B5 e interferén y y ademas con Concanavalina A. Con LPS se observd un
aumento en |la expresion, a una dosis de 25 ng/ml, a un tiempo de 24 horas,
con una tendencia a la disminucion al aumentar el tiempo de incubacion (tabla
IV y figura 5). Al estimular las células con Concanavalina A e interfer6n y no
obtuvimos un aumento en la expresion de ésta molecula (figuras 6 y 7). De
acuerdo, a los resultados obtenidos con lipopolisacaridos, se decidio tomar el
tiempo de 24 horas, como el tiempo maximo de expresion de ia molécula B7-2

y la concentracion de 25 ug como control positivo de expresion.
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TABLA V. Expresion de la molécula B7-2 (CD86) en monocitos humanos,

estimulados con LPS.

LPS * LPS LPS LPS LPS

sfestimulo | (2 ug/ml) | 5 pg/ml | 10 ug/ml | 25 ug/ml | 50 ug/ml
Tiempo 0 19.54
24 horas | 5552 % | 60.32 % * 6195% | 6869% | 5663 %
48 horas | 46,11 % | 4046 % | 29.09% | 4963 %. 39.72% | 2595%
72horas | 33.54% | 2583 % * 3684% | 27.32% | 27.54 %
96 horas | 15.17 % | 17.50 % * 1524 % | 1401 % | 1384 %
120 horas | 30.01 % | 23.62 % * 1587 % | 1637 % | 13.78 %

* No se determino

70 — —— Sfestimulo
g 2 UG/MI

60} & 9 ug/ml
8 504+ — 25 ug.fml
O —o— 50 ug/ml
w 40
o
2 30|
O
2 20

10+

0 —t ; | =_ i
0 24 72 96 120
TIEMFPQ (hrs)

Figura 5. Expresion de B7-2 (CD86) en monocitos humanos, estimulados

con lipopolisacaridos de E. coli 055:B8
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Figura 7. Expresion de B7-2 (CD86) en monocitos humanos,

% celulas CD86

—o— Slestimulo
-+ 1 ug/ml
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Figura 6. Expresion de B7-2 (CD86) en monocitos humanos,
estimulados con Cencanavalina A.
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4.3 Determinacion del efecto de diferentes dosis de cada uno de los
extractos sobre la expresién de las moléculas HLA-DR y B7-2 de
monocitos humanos.

La determinacion de Ja expresion de las moléculas de superficie de
monocitos humanos, HLA-DR y B7-2, estimulados con 4 diferentes dosis de
cada uno de los antigenos en estudio (proteinas extracelulares, extracto
celular, extracto polisacarido, extracto lipidico y acidos micdlicos) se realizd en
monocitos de sujetos sanos PPD negativos. La expresion de la molécula
HLA-DR se llevd a cabo en 10 sujetos sanos y la expresion de las molécula
B7-2 en 12 sujetos sanos. Los resultados estan representados como la media
del % de células que expresan dichas moléculas determinadas por citometria

de flujo.

El andlisis estadistico de los datos se realizd mediante la prueba de
Wilcoxon para pruebas pareadas, comparando el resultado de cada uno de los

grupos con el resultado de expresién basal (células no estimuladas).
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4.3.1 Expresion de la molécula HLA-DR en monocitos humanos,
estimulades con diferentes dosis de cada uno de los extractos de

Mycobacterium tuberculosis H37Rv.

En la tabla V se representan los resultados obtenidos como 1a media del
% de células HLA-DR de 10 experimentos + desviacion estandar, al estimular
con las 4 dosis utilizadas de cada extracto y del control basai. Se puede
cbservar un aumento de la expresion con todos los extractos al compararlos
con el % obtenido con las células no estimuladas. También se muestra el % de

células positivas al estimular con DMSO.

Al estimular con proteinas extracelulares a dosis de 50 y 100 ug/ml se
observd un aumento estadisticamente significativo (p < 0.05) . Los resultados
estan representados en la figura No. 8. En la figura No. 9 se muestran los
resultados de células estimuladas con el extracto ceiular de M. tubercufosis,
observandose un incremento directamente proporcional a la dosis utilizada,
iniciando este incremento con la dosis de 50 ug/mi {p = 0.05) y siendo mas
significativo al aumentar I¢a dosis a 100 pg/ml (p < 0.03) y 150 pg/ml (p< 0.005).
La figura 10 muestra los resuitados de expresidn de HLA-DR, cuando las
células fueron estimuladas con el extracto pplisacando. Al estimular con las 3

ultimas dosis de polisacaridos se observo un incremento significativo (p <

0.05).
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En la figura 11 y 12, se representan los resultados de las células
estimuiadas con lipidos y acidos micdlicos; con ambos estimulos podemos
observar que se produjo un incremento estadisticamente significativo en la
expresidn, iniciandose con lipidos a |la dosis de 50 pg/ml y con acidos micslicos
a la dosis de 100 pg/mi. En la figura 11 también se muestra el resultado al
estimular con DMSO a una concentracién de 15 pl/im! y 1.25 pl/ml, con los
cuales se abservé un incremento estadisticamente significativo (p < 0.05),

Estos experimentos se realizaron para ver si podria estar interfiriendo el DMSO

en el efecto de los lipidos.
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Expresion de la molécula HLA-DR, en monocitos humanos,

estimulados con diferentes dosis de extractos de M. tuberculcsis

H37Rv..
10 pg/ml S0 pg/ml 100 pg/ml 150 pg/ml
Extracto proteico [19.86 + 9.69(24.0 + 12.58|29.33 +13.18|25.98 +15.07
extracetular s il
Extracto celular 2198+ 6.93(28.72 +13.43|32.86 £15.91 |48.42 +31.43
* i dededek
Extracto 2544 +16.52|26.56 +14.27130.57 +21.11|27.43 +15.14
polisacarido o e x
Extracto lipidico |22.25 £11.08(28.71 £16.32|35.05 +19.20132.12 +14.21
Acidos micdlicos [26.31 £13.74|25.11 +14.41)29.1 + 15.22|32.39 +21.39
ok e
Sin estimulo 18.62 + 6.57
DMSO (15 pl/ml) }33.25 +13.44

ke

*p=005 *p<005 **p=0.005 **p<0,005
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43.2 Expresion de la molécula B7-2 en monocitos humanos,
estimulados con diferentes dosis de cada uno de los extractos de

Mycobacterium tuberculosis H37Rv..

En la tabla VI se representan los valores de expresion de la
molécula B7-2 (CD86), cuando las células fueron estimuladas con las
diferentes dosis de- cada uno de los extractos y acidos micolicos de
M. tuberculosis y del control basal. Comparando las células que fueron
estimuladas con proteinas extraceluiares afla dosis de 100 y 150 pg/ml (figura
13) y con el extracto lipidico a una dosis de 50 y 100 ug/ml (figura 186), con el
control basal se observd una disminucion significativa en la expresion de Ia

molécula B7-2. En la figura 14, 15 y 17 se representan los resultados
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obtenidos al estimular con las 4 dosis de extracto celular, extracto polisacarido
y acidos micolicos, respectivamente; donde no se observé ningtin cambio en la
expresion de la molécula B7-2. En la figura 16 también se muestra el valor del
% de células positivas B7-2 cuando las células se estimularon con DMSOQ, el

cual no modificd la expresidn de dicha molécula.

TABLA VI. Expresion de B7-2 en monocitos humanos, estimulados con
diferentes dosis de los extractos de M. fuberculosis y acidos
micolicos.

10 pg/ml 50 ng/ml 100 pg/ml 150 pg/ml

Proteinas 4712 £17.82 (37.31 #2319 [33.02 £19.25|37.08 £15.09
extracelulares. oy *
Extracto celuiar

(Proteinas 48.18 +21.12 | 54.47 +23.07 | 47.99 +23.68| 42.65 +24 65
intracelulares)

Extracto

polisacarido 50.25 1+22.08 |47.25+24.71 |45.67 £25.9 |46.65 1+27.48
Extracto lipidico [43.15 +26.3 |41.69 £24.69(41.07 £22.21 |44.22 +23.09

* * %

Acidos micélicos |45.65 +25.19|45.22 +25.92 |47.39 +25.99 | 47 .56 +24 55
(DMSO (15ul/ml) |54.32

Sin estimulo 51.41 222
*p=005 =xp=001 #=+p<0.0M
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DISCUSION

La interaccion entre las células presentadoras de antigenos y linfocitos T
conduce a una respuesta proliferativa de estos tltimos y requiere de sefales
coestimulatorias. En este trabajo, al determinar la cinética de expresion de B7
(B7-1 y B7-2), encontramos que B7-2 (CD86) se expresa en mayor cantidad
que B7-1 (CD80) y al estimular con LPS, Con A e IFN y, encontramos que el
LPS es el mejor estimulante para inducir la expresién de B7-2. Estudios
realizados en celulas B murinas reportan que B7-Z se expresa en mayor
cantidad que B7-1 y que son sobreexpresadas cuando se estimula con LPS,
teniendo un maximo de expresion de B7-2 (CD86) a las 24 horas y de B7-1
(CD80) a los 3 dias. También observaron que Con A es estimulante para
ambas moléculas (50). En linfocitos B humanos han reportado un pico de
expresion de B7-2 a las 24 horas de activacion y que el pico maximo de
expresion para B7-1 -se produce dias mas tarde (26). Nosotros encontramos
resultados similares en cuanto a la expresion de B7-2 en monocitos humanos,
ya que también se obtuvo un tiempo maxima de expresidn de 24 horas y se
incrementd con LPS, pero no con B7-1, ya que se estudid hasta el sexto diay
no se encontraron cantidades apreciables de la molécula. Con A produj6 una

inhibicién en la expresion de B7-2. Las diferencias pueden deberse a que los
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estudios reportados han sido en linfocitos B de ratdn y no en células
mononucleares humanas, otros trabajaron con una poblacion homogénea de
células B y los resultados los expresaron como media de intensidad de
fluorescencia, en cambio nosotros trabajamos con células mononucleares
humanas y los resultados los obtuvimos .realizando un gate o ventana de

monocitos (tomando en cuenta parametros del citdmetro de flujo) y se expreso

como el % de células positivas

En cuanto a la expresién de B7-2, estimulando con IFN y, se tienen
resultados que varian, ya que en células B murinas, algunos autores han
reportado que IFN y produce un nivel de expresion mas bajo que LPS (51) y
otros autores mencionan que IFN y incrementa la expresion de B7-2 sobre
células B y macrofagos peritoneales (52). En nuestro trabajo encontramos que
el IFN vy no produjo ningun efecto sobre la expresion de B7-2 en monocitos
humanos. Estas diferencias obtenidas pudieran deberse al tipo de célula
utilizada en cada modelo experimental o que el monocito como célula
precursora responde diferente que el macréfago ya diferenciado con una
residencia tisular determinada.

v’

Con referencia al tiempo de expresion de ambas moléculas, algunos
autores mencionan que probablemente la molécula B7-2 sea el principal
ligando para CD28, ya que tienen un tiempo y patron de expresion similar, lo

cual generaria una senal temprapa y positiva para la activacion del linfocito T.
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Como la molecula B7-1 tiene una cinética de expresion similar con CTLA-4, se
ha propuesto que sea el principal ligando para CTLAT4 y que probablemente
envie una sefal tardia negativa al linfocito T, dado que esenciaimente se
expresa después de la activacion del linfocito T (26).

En la literatura no se ha reportado sobre la cinética de expresidn de la
molécula B7-2 en monocitos humanos, pero algunos autores mencionan que
monaocitos, macréfagos y células dendriticas expresan constitutivamente B7-1 y
B7-2 y que se incrementan después de la activacion (53). Con los resultados
obtenidos en este trabajo, podemos decir que efectivamente B7-2 se expresa
constitutivamente, ya que al tiémpo Cero se encontro expresion y que después
de la estimulacion se incrementg, teniendo un tiempo maximo de expresion de
24 horas. Los resultados obtenidos con B7-1 también expresado
constitutivamente en monocitos humanos difieren de los reportados en la
literatura con linfocitos B murines, ya que incubamos hasta 6 dias y no
encontramos un incremento en la expresion, ni estimulando con LPS o

interferdn.

No se ha estudiado extensamente la modulacién de la expresion de la
molécula B7 por mycobacterias. Gercken mencibna que la induccion de la
expresion de la molécula B7 es marcadamente reducida en monocitos
infectados con M. fuberculosis (40). En este trabajo no se determind la

expresion de B7:1 en monocitos estimulados con extractos obtenidos de
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M. tuberculosis, debido a que su expresion basal y con estimulo que se obtuvo
fue relativamente baja. En el presente estudio se obtuvieron proteinas
extracelulares, extracto celular, extracto polisacarido y extracto lipidico de
M. tuberculosis H37Rv y se probd el efecto de cada uno de ellos en la
expresion de la molécula B7-2. También se; prob6 el efecto de &cidos micélicos
de M. tuberculosis (SIGMA), encontrandose solo un efecto inhibitorio con
proteinas extracelulares y con el extracto lipidico. Esta inhibicion fue
estadisticamente significativa a dosis de 100 y 150 pg/ml con proleinas
extracelulares y 50 y 100 ug/ml con extracto lipidico. Relacionande estos
resultados con los obtenidos por Gercken (40), puede ser que la carga bacilar
sea importante para los cambios funcionales observados, ya que al haber
mayor carga bacilar, hay mayor cantidad de proteinas extracelulares liberadas
y mayor contenido de lipidos, lo que probablemente cause que estos

componentes celulares puedan estar contribuyendo a una coestimulacion

ineficiente por la célula presentadora de antigenos hacia el linfocito T.

Las infecciones micobacterianas se han asociado frecuentemente con
dano de la respuest.a inmune. Recientemente se ha puestc mas atencion a una
posible alteracion en la presentacion de antigenos y funciones accesorias de
monocitos/macréfagos. Se han realizado diversas investigaciones donde se ha
estudiado el efecto de diferentes micobacterias en la expresion de Ias
moléculas clase Il del complejo mayor de histocompatibilidad, reportandose un

efecto inhibitorio, tanto en macrofagos peritoneaies de ratdn como en
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monocitos humanos. Estudios realizados en macréfagos periteneales de raton
infectados con Mycobacterium microtti (49) vy Mycobacterium kansassi (34)
reportaron una supresidn en la expresion de las moléculas de clase |l del
complejo mayor de histocompatibilidad (moléculas la) y demostraron que esta
supresion fue proporcional al numero dcle micobacterias utilizadas para la
infeccion, también observaron que esta reduccion era mas pronunciada con
bacilos vivos que muertos por calor. Mas recientemente Gercken (40) demostré
una significante inhibicidn de antigenos de clase Il en monocitos humanos
incubados con M. tuberculosis, tanto vivos como muertos por calor. Hallazgos

similares fueron obtenidos por Dominguez y Arce al estimular monocitos de

sujetos sanos con M. tuberculosis H37Rv (44).

En el presente trabajo se obtuvieron fracciones proteicas, polisacaridas y
lipidicas de M. fuberculosis H37Rv, con el fin de utilizarlos también para
determinar la expresion de HLA-DR en monacitos humanos; y ver cual o cuales
fracciones de la micobacteria pudieran ser las responsables de la supresién
observada en la expresion de HLA-DR en monocitos. Nosotros encontramos
que al estimular c;on diferentes dosis de los extracto obtenidos de
M. tuberculosis, hubo un incremento en |la expresion de las moléculas HLA-DR
en monocitos humanos, y que este incremento fue mas pronunciado cor11 el
extracto ceiular de M. tuberculosis, el cual fue proporcional a la dosis utilizada.

Cabe mencionar que el extracto celular esta compuesto de proteinas y

polisacaridos en una relacién 1:10, respectivamente, por lo tanto, podemos
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deducir zue el exracto celuizr contiene gran cantidad de polisacaridos y que la
mezcla ze proteiras y poliszcaridos es estimulante para la expresién de HLA-
DR. En _n estudic realizade por Wadee y Kuschke (41) donde investigzron el
efecto 0z una proizina de 28 kDa del bacilo de M. tuberculosis, observaron que
la protei~a no producia ningLn efecto en la Iexpresién de las moléculas HLA-DR
en mo-ocitos dz sujetos sanos, pero que al estimular monocitos con
estimulantes, tales como, levaduras, LPS o IFN y y la proteina, si se producia
una inhoicion significativa. Sin embargo, nosotros c¢on el extracto celular,
donde rzy una gran cantided de proteinas y polisacaridos, no cbservamos el
mismo ecto. Esio nos indica que quizas aungue la proteina de 25 kDz esté
presents no podemos ver e efecto inhibitorio, debido a |la presencia dz otras

glicoprozinas y carbohidratcs que mostraron tener capacidad de producir un

increme~to en la expresion dz las moléculas de membrana.

T=mbién sz pudo observar que aunque con todos los extracios se
increme~to la exoresion, ton el extracto polisacarido, extracto lipicico y
proteinz: extracelilares a wa concentracién de 150 pg/ml, se observd una
tendencz a la dismin.ucic')n. Comparando nuestros resultados con los obtenidos
por otros autores y con el tranajo de Dominguez y Arce, donde se observé que
con el t=cilo completo de M tuberculosis H37Rv, se produjo una disminucion
en la axpresion de las moléculas HLA-DR, podemos deducir que

probablemente se produzcz una disminucién en la expresion de HLA-DR,
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estimulando con dosis mayores de 150 ug/ml o bien que se necesite el bacilo

completo para producir una inhibicién.

En este trabajo también se investigd el efecto del DMSQ sobre la
expresion de la molécula HLA-DR, y:a que los lipidos obtenidos de
M. tuberculosis H37Rv se disolvieron en DMSO al 10% en amortiguador de
fosfatos (PBS).Se estimuld 1 ml de la suspension celular (1x1 0° céliml) con 15
ul de DMSQO y se observd un incremento en la expresion de HLA-DR.
Posteriormente, se estimuld con una cantidad mas pequena de DMSO (1.25 pl)
y encontramos resuitados similares a los anteriores; esto quiere decir que el
DMSO, por si solo y en cantidades pequefas, es capaz de producir incremento
en la expresion de la molécula HLA-DR. En un estudio piloto de 2
experimentos, se estimuld con lipidos disueltos con una cantidad de 1.25 pl de
DMSO, los resultados revelaron una inhibicion de la expresién de la molécula
HLA-DR, por lo tanto, €s muy probable que el DMSO pueda estar interfiriendo
en el efecto inhibitorio que producen los lipidos, por [0 que seria importante
utilizar otro diluyente y determinar que no produzca ningun efecto en la
expresion de HLA-DR, y poder deducir con certeza si los lipidos de
M. tuberculosis realmente producen una disminucion en |la expresion de tales
moléculas. Relacionando nuestros resultados a lo que se presenta “in vivo™ en
pacientes con tuberculosis, que no responden inmunolégicamente y que sus
macrofagos estan parasitados con una gran cantidad de bacilos,

probablemente no hay una buena presentacién de antigenos al linfocito T por
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un defecto en la coestimulacién por la molécula B7-2 y una disminucién de
moléculas presentadoras de antigeno y por lo tanto, no se desarrolla una
respuesta inmune adecuada. No se sabe si a esta alteracion se le asocie un
dano al procesamiento de antigenos, en su avidez para &sociarse a la molécula
de clase Il del CMH y/o a su transporte a la'superﬁcie celular. En conclusidn los
datos hasta ahora obtenidos indican que después de la ingestidon de

M. tuberculosis, la capacidad presentadora de antigenos y funcién accesoria

(coestimuladora) de monocitos esta alterada.

En un futuro, seria importante determinar si a concentraciones mas altas
de los extractos estudiados, se produce una inhibicidon en la expresion de las
moléculas HLA-DR y también determinar cual © cuadles fracciones
electroforéticas de las proteinas extracelulares, asi como los componentes
lipidicos (glucolipido fendlico, lipoarabinomanano o el factor cuerda) son los
encargados de la supresion de B7-2 y asi llegar a conocer mas de estos
componentes bacterianos y de su relacion con la virulencia y patogenicidad de

M. tuberculosis.
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CONCLUSIONES
La molécula B7-1 (CD80) se encuentra expresada constitutivamente y en
concentracion muy baja en monocitos humanos, y su expresién no se

aumentd con LPS e IFN a.

La molécula B7-2 {CD86) se encuentra expresada constitutivamente y en
concentraciones mas altas que B7-1 en monocitos humanos, con un
tiempo maximo de expresion de 24 heras y su expresion se incremento

con LPS a una concentracién de 25 pgimi.

La expresién de B7-2 en monocitos humanos, disminuyé cuando se
estimuid con proteinas extracelulares a una dosis de 100 y 150 pg/ml y
con extracto lipidico a una dosis de 50 y 100 pg/ml, por lo que pueden

ser los factores importantes que afecten la coestimulacion del linfocito T

La expresion de la molécula HLA-DR en monocitos humanos, no
disminuyé con ninguna de las concentraciones de los extractos de M.

tuberculosis H37Rv, por lo que probablemente se requiere mayor
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concentracion de ellos o al bacilo completo, para observar la inhibicién

en la expresion de la molécula.

Aparentemente se requiere el bacilo completo para afectar las sefales
de ctivacidén para el linfocito T y son las proteinas extracelulares y los
componentes lipidicos mas superficiales de la pared celular, los que méas

afectan la capacidad coestimuladora de la célula parasitada.
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BCG

CO;
CMH
Con A
DMSO
DNA
DNAc
E. coli
FITC

FNTa

°C

[H]
IFN
IL-1

IL-8

LISTA DE ABREVIATURAS

Bacilo de Calmette Guérin

Beta

Bidxido de carbono

Complejo mayor de histocompatibilidad
Concanavalina A

Dimetil sulféxido

Acido desoxirribonucleico

Acido desoxirribonucleico complementario

Escherichia coli
Isotiocianato de fluoresceina
Factor de necrosis tumoral alfa
Gamma
Grados centrigados
Tritiado
Interferon
Interleur;‘,ina 1

Interleucina B8
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kDa kilodalton
KCI Cloruro de potasio

LPS Lipopolisacarido.

$g Microgramoes

pl Microlitros |
Qm Micrometros

mg Miligramos

min Minutos

ml Mililitros

mm Milimetros

mM Milimolar

M Molar

n Tamafno de muestra

(NH,).SQ,4 Sulfato de amonio

NK Asesinas naturales (Natural Killer)

nm Nanometros

p Grado de significancia

PE Ficoeritrina |

pH Potencial de hidrégeno

% Porcentaje

%C Porcentaje de bisacrilamida en e total de acrilamida
%T Porcentaje total de acrilamida-bisacrilamida en el gel

PPD Derivado proteico purificado de Mycobactenum tuberculosis
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Tpr
Ter
Th-

Thz

viv

Peso/valumen
Revoluziones por minuto
Recepardecélua T
Celulz ~ Cooperzdora 1
Célulz ~ Cooperadora 2
Unidaoss

Voltios

Volumaafvolumer
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APENDICES

APENDICE A

EQUIPO:

10.
11.
12.
13.

14,

Agitador magnético RC-353 (CORNING)
Autociave (MARKET-FORGE STERILMATIC)
Balanza granataria (SARTORIUS})

Balanza analitica 2024MP (SARTORIUS)

Bomba peristaltica (LKB)

Camara para cromatografia en capa fina (SIGMA ALDRICH)
Cémara de Neubauer (BAXTER)

Campana de ﬂL_Jjo laminar (CC) BIO HAZARD HOQOD)
Centrifuga eppendorf 5415 (BRINKMAN)

Centrifuga refrigerada TJ-6 (BECKMAN)

Centrifuga refrigerada GS-15R (BECKMAN)
Citémetro de flujo FACsort (BECTON DICKINSON)
Espectrofotometro DU-6 (BECKMAN)

Fuente de poder Modelo PowerPac1000 (BIORAD)
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APENDICE B

REACTIVGS QUIMICOS

10.

11,

12.

13.

14.

15.

16.

17.

Acetona (BAKER}

Acetato de magnesio (MALLINCKRODT)

Acido acético glacial (MERCK)

Acido clorhidrico (MERCK)

Acido fosfomolibdico (SIGMA)

Acidos micdlicos de M. tuberculosis (SIGMA)

Acido perclérico (MERCK)

Acido sulfurico (MERCK)

Acido tricloroacético (BAKER)

Acrilamida (SIGMA)

Albumina bovina (SIGMA)

Amberlita XAD-7 (SIGMA)

Anticuerpo monoclonal anti HLA-DR humana conjugada a FITC (SIGMA)

Anticuerpo mont;clonal anti B7-1 humano conjugado a PE (BECTON
DICKINSON})

Anticuerpo monoclonal anti B7-2 humano conjugado a PE (Ancel)
Corporation)

Anticuerpos monoclonales murinos (v1FITC/y2PE) (BECTON DICKINSON)

Asparagina (SIGMA)



%]
Ui

)
iy

Azida de sodio (FISHER)

Azul de bromofenol (SIGMA)
Azul de Coomassie G-250 (LKB)
Azul de Coomassie R-250 (SIGMA)
Azui tripano (SIGMA)

Base de medio de Lowenstein-Jensen (BIOXON)
- mercaptoetanaol (SIGMA)
Bicarbonato de sodio (SIGMA)
Citrato de sodio (J.T.Baker)
Cloroformo (MONTERREY)
Cloruro de bario (MONTERREY)
Cloruro de magnesio (SIGMA)
Cloruro de potasio (MERCK)
Cloruro de sodio (MERCK)
Concanavalina A (SIGMA)
Diatrizoato de sodio (SIGMA)
Dimetil sulféxido (SIGMA)
Dodecil sulfato d;e sodio (SIGMA)
Esfingomielina (SIGMA)

Etanol

Eter etilico (MERCK)

Fenol (MERCK)

Estreptomicina (SIGMA)
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41.

42.

43.

44,

45,

40.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

50.

60.

61.

B62.

63.

Ficoll (SIGMA)

Fosfatidiletanoclamina (SIGMA)

Fosfatidilcolina (SIGMA)

Fosfatidilinositol (SIGMA)

Fosfato dicasico de sodio anhidro (MO?LITERREY)
Fosfato de sodio menobasico (MONTERREY)
Formaldehido (J.T.Baker)

Galactosa FISHER)

Glicero! (SIGMA)

Glicina (SIGMA)

Hidroxido gz sodio (MERCK)

Interferon o (INTRON)

Interferdn (R&D Systems)

Lipopolisacarido de E. cofi 005:B5 {SIGMA)
L-glutaminz (SIGMA)

Marcadores de peso molecular stock No. SDS-7L Dalton Marck {SIGMA)
Medio de cultivo RPMI 1640 (SIGMA)

Metanol (MERCK')

Microesferzas calibradoras (BECTON DICKINSON)
N,N’, - metilan-bis-acrilamida (SIGMA)

N,N,N’,N', - tetrametiletilendiamino (SIGMA)
Penicilina G (SIGMA)

PPD Tuberculin Purified Protein Derivative (CONNAUGTH)
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64.

65.

66.

67.

68.

68.

70.

Proteinasa K (SIGMA)
Silicagel (MERCK)
Suero bovino fetal (SIGMA)

Sulfato de amonio (MONTERREY)

Sulfato de potasio (MALLINCKRODT)

Trizma-base (SIGMA)

Trizma hidroclorado (SIGMA)
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APENDICE C

PREPARACION DE REACTIVOS
1. Solucion amortiguadara de fosfatos {PBS)

Cloruro de sodio 80 ¢
Fosfato dibasico de potasio 02 g
Fosfato basico de potasio.12H,0 2§ g
Cloruro de potasio 02 g
Agua bidestilada 1000 m

Ajustar el pH entre 7.2-7.4
2. Ficoll-diatrizoato de sodio.

10 partes de diatrizoato de sodio al 34% y 24 partes de Ficoll al 9% en
agua destilada. La densidad se ajusta con un picndmetro a 1.077+ 0.001 g/ml,

Esterilizar en autoclave a 1210C duranta 15 minutos.

3. Medic de cultivo celular RPMI 1§40.

RPMI 1640 en polvo 104 g

Bicarbonato de sodio 20 g



Gluamina 2mM
Antibidticos
Penicilina G 100 U/ml
Ge~tamicina 50 pg/ml
Estrzptomicina 5'0 ug/mi
Ag. 3 bidestileda 1000 mi

Esterilizar por filtracién con membrana de 0.22 um,,

Medio de Proskauer Beck modificado por Youmans.

Aspzragina 5 g
Fosizto dibasico de potasio 5 g
Sulfzzo de potasio - 5 g
Gliceol 20 ml

Aforar a 1000 ml con agua destilada

Ajustar el pH a 6.8-7.0 con NaOH 40%

Acregar:
Citra:0 de sodio 068 g
Cloruro de magnesio 0.197 g

Eserilizar en aytoclave a 121°Cpor 20 minutos.
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Medio de Lowenstein - Jensen

Base de medio de Lowestein-Jensen 373 g
Glicerol 12.0 ml
Agua destilada | 600 ml
Calentar y hervir durante 1 minuto.
Esterilizar a 121°C durante 15 minutos. Enfrar a 50°C
Preparar 1 litro de hueve integro obtenido ssépticamente y mezcla;r sin
introducir burbujas de aire. Mezclar el hueve y |a base.
Distribuir en tubos con tapon de rosca.
Colocar los tubos en posicién inclinada

Tindalizar entre 85 a 90°C durante 45 minutos.
Buffer para diluir el anticuerpo monoclonal anti-CD86.

Fosfato de sodio 50mMpH75
Cloruro de potasio 500 mM
Cloruro de sodio- 150 mM
Glicerol 15%

Albumina sérica bovina 0.2%

Azida de sodio 0.04%



7.

8.

SOLUCION DE ACRILAMIDA-BISACRILAMIDA

Acrilamida 300g
Bisacritamida 08 g
Agua bidestilada 60.0 ml

Agitar durante 12 hr a 4°C
Aforar a 100 ml con agua bidestilada, agregar 4 g de amberlita
Agitar durante 1 hora, filtrar en papel Whatman No. 1

Guardar en oscuridad a 4°C.

Buffer Tris-OH 3.02 M pH 8.8

Tris-OH 183 ¢g
Agregar 25 ml H20 bidestilada
Ajustar el pH a 8.8 con HCI5 N

Aforar a 50 ml con H,O bidestilada.

Buffer Tris-OH 1 M pH 6.8

TrissOH  2.99g 1

Agregar 25 ml HO bidestilada

Aforar a 50 ml con H>Q bidestilada.
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10. Buffer de corrimiento para electroforesis.

Glicina 144 g
Trizma base 202g
SDS 10 g

Aforar a 1000 ml con H;O bidestilada.
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