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Resumen

1. RESUMEN

La tuberculosis es una de las tres principales enfermedades infecciosas que
afectan al humano a nivel mundial. Este padecimiento, producido por Mycobacterium
tuberculosis, causa anualmente 2 millones de muertes. Para el estudio de la patogénesis
de la tuberculosis, la interaccion del bacilo con diferentes células y la induccion de la
respuesta inmune durante la infeccion se han utilizado diversos modelos in vitro e in
vivo. Un modelo alternativo lo representan las rebanadas de tejido pulmonar. En ellas se
mantiene la arquitectura del tejido, la interaccion entre las células y se encuentran los
diferentes tipos celulares correspondientes al tejido. Las rebanadas de tejido se han
utilizado principalmente para estudios farmacologicos y toxicoldgicos, pero a la fecha
no existe ningun reporte del uso del sistema de cultivo de rebanadas de pulmén como
modelo de infeccion con M. tuberculosis. En el presente trabajo se estandarizaron la
obtencion y el cultivo de rebanadas de tejido pulmonar murino y las condiciones de
infeccion con M. tuberculosis ex vivo. En el tejido pulmonar infectado
experimentalmente se localizaron los bacilos en los septos alveolares, cercanos a
neumocitos tipo II, en los espacios alveolares y dentro de macréfagos. Se analiz6 la
expresion de citocinas en el tejido infectado mediante la técnica de ELISA y qRT-PCR.
Se observd una sobreexpresion del IFN-y en las rebanadas infectadas con
M. tuberculosis con respecto a las no infectadas, mientras que las demas citocinas no
pudieron detectarse por ELISA. La determinacion de la expresion de citocinas mediante
gqPCR mostré un pico de induccion de expresion de IL-1B y TNF-o a las 6h de
incubacion en rebanadas infectadas con M. bovis BCG y M. tuberculosis H37Rv; y un
pico de expresion a las 6h y 24h de incubacidn en rebanadas infectadas con M. bovis
BCG y M. tuberculosis H37Rv, respectivamente. El gene GADP fue usado como gene
endogeno. En todos los casos la induccion de la expresion de citocinas fue mayor con
M. bovis BCG (no virulenta) que con M. tuberculosis H37Rv (virulenta) sugiriendo una
inhibicion de la respuesta inmune innata por parte de la cepa virulenta como un posible
mecanismo para facilitar su sobrevivencia en el tejido. Los resultados obtenidos en este
trabajo nos muestran que el modelo de infeccion con M. tuberculosis en rebanadas de
tejido pulmonar puede servir para evaluar la respuesta inmune innata ante este patdogeno
y puede ser utilizado en futuros estudios para analizar otros aspectos iniciales de la
infeccion con esta bacteria.



Abstract

1. ABSTRACT

Tuberculosis is the third infectious disease affecting humans worldwide. This
condition, caused by Mycobacterium tuberculosis, accounts for 2 million deaths per
year. Several in vitro and in vivo experimental models have been used to study the
pathogenesis of tuberculosis, the interaction of bacteria with different cells and induction
of immune response during infection. Lung tissue slices represent an experimental
alternative model, in which all the usual cell types of the organ are found, the tissue
architecture is maintained as well as the interactions between the different cells. Tissue
slices have been mainly used for pharmacological and toxicological studies. At present,
there is not any report of using lung tissue slices as a system to study M. tuberculosis
infection. The methods to obtain and culture murine lung tissue slices were standardized
in this work. Also, the best conditions to infect them ex vivo with micobacterias were
established. Bacilli infecting lung tissue slices were observed in the alveolar septa,
alveolar light spaces and near to type II pneumocytes, a few were intracellular in
macrophages. Cytokine expression in Mycobacterium infected lung tissue slices was
analyzed by ELISA and qRT-PCR. Over-expression of IFN-y was detected in
M. tuberculosis infected lung slices, but no other was detected by ELISA. Cytokine
expression, quantified by Real-Time PCR, showed a peak at 6 h for IL-1p and TNF-a in
lung slices infected with M. bovis BCG and M. tuberculosis H37Rv. IL-1a expression
had a peak at 6 and 24 h in infected lung slices infected with M. bovis BCG and
M. tuberculosis H37Rv, respectively. GADP gene was used as endogen control. The
result displayed by this work show that the model of infection with M. tuberculosis in
lung tissue slices can serve to evaluate the immune response to this pathogen and can be
used to further studies to analyze other aspects of the disease. All the results showed that
M. bovis BCG (non-virulent) induced a higher cytokine expression than M. tuberculosis
H37Rv (virulent) suggesting an inhibition of innate immune response by the virulent
strain, as a possible mechanism to facilitate its survival in the tissue. The results of this
work show that lung tissue slices model infected with M. tuberculosis may be a very
useful tool to evaluate the innate immune response and other aspects during the early
stages of mycobacterial infection.
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2. INTRODUCCION

La tuberculosis, enfermedad causada principalmente por M. tuberculosis, es
responsable de més del 6% de todas las muertes en el mundo. Los datos del 2007
muestran que durante ese aino, 9.3 millones de personas a nivel mundial se enfermaron
de tuberculosis y alrededor de 1.32 millones de personas VIH negativos mas 0.46
millones de VIH positivos murieron a causa de este padecimiento (WHO, 2009), lo que
hace de esta enfermedad la primer causa de muerte debida a un solo agente infeccioso.
Ademas, se estima que un tercio de la poblacién mundial est4 infectado con este bacilo.

La transmision de M. tuberculosis es de persona a persona, usualmente mediante la
inhalacion de gotitas de aerosol diseminadas en el ambiente cuando una persona enferma
tose, estornuda o habla. La enfermedad se presenta en un curso cronico que ataca de
manera primaria a los pulmones, pero puede afectar cualquier 6rgano o tejido (van
Crevel et al., 2002).

La respuesta inmune ante la infeccion micobacteriana pulmonar depende
primariamente de la inmunidad celular la cual frecuentemente falla en eliminar al
patogeno, a pesar de la fuerte respuesta inflamatoria con destruccion y necrosis
pulmonar en los casos mds avanzados. Esta respuesta inmune estd generalmente
balanceada por mecanismos anti-inflamatorios, posiblemente para limitar el dafio a los
tejidos por la inflamacion excesiva, y facilitar la solucién al proceso, y restaurar la
funcion normal del 6rgano. La inmunosupresion ocasiona una actividad micobactericida
insuficiente (Mason et al., 2007). Ademas M. tuberculosis puede persistir por la
supresion de actividades microbicidas de los macrofagos del hospedero y en ultima
instancia disminuir la respuesta inmune celular (Pulendran et al., 2001; Deretic et al.,

2006).
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Las citocinas juegan un papel importante en la interaccion, modulacion y
regulacion del sistema inmune (Mohan et al., 2001; van Deventer, 2001). Entre las
citocinas que han sido involucradas en el proceso de la infeccion de la tuberculosis estan
el TNF-a, IFN-y, IL-1B, IL-1a, IL-2, IL-6, IL-4, IL-10 e IL-12. Dependiendo del
balance de la expresion y la actividad entre ellas puede derivarse el progreso o control de
la enfermedad (Arriaga et al., 2002; Chacon-Salinas et al., 2005; Cho et al., 2005;
Hernandez-Pando et al., 1997, 2004; Saunders ef al., 2005).

Debido a la peculiar naturaleza de la patogenicidad de M. tuberculosis y su
proceso infeccioso, el entendimiento de la interaccion entre este patdgeno y el sistema
inmune es de importancia basica y puede ayudar a revelar algunos aspectos de la
tuberculosis y el disefio de nuevos farmacos y estrategias de vacunacion (Giacomini
et al., 2006).

Para el estudio del proceso infeccioso de la tuberculosis y de las interacciones con
las células del tejido hospedero, asi como la respuesta inmune a la infeccion se han
utilizado tanto modelos animales (ratones, conejos, primates), asi como modelos in vitro
(cultivos primarios y lineas celulares de diversas especies de mamiferos). Un modelo
alternativo es el de rebanadas de tejido, el cual se ha utilizado principalmente en estudios
de farmacologia y toxicologia. De manera particular, las rebanadas de pulmon han sido
utilizadas en estudios de toxicidad (Fisher et al., 1994), biotransformacion (Wohlsen
et al., 2003), respuesta frente a alérgenos, metabolismo de xenobioticos (de Kanter et al.,
2002b) entre otros, sin embargo, su utilidad como modelo de infeccion ha sido muy
poco estudiada; existen solamente dos reportes donde Ebsen y col., (2002), y Goris y
col., (2009), infectaron rebanadas de tejido pulmonar con Chlamydophila pneumoniae y
virus respiratorio sincitial, y rebanadas de pulmoén con el virus 3 de la parainfluenza
bovina, respectivamente, mostrando que este modelo ofrece la posibilidad de estudiar
mecanismos y efectos de infeccion por bacterias y virus en tejidos viables.

A la fecha no existen antecedentes de trabajos utilizando este modelo en
infecciones con M. tuberculosis. Por lo que el empleo de rebanadas de pulmon
infectadas con M. tuberculosis puede representar un método adicional para estudiar
distintos mecanismos implicados en las primeras etapas de la patogénesis de la

tuberculosis, que lleven a tomar medidas para el control de la enfermedad. Es un modelo
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donde se pueden estudiar las interacciones del patégeno con el hospedero en una manera
mas cercana a lo que pasa in vivo, pero con las ventajas de un cultivo in vitro, ya que se
conserva la estructura y complejidad del tejido, incluyendo el movimiento ciliar, por lo
que es posible realizar estudios funcionales, morfoldgicos y de patogénesis. También es
importante determinar si la induccién de citocinas en este modelo se asemeja a la
reportada en modelos animales durante las primeras horas de infeccion y en estudios
in vitro con macrdfagos. Como una primer etapa en la caracterizacion del modelo
propuesto, en este trabajo se analizo6 la induccidn de citocinas en respuesta a la infeccion
con M. tuberculosis en cultivo de rebanadas de pulmén. Los resultados obtenidos hasta

ahora sugieren que este serd muy util para el estudio de patogénesis de M. tuberculosis.
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3. HIPOTESIS

La expresion de citocinas inducidas por la infeccion con M. tuberculosis puede

ser detectada en un sistema de cultivo de rebanadas de pulmon.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Determinar la expresion de citocinas en rebanadas de pulmén infectadas con
Mycobacterium tuberculosis.

4.2 Objetivos especificos.

Estandarizar y optimizar el proceso de la obtencion, el cultivo y la infeccion con

micobacterias de rebanadas de pulmén murino.

Realizar analisis histopatologico de las rebanadas infectadas y sin infectar

(testigo negativo).

Cuantificar la expresion de TNF-a, IFN-y, IL-10, IL-4, IL-1a e IL-1B mediante
RT-PCR en tiempo real en rebanadas de pulmoén infectadas in vitro con respecto a

rebanadas sin infectar.

Cuantificar la expresion de TNF-a, IFN-y, IL1a mediante ELISA en rebanadas

de pulmon infectadas in vitro y sin infectar.
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S. ANTECEDENTES

Mycobacterium tuberculosis es un patdégeno intracelular que puede invadir
células no fagociticas in vitro incluyendo células epiteliales de pulmon, sin embargo, no
se ha demostrado que estas células tengan un papel relevante en el control de la
enfermedad o su diseminacion. El mecanismo de diseminacion no estd totalmente
entendido, pero los macréfagos y las células dendriticas han sido involucrados en el
transporte y diseminacion tisular de M. tuberculosis. Considerando que el alveolo esta
recubierto por las células epiteliales, estas deben entrar en interaccion con los bacilos tan
pronto llegan al alvéolo. Si las micobacterias invaden a las células epiteliales, estas les
pueden facilitar un espacio alejado de los mecanismos bactericidas de los macréfagos y
pueden representar una puerta para la diseminacion de M. tuberculosis hacia el sistema
linfatico y sanguineo y de ahi diseminarse a otras zonas del pulmén o cualquier 6rgano

del cuerpo sin necesidad de macréfagos acarreadores (Castro-Garza, et al., 2002).

Se ha propuesto que el principal factor de dafio tisular en la infeccion por
M. tuberculosis se debe a la respuesta inflamatoria generada por la infeccion y es
mediada principalmente por la activacion de TNF-a citotoxico, pero en la cual estan
también involucradas una serie de citocinas que dependiendo del balance entre ellas
puede derivarse el progreso o control de la enfermedad. Entre ellas estin El TNF-a,
IFN-y, IL-1B, IL-1a, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10 e IL-12 (van Crevel et al., 2002; Schluger,
2005).
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Los modelos animales han sido muy utiles para el estudio de diferentes estados
de la infeccion de M. tuberculosis en cuanto a la respuesta del hospedero a la infeccion,
pero poco se ha hecho en estudiar la interaccion inicial de la bacteria en el epitelio

pulmonar.

Existen modelos alternativos al uso de animales de laboratorio y de estudios
in vitro. El uso de rebanadas de tejido con didmetro y grosor similares entre si es uno de
estos modelos alternativos y representa un sistema in vitro muy valioso en el que se
observan caracteristicas fisiologicas muy similares a las presentes in vivo. En una
rebanada pueden encontrarse representadas todos los tipos celulares presentes en las
diferentes zonas del 6rgano del cual proviene dicho tejido. Asi mismo se conserva la
arquitectura normal del tejido u oOrgano de donde proviene, se mantienen las
interacciones célula-célula dentro de la matriz original del tejido y por consiguiente, se
refleja mejor el complejo nivel de organizacion bioldgica dentro del 6rgano (Gandolfi

et al., 1996).

Las rebanadas de pulmon se han utilizado para diversos estudios fisiologicos y de
toxicologia, pero su uso es muy reducido para estudiar mecanismos y efectos de
infeccion por bacterias o virus. Recientemente se inicid la preparacion de rebanadas de
pulmoén en nuestro laboratorio y se logré mantenerlas en cultivo, viables y en buenas
condiciones fisioldgicas. Mediante analisis histologicos, es posible evidenciar que estas
rebanadas presentan el aspecto normal y saludable del tejido pulmonar. En este proyecto
se propuso analizar, mediante el modelo de rebanadas de pulmén murino, las
interacciones que ocurren durante las primeras etapas de infeccion por M. tuberculosis al
nivel del epitelio pulmonar. Asi mismo, cuantificar mediante ELISA y RT-PCR las
citocinas expresadas durante la infeccion a etapas tempranas aportard informacion de la
respuesta inicial en el pulmoén a la infeccion con M. tuberculosis. La comparacion de
este modelo con los modelos previos indicard la relevancia de tal modelo y lo validara

para posteriores estudios de infeccion con M. tuberculosis y otros patdogenos.
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5.1 Epidemiologia. Marco tedrico

La tuberculosis causada por el patogeno Mycobacterium tuberculosis, produce la
mayor morbilidad y mortalidad infecciosa debida a agentes bacterianos en todo el
mundo. Se estima que anualmente surgen 9.3 millones de nuevos casos y se registran
cerca de 2 millones de muertes relacionadas con la tuberculosis. Ademas, el 4.9% de los
casos anuales de tuberculosis son multidrogorresistentes (Corbett et al., 2003; Koul

et al.,2004; WHO, 2009).

En América Latina, cada afio se presentan aproximadamente 650 mil casos
nuevos y 50 mil defunciones. En México, de acuerdo con la informacién disponible en
el Sistema Nacional de Vigilancia Epidemiologica (SINAVE), se ha presentado una
disminucion en la incidencia de la enfermedad, aunque la tuberculosis continua
presentandose con mas de 17 mil casos nuevos y cerca de dos mil defunciones cada afio
lo que representa una importante pérdida de afios potenciales de vida saludable y, por
consiguiente, un obstaculo para el desarrollo socioeconémico de México, ya que el
promedio de edad de muerte por este padecimiento es de 54 afios (CENAVECE, 2007).
También, es la tercera causa de muerte después de las neumonias no tuberculosas y las
infecciones intestinales y ocupa el primer lugar en mortalidad causado por un solo
agente infeccioso (WHO, 2009; Guevara-Guzman et al., 2003). En el estado de Nuevo
Leon, segun cifras proporcionadas por la Secretaria de Salud, se registraron un total de

835 casos nuevos en el 2007; de los cuales 86.5% corresponde a tuberculosis pulmonar

(CENAVECE, 2007).

Se estima que una tercera parte de la poblacion mundial estd actualmente
infectada con M. tuberculosis (Flynn and Chan, 2001a; Krutzik and Modlin, 2004), de
ellos solo un 5-10% de la poblacion desarrolla la enfermedad activa dentro del primero o
segundo afio después de la infeccion (tuberculosis primaria) o mucho tiempo después

(tuberculosis posprimaria) (Kaufmann, 2005; Flynn and Chan, 2001b; van Crevel et al.,
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2002). La tuberculosis pulmonar es la manifestacion méas comun de la enfermedad

(Guevara-Guzman et al., 2003; Collins and Kaufmann, 2001).

5.2. Establecimiento de la Infeccion.

La tuberculosis primaria, tiene lugar después de la primera exposicion a
M. tuberculosis, cuando pequefias gotas conteniendo M. tuberculosis son inhaladas hacia
los alveolos pulmonares. Una vez ahi las bacterias son ingeridas por los macrofagos
alveolares residentes donde sobreviven y empiezan a multiplicarse (Wigginton and

Kirschner, 2001; Flynn and Chan, 2001b).

La diseminacion de organismos viables a partir de este estado de la infeccion
hacia el sistema linfitico o sanguineo es critica para el establecimiento de la
enfermedad. El mecanismo preciso de diseminacion es todavia desconocido, pero se
asume que los macréfagos estan involucrados en este transporte. Se ha propuesto
también que las células dendriticas por ser células migratorias desempefien un papel

importante en la diseminacion tisular de M. tuberculosis (Smith, 2003).

M. tuberculosis es capaz de infectar y replicarse dentro de una amplia variedad
de células de mamifero en cultivo, incluyendo neumocitos transformados (McDonough
and Kress, 1995; Mehta et al., 1996; Zhang et al., 1997; Castro-Garza et al., 2002).
Garcia-Pérez y col., (2003), han sugerido que la internalizacion de M. tuberculosis en
estas células no fagociticas puede ser a través de macropinocitosis o un proceso de
fagocitosis inducido, y posiblemente algun producto bacteriano secretado es responsable
de inducir este fendmeno. Las células epiteliales pueden representar un medioambiente
ideal y seguro para la replicacion de M. tuberculosis, lejos de los mecanismos
bactericidas de los macréfagos. También esta localizacion puede facilitar el acceso

directo a los sistemas linfatico y sanguineo del hospedero por la alteracion del endotelio
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vascular pulmonar sin necesidad de macrofagos acarreadores como lo hacen otros

patogenos respiratorios (Cundell and Tuomanen, 1994; McDonough and Kress, 1995).

Utilizando un sistema de cultivo de 6rganos de mucosa respiratoria humana con
una interfase de aire Middleton y col., (2002), reportaron que M. tuberculosis se adhiere
preferentemente en areas previamente dafadas del epitelio y luego invade el tejido.
Relevante es el hecho de que en este modelo no encontraron células inmunes
involucradas en el proceso de invasion, aunque probablemente porque se eliminaron
durante el proceso de preparacion del 6rgano. Sin embargo la falta de sensibilidad para
detectar la presencia de las bacterias y su localizacion en el epitelio evitd que

determinaran cual fue la ruta de invasion al tejido.

Debido a la naturaleza de la patogénesis de M. tuberculosis, el entendimiento de
la interaccion entre este patogeno y el sistema inmune es de importancia basica para
revelar algunos aspectos del proceso infeccioso y contribuir al disefio de nuevos

farmacos y estrategias de vacunacion (Giacomini et al., 2006).

5.3 Respuesta inmune ante M. tuberculosis.

El establecimiento de la infeccion por M. tuberculosis y el progreso hacia la
enfermedad depende del balance que se dé entre los factores bacterianos para producir
enfermedad y los mecanismos inmunes para el control de la infeccion y eliminacion de
la bacteria. Se han realizado extensos trabajos para analizar la respuesta de las células
inmunes ante la infeccion por micobacterias (Korbel et al., 2008). Tales estudios se han
realizado en modelos in vitro utilizando lineas celulares y cultivos primarios de células
provenientes de pacientes o animales. Asi mismo, los modelos animales de

experimentacion han aportado una gran cantidad de informacion en este aspecto.
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M. tuberculosis es trasmitida por la aspiracion de aerosoles seguida del
establecimiento de la infeccion en los pulmones. M. tuberculosis sobrevive, reside y
prolifera principalmente dentro de macréfagos alveolares; sin embargo, estudios
recientes han mostrado que células dendriticas también fagocitan a la bacteria. Estos dos
tipos de células presentadoras de antigenos estan presentes en el pulmén y son activadas

enseguida de la infeccion (Sinha et al., 2006; Wolf, et al., 2007; Korbel et al., 2008)

Durante el curso de la enfermedad, la respuesta inmune contribuye al dafio tisular
severo. Esta respuesta puede ser mediada por células T y macréfagos activados. Si la
regulacion es inapropiada, la enfermedad se establece y progresa o puede dar lugar a una
infeccion latente (Smith, 2003). La respuesta inmune celular contra la tuberculosis
involucra macrofagos, células T CD4", células T CDS8", y células Ty (Feng et al., 2001;
McShane et al., 2001; Lazarevic and Flynn, 2002).

La eliminacién de las bacterias por los macréfagos alveolares depende de la
presencia de linfocitos, asi como de la activacion por IFN-y, liberado por células Thl y
otras células de la respuesta inmune (como células NK y T CD8") que migran al sitio de
la infeccion en respuesta a las sefales quimiotacticas generadas por los macrofagos

infectados (Carranza et al., 2006; Korbel et al., 2008).

M. tuberculosis evade la respuesta inmune del hospedero mediante la
manipulacion de las vias de sefializacion celular (Koul ez al., 2004). Los mecanismos
mas importantes son la supresion de la produccion de IL-12 (Nigou et al., 2002), la
prevencion de la fusion fagosoma-lisosoma (Deretic et al., 2006) y la regulacion

negativa de la apoptosis de los macrofagos hospederos (Loeuillet ez al., 2006).

La respuesta inmune producida por el hospedero depende de la virulencia de
M. tuberculosis. Macrofagos derivados de médula dsea infectados con diferentes
genotipos de M. tuberculosis muestra que cada genotipo tiene la habilidad de inducir
diferentes niveles de expresion de citocinas que pueden ser relacionadas con su

patogénesis durante la infeccion (Chacon-Salinas et al., 2005).
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Las citocinas juegan un papel importante en la interaccion, modulacion y
regulacion del sistema inmune (Mohan et al., 2001; van Deventer, 2001). Las células
inmunitarias liberan dos patrones conocidos de citocinas: las tipo 1 (pro-inflamatorias)
como [FN-y, IL-12, IL-2, TNF-a, IL1p e IL-1a; las citocinas tipo 2 (anti-inflamatorias)
como IL-4 e IL-10 (Schluger, 2005; van Crevel et al., 2002).

El control inmunolégico de la infeccion por M. tuberculosis estd basado en una
respuesta Th1 (Collins and Kaufmann, 2001; Flynn and Chan, 2001b). Citocinas como
IL-12, IFN-y y TNF-a son esenciales para la proteccion contra este patdgeno (Jung

etal.,2003).

La produccion de IL-12 es inducida (después de Ila fagocitosis de
M. tuberculosis), por los macrofagos y células dendriticas, las cuales inducen el
desarrollo de una respuesta Th1 con produccion de IFN-a (Collins and Kaufmann, 2001;
Nolt and Flynn, 2004; Trinchieri, 2003; Pathak et al., 2005). La importancia de IL-12 en
el control de la infeccion por M. tuberculosis se puede observar en el raton deficiente del
gen-IL-12p40. Cuando estos ratones se infectan, muestran una carga bacteriana
importante y una disminucion del tiempo de sobrevida en relacion con los ratones del
grupo control. Esto probablemente se debe a una reduccion sustancial en la produccion
de IFN-y. Los humanos con mutaciones en los genes IL-12p40 o en el receptor de IL-12
presentan una disminucion en la produccion de IFN-y a partir de células T y son mas
susceptibles a la diseminacion de BCG y a las infecciones por M. avium. Existe
evidencia de que la vacuna DNA-IL-12 podria reducir sustancialmente el numero de
bacterias en el raton con una infeccion tuberculosa cronica, sugiriendo que la induccion
de esta citocina pudiera ser un factor importante en el disefio de una vacuna

antituberculosa (Pulendran, 2004; Araujo ef al., 2008).

El IFN-y es clave en el control de la infeccion por M. tuberculosis. (Condos
et al., 2003). Esta citocina es producida por las células T CD4+ y T CD8+ durante la
infeccion tuberculosa y por las células natural killer (NK) (Jeevan et al., 2006; Korbel

et al., 2008). INF-y, es una citocina activadora de macréfagos requerida para la
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inmunidad mediada por células, induce la fusion fagolisosomal y la eliminacion de las
bacterias intracelulares (Jeevan et al., 2006). Su produccion es estimulada por 1L-12 y
suprimida por IL-10 (Pulendran, 2004). Niveles elevados de RNAm correspondiente a
INF-y, asi como de la citocina estdn frecuentemente relacionados con una mejor

respuesta inmune anti-M. tuberculosis (Condos et al., 2003).

Recientemente, se ha reportado la produccion de IFN-y dependiente de IL-12 en
los macrofagos alveolares infectados con micobacterias. El raton deficiente en IFN-y
(knock-out, GKO) es mas susceptible a cepas virulentas de M. tuberculosis (Cooper
et al., 1993; Pearl et al., 2001). La diseminacion es consecuencia de una falla en la
formacion de granuloma, debido que no hay produccion de las citocinas (principalmente
del TNF-a)) y quimiocinas involucradas en este proceso. En este caso, el IFN-y exdgeno
no tiene la capacidad de activar a los macréfagos. El efecto de la falta de IFN-y es el
crecimiento sin control del bacilo en los 6rganos del raton GKO, y aunque se forman
granulomas, éstos se vuelven rapidamente necroticos. En estos ratones la activacion de
los macrofagos es defectuosa lo que contribuye en gran medida a la susceptibilidad. La
IL-12 también ha sido detectada en granulomas tuberculosos (Nicholson et al., 1996;

North and Jung, 2004; Araujo et al., 2008).

M. tuberculosis, es un potente inductor de IL-12 y debido a que la produccion de
IFN-y es dependiente de IL-12, la respuesta de IFN-y es detectada siempre en huéspedes
infectados (Jung et al., 2003; Cooper et al., 2002). Aunque la produccioén de IFN-y, por
si sola es insuficiente para el control de la infeccion por M. tuberculosis, se requiere de
esta citocina para tener una respuesta protectora a este patdgeno (Cooper et al., 2002,
2007). EL IFN-y, es producido tanto por sujetos PPD positivos sanos como por
enfermos. Si bien, la produccion de IFN-y puede variar mucho entre sujetos y algunos
estudios sugieren que los niveles de IFN-y estan disminuidos en pacientes con TB activa
(Pai et al., 2004), 1a medicion de solo esta citocina puede no ser un marcador confiable

de respuesta inmunitaria protectora.
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El TNF-o es una citocina pleiotropica producida principalmente por los
monocitos y macrofagos (Dempsey et al., 2003), se requiere para generar la respuesta
granulomatosa y para una inmunidad mediada por células efectiva (Smith et al., 2002;
Saunders et al., 2005). Los datos encontrados por Cho y col., (2005), sugieren que la
dosis de TNF-a es crucial para la estimulaciéon de la expresion optima de citocinas
protectoras y contribuye al control de la replicacion de la micobacteria. Sin embargo, en
grandes cantidades, puede producir necrosis en los pulmones. En modelos animales, la
ausencia de TNF-a impide cualquier control del crecimiento de M. tuberculosis. La
eliminacion intracelular de M. tuberculosis estda mediada por la produccion de NO
(6xido nitrico, por sus siglas en inglés) inducida por el TNF-o, sin esta induccion
M. tuberculosis crece sin control. Sin embargo el exceso del TNF-a puede ser, como ya
se mencionod, en extremo dafiino. Si en el modelo experimental, el animal recibe una
dosis elevada de este factor, el animal muere. El andlisis histopatolégico muestra
inflamacion pulmonar tan grave que, aun cuando las micobacterias hayan sido
eliminadas, el dafio al huésped debido a inflamacion no regulada ocasiona la muerte

(Arriaga et al., 2002).

Otra citocina involucrada es la IL-1 (IL-lo e IL-1B), es una citocina
multipotencial prototipica, importante en la inmunidad protectora antimicobacteriana en
etapas tempranas (Fremond et al., 2007, Yamada et al., 2000). Los cambios en las
respuestas inmunes producidas por IL-1 incrementan la produccion de anticuerpos y la
sintesis de linfocinas, regula positivamente los receptores para IL-2, y aumenta las
respuestas mitogénicas de las células del bazo hacia el lipopolisacarido bacteriano
(Yamada et al., 2000). La IL-1p es producida principalmente por monocitos, macrofagos
y células dendriticas (Perregaux et al., 2002). En pacientes con tuberculosis y en el sitio
de la enfermedad es producida en exceso (Tsao et al., 2000). Participa en la regulacion
de la maduracion de células dendriticas (Wesa and Galy, 2001; Mellman and Steinman,

2001).

En contraste con el TNF-q, la interleucina 10 (IL-10) es considerada una citocina

antiinflamatoria, la cual es producida por macréfagos y células T durante la infeccion
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por M. tuberculosis. Posee propiedades desactivantes de macréfagos, incluyendo la
alteracion de la produccion de IL-12, la cual a su vez disminuye la produccion de IFN-y

por las células T (Rivas-Santiago et al., 2005).

Al parecer M. tuberculosis activa las sefiales opuestas y dependientes de TNF-a e
IL-10 en la induccion de la apoptosis de macréfagos; y el balance entre ambas citocinas
influye sobre la apoptosis y/o sobrevivencia del macréfago (Rojas et al., 1999; Patel
et al.,2009). La IL-10 ha sido implicada en la modulacién de la produccion excesiva de

IL-12, TNF-a e IFN-y durante infecciones intracelulares (Hickman et al., 2002).

Los macrofagos de pacientes tuberculosos son supresores de la proliferacion de
las células T in vitro, y la inhibicion de IL-10 revierte parcialmente esta supresion. La
IL-10 inhibe directamente las respuestas de los linfocitos T CD4+, asi como también la
presentacion de antigenos por las células presentadoras infectadas con micobacterias. La
IL-10 puede actuar en contra de las propiedades de activacion del macrofago por parte

del IFN-y (Rojas et al., 1999; Gong et al., 1996).

La presencia de respuesta Th2 y de IL-4 en TB estd sujeta a controversia.
(Lienhardt et al., 2002); Sin embargo, la deteccion de IL-4 es variable y aunque algunos
reportes indican que existen varias respuestas Th2 en la enfermedad tuberculosa, esto no
ha sido fehacientemente demostrado (Jung et al., 2002, 2003). Es la deficiencia de IFN-y
la que evita el control de la infeccidén y no la presencia de IL-4 u otras citocinas Th2. En
un estudio de expresion de genes de citocinas en los granulomas de pacientes con
tuberculosis avanzada mediante hibridizacion in situ, IL-4 fue detectada en 3/5 partes de
los pacientes, pero nunca en ausencia de expresion de [FN-y (Fenhalls et al., 2000). Sin
embargo multiples estudios refieren a la interleucina-4 (IL-4) como una importante
citocina regulatoria producida por linfocitos Th2, mastocitos, basofilos y células NK que
inhibe la produccion de IFN-y, la activacion de macrofagos por IFN-y y potencia la
diferenciacion de células T CD4" en células Th2 (Yao et al., 2005). Se ha sugerido que
tiene efectos perjudiciales en la eficacia antibacteriana de la respuesta Thl y efectos

marcados en la toxicidad de TNF-a, y en la fibrosis (Hernandez-Pando et al., 2004). La
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accion de IL-4 en tuberculosis es dirigida a los macrofagos en ratones BALB/c y puede
incluir un efecto antagonista en la activacion de IgA/IFN-y inducida y en la produccion
de oxido nitrico (Buccheri et al., 2007). En humanos, un aumento en la produccion de
IL-4 se ha asociado con el desarrollo de tuberculosis activa (Ordway et al., 2004;
Demissie et al., 2006). En pacientes con tuberculosis es altamente bioactiva y

generalmente producida en baja cantidad (Lienhardt et al., 2002).

Los modelos animales han sido muy utiles para el estudio de diferentes estados
de la infeccion de M. tuberculosis y a la respuesta inmune del hospedero. Las tres
especies mas utilizadas son raton, cuyo y conejo. Los ratones son los mas usados debido
a su bien estudiada genética, la disponibilidad de medir citocinas, su bajo costo de
mantenimiento comparado con los otros animales (Orme and McMurray, 1996), asi
como a la existencia de cepas singénicas resistentes o sensibles a la infeccion por M.

tuberculosis (Kramnik et al., 2000).

Las micobacterias se inoculan en los animales por via intravenosa, intratraqueal o
mediante aerosoles. Se considera que la inoculacion de una dosis baja por inhalacion de
aerosoles es el método fisiologicamente natural para infectar los animales con
M. tuberculosis. El modelo con ratones BALB/c esta bien caracterizado (Schwebach

et al., 2002; Gupta and Katoch, 2009).

Estudios realizados por Barrios-Payan y col., (2006), con ratones BALB/c
infectados con cepas virulentas de M. tuberculosis muestran que los neutréfilos son las
células inflamatorias mas abundantes en la primer semana después de la infeccion y son
una fuente importante de citocinas proinflamatorias (IL-1, IL-8 y TNF-a), contribuyendo

al reclutamiento temprano de macréfagos y linfocitos y a su activacion.

Cuando ratones BALB/c son infectados con M. tuberculosis (H37Rv) via
intratraqueal existe una fase inicial de resistencia parcial dominada por citocinas del tipo
Th-1 mas TNF-a y la isoforma inducible de sintasa del 6xido nitrico (iNOS), seguida

por una fase de enfermedad progresiva caracterizada por un incremento en la expresion
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de IL-4, disminucion en la expresion de TNF-a e iNOS, y bajos niveles de

hipersensibilidad tardia (Fabre et al., 2004).

Los resultados obtenidos con un modelo murino usando ratones hibridos C57Bl1/6
x DBA/2 F1, sugirieron que la tuberculosis latente es inducida y mantenida por un
patron de citocinas tipo 1 mds TNF-a y que las micobacterias se localizan
principalmente en macrofagos alveolares e intersticiales, asi como en el epitelio
bronquial, células endoteliales y fibroblastos de areas histolégicamente normales o con

evidencia de una respuesta inmune local (Arriaga et al., 2002).

Recientemente se han realizado estudios para intentar determinar la participacion
de los neumocitos en la respuesta inmune ante una infeccion. El gran nimero de células
epiteliales en los alvéolos hace que la probabilidad de interaccion con una bacteria
infectando el tejido pulmonar sea alta. En un estudio que realizamos previamente
encontramos que la linea celular A549 (neumocitos humanos tipo II) produce y libera al
medio de cultivo TNF-a, cuando son infectados con M. tuberculosis o M. bovis BCG.
Esto mismo ocurre cuando los neumocitos se cultivan con sobrenadantes provenientes
de cultivos de células A549 o monocitos humanos de sangre periférica previamente

infectados con estas mismas especies de micobacterias (Castro-Garza et al., 1997).

Investigadores han encontrado que las células epiteliales de pulmon, tanto in vivo
como in vitro y provenientes de diferentes especies son capaces de producir diversas
quimiocinas (Debbabi et al., 2005), moléculas protectoras como lipocalina (Saiga et al.,
2008), defensinas (Rivas-Santiago et al., 2008), NO (Yuhas et al, 2009), asi como
citocinas. Entre las citocinas producidas por células epiteliales que han sido reportadas
estan TNF-o (McRitchie et al., 2000; Bansal et al., 2009), IL-10 (Haase et al., 2007),
IL-8 (Lee et al., 2005; Kohwiwattanagun et al., 2007) e IL-18 (Pechkovsky et al., 2006),
sin descartarse que tengan la capacidad de producir otras citocinas, hasta que no haya
sido estudiada esta posibilidad. Por lo cual se plantea que las células epiteliales del
pulmoén tienen un papel en la respuesta inmune innata y en el inicio de la respuesta

inmune especifica en contra de la infeccion.
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5.4 Modelo de rebanadas de tejido pulmonar.

Tanto los modelos in vitro como los modelos animales han sido muy utiles en el
estudio de diferentes aspectos de la tuberculosis. Sin embargo, el modelo de rebanadas
de tejido es un conveniente modelo intermedio que puede ser clasificado como in vitro o
ex vivo. Este modelo reduce el nimero de animales usados en experimentacioén. En las
rebanadas de tejido se mantiene la arquitectura tisular, de tal manera que todos los tipos
celulares del tejido estan presentes en una sola rebanada (Parrish ef al., 1995; de Kanter
et al., 1999; Lerche-Langrand and Toutain, 2000). Ademads se conservan las relaciones
intercelulares, asi como de las células con la matriz extracelular y por consiguiente, se
refleja mejor el complejo nivel de organizacion bioldgica dentro del 6rgano (Gandolfi
et al., 1996). En contraste con otros modelos in vitro, la preparacion de rebanadas de
tejidos no requiere del uso de enzimas proteoliticas que rompen las interacciones
intercelulares y que pueden dafiar a las células. Ademas, las condiciones de preparacion
y aislamiento de rebanadas de tejidos a partir de diferentes 6rganos y especies,
incluyendo humanos, son similares, por lo que resulta un modelo 1til para llevar a cabo
estudios entre especies y entre 6rganos de una misma especie (Brendel et al., 1987). La
utilizacion de rebanadas de tejidos permite evaluar el dafio celular especifico mediante

técnicas microscopicas, tanto de luz como electronicas (Phelps et al., 1987).

Rebanadas de tejido de diferentes 6rganos se han utilizado para muy diversos
estudios; entre estos organos se incluyen higado, rifion, corazon, intestino, prostata y
bazo (Parrish et al., 1995; Bach et al., 1996; de Kanter ef al, 1999, 2002a). Para pulmon,
se ha desarrollado un procedimiento que le proporciona consistencia solida, lo que
permite preparar y cultivar rebanadas de este tejido (Stefaniak et al, 1992; Jaramillo,

2006).

El modelo de rebanadas de pulmén se ha utilizado para estudiar el metabolismo
de algunos farmacos (Vickers et al., 1997), la induccién de factores transcripcionales y

de unién a DNA inducidos por arsénico (Wijeweera et al., 2001), el metabolismo de
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xenobioticos (de Kanter et al., 2002b), los blancos celulares de combustibles (Hays
et al., 2003), la respuesta frente a alergenos (Wohlsen et al., 2003), el metabolismo de la
nicotina (Price et al., 2004), o como modelo para estudiar fibrosis pulmonar (Kasper

etal., 2004).

A pesar de las multiples aplicaciones que presenta este sistema su empleo para el
estudio de mecanismos y efectos de la infeccion por bacterias y virus ha sido muy
reducido (Ebsen et al., 2002; Goris et al., 2009). Recientemente, nuestro grupo inicid el
trabajo con el modelo de rebanadas de tejido. A la fecha se ha logrado el cultivo de
rebanadas de pulmén con buenas condiciones morfologicas y de viabilidad determinadas
por histologia (tincion de hematoxilina y eosina) y por la capacidad de los cultivos para
reducir la sal de tetrazolio MTT (Jaramillo, 2006). Basado en ese trabajo, ahora
realizamos la infeccion de rebanadas de pulmén murino con micobacterias y analizamos
la localizacion preferente del bacilo en el tejido. También, en el presente trabajo se ha
logrado realizar los primeros ensayos con este modelo para la cuantificacion de citocinas
luego de la infeccion con micobacterias. Contar con un modelo mas para el estudio de la
patogénesis de M. tuberculosis con las ventajas que presenta las rebanadas de tejido
pulmonar puede ser de gran utilidad para en un futuro determinar mecanismos de accion,
respuesta inmune inicial e interacciones celulares en la patogénesis de la enfermedad y

posiblemente en el estudio de otros patégenos de vias aéreas.
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1 Disefio experimental

Para la realizacion de este trabajo dividimos el protocolo de investigacién en
3 etapas: a) obtencion de rebanadas de tejido pulmonar y analisis de su viabilidad
utilizando criterios histoldgicos b) cultivo e infeccion de rebanadas de pulmoén; y
¢) cuantificacion de la induccidn de citocinas mediante PCR cuantitativa en tiempo real
y ELISA. El andlisis estadistico para los diferentes ensayos se describe en cada apartado

correspondiente en la seccion de métodos o de resultados.

6.2 Animales de laboratorio

Se utilizaron ratones machos de la cepa BALB/c con edad de entre 18-20
semanas, los cuales fueron obtenidos de Harlan México, S.A. de C.V. con un periodo de
aclimatizacion minimo de 2 semanas antes de usar. Se les proporcion6 alimento para
roedores PURINA® y agua a libre demanda, haciendo cambios de cama, agua y alimento

cada tercer dia.
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6.3 Cultivo de micobacterias

Mycobacterium tuberculosis cepa H37Rv ha sido utilizada ampliamente en
estudios de patogénesis de la tuberculosis (Brennan et al., 1996). Las bacterias se
cultivaron en medio Middlebrook 7H9 (Becton Dickinson, Maryland, USA) y
suplementado con acido oleico, albumina, dextrosa y catalasa (OADC) (Becton
Dickinson, Maryland, USA) y 0.2 % de glicerol a 37°C con una atmodsfera de 5% de
CO,. Para la produccion de lotes grandes de bacterias y su criopreservacion, la cepa se
cultivd en volumenes de 100 ml en frascos de cultivo de 490 ml con tapon de rosca
(Costar-Corning, New York, USA) por 7 dias. Al final del tiempo de incubacion, la
suspension bacteriana se homogenizo6 por agitacion vigorosa para eliminar los agregados
bacilares y se distribuyeron en alicuotas de 1.2 ml en tubos de pléstico estériles con
tapon de rosca de 2.0 ml y se almacenaron a -70 °C para mantener la cepa sin cambios a
través de todo el proyecto. En el transcurso de la semana posterior a la congelacion se
tomaron tres tubos al azar, se prepararon diluciones 1:10 y se sembraron en medio de
cultivo 7H10 para determinar el niimero de unidades formadoras de colonias por
mililitro (UFC/ml) del cultivo almacenado. Mycobacterium bovis BCG, cepa no
patogénica (Oettinger et al., 1999), fue cultivada bajo las mismas condiciones que

M. tuberculosis hasta obtener alicuotas de 1.2 ml de cultivo almacenadas a -70°C

(figura 1).

Cultivo en medio A
E:? Middlebrook 7H9 [1} Cultivo stock
suplementado
M tuberculosis H37TRv 3IT°C/5% CO, ‘D'
M. bovis BCG Almacenar alicuotas de

1.2mla-70°C

Figura 1. Diagrama de cultivo de micobacterias. M. tuberculosis H37Rv y M. bovis BCG
fueron inoculadas en medio de cultivo Middlebrook 7H9 suplementado e incubadas a 37°C
con una atmoésfera de CO, al 5% para obtener alicuotas y criopreservarlas -70°C.
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6.4 Obtencion y cultivo de rebanadas de pulmon.

6.4.1 Obtencion de rebanadas de tejido pulmonar

Todo el proceso de obtencion de rebanadas de pulmoén fue realizado en
condiciones asépticas y con material y soluciones estériles. Los ratones BALB/c fueron
sacrificados mediante dislocacion cervical y se disecto la piel del abdomen y térax para
abrir la cavidad pleural a lo largo de la linea media del cuerpo. Se canul6 la traquea con
una sonda y se instilo agarosa al 0.7% disuelta en medio de cultivo RPMI 1640
(Gibco/Invitrogen, New York, USA) a 40°C, hasta llenar los pulmones, luego éstos se
cubrieron con hielo para enfriar rapidamente la agarosa y permitirla solidificar para que
los pulmones adquirieran una consistencia adecuada para obtener las rebanadas.
Posteriormente, los dos pulmones de cada animal fueron extraidos y separados; se
colocaron en solucion Krebs-Henseleit (pH 7.4) (6.9 g NaCl, 0.36 g KCI, 0.13 g
KH,POy, 2.11 g NaHCO3, 4.50 g D-glucosa anhidrida, 0.25 g MgSO,4. 7H,0, 0.425 g
CaCl,.2H;0 en 1 L de agua MilliQ) y después de limpiar la superficie del 6rgano con la
misma solucioén se colocaron en un vaso de precipitado de 250 ml con solucion Krebs-
Henseleit. Se obtuvieron cortes cilindricos de tejido pulmonar utilizando un sacabocados
de acero inoxidable de 5 mm de diametro. A partir de los cilindros de tejido se
prepararon rebanadas de pulmén de 5 mm de didmetro y entre 350-450 pm de grosor,
utilizando un rebanador Brendel-Vitron (Vitron, Inc, Tucson Arizona, USA) con flujo
constante de solucion Krebs-Henseleit a 4°C y una mezcla de O,/CO; (95:5 %). Las
rebanadas se colectaron y colocaron en un vaso de precipitados de 500 ml con solucion
Krebs-Henseleit a 4°C. Una de las variantes que se realizaron en los ensayos
preliminares fue la concentracion de agarosa para instilar y rellenar los pulmones antes

de extraerlos del animal, se utilizaron concentraciones de 0.5 a 0.8 % (figura 2).
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6.4.2 Cultivo de rebanadas de pulmoén

Las rebanadas recuperadas en solucion Krebs-Henseleit se transfirieron a
microplacas de 24 pozos (Corning Incorporated, New York, USA), colocando una
rebanada por pozo conteniendo 1 ml de medio de cultivo DMEM/F12 (Sigma Chemical
Company, Missouri, USA) suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB) (Gibco
BRL Laboratorios, New York, USA) y 25 mM de glucosa (Sigma Chemical Company,
Missouri, USA). Las microplacas se incubaron a 37°C y 5% CO; en agitacion lenta (~40
rpm). Después de 1 hora se realizd el primer cambio de medio DMEM/F12
suplementado (10% de SFB y 25 mM de glucosa), seguido de 3 cambios de medio cada
30 min para eliminar la agarosa. Para determinar el numero adecuado de cambios de
medio, en los estudios preliminares, se realizaron cada hora durante las primeras 6 horas

de incubacion (figura 3).

Infiltracion de agarosa
al 0.7% disueltaen
medio de cultivo

Sacrificio de ratones Exposicion de la traquea
cepa BALB/c para su canulacion

Obtencion de cilindros

de tejido (5mm)

N

IS s, N
| o=
2 7 . ™ Extraccion de

pulmones

Obtencion de rebanadas de pulmon
utilizando rebanador Brendel-¥itron

Figura 2. Diagrama de obtencion de rebanadas de tejido pulmonar.
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Incubacion en microplacas
a37°C en atmde 5% CO.,

E:

Cultivo de rebanadas de pulmén

DMEM/F12 + 10 % SFB y 25 mM Glc.

T il ] (7
Incubacion enmicroplacas Cambio de medio a la primer

a 37°C en atm de 5% CO, hora y ¢/30 min por 1h y media

Figura 3. Diagrama de cultivo de rebanadas de pulmon.

6.5 Infeccion de las rebanadas de tejido

La densidad celular del tejido pulmonar es de un 10% en comparacion con otros
organos del cuerpo, debido a que la mayor parte del pulmén se compone de espacios
aéreos. Una rebanada de tejido hepatico de 250 p grosor y 5 mm didmetro contiene
aproximadamente 2 X 10° células (AJ Gandolfi, comunicacién personal) por lo que
estimamos que las rebanadas obtenidas en este trabajo, con un promedio de 400 um de
grosor, contienen aproximadamente 3.6 X 10° células. En los ensayos de estandarizacion
para la técnica de infeccion de rebanadas, se inocularon bacterias en una relacion de 10:1
y de 5:1 (bacterias:célula). Por los resultados obtenidos determinamos que el mejor

in6culo fue en una relaciéon de 5:1.

Las rebanadas se infectaron en las microplacas, luego del ultimo lavado para
retirar la agarosa. A cada pozo con rebanada se le adicionaron 250 pl de medio DMEM

completo, enseguida se le adiciond el indculo directamente sobre la rebanada. Las
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rebanadas infectadas se incubaron a 37°C y 5% CO, por 1 h sin agitacion para facilitar la
adherencia y posterior invasion de las micobacterias al tejido. Después se adiciono a
cada pozo medio de cultivo suficiente para alcanzar un volumen final de 1 ml por pozo y
se incubaron por 2, 6, 12, 24 y 48 horas (ver figura 4). El in6culo bacteriano se obtuvo a
partir de los cultivos almacenados a -70 °C y a los cuales se les habia determinado
previamente el nimero de UFC/ml, con base en el cual se calcul6 el nimero de bacterias

inoculadas.

El procedimiento anterior se utilizd para las rebanadas inoculadas con
M. tuberculosis y con M. bovis BCG. Para la muestra testigo negativo (sin infectar),
después de retirar el medio de cultivo de los pozos conteniendo las rebanadas, a cada
pozo se le agregd 250 pl de medio, se incubod a 37°C y 5% de CO; por 1 h sin agitacion y
después se adiciond a cada pozo mas medio de cultivo para alcanzar un volumen final de

1 ml por pozo y se incubaron por 2, 6, 12, 24 y 48 horas.
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Agregar 250 pl de medio
de cultivo e Inocular (5:1)

l l

Agregarbacterias Control sin bacternias
en las rebanadas

I
v v
M. tuberculosis M. bovis
H37Rv BCG

\ 4

Incubar 1 hen reposo a
37°Cen atm de 5% CO,

v
Adicionar medio
DMEM hasta 1ml

v
Incubara37°Cen atmde 5% CO, a
diferentes tiempos (2,6, 12,24 y 48 h)

Figura. 4. Diagrama de infeccion de rebanadas de pulmén. A cada pozo se le agregaron
250 ml de medio para cubrir la rebanada e inmediatamente después se inocul6 con las cepas
bacterianas en una relacion de 5:1 (bacterias:célula). Se incubaron a 37°C y 5% de CO, por 1
h sin agitacion y después se adicioné a cada pozo el medio de cultivo suficiente para
alcanzar un volumen final de 1 ml por pozo y se incubaron por 2, 6, 12, 24 y 48 horas.
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6.6 Extraccion de RNA total a partir de rebanadas de tejido pulmonar

6.6.1 Proceso de extraccion de RNA de rebanadas de pulmoén

Al final de cada tiempo de incubacion, las rebanadas infectadas con
M. tuberculosis cepa H37Rv o M. bovis cepa BCG y las rebanadas no infectadas se
transfirieron a su correspondiente tubo eppendorf de 1.5 ml conteniendo 300 pl de
solucion de estabilizacion RNAlater (Qiagen, USA) para evitar el deterioro del RNA; se
mantuvieron por 12 h a 4°C y posteriormente se almacenaron a -20°C. Todo el proceso
desde la infeccion hasta el aislamiento del RNA se realiz6 en un laboratorio de

bioseguridad nivel 3.

La extraccion del RNA total se realizd con material libre de RN Asas, como tubos
para microcentrifuga certificados, agua DEPC, soluciones disueltas en agua DEPC,
recipientes de vidrio y material quirargico horneados a 300 °C por 3h, micropipetas
reservadas para ese uso y camaras de electroforesis tratadas con RNase AWAY
(Molecular Bio-Products, CA, USA). Se usaron guantes para evitar la contaminacion
con las RNAsas. El agua DEPC se prepar6 anadiendo 1mL de DEPC 6.9M
(dietilpirocarbonato, Calbiochem-Novabiocheem Corporation, CA, USA) en 1 L de agua
procesada en filtros MilliQ, se homogenizd por agitacion, se incubo a 37 °C por un

minimo de 12 h, y se esteriliz6 por autoclave durante 15 min para hidrolizar el DEPC.

El RNA de rebanadas infectadas de pulmon infectadas con M. tuberculosis cepa
H37Rv, M. bovis cepa BCG y rebanadas sin infectar se extrajo utilizando el kit de
extraccion RNeasy” Protect Mini (Qiagen, USA), siguiendo las instrucciones del
fabricante, como se describe a continuacion. Para el proceso de extraccion de RNA, cada
rebanada se descongel6 a temperatura ambiente por 30 min y se transfirid a un tubo con
tapon de rosca de 2 ml conteniendo una matriz de silica (MP Biomedicals, USA) para la

lisis de las bacterias y se le agregaron 600 pl de solucion RLT adicionado con DTT 2M.
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Los tubos conteniendo cada muestra individual se colocaron en el equipo FAST PREP
(FP 120, BIO 101 Inc. Carlsbad, CA, USA) y se procesaron por 40 segundos a una
velocidad de 6.0 m/seg una sola vez. Al término del ciclo de lisis, se procedid a
centrifugar a 12,000 Xg por 3 min y el sobrenadante se transfirié a un tubo eppendorff
nuevo de 1.5 ml. Se adiciond 1 volumen de Etanol al 70% y se agité con pipeta por 5
seg. Inmediatamente, se pasaron 700 pl de la muestra a la columna RNeasy en un tubo
de recoleccion de 2 ml y se centrifugo6 a 8,000 Xg por 15 seg, se descartd la solucion de
lavado (en el caso en que el volumen de muestra fue superior a 700 ul se repiti6 el paso
anterior). Se adicionaron 700 ul de solucion RW1 a la columna RNeasy y se centrifugé a
8,000 Xg por 15 segundos para lavar la columna. Se descartd la solucidon de lavado y se
adicionaron 500 pl de solucion RPE a la columna RNeasy y se centrifugd a 8,000 x g
por 15 seg y después de descartar la solucion de lavado se agregaron 500 pl de solucion
RPE a la columna RNeasy y se centrifug6 a 8,000 x g por 2 min. Para eliminar residuos
de solucion RPE o residuos del lavado, se coloco la columna RNeasy spin en un nuevo
tubo de recoleccion de 2 ml y se centrifugd a 12,000 Xg por un minuto, posteriormente,
se coloco la columna RNeasy en un nuevo tubo de recoleccion de 1.5 ml y se
adicionaron 30 pl de agua libre de RNasas directamente a la columna y se centrifugd a
8,000 x g por 1 min para eluir el RNA, el cual se almacen6 a -70°C hasta su uso. Una
vez aislado el RNA de las rebanadas, las muestras estaban libres de micobacterias vivas

y se procesaron en el laboratorio convencional acondicionado para biologia molecular.

6.6.2 Determinacion de la concentracion y pureza de RNA

Una vez extraido el RNA de las rebanadas infectadas con M. tuberculosis cepa
H37Rv o M. bovis cepa BCG y las rebanadas no infectadas; se valor6 su concentracion y
pureza mediante la lectura de las absorbancias a las longitudes de onda 260 y 280 nm en
el espectrofotometro NanoDrop Spectrophotometer ND-1000 (Thermo Scientific,

Massachusetts, USA). Se midi6 1.5 pl de la muestra directamente sin diluciones.
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La concentracion de RNA se calculd en base a la siguiente ecuacion:

Concentracion acido nucleico (ng/ml) = Az nm X C Formula 1
Donde:
Asso = Valor de la absorbancia a la longitud de onda de 260 nm.
C = Coeficiente de extincién molar: en el caso del RNA en solucién acuosa

equivale a 40.

El cociente de las absorbancias a las longitudes de onda de 260/280 nm nos
indica la calidad y pureza del RNA, considerandose de optima calidad si la relacion se
encuentra entre 1.8 - 2. Cuando esta relacion se encuentra por debajo de estos valores
nos indica la presencia de proteinas, fenoles, otros contaminantes o degradacion del

acido nucleico.

La integridad y calidad electroforética del RNA se obtuvo por visualizacién en
geles de agarosa al 1.5% en condiciones desnaturalizantes. La agarosa se disolvid en
solucion MOPS 1X preparada con agua DEPC adicionado con 0.66 M de formaldehido
en un volumen final de 30 ml. Diez microlitros de cada muestra fueron mezclados con
0.2 pl de bromuro de etidio (10 mg/ml) (Research Organic Inc., Ohio, USA) y 2 ul de
solucion de carga 5X. Las muestras se cargaron en el gel y se corrieron en una camara
de electroforesis horizontal (E-C minicel, New York, USA) por 45 minutos con una
fuente de poder (Fotodyne, Wisconsin, USA) a 80 V; la visualizacion se hizo en un

emisor de luz UV (Fotodyne, Wisconsin, USA).

6.7 Sintesis de DNA complementario (cDNA)

Posterior a la extraccion del RNA de cada muestra, se procedid a realizar las

reacciones de retrotranscripcion para la obtencion del DNA complementario (cDNA)
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utilizando el kit ImProm-II"™ Reverse Transcription System de Promega (Madison,
Wisconsin, USA) siguiendo las instrucciones del fabricante. Se prepard una mezcla que
incluyo 1 pl de hexameros al azar (0.5 pg/ul), un volumen de la muestra conteniendo
100 ng de RNA, y agua libre de nucleasas para completar un volumen de 5 pl. Se colocod
en el termociclador (PCR Sprint, Termo-Hybaid; Waltham, MA) a 70° C por 5 min y se
paso inmediatamente a 4°C por 5 min. Mientras tanto, se prepararon las mezclas de
reaccion de transcripcion reversa: 4 pl de buffer de reaccion ImProm-II"™ 5x (250mM
Tris-HCI pH 8.3, 375mM KCl y 50mM DTT.); 3 pul de MgCl, 25 mM; 1ul de mezcla
de dNTPs (10 mM de cada uno dGTP, dCTP, dATP y dTTP); 0.5 pul de inhibidor de
ribonucleasas recombinante RNasin® (20 U/ul); 1 pl de Transcriptasa Reversa ImProm-
1™ (20 U/ul) y agua libre de nucleasas para llevar a un volumen de 15 pl. Esta
preparacion se adiciono a la mezcla de RNA y se coloco en el termociclador a 25°C por

5 min, 42°C por 1 hora 'y 70°C por 15 min.

6.8 Cuantificacion de la expresion de citocinas mediante qPCR.

Para los ensayos de PCR cuantitativa de la expresion del RNA de las citocinas
TNF-o, IL1a e IL1B se utilizaron los ensayos de TagManA® Gene Expression Assays
marcados con FAM™ (Dye/MGB Probe) de Applied Biosystems. Como control
endogeno se utilizo el gene de raton GADP marcado con VIC™ (Dye/MGB Probe). Los
ensayos TagMan® emplean sondas fluorescentes que hibridan especificamente en la

secuencia blanco (Livak et al., 1995).

El estudio se realizd6 empleando el termociclador de tiempo real “Applied
Biosystems 7500 Real Time PCR System” (CA, USA). En la mezcla de reaccion se
agregaron 12.5 pl de Master Mix (TagMan® Universal PCR Master Mix (2X)), 1.25 ul
(20X Assay Mix), 3 ul de cDNA (100 ng/mL) y 11.7 ul de agua para un volumen total de
25 ul.
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Las condiciones de amplificacion fueron: activacion de 2 min a 50 °C, seguido
de 10 min a 95 °C y 40 ciclos de amplificacién (15 seg a 95 °C; 1 min a 60 °C). El
calentamiento inicial durante 10 minutos a 95 °C se debe a la utilizacion del sistema de
inicio en caliente (hot start) con el fin de reducir la formacion de productos no

especificos. La deteccion de fluorescencia se programo en la fase de extension.

Como primer paso para llevar a cabo el andlisis de expresion relativa, se realizd
una curva estdndar de amplificacion para cada uno de los genes a probar y del gene
endogeno, variando la concentracion de cDNA y graficando el logaritmo de Ia
concentracion de cDNA contra el ciclo umbral (Cr; ciclo de amplificacion, donde la
cantidad del amplicon llega a una cantidad predeterminada por el programa del
termociclador). Si los valores de correlacién (r*) para cada curva estaban cercanos a 1 se

consider6 que la amplificacion fue correcta y se procedio al siguiente paso.

Para la validacion del uso del gene GADP como control endogeno se analizo la
eficiencia de amplificacion del gene GADP y de cada uno de los genes en estudio
basados en los datos obtenidos de las curvas estandar y calculando por analisis de
regresion lineal los valores de la recta de la relacion entre el logjo de la concentracion
del cDNA vy el valor de la diferencia (ACr) entre la Ct del gene menos la Cr del gene
enddgeno para cada concentracion. Cuando el valor de la pendiente es cercana a 0, la
eficiencia de amplificacion para el control endogeno y los genes a estudiar son similares
y por lo tanto la expresion del gene enddgeno es adecuada para el andlisis de expresion
del resto de los genes. Se obtuvieron los ACt para cada muestra siguiendo la formula 2.
La pendiente de la linea de tendencia que se obtiene graficando el log, de la
concentracion de cDNA contra el ACr, debe de ser menor a 0.1 para validar que el ACr

no varia con respecto a la concentracion de cDNA.
ACt = Crgen blanco - Ct GADP Formula 2

Si la eficiencia de amplificacion era adecuada segin lo descrito en el parrafo
anterior, los datos de cuantificacion de la expresion de los genes en estudio podian ser

analizados por el método del AACr.
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6.8.1 Cuantificacion relativa por el método comparativo (AACr)

Se realiz6 la amplificacion de los genes de las citocinas (TNF-o, IL-1a e IL-15) y
del gene GADP mediante PCR en tiempo real de los cDNAs obtenidos de las rebanadas
infectadas con M. tuberculosis H37Rv, M. bovis BCG y las rebanadas no infectadas con
la metodologia ya mencionada en la seccion 6.7. Los Ct’s obtenidos para TNF-a, IL-1a
e IL-1p fueron normalizados con el gen referencia GADP (Formula 2) y se obtuvieron
los ACt para cada muestra. Posteriormente, se realizaron los célculos matematicos para
la obtencion de la cuantificacion relativa de TNF-a, IL-1a e IL-1f por el método AACr
(Livak and Schmittgen, 2001) utilizando como calibrador el control sin infeccion

(Férmula 3 y 4).

Formula 3

AACr = (ACr) gen blanco iempox — (Crmedia genblanco - Cryeqia GADP) Control giempo x

-AACT _ Expresion de gen blanco en rebanadas infectadas Férmula 4

relativa a la muestra control sin infeccion

6.9 Cuantificacion de la expresion de citocinas (TNF-a, IFN-y e IL-1a)
mediante la técnica de ELISA.

Los sobrenadantes de los cultivos de rebanadas infectadas con M. tuberculosis se
colectaron a los tiempos de incubacion determinados y se filtraron a través de
membranas con tamafio de poro de 0.2 um para eliminar todas las bacterias. Estos
sobrenadantes filtrados se utilizaron para la cuantificacion de las citocinas por el método

ELISA.
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Para la cuantificacion de las citocinas se utilizaron los ensayos Murine TNF-a
ELISA Development kit 900-K54, Murine IFN-y ELISA Development kit 900-K98,
Murine IL-la ELISA Development kit 900-K82 siguiendo las instrucciones del
fabricante (Peprotech, New Jersey, USA).

El anticuerpo de captura de conejo especifico para cada una de las citocinas se
diluy6 con PBS a una concentraciéon de 0.5 pg/ml y se agregaron inmediatamente 100 pl
de esta solucion a cada pozo de la microplaca (Costar, New York, USA), la cual se sello
con una pelicula adhesiva transparente (MicroAmp, California, USA) y se incub6 por 24
h a temperatura ambiente. Posteriormente, se lavé la microplaca 4 veces con 300 pl de
solucion de lavado por pozo y al final de los lavados se agregaron 300 pl de solucion de
bloqueo a cada pozo y se incubd por 1 h a temperatura ambiente. Después de la
incubacion, la microplaca se lavo de la misma manera que la vez anterior y se dejo
secar. Después de este proceso la placa se us6 inmediatamente. Para cada anélisis se
prepar6 una curva estandar de cada citocina con concentraciones entre 0 y 4000 pg/ml.
A cada pozo se le agregaron 100 pl de cada dilucion de las muestras a analizar y se
incub6 por dos horas para luego lavar 4 veces con 300 pl solucion de lavado por pozo
por vez. A cada pozo se agregaron 100 pl del anticuerpo de deteccion, el cual
previamente se diluy6 a una concentracion de 0.5 pg/ml (0.25 pg/ml por cada pozo); las
microplacas se incubaron por 2 h a temperatura ambiente. Luego de la incubacion, se
lavo como se describid previamente y se le agregaron 100 pl del conjugado Avidina-
HRP diluido previamente 1:2000 en diluyente (0.05% Tween-20, 0.1% BSA en PBS).
Se incubd por 30 min a temperatura ambiente y se lavd nuevamente para luego agregar
100 pl del substrato ABTS a cada pozo, incubandose a temperatura ambiente para el
desarrollo del color. La absorbancia a 450 nm con correccion a 650 nm se leyod cada
5 minutos después de agregado el substrato hasta por 35 min, cuidando que la densidad
optica (DO) del blanco no excediera las 0.2 unidades de DO y que la lectura de la
concentracion mas alta del estdndar no excediera las 1.2 unidades de DO. Las lecturas de
absorbancia se realizaron en un equipo SynergyTM HT Multinode Microplate Reader de
BioTek (VT, USA) con el software Gen5TM Data Analysis para finalmente proceder al

analisis de los resultados.
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Los datos se sometieron a pruebas de estadistica descriptiva y exploratoria. Se
comprobaron los requisitos de normalidad mediante el estadistico D con la prueba de
Kolmogorov-Smirnov para distribucién normal. Para probar la igualdad de las medias
se utilizd un analisis de varianza, y en aquellos casos en donde la hipotesis nula fue
rechazada se aplico la prueba de contrastes HSD (diferencia honesta significativa) de
Tukey para probar cuales medias fueron diferentes. Se mantuvo el nivel global de o de
todas las comparaciones en 0.05. El andlisis estadistico se llevo a cabo en el paquete

SPSS Statistics 15 (IBM Company, Chicago, Illinois, USA).

6.10 Analisis histopatologico

Para el analisis histopatoldgico, rebanadas de cada tiempo de incubacion y de
cada grupo experimental fueron fijadas en formalina neutra (10% en PBS) y se dejaron
por 24 horas a 4 °C para la inactivacion de las micobacterias (Castro-Garza, et. al.,
2007). Se utilizé una microplaca diferente para cada tiempo de incubacion, para evitar
que los vapores del formaldehido afectaran al resto de los cultivos celulares. Ademas las
rebanadas de cada grupo experimental se fijaron directamente en viales con 4 ml de
formol neutro. Luego, fueron incluidas en parafina en el histoquinette Citadel 1000
(Shandon, Pennsylvania, USA), se procesaron mediante la técnica histologica
convencional y se obtuvieron cortes de 5 um, los cuales fueron tefiidos con hematoxilina
y eosina (H&E) y con la tincion de Zielh Neelsen (Z-N) para ser analizados utilizando

un microscopio de luz con campo claro.
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7. RESULTADOS

7.1 Cultivo de micobacterias

Se cultivaron y criopreservaron a -70 °C las cepas micobacterianas. La cepa
H37Rv de M. tuberculosis con una densidad bacteriana de 8.93 X 10° unidades
formadoras de colonias por mililitro (UFC/ml) y la cepa BCG de M. bovis con una

densidad de 4.76 X 10° UFC/ml.

7.2 Obtencion y cultivo de rebanadas de pulmon

Estudios previos en el laboratorio demostraron que las rebanadas de tejido
pulmonar murino se mantienen en buenas condiciones fisiologicas comprobado por el
ensayo de MTT y analisis histologico (Jaramillo, 2006). Para este trabajo se optimizo el
método de obtencion y cultivo de las rebanadas. Las mejores condiciones para la
obtencion de las rebanadas de pulmén fueron utilizar una concentracion de 0.7% de
agarosa para instilar los pulmones antes de ser extraidos del raton; y realizar cambios de
medio después de la primer hora de incubacion y seguido de 3 cambios de medio cada
30 min; después de esto las rebanadas se mantuvieron en cultivo en el medio DMEM
completo. Los andlisis histopatoldgicos mostraron que las rebanadas de tejido pulmonar
mantienen la estructura normal del tejido sin presentar evidencias de dafio tisular o

necrosis a los diferentes tiempos analizados (figura 5).
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Figura 5. Rebanadas de tejido pulmonar murino. Las figuras muestran rebanadas de
pulmon teflidas con la técnica de H&E. En A se observa la arquitectura pulmonar normal

con los espacios

alveolares delimitados por tabiques finos o septos alveolares

correspondientes a tejido pulmonar sin alteraciones (Amplificacion 100X). En B,
acercamiento de los espacios alveolares, identificandose neumocitos tipo I (asteriscos), los
cuales son células planas, y en los angulos de interseccion alveolar se identifican
neumocitos tipo II (flechas) que presentan una morfologia cubica (Amplificacion 400X).

7. 3 Infeccion de las rebanadas de tejido pulmonar

La infeccion de las rebanadas de tejido pulmonar resulté exitosa como lo

demuestran los analisis histologicos mediante las tinciones de H&E y la de Z-N. Tanto

las rebanadas sin infectar (testigo) como las infectadas mantuvieron su estructura

histoldgica normal durante todo el tiempo de incubacién (ver figura 6).

Las modificaciones para mejorar la técnica de infeccion consistieron en dejar las

rebanadas en la cantidad minima requerida de medio de cultivo para mantener la

rebanada sumergida (250 pl), inocular las micobacterias directamente sobre la rebanada

e iniciar la incubacion sin agitacion por 1 h antes de agregar el medio de cultivo para

llevarlo a su volumen final. Esto facilito la interaccion de las micobacterias con el tejido

y por lo tanto la infeccion de las rebanadas.
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En las rebanadas infectadas se observaron bacilos de M. tuberculosis cerca de los
septos alveolares, neumocitos tipo Il y en los espacios alveolares como se puede apreciar

en la figura 7.

En las figuras 8 y 9 se pueden apreciar distintos campos con micobacterias a
diferentes tiempos de incubacion (0 - 48 h) después de la infeccion con
M. tuberculosis H37Rv o M. bovis BCG. Se observa discreto engrosamiento de los
septos alveolares con infiltrado inflamatorio cronico leve. La visualizacion de
micobacterias para ambos grupos experimentales fue muy similar sin embargo la
localizacion de M. tuberculosis H37Rv se observo generalmente proxima a los septos
alveolares y a los neumocitos tipo II. Mientras que la localizacion de M. bovis BCG fue
principalmente como bacilos libres en los espacios alveolares y en menor grado cercana

a los neumocitos tipo II.
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Figura 6. Rebanadas de tejido pulmonar murino (24h). Las figuras muestran rebanadas
de pulmon tefiidas con la técnica de H&E. En A (rebanada no infectada), C (rebanada
infectada con M. tuberculosis H37Rv) y E (rebanada infectada con M.bovis BCG) se
observa la arquitectura pulmonar caracteristica con los espacios alveolares delimitados por
septos alveolares (Amplificacion 100X). En B (rebanada no infectada), D (rebanada
infectada con M. tuberculosis H37Rv) y F (rebanada infectada con M.bovis BCG) se
observan los alveolos y neumocitos tipo I (asteriscos) y tipo II (flechas) (Amplificacion
400X).
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Figura 7. Rebanadas de pulmén infectadas con M. tuberculosis a 24h. (A) Se observan
micobacterias en contacto con neumocitos tipo II (NII); en (B) la interaccion es con los
septos alveolares, y en los espacios alveolares. También se observan macréfagos (MAC).
(C) Ademas se localizaron bacilos acidorresistentes en la superficie de epitelio bronquial y
(D) dentro de macréfagos (MAC). Tincion Ziehl Neelsen (Amplificacion 1000X).
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Figura 8. Rebanadas de pulmon infectadas con M. tuberculosis H37Rv (A, C, E) y con
M. bovis BCG (B, D, F). A 1 h de incubacion las micobacterias se localizan en los espacios
alveolares (A y B). A las 2 horas de incubacion los bacilos acido alcohol resistentes
localizados cerca de las paredes celulares (C) y en los espacios alveolares (D). A las 6 horas
después de la infeccion se observan micobacterias localizados en acumulos en los espacios
alveolares (E y F). Tincién Ziehl Neelsen (Amplificacion 1000X).
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Figura 9. Rebanadas de pulmén infectadas con M. tuberculosis H37Rv (A, C, E) y con
M. bovis BCG (B, D, F). A las 12 horas (A y B), 24 horas (C y D) y 48 horas (E y F) se
observan micobacterias localizadas preferentemente cerca de neumocitos tipo II (NII), los

septos alveolares, y en los espacios alveolares. Tincién Ziehl Neelsen (Amplificacion
1000X).
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7.4 Extraccion de RNA total a partir de rebanadas de tejido pulmonar

A partir del tejido pulmonar se estandarizd la extraccion de RNA con el Kit
RNeasy de Qiagen con concentraciéon y pureza satisfactorias, determinadas por su
cuantificacion por espectrofotometria y su relacion de absorbancia 260/280 y 260/230
nm, los valores de las muestras estuvieron entre 1.71 y 2.45. Para obtener suficiente
RNA de las muestras se procesaron de 2 a 3 rebanadas por cada muestra experimental

que resulto ser la mejor cantidad de tejido para tal efecto.

Utilizando el procedimiento estandarizado y descrito en la seccion 6.6.2 la calidad
electroforética del RNA obtenido fue buena ya que se pueden observar claramente las
bandas de los RNA ribosomales 28s y 18s que indican la integridad del RNA de las
rebanadas de tejido pulmonar como se demostré al visualizarlo en un gel de agarosa al

1.5% (figura 10).

<+— 28s

<+ 18s

Figura 10. Extraccion del RNA total de tejido pulmonar de ratén. E1 RNA total
obtenido por el método estandarizado se analizd mediante electroforesis en gel de agarosa al
1.5%. Se puede observar de manera definida las bandas correspondientes a las unidades 28s
y 18s de los RNA ribosomales que indica la integridad del RNA. El carril contiene
aproximadamente 1 pg de RNA total.
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7.5 Sintesis de DNA complementario (¢cDNA)

A partir del RNA aislado se realizaron las reacciones de retrotranscripcion para la
obtencion del cDNA. Se cuantifico la concentracion del cDNA colocando 2.0 pl de cada
muestra sin diluir en el Nanodrop, obteniéndose rangos desde 102.74 ng/ul hasta 841.67
ng/ul. Estos resultados mostraron una produccion de cDNA con una pureza adecuada,
basada en la relacion de las absorbancias a 260/280 nm, de entre 1.55 y 1.99. La
concentracion de los cDNA se ajustd a 100 ng/ul diluyéndolo en H,O milliQ estéril para

su uso posterior.

7.6 Cuantificacion de la expresion de citocinas mediante la técnica de
ELISA

Los resultados de las curvas estandar para la cuantificacion de la concentracion de
las citocinas TNF-a, IFN-y e IL-1a (figuras 11-13) concordaron con las especificaciones

. . P 2 . P .,
requeridas para realizar el andlisis. Los valores de r” obtenidos por andlisis de regresion

fueron de 0.9720 para TNF-a, 0.9939 para [FN-y y de 0.9393 para IL-10.
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Figura 11. Curva estandar del ELISA para TNF-a. La grafica muestra la Abs contra el
log;o de la concentracion de TNF-a. En la grafica se muestran la ecuacion de la linea de
regresion y el valor de r’.
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Figura 12. Curva estandar del ELISA para IFN-y. La grafica muestra la Abs contra el
logio de la concentracion de IFN-y. En la grafica se muestran la ecuacion de la linea de
regresion y el valor de r°.
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Figura 13. Curva estandar del ELISA para IL-10. La grafica muestra la Abs contra el
log;o de la concentracion de IL-1a. En la grafica se muestran la ecuacion de la linea de
regresion y el valor de r’.

Mediante este método no se logré detectar la presencia de IL-1a y TNF-a en el
sobrenadante de las rebanadas infectadas tanto con M. tuberculosis como con M. bovis.
En cuanto al IFN-y, los resultados muestran una tendencia de aumento en la expresion
con respecto al tiempo de infeccion, sin embargo, solo en los sobrenadantes de las
rebanadas infectadas con M. tuberculosis se determinaron valores por arriba de las
rebanadas sin infectar. En los sobrenadantes de las rebanadas infectadas con M. bovis

BCG, los valores obtenidos fueron menor que en las rebanadas testigo (figura 14).
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Figura 14. Cuantificaciéon de la expresion de IFN-y mediante ELISA. La grafica muestra
la Abs contra el tiempo de incubacion de las rebanadas de pulmon. Se puede apreciar una
expresion mayor para las rebanadas infectadas con M. tuberculosis.

7.7 Cuantificacion de la expresion de citocinas mediante PCR en Tiempo Real

Como se menciond previamente en la seccion de metodologia, para la
cuantificacion de la expresion génica por este método, es necesario obtener primero el
valor Ct. Al momento de llevarse a cabo la amplificacion en el equipo, el programa
calcula automéaticamente el Cr. Teniendo los valores de cada ensayo, se graficé el logj

de la concentracion del cDNA contra los valores de Cr para obtener las curvas estandar

para cada gene a estudiar (figuras 15-18).
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Figura 15. Eficiencia de los oligonucleétidos marcados con sondas TagMan® para
cuantificar la expresion para GADP mediante qPCR tiempo real de los cDNA’s de las
rebanadas de pulmoén. La grafica muestra el Cr contra el logaritmo de la concentracion de
los cDNA’s en cada dilucion (promedio y desviacion estandar de cada triplicado). El valor
de 1’ se muestra en la parte derecha de la grafica.
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Figura 16. Eficiencia de los oligonucleétidos marcados con sondas TagMan® para
cuantificar la expresion para TVF-a mediante qPCR tiempo real de los cDNA’s de las
rebanadas de pulmén. La grafica muestra el Cr contra el logaritmo de la concentracion de
los cDNA’s en cada dilucion (promedio y desviacion estandar de cada triplicado). El valor
de r* se muestra en la parte derecha de la grafica.
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Figura 17. Eficiencia de los oligonucleotidos marcados con sondas TagMan® para
cuantificar la expresién para IL-1o mediante qPCR tiempo real de los cDNA’s de las
rebanadas de pulmén. La grafica muestra el Cr contra el logaritmo de la concentracion de
los cDNA’s en cada dilucion (promedio y desviacion estandar de cada triplicado). El valor
de r* se muestra en la parte derecha de la grafica.
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Figura 18. Eficiencia de los oligonucleétidos marcados con sondas TaqgMan® para
cuantificar la expresion para IL-1f mediante qPCR tiempo real de los cDNA’s de las
rebanadas de pulmoén. La grafica muestra el Cr contra el logaritmo de la concentracion de
los cDNA’s en cada dilucion (promedio y desviacion estandar de cada triplicado). El valor
de 1’ se muestra en la parte derecha de la grafica.
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Posteriormente se disefid6 una hoja de calculo (figura 19) con algoritmos para
obtener la ACr de cada amplificacion y realizar el analisis para saber si era valido usar el
gene GADP como gene endogeno y testigo de nuestros ensayos. Cuando el gene GADP
fue validado para cada gene en estudio, se utiliz6 el analisis AACt para determinar el

perfil de expresion.

B c o E F g H | !

= Tiempo | CtGADP | Ctil-lb L0 4ac 7 | MeanFoldChange | S
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Figura 19. Hoja de cdlculo Excel para obtener valores ACr y AACr. Los datos se
calcularon en base a las formulas 2 y 3 de la seccidén de materiales y métodos.

Los valores de los Ct obtenidos fueron normalizados para obtener los valores ACr,
al restar los Ct’s de la amplificacion del gen GADP a los valores de Ct obtenidos de la
amplificacion del gen TNF-a. Después se realiza un analisis de regresion lineal y se

obtiene el valor de la pendiente; cuando este valor es igual o menor a 0.1, se considera
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que el gene endogeno es adecuado para usarlo como testigo en el analisis de expresion

mediante el método de AACr.

Obtenidos los valores de ACr se procedio al calculo del AACr aplicando la féormula
3 (seccion 6.8.1 de Materiales y Métodos) para el gene de TNF-a. Una vez determinado
el AACrt se procedio a evaluar la expresion relativa del gen de interés (en rebanadas de
pulmoén infectadas) en comparacion a las muestras testigo (muestras sin infeccion)
utilizando la formula 4 (seccion 6.8.1 de Materiales y Métodos). Los datos se analizaron
utilizando una hoja de calculo de Excel (figura 18) que contenia los algoritmos para tal
fin. En la figura 19, se encuentran graficados los cambios en la expresion de TNF-a en
las rebanadas de tejido pulmonar infectado con respecto a su expresion en las rebanadas
control sin infectar. Las rebanadas inoculadas con M. bovis BCG presentaron un
aumento progresivo en la expresion de TNF-a hasta las 6 horas donde alcanz6 su
maxima expresion (7.31 aumentos) en relacion a la expresion cuantificada en las
muestras control; después la expresion relativa disminuye a los tiempos de 12 y 24
horas. Las rebanadas infectadas con M. tuberculosis H37Rv también presentaron el
mismo patrén de aumento que las inoculadas con la cepa no virulenta con un aumento
progresivo en la expresion de TNF-o hasta las 6 horas donde alcanz6 su méxima
expresion (2.62 aumentos) en relacion a la expresion cuantificada en las muestras
control; después la expresion relativa disminuye a los tiempos de 12 y 24 horas. Sin
embargo como se puede apreciar el aumento relativo en expresion fue menor para las

muestras infectadas con tuberculosis.
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Figura 20. Expresion de TNF-a mediante qPCR en rebanas de tejido pulmonar. La
grafica de barras muestra los cambios de la expresion génica de TNF-a relativo al Control a
diferentes tiempos de incubacidon en las rebanadas control no infectadas (lila), inoculadas
con M. bovis BCG (verde) e infectadas con M. tuberculosis H37Rv (azul).

Los valores de los Cr’s de la amplificacion del gen /L-/a y del gen IL-1/ fueron
analizados de la misma manera que TNF-a para la validacion del método AACr sin
embargo la pendiente obtenida no fue menor o igual a 0.1, indicando que la diferencia en
la expresion entre el gen de referencia (GADP) y ambos genes problema (IL-1a e IL-15)
presenta variaciones significativas en diferentes concentraciones de los ¢cDNA’s. Lo
anterior no nos permitio utilizar el método AACy para analizar la expresion de estos
genes, sin embargo se analizaron las tendencias de expresion (en valores ACt) de los
diferentes grupos experimentales (infeccion con M. tuberculosis o M. bovis) y se
observoé que la expresion de IL-la en las muestras infectadas con M. tuberculosis
H37Rv tuvo un aumento a partir de las 12 horas con un pico de expresion a las 48 horas
mientras que en las rebanadas infectadas con M. bovis BCG, se presenté un aumento a
partir de las 2 horas de incubacion con un pico de expresion a las 6 y 48 horas (Tabla I).
La expresion de IL-1B en las rebanadas infectadas con M. tuberculosis H37Rv present6
un aumento a las 2 horas de incubacién el cual se mantuvo hasta las 48 horas donde se

registrd el pico de expresion; en las muestras de infectadas con M. bovis BCG se
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observo una expresion similar a la de la IL-1a, con aumento a partir de las 2 horas de

incubacion con un pico de expresion a las 6 y 48 horas (Tabla II).

ACT (muestra — control) Para IL-1 B
Muestra ™—5,""2n  6h __12h __ 24h
TB 0 0.060 0.879  0.617  0.855
BCG 0 1431 2487 1396  0.855

Tabla I. Expresion de IL-1o mediante qPCR. El AC; de las muestras infectadas con
M. tuberculosis H37Rv y M. bovis BCG fue corregido restando el ACt del control.

ACr (muestra — control) Para IL-1a
Muestra =500 6h __12h _ 24h
TB 0 0 0 0.295  2.132
BCG 0 1.390  2.686 1.364 1.611

Tabla II. Expresién de IL-1p mediante qPCR. El ACy de las muestras infectadas con
M. tuberculosis H37Rv y M. bovis BCG fue corregido restando el ACt del control.

Aunque se realizaron andlisis de expresion con PCR tiempo real para IL-10,
IL-4, IL-2 e IFN-y, no se detectd su presencia utilizando las sondas y primers
especificos para cada citocina de los ensayos TagManA® Gene Expression Assays de

Applied Biosystems.
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8. DISCUSION

A pesar de los avances en el conocimiento de M. tuberculosis, ain no se
esclarecen por completo los mecanismos que estdn involucrados en la virulencia de la
bacteria; esto debido a que multiples factores bacterianos interactian en forma muy
compleja con las células del hospedero. Generalmente, cuando el hospedero se enfrenta
a la bacteria es capaz de controlar la infeccion, sin embargo si el balance entre los
factores bacterianos y la respuesta inmune se rompe, el bacilo puede replicarse y causar
dafio tisular ya sea por productos propios de la bacteria o por una induccion de la

respuesta inmune que en su intento de controlar la infeccion lesiona los tejidos.

Para el estudio de los mecanismos involucrados en la patogénesis de la
tuberculosis se han utilizado modelos experimentales in vivo e in vitro que han aportado
valiosos datos para entender algunos aspectos de la enfermedad. Entre los modelos
in vivo mas empleados se encuentran el cerdo de guinea, el conejo y el raton infectados
artificialmente. Los ratones son naturalmente resistentes a la infeccion lo que permite
hacer estudios sobre la respuesta inmune y régimen de tratamiento, en los conejos es
mas facil de estudiar el desarrollo de tuberculosis cavitaria, mientras que por su alta
susceptibilidad a la infeccion los cerdos de guinea son utilizados para el analisis de la
trasmision aérea y la eficiencia de vacunas. Entre sus desventajas se tiene los costos de
un mantenimiento adecuado, requerimientos de espacio en el laboratorio y los problemas
¢éticos del uso excesivo de animales (Dharmadhikari and Nardell, 2008). En tanto, los
modelos in vitro, como los cultivos celulares, han aportado mucha informacion sobre la
relacion parasito y células hospedero sin embargo excluyen muchos factores que se

presentan en el organismo completo.
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En el presente trabajo se proponen las rebanadas de tejido pulmonar murino
infectadas con M. tuberculosis como un modelo alternativo de estudio, el cual puede ser
clasificado tanto como in vitro o ex vivo. Presenta varias ventajas con respecto a los
cultivos celulares: la conservacion estructural de la complejidad del tejido, todos los
tipos celulares del tejido se encuentran representados, en los epitelios se conserva el
movimiento ciliar; de esta manera permite realizar estudios funcionales, morfologicos y
de patogénesis. Ademas, el uso de rebanadas reduce el nimero de animales usados en
experimentacion y reduce los costos de mantenimiento de los mismos. Otra ventaja que
se le puede afiadir es que se pueden realizar estudios con tejido humano (en dado caso de
estar disponible) y realizar estudios de interaccion entre diferentes drganos al cultivar de
manera simultdnea rebanadas de diferente origen tisular. Existen investigaciones que
muestran que las rebanadas de pulmon pueden ser infectadas in vitro con el virus
sincitial respiratorio y Chlamydophila pneumoniae, destacando las cualidades del
modelo y su reproducibilidad en buenas condiciones fisiologicas (Ebsen et al., 2002).
Recientemente se public6 un reporte donde rebanadas de tejido pulmonar bovino fueron
infectadas con virus de la parainfluenza bovina, localizandose la infeccion en las células

de capas inferiores de las rebanadas de pulmon (Goris et al., 2009).

Con la experiencia previa obtenida en el laboratorio (Jaramillo, 2006), nos
planteamos el uso de las rebanadas de pulmoén murino como un modelo de infeccion
eficiente para el estudio de las interacciones de M. tuberculosis con el tejido pulmonar y
la respuesta de este ante la infeccion. Se logrd optimizar y hacer reproducible la
infeccion con M. tuberculosis de las rebanadas; esto permitio observar bacilos en
contacto con células epiteliales, asi como bacilos intracelulares en macrofagos. Las
bacterias son facilmente localizables en los espacios alveolares, tendiendo a acumularse
en los septos alveolares y cercanos o en contacto con neumocitos tipo II. Los
macrofagos presentes en el tejido también entran en interaccion con los bacilos y en
algunas ocasiones estos se encuentran intracelularmente. Hasta ahora no se ha reportado
una localizacion preferente de los bacilos en el tejido pulmonar. Esta cercania de las
micobacterias a los neumocitos tipo II puede ser relevante en el proceso de infeccion

celular y posterior diseminacion tisular de M. tuberculosis, ya que se reconoce que las
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micobacterias (patdgenas y no patdégenas) pueden invadir este tipo de células (Castro-
Garza et al., 2002; Garcia-Pérez et al., 2003; 2008, Rivas-Santiago et al., 2008); en el
presente trabajo no se puede determinar con certeza que se haya producido la infeccion
de los neumocitos tipo II en las rebanadas de pulmén murino, para poder asegurar que
en nuestro modelo se encuentran infectados los neumocitos es necesario realizar analisis
mas detallados de ultraestructura, o el uso micobacterias transformadas que expresen el
gen reportero GFP para el estudio con microscopia de fluorescencia combinado con

inmunohistoquimica.

En el andlisis histoldgico se observo claramente que en rebanadas infectadas por
24 h, ocurrid un infiltrado o reclutamiento moderado de las células inmunes presentes en
el tejido hacia las areas de mayor concentracion de M. tuberculosis; este fendmeno es
semejante al incremento de linfocitos y células plasmaticas en las zonas de infeccion con
virus respiratorio sincitial (RSV) y Chlamydophila pneumoniae observado por Ebsen y
col., (2002) en rebanadas de pulmoéon de raton infectadas. Henjakovic y col., (2008)
observaron que substancias inmunoactivas inducen una fuerte respuesta inmune
proinflamatoria en las rebanadas de pulmén de raton. En el estudio se detectd la
induccion de citocinas/quimiocinas (IL-5, IL-1a, TNF-a e IL-12), RANRES y moléculas
de HLA clase II. Nuestro trabajo y estudios anteriores demuestran que las rebanadas de
pulmén permanecen activas inmunoldgicamente y que las células del tejido pueden
interaccionar con organismos o moléculas extrafas. Este hecho abre la posibilidad para
nuevos trabajos donde se investiguen diferentes aspectos de la respuesta celular ante la
infeccion de microorganismos. Asi mismo, se podrian realizar estudios afiadiendo un
numero controlado de células exdgenas de cada diferente poblacion de células inmunes

y analizar su papel en la patogénesis de la tuberculosis y otros patdogenos.

Los estudios previos en nuestro laboratorio nos condujeron a iniciar un analisis
mas profundo de las interacciones celulares con las bacterias infectantes en el modelo de
rebanadas, por lo que en este proyecto se inici6 el andlisis de la expresion de citocinas

inducidas por micobacterias en el sistema de cultivo de rebanadas de pulmoén para
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caracterizarlo como un modelo efectivo para el estudio de los mecanismos que ocurren

durante los primeros tiempos de infeccion.

Un factor muy relevante en este modelo es el tiempo limite en el cual las
rebanadas de pulmén pueden mantenerse en buenas condiciones fisiologicas. Esto
también repercute en los tiempos en los cuales debe estudiarse la expresion de los genes
y sus productos en el sistema. Los estudios previos en nuestro laboratorio demostraron
que las rebanadas se mantienen viables hasta 96 h (Jaramillo, 2006); para nuestro
experimentos nos enfocamos en las primeras 24 después de la infeccion. Los andlisis
efectuados por Umachandran y col., (2004), mostraron que las rebanadas de tejido
pulmonar de rata se mantienen metab6licamente viables hasta por 8 horas, un tiempo
muy corto comparado con nuestros resultados. La corta viabilidad de las rebanadas de
rata puede deberse a diferencias en el proceso de obtencidon y sistema de incubacion.
Ademas el grosor promedio de las rebanadas usadas por ese grupo de investigacion fue
de 600 um a diferencia de las 450 um usadas en nuestro trabajo. EI mayor grosor
dificulta el intercambio de gases en el tejido, asi como un adecuado flujo de nutrientes

hacia el centro del corte y esto provocaria una pérdida de viabilidad mas rapida.

Los antecedentes relativos al mejor tiempo para el estudio de expresion en
modelos in vitro han mostrado que la expresion inducida por M. tuberculosis en
macrofagos muestran picos de expresion a las 6 h con un aumento de 336 veces,
mientras que a las 24, 48 y 72 h, la cantidad de mRNA era 100 veces mas que la basal
(Dubnau et al., 2002). En tanto, el tnico estudio de expresion de citocinas realizado en
rebanadas de pulmoén solo reportan la cuantificacion a las 24 h, pero mencionan (sin
mostrar los datos) que el pico de expresion fue a las 6 h (Henjakovic et al., 2008). Por
los antecedentes, los tiempos elegidos para realizar este estudio son adecuados para
realizar estudios de induccion de respuesta celular en rebanadas de tejido pulmonar

murino (Ebsen et al., 2002; Henjakovic et al., 2008).

Un factor adicional para tomar en cuenta es la integridad del RNAm durante su

aislamiento y almacenamiento. La adecuada preparacion y manejo de todas las
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soluciones y material que se utilizaron en el trabajo evitaron este problema. Desde que la
muestra fue tomada a cada tiempo de incubacion, el tejido fue mantenido en solucion de
RNAlater”. Todo el material usado se tratd para eliminar cualquier posible
contaminaciéon con DNAsas y todas las soluciones fueron preparadas con agua MilliQ

tratada con DEPC.

Los diferentes aislados clinicos y las cepas de laboratorio de micobacterias
difieren ampliamente en virulencia, infectividad e inmunogenicidad. Se ha reportado que
macréfagos humanos infectados con cepas virulentas indujeron menor produccion de
TNF-a que las cepas no virulentas, mientras que las interleucinas IL-10 e IL-12 no se
detectaron, esto a pesar de que las cepas virulentas se multiplicaron intracelularmente
(Wong et al., 2007). En modelo de infeccion con células epiteliales de pulmon A549, se
observdé que es necesario el crecimiento celular es necesario para la produccion de
quimosinas, pero ésta no correlacion6 con la virulencia de las cepas ni con la capacidad
o velocidad del crecimiento intracelular (Lin, et al., 1998). En nuestro trabajo no se
detectd la presencia de IL-10, IL-4 e IL-2, mientras que la expresion de TNF-a fue
mayor en rebanadas infectadas con M. bovis BCG (no virulenta), que en las rebanadas
infectadas con M. tuberculosis H37Rv (virulenta). Los picos de expresion, determinados
por qPCR, para TNF-a se obtuvieron a las 6 horas tanto para rebanadas infectadas con
M. tuberculosis como con M. bovis, con 2.62 y 7.31 aumentos, respectivamente.
Posiblemente, las micobacterias han desarrollado mecanismos de inhibicion de
moléculas de la respuesta inmune; tales como la supresion de la produccion de IL-12 y
regulacion negativa de la apoptosis de macréfagos hospederos (Nigou et al., 2002;
Deretic et al., 2006; Loecuillet et al., 2006), lo cual le permitiria sobrevivir
intracelularmente lejos de los efectores inmunes y facilitando su permanencia y

diseminacion en los tejidos.

De manera paralela, se detecté un ligero aumento en la expresion de IFN- y
respecto al tiempo de incubacion en rebanadas infectadas con M. tuberculosis H37Rv y
con M. bovis BCG, por el método de ELISA. So6lo las rebanadas infectadas con

M. tuberculosis mostraron una expresion mayor a la registrada por las muestras sin
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infeccion. Existen reportes que muestran que neumocitos tipo II infectadas con
M. tuberculosis producen IFN-y (Sharma et al., 2007). IFN-y es una citocina importante
en la respuesta inmune montada para controlar la enfermedad, y siempre es detectado en
ratones con tuberculosis activa (Jung et al., 2003; Cooper et al., 2002). Sin embargo, en
estudios in vitro y ex vivo, se observa una disminucion de la induccién de IFN-y por
cepas de M. tuberculosis virulentas, sugiriendo una modulacién negativa de citocinas
pro-inflamatorias, lo que contribuiria a la sobrevivencia del bacilo en el hospedero

(Tanveer et al., 2009).

Para la deteccion y cuantificacion de citocinas, el método mas sensible fue el
qPCR en tiempo real, por el cual se pudieron detectar tres citocinas TNF-a, IL-1a e
IL-1p, sin embargo no se logrd la deteccion de la expresion de las citocinas IFN-y, IL-2,
IL-4 e IL-10 en las diferentes muestras analizadas. Por el método de ELISA se detecto
una ligera induccion de IFN- y pero no de TNF-a e IL-1a. Una posible causa de lo
anterior es que la cepa empleada en este trabajo tiene una alta virulencia y puede inhibir
la expresion de citocinas del tipo pro-inflamatorio. Aunado a esto, no se pudo utilizar el
método AACr para la cuantificacion relativa de IL-1a e IL-1pB, ya que la expresion de
estas citocinas fue muy reducida ocasionando eficiencias de amplificacion muy

diferentes a las del gen endogeno utilizado, impidiendo el empleo del método.

Debido a que no se logr6 realizar el analisis estadistico de los resultados de
expresion, no podemos llegar a una observacion concluyente, sin embargo los resultados
nos dan un panorama preliminar de lo mucho que se puede lograr con este modelo de

infeccion y nos dan la pauta para el seguimiento de este trabajo.

Los cambios morfoldgicos observados en las rebanadas de pulmoén infectadas
experimentalmente con M. tuberculosis y M. bovis sugieren que este sistema pudiera
representar un modelo alternativo en el estudio de diversos aspectos de la patogénesis de
M. tuberculosis bajo condiciones controladas, al mismo tiempo que permitiria reducir de
manera considerable el nimero de animales de experimentacion, una premisa vigente a

nivel mundial. Su posible utilidad en estudios de respuesta inmune a tiempos cortos de
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infeccion, asi como la evaluacion de factores de virulencia, o nuevos agentes
quimioterapéuticos, son algunos de los aspectos a considerar en futuros trabajos de

investigacion.
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9. CONCLUSIONES

1. La infeccion de rebanadas de tejido pulmonar con M. tuberculosis es una metodologia

con resultados reproducibles.

2. El anélisis por microscopia de luz de los tejidos infectados reveld que los bacilos de
M. tuberculosis fueron localizados preferentemente cerca de los septos alveolares,

neumocitos tipo II (NII) y en los espacios alveolares.

3. Se observdé un aumento de TNF-a inducida por la infeccion con M. tuberculosis
mediante qPCR, encontrando un pico maximo de expresion a las 6 h posterior a la

infeccion.

4. Se registr6 un aumento moderado pero gradual en la expresion de IFN-y mediante
ELISA, inducida por la infeccion con M. tuberculosis, durante todo el tiempo de

incubacion (0-24 h).

5. La expresion de IL-1a e IL-1p inducida M. bovis mostrd una tendencia de aumento a
partir de las 2 h de incubacion posterior a la infeccidon, alcanzando un pico alas 6 h'y

disminuyendo a las 12 y 24 h.
6. Las rebanadas de pulmon infectadas experimentalmente con M. tuberculosis y

M. bovis puede representar un modelo alternativo en el estudio de diversos aspectos de

la patogénesis de M. tuberculosis bajo condiciones controladas.
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