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RESUMEN

La Paratuberculosis o enfermedad de Johne es una enfermedad causada por
Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (MAP). ElI mecanismo de
infeccion depende de la cantidad de hierro disponible en el huésped; la
ferroportina surge como un exportador de hierro Unico entre las células. Por lo
que la ferroportina es un factor critico para la sobrevivencia de MAP en
macrofagos.

Este trabajo se llevo a cabo utilizando macrofagos de ratén J774 y de ovino de
cultivos primarios del campo experimental de la UNAM. Los dos tipos de
macréfagos fueron tratados con MAP viva a una moi de 1:20 y extracto proteico
soluble de MAP a 200ug/ml.

La muestra de estudio consisti6 en macréfagos tratados con diferentes
cantidades de MAP viva, macréfagos tratados con diferentes cantidades de
extracto de MAP, macréfagos tratados con hierro, macréfagos tratados con
hierro y MAP viva y macréfagos sin tratamiento. De cada una de las muestras
se obtuvo el ARNm total para llevar a cabo la amplificacion por PCR en tiempo
real de un fragmento de ferroportina y de GAPDH como un control interno.
Nuestros resultados muestran que de los macrofagos tanto de ratbn como de
ovino tratados con MAP viva y extracto de MAP, la expresion de ARNm de
ferroportina fue similar con respecto a la de los macrofagos sin tratamiento; sin
embargo cuando los macréfagos fueron tratados con hierro, el aumento de la
expresion de ARNm de ferroportina fue muy notable; ademas caso interesante

en los macréfagos de raton y de ovino, en donde se indujo la expresiéon de
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ARNmM de ferroportina, con hierro, y se realizo un tratamiento con MAP viva, la
expresion de mensajes de ferroportina en los dos tipos de macrofagos bajo
considerablemente.

En este trabajo se muestra que la expresion de ARNm de ferroportina en
macrofagos de raton y de ovino con MAP viva y extracto fue similar a los
macréfagos sin tratamiento, lo que revela que el efecto de MAP en los
macrofagos inhibe la expresion de ARNm de ferroportina probablemente por la
necesidad de hierro de la micobacteria o por otro mecanismo dependiente de
hierro, tomando en cuenta que la ferroportina aparenta tener una importancia
en el mecanismo inicial de la entrada de la micobacteria en el macrofago.
Palabras clave: Paratuberculosis, M. avium subsp. paratuberculosis,
ferroportina, expresion de ARN mensajero, cultivos de macréfagos,

metabolismo de hierro, PCR en tiempo real.



ABSTRACT
The Paratuberculosis or Johne's disease is a disease caused by
Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (MAP). The mechanism of
infection depends on the amount of iron available in the host; the ferroportin
emerges as an exporter of iron single between the cells. So the ferroportin is a
critical factor for the survival of MAP in macrophages. This work was carried out
using macrophage J774 mouse and sheep of primary cultures of the
experimental field of the UNAM. The two types of macrophages were treated
with viva MAP at an moi of 1. 20 and protein extract of MAP at 200ug/ml. The
study sample consisted of macrophages treated with different amounts of living
MAP, macrophages treated with different amounts of extract of MAP,
macrophages treated with iron, macrophages treated with iron and vivid and
macrophages MAP without treatment. Each one of the samples was obtained
the total MRNA to carry out amplification by PCR in real time from a fragment of
ferroportina and GAPDH as an internal control. Our results show that
macrophages both mouse and sheep treated with MAP viva and protein extract
of MAP, the expression of ferroportin mRNA was similar with respect to the of
macrophages without treatment; However when macrophages were treated with
iron, the increase of the expression of ferroportin MRNA was very notable; also
interesting case in macrophages in mouse and sheep, where was induced the
expression of mMRNA of ferroportin, with iron, and realized a treatment with viva
MAP; the expression of messages from ferroportin in two types of macrophages
considerably low. This work demonstrates that the expression of mRNA of

ferroportin in macrophages in mouse and sheep with live MAP and protein



extract was similar to macrophages without treatment, which reveals that the
effect of MAP in macrophages inhibits the expression of mRNA of ferroportin
probably by the need for iron bacteria or other iron-dependent mechanism
taking into account the ferroportina appears to be of importance in the initial
mechanism of Mycobacterium entry in the macrophage.

Keywords: Paratuberculosis, Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis,
ferroportin, expression of messenger RNA, crops of macrophages, metabolism

of iron, real-time PCR.
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INTRODUCCION GENERAL

La Paratuberculosis en una enfermedad causada por Mycobacterium avium sp.
paratuberculosis siendo una de las enfermedades cronicas mas importantes en
ganado vacuno. El mecanismo de infecciébn depende de la cantidad de hierro
disponible en la célula, de lo que depende directamente el desarrollo del bacilo
dentro del macréfago y por lo tanto el desarrollo de la enfermedad (1). La
micobacteria produce componentes de unién al hierro como la micobactina y la
exoquelina que tienen la funcion de unirse al hierro extracelular del medio. Esto
se ha reportado solo en animales y en humanos, en ganado vacuno las
proteinas encargadas de capturar el hierro son la ferritina, la lactoferritina y la

transferrina (1).

Las micobacterias son microorganismos intracelulares facultativos el tipo de
célula que infectan son los macrofagos, su  sobrevivencia depende de la
habilidad para capturar los nutrientes de la célula. La captura de estos
nutrientes no se dificulta con excepcion del hierro, que es capturado por el
macréfago para llevar acabo la respuesta inmune contra este patégeno. Por lo
gue este atributo se le da a las micobacterias que son radicalmente patdgenas
como M. tuberculosis y M. avium con las cuales la concentracion de hierro
disminuye, lo que no ocurre con M. smegmatis (2).Las proteinas que regulan el
transporte de hierro se han reconocido como Rv1348 y Rv1349, que son
conocidas Irt A e Irt B respectivamente, estas a su vez son reguladas por otra
proteina ldeR, Rv2895 c (3).

La forma en la que las micobacterias utilizan el hierro es por medio de la



liberacion de compuestos quelantes Illamados sideroforos, nombradas
carboximicobactina y micobactina lipofilica que intervienen en la captura del
hierro del macréfago al patégeno.

Estos mecanismos de captura y liberacion del hierro en la bacteria aun no han
sido completamente claros (3)

Una de las proteinas de mayor importancia en la homeostasis del hierro es la
hepcidina, fue descrita por primera vez como LEAP-1 (liver-expresed
antimicrobial peptide 1) en 2000 y un afio mas tarde se correlaciond en el
metabolismo del hierro junto a otros genes y proteinas, lo que ha permitido
definir la sobrecarga de hierro por su déficit y la anemia inflamatoria por su
exceso. Esta proteina tiene propiedades antimicrobianas y antifingicas in vitro.
El gen que codifica para esta proteina esta localizado en el cromosoma 19,
codifica un propéptido de 84 aminoacidos del que por accion enzimatica
derivan las formas activas C-terminal con 20, 22 y 25 aminoacidos que son
ricos en cisteina. La hepcidina es un péptido cationico con 25 aminoacidos y 4
puentes disulfuro que unen los 8 residuos de cisteina y que determinan su
actividad en los 17 aminoacidos que delimitan. La funcién de la proteina es la
de regular la cantidad de hierro presente en la célula. Se ha reportado la
funcién de la proteina relacionada con la posible variacién en la estructura y su
interaccion con regiones de otras proteinas como la ferroportina y se ha
encontrado que la proteina se conserva en especies como los primates lo que
nos informa que la ferroportina también conserva estas regiones de union a la
hepcidina (4)

La ferroportina surge como un transportador de hierro critico entre las células y



es el unico transportador conocido que exporta el hierro de las células. Por lo
que la ferroportina es esencial para la distribucién de hierro entre los tejidos y la
absorcion de hierro en el organismo. ( 5).

Sin embargo el transportador que captura el hierro de la membrana apical no
ha sido bien identificado. El hierro del citosol de los enterocitos intestinales
puede ser almacenado en la ferritina y también puede ser exportado hacia el
plasma por el exportador ferroportina, siendo la Unica proteina que exporta el
hierro de macrofagos,hepatocitos, trofoblastos sincitiales de la placenta y de la
mucosa duodenal. Este transporte depende de dos enzimas la ceruloplasmina
en la circulacién y la hefaestina de la membrana basolateral de los enterocitos,
las cuales convierten el Fe+2 a Fe+3 para incorporarlo en la transferrina. La
absorcion de hierro intestinal es altamente controlada y depende de la
necesidad de hierro en el cuerpo. En estudios recientes se ha determinado que
este proceso esta acompafiado por la modulaciéon de los niveles de expresion
de proteinas como DMT1, DcytB y Ferroportina en multiples niveles (6).

La dependencia de hierro es muy estricta para Mycobacterium avium subsp.
paratuberculosis (MAP) comparado con las otras micobacterias, Debido a esto
un cambio leve en la expresion de ferroportina pudiera ser un factor critico para

la sobrevivencia de MAP en macrofagos.
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2.1 Enfermedad de Johne.

Los primeros reportes de la enfermedad en ganado vacuno se hicieron en 1807
por Edward Skellet y posteriormente por W.A. Cartwright en 1829, en 1894 se
determinan las lesiones ocasionadas por la micobacteria en una vaca que
presentaba la enfermedad causada por M. bovis, sin embargo la vaca tuvo una
reaccion negativa para la tuberculina en la piel. Los intestinos, estomago y
epiplon de la vaca fueron examinados en la Unidad de patologia veterinaria en
Dresden por los doctores Heinrich y Albert John y Langdon Frothingham un
cientifico visitante de la Unidad de Patologia en Boston Massachusetts. Ellos
observaron las caracteristicas de las lesiones, la mucosa intestinal engrosada y
los nédulos linfoides mesentéricos alargados, ellos examinaron que la pared
intestinal estaba infiltrada con leucocitos epitelioides y células gigantes
ocasionales y con abundantes bacilos acido resistentes. Infectando puercos de
guinea se dieron cuenta que no les causo la enfermedad y que el causante de
la enfermedad en la vaca era la causante de la TB en aves, llamada
posteriormente Mycobacterium avium y en reconocimiento a la similitud de la
TB intestinal se le dio el nombre de enteritis pseudotuberculosa en 1895 por

Johne y Frothingham (7).

En 1902 en Holanda el Dr. Herman Marcus describio 11 casos de la enfermad,
aunque fallo para aislar los microrganismos, el comento que la enteritis era

causada por M. avium. En 1912 se logro cultivar la micobacteria por Frederick
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William Twort. Posteriormente la enfermedad fue localizada en Africa y Asia y
en Sudamérica en 1930 y para 1970 la enfermedad se distribuyo a nivel
mundial. En 1941 Valle y Rinjard demostraron que la inyeccién subcutanea no
causa la enfermedad y que esta medida puede ser utilizada como método de
vacunacion para el control de la enfermedad; en esta década se reconocieron
varias cepas de Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis incluyendo
cepas pigmentadas y otras que no crecen en medios artificiales. En 1951 el
cientifico Jacob Jansen encontré que el pH del suelo es una variable

determinante para la sobrevivencia de la micobacteria (7).

En 1960 se hicieron observaciones importantes de la enfermedad como la
secrecion de la bacteria en las heces por animales clinicamente normales y la
localizacion de la micobacteria en semen de toros infectados en el Utero de
vacas infectadas con la posibilidad de infeccion intrauterina y por consiguiente

del feto (7).

En 1970 y 1980 se dio paso a un mejor reconocimiento de la enfermedad, en
1989 empez6 la nueva era de la paratuberculosis con el descubrimiento de un
elemento genético unico de MAP, el segmento de insercién I1S900 por J.J.
McFadden, este fue el primer elemento de insercion reportado en la
micobacteria que sirvi6 y sirve como un elemento molecular para la
diferenciacion por PCR de la micobacteria; en este tiempo el microrganismo fue
reclasificado de especie M. paratuberculosis a subespecies, M. avium subsp

paratuberculosis usando hibridaciéon de DNA- DNA, dando interés solamente a
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la naturaleza de MAP y su patogenicidad. Posteriormente el genoma completo
de MAP de la cepa K-10 se secuencio en 2005 y esto marco el comienzo de
una era de genémica comparativa y funcional de la paratuberculosis (7).

El primer estudio de prevalencia de la infeccién con MAP en ganado vacuno
fue en Dinamarca en 1965, después de esto se han hecho muchos esfuerzos
para determinar la prevalencia para lo cual se han desarrollado programas de
control. Las perdidas econ6micas causadas por la enfermedad no han sido
resueltas, aun mas con el riesgo zoonotico. Muchos programas de control de la
enfermedad se han disefiado basados en la creencia de que la prevalencia es
relativamente baja sin basarse en un estudio de prevalencia. Otras razones
para determinar la prevalencia de la enfermedad son para determinar el riesgo
de la enfermedad en una poblacién animal en particular y analizar la necesidad
de servicios de salud particularmente que tengan el riesgo de contraer la
enfermedad (8).

La paratuberculosis (PTB) o enfermedad de Johne es una enfermedad en
rumiantes que se caracteriza por una enteritis granulomatosa crénica causada
por Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (MAP) siendo una de las
enfermedades cronicas mas importantes en ganado vacuno y ovino. La PTB se
caracteriza por un periodo largo (3-5 afios) de la infeccion latente antes de
desarrollar sintomas clinicos, la enfermedad es de distribucion mundial. En
Estados Unidos de América se encontré que aproximadamente el 22% de las
explotaciones lecheras, presentaron al menos una prevalencia del 10%. Dichos
rebafios experimentan una perdida promedio de 40 a 227 dolares por vaca

debido a la reduccion de la produccion de leche, al sacrificio temprano y al
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escaso peso de los animales que se enviaron al rastro. En México en un
estudio realizado en 2005, sobre el impacto econdémico de la PTB en bovinos
lecheros en el pais, se calculo que era de 10,345.00 pesos por vaca al afio, con
una prevalencia del 8.87% en una poblacion de casi 30,000 bovinos, donde la
perdida se asocio en la produccion lechera.

De acuerdo a estudios anatomopatoldgicos, serolégicos, bacterioldgicos, asi
como de biologia molecular (PCR, RFLP), se conoce que en 16 estados del
pais existen frecuencias de 9%, 19.72% y 36% en bovinos, caprinos y ovinos
respectivamente en un universo de 7000 muestras (9)

En Baja California, la seroprevalencia global de PTB bovina en vacas
pertenecientes a la asociacion de productores lecheros en el municipio de
Tijuana (AGLPT) fue estimado por el grupo de investigacion de salud animal en
8.2% (95% CI 3.2%, 15.9%) (Hori-Oshima et al, 2007), que corresponde
aproximadamente a 1600 vacas positivas. No existe estudio sistematico de la
prevalencia de PTB ovina en Baja California, sin embargo, en el afio 2007 en
un rancho de ovinos del municipio de Tecate, se observoé el efecto devastador
causado por esta enfermedad. El primer caso confirmado en este rancho fue en
2005 y el periodo de incubacion asi como el modo de expansion dentro del
rancho mostraron tipicos patrones de PTB. Considerando las caracteristicas de
MAP, en resistencia al medio ambiente, diseminacion por animales con
infeccidon subclinica y su dificil eliminacién por desinfectantes, bajo las practicas
de manejo que se emplean en los otros establos lecheros y ranchos de ovinos

en Baja California, la propagacion de esta enfermedad es eminente.
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2.1.1 Complejo Mycobacterium avium.

El complejo Mycobacterium avium (MAC), lo integran algunas especies que se
caracterizan por un crecimiento lento y que se localizan en el medio ambiente,
pero también algunas de importancia veterinaria e importancia clinica.

La clasificacion del complejo MAC se baso en un principio en las caracteristicas
fenotipicas que incluyeron las caracteristicas del crecimiento, el origen del
aislamiento y la virulencia en animales de experimentacion.

La clasificacion tradicional de MAC se baso en las caracteristicas del cultivo
como la pigmentacion, la temperatura de crecimiento y actividades bioquimicas
(Thorel), aunque la clasificacion usada de algoritmos en microbiologia clinica

no incluye a MAP porque no era considerado un patégeno de humanos.

2.2 Genoma de Mycobacterium avium subspecies paratuberculosis.

Mycobacterium avium subsp paratuberculosis (MAP) es un bacilo acido
resistente, que no produce micobactina (10), compuesto que utiliza para la
unién al hierro, elemento necesario para el crecimiento de la micobacteria( 10).
MAP es un microorganismo de crecimiento extremadamente lento, la cepa tipo
fue aislada en un hato lechero de Wisconsin a mitad de 1970°s, esta cepa MAP
K-10 se secuencio Yy contiene 4829781 pares de bases con un contenido de
G+C del 69.3%, contiene un solo operodn rrn (16S-23S-5S). Aproximadamente
el 1.5% (72.2 Kb) del genoma de MAP es ADN repetido como por ejemplo las
secuencias de insercion, familia de multigenes y genes housekeeping
duplicados (10).
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Contiene 19 secuencias de insercion diferentes con 58 copias en el genoma,
17 copias de 1S900, 7 copias de I1S1311 y 3 copias de ISMav2 con 16
secuencias de insercion adicionales. Estos elementos IS son homdlogos con
otras secuencias de insercién de MTB, M.avium , M bovis y M.marinum, pero
también contiene otras secuencias de insercién que no tienen homologias con
otros segmentos de insercion de otras micobacterias por ejemplo ISMAPO,
presente en 6 copias en MAP K-10, de igual forma ISMAPO4 presente en 4
copias no tiene similitud con otras micobacterias, pero tiene similitud con
secuencias de insercidbn con Arthrobacter nicotinovorans y Streptomyces
coelicolor.

Estas secuencias de insercidén tienen importancia e interés particular en el
diagnostico por su ausencia en otras micobacterias.(10).

El genoma de MAP presenta 12 homologias para la familia REP13E12, esta es
una secuencia de insercion repetida de aproximadamente 1400pb, que fue
descrita primero en el genoma de Mycobacterium tuberculosis. La mayoria de
los elementos IS se encuentran agrupados en regiones intergénicas.

Los requerimientos para su crecimiento en medio Middlebrook 7H9 son el

OADC (oleic acid-dextrosa-catalasa), Tween 80 y micobactina J (10).

2.3 Macroéfagos, Micobacterias y metabolismo de hierro.

Los macrofagos controlan el contenido de hierro como sistema de defensa

contra patégenos mediante la regulacion del transporte a partir del suero.

El hierro es esencial para el crecimiento, sobrevivencia y patogénesis de las
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micobacterias en macréfagos del huésped, también esta involucrado en el
sistema de defensa del huésped, catalizando la produccién de radicales
hidroxilos toxicos en macrofagos. Por lo que existe una competencia por el
hierro entre macrofagos y patdgenos durante el transcurso de la infeccion. Los
macrofagos activados tienen varios mecanismos para suprimir el contenido de
hierro reduciendo la importacién de hierro a partir del suero. Mientras los
patdgenos bacterianos secretan un grupo de compuestos quelantes de hierro,
llamados sideroforos que facilitan el transporte de hierro y que funcionan como
sensores. La micobacteria dentro de la célula requiere de estos sensores para
monitorear la concentracion de hierro en el medio intracelular; también requiere
de compuestos que compitan con los del huésped para unirse a proteinas para
la adquisicion y almacenamiento de hierro, también tendra que tener la forma
de que estas moléculas cargadas de hierro sean transportadas y asimiladas.
También las micobacterias requieren de la capacidad de regular la expresion de
proteinas dependientes de suministrar la disponibilidad de hierro intracelular.
Los sideroforos remueven el hierro de las proteinas del huésped como
transferrina, lactoferrina y ferritina, otras moléculas importantes para este fin
son el acido salicilico y el acido citrico (11). Los sideroforos lipofilicos estan
asociados con la pared celular y se llaman micobactinas, el otro tipo son
moléculas mas polares que son liberadas al medio extracelular, son llamadas
carboximicobactinas para el caso de micobacterias patdgenas y las
exoqguelinas liberadas por las micobacterias no patogenas( 12).

Los genes fecB y fecB2 de Mycobacterium tuberculosis,(MTB) codifican para

proteinas similares a fecB de E.coli, lo que indica que probablemente también
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gue MTB puede utilizar la ferrireductasa como fuente de hierro.

Otra de las proteinas importantes como transportador de hierro en MTB es la
Mramp la contraparte de Nrampl en mamiferos.

Se ha reportado el aumento de expresion de ARNm de Mramp de MTB cuando
la concentracion de hierro o de cobre es mayor en el medio de cultivo, que la
normal para su crecimiento, o en Mycobacterium bovis BCG cuando los bacilos
son crecidos axenicamente o dentro de macréfagos THP-1.

Un grupo de 10 genes llamados micobactina T (mbt)de la A a J codifican para
enzimas que forman la micobactina en MTB y estan involucrados en la sintesis
de sideroforos. (13,14), de igual forma en otras micobacterias como M.bovis,
M.avium, M.bovis BCG, M.ulcerans y otras. El locus mbt2 incluye genes para
transportadores de sideroforos como IrtA e IrtB (15), un represor dependiente
de hierro (IdeR), que regula los grupos de genes mbt y mbt2 con dependencia
de hierro.

La produccion de sideroforos a partir del salicilato es el punto clave para el
control de la captura de hierro, ya que el precursor para la formacion de
micobactina y carboximicobactina es el salicilato (16).

En MTB la micobactina se mantiene dentro de la célula y la carboximicobactina
es liberada fuera de la célula, también la carboximicobactina puede separar el
hierro del huésped de las transferrinas y lactoferrinas siendo este uno de los
mecanismos probables por los cuales la micobacteria asimila el hierro del
huésped (17).

Otros genes regulados por la dependencia de hierro y mantenimiento de la

homeostasis de hierro es el regulador de captacion férrica o Fur y el activador o
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represor dependiente de hierro IdeR son las dos proteinas principales que
regula la expresién de otros genes involucrados también los de sintesis y
transporte de sideroforos, los cuales se combinan con el hierro para activar y
posteriormente reconocer y unirse a motivos especificos de ADN llamados caja
Fur y caja de hierro respectivamente (18,19 ). Son dos proteinas Fur, Fur Ay
FurB. En el caso de FurA después de unirse al ion férrico se pega a una
secuencia de 19 pares de bases que es un pseudopalindroma presente en la
region rio arriba de un gen y actia como un represor. En MTB FurA, tiene
actividades regulatorias mas especificas, se encuentra localizado en la region
rio arriba del gen katG y los dos loci son genéticamente vinculados en todas la
micobacterias. FurA regula negativamente la expresion de KatG (20) y auto
reprime la transcripcion (21). La caja Fur esta “presente entre la region -14 y -
45 del sitio de inicio de la transcripcidon de furA y se traslapa con la region -35
del promotor de furA. Por lo tanto ademas de la unién con el corepresor de
hierro, FurA cuando se une a Fur box, limita el acceso o union eficiente de la
ARN polimerasa para iniciar la transcripcién. De forma similar la caja Fur
presente rio arriba de katG causa una represion transcripcional por FurA bajo
condiciones ricas de hierro. (21)

Aparte de ser inducido en condiciones ricas de hierro FurA, también se regula
durante el estrés oxidativo. La oxidacion de residuos de histidina hace que FurA
se libere de la caja Fur, permitiendo que el promotor sea reconocido por la RNA
polimerasa, para la transcripcion. Esta forma operativa y el exceso de hierro
intracelular puede producir un estrés oxidativo a través de la reaccion de

Fenton (21,22,23) MAP no es capaz de producir sideréforos por si mismo, por
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lo que la micobactina (sideroforos) es agregado en medio de cultivo para el
crecimiento in vitro. Se consideran como criterios principales en identificacién
de MAP en cultivo bacteriolégico su dependencia de micobactina y el periodo
prolongado para que se observen las colonias (24).

En estudios de inmunohistoquimica realizados en 1980’s se observdé la
acumulacion de hierro dentro de macréfagos. En animales infectados con
Mycobacteriumn bovis 0 Mycobacterium avium, se observd la presencia de
bacterias y hierro intracelular solo en lesiones de infeccion inicial, mientras que
en células gigantes diferenciadas no se detecto hierro intracelular, dando como
resultado un numero reducido de micobacterias intracelulares. En contraste,
para el caso de MAP se observé hierro intracelular en lesiones granulomatosas
en animales con PTB durante el curso de infecciébn con signos preclinicos y
clinicos. Esto sugiere una atenuacion del cambio de transporte de hierro,
proporcionando una condicién Unica para MAP. Se ha observado la expresion
de ferritina, lactoferrina y transferrina en macréfagos infectados con MAP, esto
sugiere que estas enzimas participan en el metabolismo de hierro de MAP
(1,25).

Se han identificado las moléculas de MAP que responden al aumento del
hierro intracelular (26) asi como los posibles transportadores de hierro
mediante el estudio de gendmica comparativa (10,27).

El grupo de genes llamados (mbtA-J) son similares en otras micobacterias, con
una excepcion en MAP que se encuentra truncado en aproximadamente 150
aminoacidos, estos genes codifican para la sintesis de micobactina, sideréforo,

necesario para la captura de hierro. Se ha demostrado que a pesar de la
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dependencia de micobactina in vitro, MAP sobre regula los genes de sintesis
de micobactina dentro de macréfagos bovinos, de forma similar se ha
demostrado también que en crecimiento con exceso de hiero y con condiciones
limitadas de hierro revelan que hay una regulacion de la expresiéon del gen de
almacenamiento de hierro bfrA, lo que demuestra que son un conjunto de
genes los que mantienen la homeostasis de hierro (10) .

Recientemente se ha demostrado que el gen IdeR es un factor transcripcional
de MAP, en la presencia de hierro reconoce secuencias consenso en el
promotor llamadas cajas de hierro y que regulan la expresién de genes
involucrados en la adquisicion de hierro (mbt) y en el almacenamiento de hierro
(bfrA) (28,29)

De hecho se ha demostrado que el polimorfismo de estas regiones en el gen
bfrA en las cepas S (sheep) de MAP resulta en una regulacion diferencial del
gen con respecto a las cepas C (cattle) MAP.

La sobrevivencia de los macrofagos depende de la habilidad para capturar los
nutrientes de la célula. La captura de estos nutrientes no se dificulta con
excepcion del hierro, que es capturado por el macréfago para llevar acabo la
respuesta inmune contra este patdgeno. Por lo que este atributo se le da a las
micobacterias que son radicalmente patdégenas como M. tuberculosis y M.
avium con las cuales la concentracion de hierro disminuye, lo que no ocurre
con M. smegmatis.

Estos mecanismos de captura y liberacion del hierro en MAP aun no han sido

completamente claros (30)
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2.3.1 El metabolismo de hierro en larespuesta inmune innata.

La respuesta inmune innata sirve como primera linea de defensa contra
patdgenos e incluye barreras naturales como es la piel, mucosa y acido
gastrico.

En la inmunidad innata estan incluidas las células como los monocitos,
neutréfilos y células dendriticas las cuales se activan rapidamente para
controlar el crecimiento del patégeno y promover la inflamacién vy
posteriormente el desarrollo de la inmunidad adaptativa (31). La identificacion
inicial de los patégenos esta dada por la interaccion de receptores de
reconocimiento de patrones (PRRs) con ligandos especificos de los patdégenos
como peptidoglicano, lipopolisacaridos, flagelina y ARN de doble cadena,
conocidos como patrones moleculares asociados a patégenos (PAMPS) o
productos de células dafiadas del hospedero conocidas como patrones
moleculares asociados a peligro (DAMPs). Los PRRs se clasifican en dos
categorias: sensores y fagociticos que se basan en la activacion de cascadas
de sefiales proinflamatorias o en la fagocotosis de patdgenos, respectivamente
(32). Estas rutas de inmunidad innata inducen varios mecanismos
antimicrobianos incluyendo la reduccién de hierro disponible para patégenos a
nivel celular y sistémico.

El hierro esta asociado con representantes de heme que involucra un gran
grupo en nuestro cuerpo y que se requiere para el transporte de oxigeno en la
hemoglobina, en el almacenamiento de oxigeno, en la mioglobina, en el

transporte de electrones y para la funcién de los citocromos en la respiracion

22



aerObica. La segunda cantidad de hierro esta en la forma de no hem
almacenada en la ferritina. Cuando se necesita el hierro puede ser liberado de
la ferritina para cubrir las demandas de hierro en el transporte de oxigeno y
metabolismo.

La ferritina circulante dona hierro a la célula por medio de un receptor, también
por distribucion de hierro en sitios de almacén de tejido periférico como por
ejemplo, musculo, medula 6sea (33).

La homedstasis de hierro balancea la necesidad de hierro y por lo tanto limita
la toxicidad asociada con la absorcion, utilizacion y almacenamiento de
metales.

El organismo tiene desarrollado un alto grado de conservacion de hierro
cuando este no es eliminado del cuerpo, mas que regular la cantidad de hierro
en el sistema, el organismo regula la entrada de hierro de la dieta.

La captura de hierro en el epitelio intestinal involucra el transportador de
metales divalentes 1 (DMTL1). En la salida del hierro a través de los enterocitos
hacia la circulacién, esta involucrada una proteina llamada ferroportina. Cuando
la cantidad de hierro en el cuerpo es baja por perdida de sangre por ejemplo, la
absorcion de hierro de la dieta se incrementa primeramente por la accion de la
regulacion de estas dos proteinas con asociacién de enzimas con actividad
oxidoreductasas, las cuales ayudan a transportar el hierro en su forma férrica o
ferrosa.

El hierro entra en el organismo uniéndose a transferrina y posteriormente es

liberado por la circulacion portal del higado. Ningan exceso de hierro no hem
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puede ser almacenado en la ferritina del higado y el hierro circulante se une a
la transferrina.

La transferrina se une a la célula por receptores de superficie celular y es
internalizada por endocitosis mediada por receptor, en donde la accién del pH
acido mediado por las enzimas hidroliticas libera el hierro unido a la
transferrina. Este mecanismo libera hierro al tejido periférico (34). El sitio
dominante para la utilizaciéon de hierro es la medula 6sea, necesario en la
hemoglobinizacion de las células rojas.

El cuerpo tiene un reservorio de hierro en los eritrocitos de cerca de 20-25 mg
que son reciclados cada dia en la eritrofagocitosis de las células rojas de la
sangre por macréfagos en el riidn y sistema reticuloendotelial. Esta liberaciéon
de hierro puede ser reciclada y también utilizada o almacenada, la captura de
hierro de la dieta diaria esta limitada con Unicamente 1-2 mg/dia. Este es un
mecanismo muy complejo y sensible que responde a la saturacion de la unién
de hierro por transferrina y otros mecanismos regulatorios incluyendo infeccion
e inflamacioén, esto ayuda a controlar el metabolismo de hierro para limitar el
exceso Yy prevenir su deficiencia (35).

La activacion de fagocitos y de las células derivadas de TH-1 via PRRs, tiene
como consecuencia la disminucion de la expresibn de receptores de
transferrina y expresion de la proteina Nramp1l y ferroportina (36).

La ruta de mayor liberacién de hierro hacia el tejido periférico es por medio del
receptor de transferrina cuando es endocitado, el hierro se despega de la
proteina y es liberado hacia el plasma. La disminucién de la regulacion del

receptor de transferrina limita la habilidad de la célula para adquirir el hierro
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unido a la transferrina y reducir el hierro disponible para patégenos
intracelulares como M. tuberculosis, M. avium y L. pneumophila, para restringir
su crecimiento (( 36,37,40,41)

Nramp 1 es una proteina transportadora de metales divalentes dependientes
de pH que se localiza en los compartimentos del fagosoma y reduce el hierro
intrafagosomal (42). La proteina funcional confiere resistencia a parasitos
intrafagosomales incluyendo M. bovis BCG, L. donovanii y Salmonella
typhimurium, aunque los parasitos se escapan para el citosol como L.
monocytogenes no es afectada por el estado de Nramp1 (42,43).

En trabajos recientes se ha demostrado que hay supresion de la expresion de
la IL-10 por la movilizacibn de hierro por Nrampl por lo que aumenta la
produccién de iINOS por los macrofagos para inhibir el crecimiento microbiano

(44, 45,46).

2.4 Ferroportina.

La Ferroportina también conocida como Slc40al, MTP1 O lIregl es el Unico
miembro de la familia SLC40 de transportadores de hierro (47), es una proteina
de transmembrana localizada en, macrofagos, enterocitos del duodeno,
hepatocitos, células tubulares del riidn: Aunque también se ha localizado en
los eritrocitos, su funcion en estas células no es clara (48) .El hierro sale unido
a la ferroportina, que se debera convertir de ferroso a férrico que es menos
perjucial para la célula (49).. La ferroportina es la Unica proteina conocida que
transporta el hierro desde el interior del citoplasma de la célula hacia el plasma

(50) La actividad de transporte de metal no ha sido aun bien estudiada aunque
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existe la evidencia de la actividad de transporte de fierro, aunque también
puede transportar otros metales esta actividad es menos eficiente porque tiene
una baja afinidad para otros metales (51). La ferroportina es una proteina con
los dominios amino y carboxilo terminal en el citosol. La proteina funciona como

un mondmero o un oligomero, contiene 12 dominios transmembrana (52).

Aungue se tiene evidencia de que su estructura es multimerica, por lo que

también se considera que la ferroportina se comporte como un dimero.(53).

La regulacidén de la ferroportina a nivel transcripcional y traduccional se lleva
acabo por el hierro presente (54) la expresion aumenta por una sobrecarga
mas que por una deficiencia de hierro,en macréfagos de pulmén y bazo, lo que
causa una baja expresion en macréfagos de raton con inflamacion aguda (55).
Este mecanismo no esta bien estudiado, pero se cree que la hepcidina podria
estar involucrada como regulador de la inflamacion aguda (56,57,58). (En la
region 5°UTR no traducible de la ferroportina se localizan regiones muy
conservadas llamadas IRE lo que indica su importancia en este mecanismo
regulatorio.Esta region IRE se une a proteinas represoras llamadas IRP1 e
IRP2 (59). La accion de union del IRE de ferroportina a las proteinas
represoras es para regular la traduccién, aunque no se conoce con detalle la
cantidad de hierro que es necesaria para la regulacion de la proteina a nivel

transcripcional o traduccional (60).
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2.4.1 Ferroportina e inmunidad.

El equilibrio de la cantidad de hierro circulante en los organismos eucariotas
requiere de un balance en la adquisicion y utilizacion del hierro. Uno de los
mecanismos existentes para regular la utilizacion de hierro en el plasma ya sea
la entrada o la salida es la eritropoyesis, la cual requiere de una coordinacion
entre el tejido que utiliza el hierro y el almacenamiento de hierro con las células
que transportan el hierro al plasma. Esta comunicacién es mediada por la
hepcidina, que es un pequefo péptido que funciona como una hormona (57).

La ferroportina se sobreexpresa en macréfagos infectados con M. tuberculosis
e inhibe el crecimiento intracelular de la micobacteria, restringiéndose la
cantidad y disponibilidad de hierro en el citosol, ademas de regular la
expresion de iINOs en macrofagos con una sobredosis de hierro, por lo que
esta participacién en la atenuacién de la expresién de estas moléculas que
participan en la inmunidad innata, llevan a que la ferroportina se sobreexprese,
y module la respuesta de forma negativa en la expresion de estas moléculas,
en forma particular a nivel traduccional para el caso de iNOs y también
disminuye la produccion de NO. En este efecto la ferroportina interactta con la
Jak2 cinasa, lo que permite creer que la ferroportina también participa en la

modulacion de cascadas de sefalizacion. (61).

2.5 Hepcidina

Una de las proteinas de mayor importancia en la homeostasis del hierro es la

hepcidina, fue descrita por primera vez como LEAP-1 (liver-expresed
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antimicrobial peptide 1) en el afio 2000 y posteriormente un afio mas tarde se
correlacion6 esta proteina en el metabolismo del hierro junto a otros genes y
proteinas, lo que ha permitido definir la sobrecarga de hierro por su déficit y la
anemia inflamatoria por su exceso. Esta proteina tiene propiedades
antimicrobianas y antifingicas in vitro. La hepcidina es una hormona, péptido
producido en el higado en respuesta a la acumulacion de hierro (62), por lo que
la funcion de la proteina es la de regular la cantidad de hierro presente en los
organismos eucariotas que fue descubierto por su funcion principal en el
mantenimiento de homedstasis de hierro intracelular en humanos y otros
mamiferos. El gen que codifica para esta proteina esta localizado en el
cromosoma 19, codifica un propéptido de 84 aminoacidos del que por accion
enzimatica derivan las formas activas C-terminal con 20, 22 y 25 aminoéacidos
gue contiene 6 cisteinas, lo cual resulta con un gran numero de enlaces
disulfuro (63).

Se ha reportado la funcion de la proteina relacionada con la posible variacion
en la estructura y su interaccién con regiones de otras proteinas como la
ferroportina y se han localizado las regiones de unién (64).

La hepcidina es miembro de la familia de las defensinas, es la Unica que es
elaborada por los hepatocitos, las otras defensinas se elaboran en las células

epiteliales y es altamente conservada en todos los vertebrados (63).

28



2.5.1 Regulacion de la expresion de RNAm de Hepcidina.

La regulacion a nivel transcripcional de la expresion de RNA mensajero de
hepcidina aumenta por citocinas inflamatorias como la interleucina 6 (IL-6) en
hepatocitos humanos asi también por lipopolisacaridos (LPS) (65).
Posteriormente, los LPS en macrofagos alveolares inducen aumento de RNAm
de hepcidina y transportadores de hierro incluyendo el transportador 1 divalente
de metales (DMT1) vy la ferroportina 1 (FPN1) (66).

Sin embargo, no se conocen los mecanismos moleculares por los que MAP
influye a modular el metabolismo de hierro en macréfagos favoreciendo para la
acumulacion de hierro en macrofagos. Actualmente se ha reportado que en
células de cultivo de macréfagos humanos como en macréfagos derivados de
raton se ha observado un aumento significativo de la expresion de hepcidina
como efecto sinérgico de la estimulacion de Mycobacterium tuberculosis y
Mycobacterium avium. Se ha observado un aumento significativo de la
expresion de hepcidina (250-500 veces) como efecto sinérgico de la
sensibilizaciéon con los dos estimulantes Mycobacterium tuberculosis e INFy.
Asi mismo la estimulacion con M avium e INFy mostro el mismo efecto
sinérgico significativo en induccion de RNAm de hepcidina (40-100 veces). Sin
embargo no se han esclarecido las significancias biolégicas del efecto sinérgico
y la estimulacion por cada una de las dos micobacterias que condujeron a un
aumento leve (25-50 veces en M. tuberculosis, 3 veces en M. avium) del nivel
de RNAmM. Ademas los cultivos de lineas celulares de macréfagos sin 0 con

infeccidbn con estas micobacterias in vitro, no representan la situacion exacta
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de los macréfagos en animales infectados por micobacterias (67). Sin embargo,
no se conocen los mecanismos moleculares por los que MAP influye a modular
el metabolismo de hierro en macréfagos favoreciendo para la acumulacion de

hierro en macréfagos.

2.6 Inmunopatogénesis de la PTB.

MAP es un microorganismo intracelular facultativo que infecta macréfagos, su
crecimiento en el laboratorio requiere un periodo prolongado de 2 — 6 meses el
mecanismo de entrada es por fagocitosis. La actividad antimicrobial es
mediada por los linfocitos T CD4" y CD8" por medio de citocinas que
incrementan la actividad antimicrobial de los macrofagos. El INFy es el mayor
regulador de la respuesta inmune para las micobacterias, induce la expresion
de la proteina oxido nitrico sintetaza 2 (NOS2) hasta la produccion de oxido
nitrico (NO) (68). Hasta la acidificacion del fagosoma, en el caso de
macréfagos de bovino la expresion de la ATPasa tuvo significancia, después
de las 18 horas de infeccién (69).

La ruta de infeccion en rumiantes es por ingestion hacia la superficie de la
mucosa (70), siendo el portal de entrada de MAP las células M. La superficie
interrumpida de las células permite a MAP transitar a través de las células M,
este transito se lleva acabo durante 30 minutos (71).

La forma en que MAP inicia la entrada hacia las células M es reconociendo por

medio de la fibronectina y las B1integrinas de las células M, otro receptor que
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distingue a MAP en las células M son los receptores Toll like de tipo (TLR’S),
que estan presentes en la membrana de macréfagos y celulas dendriticas, que
funcionan como patrones de reconocimiento (72).

La respuesta inmune innata inicia con el transito de MAP hasta ser fagocitado
por los macrofagos y células dendriticas por medio de TLR2, MAP puede
permanecer intacto frustrando los mecanismos bactericidas de la célula
presentadora de antigeno (APC), o ellas pueden procesar y presentar el

antigeno a los linfocitos T (73).

Como patdgeno intracelular, MAP puede sobrevivir en el macréfago inhibiendo
la maduracion del fagosoma, por una disminucion en la acidificacién del
fagosoma y una consecuente inhibicién de replicacion de MAP. De esa forma
se favorece la via de sefales de transduccion de las protein cinasas (MAPK)
que resulta en un incremento de la expresion de IL-12 y disminucion de la IL-10
en macréfagos infectados con MAP. La neutralizacién con anticuerpos IL-10
incrementa la muerte de MAP por un incremento en la acidificacion del
fagosoma y produccion de oxido nitrico (74).

La activacion del receptor TLR2 en macréfagos y células dendriticas sirve
como un enlace de la respuesta inmune innata y adquirida. El inicio de la
respuesta inmune adquirida continta por la via de activacion de MyD88 (75).
Los macréfagos activados por las micobacterias producen citoquinas como la

IL-1, TNFa e IL-12, ademas de IL-6, IL-8 e IL-10 (76,77,78,79,80,81).

La presentacion de antigeno en el macrofago por medio del complejo mayor de
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histocompatibilidad MHC-II, permite la secrecion de IL-1, activando los linfocitos
T. Los linfocitos T activados expresan IL-2 la cual permite la expansion clonal
de linfocitos T, CD4+ y CD8+. Las células T CD4+ iniciales, pueden
diferenciarse en poblaciones Thl y TH2 dependiendo de la naturaleza del
antigeno.

Esta diferenciacion puede inclinarse hacia el tipo Thl si es un estado temprano
de la infeccién o fase subclinica de MAP, caracterizado por una secrecion de
citocinas como INFy, IL-2 y TNFa, que la caracteriza por grandes de expresion
de INFy en sangre periférica (82,83).

El INFy en los macrofagos juega un papel importante en la activacion de
linfocitos T, macréfagos, maduracion de células dendriticas y sobreexpresion
de MHC-l y Il y también de especies reactivas de oxigeno y nitrégeno. Sin
embargo en el caso de MAP no hay un suficiente estimulo de produccion de
especies reductoras de oxigeno al igual que la activacion de los macrofagos
por el INFy cantidad que es inadecuada para matar a MAP. MAP secreta SOD
(superoxido dismutasa), la cual puede ser un mecanismo protector intracelular
de MAP. En el primer afio de infeccidén, las células de memoria CD4+
predominantes con un fenotipo CD4+CD45R0O+, expresan grandes cantidades
de CD25 y CD26, en cambio las células CD8+CD45R0O+, expresan bajos
niveles de CD25 y CD26 en el inicio de la enfermedad y después de 18 meses
aumentan su expresion, es decir en la fase tardia (84).

Las células ydT juegan un papel importante en la infeccidn micobacterial en la
formacién de granulomas aumentando la produccién de INFy (85)

El progreso de la fase subclinica a clinica de la PTB, esta asociada con un
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cambio de respuesta de Thl a TH2, con la produccién de citosinas IL-4,IL-5 e
IL-10, apoyando la respuesta humoral, caracterizada por la expansion clonal de
células B, secrecion de inmunoglobulinas y control de la inmunidad por las
células Thl. Ambas IL-4 e IL-10 suprimen la expresion de INFy en las célula
Thl CD4+ (86).

La IL-10 parece ser que juega un papel importante en la infecciébn micobacterial
y especificamente en el caso de MAP. Se ha observado un aumento en la
expresion de IL-10 en el tejido de ileon, nodulos linfaticos mesentéricos y
células mononucleares en cultivo de vacas y ovinos naturalmente infectados,
(87), de igual forma aumento la expresion de IL-10 en macrofagos derivados
de monocitos infectados con MAP, comparados con M.avium subsp. avium,
(88). Asi mismo afirmando esta accién de la IL-10, se trataron cultivos de
macrofagos de bovino y se les hizo tratamientos con IL-10, en los cuales
disminuyo la expresion de INFy (89).

En la fase tardia de la infeccién hay un incremento de las células B en animales
con signos subclinicos, el papel de estas células no ha sido bien entendido, sin
embargo estas células actian como células presentadoras de antigeno y
juegan un papel importante en la activacion de las células Th2 CD4+. Un
numero notorio de células B se observo en vacas naturalmente infectadas,
demostrando los signos clinicos de la paratuberculosis, comparado con otras
vacas con infeccién subclinica y sanas (90).

Recientemente se ha reportado una subpoblacion de células B CD5 bright, en
sangre periférica en vacas infectados en la fase subclinica, con MAP, lo que

posiblemente representa la poblaciéon Bla (91), lo que sugiere determinar que
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el cambio de poblacion de células B, se lleva acabo durante la infeccion lo cual
directa o indirectamente puede afectar la patogénesis inducida por las células T
inflamatorias.

Las lesiones granulomatosas son la caracteristica de la accion de MAP en la
infeccion y la composicion de los tipos celulares en el sitio depende del estadio

de la infeccién.

2.7 Vacunas para MAP.

Las vacunas disponibles a la fecha son vacunas con micobacterias completas
vivas sin adyuvantes que no han tenido mucho éxito de proteccion (92). Otras
son las de tipo recombinante, utilizando antigenos especificos, que inducen
una buena respuesta inmune de tipo Thl, como es el caso de la proteina SOD
(superoxido dismutasa) que es una proteina que interfiere contra la propiedad

bactericida de la enfermedad y tiene propiedades antiapopticas (93).

Otro antigeno utilizado es el del complejo 85 A, B y C, que son proteinas
altamente conservadas en el genoma de las micobacterias (94)

Las proteinas Hsp65 (GroEL) y Hsp70 (DnaK), de heat-shock y que funcionan
como chaperonas en el plegamiento de proteinas, pueden inducir inmune

celular, aunque la Hsp70 produce una respuesta inmune mas fuerte (95).

La proteina P22 induce una buena respuesta de anticuerpos cuando se
administra como proteina recombinante (96). Otra lipoproteina es la de 19 KD

gue produce una buena respuesta humoral pero débil respuesta para INFy (97).
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Aun no se conocen los mecanismos completos inmunopatologicos de la
enfermedad, por lo que aun no se saben los mecanismos importantes por los
que MAP sobrevive dentro de macrofagos y que se deberian de tomar en
cuenta para elaborar estrategias que eliminen a la micobacteria, asi como
pruebas de diagnostico con buena sensibilidad, ya que una buena porcién de
animales subclinicos que no son diagnosticados permanecerian como fuente
constante de la infeccion. Pero una vacuna no es suficiente, si no se aplican las
practicas de buen manejo en los rebafos, en los animales adultos y recién
nacidos.
En la patogénesis de la PTB se conoce la transicion del sistema inmunoldgico
de huésped durante la infeccién (98,99).
Después de la infeccion inicial se activa el sistema de inmunidad mediado por
células, seguido por la etapa de la infeccidn latente subclinica con la inmunidad
celular leve, terminandose las etapas subclinicas con excrecion de MAP y
desarrollo de sintomas clinicos y con la inmunidad humoral aumentada. Se
conoce que la supresion de inmunidad celular es por via IL-10 (100), pero la
causa de transicion de inmunidad celular a humoral asi como los eventos
inmunopatologicos que provocan desarrollo de sintomas clinicos aun quedan
desconocidos.

Debido a la caracteristica de MAP con dependencia estricta al hierro, un
pequefio desbalance en el metabolismo de hierro en macrofagos podria tener
un efecto critico y pudiera considerarse como un disparador del establecimiento

de infeccidon subclinica o desarrollo de sintomas clinicos.
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RESUMEN

La tuberculosis es una enfermedad contagiosa que afecta a una tercera parte
de la poblacion mundial. En México el estado de Baja California es el
mayormente afectado con la tasa de incidencia y mortalidad mas alta de 35.34
y 8.05 por 100,000 habitantes, respectivamente. El proposito de este estudio
fue determinar el polimorfismo genético de Mycobacterium tuberculosis en Baja
California, a fin de establecer una relacion de los genotipos con respecto a su
prevalencia y/o endemismo en el area. Para ello se analizaron un total de 43
cepas utilizando los marcadores moleculares MIRU4, MIRU40 y VNTR1955
(Mtub21). Este conjunto demostroé 16 patrones, con una alta similitud genética,
analizada mediante el indice de similitud de Jaccard. Por otro lado el indice de
diversidad de Shannon, de rareza de Pielou y el indice discriminatorio de
Hunter-Gaston fueron altos para el conjunto de locus analizados. Este es el
primer estudio molecular de cepas de M. tuberculosis en Baja California y

muestra su origen a través de una cepa comun, basado en su similitud.
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Abstract
Tuberculosis is a contagious disease that affects one third of the world’s
population. In Mexico, the State of Baja California is the most affected with the
highest rate of national incidence and mortality of 35.34 and 8.05 per 100,000
population, respectively. The purpose of this study was to determine
Mycobacterium tuberculosis polymorphisms genetics found in Baja California in
order to establish a relationship on its prevalence and/or endemism in this area.
The genotypes of 43 strains of M. tuberculosis were analyzed by using MIRU4,
MIRU40 and VNTR1955 (Mtub21), which demonstrated 16 patterns with a high
genetic diversity. This is the first molecular study from M. tuberculosis strain of
Baja California and shows their origin through a common strain based on their

similarity.

Keywords: tuberculosis, tandem repeat DNA, molecular epidemiology.
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Introduccién

La tuberculosis (TB) es una enfermedad contagiosa que es causada por la

bacteria Mycobacterium tuberculosis (Mt). Actualmente un tercio de la

poblacién mundial (mas de dos billones de gentes) estan infectadas y en el afio

2008 se estimo que murieron 1.3 millones de personas por este mal (1), La

tuberculosis es una enfermedad de la pobreza y afecta principalmente a

adultos jovenes en sus afios mas productivos. La inmensa mayoria de muertes

se reportan en los paises en vias de desarrollo (1, 2, 3). América representa

cerca del 3% de la tasa de incidencia global (1). México tiene una tasa de

incidencia que oscila entre 2.35 a 35.34 por 100,000 habitantes, distribuidos en

las treinta y dos entidades federativas, siendo Baja California el estado méas

afectado con la tasa de incidencia y mortalidad mas alta (35.34 and 8.05 por

100,000 hab., respectivamente (4).

El andlisis de huellas digitales es una herramienta muy util para estudiar la

epidemiologia de la tuberculosis, indicando las posibles relaciones entre

pacientes, origen de nuevos brotes, reinfecciones, patogenicidad, entre otras

(5, 6). La genatipificacion basada en el namero variable de secuencias

repetidas en serie (VNTRs) y las unidades repetitivas intergénicas de
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micobacterias (MIRUs) han sido utilizadas para analizar los polimorfismos de

12 - 24 loci, donde el set de 12 es el mas ampliamente utilizado (7, 8, 9). Este

meétodo de analisis esta basado en la reaccion en cadena de la polimerasa, la

cual amplifica uno o varios locus, utilizando cebadores especificos que

flanquean las regiones repetitivas. De tal forma que la determinacién del

tamafo del amplicon reflejara el niumero de repeticiones del MIRU o VNTR que

se esté trabajando.

Este protocolo ofrece la ventaja de poder establecer de una forma rapida la

estructura poblacional gendmica de hasta un pequefio nimero de muestras,

ademas puede ser utilizado junto con el espoligotipo (spoligotyping: spacer

oligonucleotide typing) para determinar los tipos de cepas y su relacién

epidemioldgica a nivel mundial. A pesar de ser muy Uutiles estos métodos el

analisis de la secuencia de insercion IS6110 es también requerida para

relacionar los grupos clonales (10, 11) sin embargo, llevar a cabo todos estos

procedimientos es costoso. Es por ello que en este estudio se realizo solo la

amplificacion de 3 pares de MIRUs y VNTRs, estos locus fueron seleccionados

en base a su alta frecuencia y polimorfismo en diferentes regiones geogréficas,

incluido Latino América (9). El propdsito de este trabajo fue establecer los
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polimorfismos de M. tuberculosis y su distribucion geografica en el estado de

Baja California.

Materiales y métodos

Muestras Clinicas

Se aislaron 43 cepas de M. tuberculosis en el medio Lowestein Jensen a una

temperatura de 37°C de muestras clinicas de pacientes provenientes de

diferentes regiones de Baja California, las cuales fueron centralizadas en el

Hospital General de la Ciudad de Tijuana, B.C., México. Las cepas fueron

previamente identificadas mediante el uso de la tincibn BAAR, pruebas

bioquimicas y/o PCR (12) antes de ser utilizadas para el analisis genotipico por

PCR. Los datos de los pacientes se obtuvieron del registro del mismo hospital

y se omitié la informacién personal.

Extraccion de DNA de M. tuberculosis

Las cepas de M. tuberculosis fueron inactivadas por el método de Bollet C. y

colaboradores, (13), con ligeras modificaciones. Para la inactivacion de las

bacterias se tomd una asada del cultivo y se resuspendié en un microtubo de

centrifuga con 200 pl de TE (1X: Tris HCI 10 mM pH 8, EDTA 1mM pH 8),

enseguida se adicioné un volumen de 50 ul de SDS al 10%. Los 250 ul totales
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se sometieron a un calentamiento en un bafio Maria por 5 minutos a 100°C,

posteriormente, se realizo la extraccion de ADN.

A cada muestras inactivada se le dieron tres choques térmicos en hielo seco

etanol o acetona, durante 2 minutos de congelacibn y 2 minutos de

descongelacién en un bafio de agua a 37°C, después la muestra fue incubada

a 65 °C por 30 minutos. Posteriormente se le adicioné un volumen de fenol

neutro, la mezcla se centrifugé a 13000 g por 5 minutos para separar la fase

acuosa, la cual se deposité en un tubo limpio, a esta mezcla se le agreg6 un

volumen de una mezcla de fenol: cloroformo 1:1, se agité y se volvid a

centrifugar a 13000 g por 5 minutos, se separ6 nuevamente la fase acuosa en

un tubo limpio a la cual se le realizaron dos extracciones mas con un volumen

de una mezcla de 24:1 Cloroformo: Alcohol Iso-Amilico. Finalmente se midi6 el

volumen de la fase acuosa y se le agregaron 0.1 volumen de acetato de sodio

3M pH 4.8 y 2 volumenes de etanol, la mezcla se incubé toda la noche a -20

°C. Al siguiente dia la mezcla se centrifugd a 13000g por 10 minutos, se

decant6 el sobrenadante y el precipitado se lavo 2 veces con etanol al 80%, se

elimino el exceso de etanol del ADN precipitado y se seco durante 15 minutos a

37 °C, después el precipitado se resuspendio en 50 yL de agua libre de
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DNAasas (reactivos de SIGMA, St. Louis Missouri, USA).

PCR y MIRU-VNTR

Se llevaron a cabo las reacciones de PCR, utilizando la mezcla comercial

Master mix de Promega a 1x (2x: 400 puM c/u dNTPs, 3 mM MgCI2,

amortiguador de PCR pH 8.5, 50 U/ml de Taq polimerasa), los cebadores

utilizados fueron los ya previamente publicados (9):

MIRU4 (ETRD), sentido: 5GTTGATCGAGGCCTATCACG3’ y antisentido:

5’GAATAGGGCTTGGTCACGTAZ,, MIRU40, sentido:

5GGTTGCTGGATGACAACGTGT3 y antisentido:

5 GGGTGATCTCGGCGAAATCAGATAZ’, VNTR1955 (Mtub21), sentido:

5S’AGATCCCAGTTGTCGTCGTC3, antisentido:

5’ CAACATCGCCTGGTTCTGTA3’ a una concentracion final de 1 uM, en un

volumen total de 25 uL, 1-2 yL de ADN bacteriano. Se utilizo como control

negativo agua libre de ADN asas y como control positivo ADN de la cepa de M.

tuberculosis H37Rv. El termociclador (MultiGene mini thermal cycler, LABNET

International Inc ®) fue programado un ciclo de desnaturalizacion de 3 min a

94°C, 35 ciclos de 1 min a 94°C, 1 min a 56°C, 2 min a 72°C, mas un ciclo de

extencion por 10 min a 72°C. Los productos de PCR fueron visualizados con
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luz uv en geles de agarosa 2.5% tefildos con Bromuro de Etidio (0.5 pg/ml),
utilizando el amortiguador TAE (1x: 0.04 M Tris-Acetato, 001M EDTA) (14). Se

utilizo el estandar de ADN de 100pb PROMEGA®.

Diversidad alelica y analisis

La asignacion de alelos estuvo basada en el patréon de migracion de los
productos de PCR y su longitud (pares de bases) correspondiente a la
calculada tedricamente de acuerdo a lo establecido para cada locus; 77 pb para
MIRU4, 54 pb para MIRU40 and 57 pb para VNTR1955, mas los nucledtidos
extra que flanquean la secuencia de repeticion y el tamafio de los cebadores.
Los nombres de los alelos fueron los ya establecidos y numerados en orden
ascendente. Se realizo una matriz de presencia-ausencia con el programa de
computo Microsoft Excel 98 para después ser importada por el programa
PRIMER v6 (15), donde se calculo el indice de similitud de Jaccard y se obtuvo
el dendograma.

Se calculo la diversidad alelica para cada locus mediante el uso de las
siguientes formulas: indice de diversidad de Shannon (H’) y diversidad maxima:

H = Z;t}:’ + Ln (pi)
=1
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H'max = Ln(5)
Donde s es el namero total de patrones diferentes de MIRU-VNTR, pi es la
frecuencia relativa del ith patron.
Se calculo ademas el indice discriminatorio de Hunter-Gaston (HGDI) de cada
locus, de acuerdo a la siguiente ecuacion:
HGDI =1- [;)] in}'(nj— 1)

NN -1 b=
N es el numero total de cepas de un esquema dado, s es el numero total de
patrones diferentes de MIRU-VNTR, nj es el nUmero de cepas que pertenecen
al patron jth.

El indice de Pielou fue calculado con la siguiente férmula:

o HI‘
I= H'max
Resultados

Se analizo el genotipo de un total de 43 cepas de M. tuberculosis aisladas de

pacientes de Baja California, México, de los afios de 2002, 2003 y 2005, las

cuales estuvieron representadas por el 59% de muestras de expectoracion,

33% no se especifico, 2.5% de liquido pleural y 5% de ganglios. Solo al 31%

de ellas se le determino la susceptibilidad a antibioticos, 13% de estas
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muestras pertenecian a pacientes reincidentes. El sexo mas afectado fue el

hombre siendo de un 85%. La edad de los pacientes fluctu6 de los 15 a 58

afos.

Los alotipos encontrados con el marcador molecular MIRU 4 (ETRD) fueron 3,

representados por su patron de migracion en el gel de agarosa, siendo de 638

pb (77x3 (+7 copias), 715 pb (4 copias) y 862 (6 copias). El alotipo que tuvo

mayor frecuencia fue el primero, representado por el 83% de las muestras,

mientras que los demas estuvieron en 14 y 3%, respectivamente.

Para el analisis de alotipos utilizando el marcador molecular MIRU 40, se

encontraron 4 alotipos, representados por su migracién en el gel de agarosa

de 408 pb (54x1 copias), 444 pb (54x2 copias), 500 pb (54x3 copias), 552 pb

(54x4 copias). El alelo de mayor frecuencia fue el de 3 copias (46%) seguido

del de 2 (31%), 4 (14%) y 1 (9%) copias. Para el marcador VNTR1955

(Mtub21) se encontraron 5 alotipos de 173 pb (57x1 copia), 205 pb (57 x1,

+34), 287 pb (57x3 copias), 344pb (57x4) y sin ninguna copia, representados

con una frecuencia de 14, 37, 26, 2% y 21%, respectivamente (Figura 1).

El andlisis discriminatorio de Hunter-Gaston para cada locus analizado fue de

0.14 para MIRU4, 0.64 para MIRU40 y 0.7 para VNTR1955. Sin embargo, para
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la combinacién de los tres locus el indice arrojo un valor de 0.83.

La relacién genética entre las muestras fue analizada con los tres marcadores
utilizando el indice de similitud de Jaccard y el algoritmo de la distancia del
vecino mas cercano, ambos analisis mostraron dos grupos, uno con la mayoria
de las muestras, con una similitud cercana al 50% de similitud, el cual contiene
el alotipo mas frecuente de MIRU4 y el otro grupo representado con los alotipos
de menor frecuencia (Figura 2). La combinacion de los tres marcadores arrojo
16 patrones, con un indice de diversidad de Shannon de 2.18 vy un valor de
equitatividad de Pielou de 0.87.

Discusion

El estudio de huellas digitales utilizando MIRUs-VNTRs es una herramienta
muy valiosa en los estudios epidemiolégicos de tuberculosis y en México se ha
iniciado este tipo de analisis. Aun cuando se ha adoptado ampliamente el uso
de 12 loci en combinacion con el espoligotipo para relacionar patogenicidad,
origen y variabilidad genética, existen trabajos que utilizan un locus como por
ejemplo MIRU24 o MIRU4 para relacionar la heterogeneidad clonal y policlonal
(16, 17, 18). Los tres marcadores en este trabajo fueron seleccionados en base

a su alta frecuencia en Latino América y por tener un alto polimorfismo, asi
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como lo reporta Supply y colaboradores (19), quienes encontraron para MIRU4
un total de 9 alelos, para MIRU40, 7 alelos y para VNTR1955, 10 alelos, el cual
es el maximo obtenido con éxito en amplificaciéon. Cabe sefalar que en un
inicio se escogieron 6 juegos de marcadores sin embargo, los aqui reportados
fueron los que presentaron una buena amplificacion, asi podemos demostrar
gue se obtuvieron tres alelos para MIRU4 (3, 4 y 6 copies), cuatro alelos (1-4
copies) para MIRU40 and cinco alelos (0-4 copies) para VNTR1955. Por otro
lado, el nimero de copias para el marcador MIRU4 fue diferente en este
estudio al reportado en otras regiones de Norte América, Canada y Latino
América (2-3 copies) (19). Asi como también a lo reportado en pacientes con
HIV de la ciudad de México, quienes presentan de una a tres copias (20). Para
MIRU40, el niumero de copias fue igual al reportado por Supply et al. (19) para
Latino América (1-4 copies), pero diferente al estudio de Lopez-Alvarez (0-5
copies) (20). En cuanto al marcador VNTR1955, el cual no es utilizado entre el
juego de 12 marcadores, el nimero de copias de este locus se encuentra en el
rango establecido por Supply et al. (19) para Latino América.

El conjunto de los tres marcadores utilizados en este trabajo arrojo 14 patrones

diferentes, con una diversidad de Shannon relativamente alta, al igual que el
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reportado en cepas de M. tuberculosis en el estado de Michoacan (21), aunque

ellos utilizaron tres cebadores RAPDs (polimorfismo al azar de DNA

amplificado). Cabe sefalar que el analisis discriminatorio de Hunter-Gaston

basado en el Indice de diversidad de Simpson para cada locus generalmente

da valores bajos (por ejemplo 0.06-0.6) (22), pero cuando se analiza el

conjunto de loci, mejora notablemente, como lo encontrado en este estudio,

aungque también por ello se recomiendan 9 locus, para un analisis mas fino

(19).

Baja California es el estado mexicano con la tasa de incidencia y mortalidad

mas alta de tuberculosis, cuenta ademas con dos regiones de agricultura (valle

de Mexicali y valle de San Quintin), en la cual se contratan trabajadores

temporales que provienen de zonas con alta pobreza del sur del Pais, estos

trabajadores se movilizan por temporadas de cosecha entre diferentes estados,

principalmente del noroeste de México. Esta poblacion flotante es de las méas

afectadas por esta enfermedad, de tal forma que uno de los objetivos de este

trabajo fue establecer la distribucion de genotipos en diferentes localidades del

estado sin embargo, no se pudo observar, debido a la alta similitud entre los

genotipos, lo cual nos hace pensar que M. tuberculosis pertenece a una misma
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poblacién clonal y se ha diversificado con el tiempo. Otra de las preguntas por

resolver fue determinar la relaciéon de genotipos con el origen de los pacientes

a fin de demostrar cual genotipo era el predominante en personas de

residencia permanente en Baja California, con respecto a la poblacion flotante

no obstante, no se pudo determinar debido a que el historial del paciente solo

muestra el lugar de donde se colecto la muestra.

Desafortunadamente la tuberculosis es una enfermedad que esta asociada con

la pobreza y con una baja calidad de vida (1), tal como lo podemos ver en la

poblacién migrante agricola de Baja California, quizds este es uno de los

factores mas importantes de estar contrayendo la enfermedad, asi como

también lo es, el no llevar el tratamiento de una forma adecuada, de tal forma

gue ellos siguen siendo el foco de infeccion.

Este trabajo contribuye de una forma inicial con el estudio de los genotipos de

cepas de M. tuberculosis en Baja California y se espera en un futuro llevar a

cabo un analisis mas completo utilizando el juego de 12 marcadores y el

espoligotipo.
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Figura 1. Gel de electroforesis en agarosa que muestra los alelos de MIRUs-

VNTR1955 de Mycobacterium tuberculosis amplificados por PCR. Carriles 2-4)

MIRU4, 6-9) MIRU40, 11-14) VNTR1955, 16) control + cepa H37Rv MIRU4, 17)

H37Rv MIRU40, 18) H37Rv VNTR1955, 1, 5, 10, 15) escalera de ADN de

100pb.
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Figura 2. Dendograma que muestra la similitud de las muestras en base a los

alelos encontrados de cada MIRUs-VNTR de M. tuberculosis.
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3.2 El metabolismo de hierro en la respuesta inmune innata.

The metabolism of iron in the innate immune response.
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Introduccién.

La respuesta inmune innata sirve como primera linea de defensa contra
patdgenos e incluye barreras naturales como es la piel, mucosa y el acido
gastrico y componentes de células inmunolégicas como los monocitos,
neutrofilos y células dendriticas las cuales se activan rapidamente para
controlar el crecimiento del patégeno y promover la inflamacién vy
posteriormente el desarrollo de la inmunidad adaptativa (1). La identificacion
inicial de los patégenos esta dada por la interaccion de receptores de
reconocimiento de patrones (PRRs) con ligandos especificos de los patégenos
como peptidoglicano, lipopolisacaridos, flagelina y ARN de doble cadena,
conocidos como patrones moleculares asociados a patégenos (PAMPS) o
productos de células dafiadas del hospedero conocidas como patrones
moleculares asociados a peligro (DAMPs). Los PRRs se clasifican en dos
categorias: censores y fagociticos que se basan en la activacion de cascadas
de sefales proinflamatorias o en la fagocitosis de patdgenos, respectivamente
(2). Estas rutas de inmunidad innata inducen varios mecanismos
antimicrobianos incluyendo la reduccién de hierro disponible para patdgenos a
nivel celular y sistémico.

El hierro es un elemento esencial para casi todos organismos vivos y debido a
por su alta capacidad de fungir como donador-aceptor de electrones esta
asociado con representantes de heme gue involucra un gran grupo de eventos
metabdlicos y funciones proteicas en nuestro cuerpo, por ejemplo en el
transporte de oxigeno de la hemoglobina, en el almacenamiento de oxigeno, en
la mioglobina, en el transporte de electrones y para la funcion de los citocromos
en la respiracion aerdbica

A pesar de la gran utilidad de hierro en el cuerpo, el exceso de hierro causa
dafo, principalmente por su alta reactividad con oxigeno, produciendo radicales
libres, y aumenta el estrés celular. La homedstasis de hierro balancea la
necesidad de hierro y por lo tanto limita la toxicidad asociada con la absorcion,
utilizacién y almacenamiento de metales. Estos roles fisioldégicos implican
reacciones de intercambio, de captura y donacion de electrones entre los iones
ferrico y ferroso. Las enfermedades causadas por deficiencia de hierro son las
anemias, la enfermedad de Crohn, y enfermedades hereditarias como la
hemocromatosis por exceso de hierro.
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Homeostasis de hierro

El cuerpo humano necesita hierro para llevar a cabo el transporte de oxigeno,
el hierro es un elemento escencial para la vida. El organismo tiene desarrollado
un alto grado de conservacion de hierro cuando este no es eliminado del
cuerpo, mas que regular la cantidad de hierro en el sistema, el organismo
regula la entrada de hierro de la dieta.

El hierro entra en el organismo uniéndose a transferrina y posteriormente es
liberado por la circulacion portal del higado. Ningun exceso de hierro no heme
puede ser almacenado en la ferritina del higado y el hierro circulante se une a
la transferrina. La transferrina se une a la célula por receptores de superficie
celular y es internalizada por endocitosis mediada por receptor, en donde la
accion del pH acido mediado por las enzimas hidroliticas libera el hierro unido
a la transferrina. Este mecanismo libera hierro al tejido periférico (3).

Es necesario que el hierro se libere de la ferritina para cubrir las demandas de
hierro en el transporte de oxigeno y metabolismo. La ferritina circulante dona
hierro a la célula por medio de un receptor, también por distribucién de hierro
en sitios de almacén de tejido periférico como por ejemplo, masculo y medula
Osea (4).

El sitio dominante para la utilizaciéon de hierro es la medula ésea, necesario en
la hemoglobinizacion de las células rojas. EIl cuerpo tiene un reservorio de
hierro en los eritrocitos de cerca de 20-25 mg que son reciclados cada dia en la
eritrofagocitosis de las células rojas de la sangre por macrofagos en el rifién y
sistema reticuloendotelial. Esta liberacibn de hierro puede ser reciclada y
también utilizada o almacenada, la captura de hierro de la dieta diaria esta
limitada con Unicamente 1-2 mg/dia. Este es un mecanismo muy complejo y
sensible que responde a la saturacién de la unién de hierro por transferrina y
otros mecanismos regulatorios incluyendo infeccion e inflamacion, esto ayuda a
controlar el metabolismo de hierro para limitar el exceso y prevenir su
deficiencia (5).
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La captura de hierro en el epitelio intestinal involucra el transportador de
metales divalentes 1 (DMT1). En la salida del hierro a través de los enterocitos
hacia la circulacién, esta involucrada una proteina llamada ferroportina. Cuando
la cantidad de hierro en el cuerpo es baja por perdida de sangre por ejemplo, la
absorcién de hierro de la dieta se incrementa primeramente por la accion de la
regulacion de estas dos proteinas con asociacion de enzimas con actividad
oxidoreductasas, las cuales ayudan a transportar el hierro en su forma férrica o
ferrosa.

Ferroportina.

La ferroportina también conocida como Slc40al, MTP1 O Iregl es el Unico
miembro de la familia SLC40 de transportadores de hierro (6), es una proteina
de transmembrana localizada en, macréfagos, entericitos del duodeno,
hepatocitos, células tubulares del riidn: Aunque también se ha localizado en
los eritrocitos, su funcidn en estas células no es clara (7). El hierro sale unido a
la ferroportina, que se deberd convertir de ferroso a férrico que es menos
perjudicial para la célula (8). La ferroportina es la Unica proteina conocida que
transporta el hierro desde el interior del citoplasma de la célula hacia el plasma
(9). La actividad de transporte de metal no ha sido aun bien estudiada aunque
existe la evidencia de la actividad de transporte de fierro, aunque también
puede transportar otros metales esta actividad es menos eficiente porque tiene
una baja afinidad para otros metales (10). La ferroportina es una proteina con
los dominios amino y carboxilo terminal en el citosol. La proteina funciona como
un monoémero o un oligomero, contiene 12 dominios transmembrana
(11).Aunque se tiene evidencia de que su estructura es multimerica, por lo que
también se considera que la ferroportina se comporte como un dimero (12).

La regulacién de la ferroportina a nivel transcripcional y traduccional se lleva
acabo por el hierro presente (13). La expresion aumenta mAas por una
sobrecarga que por una deficiencia en macréfagos de pulmén y bazo, lo que
causa una baja expresion en macréfagos de ratén con inflamaciéon aguda. Este
mecanismo no esta bien estudiado, pero se cree que la hepcidina podria estar
involucrada como regulador de la inflamacion aguda (14,15,16).

En la region 5°"UTR no traducible de la ferroportina se localizan regiones muy
conservadas llamadas IRE lo que indica su importancia en este mecanismo
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regulatorio. Esta region IRE se une a proteinas represoras llamadas IRP1 e
IRP2 (17). La accion de union del IRE de ferroportina a las proteinas
represoras es para regular la traduccion, aunque no se conoce con detalle la
cantidad de hierro que es necesaria para la regulacion de la proteina a nivel
transcripcional o traduccional .

Hepcidina

Una de las proteinas de mayor importancia en la homeostasis del hierro es la
hepcidina, fue descrita por primera vez como LEAP-1 (liver-expresed
antimicrobial peptide 1) en el afio 2000 y posteriormente un afio mas tarde se
correlacion6 esta proteina en el metabolismo del hierro junto a otros genes y
proteinas, lo que ha permitido definir la sobrecarga de hierro por su déficit y la
anemia inflamatoria por su exceso. Esta proteina tiene propiedades
antimicrobianas y antifingicas in vitro. La hepcidina es una hormona, péptido
producido en el higado en respuesta a la acumulacion de hierro (18), por lo que
la funcion de la proteina es la de regular la cantidad de hierro presente en los
organismos eucariotas que fue descubierto por su funcién principal en el
mantenimiento de homedstasis de hierro intracelular en humanos y otros
mamiferos. El gen que codifica para esta proteina esta localizado en el
cromosoma 19, codifica un pro péptido de 84 aminoacidos del que por accion
enzimatica derivan las formas activas C-terminal con 20, 22 y 25 aminoacidos
gue contiene 6 cisteinas, lo cual resulta con u n gran numero de enlaces
disulfuro. La hepcidina es miembro de la familia de las defensinas, es la Unica
gue es elaborada por los hepatocitos, las otras defensinas se elaboran en las
células epiteliales y es altamente conservada en todos los vertebrados (19).

Regulacion de hierro en defensa contralainfeccion

La activacion de fagocitos y de las células derivadas de TH-1 via PRRs, tiene
como consecuencia la disminucion de la expresibn de receptores de
transferrina y expresion de la proteina Nrampl y ferroportina (20,21,22,23).La
ruta de mayor liberacién de hierro hacia el tejido periférico es por medio del
receptor de transferrina cuando es endocitado, el hierro se despega de la
proteina y es liberado hacia el plasma. La disminucion de la regulacion del
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receptor de transferrina limita la habilidad de la célula para adquirir el hierro
unido a la transferrina y reducir el hierro disponible para patégenos
intracelulares como M. tuberculosis, M. avium y L. pneumophila para restringir
su crecimiento (24,25,26,27).

Nramp 1 es una proteina transportadora de metales divalentes dependientes
de pH que se localiza en los compartimentos del fagosoma y reduce el hierro
intrafagosomal(28). La proteina funcional confiere resistencia a parasitos
intrafagosomales incluyendo M. bovis BCG, L. donovanii y Salmonella
typhimurium, aunque los parasitos se escapan para el citosol como L.
monocytogenes no es afectada por el estado de Nramp1 (28,29).

En trabajos recientes se ha demostrado que hay supresion de la expresion de
la IL-10 por la movilizacién de hierro por Nrampl por lo que aumenta la
produccion de iINOS por los macréfagos para inhibir el crecimiento microbiano
(30,31,32).

En caso especial por M. avium subsp. paratuberculosis, segun los estudios
realizados por nuestro grupo de investigacién, se observé que el patégeno
tiene una funcién importante para modular la respuesta inmune y la
disponibilidad de hierro en las células mediante la regulacion de expresion de la
ferroportina (no publicado).

Conclusiones

El hierro es esencial para el metabolismo de los seres vivos y, por lo tanto es
importante mantener el nivel de hierro permitiendo al hospedador llevar acabo
una optima respuesta inmune sin facilitar la disponibilidad de hierro a microbios
patogenos. Se han reportado varias moléculas reguladoras del metabolismo del
hierro como hepcidina, ferroportina y Nrampl, y sus respuestas en la
competencia por hierro entre hospedador y patégeno durante la infeccion.
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CAPITULO 4

Conclusiones
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CONCLUSIONES GENERALES

La MAP se destaca entre los patdgenos del genero Mycobacterium por su
habilidad de persistir dentro del hospedador durante un periodo de tiempo
indefinido. Usualmente persiste en rumiantes por 2-5 afos antes del desarrollo
de la enfermedad clinica. Al igual que M. tuberculosis, una vez que entra al
macréfago la MAP es capaz de persistir y replicarse en el fagosoma mediante
el blogueo de la fusion de fagosoma-lisosoma. La inmunidad innata
representada principalmente por las respuestas tempranas de macrofagos
dirige la inmunidad adaptiva, influyendo a la progresion y la consecuencia de la
enfermedad. Por lo anterior, es de suma importancia aclarar las interacciones
entre la MAP y macréfago en etapa temprana de la infeccién. El presente
estudio muestra claramente que el antigeno de la MAP puede modular la
regulacion del metabolismo de hierro del hospedador mediante la ferroportina.
Por otro lado, los estudios comparativos en un futuro, utilizando diferentes
antigenos de M.tuberculosis nos facilitara identificar mecanismos Unicos del
MAP para la modulacion del metabolismo de hierro del hospedador. EIl tema
clasico del estudio de la MAP, la dependencia al hierro, se junté con las
técnicas moleculares para abrir una nueva linea de investigacion sobre
mecanismos moleculares de la adaptacion y la sobrevivencia de la MAP en el
hospedador, con un gran potencial en el desarrollo de técnicas diagnosticas y

nuevos blancos de farmacoterapias.
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