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6
 ANTECEDENTES
 Relevancia de los Factores de Virulencia de M. tuberculosis
 M. tuberculosis se caracteriza por poseer además de su membrana
 celular, una pared celular con una alta composición de ácidos grasos, ácidos
 micólicos y peptidoglicanos (única en su tipo dentro de los procariotes); que le
 confiere las características de su arquitectura y la capacidad de resistir ciertos
 agentes antimicrobianos (Brennan y Nikaido, 1995). Por lo que la identificación
 y caracterización de las proteínas localizadas en esta fracción celular pueden
 ser utilizadas en el desarrollo de nuevas herramientas diagnósticas, de
 prevención e inmunoprofilaxis (Issar, 2003). Además, las proteínas de la
 membrana también pueden ser una clave en el desarrollo de vacunas, porque
 están involucradas en la interacción huésped-patógeno y pueden ser utilizadas
 por la micobacteria como factores de virulencia del huésped (Cimino y col.,
 2006; Riley, 2006).
 Por otra parte, las estructuras expresadas en la superficie celular de la
 micobacteria, interactúan con los mecanismos de inmunidad innata del
 hospedero, influyendo en la producción de citocinas y en el inicio de una
 respuesta inflamatoria. Esta respuesta inicial, se debe principalmente a la
 producción del factor de necrosis tumoral (TNF), el cual es importante para la
 formación y mantenimiento del granuloma. La inducción de la fuerte respuesta
 inflamatoria y la formación del granuloma resultan ventajosas para la
 sobrevivencia de M. tuberculosis, debido a la diseminación de la micobacteria a
 través de la degradación eventual del granuloma. Sin embargo, algunas cepas
 de M. tuberculosis suprimen la respuesta inflamatoria y permiten la progresión
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 temprana de la enfermedad, mientras otras cepas inducen la infección latente
 mediante una fuerte respuesta inflamatoria (Dheenadhayalan y col., 2006).
 Dado los recientes avances en las técnicas de manipulación genética y a
 la información disponible de la secuenciación completa del genoma de M.
 tuberculosis, (Camus y col., 2002; Cole y col., 1998), se ha podido caracterizar
 varias proteínas de la micobacteria. Se ha encontrado la existencia de una
 familia de multigenes conocida como PE, que representa cerca del 4% del
 genoma de M. tuberculosis, la cual se divide en dos subfamilias: PE (38 genes)
 y PE_PGRS (61 genes). Ambas familias presentan un dominio amino terminal
 altamente conservado, abundante en prolina y ácido glutámico; pero la familia
 PE_PGRS se diferencia por presentar en su dominio carboxilo terminal,
 múltiples repeticiones en “tandem” polimórficas de Glicina-Glicina-Alanina o
 Glicina-Glicina-Asparagina (Campuzano y col., 2007; Chaitra y col., 2005; Cole
 y col., 1998; Gey van Pittius y col., 2006).
 Los genes PE_PGRS presentan estructuras repetitivas que pueden ser
 blanco de recombinación homóloga, la cual pudiera explicar el alto polimorfismo
 observado en estas secuencias, demostrado por análisis de polimorfismos en la
 longitud de los fragmentos de restricción (RFLP) con cepas de M. tuberculosis y
 M. bovis obtenidas de aislados clínicos. Estas observaciones sugieren que los
 genes PE y PE_PGRS pueden ser expresados diferencialmente entre las cepas
 (Delogu y col., 2006; Singh y col., 2001; Talarico y col., 2007).
 La función de los miembros de las familias PE y PE_PGRS no se conoce
 en detalle, pero existe evidencia que indica que la mayoría de estos miembros
 están involucrados en los mecanismos de evasión de la respuesta inmune del
 huésped, por lo que le confieren a la micobacteria la capacidad de sobrevivir y
 replicarse dentro de los macrófagos infectados y granulomas. Además, la
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 mayoría de los miembros de ambas familias se encuentran asociados a la
 pared celular, por lo que pueden interactuar con componentes extracelulares
 como la fibronectina e inducir tanto la respuesta inmune celular, como la
 humoral (Balaji y col., 2007; Banu y col., 2002; Delogu y Brenan, 2001; Espitia y
 col., 1999).
 Por lo anterior, estas familias de proteínas resultan sumamente
 interesantes desde el punto de vista inmunológico; ya que representan una
 fuente de variación antigénica para M. tuberculosis en el orden de evadir la
 respuesta inmune del hospedero y como antígenos de superficie celular que
 interaccionan con las moléculas de los macrófagos (Banu y col., 2002; Flores y
 Espitia, 2003; Ramakrishnan y col., 2000).
 Proteína PE_PGRS33 (Rv1818c) de M. tuberculosis
 Recientemente se ha encontrado una proteína PE_PGRS33 codificada
 por el gen Rv1818c de Mycobacterium tuberculosis compuesta por 498
 aminoácidos; que presenta en su dominio PE amino terminal, una alta
 homología con los miembros de la familia PE (Cole y col., 1998; Delogu y
 Brennan, 2001).
 La proteína PE_PGRS33 representa el prototipo de la familia PE porque
 es expresado por miembros del complejo de M. tuberculosis y algunas otras
 especies que infectan humanos y está implicado en la replicación, así como en
 la persistencia del bacilo en los granulomas. La proteína se localiza en la
 membrana celular micobacteriana, principalmente en los polos celulares de la
 micobacteria, por lo que se encuentra expuesta al ambiente extracelular;
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 sugiriendo que la proteína está involucrada en la interacción con los macrófagos
 y linfocitos del huésped (Delogu y col., 2004; Karboul y col., 2006).
 Algunos antígenos bacterianos que interactúan con las células T durante
 la presentación de antígeno, inducen la apoptosis de estas células. La
 apoptosis de células T es considerada como un importante mecanismo de
 regulación de la respuesta inmune, y está involucrado con la pérdida de
 funciones efectoras durante muchas enfermedades infecciosas. Sin embargo,
 aún no se conoce en detalle el mecanismo por el cual ciertos antígenos
 antimicobacterianos inducen la apoptosis de células T (Balaji y col., 2007).
 Por otra parte, se han realizado estudios con el gen Rv1818c que
 sugieren que este miembro de la familia PE participa en la persistencia de la
 micobacteria y por lo tanto en la patogénesis de la tuberculosis. Uno de ellos,
 utilizando mutagénesis mediada por transposón de la cepa de M. bovis BCG,
 en un gen homólogo a Rv1818c de M. tuberculosis. Se evaluaron los cambios
 morfológicos de la cepa silvestre o “wild type” y la cepa recombinante y se
 encontró que esta última, presentó un crecimiento disperso en el medio de
 cultivo líquido y una disminución de la habilidad para infectar y sobrevivir dentro
 de los macrófagos. Pero una vez que el gen mutante se restaura, se vuelve a
 comportar como la cepa silvestre (Brennan y col., 2001; Talarico y col., 2007).
 En un estudio similar, se expresó el gen Rv1818c, en una cepa no
 patogénica (Mycobacterium smegmatis), la cual normalmente no expresa el
 gen. Se observó que la cepa recombinante presentaba características
 específicas a las cepas virulentas, ya que es capaz de persistir dentro de
 cultivos de macrófagos de médula ósea in vitro, así como en los tejidos murinos
 después de una infección intraperitoneal; en comparación con la cepa silvestre.
 Este resultado no se observa en las cepas de M. smegmatis que contienen el
 vector solo o que expresan sólo el dominio PE de PE_PGRS33. Sin embargo,
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 es la proteína completa, que contiene el dominio PGRS la que se requiere para
 aumentar la persistencia de la cepa M. smegmatis recombinante en las células
 y tejidos del huésped (Dheenadhayalan y col., 2006).
 En este estudio, se encontró el posible mecanismo por el cual la cepa
 recombinante de M. smegmatis persiste en los cultivos de macrófagos, el cual
 sugiere que la proteína PE_PGRS33 puede estimular una fuerte respuesta
 inflamatoria, mediante la inducción en la producción del TNF. El aumento de
 TNF y la formación del granuloma, resulta ventajoso para la sobrevivencia y
 transmisión de la micobacteria a través de la degradación eventual del
 granuloma. Esto sugiere que tras la infección con M. smegmatis recombinante
 resulta en una cascada de eventos que modifica el perfil de citocinas de las
 células del huésped, las cuales incluyen una secreción aumentada de TNF,
 dependiente de la vía del receptor tipo Toll 2 (TLR2), la inducción de necrosis
 celular y el aumento en la persistencia de la micobacteria dentro de los tejidos
 del huésped (Basu y col., 2007; Dheenadhayalan y col., 2006).
 Por otra parte, se evaluó la respuesta inmune humoral y celular inducida
 por la proteína PE_PGRS33, durante la infección por M. tuberculosis en un
 modelo murino, utilizando constructos de ADN del gen PE_PGRS33 y del gen
 que codifica solo para el dominio PE, y se observó el desarrollo de una
 respuesta inmune humoral específica contra la proteína PE_PGRS, pero no
 contra la proteína recombinante PE, sugiriendo de esta manera que la
 respuesta humoral se debe solamente a los epítopes presentes en el dominio
 PGRS. Al evaluar la habilidad de secretar IFN-γ de los esplenocitos de ratones
 inmunizados, con los dos constructos de ADN después de una reestimulación in
 vitro, con cultivos de macrófagos de médula ósea del ratón infectados con la
 micobacteria, se observó que solo los esplenocitos de los ratones inmunizados
 con PE secretaron cantidades significativas de IFN-γ, sugiriendo con ello que el
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 dominio PE puede inducir una respuesta inmune celular efectiva (Delogu y
 Brennan, 2001).
 Además se evaluó la eficacia de 3 inmunizaciones con ambos
 constructos de ADN, como vacuna en un modelo experimental de tuberculosis
 en el ratón, los cuales después de ser inmunizados e infectados vía aérea, se
 les extrae el pulmón y bazo para realizar una cuenta de unidades formadoras
 de colonias (UFC) y un análisis histopatológico. Se encontró la misma cantidad
 de UFC en ambos órganos en los ratones inmunizados con el constructo
 completo PE_PGRS33, en comparación con los ratones inmunizados solo con
 el vector; además de que se encontró un infiltrado celular de 50 a 60% y
 presencia de granulomas. En cambio, el número de UFC en pulmón y bazo de
 ratones inmunizados solo con el constructo PE, fue menor en comparación con
 los ratones inmunizados con el vector, pero esta disminución no fue tan
 significativa como en los ratones inmunizados con M. bovis BCG como control.
 Sin embrago, en el análisis histopatológico se encontró poco infiltrado celular
 del 20 al 30% (Delogu y Brennan, 2001).
 Respuesta Inmune en la Tuberculosis
 La respuesta inmune contra antígenos específicos resulta en una amplia
 variedad de actividades biológicas. Estas actividades incluyen la estimulación
 de la producción de citocinas por las células inmunes, la expresión de antígenos
 de superficie específicos de la activación, y la proliferación de clonas antígeno-
 especificas (Collins, 2000).
 La respuesta inmune celular contra M. tuberculosis es fundamental para
 combatir la infección, ya que en la mayoría de los casos (90% de la población
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 infectada) resulta eficiente y no progresa a la enfermedad. Sin embargo, el
 riesgo de desarrollarla aumenta considerablemente con la presencia de
 alteraciones en el sistema inmune, como la coinfección por el VIH. En el 10%
 de la población infectada restante, la micobacteria no puede ser eliminada
 completamente y puede persistir en estado de latencia por años. Una vez que la
 micobacteria ha ingresado al organismo a través de gotas de aerosol
 provenientes de personas infectadas, entra a las vías respiratorias, donde los
 macrófagos alveolares representan la primera línea de defensa contra este
 patógeno (Van Crevel y col., 2002; http://www.tuberculosisTextbook.com).
 Los macrófagos son las principales células que participan en el control de
 la tuberculosis, pues fagocitan y destruyen a las micobacterias, además de que
 regulan al sistema inmunológico a través de la secreción de diversas citocinas.
 Las interacciones iniciales entre la micobacteria y el macrófago tienen lugar a
 través de los receptores celulares como son: los receptores de Fc, de
 complemento, de manosa, de proteína surfactante, CD14 y CD43. No se sabe
 si la bacteria interacciona con uno o más receptores durante la infección, pero
 se cree que el macrófago responde dependiendo del tipo de receptor con el que
 la micobacteria interactúe (Hernández y col., 2004).
 Cuando el macrófago ingiere a la micobacteria, se forma una vacuola
 intracelular conocida como fagosoma, la cual posteriormente madura a través
 de la progresiva acidificación y la posterior fusión con el lisosoma. Finalmente el
 fagosoma maduro contiene enzimas y un ambiente ácido necesario para
 desnaturalizar y degradar el material fagocítico. Sin embargo, la micobacteria
 puede desarrollar diferentes mecanismos de evasión de la respuesta inmune
 del huésped, incluyendo la inhibición de la actividad antimicrobiana de los
 macrófagos y el escape de la vía de maduración fagosomal (Gomes y col.,
 1999; Pedroza-González y col., 2004; Rook y Hernández-Pando, 1996).
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 La capacidad de los macrófagos para eliminar a la micobacteria depende
 de la respuesta inducida por las citocinas producidas por la activación del
 macrófago como la IL-12. Esta citocina es la principal mediadora del desarrollo
 de una respuesta tipo TH1 y una reacción de hipersensibilidad de tipo tardío,
 cruciales en el control de la infección; promoviendo la síntesis de IFN-γ por
 parte de los linfocitos T (LcT) CD4+, LcT CD8+ y células NK. Por otra parte,
 tanto el IFN-γ como la IL-12 son esenciales para el desarrollo de LcT citotóxicos
 CD8+ capaces de matar a macrófagos infectados por M. tuberculosis e inducir
 la proliferación linfocitaria incrementando así, el número de células
 inmunocompetentes que contribuyen a mantener bajo control a las
 micobacterias (Doherty y Anderson, 2005; Van Crevel y col., 2002; Zúñiga y
 col., 2000).
 El IFN-γ producido por los LcT, activa a los macrófagos, induciendo en
 ellos la síntesis de enzimas como la óxido nítrico sintetasa inducible (iNOS). La
 iNOS genera la producción de óxido nítrico (NO), el cual reacciona con los
 radicales libres de oxígeno formando compuestos muy inestables, que
 contribuyen con la eliminación de la micobacteria. Por otro lado, los macrófagos
 activados también secretan grandes cantidades de IL-1, citocina que al igual
 que el TNF contribuye a activar a los macrófagos y además estimula la
 producción de IL-2 y su receptor (figura 1) (Hernández y col., 2004; Rook y
 Hernández, 1996).
 Estudios recientes han mostrado que defectos genéticos en la vía TH1
 de la IL-12 e IFN-γ, o en sus receptores, puede resultar en el incremento de la
 susceptibilidad a infecciones micobacterianas (Garibay y col., 2003; Jouanguy y
 col., 1999; Rook y col., 2007; Zúñiga y col., 2000;
 www.tuberculosisTextbook.com).
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 Figura 1. Respuesta inmune celular contra M. tuberculosis. La respuesta
 inmune celular contra M. tuberculosis resulta en una amplia variedad de
 actividades biológicas, que incluye la estimulación de la producción de citocinas
 por las células inmunes, como IL-12 e IFN-γ; y la activación de linfocitos T
 citotóxicos CD8+ y macrófagos que contribuyen con la eliminación de la
 micobacteria. (Imagen modificada de Kaufmann. Nature Reviews Immunology.
 2001. 1:20-30).
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 Activación de los Linfocitos T La activación de los LcT representa el primer paso en el desarrollo de la
 respuesta inmune antígeno específica. Esta activación depende de una
 cascada de eventos regulados, que resultan en la expresión de receptores de
 citocinas, producción y secreción de citocinas y en la expresión de marcadores
 de activación de la superficie celular, que eventualmente dirigen la respuesta
 inmune (Reddy y col., 2004; Collins, 2000).
 Los LcT reconocen antígenos proteicos unidos a moléculas del MHC. El
 mecanismo involucrado en la producción del complejo MHC-péptido se conoce
 como procesamiento de antígeno. Este procesamiento se lleva a cabo dentro
 de las CPA (macrófagos, células dendríticas y linfocitos B) e involucra la
 proteólisis de los antígenos proteicos para producir péptidos, que son unidos a
 moléculas del MHC, así como el transporte de los complejos formados MHC-
 péptido hacia la superficie celular. La presentación de antígeno resulta de la
 expresión de los complejos MHC-péptidos en la superficie de las CPA y el
 reconocimiento de éstos por los LcT (Germain, 1994; Germain y Margulies,
 1993).
 Finalmente los LcT son activados por la interacción de su receptor TCR
 con moléculas de MHC unidas a péptidos, localizadas en la superficie de las
 CPA. Es decir, los LcT reconocen secuencias lineales de residuos de
 aminoácidos, de péptidos derivados de proteínas bioquímicamente procesadas
 dentro de las CPA, conocidos como epítopes. Estos epítopes son reconocidos
 en la superficie de las CPA en asociación con las moléculas de MHC clase II y
 solamente son seleccionados los péptidos inmunodominantes que exhiben una
 alta afinidad por las moléculas de MHC (Nelson y col., 1992; Stone y col.,
 2001).
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 Para el caso de los LcT citotóxicos CD8+, estos péptidos son
 generalmente de 8 a 10 aminoácidos de longitud y se unen con moléculas del
 MHC clase I, mientras que los LcT cooperadores CD4+ reconocen péptidos de
 12 a 25 aminoácidos de longitud y se unen a moléculas del MHC clase II. Por lo
 tanto, la identificación y caracterización de estos péptidos o epítopes resulta
 interesante para evaluar y monitorear la respuesta inmune mediada por células
 (Turner y col., 2001).
 El reconocimiento antigénico es un proceso muy sensible, donde pocos
 complejos péptido-MHC (1-50) son suficientes para activar una cascada de
 eventos celulares que inducen la producción de citocinas, la división celular o la
 muerte celular. Entre los eventos celulares generados por la interacción MHC-
 péptido-TCR se encuentran: la fosforilación de las subunidades del receptor, la
 inducción de la vía de señalización y la regulación de diferentes factores de
 transcripción. Además, se requiere de la participación de moléculas de
 adhesión y moléculas coestimuladoras tanto de los LcT como de las CPA, en el
 sitio de sinapsis inmunológica, para la completa activación celular (Cochran y
 col., 2000; Evavold y col., 1994; Germain, 1994; Kalergis y col., 2001).
 Predicción de Péptidos de Unión a Moléculas de MHC Clase II de la Proteína PE_PGRS33 de M. tuberculosis
 Como se mencionó anteriormente, el MHC de clase II, es una
 glicoproteína de membrana que se expresa en todas las CPA profesionales y
 es la responsable de presentar fragmentos del antígeno a las células T para
 que se activen; por lo que se han realizado varios estudios para caracterizar los
 diferentes haplotipos de MHC, tanto en humano, como en ratón y así poder
 definir su estructura y afinidad a péptidos. El haplotipo I-Ak (MHC clase II de
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 ratón) es uno de los haplotipos mayormente estudiado, y se ha encontrado que
 la molécula presenta un surco de unión a péptidos constituido por “pockets” o
 bolsillos (denominados P1, P2…P9) donde se unen los aminoácidos
 individualmente, se ha visto también que estos péptidos tienen una longitud
 variable de 13 a 25 aminoácidos, siendo solamente 9 los que constituyen el
 motivo de unión al surco del MHC (Fremont y col., 1998; Gugasyan y col., 1998;
 Suri y col., 2006).
 Por estudios de cristalografía y espectrometría de masas, se ha logrado
 identificar cuales son los aminoácidos que preferentemente se unen a los
 “pockets” del haplotipo I-Ak, encontrándose que los aminoácidos situados en los
 “pockets” P1 (D), P4 (I), P6 (Q) y P9 (S), son los que determinan la
 especificidad y la unión al MHC, mientras que los aminoácidos unidos a los
 “pockets” P2 (Y), P5 (L) y P8 (N) son los que interaccionan con el TCR. Siendo
 el ácido aspártico situado en P1 el de mayor relevancia en la interacción MHC-
 péptido (figura 2) (Fremont y col., 1998; Suri y col., 2005).
 Un método cada vez más utilizado para identificar los epítopes
 antigénicos de una proteína, responsables de la inducción de la respuesta
 inmune celular, es hacer uso de los algoritmos y modelos matemáticos
 existentes, que permiten hacer estimaciones sobre los posibles péptidos de
 unión a las moléculas de MHC de clase I y II de diferentes especies. Esta
 información está disponible en programas como el SYFPEITHI
 (http://www.syfpeithi. de/home.htm). De tal manera que, con las predicciones de
 los epítopes potenciales de células T y los hibridomas generados previamente
 (Gastélum-Aviña, 2008), podamos contribuir con la búsqueda de conocimientos
 que permita comprender los mecanismos de inducción de la respuesta inmune
 celular mediada por la proteína PE_PGRS33 de M. tuberculosis (Yu y col.,
 2002).
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 Figura 2. Surco de unión a péptidos de la molécula I-Ak. Los aminoácidos
 situados en los “pockets” P1 (D), P4 (I), P6 (Q) y P9 (S), son los que determinan
 la especificidad y la unión al MHC, mientras que los aminoácidos unidos a los
 “pockets” P2 (Y), P5 (L) y P8 (N) son los que interaccionan con el TCR. Siendo
 el ácido aspártico situado en P1 el de mayor relevancia en la interacción MHC-
 péptido (Fremont y col., 1998; Suri y col., 2005).
 SSNNIIQQLLIIGGYYDD
 P9P9P8P8P7P7P6P6P5P5P4P4P3P3P2P2P1P1
 SSNNIIQQLLIIGGYYDD
 P9P9P8P8P7P7P6P6P5P5P4P4P3P3P2P2P1P1
 TCR
 MHC
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 Las bases de datos disponibles para predecir péptidos de unión a
 moléculas de MHC, permite encontrar los epítopes de células T que se unen a
 los diferentes tipos de alelos del MHC para una secuencia de aminoácidos
 dada. Para este estudio, se sometió la secuencia de aminoácidos de la proteína
 PE_PGRS33 de M. tuberculosis, en las bases de datos SYFPEITHI y otra
 generada por el grupo de investigación del Dr. Emil R. Unanue (Departamento
 de Patología e Inmunología, Universidad de Washington, Estados Unidos),
 (http://beckerexhibits.wustl.edu/mig/bios/unanue.html); para encontrar los
 aminoácidos que presentan una mayor afinidad al surco de unión del MHC II
 (haplotipo I-Ak de ratón).
 Métodos de Análisis de la Activación de los LcT
 La activación de los LcT puede evaluarse in vitro induciendo este
 proceso en las células T, de forma dependiente e independiente de antígeno.
 La activación dependiente de antígeno se lleva a cabo mediante la vía MHC-
 TCR evaluando de esta manera, la respuesta a determinado antígeno como
 proteínas de M. tuberculosis.
 Una vez que se lleva a cabo la presentación del antígeno específico, se
 inicia el proceso de activación de los LcT por las vías de señalización, las
 cuales consisten en: la inducción de proteínas tirosina quinasas específicas
 (PTKs), la ruptura de la fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP2), la activación de la
 proteína quinasa C (PKC) y la elevación de la concentración de calcio
 intracelular. Esta cascada de eventos se transmite hacia el núcleo y resulta en
 la expansión clonal de los LcT, la sobrerregulación de los marcadores de
 activación en la superficie celular, la diferenciación a células efectoras, la
 inducción de citotoxicidad o secreción de citocinas y la inducción de apoptosis.

Page 15
                        
                        

20
 Es por esto, que uno de los principales métodos para analizar la activación de
 los LcT, es medir la proliferación celular tras la estimulación in vitro de los LcT,
 vía antígeno específico o con anticuerpos agonistas del TCR.
 Por otra parte, se pueden utilizar agentes mitógenos que inducen la
 activación policlonal de los linfocitos, independiente de la interacción MHC-
 péptido. Entre los agentes farmacológicos mayormente utilizados para la
 activación de los LcT, están los ésteres de forbol como el forbol miristato
 acetato (PMA) y los ionóforos de calcio como la ionomicina (I), los cuales
 inducen la activación de la proteína quinasa C (PKC) y el aumento del calcio
 intracelular, respectivamente. Dado que el calcio participa como un mensajero
 transmembranal durante las señales de activación de los linfocitos.
 También se utilizan lectinas de origen vegetal, las cuales son
 glicoproteínas que se unen a carbohidratos en forma reversible y específica en
 los receptores celulares, como la fitohemaglutina (PHA) y la concanavalina A.
 Éstas, se unen directamente al TCR causando la activación de los LcT de
 manera independiente a la vía MHC (Reddy y col., 2004; Sharon y Lis, 1989).
 Además se pueden utilizar polisacáridos provenientes de bacterias gram
 negativas como el lipopolisacárido y toxinas bacterianas como las de
 Staphylococcus aureus (TSS-1) o enterotoxinas, que son conocidas como
 superantígenos. Los superantígenos son potentes activadores policlonales de
 LcT, los cuales unen la porción Vβ del TCR y lo entrecruzan con la parte
 externa del MHC, fuera del surco de unión al antígeno; de esta forma, se
 entrecruzan de modo inespecífico los LcT con las CPA. El resultado es que un
 gran número de clonas de LcT que sintetizan grandes cantidades de citocinas
 (Petersson y col., 2004).
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 Sin embargo, por muchos años el estudio de la respuesta inmune celular
 estuvo limitada por la dificultad de producir y mantener clones de LcT humanos
 antígeno específico in vitro; por lo que en las últimas décadas se desarrolló una
 técnica que permite fusionar células T antígeno específico, con células
 provenientes de tumor (inmortal), para generar hibridomas de células T. Estos
 hibridomas resultan más convenientes de usar para estudios in vitro de la
 presentación de antígenos por las CPA, ya que representan una fuente ilimitada
 de células (Canaday y col., 2003). Los hibridomas de células T son utilizados
 principalmente, como una herramienta para detectar complejos MHC-péptido
 expresados en cualquier tipo celular; y una vez que son activados por los
 complejos específicos, los hibridomas de células T pueden secretar IL-2, la cual
 se puede cuantificar por Inmunoensayo ELISA, conocido también como
 inmunoanálisis enzimático o bien, por bioensayos con células CTLL-2 (Harding,
 2007). Además, se puede evaluar el papel de los LcT cooperadores, como su
 actividad y funcionalidad, especificidad de su receptor, seguimiento a
 infecciones o inmunizaciones y clarificación de los mecanismos de
 procesamiento de antígeno y selección de epítopes, entre otros (Dzhambazov y
 col., 2003).
 Por lo tanto, se puede evaluar la respuesta inmune celular inducida por
 antígenos de M. tuberculosis, en un sistema in vitro de procesamiento y
 presentación de antígeno con los hibridomas de células T; que permitan la
 caracterización inmunológica de los antígenos y la identificación de los epítopes
 inmunodominantes.
 Marcadores de activación
 Existen diferentes métodos para monitorear la activación de los LcT, uno
 de ellos es evaluar la expresión de marcadores de activación de la superficie
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 celular, los cuales se expresan dependiendo del estado de activación de las
 células; es decir, hay marcadores de activación tempranos y tardíos. Entre los
 más importantes destacan el CD69 (temprano) y el CD25 (tardío) (Reddy y col.,
 2004; Stone y col., 2001).
 El CD69 es una glicoproteína que no se encuentra presente en la
 superficie de los LcT en reposo, pero se expresa una vez que el LcT es
 activado por la estimulación del TCR/CD3 con ésteres de forbol como el PMA.
 Cuando la PKC es activada simultáneamente por el PMA, la estimulación del
 CD69 induce la expresión del gen de IL-2 e IFN-γ, aumenta la expresión de
 CD25 y finalmente la proliferación del LcT dependiente de IL-2. El CD69 es
 considerado como el marcador más temprano de activación en células
 inducidas por el antígeno o por agentes inductores como PMA, ionomicina o
 PHA. Por lo que esta molécula resulta muy útil para analizar la activación de
 los linfocitos in vitro, por ser un marcador rápido y sensible (Mardiney y col.,
 1996; Testi y col., 1989).
 El CD25, o receptor de IL-2 (IL-2R) es considerado como el principal
 marcador de la activación celular, ya que su expresión de induce en los LcT
 después de la activación por la estimulación con el complejo MHC-TCR o con
 agentes mitógenos (Reddy y col., 2004).
 Síntesis de Citocinas
 Además de la inducción de los marcadores de activación, los linfocitos
 activados pueden producir diferentes citocinas las cuales reflejan el estado de
 activación y diferenciación de la célula. Las citocinas son mediadores de la
 respuesta inmune las cuales actúan a través de su receptor específico en las
 células.
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 En la infección por M. tuberculosis hay una interacción entre macrófagos
 y LcT que induce la activación de los mismos, induciendo la síntesis de
 citocinas de tipo TH1 como son IL-2, IL-12 e IFN-γ principalmente; por lo que el
 análisis de éstas, resulta interesante para evaluar la respuesta inmune celular
 inducida contra M. tuberculosis.
 La IL-12 producida por los macrófagos activados induce la producción de
 interferón gamma (IFN-γ) en los LcT, la cual es una citocina esencial en la
 respuesta inmune protectora del hospedero contra la tuberculosis. Además, los
 LcT activados producen IL-2 la cual dirige la expansión de los LcT antígeno
 específico principalmente (Doherty y Anderson, 2005; Reddy y col., 2004; Van
 Crevel y col., 2002).
 El papel central del IFN-γ en el control de la tuberculosis se ha
 demostrado por la alta susceptibilidad a la infección micobacteriana en ratones
 “knockout” del gen de IFN-γ; y en humanos, por las mutaciones en el receptor
 de IFN-γ. Por lo tanto, la identificación de los antígenos inmunodominantes
 micobacterianos, que activan a los linfocitos T para que proliferen y secreten
 IFN-γ, pudieran ser utilizados para el desarrollo de vacunas efectivas contra la
 tuberculosis (Van Crevel y col., 2002; Skeiky y col., 2000).
 Medición de la IL-2
 La unión del antígeno con el TCR estimula la producción de IL-2 y la
 expresión de su receptor IL-2R (CD25), y la interacción IL-2/IL-2R estimula el
 crecimiento, diferenciación y sobrevivencia de los LcT por la expresión de
 genes específicos. Por lo tanto, la unión de la IL-2 con su receptor juega un
 papel importante en la regulación de la activación de LcT (Rose y col., 1992).
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 La evaluación de la síntesis de IL-2 por los LcT activados se puede llevar
 a cabo por diferentes metodologías, siendo el ELISA el más utilizado para
 evaluar la producción de la citocina. Esta técnica se fundamenta en la
 interacción antígeno-anticuerpo, la cual combina la especificidad de los
 anticuerpos con la sensibilidad de un ensayo enzimático. Esta metodología,
 resulta útil para medir las concentraciones de antígenos solubles como
 citocinas, quimiocinas, mediadores inflamatorios y sus receptores; así como
 inmunoglobulinas, componentes solubles de antígenos y moléculas de adhesión
 presentes en los diferentes fluidos biológicos y sobrenadantes de cultivos
 celulares (Crowther, 2001).
 El ELISA tipo “sandwich”, es un ensayo inmunoenzimático que se basa
 en la adsorción no covalente de anticuerpos de captura antígeno-específico
 purificados a placas de poliestireno, que permitirán la unión de los analitos
 solubles presentes en una muestra. Posteriormente, se adiciona un segundo
 anticuerpo de detección antígeno específico, conjugado a una enzima, que
 permita evidenciar la unión antígeno-anticuerpo, tras la adición de una solución
 del sustrato enzimático acoplado a un cromógeno. La intensidad del color
 desarrollado por el cromógeno será proporcional a la cantidad del analito
 presente en la muestra y se puede medir espectrofotométricamente (Crowther,
 2001).
 Por otra parte, además del ELISA, la producción de citocinas puede ser
 detectada a nivel celular por: ensayo de manchas ligado a enzimas (ELISPOT),
 reacción en cadena de la polimerasa (PCR) semicuantitativo, análisis de
 hibridación in situ y citometría de flujo.
 Otro método empleado en los ensayos de presentación de antígeno, es
 el que utiliza una línea celular dependiente de IL-2 para su crecimiento, como la
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 CTLL-2, para medir la activación de hibridomas. La CTLL-2 es un LcT
 citotóxico, el cual expresa constitutivamente el receptor de IL-2 y se usa en
 bioensayos de proliferación para evaluar la presencia de la IL-2 en cultivos de
 LcT o hibridomas de células T activados. La proliferación de las CTLL-2 se
 puede medir por la incorporación de timidina tritiada en el ADN de las células o
 por ensayos colorimétricos como la reducción de una sal de tetrazolium MTT [3-
 (4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazoliumbromuro] al compuesto formazán,
 ocasionado por el metabolismo de las células activas. Sin embargo, aunque
 esta línea celular es utilizada frecuentemente para medir la activación celular de
 manera indirecta, el cultivo continuo de ésta, provoca pérdida de la sensibilidad
 y confiabilidad de la misma (Khatri y col., 2007; Weston y col., 1998).
 Citometría flujo
 En los últimos años el estudio de las citocinas a nivel celular por
 citometría de flujo, se ha convertido en una herramienta indispensable en el
 área de la biología celular; así como en determinar el patrón de citocinas que
 producen las subclases de LcT y su relación con las enfermedades. La
 citometría de flujo es un procedimiento altamente eficiente para caracterizar
 poblaciones celulares y poder identificar el fenotipo celular, así como muchos
 parámetros estructurales y funcionales, utilizando anticuerpos fluoromarcados.
 Entre las muchas ventajas que presenta esta metodología, es que se
 pueden analizar un número muy elevado de células en pocos segundos,
 detectar la expresión de diferentes citocinas, receptores de citocinas,
 marcadores de activación y cuantificar la intensidad de fluorescencia. Además,
 el análisis multiparamétrico en la citometría permite la detección simultánea de
 una, dos o más citocinas, las cuales cuando se combinan con la determinación
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 del fenotipo celular permite la detección de los perfiles TH1 y TH2 de los LcT
 (Collins, 2000).
 Dos importantes descubrimientos en los años 90 revolucionaron esta
 área de la biología. Primero, se describió un método por microscopía de
 fluorescencia para detectar citocinas intracelulares utilizando: la fijación con
 paraformaldehído, la permeabilización de la célula con detergentes que
 perforan la membrana celular, como la saponina, para que penetre el anticuerpo
 a las células y una tinción indirecta por inmunofluorescencia. Después se
 adaptó este método para evaluar a las células estimuladas en presencia de
 monensina o brefeldina (BFA) la cual inhibe el transporte vesicular de proteínas,
 acumulando las citocinas en el aparato de Golgi. Esto resulta en el aumento de
 la señal de la citocina, la cual facilita su detección sin esperar su secreción al
 medio de cultivo y disminuyendo así, el tiempo de análisis aún cuando el
 número de células productoras de citocinas sea pequeño (Jung y col, 1993).
 Los LcT en reposo no producen o producen poca cantidad de citocinas,
 por lo que la estimulación in vitro se requiere para inducir la expresión del gen
 de las citocinas. El PMA y la ionomicina son los agentes estimulantes
 mayormente utilizados para este fin. Por lo tanto, la detección de citocinas
 intracelulares por citometría de flujo es un ensayo rápido, sencillo y
 semicuantitativo, que permite hacer diferentes mediciones simultáneamente, sin
 separar o clasificar previamente las poblaciones celulares, para determinar las
 especies productoras de citocinas en una población celular heterogénea (figura
 3) (Baran y col., 2001; Collins, 2000; Garibay y col, 2003; Jung y col, 1993).

Page 22
                        
                        

27
 Figura 3. Métodos de análisis de la activación de los linfocitos T. La activación
 de los LcT puede evaluarse in vitro induciendo este proceso en las células T, de
 forma dependiente e independiente de antígeno. Existen diferentes métodos
 para monitorear esta activación de los LcT, como evaluar la expresión de
 marcadores de activación de la superficie celular y la medición de las citocinas
 producidas, las cuales reflejan el estado de activación y diferenciación de los
 linfocitos T (Reddy y col., 2004; Stone y col., 2001).
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