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RESUMEN

La tuberculosis es una enfermedad causada por el bacilo Mycobacterium
tuberculosis (Mtb) y que afecta principalmente al pulmoén. La inmunopatologia de
la tuberculosis involucra la formacién de estructuras celulares denominadas
granulomas. En este sentido, se ha observado que el bacilo estimula la secrecién
de metaloproteasa de matriz extracelular-9 (MMP-9) del hospedero a través de la
proteina micobacteriana ESAT®6, por lo que se sugiere que la MMP-9 podria estar
involucrada en la formacién del granuloma.

Sin embargo, en la literatura no se han reportado estudios que demuestren la
relacion entre los niveles de MMP-9 y la carga bacteriana. El utilizar muestras de
esputo con diferentes niveles de concentracion bacteriana, permitio evaluar la
actividad de MMP-9 con el grado de evolucion de la enfermedad y desde el sitio
directo de la infeccion. Por lo que el objetivo de este proyecto fue determinar la
relacion de la actividad de MMP-9 y la carga bacteriana en muestras de esputo de
pacientes con tuberculosis.

Se recolectaron 39 muestras de esputo de pacientes sin tuberculosis y 48
muestras con tuberculosis. El resultado de la técnica de baciloscopia permitio
conformar el grupo sin infeccién (control negativo) con 39 muestras y el grupo de
individuos con tuberculosis, formando dos sub-grupos: 1) De Baja carga
bacteriana (BCB) con 12 muestras y el de Alta Carga Bacteriana (ACB) con 36
muestras.

La actividad de la MMP-9 y sus formas se determind por la técnica de zimografia y
los geles se analizaron por densitometria. El andlisis estadistico se realiz6 con el
paquete estadistico SigmaPlot y la diferencia entre grupos se determiné por medio
de la prueba de U Mann Whitney.

Los resultados demostraron que existe una diferencia entre la actividad de MMP-9
activa del grupo control negativo contra el de BCB (p=0.024), también se aprecio
una diferencia significativa entre el grupo control negativo contra el grupo de ACB
(p=<0.001). Sin embargo, el analisis de la actividad del grupo de BCB contra el
grupo de ACB no mostro diferencias significativas (p=0.559) a pesar de que se

observé una tendencia de mayor actividad de MMP-9 activa en el grupo de ACB.



Esta diferencia en el comportamiento de la actividad de MMP-9 activa en las
muestras de esputo podria explicarse debido a que en el pez cebra infectado con
Mtb se ha observado que el bacilo estimula la secrecion de MMP-9 por parte del
huésped, y mientras mayor sea la carga bacteriana, mayor la actividad de MMP-9.
Ademas, este aumento de la actividad podria tener una explicacion fisiologica y
funcional debido a que en el lugar de la infeccion por tuberculosis existe un
proceso inflamatorio que dafa al tejido pulmonar, y son precisamente las
metaloproteasas de matriz extracelular (MMPs), las enzimas principalmente
encargadas en la reparacion del tejido dafiado, es por ello que se requiere una
mayor cantidad de ellas conforme aumenta la infeccion.

En conclusion podemos decir que fue posible establecer una relacion entre la
actividad de MMP-9 activa y la carga bacteriana, lo cual sugiere que su expresion
podria estar directamente relacionada con el agravamiento de la infeccion
causada por esta infeccion, por lo que se propone un mayor analisis de la MMP-9
para que sea propuesto como un marcador predictivo de eficacia para el

tratamiento contra tuberculosis.

Palabras clave: Tuberculosis, Metaloproteasas de matriz extracelular, granuloma,
carga bacteriana, esputo.
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INTRODUCCION

La tuberculosis es una enfermedad causada por el bacilo Mycobacterium
tuberculosis (Mtb), el cual afecta principalmente al pulmén. En el 2015 se
consider6é como la primera causa mundial de mortalidad originada por un agente
infeccioso (1.4 millones de personas)(1l) y en el mismo afio 10.4 millones de
personas enfermaron de tuberculosis, ademas se estima que un tercio de la
poblacion esté infectada por el bacilo por lo que representa un serio problema de
salud a nivel mundial(2).

En el 2015 se diagnosticaron 22,294 casos nuevos de tuberculosis en todas sus
formas en México, el estado con mayor incidencia fue Baja California (57.1 por
100,000 habitantes), mientras que Veracruz presentd una incidencia de 25.8 por
100,000 habitantes, muy por arriba de la media nacional (17 por 100,000
habitantes)(3).

Dentro de la patologia de la tuberculosis, la formacion de granulomas es un evento
caracteristico que ocurre por la presencia de agentes patdégenos de vida
intracelular; los granulomas son estructuras que comprenden el agrupamiento de
células fagociticas como macrofagos(4,5). Se trata de un nédulo de células que se
encuentra bien definido, ademas, en el centro del granuloma se encuentran
delimitados los bacilos de Mtb(6).

La formacion y el mantenimiento de los granulomas son esenciales para el control
de las infecciones por micobacterias, pero paraddjicamente, también son
responsables de la inmunopatologia tipica causada por tuberculosis pulmonar, es
decir, la propension a dafios en los tejidos y facilitar la propagacion de bacilos(7).
Poco se sabe de los factores involucrados en la formacion del granuloma, sin
embargo se ha propuesto la participacion de la MMP-9 debido a su capacidad de
reclutar células, en este sentido se ha demostrado que el bacilo y algunas células
epiteliales y macrofagos que forman parte del granuloma estimulan y secretan
MMP-9(8-11).

Diversos estudios han descrito que en modelos animales, de cultivo celular y en
muestras clinicas de individuos infectados con tuberculosis aumenta la produccion

de MMPs en la infeccién por tuberculosis(11-22) y que la MMP-9 es la primer
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enzima extracelular secretada que participa en la fusion de macréfagos vy
modulacion de estos durante el proceso inflamatorio causado por Mtb(23).

En un modelo animal se observé que ratones infectados con Mtb y tratados con un
inhibidor de metaloproteasas desarrollaron un retraso en la formacién de
granulomas o formaron granulomas pequefios, sugiriendo que las MMPs podrian
regular la migracion celular y formacion del granuloma(12).

También, se ha observado que el bacilo por si mismo estimula la secreciéon de
MMP-9 en el hospedero a través de la proteina ESAT6, una proteina de la
micobacteria secretada por el sistema de secrecion ESX-1 codificada por RD1(8),
amplificando asi la produccién de MMP-9 en la infeccion por tuberculosis.

Sin embargo, no se han descrito reportes en los que se utilice la muestra de
esputo, la cual proviene del pulmén; la importancia de utilizar este tipo de
muestras radica en que permitiria evaluar la actividad de MMP-9 directamente
desde el sitio donde se esta llevando a cabo la infeccién por tuberculosis. Este
aspecto es importante, debido a que existen estudios que demuestran que la
respuesta inmune en tuberculosis difiere entre el andlisis de muestras de sangre
periférica en comparacion del andlisis de fluidos provenientes desde el sitio donde
se lleva a cabo la infeccién. Por ejemplo, se ha observado que el perfil de
secrecion de citocinas asi como la activacién de células, como macrofagos, en la
respuesta inmune sistémica es diferente de la respuesta inmune local (24,25), lo
cual sugiere que los niveles de secrecion de metaloproteasas podrian diferir de
acuerdo al tipo de muestra que se analiza, por lo que no se reflejarian
adecuadamente los niveles de metaloproteasa presentes en la enfermedad.

De igual manera, no se han encontrado investigaciones que relacionen el
incremento de la actividad de MMP-9 con el incremento de la carga bacteriana en
muestras de esputo de pacientes con tuberculosis o que evallen el posible uso de
la actividad de MMP-9 como posible indicador del grado de avance de tuberculosis
tomando en cuenta la importancia que tiene el bacilo en estimular la secrecion de
MMP-9 surge la siguiente pregunta de trabajo, ¢ Existe relacion entre la actividad
de la metaloproteasa de matriz extracelular-9 y la carga bacteriana en muestras de

esputo de pacientes con tuberculosis?
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Para tal fin, se realizdé zimografia en geles de poliacrilamida copolimerizados con
gelatina para identificar la actividad de MMP-9 y las formas en las que se presenta
en muestras de esputo de pacientes con diferente carga bacteriana. Es
conveniente mencionar que el termino carga bacteriana se define como el numero
de bacilos Mtb que se observan al microscopio en una muestra de esputo tefiida y
cuya cantidad se cuantifica mediante cruces (una cruz, dos cruces, tres cruces)
(26); las cuales se utilizan para evaluar el nivel de infecciéon en un individuo.

Aunado a lo anterior, determinar el nimero de bacilos es esencial para evaluar la
infectividad y la eficacia del tratamiento contra tuberculosis; sin embargo, la
baciloscopia posee una sensibilidad y especificidad bajas y variaciones
importantes de acuerdo a los laboratorios que la realizan(27). Es por lo anterior
gue el determinar la relacién entre MMP-9 y la concentracion de bacterias podria
abrir el camino para desarrollar futuras investigaciones enfocadas a proponer el
empleo de esta proteina como un marcador predictivo de eficacia para el

tratamiento contra tuberculosis.
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ANTECEDENTES
Generalidades de la tuberculosis

La tuberculosis es una enfermedad infecciosa causada por el bacilo Mb, que
afecta principalmente al pulmén y se transmite de persona a persona a través el
aire.

Mtb es un bacilo delgado, aerobio estricto, sin motilidad y no formador de esporas.
Posee una pared celular de estructura poco comun, contiene peptidoglucano,
acidos micdlicos y lipoarabinomanano (LAM), estos elementos le confieren a la
micobacteria una pared celular con un contenido elevado de lipidos (mas del 60%
de la masa total de la pared celular)(28)(Figura 1).

Debido a las caracteristicas de la pared celular del bacilo es dificil tefiirlo con los
colorantes basicos, pero este microorganismo puede resistir la decoloracion con
alcohol acido tras la exposicion prolongada a un colorante de fucsina basico y con
el calentamiento posterior al agregado del colorante, por esta propiedad se le
denomina Bacilo Alcohol Acido Resistente (BAAR)(29).

LAM

Acidos micolicos

Peptidoglucano

Membrana celular

Figura 1. Estructura de la pared celular de Mycobacterium tuberculosis. Tomada
de Kenneth R(28).

Patologia de la tuberculosis

El proceso de infeccion comienza cuando una persona sin tuberculosis inhala los
bacilos expectorados por un sujeto con tuberculosis activa. Los bacilos inhalados
se depositan en los pulmones(30); el sistema inmunolégico comienza una

respuesta inmune que tendra como objetivo eliminar los bacilos, esta respuesta
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involucra la accion de células con capacidad fagocitica, principalmente de
macrofagos, los cuales fagocitan al bacilo pero como Mtb tiene la capacidad de
sobrevivir dentro de las células fagociticas y de evadir la respuesta inmune, el
bacilo no es eliminado, por el contrario, este comienza a proliferar dentro del
macrofago, asimismo se secretan citocinas y quimicionas que atraen a otras
células fagociticas como neutrofilos y monocitos, que eventualmente formaran una
estructura denominada granuloma(6).

Algunos bacilos se diseminan a los ganglios linfaticos donde los linfocitos T son
activados por el complejo de mayor histocompatibilidad (CMH), ocasionando que
mas células T sean reclutadas al pulmon(6).

En tuberculosis el sistema inmune presenta poca capacidad de eliminar la
infeccidon, y como no existe un control del crecimiento bacteriano, el granuloma
puede lesionarse vy liberar bacilos a vias respiratorias 0 hematdgena, ademas se
ocasiona dafio como destruccién del tejido pulmonar que no puede repararse

adecuadamente, provocando la destruccion progresiva del pulmon(6)(Figura 2).

Se depositan en el
. ﬁlmén

granulomas

Dano pulmonar

Destruccion de
granulomas

Figura 2. Patologia de la tuberculosis. Elaboracion propia.



Estructura del granuloma
La patologia de la tuberculosis involucra la formaciéon de granulomas, que son un

nédulo o masa de células bien definida que se localiza en el pulmén(4,5,23).

El granuloma se produce como resultado de la respuesta inmune, que provoca la
atraccion de células fagociticas, principalmente macréfagos, las cuales se agrupan
en forma compacta(5), en la periferia del granuloma se distribuyen linfocitos y

fibroblastos, mientras que en el centro se encuentra Mtb

proliferando(5,8,22)(Figura 3).

Neutrofilo
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Figura 3. Estructura del granuloma tuberculoso. Tomada de Lalita
Ramakrishnan(8).
Durante el proceso de infeccion, los macrofagos infectados con Mtb liberan

citocinas como IL-1 (Interleucina 1) e IL-12 (Interleucina-12) que promueven la
atraccion de células al sitio de la infeccion, sin embargo poco se sabe de los
factores involucrados en la formacion de esta estructura, pero se ha tomado en
cuenta la participacion de las MMPs principalmente de MMP-9(14,22).
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Generalidades de las metaloproteasas de matriz extracelular

Las metaloproteasas de matriz extracelular son enzimas que degradan
componentes de la matriz extracelular (MEC)(31-33). Se han descrito 24
metaloproteasas, todas contienen zinc; precisan de un cofactor como el calcio;
actian a pH neutro; se sintetizan como zimdgenos por diversos tipos de células
como osteoblastos, endoteliales, macrofagos, neutrdéfilos y linfocitos, y para llevar
a cabo su accion proteolitica requieren de su activacion previa(34—36).

Dentro de sus funciones principales se encuentra su participacion en el
mantenimiento y remodelacién de tejidos, por esos los niveles de metaloproteasas
son bajos, los cuales se elevan cuando hay necesidad de reparar o remodelar el
tejido dafnado (32).

La actividad de las metaloproteasas es regulado por cuatro niveles: El primer nivel
involucra la expresion del gen con wuna regulacién transcripcional vy
postranscripcional, el segundo nivel comprende la localizacion y el ambiente
extracelular de la metaloproteasa, el tercer nivel la activacion de la enzima por
eliminacion del pro-dominio y el cuarto nivel comprende la inhibicion de la
metaloproteasa por inhibidores especificos denominados Inhibidores tisulares de
metaloproteasas (TIMPs)(34,36,37)(Figura 4).

Factores solubles 11 Estrés celular

\ GendFe]MMP ‘,

g
mRNA de MMP

=
2 [ Estabilidad del mMRNA
Ambiente extracelular 3
y localizacion de — ——
MMP ’ Pro-MMP ‘

Al

MMP activa

' o

Figura 4. Niveles de regulacion de la actividad de las metaloproteasas. Tomada de
Loffek(37).
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Cada una de la metaloproteasas tienen la capacidad de degradar un componente
de la MEC, sin embargo cada componente no es susceptible a la protedlisis de
diferentes metaloproteasas, y no todos los componentes pueden ser degradados
por cada metaloproteasa(37,38).
Tomando en cuenta el sustrato especifico de la metaloproteasa se pueden dividir
en seis grupos(20).
1) Colagenasas: MMP-1, MMP-8 y MMP-13 y MMP-18
2) Gelatinasas: MMP-2 y MMP-9
3) Estromelisinas: MMP-3, MMP-10 y MMP-11
4) Matrilisinas: MMP-7 y MMP-26
5) MMPs-tipo membrana: MMP-14, MMP-15, MMP-16, MMP-24, MMP-17 y
MMP-25
6) Otras metaloproteasas: MMP-12, MMP-19, MMP-20, MMP-21, MMP-23,
MMP-27 y MMP-28

Para identificar la actividad de metaloproteasas se utiliza la técnica de zimografia,
la cual consiste en una corrida electroforética que permite separar proteinas por su
peso molecular. La separacion ocurre en geles de acrilamida copolimerizados con
un sustrato especifico, por ejemplo, para observar la actividad de gelatinasas, se
utiliza el sustrato gelatina, el cual puede ser degradado por las enzimas de este
grupo (MMP-2 y 9). Después de la electroforesis, el gel es lavado e incubado
durante un tiempo definido, durante el periodo de incubacion las metaloproteasas
en el gel digieren el sustrato, por ultimo, los geles se tifien con Azul de Coomassie,
y en las zonas de actividad enzimatica se observaran como bandas claras contra
el fondo azul(39).

La técnica de zimografia permite identificar diferentes bandas que representan las
formas de la enzima, recordemos que MMP-9 es sintetizada en forma de
zimoOgeno, la cual no presenta actividad enzimatica por lo que se denomina forma
latente, en el gel se detecta una banda con un peso molecular de 92 kDa; para la
activacion del zimégeno se requiere un corte proteolitico del pro-dominio de la

enzima, lo que da lugar a la forma activa de MMP-9 y en el gel se puede observar
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la banda con un peso molecular de 82 kDa(37). También se puede detectar una
banda de 220 kDa que corresponde a la homodimerizacion de MMP-9, la
diferencias entre el mondémero de MMP-9 y el homodimero consisten en
propiedades bioquimicas; el monémero es rapidamente activado por MMP-3 y
tiene mayor actividad en comparacion con el homodimero(40).

Otra forma de la enzima que se observa en el gel es una banda de 125 kDa, que
corresponde a la union de MMP-9 con lipocalina 2 o lipocalina asociada a
gelatinasa de neutréfilos (NGAL), la cual forma parte de una familia de pequefas
proteinas extracelulares capaces de unirse a moléculas hidrofobicas y que tienen
como principal funciéon transportar sustancias lipofilicas, participar en procesos de
inmunes y sintesis de prostaglandinas(40,41).; NGAL es identificada como una
glicoproteina en complejo con la MMP-9 secretada por neutréfilos y células
epiteliales, son altamente inducidas en enfermedades inflamatorias(42), ademas el
complejo MMP-9/NGAL protege a MMP-9 de la degradacion proteolitica
aumentando la actividad de MMP-9(43).

Mycobacterium tuberculosis estimula la produccion de MMP-9

Se ha observado que Mtb muestra la capacidad de estimular la produccion de
MMP-9 a través de células epiteliales, la produccion de esta metaloproteasa esta
mediada por la proteina micobacteriana ESAT6, la cual es secretada por el
sistema de secrecion ESX-1 codificado por el locus RD1(8)(Figura 5).

La secrecién de MMP-9 causa la activacion de quimiocinas, que promueven el
reclutamiento de nuevos macrofagos al lugar donde se esta llevando a cabo la
infeccidn provocando la acumulacion de células nuevas e infectadas. Aunado a lo
anterior, los macrofagos expresan MMP-9 en condiciones inflamatorias causando
asi un medio de amplificacion de la secrecion de MMP-9 con el fin de acelerar la

formacion del granuloma(8)(figura 5).
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Figura 5. Mecanismo de reclutamiento celular a través de la induccion de MMP9

la muerte celular y
fagocitosis

en células epiteliales. Tomada de Lalita Ramakrishnan(8)

Ademas, monocitos infectados con el bacilo Mtb inducen la sobre expresion
génica y secrecion de MMP-9, y esta produccion se ve aumentada también por la
interaccion de monocitos infectados con Mtb con células epiteliales(17), por ello,
en la literatura se ha descrito una representacion de los eventos que regulan la

secrecion de MMP-9 en la infeccion por tuberculosis(30,44)(Figura 6).

19



CélulaT < >
Mtb Células

IL- 17 estromales

| \
Monocito/ ANE AR
macréfa v IL-1g
go Q.
\mMRNA \»

ProMmp-r | Pro- Bt e

3 MMP-3——> 4 v
MMP-7 1 “TIMP-1-Zp MMP 9

/

%b
Elastina -

Colageno tipo | Gelatina

Figura 6. Representacion esquematica de los eventos que regulan al alza la
secrecion de metaloproteasas de matriz extracelular en tuberculosis, incluida
MMP9. Tomada de Elkington y cols(30).

Asimismo se ha observado que existe un reclutamiento adicional de Linfocitos T, B
y T reguladores que favorecen la progresion del granuloma, y su estabilidad se
promueve porque las células reclutadas estaran limitadas por fibras de
colageno(22), ademas el centro del granuloma favorece un ambiente adecuado
para que Mtb sobreviva y prolifere. Durante la infeccion por tuberculosis, el
granuloma se vuelve necrético y caseificante, y un exceso de produccién de
metaloproteasas conduce a la degradacién del granuloma que provoca la
destruccién de este, lo que provoca la liberacion de los bacilos a las vias

respiratorias(12)(Figura 7).
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Figura 7. El papel de metaloproteasas de matriz extracelular en la progresion y

destruccién del granuloma tuberculoso. Tomada de Salgame P(12).

Debido a que el bacilo tiene capacidad para promover el reclutamiento de células
a través de MMP-9 y por la importancia que tienen las metaloproteasa en la
funcidon pulmonar, asi como en la destruccién del tejido pulmonar asociado a
enfermedades pulmonares inflamatorias(12,45), se han realizado estudios en
modelo animal y en cultivo celular, enfocados en evaluar la actividad de MMP-9 en
la infeccién por tuberculosis(13,16,17,22), también se ha analizado la actividad de
MMP-9 en muestras clinicas de pacientes con tuberculosis(11,18-20).

En dichos estudios se ha observado que en ratones infectados con Mtb la
actividad de MMP-9 es mayor a la segunda y tercera semana después de la
infeccién, en comparaciéon con el dia 0 de la infeccion(13-15,22). Por otra parte,
en estudios en cultivo celular, se han descrito resultados similares, en estos casos,
las células infectadas con Mtb inducen una mayor actividad de MMP-9, en
comparacion de células estimuladas con Mycobacterium bovis o con células no
estimuladas(16-18).

Aunado a las investigaciones anteriores, diversos autores han reportado que en

muestras clinicas de pacientes con tuberculosis se aprecia un aumento elevado de

21



la actividad de MMP-9 en muestras de fluido pleural(11,20), en muestras de fluido
cerebroespinal(18), en muestras de esputo inducido(21) y en muestras de suero

sanguineo(19).
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JUSTIFICACION
Se han descrito diversos reportes enfocados en evaluar la actividad de MMP-9 en
la infeccion por tuberculosis. Sin embargo, la mayoria de estas investigaciones
utilizan modelos animales, cultivo celular o muestras clinicas como sangre
periférica o fluido pleural(11,13,16,17,19,22). Tanto los modelos animales como
los tipos de muestra que se han analizado poseen como desventaja principal que
no aportan informacién de la actividad de MMP-9 a nivel local, es decir, en el
pulmén, lo que genera un vacio de conocimiento sobre la actividad de esta
proteina en dicho 6rgano.
Este estudio utilizé muestras de esputo para analizar la actividad de las diferentes
formas de MMP-9 a nivel local, tomando en cuenta que el esputo proviene de
forma espontanea del pulmén después de expectorar. Utilizar este tipo de muestra
permitié evaluar la actividad de las formas de MMP-9, desde el sitio donde se esta
llevando a cabo la infeccién por tuberculosis pulmonar, recordando que es en el
pulmoén donde comienza la formacion y destruccion del granuloma, asi como la
secrecion de MMP-9 por macréfagos y otros tipos celulares:
El analizar muestras de esputo permiti6 ademas conocer el grado de carga
bacteriana presente en el individuo, y de esa manera relacionarla con la actividad
de las formas de MMP-9, ya que se ha observado que el bacilo por si mismo
estimulan la secrecién de MMP-9(8), sin embargo, no existen reportes en donde
se describa la existencia de una relacion entre el incremento de la actividad de las
formas en que se presenta MMP-9 y el aumento de la carga bacteriana.
Encontrar una relacion entre la carga bacteriana y la actividad de MMP-9 servira
de base para proponer el desarrollo de posteriores investigaciones que evallen
con mayor detalle la factibilidad de emplear a MMP-9 como un potencial marcador
predictivo de eficacia para el tratamiento contra tuberculosis. Lo anterior permitira
evaluar con mayor detalle el control en el tratamiento y/o el seguimiento de la

evolucion de la infeccidon en los pacientes con tuberculosis.
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PREGUNTA DE INVESTIGACION
¢Cual es la relacion entre la carga bacteriana y la actividad de MMP-9 en

muestras de esputo de pacientes con tuberculosis?

HIPOTESIS
Existe un incremento en la actividad de MMP-9 de acuerdo con el nivel de carga

bacteriana en las muestras de esputo de pacientes con tuberculosis.

OBJETIVO GENERAL
Determinar la relacion de la actividad de MMP-9 y la carga bacteriana en muestras

de esputo de pacientes con tuberculosis.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. Determinar la carga bacteriana por la técnica de baciloscopia de las

muestras de esputo de pacientes con tuberculosis

2. Determinar, a partir de muestras de esputo de pacientes con diferentes
niveles de carga bacteriana, la actividad enzimatica de MMP-9 y sus formas

mediante zimografia

3. Establecer la relaciéon entre la actividad enzimatica de MMP-9 y sus formas

y la carga bacteriana

METODOLOGIA
Disefio de la investigaciéon
Se realizé un estudio transversal, comparativo y analitico. Esta investigacion se
desarrollo en las instalaciones del laboratorio de Ecologia y Salud del Instituto de

Salud Publica perteneciente a la Universidad Veracruzana.
Universo de estudio

El muestreo fue por conveniencia, se analizaron 48 muestras de esputo de

pacientes con tuberculosis y 39 muestras de esputo de pacientes sin tuberculosis.
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Estas muestras fueron donadas por la jurisdiccion V de Xalapa, VIII de Veracruz y
el Laboratorio Estatal de Salud Publica (LESP) del Estado de Veracruz.

Poblacion de estudio

Las jurisdicciones sanitarias y el LESP, realizaron las pruebas diagndsticas
confirmatorias de tuberculosis de acuerdo a lo establecido en la normatividad
nacional.

Las muestras de esputo provenientes de pacientes sin tuberculosis (controles
sanos), fueron de individuos que se presentaron al servicio médico con un cuadro
de sospecha de infeccion por tuberculosis (tos por mas de 15 dias, fiebre y baja de
peso). Sin embargo, fueron descartados posteriormente mediante baciloscopia
negativa y seguimiento médico por parte de la jurisdiccién sanitaria.

Asi mismo, se proporciond informacion como edad y sexo de cada paciente que
se incluyo en este estudio, dicha informacién se obtuvo a partir de la solicitud del

examen bacteriologico que manejan las jurisdicciones y el LESP.

Para una mayor comprension del disefio experimental y de manera esquematica
se incluye un diagrama que describe el proceso que se llevo a cabo para cada una
de las muestras de esputo en este proyecto.

Los protocolos de las técnicas, soluciones y reactivos se describen a detalle en el

anexo |.
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Recoleccion de muestras de
esputo con y sin tuberculosis

Obtencion de 2 alicuotas: una alicuota
se almacend a 4°C otra a -80°C

Alicuota
almacenada a
-80°C centrifugada

Andlisis de baciloscopia
para muestras de esputo
con la alicuota almacenada

a 4°C. para obtener
sobrenadante
Formacion de grupos de Cuantificacion de
estudio y control negativo proteinas por el
método del &cido

bicinconinico

Zimografia

Andlisis de datos

Relacién de datos —

Criterios de inclusién de muestras de pacientes con tuberculosis

e Muestras de pacientes diagnosticadas con tuberculosis mayores de 18 afios

y de sexo indistinto

Criterios de inclusién de muestras de pacientes sin tuberculosis
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e Muestras de pacientes sin tuberculosis mayores de 18 afios y de sexo

indistinto

Criterios de eliminacion

¢ Pacientes que presenten muestra de esputo insuficiente
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Definicién de variables

Nombre de Definicién Definicién Tipo de variable/ Instrumento de
la variable conceptual operacional Escala de medicién | medicion

Actividad Actividad Cantidad de Cuantitativa/ Resultado del

enzimatica proteolitica sustrato (gelatina) | De razén andlisis por

de mediante la cual degradado en densitometria
metaloprote | las geles

-asas de metaloproteasas copolimerizados

matriz degradan la con gelatina,

extracelular | matriz durante 1 hora de

extracelular- | extracelular incubacion

9 localizada entre
las células, la cual
es regulada por
los inhibidores
tisulares de las
metaloproteasas
de la matriz
extracelular.

Carga Numero de Numero de Cuantitativa Resultado de la

bacteriana bacilos de Bacilos Alcohol Discreta/ técnica de
Mycobacterium Acido Resistentes | De intervalo: baciloscopia.
tuberculosis en observados enla | e Positivo (+): Se
una muestra de tincion de Ziehl- observa entre 10 a
esputo. Neelsen. 99 BAAR en 100

campos observados

¢ Positivo (++): Se
observande 1 a 10
BAAR en 50 campos
observados

e Positivo (+++): Se
observan més de 10
BAAR por campo en
20 campos
observados

Edad Es el tiempo Numero de afios | Cuantitativa Solicitud del
transcurrido entre | cumplidos hasta Discreta/ examen
el dia, mes y afio | el momento de De raz6n: Numero de | bacterioldgico.
de nacimiento y el | aplicacion del afios Promedio
dia, mesy cuestionario.
afo en que
ocurrié y/o se
registrd el hecho
vital(46).

Sexo Diferencias y Categoria Cualitativa Solicitud del
caracteristicas biolégica en la Nominal/ examen
biolégicas, gue se clasifican Nominal: bacteriolégico.
anatémicas, los seres Hombre, Mujer Frecuencia
fisiolégicas y humanos. absoluta

cromosoémicas de
los seres
humanos que los
definen como
hombres o
mujeres(47).

28




ESTANDARIZACION DE TECNICAS
Estandarizacion de la técnica de baciloscopia
Con la finalidad de confirmar el diagndéstico generado por la baciloscopia y de
poder asi ubicar el grupo al que pertenecia cada muestra de esputo, se
estandarizo6 y realiz6 la técnica de baciloscopia, en virtud de que esta informacién
fue primordial para el desarrollo de este proyecto.
Para comprobar la estabilidad de los reactivos y soluciones se realizaron dos frotis
utilizando colonias de una cepa de Mtb cultivada en medio de cultivo Léwenstein-
Jensen. Estas tinciones aseguran la presencia de BAAR. La figura 8 muestra la
presencia de BAAR coloreados por el reactivo carbol-fucsina, ademas dichos
BAAR se observan de acuerdo a como describen el manual de la Secretaria de
Salud y OPS, es decir, en forma de baston delgado, ligeramente curvos, rojo
fucsia(48,49).
Dichos resultados muestran la preparacién adecuada de los reactivos y soluciones
utilizados en la tincion, y por ende, confirma la estabilidad de estos para poder

utilizarlas (Figura 8 Ay B).

&
Figura 8. A) Microfotografia del frotis Figura 8. B) Microfotografia del nimero
namero 1(100x). 2 (100x).
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Para comprobar la reproducibilidad de la técnica adoptada, se realizaron tres frotis
utilizando muestras de esputo de pacientes con tuberculosis previamente
confirmada. Los resultados de las tinciones (Figura 9 A, B y C) permitieron
comprobar que la técnica que se implementd es reproducible en muestras de
esputo positivas a BAAR, si bien, en ocasiones pueden observarse los bacilos
aislados, apareados o0 agrupados es una caracteristica normal en este tipo de
tinciones(49).

Figura 9.A) Microfotografia del frotis
namero 1 de la muestra de esputo
(100x).

Figura 9. B) Microfotografia del frotis Figura 9. C) Microfotografia del
namero 2 de la muestra de esputo frotis nimero 3 de la muestra de
(100x). esputo (100x).
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Los resultados de las lecturas de las tinciones realizadas en las tres muestras de

esputo fueron las siguientes:

NUmero de Informe de Informe de
frotis resultados de la resultados de la
jurisdiccién o LESP baciloscopia
estandarizada
1 Positivo (++) Positivo (++)
2 Positivo (+++) Positivo (+++)
3 Positivo (+) Positivo (+)

Estandarizacion de la técnica de zimografia

Para identificar la actividad de MMP-9 se realizo la técnica de zimografia, se
utilizaron geles de acrilamida como control de carga de proteinas totales y para
observar integridad de la proteina, y un gel de acrilamida copolimerizado con
gelatina para observar la actividad enzimatica de gelatinasas (MMP-2 y -9). Es
importante mencionar que fue necesario estandarizar el tiempo de incubacion de
los geles copolimerizados con gelatina.

Es por ello, que se evaluaron diferentes tiempos de incubacion de 4, 8, 12, 18 y 24
horas en geles copolimerizados con gelatina, utilizando el sobrenadante de la
muestra 3 del grupo de ACB, cargando 2.5 pg en cada pozo del gel. Los
resultados de este experimento mostraron que los tiempos de incubacion de 8, 12,
18 y 24 horas no son los adecuados para poder obtener bandas bien definidas, sin
embargo, se puede observar una mejor separacion de las bandas en el gel con un
tiempo de incubacién de 4 horas (figura 10). Por lo tanto, se procedié a planificar
otro ensayo tomando en cuenta un menor tiempo de incubacion. Los resultados de

este Ultimo ensayo se muestran en la figura 10.
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Figura 10. Deteccion de actividad enziméatica de MMP-2 y MMP-9 en muestras
de esputo con tuberculosis en geles copolimerizados con gelatina al 8.5%.
Abreviaturas: SP: Sangre periférica (9 ul). Carril 1, 3,5, 7y 9: SP (9 pl). Carril 2:
Sobrenadante muestra 3 con 4 horas de incubacion. Carril 4: Sobrenadante

muestra 3 con 8 horas de incubaciéon. Carril 6: Sobrenadante muestra 3 con 12

horas de incubacion. Carril 8: Sobrenadante muestra 3 con 18 horas de

incubacion. Carril 10: Sobrenadante muestra 3 con 24 horas de incubaciéon. La

concentracion de proteinas fue ajustada a 2.5 ug por pozo.

El siguiente experimento que se realiz6 contempl6 los tiempos de incubacion de 1,
2, 3, 4y 24 horas, se considero repetir los tiempos de incubacion de 4 y 24 horas
para poder demostrar que este nuevo ensayo presentd las mismas condiciones
gue el primer experimento, por lo tanto se utilizé el sobrenadante de la misma
muestra (nimero 3, perteneciente al grupo de ACB).

Al incubar el gel por 1, 2, 3 y 4 horas permite observar actividad enzimética de
gelatinasas y obtener bandas definidas para llevar a cabo su analisis (figura 11).
Sin embargo, se decidié seleccionar el tiempo de incubacién de 1 hora porque se
consider6 que representa el tiempo adecuado para observar la actividad
enzimatica de MMP-9 y permite identificar diversas bandas con mayor definicion.
Por otra parte, seleccionar un tiempo de incubacion mayor a 4 horas podria no ser
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conveniente para realizar el analisis porque se observan bandas no definidas

(Figura 11).

3 (1 hora)

3 (2 horas)
3 (3 horas)
3 (4 horas)
3 (24 horas)
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<= 92 kDa pro-MMP-9
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| -— 72 pro-MMP-2

<— 62 MMP-2

Figura 11. Deteccion de actividad enzimatica de MMP-2 y MMP-9 en muestras
de esputo con tuberculosis en gel copolimerizado con gelatina al 8.5%.
Abreviaturas: SP: Sangre periférica (9 ul). Carril 1, 3, 5, 7y 9: SP (9 pl). Carril 2:
Sobrenadante muestra 3 con 24 horas de incubacion. Carril 4. Sobrenadante
muestra 3 con 4 horas de incubacion. Carril 6: Sobrenadante muestra 3 con 3
horas de incubacién. Carril 8: Sobrenadante muestra 3 con 2 horas de incubacion.

Carril 10: Sobrenadante muestra 3 con 1 hora de incubacién. La concentracion de

proteinas fue ajustada a 2.5 pg por pozo

A partir de los resultados obtenidos, los ensayos de zimografia se realizaron con
geles de poliacrilamida copolimerizados con gelatina y se incubaron por 1 hora a

37°C.

ANALISIS ESTADISTICO

La informacion se procesé mediante el programa estadistico SigmaPlot. Los datos

no parameétricos son representados como medianas del grupo control negativo y



de los grupos de BCB y ACB. Se realizé un analisis de diferencia entre grupos
mediante la prueba de U Mann Whitney para muestras no paramétricas. Un valor

de p<0.05 fue considerado significativo.
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RESULTADOS
Se recolectaron 87 muestras de esputo durante el periodo de Junio 2016-Julio
2017, 6% (n=5) provenientes de la jurisdiccion VIl de Veracruz, 47 % (n=41) de la
jurisdiccién V de Xalapa 'y 47 % (n=41) del LESP.
De las 87 muestras incluidas en el estudio, 48 muestran son de pacientes con
tuberculosis, de estas, el 69% (n=33) corresponden a muestras de pacientes
masculinos y el 31% (n=15) a femeninos, mientras que la edad promedio en afos

de pacientes con tuberculosis fue de 44 £ 14.

Baciloscopiay conformacion de grupos de estudio

Con respecto a la conformacion de los grupos de trabajo, los resultados de la
técnica de baciloscopia, permitieron conformar los grupos de trabajo; se formé el
grupo control negativo compuesto por 39 muestras de esputo con resultado
negativo a tuberculosis, es decir, no se observaron bacilos en 100 campos; el
grupo de BCB conformado por 12 muestras con un resultado positivo de una cruz,
es decir, con 10 a 99 bacilos en 100 campos observados; el grupo de ACB
constituido por 36 muestras con un resultado positivo de dos y tres cruces, es
decir, muestras en donde se observaron de 1 a 10 bacilos por campo en 50
campos observados, y mas de 10 bacilos por campo en 20 campos
respectivamente.

De esta manera se cumple con el objetivo especifico nUumero uno, debido a que el
resultado de la baciloscopia permiti6 determinar la carga bacteriana en las

muestras de esputo de pacientes con tuberculosis.

Analisis de la actividad de MMP-9

Para cumplir con el objetivo especifico nimero dos, se realiz6 la técnica de
zimografia a las 87 muestras recolectadas, como se menciond en el apartado de
metodologia, se llevo a cabo el corrimiento electroforético de geles de acrilamida,
como control de carga de proteinas totales y para observar integridad de la
proteina, y acrilamida copolimerizados con gelatina para detectar la actividad

enzimatica de MMP-9 y sus formas. Es asi, que se logré identificar las formas que
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presenta MMP-9, es decir, una banda de 220 kDa que representa la forma
homodimérica de MMP-9, otra banda de 125 kDa que corresponde a MMP-9
asociada a lipocalina, una banda de 92 kDa que pertenece a la forma latente y
otra banda a 82 kDa para la forma activa de MMP-9. En paralelo, las muestras se
separaron en geles de poliacrilamida y se tifieron con Azul de Coomassie.
Posteriormente, la presencia de las bandas permitio cuantificar de manera
especifica cada una de las formas de la enzima, para después llevar a cabo el
analisis mas especifico y no solo de la actividad total de MMP-9 en la infeccién por
tuberculosis. Esto Ultimo se considerd importante porque en nuestro conocimiento
no se han encontrado en la literatura estudios que determinen la cantidad de
enzima presente en la infeccion por tuberculosis tomando en cuenta cada una de
las formas de MMP-9 vy relacionar dicha cantidad de enzima con la funcién que
cumple cada una de estas, lo que permiti6 comprender su relacion con la infeccién
por tuberculosis.

Con el objetivo de poder apreciar los resultados de la técnica de zimografia de las
muestras de esputo, se presenta un gel representativo por grupo de trabajo
formado (Figura 12) y se adjuntan como anexo las imagenes restantes de los

geles (zimogramas) (Anexo II).
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Figura 12. Deteccion de actividad enziméatica de MMP-9 y sus formas en

muestras de esputo con tuberculosis en gel copolimerizado con gelatina al
8.5%. Abreviaturas: SP: Sangre periférica (9 ul). Carril 1: SP con Buffer de carga.
Carril 2: Sobrenadante muestra 52 (control negativo). Carril 3: Sobrenadante
muestra 14 (Grupo BCB). Carril 4: Sobrenadante muestra 11 (Grupo ACB). La
concentracion de proteinas fue ajustada a 2.5 pg por pozo

Andlisis por densitometria

Se utilizé el programa ImageJ, version 1.48, para cuantificar por densitometria, el
area de las bandas detectadas por zimografia en los geles de acrilamida
copolimerizados con gelatina. Es importante mencionar que se cuantificé por
triplicado cada una de las bandas detectadas en el gel de gelatina para las
distintas formas de MMP-9 (activa, latente, dimérica, y asociada a lipocalina) en
cada una de las muestras que conformaron los diversos grupos formados. De esta
manera se evitaron sesgos de medicion al momento de delimitar la banda.
Posteriormente se cred una base de datos mediante el programa Excel para
determinar el promedio de las tres mediciones; dicho promedio es la cantidad de
enzima con la que se trabajo para realizar el andlisis estadistico.

Los resultados de las medianas y percentiles 25% y 75% por grupo se pueden

apreciar en la tabla 1, en donde se observa que la actividad de MMP-9 es mayor
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en muestras con tuberculosis con baja y alta carga bacteriana, en comparacion
con el grupo control negativo. Por otro lado, al comparar los grupos BCB y ACB se
puede apreciar que la forma dimérica, asociada a lipocalina y latente son mayores
en el grupo de BCB, sin embargo, la forma activa se aprecié con mayor intensidad

en el grupo de ACB.

Forma de la Grupo Control negativo Grupo BCB Grupo ACB
enzima n=39 n=12 n=36

Mediana Percentiles Mediana Percentiles Mediana Percentiles

25% 75% 25% 75% 25% 75%

Homodimero 360 156 954 774 264 3465 690 220 2174
MMP-9 0 0 1664 1923 0 3932 1530 229 2937
asociada a
lipocalina
MMP-9 latente 2145 0 7998 5107 2567 10334 4907 2163 6571
MMP-9 activa 0 0 1139 2375 0 7388 4219 1270 5096

Tabla 1. Medianas de la actividad de MMP-9 cuantificada por densitometria (en
pixeles) las bandas de los geles de acrilamida copolimerizados con gelatina.
Andlisis estadistico de la actividad enzimatica de MMP-9 y sus formas

Para atender el objetivo especifico numero tres relacionado con establecer la
relacion entre la actividad enzimatica de MMP-9 y la carga bacteriana se emple6 el
analisis estadistico de U- Mann Whitney.

El andlisis de la forma dimérica de MMP-9 no mostro diferencias significativas
entre los grupos BCB (p=0.175) y ACB (p=0.147) contra el grupo control negativo,
ni entre el grupo de BCB y ACB (p=0.625) (gréfica 1A), sin embargo, en la grafica
se observ6 una tendencia mayor en el grupo de BCB y ACB.

Con respecto al analisis de MMP-9 asociada a lipocalina el analisis estadistico no
mostré diferencias estadisticamente significativas entre el grupo control negativo y
BCB (p=0.091), entre el grupo BCB y ACB (p=0.764), pero si entre el grupo control

negativo y ACB (p=0.014), pero en la gréfica 1B se observd una tendencia mayor
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de la actividad de la enzima en los grupos de BCB y ACB en comparacion con el
grupo control negativo.

Con respecto a la actividad enzimética de la forma latente de MMP-9, el analisis
no mostré diferencias significativas entre el grupo de BCB (p=0.118) y ACB
(p=0.154) contra el grupo control negativo, ni entre los grupos de BCB y ACB
(p=0.490) (grafica 1C).

Finalmente al comparar los resultados de MMP-9 en su forma activa en los tres
grupos (Figura 1D), fue posible observar que dicha actividad esta disminuida en el
grupo control negativo, en comparacion con los grupos BCB y ACB, con una
tendencia al incremento de dicha actividad conforme aumenta la carga bacteriana.
Estas diferencias mostraron significancia estadistica, de manera que la actividad
del grupo de BCB es mayor que en el grupo control negativo (p=0.024) y la
actividad del grupo de ACB fue mayor en comparacion con el grupo control
negativo (p=<0.001). Pero en el analisis de la actividad del grupo de BCB contra el
grupo de ACB no se observo diferencia estadistica significativa (p=0.559), a pesar
de que en la gréfica 1D se observo una tendencia mayor de la actividad de MMP-9
en el grupo de ACB en comparacion con el grupo de BCB.
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Grafica 1. Actividad de MMP-9 determinada por densitometria en pixeles en

muestras de esputo de pacientes con y sin tuberculosis. Cada punto representa la

mediana de cada muestra. Se utilizé la prueba de U-Mann Whitney para detectar

diferencias entre el grupo control y los grupos de BCB y ACB.

40



DISCUSION

Se recolectaron 87 muestras de esputo, el 55 % (n=48) sin tuberculosis y el 45 %
(n=39) con tuberculosis, de estas ultimas la mayoria de pacientes del sexo
masculino, 69% (n=33). Este resultado concuerda con lo que se ha reportado a
nivel nacional y mundial sobre la predominancia del sexo masculino en esta
enfermedad (3,50). Con respecto al promedio de edad en afios de pacientes con
tuberculosis fue de 44 + 14, la cual se encuentra dentro del grupo de edad que se
ve mas afectado por esta enfermedad (20 afios a 65 y mas), segun lo reportado
por la Secretaria de Salud (3,50).

Como se pudo observar en la tabla 1 y grafica 1A, existe un promedio mayor de la
actividad del homodimero de MMP-9 en el grupo de BCB y ACB en comparacion
con el grupo control negativo, sin embargo el andlisis estadistico no mostré
diferencia estadistica significativa.

Sin embargo, es importante comprender porque se observé mayor actividad de
homodimero en muestras con mayor carga bacteriana en comparacion con
muestras sin tuberculosis, por lo que es conveniente recordar que el homodimero
corresponde a la uniébn de MMP-9 con otra MMP-9(40); cuando MMP-9 se
presenta en exceso en relacion con su inhibidor endégeno TIMP, esta puede
formar dimeros. Asimismo, se ha identificado el homodimero de MMP-9 en células
secretoras de MMP-9 como células epiteliales y neutréfilos, ademas de ser un
componente normal del plasma(51). Sin  embargo, ensayos bioquimicos
demuestran que la forma homodimérica de MMP-9 es mas estable y es activada
con una eficiencia menor que el monémero de MMP-9. La diferencia de activacion
entre el monémero y el homodimero sugiere un nivel adicional del control de la
actividad catalitica de MMP-9 durante la degradacién de la MEC(52,53). Tomando
en cuenta lo anterior, nuestros resultados podrian sugerirnos que en la infecciéon
por tuberculosis se necesita controlar la activacion de MMP-9, porque a mayor
activacion mayor actividad catalitica, lo que reflejaria en una mayor degradacion
de la MEC, esto significaria dafio al tejido pulmonar. Es por ello, que la formacién

del homodimero podria ser un mecanismo regulador de la activacion de MMP-9.
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Con respecto a la forma de MMP-9 asociada a lipocalina, la actividad de este
complejo fue mayor en muestras del grupo de BCB y ACB en comparacion con el
grupo control negativo, sin embargo solo se obtuvo una diferencia estadistica
significativa entre el grupo control negativo contra el grupo de ACB (p= 0.014). El
hecho de que exista mayor actividad de esta forma de la enzima en el grupo de
ACB podria explicarse porque se sabe que la formacion de este complejo esta
relacionado con proteger la degradacion de MMP-9 provocando que exista una
mayor actividad de MMP-9(40,42,43,55).

En la literatura se ha encontrado que existe un aumento en la formacion de MMP-
9 asociado a lipocalina en procesos inflamatorios e invasion celular; ademas en
modelos animales y en humanos se ha observado que la formacion de dicho
complejo es necesario para el desarrollo de enfermedades malignas y benignas,
de igual manera, su expresion esta relacionada con la progresion de la
enfermedad como en cancer y tumores(41).

Los procesos mencionados anteriormente no son especificos de una enfermedad,
es decir, dentro de la patologia de tuberculosis, el proceso de filtracion celular es
necesario para llevar a cabo la respuesta inmune, la cual involucra la atraccion de
células fagociticas para combatir la infeccion; también la formacién del granuloma
y la destruccion de ésta estructura se relaciona con la progresion de la
enfermedad, debido a que su ruptura provoca la liberacion de los bacilos que se
encontraban en el centro del granuloma, provocando la diseminacion de la
infeccidn a otras areas del organismo, empeorando asi la condicién del paciente.
Tomando en cuenta lo anterior, podria sugerirse que obtener mayor actividad de
MMP-9 asociada a lipocalina en el grupo de mayor carga bacteriana podria
deberse a que el organismo necesita de la funcion de este complejo para atraer
células al lugar de la infeccién para dar lugar a la respuesta inmune, el cual
involucra la formacion del granuloma; sin embargo, el bacilo aprovecha este
evento para sobrevivir y proliferar dentro del granuloma, y como este complejo
(MMP-9/lipocalina) también previene la degradacion de MMP-9 existe un aumento

en la actividad de esta enzima, lo que causaria una progresion de la enfermedad
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gue consiste en la destruccion del granuloma asi como del tejido pulmonar
provocando la diseminacion de la enfermedad(43).

Con respecto a la forma latente de la enzima, a pesar de que se observo una
mediana mayor en el grupo de BCB en comparacion con el grupo control negativo,
no se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas entre los tres grupos;
sin embargo, al observar la grafica se puede observar que las medianas de la
actividad de MMP-9 latente disminuye del grupo de BCB al grupo de ACB. Esto
podria sugerir gue en la infeccion por tuberculosis la secrecion de MMP-9 aumenta
desde que se presenta la infeccion; sin embargo conforme avanza el grado de
infeccidn la forma latente es activada, por lo que sugiere que la concentracion de
MMP-9 latente serd menor en comparacion con su forma activa, cuando existe un
aumento de la gravedad de la enfermedad.

Con los resultados se puede sugerir que el organismo necesita que MMP-9
estimule la atraccion de células del sistema inmune al sitio donde se esta llevando
a cabo la infeccion(6,8); sin embargo, también existe la posibilidad de que los
resultados estén relacionados con los hallazgos de Ramos y colaboradores
(2015), en ratones infectados con Mtb, quienes observaron que la expresion del
MRNA de MMP-9 aumenta al dia 21 después de la infeccion pero esta expresion
disminuy6 conforme avanzaba la infeccién(56).

Estos resultados podrian explicar porque en el presente proyecto la actividad de la
forma latente disminuyé conforme aumento la carga bacteriana, y se podria
sugerir que esta disminucion de la actividad de la forma latente de MMP-9 puede
ser porque el organismo regula la expresion de MMP-9 para poder controlar el
aumento de la actividad de la enzima y de esta manera no causar mas dafo al

tejido pulmonar(14).

Por otra parte, el analisis de U-Mann Whitney también demostré que la actividad
de MMP-9 en su forma activa es diferente y estadisticamente significativa en el
grupo control negativo en comparacion con los grupos de BCB y ACB, es decir, se
observé mayor actividad de MMP-9 en muestras de pacientes con tuberculosis

gque en muestras sin tuberculosis. En el mismo sentido, la actividad aumenta
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considerablemente desde el grupo de BCB al grupo de ACB, la razén por la que
existe mas actividad de MMP-9 en el grupo de ACB podria estar relacionado con
el hecho de que el bacilo estimula la secrecion de MMP-9 a través de una
interaccion con la proteina micobacteriana ESAT-6, secretada por el sistema de
secrecion ESX-1, el cual es codificado por el locus RD1 de Mtb(8).

Con los resultados obtenidos en el presente trabajo se demuestra que la actividad
de MMP-9 es mayor en los grupos donde existe una infeccidn por tuberculosis
(tanto en el grupo de BCB y el de ACB) en comparacion con el grupo control
negativo, es decir en ausencia de una infeccion; por lo que resulta importante
recordar que se obtuvo una diferencia significativa entre el grupo control negativo
contra el grupo BCB (p=0.024), y esta diferencia se incrementd de manera
significativa al compararse con el grupo de mayor carga bacteriana (p=<0.001).
Por lo anterior, que estos resultados confirman la hipétesis planteada en este
proyecto, es decir, se observo un incremento de la actividad de MMP-9 de acuerdo
con el nivel de carga bacteriana presente en las muestras de esputo de pacientes
con tuberculosis, es decir, una mayor actividad de MMP-9 en muestras con mayor
carga bacteriana.

Este incremento en la actividad de MMP-9 podria tener efectos quimiotacticos, lo
cual podria promoveria el reclutamiento de nuevas células como macrofagos,
neutréfilos, linfocitos, monocitos, entre otras. Consecuentemente, estas células
serian infectadas por los bacilos inhalados(57) o por bacilos que han proliferado
dentro del macrofago al no ser eliminados por el sistema inmune y que han sido
liberados por la destruccion de la célula infectada. Las consecuencias principales
serian la formacion de nuevos granulomas o el incremento en tamafio de los ya
formados debido al acumulo de células(8,9,14).

Tomando en cuenta lo anterior, se confirma lo que en la literatura se ha
comprobado, que es MMP-9 es la principal metaloproteasa que regula el
reclutamiento celular y por lo tanto, la que modula la respuesta inmune(58), por
ello, la actividad de MMP-9 es necesaria para el reclutamiento celular y para la
formacion eficiente del granuloma(16).
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En este sentido, se ha descrito que en granulomas de pacientes con tuberculosis,
existe una mayor presencia de MMP-9 e interesantemente una expresion
disminuida de su inhibidor especifico (TIMP-1)(44). Estos resultados podrian
sugerir que en los datos hallados en el presente estudio existe una secrecién
disminuida o insuficiente de TIMP-1, para controlar la MMP-9 secretada en la
infeccidn por tuberculosis. Sin embargo, es algo que no podemos asegurar porque
no se incluyé en este estudio el analisis de los inhibidores TIMP, por lo que
resultaria interesante incluir su analisis en estudios posteriores para poder explicar
con mayor certeza esta hipotesis de regulacion.

Por otra parte, resulta evidente que en un proceso infeccioso, en donde hay dafio
al tejido por el proceso inflamatorio como en tuberculosis, la actividad de MMP-9
se encuentra elevada debido a que las metaloproteasas tienen como principal
funcién reparar el tejido dafiado(35,59).

En este contexto la literatura coincide con los resultados de esta investigacion, ya
gue se ha observado que los niveles de MMP-9 en suero sanguineo de pacientes
con tuberculosis son tres veces mas altos en comparaciéon con el suero de
pacientes de personas sanas(19). De manera similar Sheen y colaboradores
(2009), observaron, a partir del analisis del liquido pleural de pacientes con
tuberculosis, que las concentraciones de MMP-9 fueron mayores en comparacion
con pacientes con ataques al corazon o cancer (11).

Ugarte y colaboradores (2013), reportaron concentraciones elevadas de MMP-9
en muestras de esputo inducido de pacientes con tuberculosis en comparacion
con personas sanas, ademas, reportaron que existia una asociacion entre
concentraciones elevadas de MMP-9 con la severidad de la enfermedad (21). Sin
embargo, para evaluar la severidad de la enfermedad tomaron en cuenta solo
sintomas clinicos de la enfermedad, lo cual no refleja de manera exacta el nivel de
carga bacteriana y por lo tanto el nivel de infeccién en los pacientes(21).

Ademas, se realizé un analisis de la concentracion total de MMP-9, a partir de una
muestra de esputo inducida artificialmente y no tomaron en cuenta las formas en
las que se presenta la enzima, principalmente la latente y activa, lo cual no

muestra si la enzima cuantificada corresponde a la forma activa o latente, lo cual
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es importante porque indica que cantidad de enzima esta activa y como se ha
observado anteriormente cada forma de la enzima tiene una funcion especifica
dentro del organismo.

Price y colaboradores (2001), reportaron que la concentracibn de MMP-9 en
muestras de fluido cerebroespinal de pacientes con tuberculosis meningea es
mayor, en comparacion con pacientes con una infeccion viral u otra infeccion
bacteriana, es decir, en la infeccion por tuberculosis existe un aumento directo de
la actividad de MMP-9(18). Este hecho le da un valor adicional a MMP-9 ya que
una concentracion elevada confirmaria la presencia de tuberculosis y descartaria
otras infecciones que generan cuadros respiratorios con similitud a tuberculosis.
También, se ha reportado que tanto la actividad como la expresion geénica de
MMP-9 se ve aumentada en ratones infectados con Mtb(13), estos resultados
concuerdan con lo reportado por Ramos-Martinez y colaboradores (2015), al
infectar ratones BALB/c con Mtb, quienes observaron que la expresiéon de MMP-9
fue mayor al dia 21 posterior a la infeccion (14). Por otra parte, Taylor y
colaboradores (2006), reportaron que en ratones infectados con Mtb existe un
aumento de la actividad de MMP-9 pero al dia 24 después de la infeccion (15)
Dichos antecedentes concuerdan con los resultados del presente proyecto, es
decir, que existe un aumento en la actividad de MMP-9 en la infeccién por
tuberculosis. Sin embargo, es importante enfatizar que nuestros resultados
demuestran que la actividad de MMP-9 es mayor en muestras de esputo con
mayor carga bacteriana, lo cual podria sugerir que este aumento se debe por la
cantidad elevada de bacilos en este nivel de infeccién, y/o a la necesidad que
tiene el organismo de reparar el tejido que se encuentra dafiado por la infeccion
(6,44,60,61).

Sin embargo, los estudios anteriormente mencionados no se enfocan en
demostrar que el aumento de la actividad de la enzima puede estar relacionada
con el aumento de la carga bacteriana. Lo anterior refuerza el valor de los
resultados encontrados en el presente estudio, ya que se logré demostrar el
comportamiento de la actividad de MMP-9 en muestras sin y con tuberculosis, con

diversos grados de infeccion/carga bacteriana. Ademas se demostré que existen
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diferencias estadisticamente significativas de la actividad de MMP-9 entre estos
grupos, no obstante, no se ha encontrado en la literatura evidencia con la cual
puedan compararse y discutir nuestros hallazgos.

Finalmente, es importante mencionar que existe un interés particular en entender
el comportamiento de la actividad de MMP-9 en relacion con la carga bacteriana
en la infeccion por tuberculosis, porque la actividad de esta enzima podria
indicarnos el nivel de gravedad de la infeccion por tuberculosis. Esto podria sugerir
gue la actividad de la enzima podria utilizarse como un marcador predictivo de
eficacia para el tratamiento contra tuberculosis., tal y como se propuso al inicio de
este proyecto. Lo anterior aplicaria para pacientes que llevan un tratamiento en
contra de la tuberculosis, y que mediante el analisis de la actividad de MMP-9
muestren un aumento en su actividad, lo cual determinaria que el nivel de carga
bacteriana no ha disminuido, y estableceria sospechas sobre la efectividad del
tratamiento, o0 que se trata de una tuberculosis resistente al tratamiento. Sin duda,
el conocer a tiempo esta informacion seria de importancia para realizar una
intervencion mas adecuada, antes de que el paciente empeore su situacion o
llegue a desarrollar farmacorresitencia.

En este Ultimo punto, el sector salud se enfrenta a nuevos retos con el objetivo de
disminuir los altos indices de resistencia a farmacos (3,50), por lo que resultaria de
suma importancia el empleo de nuevas herramientas que permitan detectar a
tiempo la presencia de farmacorresistencia y proponer cambios o ajustes al
tratamiento para poder remplazarlo o indicar el mas adecuado a este tipo de
pacientes. Lo anterior sin duda ser&a de gran valor en el area clinica, en virtud de
gue el llevar a cabo un tratamiento adecuado en la infeccion por tuberculosis
significaria un alto indice de éxito y una disminucion importante de los indices de
morbilidad y mortalidad en la infeccion por tuberculosis (3,50).

Por todo lo anterior, el empleo de MMP-9 como un marcador predictivo de eficacia
para el tratamiento contra tuberculosis podria tener una aplicacion importante, por
lo que se require profundizar mas en su estudio para establecer su valor definitivo

en la atencién y manejo clinico de tuberculosis.
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CONCLUSIONES
Hasta donde se tiene conocimiento este es el primer reporte en donde se evalla la
presencia de MMP-9 en muestras de esputo de pacientes con y sin tuberculosis.
El analisis estadistico permiti6 comprobar la hipotesis planteada en este proyecto,
es decir, que el incremento de la actividad de MMP-9 aumenta conforme se
incrementa el numero de bacterias presentes en las muestras de esputo. Hasta
donde tenemos conocimientos este es el primer reporte en donde se evalla la
presencia de MMP-9 y las diferentes formas de la enzima (dimérica, asociada a
lipocalina, latente y activa) en muestras de esputo de pacientes con y sin
tuberculosis.
Estos resultados sugieren que en la infeccion por tuberculosis, existe una
participacion importante de la forma activa de MMP-9 y que existe una relacion
entre la carga bacteriana con la actividad de MMP-9 en muestras de esputo.
A partir de lo anterior se propone que MMP-9 podria ser utilizada como un
marcador predictivo de eficacia para el tratamiento contra tuberculosis.
Los beneficios que se podrian obtener serian aplicados al area clinica, porque se
podria intervenir durante el tiempo que los pacientes con tuberculosis estén en
tratamiento, para comprobar que se esta aplicando el adecuado o para realizar un
cambio del mismo, y asi evitar que el paciente desarrolle complicaciones como

farmacorresistencia o se genere un mayor dafio al tejido pulmonar.

PERSPECTIVAS
Se propone aumentar el nUmero de muestras de cada grupo e incluir pacientes de
cualquier edad.
Tomando en cuenta los resultados de este proyecto, se propone desarrollar mas
estudios que permitan determinar la viabilidad de emplear a MMP-9 como un
marcador predictivo de eficacia para el tratamiento contra tuberculosis.
También, se propone analizar la expresion del mMRNA de MMP-9 y su inhibidor
especifico, TIMP-1, asi como la actividad de estos.
Asi mismo, realizar un analisis mas profundo de la regulacion de la actividad y

secrecion de las formas de MMP-9, en el huésped y en el bacilo.
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CONSIDERACIONES ETICAS

El Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de Investigacion y Salud,
articulo 17 apartado II, sefiala que el riesgo asociado en esta investigacion fue de
riesgo minimo. En virtud de que la muestra clinica que se analiz6 fue obtenida a
partir de la empleada para realizar el diagnostico de la infeccién de tuberculosis,
sin interferir en ningdn momento en el diagndstico e integridad del paciente. La
jurisdiccion V, VIl y el LESP donaron las muestras incluidas en este proyecto, por
lo tanto, no se tuvo contacto con el paciente. En el mismo sentido fueron
proporcionados la edad y sexo de los pacientes, a partir de la solicitud de examen

bacterioldgico de cada paciente.

CONSIDERACIONES DE BIOSEGURIDAD

Se determinaron por el manual de bioseguridad en el laboratorio de tuberculosis
de la OMS y la Norma Oficial Mexicana NOM-087-ECOL-SSA1-2002 para la
protecciéon ambiental, Salud ambiental, Residuos peligrosos biolégico-infecciosos,
Clasificacion y especificaciones de manejo. La manipulacion de las muestras de
esputo se realiz6 en una campana de bioseguridad nivel Il tipo A en las

instalaciones del laboratorio de microbiologia del ISP.
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ANEXO | Protocolo de técnicas, soluciones y reactivos

Manejo de muestras de esputo y obtencion de sobrenadante

1.

Se obtienen dos alicuotas de la muestra de esputo recolectada en tubos
Eppendorf, aproximadamente 250 pl por tubo, una alicuota se almacena a 4°C

y la segunda alicuota a -80°C.

. Para obtener el sobrenadante del esputo, se descongela la alicuota

almacenada a -80°C y se coloca sobre hielo para poder manipularla.

. Observar la muestra y clasificarla como diluida, si se puede tomar facilmente

con la pipeta, y espesa, si la consistencia de la muestra hace dificil manipularla.
Después de hacer la clasificacion, en un tubo Eppendorf tomar 40 pl de muestra
diluida y mezclar con 200 pl de agua MiliQ, en el caso de ser una muestra
espesa se tomara un volumen parecido a 40 pl y mezclar con 200 ul de agua
MiliQ.

Mezclar con el Vortex para homogeneizar perfectamente la muestra.

Centrifugar a 2500 rpm por 10 minutos.

Separar el sobrenadante en otro tubo Eppendorf.

Desechar el boton en un contenedor rojo con acido acético.

Técnica de baciloscopia

La técnica de baciloscopia se realiza de acuerdo a como se establece en el

manual de Técnicas de Laboratorio para el Examen baciloscépico que ha

adoptado la Secretaria de Salud.

Preparacion de reactivos y colorantes

1) Carbol-Fucsina.

Para 1000 ml:
FUCSING DASICA.....cceiiiiiiiiiie e e 39
AlICONOl dE O95... .o 100 ml

Fenol acuoso*
(Agua destilada cbp 1000 ml).
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Disolver por agitacion en un matraz de aforo, agregando lentamente el alcohol.
Enseguida agregar la solucion de fenol acuoso*. Agitar y agregar agua destilada
hasta completar 1000 ml, dejar reposar 24 horas Yy filtrar. Volver a filtrar una vez
por semana, la cantidad que se va a utilizar.

*Fenol acuoso: fundir 45 g de fenol en cristales mas 10 ml de agua destilada,
calentando en bafio Maria hasta que se disuelva completamente y luego enfriar.

Se agrega el volumen resultante total para la preparacién de la Carbol-Fucsina.

2) Solucién decolorante: (alcohol &cido).

Para 1000 ml:
ACIAO ClOTNIANICO. ..e et et e e e eeiee e 30 ml
AICONOL Al O5%0.... e 970 ml

Dejar escurrir lentamente el acido clorhidrico por las paredes del matraz que

contiene el alcohol. Agitar suavemente.

3) Azul de metileno.

Para 1000 ml:

Azul de MELIIENO........ccooiiirieee e 19
Agua destilada cbp 1000 ml

Disolver por agitacion vy filtrar.

4) Solucion desinfectante (Fenol al 5%).

Para 1000 ml:

Fenol en Cristales............iiiiiiiiiieee e, 50 ¢
Agua destilada cbp 1000 ml

Disolver por agitacion.
Preparacion del extendido en frotis de la muestra de esputo

1) Rotular el portaobjetos en la parte del extremo izquierdo con el nUmero de

identificacién de la muestra correspondiente.
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2) Para hacer el extendido usar un aplicador o palillo de madera. Hacer un frotis
de 2 cm de largo x 1 cm de ancho.

3) Dejar secar el frotis a temperatura ambiente.

4) Solo después que el extendido se ha secado, fijar el frotis pasando sobre la
laminilla la flama del mechero con suavidad 2 o 3 veces, evitando el
sobrecalentamiento.

5) Al terminar la preparacion de frotis, desinfectar el area de trabajo con fenol al
5% vy esterilizar el recipiente con los aplicadores, el papel y material usados
sobre la mesa. También radiar con luz UV el area de trabajo incluido el cuarto

en donde se trabaja.

Tincién del extendido (Ziehl-Neelsen)

1) Cubrir completamente cada portaobjetos con carbol-fucsina. Este colorante
tefira los bacilos de color rojo.

2) Calentar (usando un hisopo de algodén mediano impregnado con alcohol), las
laminillas con la carbol fucsina hasta producir vapores visibles. Esta operacion
debe durar aproximadamente 5 minutos.

3) Enjuagar suavemente con agua destilada hasta quitar el colorante de la
laminilla.

4) Colocar sobre la superficie del portaobjetos alcohol &cido al 3% (solucion
decolorante). Dejar el alcohol acido sobre el portaobjetos de 1 a 2 minutos.

5) Enjuagar cuidadosamente con agua destilada.

6) Cubrir con azul de metileno todo el portaobjetos, no mas de 1 minuto.

7) Enjuagar el portaobjetos cuidadosamente con agua destilada.

8) Dejar secar a temperatura ambiente sobre una gradilla. No secar las laminillas

por calentamiento.
Observacion microscopica

1) Enfocar el portaobjetos con el lente objetivo de 40x antes de usar el de
100x
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2) Después de encontrar el area adecuada, cambiar a la lente objetivo de

100x.

3) Examinar sistematicamente 100 campos utiles.

4) Terminada la observacion de cada laminilla, limpiar el aceite de inmersién

del objetivo con papel seda o gasa, absorbiendo el aceite sin frotar la

superficie de la lente.

Resultados del examen microscépico

Los resultados del examen se reportan bajo un método estandarizado informando

la baciloscopia en cruces. La Secretaria de Salud ha adoptado, en recomendacion

por la OPS, la escala adoptada internacionalmente para el informe de los

resultados examinados por la técnica de Ziehl-Neelsen(48,49), Tabla 1.

Resultado del examen
microscoépico

Informe

No se encuentran BAAR en los 100 campos
observados

No se observan bacilos
acido alcohol resistentes

Se observan de 1 a 9 BAAR en 100 campos
observados

N° exacto de bacilos en 100
campos

Se observa entre 10 y 99 BAAR en 100
campos observados

Positivo (+)

Se observan de 1 a 10 BAAR por campo en
50 campos observados

Positivo (++)

Se observan méas de 10 BAAR por campo
en 20 campos observados

Positivo (+++)

Tabla 1. Escala adoptada internacionalmente para el informe de los

resultados de extendidos examinados por la técnica de Ziehl-Neelsen.

Tomado del Manual de Técnicas de Laboratorio para el Examen

Baciloscopico(48)
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Cuantificacién de proteinas por el método del acido bicinconinico

1. En la balanza analitica pesar 0.002 g (2 mg) de albumina sérica bovina (BSA)
en un tubo Eppendorf de 1 ml y agregar 1 ml de Agua MiliQ.

2. Preparar un grafico de dispersion lineal para el estandar de BSA en un rango de

0.5-20pg/mL. Como se indica a continuacion:

Tubo BSA (2 Agua MiliQ [ ] BSA mg/ml
mg/ml)
1] 1]
A 5 45 0.2
B 10 40 0.4
C 20 30 0.8
D 30 20 1.2
E 40 10 1.6
F 50 0 2

3. Colocar en una placa de 96 pozos por triplicado, 4uL de cada estandar,
muestras y del blanco (reactivo A + reactivo B).

4. Anadir un volumen de 80uL de BCA (50 porciones del reactivo A y 1 porcion del
reactivo B) a cada pozo. El reactivo A contiene carbonato de sodio, bicarbonato
de sodio, acido bicinconinico y tartrato de sodio en hidroxido del sodio 0.1M. El
reactivo B es una solucion del sulfato cuprico al 4%, por ejemplo, para 87 pozos
se debera mezclar 139.2 pl de reactivo B y 6820.8 pul de reactivo A.

5. Incubar por 30 minutos a 37°C sin agitacion.

6. Antes de sacar la placa del cuarto de cultivo radiar con luz UV 15 minutos.

7. Registrar la absorbancia a 562 nm a temperatura ambiente en un lector de
microplacas.

8. Determinar la concentracion de la muestra a partir del grafico de dispersion
lineal del estandar, restando previamente la absorbancia del blanco (solucién de

reactivo A + reactivo B).
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9.

Ajustar a 2500 pg por linea para geles de caseina y acrilamida(62).

Protocolo de geles para zimografia de 4.5 x 8.2 cm

Para realizar los geles se limpiara todo el material con jabon y posteriormente con

agua MiliQ, después secar con sanitas.

Con los cristales y los peines se debe de tener especial cuidado, después de

lavarlos con jabdn se utilizara alcohol al 70% para limpiar el exceso de grasa y

posteriormente con agua MiliQ, se procedera a secar con papel absorbente que no

deje pelusa o restos de papel en el cristal, los cuales podrian causar defectos en

el gel.

Se utilizan cristales para hacer geles de 1 mm y peines de 1 mm con 10 dientes.

Gel de acrilamida al 8.5%

1.

Armar los cristales, pegar papel parafiim en el flanco derecho e izquierdo y
colocar pinzas negras sobre el papel parafilm para hacer presiéon entre los dos
cristales. Se calienta agarosa sin bromuro de etidio para usarla como sellador,
una vez que esté caliente la agarosa con una pipeta automatica de 1000 ul se
coloca cuidadosamente la agarosa debajo de los cristales y en los flancos
derecho e izquierdo. Se deja gelificar aproximadamente por 15 minutos para

proceder a preparar el gel.

. Con un marcador y una regla medir del fondo del pozo en direccion al fondo del

gel y marcar en 1.5 cm la placa de vidrio delgada para tener una sefial del nivel

qgue debe de llenarse el gel de resolucion.

. Para preparar el gel de resolucion, en un tubo falcén de 15 ml se afiade 5.5 ml

de agua MiliQ.

. Anadir 3.15 ml de Tris base 1.5 M pH 8.8, se mezcla agitando el tubo con la

mano, cuidadosamente, después agregar 3.4 ml de acrilamida, se mezcla
agitando el tubo con la mano, con cuidado y posteriormente se vierten 125 ul de

SDS 10%, se mezcla agitando el tubo con la mano.

. Se preparan 3 pipetas, una para el APS, otra para el TEMED Yy finalmente una

de 1000 ul para verter la solucion entre los cristales. Con una pipeta ya
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preparada se agrega 125 uyl de APS al 10%, al verter el APS se debe de
verificar se introduzca la punta, para asegurarse que se agrega a la mezcla, se
mezcla agitando el tubo con cuidado, con otra pipeta se agregan 5 ul de
TEMED, se agita por ultima vez con la mano cuidadosamente.

6. Mezclar todo y con la pipeta de 1000 ul verter entre las placas de vidrio hasta la
marca (punto 2), evitar que se formen burbujas, si se llegaran a formar agregar
agua saturada con butanol para removerlas y asi poder nivelar el gel.

7. Se deja polimerizar 30 minutos a temperatura ambiente.

8. Cuando esté polimerizado el gel quitar el agua saturada con butanol sobrante
con ayuda de tiras de papel filtro, evitando tocar el gel.

9. Se prepara el gel de concentracion al 4% en otro tubo falcén, se mezcla 4.715
ml de agua destilada, 825 ul Tris 1 M pH 6.8, 860 pl de acrilamida, 66.5 pl de
SDS al 10%, 66.5 ul APS al 10% y 6.5 ul de TEMED.

10. Mezclar rapidamente y verter con ayuda de una pipeta hasta el tope de los

vidrios, procurando no hacer burbujas, colocar el peine.

11. Dejar polimerizar a temperatura ambiente por lo menos 30 minutos.

12. Con mucho cuidado quitar los peines, tratando de quitar con el mismo peine el
exceso de acrilamida polimerizada para evitar que obstruyan los pozos y lavar
primero con la ayuda de agua MilliQ y posteriormente se lavan los pozos del
gel con soluciéon de corrida (25 mM Tris, 192 mM glicina, 0.1% SDS) con
ayuda de una jeringa.

13. Si los geles no se van a utilizar en ese momento se pueden guardar en
camara humeda con solucion de corrida. En un toper se coloca papel filtro y se
agrega solucion de corrida para humedecer el papel filtro, después de colocan
los geles (todavia con la placa de vidrio) y se etiquetan para saber que gel es

y se almacenan a 4°C.
Gel de gelatina al 8.5%.

1. Las placas de vidrio se prepararon de acuerdo a lo mencionado en el
paso 1y 2 del protocolo de Gel de acrilamida al 8.5%.
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2. Para preparar el gel de resolucion, se pesa 0.0125 g de gelatina en un tubo
falcon de 15 ml.

3. Disolver la gelatina en 5.5 ml de agua MilliQ, calentar en bafio maria a 65°C por
15 minutos hasta que la gelatina esté completamente disuelta, esperar a que
baje su temperatura para proceder.

4. Anadir 3.150 ml de Tris 1.5M pH 8.8, 3.400 ml de acrilamida, 125 pl de SDS
10%.

5. Agregar 125 ul de APS al 10%, al verter el APS se debe de verificar se
introduzca la punta, para asegurarse que se agrega a la mezcla, se mezcla
agitando el tubo con cuidado, con otra pipeta se agregan 5 pl de TEMED, se
agita por ultima vez con la mano cuidadosamente.

6. Mezclar todo y con la pipeta de 1000 pl verter entre las placas de vidrio hasta la
marca, evitar que se formen burbujas, si se llegaran a formar agregar agua
saturada con butanol para removerlas y asi poder nivelar el gel.

7. Se deja polimerizar 30 minutos a temperatura ambiente.

8. Cuando esté polimerizado el gel quitar el agua saturada con butanol sobrante
con ayuda de tiras de papel filtro, evitando tocar el gel.

9. Segquir con el paso 9 del protocolo de Gel de acrilamida al 8.5%

1L deTrisbasepH8.815M
Tris base 181.71g

Aforar a un litro con agua, ajustar el pH a 8.8 con HCI.

100 ml de acrilamida
Acrilamida 30 g
Bisacrilamida 0.8 g
Aforar a 100 ml con agua. Posteriormente filtrar con filtros de 0.45 micras con
ayuda de una jeringa de 10 mL, vaciando en otro frasco limpio, de color ambar,

preferentemente. Guardar la solucion a 4°C.

100 ml de Duodecil sulfato de sodio (SDS) 10%
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SDS 10 g

Aforar a 100 ml con agua

10 ml de Persulfato de amonio (APS) 10%
APS1lg

Aforar a 10 ml con agua. Guardar en alicuotas de 500 ul y almacenar a -80°C

1L de Tris basepH6.81.0M
Tris base 121.14 g

Aforar a un litro con agua, ajustar el pH a 6.8 con HCI.

1L de TrisbasepH81.0M
Tris base 121.14 g
Aforar a un litro con agua, ajustar el pH a 8 con HCI.

1L de solucién de corrida
Tris base 3.02 g

Glicina 14.1 ¢
SDS1g
Aforar a un litro con agua.

1L de Azul de Coomassie
Isopropanol 300 ml

Acido acético 100 ml

Azul de Coomassie 2.5 g

Aforar a un litro con agua.

1L de solucién de destefnido
Metanol o isopropanol 100 ml
Acido acético 100 ml

Aforar a un litro con agua.

10 ml de Buffer de carga 2x de proteinas
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SDS0.8g

Azul de bromofenol (BPB) 0.02 g
Glicerol 5 ml

Tris pH 6.8 1.25 ml

Aforar a 10 ml con agua.
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Electroforesis de geles

1.

Debido a que se manejan muestras de baciloscopia, se trabajar dentro de la
cabina de bioseguridad nivel Il en el cuarto de cultivo del laboratorio de ecologia

y salud publica.

. Se realizan los célculos necesarios para obtener las condiciones, volumen y

cantidad de muestra que se va a utilizar en cada pozo, llevar a cabo un control

de cada gel en una hoja de Excel.

. Se acomodan los geles en la camara y se agrega solucién de corrida hasta el

nivel que se requiera. Se debe de tener cuidado de que las placas de vidrio
estén correctamente instalados, la solucion de corrida debera cubrir por lo

menos 2 mm arriba de los geles.

. Se agrega en cada pozo la cantidad de muestra con el buffer de carga (125 mM

Tris pH 6.8, 8 % SDS, 50 % glicerol, .002 % BPB).

. Ajustar el voltaje a 140 V y no mover hasta que el colorante salga del gel, de

esa forma podemos saber cuando detener la electroforesis, aproximadamente 2

horas para cuatro geles.

. Cuando termine la electroforesis, sacar los geles y cortar una pequefia esquina

del gel desde el pozo 1 para orientar (cortar y desechar el gel de concentraciéon

para conservar solo el gel de resolucion).

. Para el gel de acrilamida, tefiir con Azul de Coomassie por 3 horas (en forma

alterna se tifie ese mismo dia por 15 minutos, se regresa el Azul de Coomassie
al frasco, se agrega agua MilliQ y se deja a temperatura ambiente sin agitacion
y asi al otro dia se termina de tefiir 2 horas 45 minutos). Después de tefiir, se
destifie con solucion de destefiido por 2 horas aproximadamente, primero se
destifie 15 minutos con solucion reciclada y 1 hora 45 minutos con solucién de
destefiido nueva, observar el gel y detener la tincion hasta que se logren
observar las bandas y un fondo azul claro (en forma alterna, se destifie por 15
minutos aproximadamente, se desecha la solucién de destefido, se agrega
agua MilliQ al toper y se deja a temperatura ambiente sin agitacion y al otro dia

se termina de destefiir 1 horas 45 minutos aproximadamente). Ese mismo dia
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10.

11

12.

13.

14.

se procede a tomar la foto en el fotodocumentador, antes de colocar los geles a
4°C.

. Pasar los geles positivos de gelatina a un traste con solucién de lavado con

CacCls, los geles negativos de gelatina a un traste con solucién de lavado con
EDTA, agitar por 15 minutos en el agitador orbital a 50 rpm. La solucion debe

de ocupar mas de la mitad del frasco.

. Después desechar esa solucion y volver agregar la solucién de lavado fresca

correspondiente a cada gel y dejar toda la noche en el agitador orbital a 50 rpm.

Para los geles de deteccion de actividad metaloproteasa, al otro dia, desechar
la solucion de lavado que tienen los geles de gelatina, lavar minimo 10 veces
con agua MilliQ manualmente. Después de lavar, a los geles positivos se le
agrega la solucién de incubacion con CaCl,, en cambio a los geles negativos la
solucién de incubacién con EDTA. Tanto los geles positivos como los negativos
de gelatina se incuban a 37°C en la estufa por 1 hora.

. Después de la incubacién desechar la solucion de incubacion y agregar
colorante Azul de Coomassie y tefiir por dos horas en el agitador orbital a 50
rpm (en forma alterna se tifie por 15 minutos ese mismo dia, se regresa el
Azul de Coomassie al frasco, se agrega agua MiliQ al toper y se deja a
temperatura ambiente sin agitacion y al otro dia se termina de tefiir 1 horas 45
minutos).

Después se destifie por 15 minutos, se cambia por solucion de destefido
fresca por 1 hora 45 minutos en agitacion a 50 rpm (en forma alterna, se
destifie por 15 minutos, se desecha la solucién de destefido, se agrega agua
MiliQ al toper y se deja a temperatura ambiente sin agitacion y al otro dia se
termina de destefiir 1 horas 45 minutos).

Por precaucion los geles se deben de radiar con luz UV por 15 minutos con el
traste tapado, para ello se debe de colocar el traste en el transiluminador en la
camara de extraccion.

Después se toma la foto en el fotodocumentador, antes de colocar los geles a
4°C.
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Andlisis por densitometria mediante el programa ImageJ

El andlisis de densitometria se realiza con el programa ImageJ version 1.48v de la

siguiente manera.

1.

Se usa la herramienta de opcién rectangular para poder seleccionar el carril
de lado izquierdo de la imagen del gel.

Se selecciona la opcion Analyze-Gels-Select First Lane; aparecera un
rectangulo amarillo con un nimero en el centro de este.

Se procede a mover el cuadro amarillo al siguiente carril, y se selecciona
Analyze-Gels-Select Next Lane. De esta manera, se selecciona el siguiente
carril y se procede a repetir el mismo proceso con todos los carriles de
interés.

Después, se selecciona Analyze-Gels-Plot Lanes; se abrira una ventana
gque muestra los perfiles del area bajo la curva de las bandas
seleccionadas.

Se selecciona la herramienta “Straight”, y se procede a dibujar una linea
debajo de las curvas para que se forme un area cerrada.

Con ayuda de la herramienta “Wand”, se da un clic dentro de las curvas ya
delimitadas para poder medir el &rea cerrada en pixeles.

Se realiza una medicion por triplicado de cada area de la banda y se genera

una base de datos en Excel.
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ANEXO II. Zimogramas

sp 2 3 4 5 6

Homodimero de MMP-9

MMP-9 asociada a lipocalina

MMP-9 latente
MMP-9 activa ==

SP 8 9 10 11 12 13 14 15

Homodimero de MMP-9

MMP-9 asociada a lipocalina

MMP-9 latente
MMP-9 activa ===>

Homodimero de MMP-9

MMP-9 asociada a lipocalina

MMP-9 latente
MMP-9 activa ==




SP 22 30 33 38 41

Homodimero de MMP-9

MMP-9 asociada a lipocalina —_

MMP-9 latente =——> -
MMP-9 activa ===>

SP 42 43 44 45 46 47 48
homodimero de MMP-9

MMP-9 latente
MMP-9 activa ===

SP 51 52 53 54 55 56 57 58

Homodimero de MMP-9

MMP-9 asociada a lipocalina —3 — -

MMP-9 latente ——3 4 . ‘

MMP-9 activa ===

o .
SRR |
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Homodimero de MMP-9

MMP-9 asociada a lipocalina

MMP-9 latente
MMP-9 activa ===

sp 71 72 73 74 75 76 77 78

Homodimero de MMP-9
MMP-9 asociada a lipocalina
MMP-9 latente

MMP-9 activa ==

SP 79 8 81 82 8 84 85 86

Homodimero de MMP-9

MMP-9 asociada a lipocalina

MMP-9 latente
MMP-9 activa ==
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SP 87 88 96 97 98 99 100 101

Homodimero de MMP-9

MMP-9 asociada a lipocalina

MMP-9 latente
MMP-9 activa ==

103 104 105 106 108 109
Homodimero de MMP-9

MMP-9 asociada a lipocalina

MMP-9 latente

MMP-9 activa ==

SP 112 114 115 116 117 118 119
Homoimero de MMP-9

MMP-9 asociada a lipocalina

MMP-9 latente

MMP-9 activa ==
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SP 122 123 124 127 128 129

homodimero de MMP-9

MMP-9 asociada a lipocalina

MMP-9 latente

MMP-9 activa ==

Figura 1. Deteccion de la actividad enzimatica de MMP-9 y sus formas en gel
copolimerizado con gelatina al 8.5% (Imagen superior) y deteccion del patron
electroforético de proteinas por tincion con Azul de Coomassie en gel de
acrilamida al 8.5% (Imagen inferior) en muestras de esputo de pacientes con
tuberculosis

La concentracion de proteinas fue ajustada a 2.5 pg por pozo en 10 ul de SB.
Abreviaturas: SP:]Sangre periférica.
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