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5. Resumen

En el presente trabajo de investigacion se evalud el efecto de la metforming,
insulina y glibenclamida sobre la expresion de péptidos antimicrobianos (HBD2,
HBD3, HBD4 y LL-37) en las lineas celulares A459 (neumocitos tipo Il), NCI-H292
(células broncoepiteliales) y THP1 (monocitos/macréfagos) infectados con

Mycobacterium tuberculosis (H37Rv).

Se evalud si las diferentes concentraciones de los farmacos presentaban un
efecto toxico sobre la viabilidad de las lineas celulares y se encontré que la
viabilidad de estas no se modificd a las 24 horas de tratamiento. Posteriormente se
determind si los fdrmacos alteraban la expresion de los péptidos antimicrobianos,
enconfrandose que la insulina y glibenclamida disminuian el péptido HBD4 en la

linea celular A549.

Posteriormente se evalud si la disminucion de HBD4 en esta linea celular afectaba
su capacidad para controlar el crecimiento de Mycobacterium tuberculosis. Por
lo que se realizd la infeccién de las células con la micobacteria, posteriormente
fueran tratadas con metformina, insulina y glibenclamida y se evalué el mRNA de
HBD4 asi como Unidades Formadoras de Colonias. Para la expresion genética del
MRNA se enconiré disminuido el péptido antfimicrobiano HBD-4 en las células
tratadas con insulina y glibenclamida. En las UFC no se encontré diferencia
estadisticamente significativa al comparar los diferentes grupos. El presente
trabajo concluye que insulina y glibenclamida disminuyen la expresion de péptido
HBD4 en la linea celular A549, pero esto no influye en el control de la

micobacteria.



6. Abstract

In the present investigation work we evaluated the effect of metformin, insulin and
glibenclamide on the expression of antimicrobial peptides (HBD2, HBD3, HBD4 and
LL-37) in the cell lines A459 (type Il pneumocytes), NCI-H292 (Bronchoepithelial
cells) and THP1 (monocytes / macrophages) infected with Mycobacterium
tuberculosis (H37Rv).

We assessed whether the different concentrations of the drugs had a toxic effect
on the viability of the cell lines and found that the viability of these did not change
after 24 hours of tfreatment. It was later determined whether the drugs altered the
expression of the antimicrobial peptides. Insulin and glibenclamide decrease the
HBD4 peptide in the A549 cell line.

It was subsequently assessed whether the decrease in HBD4 in this cell line
affected its ability to control the growth of Mycobacterium tuberculosis. As the
cells were infected with the mycobacterium, they were subsequently treated with
metformin, insulin and glibenclamide, and the HBD4 mRNA was evaluated as well
as Colony Forming Units. For the mRNA gene expression, the antimicrobial peptide
HBD-4 was found to be decreased in cells treated with insulin and glibenclamide.
In the CFU, we did not found statistically significant difference when comparing
the different groups. The present study concludes that insulin and glibenclamide
decrese the expression of peptide HBD4 in the cell line A549, but this does not

influence the conftrol of the mycobacteria.



7. Introduccidn

7.1. Diabetes mellitus

La Diabetes mellitus (DM) es una enfermedad comun en la que se tienen niveles
excesivos de glucosa en sangre. En términos sencillos, la diabetes es
generalmente dada por un fallo en la funcionalidad de la insulina (Hassali, Nazir et
al. 2015). Por definicién entendemos que la DM es aquella alteracion metabdlica
caracterizada por la presencia de hiperglucemia cronica que se acompana, en
mayor o menor medida, de modificaciones en el metabolismo de los
carbohidratos, de las proteinas y de los lipidos. El origen vy la etiologia de la DM son
diversos, pero conllevan a la alteraciéon en la secrecidon de la insulina, en la

sensibilidad de accion de la hormona o bien en ambas (Conget 2002).

La hiperglucemia crénica estd asociada con el dano a largo plazo, disfunciéon vy
fallo de diferentes érganos, especialmente ojos, rinones, nervios, corazén y vasos
sanguineos. Los sinfomas marcados de la hiperglucemia incluyen poliuria,
polidipsia, pérdida de peso, algunas veces polifagia y vision borrosa. Las
consecuencias de no confrolar este desorden nos puede llevar a cetodcidosis o
estado hiperosmolar hiperglucémico. Las complicaciones a largo plazo incluyen
la retinopatia con pérdida de la vision, nefropatia que conduce a un fallo renal,
neuropatia periférica con riesgo de ulceras en el pie, amputaciones e
involuntariaomente las neuropatias causan  sinfomas  gastrointestinales,
genitourinarios y cardiovasculares, asi como disfunciéon sexual. Los pacientes con
DM tienen una incidencia aumentada de arteroesclerosis cardiovascular, en
arterias periféricas, y desordenes cerebrovasculares. La hipertension y anomalias
en el metabolismo de las lipoproteinas son encontradas en personas diabéticas
(American Diabetes 2012).
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7.1.2. Tipos de Diabetes mellitus

7.1.2.1 Diabetes mellitus tipo 1 (Destruccion de células Beta, usualmente con una

deficiencia absoluta de insulina o diabetes inmuno-mediada)

Esta forma de diabetes, abarca aproximadamente del 5-10% de los pacientes
con DM. Resulta de una destruccion autoinmune de las células Beta del
pdncreas. Marcadores de la destruccion autoinmune de este tfipo de células,
incluye autoanticuerpos anti-islotes, autoanticuerpos anfi-insulina,
autoanticuerpos anti- Glutamato descarboxilasa 65 (GAD6S5), y autoanticuerpos
de tirosina fosfatasas IA-2 e |IA-2Beta. Uno y usualmente mds de uno de estos
autoanticuerpos estd presente en el 85-90% de los casos cuando la hiperglucemia
es detectada inicialmente. En esta forma de DM, el rango de la destruccion de
las células Beta es muy variable, empezando répidamente en algunos pacientes
(infantes y ninos). Algunos pacientes, regularmente ninos y adolescentes,
presentan cetodcidosis como primera manifestacion de la enfermedad. Otros
tienen hiperglucemia moderada en el ayuno que puede cambiar rapidamente a
una hiperglucemia grave y/o cetodcidosis en presencia de infeccién u ofro factor
de estrés. Otros, particularmente adultos, pueden mantener la funcion de las
células beta, lo suficiente para prevenir la cetodcidosis por muchos anos aunque
eventualmente se convierten en insulinodependientes y estdn en riesgo de
presentar cetodcidosis. Aungue los pacientes rara vez presentan obesidad con
este tipo de diabetes, la presencia de la obesidad no es incompatible con el
diagndstico. Estos pacientes también son propensos a ofros trastornos
autoinmunes como: la enfermedad de Graves, firoiditis de Hashimoto,
enfermedad de Addison, vitiligo, hepatitis autoinmune, miastenia gravis, y la

anemia perniciosa (American Diabetes 2012).
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7.1.2.2. Diabetes gestacional

La diabetes gestacional es una intolerancia a los hidratos de carbono que puede
ser de diferente severidad, esta es diagnosticada durante el embarazo. Este fipo
de diabetes no es causada por la carencia de insulina, sino por los efectos
blogueadores de las otras hormonas en la insulina que es producida (resistencia a
la insulina) la cual se presenta normalmente en las primeras 20 semanas de
gestacion. La respuesta normal ante esta patologia es el aumento en la secresion
de insulina en el organismo, cuando esto no ocurre se produce la diabetes

gestacional (Almirén, Gamarra et al. 2005)

7.1.2.3. Diabetes Idiopdatica

No es muy conocida la etfiologia de algunas formas de diabetes tipo 1. Algunos
pacientes presentan de manera permanente insulinopenia y son propensos a la
cetodcidosis, pero no se tiene evidencia de que sea algo autoinmune. Solo una
parte minoritaria de pacientes enfran dentro de esta clasificacién, siendo la
mayoria de éstos descendientes de africanos o asidticos. Individuos con esta
forma de diabetes sufren de cetodcidosis episddica y exhiben varios grados de
deficiencia a la insulina entre episodios. Esta forma de diabetes es fuertemente
heredada, se carece de evidencia de autoinmunidad de las células Beta, y no
estd asociada a HLA. Estos pacientes presentan un requerimiento absoluto de

insulino terapia que vay viene (American Diabetes 2012).
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7.1.2.4. Diabetes monogénica

Un incremento en el nUmero de distintas formas de diabetes clinicas y genéticas
resulta de la mutacion de genes. Convencionalmente, la diabetes monogénica
que se ha desarrollado en los primeros 6 meses de vida se conoce como diabetes
neonatal (ND), y el cual evoluciona en adultos jovenes y se refiere a la diabetes
en el inicio de madurez de los jovenes (MODY). ND, es diagnosticada a los
primeros 6 meses de vida. Se sabe que es un desorden monogénico que causa la
mutacion de genes claves que juegan un papel importante dentro de la funcidn
y el desarrollo de las células beta, incluyendo a la glucocinasa, el canal K-ATP, y |a
misma insulina. Su incidencia es baja (alrededor de 1 en 200,000 nacimientos).
Puede ser permanente (PNDM) o trascendente (TNDM) o seguir un curso temporal
remitente-recidivante. Este desorden esta usualmente asociado con refraso de
crecimiento infrauterino y bajo peso al nacimiento. La mutacién en los genes que
codifican Kiré.2 (KNCJI11) y SURT (ABCC8) subunidades del canal K-ATP son los
casos mds comunes de PNDM, siendo un aproximado el 50% de los casos
(Ashcroft and Rorsman 2012). Los canales de K ATP juegan un papel clave en la
regulacion de la secrecion de insulina a fravés de los potenciales de accion. Un
aumentado nUmero de estos canales puede conducir a una hiperinsulinemia
congénita, ya que se veria exacerbado el estimulo de las células Beta

pancredticas y la excrecion de la insulina (Smith, Taneja et al. 2007).

7.1.2.5. Diabetes poligénica

Uno de los cambios mds radicales en la pasada década fue el reconocimiento
de los genes que reducen la funcion de las células Beta, siendo este el problema
clave en la DM2. Actualmente se han identificado a mds de 40 genes
involucrados con el aumento de riesgo de DM2. El gen mds importante
identificado para la susceptibilidad de la diabetes es el TCF7L2, con el cual el

riesgo de diabetes incrementa un 1.7 veces mas. Genes del genoma completo
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(GWAS) estdn implicados en la regulaciéon del ciclo celular, y por lo tanto es
sugerido que van a actuar influyendo en la cantidad de células Beta durante el
desarrollo. Esto no estd completamente entendido porque se ve disminuida la
capacidad de las células Beta pancredticas predisponiendo a la DM2 por la
reduccidén de la capacidad para hacerle frente con el incremento de la
demanda de insulina, como la que es impuesta por la edad y/u obesidad. Los
efectos funcionales de otros genes no estdn muy entendidos. El fransportador de
zinc Znt8 (SLC30A8) es necesario para la entrada del zinc dentro de los granulos
de insulina y la formacién del Complejo-Zn de cristales de insulina. KCNQI
codifica el canal K voltaje-sensitivo, una mutacidon en esta funcién podria
conllevar a una reducciéon de la duracion del potencial de accién y de ese modo
la secrecion de insulina. Un polimorfismo comun en Kiré.2 (E23K) predispone a
DM2. El riesgo a padecer la enfermedad es menor del 1.2 veces mads
aproximadamente. Tomando esto en consideracion, los genes GWAS en conjunto
explican del 5-10% de DM2 (Ashcroft and Rorsman 2012).

7.1.2.6. Diabetes mellitus tipo Il

La DM2, también conocida como no-insulino-independiente o diabetes de los
adultos. Estos individuos tienen resistencia a la insulina y usualmente tienen una
relativa (no absoluta) deficiencia de insulina al menos inicialmente, y con
frecuencia durante toda su vida. Estas personas no necesitan tratamiento de
insulina para sobrevivir. La mayoria de los pacientes con esta forma de diabetes
estdn obesos, y la obesidad por si misma causa cierta resistencia a la insulina
(American Diabetes 2012). La obesidad incrementa la masa tisular de adipocitos y
estd asociada con resistencia a la insulina, hiperglicemia, dislipidemia,
hipertension y ofros componentes del sindrome metabdlico (Sell and Eckel 2009).

La inflamacién es un componente de la obesidad asociado a la resistencia a la
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insulina. Los macréfagos estdn presentes en una mayor cantidad en el tejido
adiposo de sujetos con obesidad que en sujetos delgados y parecen ser fuente
de mediadores inflamatorios que estdn vinculados a la resistencia a la insuling,

como TNF-a vy IL-6.

La obesidad induce la insulino-resistencia en solo tres blancos tisulares, resultando
en la reduccion de la glucosa estimulada por la insulina en el musculo, deterioro
de la supresion de la produccién de glucosa en el higado, y el incremento de
dcidos grasos liberados del adipocito (Olefsky and Glass 2010). Pacientes que no
estdn obesos en criterios del peso tradicional, pueden tener un mayor porcentaje
de grasa corporal distribuida predominantemente en el abdomen. La
cetodcidosis ocurre espontdneamente en este tipo de diabetes. Cuando ocurre,
va acompanada generalmente por una infeccién. Estos pacientes pueden tener
los niveles de insulina normales o elevados. Los niveles elevados de glucosa en
sangre suponen un aumento en la secrecidon de insulina ya que la funcién Beta
celular es normal. Por lo tanto, la secrecidén de insulina es deficiente en estos
pacientes e insuficiente para compensar la resistencia a la insulina. Esto puede
mejorar con la reduccion de peso y/o el tratamiento farmacoldgico para la
hiperglucemia, aunque rara vez es restaurado a valores normales. El riesgo de
desarrollar este tipo de diabetes aumenta con la edad, la obesidad y la falta de
actividad fisica. Se produce con mayor frecuencia en las mujeres con Diabetes
mellitus gestacional previa y en individuos con hipertension o dislipidemia, y su

frecuencia varia en diferentes subgrupos raciales (American Diabetes 2012).

Recientemente, estudios en Asia enconfraron que los pacientes con el
polimorfismo rs7903146 variante de TCF7L2 el cual va a codificar un factor de
transcripcion que juega un papel en la via de senalizacién Wnt, tienen mayor
prevalencia de complicaciones diabéticas como enfermedades de arterias
coronarias, retinopatias, neuropatias y nefropatias (Sousa, Marquezine et al. 2009).

La distribucion de esta patologia estd en aumento dia con dia.
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8. Antecedentes

8.1. Patogenia de la DM2

Pacientes con DM2 manifiestan anomalias en la accién de la insulina y en su
secrecion. Estd ampliamente aceptado que la resistencia a la insulina es un
hallazgo temprano, evidencia posterior a la hiperglucemia y un subsecuente

desarrollo a la diabetes (Pratley and Weyer 2001).

Se tiene evidencia importante que involucran trastornos en el metabolismo de los
adipocitos y alteracion en la topografia grasa sobre la patogénesis de la
intfolerancia a la glucosa dentro de la DM2 (Figura 1). Resumiéndose en 3
importantes puntos: 1) Los adipocitos son resistentes al efecto de la insulina,
causando niveles elevados dcidos grasos libres (FFA) en plasma. Niveles elevados
en plasma de FFA estimulan la glucogénesis, induce la resistencia a la insulina
muscular/hepdtica. La ineficiente secrecion de insulina es una predisposicion
genética individual. Esos FFA inducen frastornos que son referidos como
citotoxicidad. 2) Adipocitos disfuncionales producen una excesiva canfidad de
resistencia a la insulina, inflamaciéon, y arteroesclerosis provocando citocinas y
fallo en la canfidad de adipocitocinas sensibles a la insulina. 3) Alargados
adipocitos son resistentes a la insulina y tienen una capacidad disminuida en el
acumulo de grasa. Cuando la capacidad de almacenamiento es excedida, los
lipidos se acumulan dentro del muUsculo, higado y a veces en las células Betq,
causando resistencia a la insulina muscular/hepdtica y la secrecion deficiente de
insulina. La fisiopatologia de la intolerancia a glucosa de la DM2 es compleja y
envuelve factores genéticos como los mencionados en pdrrafos anteriores, vy
adquiridos. Acerca de los factores adquiridos, la ganancia de peso y la

inactividad fisica son los de mayor importancia (Bays, Mandarino et al. 2004).
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Figura 1. Mecanismos patogénicos de DM2. El consumo excesivo de
carbohidratos y dcidos grasos saturados, combinados con la predisposicidon
genética, conllevan a la perdida de la homeostasis de lipidos y glucosa. Esto estd
asociado con anormalidades metabdlicas, que incluyen el incremento de la
resistencia a la insuling, lipolisis y la gluconeogénesis hepdtica, esto contribuye en
los niveles de glucosa y FFA en sangre que van a afectar diferentes érganos. La
inflamacion y el estrés oxidativo inducido por FFA y la glicacién lleva al
reclutamiento de macrofagos M1, células Thl, Th17 y CD8+ citotdxicas, y a una
disminucion en las células anti-inflamatorias macréofagos M2, células Th2 y T
reguladoras. Esta inflamaciéon cronica exacerba la resistencia a la insulina, el dano
a las células Beta y complicaciones del paciente diabético. Factor de necrosis
tisular alfa (TNF-a), Citocina quimioatrayente de monocitos 1 (CCL2), Interleucina
1 beta (IL-1B), Interleucina 6 (IL-6), Interferon gamma (INF-y), Interleucina 10 (IL-10),
Acidos graso libres (FFA), Receptor de insulina (IR), Interleucina 4 (IL-4). Modificado
de: (Hodgson, Morris et al. 2015).
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8.1.1. Epidemiologia de Diabetes mellitus tipo Il

Las condiciones sociales, el proceso de urbanizacion de los Ultimos 50 anos, han
condicionado el incremento de la incidencia y prevalencia de las enfermedades

croénico degenerativas (Olvera 2000).

El incremento del niUmero de adultos mayores en la poblacion general, es
consecuencia de la disminucidon de su morbilidad, mortalidad y tasa de la
natalidad, debido a los avances médicos, tecnoldgicos y socioecondmicos. En la
actuadlidad la poblacidn mundial de personas mayores a sesenta anos en las
regiones en desarrollo, es del 7% y para el 2025 se estima que serd del 12% (Alfaro,
Carothers et al. 2006).

La DM2 compromete al 90% de la poblacién con diabetes alrededor del mundo
(OMS 2014). En 2012, la OMS estimé que mas de 371 millones de habitantes vivian
con esta enfermedad y que 4.8 millones de personas mueren por su causa (SSA
2013). En 2012 la diabetes fue la causa directa de 1.5 millones de muertes y mds
del 80% ocurrié en zonas de bajos y medios recursos. (OMS 2014). A nivel mundial
se espera que para el ano 2030 el nUmero de personas diabéticas se incremente

a 439 millones, lo que representa el 7.7% de la poblacion adulta (SSA 2013) .

En la mayoria de los paises de Latinoameérica la tasa anual de la poblacion mayor
a 60 anos es del 3-4%, mientras que Estados Unidos no pasa el 0.5%. La
prevalencia de DM2 en menores de 30 anos es menor del 5% y después de los 60
sube a mds del 20%. La DM2 se diagnostica tarde. Alrededor de un 30-50% de las
personas desconocen su enfermedad por meses o anos (esto ocurre casi el 100%
en zonas rurales) y en los estudios de sujetos con DM?2 recién diagnosticada, la
prevalencia de retinopatia oscila entre 16 y 21%, la de nefropatia entre 12y 23% vy
la de neuropatia enfre 25 y 40%. La DM2 ocupa uno de los primeros 10 lugares

como causa de consulta y de mortalidad en la poblaciéon adulta (ALAD 2006).

En México a nivel nacional durante 2001, 9 de cada 100 personas no aseguradas

gue se realizaron la prueba de la diabetes salié positiva. Este mismo ano, el estado
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de Morelos fue quien presentd el mayor nUmero de casos nuevos siendo 655
hombres y 746 mujeres por cada 100 mil personas de cada sexo. En México la
incidencia de esta enfermedad se incrementa con la edad, con la poblacion de
60-64 anos presentando la mdas alta incidencia en 2011 (1 788 por cada 100 mil
habitantes del grupo de la misma edad). Las defunciones por diabetes se
concentran en la de tipo Il. En 2011 representaron 62% en mujeres y 61% en
varones (INEGI 2013).

De acuerdo con la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion (ENSANUT) en 2012, la
DM2 se encuentra entre las primeras causas de muerte en México, 6.4 millones de
personas refirieron haber sido diagnosticadas con diabetes. La proporcién de
adultos con diagndstico previo de diabetes es de 9.2% (ENSANUT 2000 fue de
4.6%; ENSANUT 2006 fue de 7.3%). La cifra de diagndstico previo aumenta después
de los 50 anos. Los estados con prevalencias mas altas son: Distrito Federal, Nuevo
Ledn, Veracruz, Tamaulipas, Durango y San Luis Potosi. Representa un gasto de
3,430 millones de ddlares al ano en su atencion y complicaciones. El incremento
en actividad fisica, dieta adecuada y reduccion de peso, disminuyen el riesgo de
desarrollar diabetes entre 34% y 43%, efecto que puede durar de 10 a 20 anos

después de concluida la intervencion (ENSANUT 2012).

A pesar de que la mortalidad entre las personas diagnosticadas con DM2 estd
disminuyendo debido a la atencidn médica que reciben, esta sigue siendo alta.
Cabe mencionar que si bien la disminucion de la mortalidad significa un aumento
en la longevidad, no conduce necesariamenfte a un aumento del nUmero de
anos saludables en la vida de una persona, ya que estos pacientes presentan una
disminucion en su calidad de vida y un aumento en el uso de los servicios de salud
a largo plazo. La Federaciéon Internacional de Diabetes (IFD, por sus siglas en
inglés), reportd en el ano 2012 un gasto sanitario de 471 miles de millones ddlares
estadounidenses (USD) (SSA 2013).

Por otfro lado, las complicaciones cronicas de la DM2 representan la primera
causa de mortalidad general. Cuando un paciente es diagnosticado con DM2,

ya han pasado varios anos desde el inicio de la enfermedad, que pasa por un
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periodo latente o silencioso desde el punto de vista clinico, pero no micro o
macrovascular. Ademds, el gasto que representa para el sistema de salud
nacional es muy alto. En México, para el ano 2010 se habia proyectado un costo
directo anual (medicamentos, consultas, hospitalizaciones y tratamiento de
complicaciones) en la atencion de pacientes con DM2, tanto en instituciones de
salud publica como de seguridad privada, de $343, 226,541 (USD); y costos
indirectos (mortalidad, discapacidad temporal y permanente) de USD
$435,200,934, para un gran total de USD $778,427,4755 (Salmdn, Snchez-Reyes et
al. 2011).

8.1.2. Principales tratamientos en DM2

En la estrategia para el tratamiento de DM2 en pacientes, es importante recordar
que la intolerancia a la glucosa no ocurre de manera aislada sino que es parte de
un complejo sindrome metabdlico-cardiovascular que incluye dislipidemia,
hipertension, obesidad, anomalias en la coagulacién, microalbuminuria vy
acelerada arteroesclerosis, aunque no tfodos ocurren en pacientes diabéticos
(DeFronzo 1999).

Cdémo la resistencia a la insulina conduce a la hiperglicemia e hiperlipidemia es
una compleja cuestion por su importancia clinica. El tratamiento para el higado
graso estd pobremente establecido, pero drogas que mejoran la sensibilidad
hepdtica de la insulina y la tolerancia a la glucosa, incluyen la metformina (N, N-
di-methylimidodicarbonimidico diamidal), sulfonilureas, thiazlidenediones, insulinas,
inhibidor de dipeptidyl peptidasa-4 y gliburida. (White 2009).

20



8.1.2.1. Insulina

Algunos diabetdlogos prefieren iniciar la terapia con insulina en pacientes con el
diagndstico reciente de DM2. Numerosos estudios han demostrado que se puede
lograr un excelente control glucémico con una terapia intensiva en pacientes
con DM tipo 2. El régimen utilizado mdas cominmente en los pacientes diabéticos
consiste en una dosis Unica de 80 U/d, la cual rara vez es excedida (DeFronzo
1999). La insulina juega un rol clave en el control de la hiperglicemia. Se han
tenido varios avances en las formas de aplicacion de la insulina, siendo el mds
utilizado la aplicacion subcutdnea. Actualmente los sistemas de administracion
de insulina disponibles incluyen jeringas de insulina, bombas de infusion, inyectores

de chorro, y plumas.

El principal inconveniente de la terapia con insulina es su naturaleza invasiva, por
lo que se estudian diferentes formas de aplicacién que incluyen insulina en
inhaladores y spray bucales entre ofros (Shahani and Shahani 2015). Para 2009 |os
pacientes tratados con insulina en México era notablemente menor comparado
con oftros paises (5 vs 20%). La insulina es indicada de forma tardia, la dosis no es
modificada con la frecuencia debida, fomando en cuenta la alimentacién,
actividad fisica y el estatus del paciente. Por ende, su empleo inadecuado es
causa de hipoglucemias frecuentes, aumento de peso y persistencia de la
hiperglucemia (Endocrinologia 2009). Actualmente los criterios mds usados para
elegir la insulina como fratamiento son, que el paciente no haya logrado un
conftrol de la glicemia con dos o md&s hipoglucemiantes orales, cuando los niveles
en plasma de glucosa sean mayores que 250 mg/dl , los niveles de hemoglobina
glicosilada (HbAlc) sean mayores del 10% y/o sinfomas de hiperglicemia (Wallia
and Molitch 2014).
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8.1.2.1.1. Mecanismo de accidon

La insulina es la hormona anabdlica mds potente identificada hasta la fecha.
Como ofras hormonas la insulina hace sus efectos enfrando en contacto con su
receptor especifico, dando una senalizacion para diferentes rutas (Figura 2). Esta
union con el sitio especifico inicia con una cascada infracelular de senalizacion,
causando cambios en el fransporte de la glucosa, glucdégeno, la sintesis de lipidos
y la expresion especifica de genes. Durante el estimulo de la insulina, esta se va a
unir a su receptor y va a dar senalizaciéon a IRS (sustrato de receptor de la insulina)
lo cual vuelve activo a fosfatidilinositol-3 cinasa (PI3) en asociacion con la via Ras-
MAPK se va a activar el tfransporte de la glucosa a partir del GLUT-4 (Fulop, Larbi et
al. 2003).

Los GLUT (transportadores de glucosa) son conocidos por su papel primordial
dentro del metabolismo de energia. Existen 6 isoformas identificadas de GLUT en
los eucariotas. Poseen 12 segmentos tfransmembranales helicoidales con las
regiones N- y C-terminales y un lazo central expuestos hacia el citoplasma. Tienen
diferentes regiones C-terminales, y estdn sujetos a diferentes metabolitos y
regulaciones de desarrollo. GLUT 2 es expresado principalmente dentro de las
células Beta pancredticas, higado y membranas de los enterocitos. GLUT 4 estd
enconfrado en los tejidos sensibles a la insulina, como en el tejido hepdtico,
adiposo, cardiaco y del musculo esquelético. GLUT-5 es actualmente un
transportador de fructosa detectado dentro de los enterocitos en Ia membrana
luminal, adipocitos, musculo esquelético y esperma. GLUT 6 estd localizado en los

microsomas del higado (Broydell, Mazzuca et al. 1998).
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Figura 2. Mecanismo accién de insulina. La insulina promueve la translocaciéon del
tfransportador GLUT4 de compartimentos intracelulares a la membrana
plasmdtica. La profeina AS160 en su estado no fosforlado y activo regula
negativamente a las proteinas G pequenas Rab, las cuales participan en el trafico
vesicular de GLUT4. AS160 estimula la hidrdlisis del GTP unido a las Rab (generando
Rab-GDP, inactivo) e inhibiendo el trafico vesicular. Cuando AS160 es fosforilada
por Akt se inhibe, por lo que se incrementa el tradfico-dependiente de Rab-GTP
(activo) de GLUT4 a la membrana plasmdatica. Por ofra parte, Piruvato
deshidrogenasa kinasa 1 (PDK1) induce también la fosforilacion de sitios criticos en
el asa de activacion de dos formas atipicas de la Protein quinasa C (PKC)
(PKCA/E), que contribuyen de manera significativa a la translocacién de GLUT4
inducida por la insulina. Recientemente se describi® un modelo alternativo
independiente de PI3K/PDK1/Akt, mediante el cual la unién de insulina a su
receptor activa la proteina G pequena TCI10 via el complejo de Proteina
adaptadora que contiene dominios de homologia a pleckstrina (APS)/Proteina
asociada a Cbl (CAP)/Cbl. TC10 participa en la activaciéon de las PKC-A/E que
produce la translocacién de GLUT4 (Reyes and Plancarte)

8.1.2.1.2. Farmacocinética

La insulina regular de corta accidn es presentada como una solucién que forma
hexdmeros. Su accidon inicia a los 15-30 minutos de aplicacién posterior a la
inyeccion subcutdnea. Las concentraciones en plasma llegan a un pico después

de 1-2 horas y va decayendo a las 4-8 horas.
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Insulina glargine (andlogo de larga duracién), es producido por la sustitucion de
asparagina con glicina en la posicion A21 y por la adicion de 2 moléculas de
arginina en las posiciones B31 y B32 de las moléculas de insulina humana. Posterior
a su aplicacién subcutdnea, su rango de absorcion provee niveles constantes en
plasma por al menos 24 horas. Su media para iniciar su accién es de 1.5 horas, el
efecto metabdlico aumenta a una meseta en las primeras 4 horas y se mantiene

constante al menos hasta las 24 horas (Guerci and Sauvanet 2005).

La insulina degludec (IDeg) es una nueva generacion de insulina basal con una
ultra larga duracion de accién. En la inyeccidon subcutdnea, IDeg forma largas
cadenas de multihexdmeros que resultan en el depdsito dentro del tejido celular,
donde los mondmeros son gradualmente separados. Esta insulina tiene una
absorcion baja y continua dentro de la circulacion, dando un efecto largo y
estable en la disminucién de la glucosa. Esta presenta una accidon que supera las
42 horas y una vida media aproximada de 2.5 horas, lo cual es lo doble para la

insulina glargina (Hompesch, Morrow et al. 2014).

8.1.2.1.3. Efectos clinicos

La terapia con insulina estd asociada con grandes beneficios metabdlicos que
incluyen la mejora en la sensibilidad a la insulina, disminuye la produccion
nocturna de glucosa, disminuye los niveles postprandiales de glucosa en sangre y
mejora los niveles lipidicos. Sin embargo, dosis extensas de insulina requieren que
el organismo alcance los niveles normales en sangre de glucosa y estd asociado
con la ganancias de peso y el riesgo de hipoglucemia (Strowig, Aviles-Santa et al.
2002).
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8.1.2.2. Metformina

La metformina es una biguanida que aumenta la sensibilidad periférica vy
hepdtica de la insulina, mejora el perfil glucémico en ayunas y postprandial
(Calvo, Esteban et al. 2005). Es considerada como una terapia farmacolégica
dentfro de la DM2. Esta recomendacion fue recientemente confirmada por la
Asociacion Americada de Diabetes (ADA) y la Asociacion Europea para el
estudio de la diabetes (EASD)(Scheen and Paquot 2013). Es una droga prescrita
al menos a 120 millones de personas alrededor del mundo (Viollet and Foretz
2013).

8.1.2.2.1. Mecanismo de accion

Desde hace anos se ha tratado de demostrar que la molécula objefivo de la
metformina es la proteina quinasa activada por AMP (AMPK). La activacion de la
AMPK requiere fosforilacion en Thr172 con la activacién de la subunidad-a
catalitica por cinasas. La AMPK activada cambia las células de un estado
anabdlico a un estado catabdlico, bajando el ATP consumido por vias sintéficas y
restableciendo el balance de energia. Esta regulacion envuelve la fosforilacion
por el AMPK como la clave de enzimas metabdlicas y la transcripcion de
factores/cofactores que modulan la expresion genética. Como resultado, la
sintesis de lipidos y proteinas, asi como el crecimiento celular son inhibidos
mientras que la oxidacion de dcidos grasos y la absorcidn de la glucosa son
estimuladas. El entendimiento del mecanismo de la metformina es complicado.
Estudios recientes establecen que la actividad de ambos proteina cinasa
treonina/serina (LKB1) y AMPK son indispensables para la inhibicion de salida de
glucosa o la glucogénesis (Viollet and Foretz 2013). El principal efecto de la
metformina es por inhibiciéon de complejo 1 de la cadena respiratoria mitocondrial

que conlleva a un estrés energético disminuyendo los niveles de ATP. Esto es por
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dos fendmenos encontrados: la inhibicion del igando NADH por la metformina ha
sido observado en la mitocondria, por particulas submitocondriales e
inmunopresipitados en el complejo 1, y que la inhibicidn del complejo 1 puede
inhibir la cadena respiratoria y liberar la activacion de AMPK dentro de las células
(Owen, Doran et al. 2000, Bridges, Jones et al. 2014) Estudios recientes han
propuesto la metformina como una terapia antituberculosa adjunta a los
anfibidticos. Los hallazgos mostraron una disminucion en el dano histopatoldgico
en un modelo murino por inhibicidén de la expresidon de citocinas proinflamatorias
(Singhal, Jie et al. 2014).
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Figura 3. Mecanismo de accion de la metformina. La metformina es transportada
por los hepatocitos por la via del trasportador OCTI1, resultando en la inhibicion
del complejo 1 de la cadena respiratoria mitocondrial. Con lo cual es inhibida la
gluconeogénesis y la sintesis de lipidos/colesterol. Modificado de: (Rena, Pearson
et al. 2013).
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8.1.2.2.3. Farmacocinética

Después de la administracion oral la metformina es absorbida lentamente. La
absorcidén es aparentemente completada é horas posteriores a la toma del
farmaco. Esta es rdpidamente distribuida y no se une a proteinas plasmdticas. La
eliminacion después de la administracion oral es de aproximadamente 4.0 a 8.7
horas. Es eliminada completamente por el higado, no sufre biotransformacion
hepdtica ni excreciéon biliar. La metformina pasa a fravés de la membrana
plasmdatica por difusién pasiva y tfransportadores orgdnicos, tales como OCTI, 2y
3, los cuales han demostrado su importancia en el transporte de la metformina en

el intestino, higado y rinones (Viollet and Foretz 2013).

8.1.2.2.4. Efectos clinicos de la metformina

La metformina tiene sus ventajas y es el Unico en evitar el aumento de peso
asociado con ofros fratamientos farmacologicos de la DM2. Se ha demostrado
que reduce los niveles de glucosa en la sangre por sensibilizar al higado a los
efectos de la insulina, suprimiendo la produccién hepdtica de glucosa. También
promueve la ufilizaciéon de la glucosa. La metformina ha demostrado que baja los
niveles de colesterol y friglicéridos, para reducir la hiperinsulinemia y mejorar la
sensibilidad a la insulina, y para ayudar en la reduccion del peso (Strowig, Aviles-
Santa et al. 2002). Este aumento en la sensibilidad a la insulina puede estar
causado por los posibles efectos en la expresion de los receptores de la insulina y

la actividad de la Tirosina-cinasa (Viollet and Foretz 2013).

Los efectos secundarios que se pueden observar estdn asociados con desordenes
gastrointestinales principalmente, dolor abdominal, nauseas, vomito y diarreq, lo
cual ocurre en un 20-30% de los pacientes. Raramente la metformina causa
acidosis lactica y el riesgo de muerte es menor a 0.015 casos por 1000 pacientes

al ano (Wang, Ni et al. 2013). El riesgo de acidosis Idctica ha sido el principal freno
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a la utilizacién de este fdrmaco, a pesar de estar disponible desde 1957. Los casos
reportados se han dado en pacientes con insuficiencia renal y en situaciones de
hipoxemia, como el shock, en las que la mortalidad es de hasta un 50% (Cases
2008).

8.1.2.3. Glibenclamida

Mejor conocida como gliburida es una sulfonilurea oral de segunda generaciéon
que estimula la secrecion en los islotes Beta pancredticos de insulina, a través de
la despolarizacion de la membrana celular. Ha sido demostrado que la
glibenclamida es mdas efectiva que los agentes de primera generacion y tiene un
mejor perfil de seguridad (Saiiari and Moslehi 2011). Las sulfonilureas son usadas en
los casos de pacientes que no responden a la metformina. Pero estas pueden
poner a los pacientes en riesgo de hipoglucemia, ganancia de peso y ataques al
corazon (George and Joseph 2014). En un estudio realizado en pacientes con el
diagnostico reciente de DM2 se ha observado que a los 6 meses del uso de
glibenclamida no ha habido ganancia de peso significativa en comparacion con

la metformina y arcabosa (George and Joseph 2014).

8.1.2.3.1. Mecanismo de accidn

Su mecanismo primario de accion es en la mejora de la secrecion de insulina. Su
accion inicia con la unidon al receptor de la sulfonilurea en las células Beta
pancredticas (Figura 3). Esto cierra el canal ATP-K, que lleva al decremento de la
entrada de potasio, despolarizando las membranas de las células Beta, activando
el sistema del citoesqueleto que causa la translocacion de los grdnulos secretores
hacia la superficie celular y la expulsidn de insulina a partir de la exocitosis. La
insulina liberada por el pdncreas pasa a la vena porta. La hiperinsulinemia portal
resultante suprime la tasa basal elevada de la produccion de glucosa hepdtica.

Adicionalmente, los elevados niveles arteriales de insulina mejoran la absorcién de
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glucosa en los musculos, llevando a una reduccidon en los niveles de glucosa

postprandial en plasma (DeFronzo 1999).
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Figura 4. Mecanismo de accién de la glibenclamida. La glibenclamida se une all
canal de ATP-K, causando su cierre y despolarizando la membrana, lo que libera
calcio y se estimula la secrecion de la insulina (Contreras, Romero et al. 2002).

8.1.2.3.2. Efectos clinicos

La potencia hipoglucémica de las sulfonilureas estd directamente relacionada
con la velocidad inicial de la glucosa en plasma. En algunos estudios se ha
reportado que tiene efectos neutrales o benéficos en los niveles de los lipidos en
plasma. Los niveles de triglicéridos en plasma disminuyen en algunos estudios.
Estos efectos hipolipidémicos probablemente representan un efecto directo sobre
el metabolismo de lipoproteinas de baja densidad y una accién indirecta de la
droga secundaria a la reduccion de los niveles de glucosa en plasma. La terapia
con sulfonilureas estd asociadas usualmente a ganancias de peso. Sin embargo,
algunos estudios demuestran que la gliburida no estd asociada con ganancias de

peso (DeFronzo 1999).
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Los principales tratamientos utilizados por el IMSS son descritos en la siguiente tabla.

Tabla 1. Hipoglucemiantes autorizados por el IMSS, caracteristicas generales (IMSS

2012) (IMSS 2015).

Hipogluce-
miante

Insulina

metformina

(biguanidas)

Dosis Inicial

500

850

mg

Vé

Dosis Maxima

2550

mg

Je

Presentacion

Inyectado,
Oral
Tabletas:
850 mg de
Clorhidrato
de

metformina

Efectos
Adversos

Hipoglucemia y
ganancia de peso
Efectos

gastrointestinales

(acidez, nauseas,
sabor metdlico,
diarrea),  acidosis

|actica. Interfiere en
la absorciobn de

vitamina B12

Contraindi-
caciones

Enfermedad
renal etapa
3-4
Insuficiencia
hepdtica
Insuficiencia
cardiaca
severa
Enfermedad
pulmonar
obstructiva
cronica
Embarazo vy
lactancia
Alcoholismo
Empleo de
contrastes

yodados
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Glibenclamid 5

a

(sulfonilurea)

Arcabosa

mg

20=
50

mg

20 mg

100
mg
fres
veces

al dia

Tabletas:

Glibenclami
da Smg.
Envase 50

tabletas.

Tabletas:
50
envase con
30 tabletas

mg,

Hipoglucemia
Aumento de peso
Alteraciones
gastrointestinales
Rash/hipersensibiliza
cion

Leucopenia

Distension
abdominal,
flatulencia, diarrea.

El uso conjunto con

antidcidos
disminuye sU
efecto, disminuye
absorcion de
digoxina.

Hepatotoxicidad

Diabetes
mellitus 1
Hipersensibili
dad
Embarazo vy
lactancia
Cetodcidosis
diabética
Alergia a
sulfamidas
Enfermedad
renal etapa 4
Insuficiencia
hepdtica
Enfermedad
inflamatoria

intestinal
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Tabla 2. Caracteristicas de las Insulinas (IMSS 2012).

Insulinas Inicio Pico Duracioén

maximo  efectiva

Ultrarréapida 5-15m 30-90m <5h
Andlogo accidn corta (Lispro, aspartica) 0.15-0.25 1-1.5h 3-4.5
Rdpida (regular) 30-60 m 2-3h 4-8h
Intermedia (NPH) 2-4 h 4-10 h 10-16 h
Andlogo accion larga (Glargina) 2-4 h No 20-.24 h
Andlogo accidon larga (Detemir) - - 24 h

8.2. Tuberculosis
Mycobacterium tuberculosis (MTB) (figura 5) es uno de los patdgenos mds exitosos
que afectan al ser humano, infectando a un tercio de la poblacion global y
matando a dos millones cada ano. La habilidad de esta bacteria para persistir de
manera asinfomatica, refiriéndose a la tuberculosis latente, es el centro de la
biologia de esta enfermedad (Stewart, Robertson et al. 2003). La virulencia de la
combinacion de tuberculosis (TB) con VIH y el riesgo de los organismos
multifdrmaco resistentes son un problema amenazante (Hunter, Jagannath et al.
2007). Actualmente se considera que cada paciente tuberculoso infectante
puede transmitir la bacteria a 20 contactos aproximadamente. El hacinamiento
es uno de los factores mds importantes para su fransmision. Los factores mds
aceptados para determinar la susceptibilidad son: el socio-econdmico, la edad y
la predisposicion genética. Entre las enfermedades que favorecen el desarrollo de
la TB activa a causa de la alteracién en la inmunidad tenemos a la silicosis,
linfomas, leucemia y ofras neoplasias malignas, hemofilia, insuficiencia renal

cronica, DMy VIH/SIDA (Rivas-Santiago, Vieyra-Reyes et al. 2005).
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Figura 5. Mycobacterium tuberculosis. Es una bacteria dcido-alcohol resistente,
frecuentemente incolora y aerobia estricta, Stewart Cole/EPFL (Alvin 2016).

MTB puede infectar a la mayoria de los mamiferos y su existencia continua
depende de la transmisidon que se da entre humanos (Hunter 2011). MTB es una
bacteria intracelular que se ha adaptado a su hospedero el humano gracias a su
habilidad para sobrevivir dentro de los fagocitos mononucleares. Estas células
pueden Iimitar a la micobacteria intracelularmente solo bajo ciertas
circunstancias. La habilidad para sobrevivir dentro del fagocito tal vez depende
de la estrategia que usa para entrar a la célula del hospedero, i.e. la interaccion
receptor-ligando que esta mediada por la fagocitosis (Gomez, Twahirwa et al.
2013). En individuos resistentes, el control de la infeccidon que se localiza en la
region alveolar requiere principalmente del desarrollo de una respuesta de
inmunidad celular del tipo Th1. En la cual participan macréfagos alveolares,

linfocitos T CD4+ y CD8+, principalmente los linfocitos T y6 y citocinas como
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interleucina 2 (IL-2), interferon gamma (IFN-y), interleucina 12 (IL-12), interleucina
18 (IL-18) y factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a). Se incluyen también
quimiocinas como: Regulado en la activacion Normal de las células T expresan y
secretan (RANTES), proteina quimioatrayente de monocitos 1 (MCP-1), proteina
inflamaroria de macroéfagos 1 alfa (MIP-1a) e IL-8 que juegan un papel importante
en la migracion de diferentes células hacia el sitio de infeccion para la formacion
del granuloma. Cabe mencionar la importancia de las células natural killer (NK), y
de las células epiteliales como adjuntos de la respuesta inmunoldgica innata

(Rivas-Santiago, Vieyra-Reyes et al. 2005).

MTB ha evolucionado a un complejo ciclo de vida que persiste de manera
indefinida dentro de las comunidades. Este ciclo incluye dos distintos tipos de
infeccion: TB primaria y postprimaria (Figura 6), agregdndose a este tipo de
tuberculosis la latente, la cual puede presentar periodos prolongados de
inactividad. La fipica infeccién inicia con la TB primaria que llega
esponfdneamente con la evolucion de una respuesta inmune. Posterior a 10-30
anos, el microorganismo puede emerger de su latencia para evolucionar a la TB
postprimaria (aunque esto va a depender del estado en el que se encuentre el
sistema inmune del sujeto) que produce cavidades dentro de los pulmones que
apoya la proliferacion de masivos nUmeros de organismos que estan siendo
expulsados denfro de la viremia para facilitar la tfransmision a nuevos hospederos.
Este tipo de TB se puede diseminar a cualquier érgano una vez que estd en
sangre. Los signos seran dependientes del érgano en cual sea diseminada la
micobacteria. Los que son infectados mdas comUnmente son los ndédulos linfaticos
y pleura. La tuberculosis postprimaria o secundaria, también es conocida como
de los adultos o secundaria, estd presentacidn ocurre en personas que han
desarrollado inmunidad para la tuberculosis primaria. La tuberculosis primaria
normalmente estd restringida solamente a los Idbulos superiores de los pulmones y

no va hacia los ganglios linfaticos ni otros érganos (Hunter 2011).
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CélulaT Nodos linfaticos

Célula gigante Micobacteria persiste en

nodos primarios

Figura 6. Persistencia de tuberculosis. Lo micobacteria puede estar alojada en un
granuloma en el area pulmonar (lesion primaria). Cuando esta se disemina a
torrente sanguineo causando una lesidn cavitaria es conocida como post-
primaria. Modificado de: (Stewart, Robertson et al. 2003).

La tuberculosis pulmonar es la principal forma de la enfermedad ya que MTB entra
a través de las vias aéreas y se establece mayoritariamente en los pulmones,
debido a su naturaleza aerobia estricta. (Rivas-Santiago, Vieyra-Reyes et al. 2005).
Los pacientes con tuberculosis activa pulmonar se pueden mantener
asinfomdticos con tos leve o seca progresiva, o presentar mudltiples sintomas, que
incluyen fiebre, fatiga, pérdida de peso, sudoracion nocturna y fos que produce
esputo con sangre (Jeong and Lee 2008). La progresidon de la infeccidon depende
de la capacidad del sistema inmunolégico de cada paciente para contener o

eliminar al bacilo (Marino and Kirschner 2004).
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8.2.1. Epidemiologia de la tuberculosis

La TB sigue siendo un importante problema sanitario a escala mundial (OMS 2013).
En 2014 se presentaron 9.6 millones de nuevos casos de tuberculosis: 5.4 millones
son hombres, 3.2 millones mujeres y 1 millén de ninos. Se reportan 1.5 millones de
muertes por causa de esta enfermedad (1.1 millones aproximadamente negativos
a VIH y 0.4 millones positivos a VIH). El nUmero de muertes es inaceptablemente
alto: con el diagndstico temprano y el tratamiento correcto, la mayoria de las

personas con esta enfermedad pueden ser curadas (WHO. 2015).

La TB es la segunda causa mundial de mortalidad, después del VIH. M&s del 95%
de las muertes por tuberculosis ocurrieron en paises donde la poblacion de
ingresos bajos y medianos predomina. TB es una de las cinco causas principales
de muerte en las mujeres entre los 15 y los 44 anos. Se calcula que 480 000
personas desarrollaron TB multirresistente a nivel mundial en 2013. EI nUmero
aproximado de personas que enferman de TB cada ano estd disminuyendo
aungue muy despacio. La tasa de mortalidad por tuberculosis disminuyd un 45%
enfre 1990y 2013 (OMS 2015).

En 2013 en México se reportaron 21,381 nuevos casos de tuberculosis. Siendo el
81.7 % pulmonar, 5.3 % ganglionar, 1.4 % meningea y el 11.7 % en otras formas. En
2007 se presentd un 83.6 % de éxito terapéutico y al 2013 este aumentd en un
87.1%. Doscientos veinticinco casos con farmacorresistencia, 20.9% asociados con
DM2, 5.6% en relacion TB/VIH, 8.4 % casos pediatricos (<19 anos) y 1761
defunciones por TB pulmonar (SINAVE 2012). La tasa de defuncidon para 1990 fue
del 7.4 %, en 2000 estd disminuyd al 3.3% y en 2012 presentamos una tasa del 1.9%.
La tendencia de la prevalencia de TB/DM nos presenta del 2000-2013 un
incremento del 177% (SSA 2013).

Se estima que 8 billones de ddlares US son requeridos para tener una respuesta

completa confra la epidemia de TB: aproximadamente dos tfercios para la
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deteccidon y fratamiento de TB susceptibles a las drogas, 20% para el fratamiento
de TB multidrogo resistente, 10% para el diagndstico por TEST rdpidos y asociados a
estudios de laboratorio, y 5% para la colaboracién VIH/TB. Esta cantidad excluye
lo requerido para la busqueda y el desarrollo de nuevos diagndsticos para la TB,
farmacos y vacunas, que se estima en 2 billones de ddlares US por ano. Basados
en reportes de 122 paises que acumulan el 95% de los casos reportados, el
financiamiento para la prevencioén, diagndstico y tratamiento oscild en 6.3 billones
de dodlares US en 2014. Esto dejoé una brecha de al menos 2 billones de ddlares US
por ano comparado con los 8 billones requeridos. Brasil, Rusia, India, China vy
Suddfrica, cada uno colectivamente llegan a superar el 50% de los casos a nivel
mundial. El costo por paciente tratado por TB susceptibles a las drogas es de 100-
500 doélares US en los paises con un alto indice de TB. El costo de paciente fratado
por TB multidrogo resistente tiene un costo de 9,235 ddlares US en paises de bajos

ingresos y 48, 553 ddlares US en paises que estan arriba de la media (OMS 2014).

8.2.2. DM2 y tuberculosis

En lugares donde se encuentra la poblacién con mayor incidencia o casos ya
reportados con signos de TB, es prioritario realizar pruebas para el diagndstico de
DM2. El nivel de poblacién se incrementd enormemente entfre 1990 y 2000, se ha
observado substancialmente que los lugares donde se fiene un incremento en la
incidencia de TB también se tiene un aumento en los casos de DM2 (Goldhaber-
Fiebert, Jeon et al. 2011).

Recientemente se ha visto que la poblacidn con diabetes tienen
aproximadamente 3 veces mds probabilidades de desarrollar TB activa (Koo
2013) . El mecanismo directo no ha sido claramente descrito, la reduccion en la
inmunidad dentro de los pacientes diabéticos debe jugar un rol importante en el
riesgo de esta enfermedad: personas con diabetes presentan una reduccion en

la quimiotaxis y en el potencial de destruccion oxidativa en comparacion de los
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controles no diabéticos. Estudios en modelos animales mostraron que el diabético
infectado con MTB tiene una mayor carga bacteriana, y reduce la respuesta de
las células T, en comparacion de los ratones control. La hiperglucemia estd
asociada con la baja produccién de IFN-y e IL-12 y los niveles del IFN-y son
negativamente correlativos con los niveles de hemoglobina glicosada (HbATc)
(Koo 2013).

Las especies reactivas de oxigeno (ROS) no son la Unica arma clave usada por los
leucocitos fagocitarios para matar los microorganismos pero también sirven como
mediadores para coordinar la respuesta inmunolégica innata y adaptativa.
Estudios recientes han demostrado que los ROS regulan importantes funciones en
los macréfagos incluyendo la  apoptosis, autofagocitosis, y producciéon de
quimiocinas durante la infeccion por MTB y puede afectar la evolucion de la
inmunidad de las células T contra MTB. La produccion de ROS por los leucocitos
puede ser abundante y jugar un rol central en la defensa contra la TB dentfro de
los tejidos infectados. El inflamosoma estd conformado de complejos
multiprotéicos responsables de la activacion de la caspasa-1 y el subsecuente
proceso proteolitico y la secreciéon de la IL-13 (Chao, Yen et al. 2015). En una
reciente investigaciéon se encontrd que la resistina sérica estd presente en niveles
mayores en TB severa y en pacientes con diabetes. Estd inhibe la producciéon de
ROS por NADPH oxidasa y puede suprimir la actividad del inflamasoma en los
macréfagos humanos. Estos hallazgos proveen un nuevo mecanismo de la
debilitada defensa inmune confra la micobacteria y sugiere que enfoques
terapéuticos nos pueden disminuir la resistina y asi posiblemente revertir el estado

de inmunodeficiencia dentro de los pacientes DM2 (Chao, Yen et al. 2015).
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8.2.2.1. Relacién epidemiolégica entre DM2 y TB

Los pacientes con DM2 tienen mayor riesgo de TB (Arnold, Licea et al. 2012). La
mortalidad es mayor en pacientes con TB y DM2, que sin DM2, particularmente en
el primer mes de tratamiento (Dooley, Tang et al. 2009). La comorbilidad que se
tiene entre TB y DM2 se ha estado describiendo desde principios del siglo XX, ya
que en los paises desarrollados que han pasado de una disminucion de las
enfermedades infecciosas a un incremento en enfermedades no transmisibles, la
tendencia que se ha estado observando es el aumento de estas dos
enfermedades en co-morbilidad (Ugarte-Gil and Moore 2014). Los factores mads
comuUnmente relacionados con esta comorbilidad son la baja o nula educacion,
la relaciéon con el sexo masculino, el bajo estatus socio econdmico, la desnutricién,
el sobrepeso y el escaso control de los niveles de glucosa. (Perez-Navarro,

Fuentes-Dominguez et al. 2015).

Hispanos, especialmente mexicanos, presentan altos rangos de esta comorbilidad
en comparacion con los no hispanos blancos. Se propone que la causa por la
cual existe un mayor riego es el pobre control de la diabetes, por lo cual el riesgo

es mayor y la comorbilidad se presenta mds (Pablos-Mendez, Blustein et al. 1997).

Estudios asidticos han presentado que la edad parece ser un factor fuerte de
riesgo para la TB. La asociacion es encontrada en personas menores a 40 anos de

edad y esta tasa disminuye en mayores de 40 anos (Kuo, Lin et al. 2013).

La OMS para el 2010 reportd 8.8 millones de casos nuevos de TB: 59% en Asia, 26%
en Africa, 7% en paises del Mediterrdneo 7%, 5% en Europa, 3% en América 3%. Se
notificaron 5.7 millones de casos nuevos y recurrentes. Para 2011 se reportaron 15,
843 casos nuevos de TB de los cuales 20.8% estaba asociado con DM2, 7.8 %
relacion de TB/SIDA y 9.3% casos en Pediatria (<19 anos) (figura 7) (SSA 2012).
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Figura 7. Tuberculosis y sus co-morbilidades. De los nuevos casos que se
presentaron en México se encontré que al menos el 63.5 % tenia una enfermedad
asociada, siendo DM la que presento mayor porcentaje (20.9%) (SSA 2013).

Segun los antecedentes epidemioldgicos de la TB, se han reconocido grupos de
poblacién en riesgo, que por sus caracteristicas han presentado desde siempre
tasas de morbi-mortalidad mds elevadas que ofros grupos, entre ellos se ubican
los adultos jovenes, mayores de 20 anos. El rapido crecimiento de la poblacion
mexicana (que ha sido gradual desde el ano 1950 a la actualidad), ha sido a
expensas del grupo de la poblacidén joven, por lo cual, es importante reconocerlo
como un grupo vulnerable. Hasta el 2010 se fienen datos de un registro muestral
del grupo de 15-59 anos, correspondientes al 60.1% (SINAVE 2012).

En 2013 se presentaron 19,703 casos nuevos de TB en todas sus formas y todos los
grupos de edad. El 84% del total de los casos tienen al menos una comorbilidad.
Siendo el 49% DM2, 15% desnutricion, 8% alcoholismo, 6% otras, 5% usuarios de
drogas, 4% hipertension Arterial Sistémica, 3% tabaquismo, 3% SIDA y 2% de
insuficiencia renal cronica (IRC) (SSA 2014).En este mismo ano se realizaron 10,968
pruebas para la deteccién de DM en pacientes con TB, de las cuales el 21.9%
salieron positivas (2,401) (SSA 2014) .
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En un estudio se concluyd que la DM2 aumenta el riesgo de muerte en pacientes
con TB, pero no se encontré una asociacion clinicamente significativa entre DM2
y el riesgo de mortalidad por cualquier otra causa después de ajustar por edad,
VIH y otros factores potenciales. Sin embargo se menciona que es necesario la
realizacion de mdas estudios para ver la repercusion de los tratamientos en sus
comorbilidades (Magee, Foote et al. 2014). Los casos de estd comorbilidad estdn
creciendo, y es de suma importancia la realizacion de mds estudios de
investigacion y que los paises lleven un mejor control de su poblacion para ayudar

a disminuir estds cifras.

8.2.3. Inmunidad innata y adaptativa en la TB

El pulmén es un érgano que es expuesto directa y confinuamente a diferentes
patdégenos, por lo que ha desarrollado fuertes mecanismos de defensa, que
incluyen respuestas inmunes innatas y adaptativas. Barreras mecdnicas, secrecion
de mucosas bronquiales, constituyentes antimicrobianos, asi como el sistema de
complemento, leucocitos y fagocitos que forman parte de la inmunidad innata.
Dentro de la inmunidad adaptativa se han desarrollado diferentes mecanismos,
como los que son mediados por células T, células B y los anticuerpos que son

producidos (Samitas, Vittorakis et al. 2007).

Durante la infeccidon por MIB, los macrofagos y células dendriticas juegan
diferentes funciones: los macréfagos secretan citocinas proinflamatorias que
inducen la respuesta inflamatoria, mientras que las células dendriticas estdn
principalmente envueltas en la inmunomodulacién del desarrollo en la induccidén
de células T anti-micobacteriana (figura 8) (Marino and Kirschner 2004). La
fagocitosis de la bacteria es llevada a cabo por los macréfagos a través de
multiples mecanismos y se ve favorecida por el surfactante A que es producido
por las células epiteliales alveolares tipo 2 ya que aumenta la interaccién entre la

MTB y los macréfagos.
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Figura 8. Respuesta inmune efectora frente a tuberculosis. Respuesta inflamatoria
de los macréfagos durante la primo-infeccion por Mycobacterium tuberculosis. La
micobacteria es reconocida y fagocitada, esto va a desencadenar una
respuesta proinflamatoria donde las citocinas que actuan de manera autocrina o
paracrina juegan el papel mds importante. La produccion de estas dard lugar a
la activacién del macréfago con la consecuente muerte del bacilo o bien su
conftrol. Esta produccion de citocinas es acompanada por otro tipo de moléculas
de la respuesta inmune innata tales como quimiocinas (Rivas-Santiago, Vieyra-
Reyes et al. 2005).

Durante la fagocitosis, la MTB es destruida en el fagolisosoma por enzimas
lisosomales y algunos de sus antigenos son procesados y presentados a linfocitos T
CD4+ (en el contexto de MCH Il) y CD8+ (en el contexto de MCH 1), por lo que los
macréfagos también funcionan como presentadoras de antigenos y pueden
definir el curso que tomard la respuesta de inmunidad adaptativa, siendo este el
paso de fransicidon entre una y ofra. La respuesta de inmunidad adaptativa es
especifica y el desarrollo de esta depende en gran medida de la respuesta de la

inmunidad innata. Ha sido establecido que IL-12 es una de las citocinas que
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conecta las respuestas inmunitarias innata y adaptativa contra la micobacteriq,
principalmente porque ejerce su efecto protector a fravés del IFN-y (Rivas-

Santfiago, Vieyra-Reyes et al. 2005).

La presentacion de los antigenos de la micobacteria por los macréfagos y células
dendriticas involucra distinfos mecanismos. Primero, moléculas del MHC |l presenta
los anfigenos a las células T CD4+. Estos antigenos deben ser procesados en los
compartimentos fagosomales dentro de las células presentadoras de antigenos
Segundo, las moléculas del MHCI, expresadas en todas las células nucleadas,
estdn capacitadas para presentar las proteinas micobacterianas a las células
antigeno-especificas CD8+. Tercero, moléculas tipo CD1 estdn capacitadas para
presentar lipoproteinas micobacterianas a las células T restringidas por CD1. Este
mecanismo de presentacion de antigenos hace posible que una fraccion de
células T reaccionen en una etapa temprana de la infeccion, antes de que la
especificidad del antigeno haya sido desarrollada. Un cuarto camino, el cual es
una via independiente involucra a las moléculas del MHC clase IB. Importantes
citocinas son producidas por la activacion de macréfagos y células dendriticas
que son esenciales para la estimulacion de linfocitos T. Macréfagos y células
dendriticas producen citocinas tipo 1 (IL-12, IL-18 y IL-23). Adicionalmente,
citocinas proinflamatorias como IL-1 y TNF-a las cuales tiene propiedades

importantes para la estimulacion de células T (van Crevel, Ottenhoff et al. 2002).
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8.2.4. Inmunidad innata y adaptativa disfuncional frente a MBT en pacientes
con DM

El enfoque que se ha dado desde una perspectiva inmunoldgica para identificar
las diferencias inmunes entre pacientes con DM2, TB y DM2-TB ha sido arrojada
mediante varios estudios(figura 9)(Stew, Martinez et al. 2013). Estudios han
encontrado la relacidon que existe con DM2-TB, los cuales sugieren un
inmunocompromiso fagocitario, los cuales incluyen anormalidades en la
quimiotaxis, fagocitosis, irrupcién respiratoria y la expresion alterada de citocinas,
adhesinas y receptores (receptor de complemento 3, receptores toll-like) (CR3,
TLR’S) (Gomez, Twahirwa et al. 2013).

Estudios recientes muestran que Linfocitos T provenientes de pacientes con DM-TB
secretan mayor cantidad de citocinas Th1 y Th17, por lo que la respuesta frente a
MTB produce células CD4+ frente a antigenos de MTB. Estos hallazgos sugieren
que estos pacientes presentan una respuesta hiperreactiva proinflamatoria frente
al patégeno, aungque aldn no estdn muy claras las consecuencias o la causa que
conlleva a que pacientes con DM2 tengan una mayor susceptibilidad a este
bacilo, y si esta inmunidad es efectiva confra la micobacteria. Los monocitos
juegan un rol importante en él pulmon frente a la infeccién inicial en donde se
diferencian en macréfagos y células dendriticas para la presentacion de

antigenos y la secrecién de citocinas (Stew, Martinez et al. 2013).

Se ha enconfrado en estudios realizados in vitro que los macréfagos en diabéticos
presentan una reducida asociacion (unidn y fagocitosis) con la micobacteria,
defecto que parece relacionarse a la alteracion en monocitos asi como en las
opsoninas séricas por MITB, particularmente en el componente C3b del
complemento con el cual puede mediarse la fagocitosis de MBT. La asociacion
que se encuentra en modelos de DM2 crénica es en la retrasada respuesta de |a
inmunidad innata frente a la micobacteria, con la presentacion tardia del

antigeno por las células presentadoras de antigenos a los nddulos linfaticos
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pulmonares. La eficiente fagocitosis y la respuesta del sistema inmune adaptativo
son necesarias para la activacion de la respuesta de las células mediadoras que
restringen el desarrollo inicial de la micobacteria, y las deficiencias contribuyen a
aumentar el riego de que pacientes con DM contraigan la infeccién por MTB y

aumenten su persistencia.
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Figura 9. Mecanismos inmunolégicos que contribuyen a la susceptibilidad del
diabético a Mycobacterium tuberculosis. La invasion del epitelio respiratorio
requiere de la respuesta inflamatoria temprana necesaria para el rapido
reclutamiento de neutréfilos, macrofagos y células dendriticas al sitio de la
infeccion. Por lo tanto defectos en el reconocimiento bacteriano, la actividad
fagocitica y la activacién celular libera citocinas y quimiocinas deficientes (CCL2,
factor de necrosis tumoral-a, interleucina 1-B, interleucina-12) en diabéticos. La
alterada activacion de células NK (natural killer), una importante fuente de
interferon-y (INF-y) para la activacion de macréfagos con un papel importante
antfimicrobicida, facilita la persistencia de la bacteria. Dentro de la iniciaciéon de
la inmunidad adaptativa las células presentadoras de antigenos son deficientes
en el reclutamiento asi como en su funcién, el irregular perfil de citocinas altera la
activaciéon y diferenciacion de los subtipos de células T. La activacion de las
células B y la produccion de anticuerpos también son deficiente. La inflamacidn
no regulada que envuelve alas células Ty su capacidad disminuida para eliminar
la bacteria intracelular afecta la formacién del granuloma, contribuyendo al
incremento del reclutamiento de neutrdfilos y la necrosis central que facilita el
escape de la bacteria. Modificado de: (Hodgson, Morris et al. 2015).
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Se ha reportado que los tfratamientos antimicobacterianos son menos efectivos en
pacientes con DM, dado que la eficiencia del antibidtico para la eliminaciéon del
patdgeno requiere de la cooperacion del adecuado funcionamiento del sistema
inmunolégico. Asi mismo, la mayor frecuencia de problemas adversos se tiene en
pacientes diabéticos lo que sugiere que la aumentada respuesta inmunoldgica
mediada por la gran secreciéon de citosinas frente al antigeno micobacteriano en
pacientes con TB-DM2 no es efectiva para la eliminacion de MTB. Esto tiene
alguna explicaciones que pueden contribuir a la deficiente inmunidad para estos
resultados adversos a los tratamientos. Primero, la elevada respuesta de Th1 y Th2
estd solo presente en la sangre periférica en pacientes con TB-DM, aunqgue la
respuesta antiinflamatoria que facilita el desarrollo de MTB estd localizada en el
siio de infeccion, los pulmones. Alternativamente, esto es una elevada
inmunomodulacion celular en los pulmones, pero esto no es efectivo para matar
a la micobacteria. Por otra parte, esta hiperreaccion a los antigeno MTB pueden
ser perjudiciales y conftribuir al dano en el tejido pulmonar, por lo tanto, la
frecuencia de muerte es mayor en estos pacientes. Dos factores son los
principales sospechosos del fallo del fratamiento antimicobacteriano en
pacientes con DM.

a) El pobre control de la glucosa. La hiperglicemia puede comprometer a la
eliminacion de MTB afectando la microvasculatura y reduciendo la
perfusion fisular para una éptima respuesta inmune.

b) Niveles suboptimos de antibidticos antimicobacterianos en plasma de
paciente diabéticos contra los que no son diabéticos, aunque los hallazgos
encontrados en estudios no estd fuertemente validados, es un tema que
necesita mds estudio. Pero se ha encontrado que deficiencia en la
biodisponibilidad en plasma del antibidtico va a ayudar a la evolucion de

la MTB en pacientes con DM2 (Restrepo and Schlesinger 2014).

También se ha encontrado el importante papel que juegan los péptidos

antimicrobianos tales como catelicidina y defensinas como parte del sistema
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inmunolégico innato tanto en la eliminacion de la micobacteria asi como
alterando su patogenia. Estudios recientes muestran que los péptidos
antimicrobianos LL-37 y defensinas se encuentran disminuidos en plasma de
pacientes diabéticos con tuberculosis (Gonzalez-Curiel, Castaneda-Delgado et al.
2011), ademds se ha encontrado que en monocitos de pacientes diabéticos el
receptor de la vitamina D (VDR) estd disminuido, y si estas células se suplementa
con vitamina D recuperaban su capacidad de eliminar a la micobacteria, ya que

el VDR estimula la expresion de LL-37 (Lopez-Lopez, Gonzalez-Curiel et al. 2014).

8.3. Péptidos Antimicrobianos

La mayoria de los organismos vivos estdn expuestos constantemente al contacto
con patégenos, a su ingestion o inhalacion. La sobrevivencia de estos organismos
depende de la respuesta de su sistema inmunolégico que depende de varios
componentes (Reddy, Yedery et al. 2004). Los péptidos antimicrobianos (AMPs)
son un abundante y diverso grupo de moléculas producidas y distribuidas en una
gran variedad de especies de invertebrados, plantas y animales (Sun, Xia et al.
2014). Los AMPs son un componente central de la inmunidad innata que protegen
a los animales de microbios, virus, o células infrusas (Hiemstra and Zaat 2013).
Estudios recientes sugieren que los AMPs inhiben la formacion de la pared celular,
la sintesis de ADN, ARN vy proteinas (Sun, Xia et al. 2014). A pesar de la enorme
diversidad en sus secuencias y estructuras, la mayoria de los AMPs comparten las
siguientes caracteristicas: carga positiva y alto contenido de residuos hidrofébicos
y porcién amfipdatica (Nijnik and Hancock 2009). En humanos tenemos tres familias
de AMPs, que incluyen las defensinas, catelicidina y las histatinas. Sin embargo,
hay otfros péptidos antimicrobianos e inmunomoduladores que no estdn incluidos

con esas familias, granulisina, lactoferrina y hepcidina (Téllez and Castano 2010).

Los AMPs se pueden clasificar segun su estructura secundaria y su composicion,

como: lineales, de hélice alfa (cecropinas, magaininas y mellitinas),
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caracterizados por el enriquecimiento de uno o dos aminodcidos, que contienen
puentes disulfuro (defensinas, protegrinas) y fragmentos de otras proteinas mads

grandes con actividad antibacteriana (Téllez and Castano 2010).

Hans G. Boman, un pionero en el campo de los AMPs, los dividié en cinco grupos
estructurales i) lineal, mayormente helicoidal, péptidos sin cisteinas, con o sin
bisagra; i) péptidos lineales sin cisteina y con una alta proporcion de residuos
reales, iii) péptidos con un enlace disulfuro, iv) péptidos con dos o mds enlaces
disulfuro o con solo estructuras beta, y v) péptidos antibacterianos derivados de

largos polipéptidos con otras funciones conocidas (Hiemstra and Zaat 2013).

8.3.1. Defensinas

En los mamiferos los encontramos en el epitelio del intestino, fracto respiratorio o la
piel. Es decir, en la primera linea de defensa protegiendo la funcidon y la
homeostasis del organismo al colindar directamente con el entorno externo. Las
defensinas son los AMPs mejor establecidos, consisten de 30-40 aminodcidos que
contienen 6 residuos de cisteina. Se divide en dos grandes grupos p-defensinas y

a-defensinas (Lee and Lee 2015).

Se han realizado frabajos para estudiar los genes asociados a B-defensinas y a-
defensinas (DEFA) de humanos y roedores en los cuales se demuestra su
agrupacion y replicacion molecular. Se han  descritos cinco genes de a-
defensinas, los cuales incluyen (DEFA1 y DEFA3), para DEFB1 (gen humano de la
Beta-defensina 1) su localizacién es dentro del cromosoma humano 8p23.
Basados en investigaciones de los genes de DEFA y DEFBI, se propuso que los
genes de a-defensinas mieloidea (DEFAT, DEFA3 y DEFA4) codifican para beta
defensina humana 5 (HBDS5) y 6, a —defensinas que son expresadas en las células
de Paneth del intestino delgado (Nijnik and Hancock 2009). Las a-defensinas son
expresadas mayormente en el intestino delgado. Defensina alfa humana 5

(DEFAS5) y defensina alfa humana 6 (DEFA6) son péptidos representativos en
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humanos de las a-defensinas, mientras que en ratones las criptidinas son las a-
defensinas murinas. Las a-defensinas son pequenos péptidos que contienen
estructuras con carga positiva/residuos hidrofébicos. Estd caracteristica estructural,
permite que se unan de manera electroquimica a la membrana de patégenos
invasores que presenten carga negativa, y de esta manera puedan insertarse
dentro de la membrana y eliminar al patégeno por choque osmdotico. Las B-
defensinas son secretadas por el epitelio de la piel (queratinocitos), fracto
respiratorio (células epiteliales respiratorias) y por el intestino grueso (mayormente

enterocitos) (Lee and Lee 2015).

8.3.1.1. Mecanismo antimicrobiano de las defensinas

La interaccion entre el péptido catidnico y la membrana anidnica de un
microorganismo es llevada por la atraccion electrostatica. Posterior a esto se lleva
a cabo la permeabilizacion de la membrana. Por Ultimo la lisis celular por choque
osmotico. Una caracteristica importante es que solo producen dano en la
membrana celular bacteriana, pues solo existe afinidad a esto por la gran
cantidad de fosfolipidos que estos contienen con carga negativa exclusivamente

en la capa externa de su membrana (figura 10) (Rivas-Santiago, Sada et al. 2006).

(b)

Espacio Intracelular

Agregacién del péptido y liss bacterana

Figura 10. Mecanismo accion péptidos antimicrobianos. (a) Por atraccion
electrostdtica se une el péptido antimicrobiano cationico a la membrana
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bacteriana de carga anidnica, (b) posteriormente el péptido se inserta de la
membrana y (b) finalmente ocurre la lisis de la bacteria y esta es eliminada (Rivas-
Santiago, 2006).

8.3.2. Catelicidina

La catelicidina (LL-37) se origina a partir de un precursor denominado hCAP-18
que es una molécula de 18 kD. Las catelicidina fueron inicialmente identificadas
en los neutréfilos y ahora se sabe que se expresan en los leucocitos. En el epitelio
existe una gran demanda de este péptido, como en procesos de inflamacion,
lesiones o infecciones. LL-37 presenta efectos de actividad antimicrobiana,
quimiotaxis, angiogénesis, apoptosis, efecto antiendotdxico, eliminaciéon de
células muertas, modulacion de citocinas, aumento de polimorfonucleares y

regeneracion fisular (Hiemstra and Zaat 2013).

8.3.2.1. Mecanismo antimicrobiano de la catelicidina

Se ha reportado el efecto antimicrobiano de LL-37 con un amplio espectro de
bacterias gram-positivas y gram-negativas entre las que estdn incluidas a P.
aeuroginosa, S. aureus, E. coli.,, ademds inhibe la formacién de biofims de P.
aeuroginosa. En estudios in vifro se ha observado su efecto contra el VIH, virus de
la influenza y virus sincital respiratorio, o cual conlleva a presentar un espectro
amplio frente a diferentes agentes patdgenos (Téllez and Castano 2010, Hiemstra
and Zaat 2013). Se ha demostrado que LL-37 utiliza el Receptor del péptido formilo
tipo 1 (FPRL1) para mediar la quimiotaxis de neutréfilos, monocitos y células T (De,
Chen et al. 2000). También ha sido asociado su efecto angiogénico mediado por
células epiteliales al unirse con el FPRL1 (Koczulla, von Degenfeld et al. 2003). LL-37
activa células dendriticas (Davidson, Currie et al. 2004), estimula degranulacion

de mastocitos y la liberacion de histamina asi como IL-2, IL4 e IL.-6 (Vandamme,
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Landuyt et al. 2012), también se ha observado que macréfagos tratado con LL-37
disminuyen su produccidn de TNF-a y los niveles de &xido nitrico, causando un
efecto antiinflamatorio (Scott, Davidson et al. 2002). Mediante receptor de
péptido formil (FPR2) y purireceptor 7 (P2X7) se ha visto que modulan la apoptosis
y aumentan la sobrevivencia de los neutréfilos (Vandamme, Landuyt et al. 2012).
Frente a MTB ha sido demostrado en células epiteliales y macréfagos que al ser
infectadas incrementan la expresion de LL-37 asi como la asociacion de este
péptido con la micobacteria, representando por lo tanto una fuerte arma de la
inmunidad innata frente a la infeccion aguda de esta bacteria (Rivas-Santiago,
Hernandez-Pando et al. 2008). Se ha reportado que en macréfagos tratados con
LL-37 e infectados con MTB habia un aumento en la expresion de IL-10 y TGF-B, vy
un decremento en los niveles de la IL-17, observando una fuerte actividad anti-
inflamatoria, lo cual puede resultar protector frente a esta infeccion ya que la
inflamacion se ha visto que confribuye a la persistencia de la micobacteria,
diseminacion y transmision (Torres-Juarez, Cardenas-Vargas et al. 2015). También
se ha visto que LL-37 es fundamental para la autofagia de la micobacteria por la
via de P2X7 en macréfagos y que el tfratamiento con fenilbutirato estimula este

proceso (Rekha, Rao Muvva et al. 2015).

8.3.3. Péptidos Antimicrobianos en TB

El rol que juegan los AMPs durante la patogenia de la tuberculosis primaria ya ha
sido estudiado, demostrando que participan en la infeccién y la resistencia a esta
enfermedad (Rivas-Santiago, Serrano et al. 2009). Las defensinas epiteliales se
involucran como la primera linea de defensa contra el desarrollo de infecciones y
en el mantenimiento de la integridad celular. El epitelio alveolar por si mismo es un
importante componente del sistema inmune innato y es el primer sitio donde se
da la primera respuesta del sistema inmune. Diversos estudios realizados por
nuestro grupo de trabajo han reforzado lo anterior. En un estudio in vitro se
demostré que la produccion de HBD2 por las células A549 ocurre en la infeccidn

por micobacterias (Rivas-Santiago, Schwander et al. 2005). También se comprobd
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que los macréfagos alveolares son los mds eficientes en la produccién de LL-37
después de la infeccion por MTB, proponiendo que la catelicidina proveniente de
los macréfagos alveolares tienen una participacion importante en la infeccion
temprana por esta bacteria, probablemente después de la activacion de TLR-9
provocada por el DNA de MTB (Rivas-Santiago, Hernandez-Pando et al. 2008). En
un modelo murino se encontrd que los péptidos sintéticos cationicos IDR-1002, IDR-
HH2 y la IDR-1018 presentan actividad antimicrobiana frente a dos cepas de MTB,
una sensible a fdrmacos y otra multifdrmaco resistente (Rivas-Santiago,
Castaneda-Delgado et al. 2013). Ofro estudio hecho por el grupo de
investigacion enconfré que la fase importante de accion de CRAMP (LL-37 en
ratones) es en la fase aguda de infeccidén por MITB, pero en la enfermedad
crénica no tiene una accion importante, reforzando que estos péptidos funcionan
en la respuesta aguda a la infeccion por la micobacteria (Castaneda-Delgado,
Hernandez-Pando et al. 2010). Estos estudios nos dan informacién acerca de la
importancia que tfienen los péptidos antimicrobianos en la eliminacion de la
micobacteria, asi como la actividad inmunomoduladora de los mismos, sin
embargo no se sabe qué papel podrian desempenar los farmacos utilizados en el
control de la glicemia de pacientes diabéticos sobre los péptidos antimicrobianos
y de qué manera pueden repercutir estos en el crecimiento de la bacteria. Por lo
que es de suma importancia ver qué papel estdn jugando estos farmacos en la

inmunidad innata del diabético.
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9. Justificacion

De acuerdo con la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion (ENSANUT) en 2012, la
DM2 se encuentra entre las primeras causas de muerte en México (6.4 millones de
personas). Es la mayor comorbilidad en pacientes con TB siendo del 21%. Las
comorbilidad que existe entfre DM2 y la TB ha ido incrementando. Se sabe que el
tener DM 2 incrementa de 2-3 veces el riego de contraer TB. Se han explicado
diferentes mecanismos fisioldgicos por el cual la propia DM2 causa un grado de
inmunodepresion lo que provoca que la respuesta inmunoldgica frente a agentes
patdégenos sea deficiente. Se conoce el papel importante que juegan los
péptidos antimicrobianos en el control de diferentes patdégenos incluyendo a MTB
como parte de la respuesta del sistema inmunoldgico innato. Actualmente no
existen estudios del efecto que pueden desempenar la insulina, metformina y
glibenclamida en la inmunidad innata (péptidos antimicrobianos) y si esto va a
desempenar un papel importante en la respuesta inmune frente a diferentes
patdégenos como la MTB. El fin de este estudio es evaluar el efecto toxicoldgico
que podrian desempenar estos fdrmacos en la expresion de los péptidos
antimicrobianos, en especifico las defensinas y catelicidina. Este estudidé nos
arrojaria informacion de suma importancia para conocer desde una perspectiva
inmunotoxicolégica el efecto que tienen estos fdrmacos y proporcionarle al
clinico las herramientas para poder seleccionar el mejor tratamiento para sus

pacientes.
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10.  Hip Ot siss e 101 0] O 00000000

Los farmacos de eleccioén utilizados para el control glicémico en pacientes con
DM2 altera la expresion de péptidos antimicrobianos y el control del crecimiento

de Mycobacterium tuberculosis.
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11. Objetivos

11.1. Objetivo general

Determinar la expresidon de péptidos antimicrobianos en células epiteliales y
macrofagos infectados con M. tuberculosis y tfratados con metforminag, insulina y

glibenclamida.

11.2. Objetivos particulares

1) Determinar la expresion de HBD-2, HBD-3, HBD-4 y LL-37 en neumocitos
tipo Il, broncoepiteliales y macréfagos sin tratar y tratados con glibenclamida,

metformina e insulina.

2) Determinar la expresion de HBD-2, HBD-3, HBD-4 y LL-37 en neumocitos
tipo I, broncoepiteliales y macréfagos infectados con  Mycobacterium

fuberculosis (H37Rv) sin tratar y tratados con glibenclamida, metformina e insulina.
3) Determinar la asociacion de los péptidos antimicrobianos con

Mycobacterium tuberculosis en las células (neumocitos tipo I, broncoepiteliales y

macréfagos) no tratadas y tratadas con glibenclamida, metformina e insulina.
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12. Metodologia

12.1. Crecimiento linea celular NCI-H292 (ATCC® CRL-1848™ ) y A549
(ATCC® CCL185™)

12.1.1. Descongelamiento NCI-H292 y A549

Se descongeld un vial criogénico que contenia a la linea celular correspondiente
y se transfiid a un fubo Corning de 50 mL con 5 mL de medio RPMI 1640
(CORNING, Manassas, USA), penicilina 100 U/mL y estreptomicina 100 pg/mL
(CORNING, Manassas, USA), a 25 mM de glucosa (SIGMA, St. Louis, USA) y al 10%
de Suero Fetal Bovino (SFB) (CORNING, NY, USA), se centrifugd a 161 g durante 10
minutos a 4°C. Se retird el sobrenadante con pipeta y se dejo el pellet solo. Este
fue resuspendido en 1T mL de medio y se determind el conteo y la viabilidad con
azul de fripano. Para ello se tomaron 10 yL de la muestra y se combinaron con
azul de tripano al 0.4% (SIGMA, St. Louis, USA) igual a 10 yL en un parafim. En la
cdmara de Neubauer (Hausser Scientific, Horsham, USA) se agregaron 10 ulL de la
muestra junto con el azul de tripano preparado anteriormente, y se colocd en el
microscopio. Se contaron células vivas y muertas (fenidas con azul) y se saca un
promedio tomando como base las 4 cuadriculas de los extremos y promediando
el conteo de estas, para determinar el porcentaje de células viables por mililitro,
mediante la siguiente formula: células vivas*100 / el total de células. Se colocaron
a incubar 24 horas a 37°C y 5% de CO2 en frascos Corning de 25 cm? (4x105
células) o de 75 cm? (1x10¢ células). Una vez que tuvieron una confluencia mayor
al 95% se realizd6 disgregacion enzimdtica para posteriormente adherirlas,

congelarlas o hacerles un pase.

56



12.1.2. Disgregacion enzimdtica

Se lavé el frasco del cultivo con PBS (NaCl, KCI, Na2HPO4, KH2PO4 con un pH de
7.4) (CORNING, Manassas, USA) cuidadosamente y se agregaron 4 mL de ftripsino-
EDTA 0.05 %-0.2 mM (Gibco, Carlsbad, CA), se colocd en la incubadora a 37°C vy
5% de CO2y se dejo durante 6 minutos, posteriormente se transfirio la suspension a
un fubo nuevo de 15 mL con medio y se centrifugd durante 10 minutos a 161 g. Se
decantd teniendo cuidado de no tirar el pellet y se resuspendid en 5 mL de

medio, se contd y se determind viabilidad. Congelacion de células

Después de realizar el conteo celular, las células fueron centrifugadas a 161 g
durante 5 minutos a 4°C, se descartd el sobrenadante y se colocd el pellet en
hielo. Se prepard el medio congelante y se coloco sobre hielo (900 uL de SFB y 100
uL de dimetilsulfoxido (CALEDON, Georgetown, Canadd) (DMSQO)). Se prepard
una proporcion de 2.5x10s células aproximadamente en ImL de medio
congelante. Se dejaron durante 3 minutos sobre hielo y la mezcla se coloco en los
crioviales, que se pusieron en hielo para dejarlas congelando en el Myster frosty
(Nalgene, NY, USA).

12.1.3 Adherencia de células

Se colocaron 3.5x105 células (por pozo) en una placa de 24 pozos (CORNING, NY,
USA) con el medio RPMI 1640, penicilina 100 U/ml y estreptomicina 100 ug/mil, a 25
MM de glucosa y al 1% de Suero Fetal Bovino (SFB), durante toda la noche a 37°C
y 5% de CO», posteriormente se lavaron los pozos 3 veces con PBS para retirar las

células que no se adhirieron.
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12.2. Crecimiento de la linea celular THP1 (ATCC® TIB-202™)

12.2.1. Descongelar THP1

Se descongeld un vial criogénico que contenia a la linea celular THP1 vy se
transfirid a un tubo Corning de 50 mL con 5 mL de medio RPMI 1640 RPMI,
penicilina 100 U/mL y estreptomicina 100 pg/mL, suplementado con TmM de L-
glutamina (CORNING, Manassas, USA) y al 10% de SFB, se cenfrifugd a 112 g
durante 10 minutos a 4°C. Se retiré el sobrenadante con pipeta y se dejé el pellet
solo. Este fue resuspendido en 5 mL de medio y se determiné el conteo vy la
viabilidad con azul de tripano. Se pusieron a incubar 24 horas a 37°C y 5% de CO:2
en frascos Corning de 75 cm? a concentracion de 2.5x105 células por mililitro.
Cada 3er dia se tomaban 10 yL de la caja y se readlizaba el conteo. Si este
excedia 1x10¢ células por mililifro se agregaba medio para alcanzar una

concentracion de 2.5x105 células por mililitro.

12.2.2. Congelamiento células THP1

Después de realizar el conteo celular, las células fueron centrifugadas a 112 g
durante 5 minutos a 4°C, se descartd el sobrenadante y el pellet se colocd en
hielo. Se prepard el medio congelante y se colocd sobre hielo (900 uL de SFB y 100
UL de DMSQO). Se colocd una proporcion aproximadamente de 2.5 millones de
células en TmL de medio congelante. Se dejaron durante 3 minutos vy
posteriormente se agregd el medio congelante sobre las células y la mezcla se
colocd en los crioviales que se colocaron en hielo para su congelacién en el

Myster Frosty™,

12.2.3. Adherencia de células THP1

Se colocaron 3.5x105 células por pozo en una placa de 24, se dejaron 72 horas

con medio RPMI 1640, peniciina 100 U/ml y estreptomicina 100 pg/ml,
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suplementado con TmM de L-glutamina, al 10% de SFB y 10 ng/mL de forbol-12-
miristato-13-acetato (PMA), posteriormente se retird el medio y se agregd 1 mL de
medio RPMI Hg, con peniciina 100 U/ml vy estreptomicina 100 pg/ml,
suplementado con TmM de L-glutamina y 10% de SFB durante 4 dias, una vez

diferenciadas se realizaron los tratamientos.

12.3. Tratamiento de las lineas celulares
12.3.1. Ensayo de viabilidad con resazurina.

Una vez adheridas las células en una placa de 24 pozos se frataron siguiendo el
esquema mostrado en la tabla 3 a continuacién en una placa de 24 pozos

durante 24 horas. Llievando cada una de las concentraciones a 1ml.

Control Confrol M1 M2 M3 M4 [ 12 I3 4
+ i
Control Confrol M1 M2 M3 M4 [ |2 13 4
+ _

Gl G2 G3 G4
Gl G2 G3 G4
Control + = Tx 20% DMSO (dimetilsulfoxido)

Control - = sin fratamiento

METFORMINA

MI=TmM M2=2mM M3=4mM M4=10Mm
INSULINA

[1=10¢M 12=107M 1I3= 108 M 4= 10" M

GLIBENCLAMIDA
G1=0.1uM  G2=1uM G3= 5 uM G4=10 uM

Tabla 3. Esquema de tratamiento de lineas celulares
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Luego de haber trascurrido el tiempo experimental se agregaron 10 yL de
resazurina (SIGMA, St. Louis, USA) 700uM vy se hizo la lectura colorimétrica a 540 nm

en el lector de ELISA (Labsystem Scientific, México).

12.3.2. Tratamientos de las lineas celulares A549 y NCI-H292

Se pusieron a adherir en placa de 24 pozos 3.5x10° células con su respectivo
medio al 1% de SFB durante toda la noche a 37°C al 5% de COa. Posteriormente
fueron tfratadas con los diferentes tratamientos a diferentes concentraciones de
metformina (SIGMA, St. Louis, USA) (TmM, 2mM, 4mM), insulina (SIGMA, St. Louis,
USA) (107 M, 108 M, 107 M) y glibenclamida (SIGMA, St. Louis, USA) (0.1TuM, TuM,
SuUM), todo por duplicado y durante 24 horas. Posteriormente los sobrenadantes
fueron almacenados con inhibidor de proteasas a -70°C vy las células fueron

lisadas con frizol y almacenadas a -70°C.

12.3.3. Tratamientos de la linea celular THP1

Una vez diferenciadas a macréfagos (3.5x10%), estdas células fueron sometidas a los
diferentes tratamientos y con diferentes concentraciones de metformina (1mM,
2mM, 4mM), insulina (107 M, 108 M, 107 M) y glibenclamida (0.TuM, TuM, 5uM),
todo por duplicado y durante 24 horas. Terminada la incubacion los
sobrenadantes fueron almacenados con inhibidor de proteasas a -70°C y las

células fueron lisadas con trizol y almacenadas a -70°C.
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12.4. Ensayo por Inmunoadsorcién Ligado a Enzimas (ELISA)

12.4.1. Determinacion de HBD-2, HBD-3 y HBD-4 por ELISA

Los ensayos se realizaron siguiendo el protocolo del fabricante (PeproTech, (Rocky
Hill, CT, USA). El anticuerpo de captura se diluyé con PBS a una concentracion de
0.25 pyg/ml, inmediatamente se agregaron 100uL a cada pozo de la placa de
ELISA y esta se incubo toda la noche a temperatura ambiente. Se retird el PBS de
los pocillos y se lavaron 3 veces con 200 uL de buffer de lavado, y se secaron bien.
Se agregaron 200 yL de buffer de bloqueo a cada pozo, se incubaron durante 1
hora y posteriormente se aspiraron y lavaron 3 veces los pozos. Se agregaron 100
uL de cada muestra, incluyendo las diluciones de la curva estdndar y se incubd a
temperatura ambiente durante 2 horas. Los pozos se lavaron 4 veces y luego a
cada uno se les agregaron 100uL del anficuerpo de deteccidn a una
concentracion de 0.50ug/ml, se incubaron 2 horas a temperatura ambiente.
Nuevamente se lavaron 4 veces y se agregaron 100 uL de Avidina-HRP conjugada
y se incubaron durante 30 minutos, se lavaron y se agregaron 50uL del sustrato
ABTS (Acido2, 2’-azino-bis-(3-efilbenzotiazolina)-6- sulfonico)) (SIGMA, St. Louis,
USA). Finaimente, después de una incubacion de 30 minutos, se realizd la lectura

de la colorimetria a 405nm con correccidon a 650nm.
12.4.2. Determinacion de LL-37 por ELISA

Para la determinacion de LL-37, se readlizé una metodologia estandarizada vy
descrita anteriormente por nuestro grupo de investigacion (Gonzalez-Curiel, Trujillo
et al. 2014). Se sensibilizé la placa de ELISA de 96 pozos (Maxisorb Immunoplate,
Nunc and Wiesbaden, Germany), con el anticuerpo anti-LL37 1IgG hecho en
cabra (Santa Cruz Biotechnology, Delaware, USA) diluido (1:500) en buffer de
carbonatos a un pH 9.6. La placa se tapd con aluminio y se dejé incubando a 4°C
durante toda la noche. Luego se hicieron 3 lavados con 200 uL de buffer de
lavado (PBS 1X-0.05% Tween 20) (SIGMA, St. Louis, USA), y se bloqued con 200 uL de

la solucion bloqueadora (PBS 1X-0.05% Tween 20 al 5% de leche) en incubacion

61



por durante 3 horas a temperatura ambiente; Nuevamente se hicieron 4 lavados
con buffer de lavado, antes de agregar el estdndar de LL-37 (donado por el Dr.
Robert Hancock, de la universidad British Columbia, Vancouver, Canada) disuelto
en la solucion de blogueo y las muestras, y a las 2 horas de incubacion a
temperatura ambiente, a cada pozo se le agregaron 100 uL del anticuerpo el
anti-LL-37 hecho en conejo (R&D System, Minneapolis, USA) diluido 1:1000 en
solucion de bloqueo. La placa se tapd con aluminio antes de incubar toda la
noche a 4°C. Los pozos se lavaron y se le agregaron 100 pyL del anticuerpo anti-
IgG de conejo biotilinado hecho en burro (R&D System, Minneapolis, USA)
diluido1:500 en solucion de bloqueo, se dejé incubando 2 horas a temperatura
ambiente, se lavd y se agregaron 100 pyL de estreptavidina (RYP System,
Minneapolis, USA) (Dilucion 1:100 con solucion de bloqueo), se incubd durante 30
minutos a temperatura ambiente y se agregaron 50 pL del sustrato ABTS, se tapd y
se incubd 30 minutos a temperatura ambiente, se leyd a 405nm y 620nm en el

lector de ELISA (Labsystem Scientific, México).

12.5. Crecimiento de cepa de Mycobacterium tuberculosis H37Rv y

obtencion de su fase logaritmica

Para el crecimiento de la cepa H37Rv se prepard el medio 7H? Middlebrook
(DIFCO, Detroit, USA) con el 10% del complejo de dcido oleico, dextrosa y
albumina (OADC) (Becton Dickinson and Company, Cockeysville, USA) como

sigue:

Reactivo Para 1 litro
Bacto Middlebrook 7H? 7.7 gr
Glicerol (GIBCO, Grand 2 ml

island, USA)
Agua destilada 898 ml
OADC 100 ml
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Se colocaron 20 mL del medio 7H? Middlebrook (liquido) en dos cajas de 25 cm?2.
Una fue inoculada para el crecimiento de la cepa vy la ofra fue utilizada como
blanco. A la caja que se inoculd, se le agregd una alicuota de la cepa H37Rv, se
dejo incubando a 37°C con 5% de CO:2 y cada 48 horas se evalud la densidad
6ptica mediante espectofotometria (utiizando como blanco el medio 7H9
Middlebrook) en el espectrofotébmetro (Thermo Electron Corporation, Modelo
Biomate 5) a 600nm. Los datos obtenidos fueron graficados en el programa
GraphPad Prism 5.0.

12.5.1. Realizacién de alicuotas de la cepa de trabajo M. tuberculosis
H37Rv

Una vez determinada la fase exponencial, se puso a crecer una alicuota de la
cepa H37Rv en 20 mL de medio Middlebrook 7H9 suplementado al 10% con
OADC en una caja de cultivo de 25 cm?y se incubd a 37°C con 5% de CO:2 hasta
que llegé a su fase logaritmica alos 12 dias. Las bacterias crecidas se depositaron
en un tubo falcon de 50 mL, se centrifugaron a 72 g por 15 minutos, se decanto el
sobrenadante y por pipeteo se resuspendid el pellet en 2 mL de medio
Middlebrook 7H? + 10% OADC, hasta llevarlo a un volumen de 12 mL con medio
Middlebrook 7H? + 10% OADC. Se homogenizd en vortex durante 3 minutos a
madxima velocidad, 3 veces. El tubo se dejd en reposo por 15 segundos para
estabilizar la suspensidon del cultivo micobacteriano, se tomd 1 mL y se colocd en
una celda desechable para determinar su densidad optfica a una longitud de
onda de 600 nm en el espectrofotdmetro (Thermo Electron Corporation, Modelo
Biomate 5, USA) utilizando como blanco Unicamente el medio Middlebrook 7H9.
Posteriormente se realizaron los cdlculos para determinar la concentraciéon de la
suspension micobacterial en base al No. de McFarland el cual una absorbancia

de 0.762 corresponde a 1.33X108 bacterias/mL (Rivas-Santiago, Hernandez-Pando
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et al. 2008). Se llevaron a una concentracion de 1x108 bacterias/mL en el medio
Middlebrook 7H? con el 20% de glicerol. Ademds se confirmd la concentfracion de
las bacterias mediane UFC. Alicuotas de 1 mL se almacenaron en crioviales a -
30°C.

12.5.2. Unidades formadoras de colonias (UFC)

Para determinar las UFC se descongelaron viales con la cepa H37Rv, se
homogenizaron en vortex y se centrifugaron durante 10 minutos a 91 g. Se eliminé
el sobrenadante y al pellet se le agregd TmL de medio 7H? adicionado con el
complejo de catalasa, albumina y dextrosa (ADC) y mediante la técnica de
desaglutinacién con perlas de vidrio, se separaron las micobacterias que
hubiesen formado cUmulos. Para ello en el vial se colocaron 5 perlas de vidrio y se
agitaron en vortex durante 5 minutos, posteriormente se centrifugd a 72 g durante
2 minutos, el sobrenadante fue fransferido a un vial nuevo y fue utilizado para
redlizar las diluciones decimales para alcanzar la dilucién 10 en el medio

Middlebrook 7H9, siguiendo el siguiente esquema:

100pL  100pL  100pL 100pL  100pL  100uL 100WL  100pL  100uL ‘B

IATAYAYATATATATAA"
REIEEEEERR

Vial Mtb ) "
0 102 . 10 10* 10° 106 107 108 10° 101°

Cada tubo eppendorf contenia ?00uL de medio 7H? (+ADC) y se le colocaron 100
UL de la dilucién correspondiente. Se vortexearon perfectamente y por triplicado
se agregaron 10uL de cada dilucion del medio liquido al solido 7H10 (DIFCO,

Sparcks, USA), respetando el siguiente esquema:
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10" 41p?: 10* o* 10° 10¢ 107 10®°  10° 1010

Se cerraron las cajas y se dejaron secar sin moverlas y posteriormente se
guardaron a 37°C con 5% de CO2 por 21 dias. Al término del fiempo se
determinaron las UFC/mL de muestra, considerando el crecimiento en la dilucion
donde el crecimiento fue homogéneo y el conteo se podia realizar. Todo se

repitid por triplicado.

12.6. Infeccion de linea celular A549

Se pusieron a adherir 3.5x105 células por pozo en una placa de 24 pocillos en
medio DMEM Hg al 1% de SFB. Una vez adheridas las células se saco un vial que
contenia 2.5x10¢ bacterias Mtb H37Rv, se centrifugd a 2800 g por 5 minutos, el
sobrenadante se descartd en fenol y se le agregd 1 mL del medio en el que se
cultivaron las células al 1% de SFB, se adicionaron 5 perlas de vidrio de 2mm
(SIGMA, St. Louis, USA) y durante 5 minutos el vial fue agitado en vortex
(SCILOGEX, Rocky Hill, USA). La suspension fue centrifugada a 72 g durante 2
minutos y el sobrenadante fue depositado en ofro vial, se realizaron los cdlculos
para la multiplicidad de infeccion 5:1 (5 bacterias por célula) y se agregaron las
bacterias en cada pozo (llevandolas a 500 uL del medio al 1% SFB) y se dejaron
durante 2 horas. Se lavaron 3 veces con 500 uL de medio RPMI 1640 para eliminar
las bacterias que no fueron internalizadas. Posteriormente se realizaron los
tratamientos de metformina (2 mM), insulina (108 M) y glibenclamida (1 uM)
durante 24 horas. Transcurrido el tiempo el sobrenadante fue descartado en fenol
y a una parte se le agregaron 200 yL de ftrizol (SIGMA, St. Louis, USA) para
extraccion de RNA vy la ofra mitad se utilizd para determinar el crecimiento

intracelular de la bacteria.
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12.6.1. Determinacion del crecimiento de Mycobacterium tuberculosis en

lineas celulares A549

Se lisaron las células adicionando 50 uL de Dodecil-Sulfato de Sodio (SDS)
(Boehringer Mannheim, Indianapolis, USA) al 0.1 % durante 10 minutos a
temperatura ambiente. Transcurrido el fiempo se neutralizd su accion
adicionando 10 yL de medio 7HY con AlbUumina Sérica Bovina (BSA) (SIGMA, St.
Louis, USA). Al 20 %, de las bacterias obtenidas se les realizaron 4 diluciones
decimales seriadas (1:10) por cada condicién, en un volumen final de 1 mL de
medio 7H9 por cada pozo. Siempre se homogenizd en vértex entre cada diluciéon
hasta llegar a la de 1:10000. De cada dilucién se tomaron 10 UL y se pusieron a
crecer en agar 7H10, todo por duplicado, se incubaron 21 dias a 37°C y 5% de

CO2.Para el cdlculo se promedio el nUmero de colonias X dilucion X 100.

12.6.2. Extraccién de RNA vy sintesis de cDNA

A las muestras celulares se les agregaron 200 uL de ftrizol, se homogenizaron en
vortex y se conservaron a -70°C durante 48 horas. Se agregaron 40 pyL de la
mezcla cloroformo-alcohol isoamilico (SIGMA, St. Louis, USA) y se homogenizd en
vortex, se centrifugaron las muestras 15 minutos a 220 g a 4°C. La fase acuosa fue
transferida a otfro tubo eppendorf de 0.6 mL y se agregaron 100 uL de isopropanol
frio, se mezcld y se dejo 15 minutos en hielo seco. Después fueron las muestras
centrifugadas 10 minutos a 220 g a 4°C vy se elimind el sobrenadante. Se lavd el
RNA precipitado con 100 uL de etanol frio al 75% (SIGMA, St. Louis, USA) y mezcld
por inmersion 5 veces, Posteriormente fue centrifugado 10 minutos a 220 g a 4°C,
el etanol fue eliminado con mucho cuidado de no tocar el pellet y el solvente
restante fue eliminado con el SpeedVac (Thermo Fisher, MA, USA). Finalmente las
muestras fueron resuspendidas en 11 uL de agua de Dietilpirocarbonato (DEPEC).
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Para la sintesis de cDNA se prepard primeramente la mezcla de la reaccion,

respetando el siguiente orden:

a) 4 uL de Buffer 5X para PCR (kit) (Invifrogen, USA)
b) 2 uL MgClz2 25 Mm (Invitrogen, USA)

c) TULANTP’s 10 mM (Invitrogen, USA)

d) 2uL DTT 0.1 (kit) (Invifrogen, USA)

(Esto es por muestra)

Posteriormente en tubos eppendorf de 0.2 mL se colocaron 9 uL de RNA y 1 uL del
Oligo DT (Invitrogen, USA).

Se programo el termociclador con las siguientes incubaciones
Incubar 10 minutos a 72°C
Incubar 5 minutos a 4°C

Se agregaron 9 uL de la mezcla de reaccion llegando a este paso (el equipo fue

pausado)

Incubar 5 minutos a 42°C

Incubar 5 minutos a 4°C

Se agregaron 0.5 uL de la enzima de retrofranscriptasa (RT) (Invitrogen,

Massachusetts, USA) (se pard el equipo llegando a este paso)

Incubar 50 minutos a 42°C
Incubar 15 minutos a 70°C
Colocar en infinito (99.59) a 4°C

5.6.2.1 gPCR en tiempo real

Se limpid perfectamente la campana para realizar la mezcla de reactivos, se
prepard el mix que serd colocado en cada pozo siguiendo el orden del siguiente

esquema:
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Reactivo
Agua PCR estéril

(Roche, Mannheim,

Concentracion Inicial

Alemania)

TagMan (Roche, 2X

Mannheim, Alemania)

Primer F (Roche, 20 uM

Mannheim, Alemania)

Primer R (Roche, 20 uM

Mannheim, Alemania)

Sonda (Roche,

Mannheim, Alemania)

Protein Gen Primer F

a

HBD-2  DEFB4  tcagccatgagggtctigta

HBD-3  DEB103 cagaaatattattgcagagtcag
a agg

HBD-4  DEFB4A ttatgggactgcccgtig

LL-37 CAMP  tcggatgctaacctctaccg

HPRT HPRTI1 tgaccttgatttattttgcatac

n=

2.3 4L

0.25 uL

0.25 uL

0.2 uL

Primer R
ggatcgcctataccacc

aaa

cgatctgttcctectttgga

tgcataggtgttgggaca

fc

gtctgggtccccatccat

cgagcaagacgttcagt

cct

Sonda

fcctcttct

ctgccttc

gccaaga

a

gacctgg
a

gctgagg
a
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Una vez realizada la mezcla se agregaron 8 Ul por pozo de prueba, a los controles
negativos se le agregaron 2 yL de agua. Se cubrié la placa para evitar que se
contamine y se pasd a cuarto de DNA. A cada uno de los pozos se le agregaron 2
UL de cDNA respetando de manera minuciosa el esquema de ubicacién, al final
se tapo la placa con la cinta adherible y se centrifugd durante 2 minutos a 252 g.
Posteriormente la placa fue pasada al termociclador Light Cycler 480 (Roche,
Mannheim, Alemania) y se realizd la lectura. El andlisis se realizd utilizando como
referencia la expresion de hipoxantina fosforil transferasa como control
enddgeno. La cuantificacion relativa fue calculada con el método comparativo
ciclo de cuantificacion (Cq), utilizando la féormula 2-24C€T descrita por Livak vy
Schmittgen (Livak and Schmittgen 2001).

12.7. Andlisis de los datos

Los resultados se expresaron como la media aritmética + desviacion estandar (DE)
y se determind la normalidad y homogenidad de varianza con la prueba de
Kolmogorov-Smirnov. Para evaluar las diferencias entre los grupos, se realizd
prueba de ANOVA una sola via con un post-test de Tukey para las pruebas de
toxicidad, gPCR y UFC. En el caso de los Ensayos por inmunoadsorcion ligado a
enzimas se realizd un ANOVA de una sola via con post-test de Bonferroni y
Dunnett. Las diferencia se consideraron significativas con una p<0.05. El andlisis se
realizdé con el programa GraphPad Prism version 5.04 para Windows, (GraphPad

Software, La Jolla California USA, www.graphpad.com).
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13. Resultados

13.1. Evaluacion de la toxicidad de metformina, insulina y glibenclamida.

El objetivo de este experimento fue evaluar el efecto citotdxico que podrian tener
las diferentes concentraciones de metformina (1 mM, 2 mM, 4 mM y 10 Mm),
insulina (107M, T08M, 107 My 10¢ M) y glibenclamida (0.1 uM, T uM, 5 uM y 10 uM)
(Binder, Lauritzen et al. 1984, Costa Rosa, Safi et al. 1996, Ohgami, Kuniyasu et al.
2000, lida, Suzuki et al. 2002, Cerneaq, Kidron et al. 2004, Rao, Chou et al. 2005,
Scholtz, Pretorius et al. 2005, Piwkowska, Rogacka et al. 2010, Mayer, Haas et al.
2011, Kato, Gong et al. 2012, de Sant'Anna, Franco et al. 2015) sobre las diferentes

lineas celulares.
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13.1.1. Evaluacion de toxicidad de mefformina, insulina y glibenclamida en
Neumocitos tipo Il (A549)

a) Tratamientos con metformina
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Figura 11. Viabilidad en linea celular A549 tratada con a) metformina, b) insulina y
c) glibenclamida. Confrol negativo=sin tfratamiento, Control positivo= tfratadas
con 20% DMSO. Se compararon los diferentes grupos contra el control positivo que
son las células muertas. Valor p < 0.05, Prueba de ANOVA de una via con un post
test de Tukey. n=3 experimentos independientes por duplicado. ***p<0.001
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En la figura 11 se observa una diferencia estadisticamente significativa entre el
conftrol positivo (30% de células muertas al ser incubadas con 20% de DMSO) con
los grupos tratados con metformina (1a), insulina (1b) y glibenclamida (1c) en sus
diferentes concentraciones. Asi mismo, no se obtuvieron diferencias significativas
enfre la viabilidad de las células tratadas a diferentes concenfraciones con
metformina, insulina, glibenclamida y la de las células que estaban Unicamente

en medio de cultivo (control negativo).

Este resultado permitio seleccionar las concentraciones a utilizar en los diferentes
ensayos, ya que se demuestra que no disminuye ni aumenta la viabilidad de la
linea celular A549 con los farmacos y que los resultados que se obtengan serdn

fiables.
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13.1.2. Evaluacion de toxicidad de metformina, insulina y glibenclamida en

células broncoepiteliales (NCI-H292)

a) Tratamientos con metformina
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Figura 12. Viabilidad de linea celular NCI-H292 tratadas con a) metformina, b)
insulina y ¢) glibenclamida. Control negativo= sin tratamiento, Control positivo=
tratadas con 20% DMSO. Valor p < 0.05, Prueba de ANOVA de una via con un
post test de Tukey. n=3 experimentos independientes por duplicado. *p<0.05,
**p<0.01, ***p<0.001
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En la figura 12 (a, b y c) se observa una diferencia estadisticamente significativa
entre el control positivo (30 % de células muertas al ser incubadas con el 20% de
DMSQO) con los grupos ftfratados con metformina (a), insulina (b) y 3c)
glibenclamida en sus diferentes concentfraciones. Asi mismo, no se obtuvieron
diferencias significativas enfre la viabilidad de las células fratadas con los
farmacos y las células que estaban Unicamente en medio de cultivo (control

negativo).

Estos datos dieron la pauta para la seleccion de las concentraciones a utilizar en
los diferentes ensayos, ya que se demostrd que no se van a disminuir la viabilidad
de la linea celular NCI-H292 vy que las diferentes concentraciones de los fdrmacos
utilizados no ejercen un efecto citotdxico sobre estas células, asi mismo el no
encontrar diferencias significativas con el control positivo se demuestra que
tampoco se aumentara la viabilidad de nuestra linea celular, por lo que los

resultfados obtenidos serdn fiables.
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13.1.3. Evaluacion de toxicidad de metformina, insulina y glibenclamida en

macroéfagos (THP1)
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Figura 13. Viabilidad de linea celular THP1 tratadas con a) metformina, b) insulina
y c) glibenclamida. Control negativo=sin fratamiento, Control positivo= tratadas
con 20% DMSO. Valor p < 0.05, Prueba de ANOVA de una via con un post test de
Tukey. n=3 experimentos independientes por duplicado. **p<0.01.
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En la figura 13 (a, b y c) se observa una diferencia estadisticamente significativa
entre el control positivo (29.5 % de células muertas al ser incubadas con el 20% de
DMSQO) con los grupos tratados con metformina (a), insulina (b) y (c)
glibenclamida en sus diferentes concentraciones. Asi mismo no se obtfuvieron
diferencias significativas entre las células fratadas con los farmacos y el control

negativo que solo estuvo en su medio de culfivo.

Los resultados obtenidos nos indican que nuestros tratamientos no disminuyen ni
aumentan la viabilidad de nuestra linea celular THP1 por lo que nuestros

resultados no se verdn influenciados por una modificaciéon en la viabilidad celular.

13.2. Determinacion de HBD2, HBD3, HBD4 y LL-37 por ELISA en

sobrenadantes de células tratadas con mefformina, insulina y glibenclamida

Se redlizaron los ensayos de ELISA de los sobrenadantes de las muestras de células
tratadas con metformina, insulina y glibenclamida durante 24 horas. Con el
objetivo de observar si la expresion de los péptidos HBD2, HBD3, HBD4 y LL-37 se

veia modificada con las diferentes concentraciones de los fadrmacos.

76



13.2.1. Determinacion de las curvas estédndar para los ELISA de HBD2, HBDS3,
HBD4 y LL-37

a) HBD2 b) HBD3
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Figura 14. Curva estandar de a) beta defensina humana 2, b) beta defensina
humana 3, c) beta defensina humana 4 y d) LL-37, en la cual se observa la
relacion proporcional entfre la concentracion del péptido (y) y una determinada
senal analitica dada por el lector de ELISA dada en unidades arbitrarias de
fluorescencia (x). n= 3 experimentos independientes por duplicado.

Los resultados de las curvas estdndar (grdfica 1) cumplieron con los
requerimientos para ser validadas como una base para la determinacion
cuantitativa de las muestras a fravés de las unidades arbitrarias de fluorescencia.

Al menos cuenta con 5 puntos y la R? fue mayor a 0.95.
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13.2.2. Determinacion de péptidos antimicrobianos en sobrenadantes de células

tratadas con metformina, insulina y glibenclamida
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Figura 15. Concentracion de HBD2. a) Neumocitos tipo Il tratados con metformina,

insulina y glibenclamida a sus diferentes concentraciones (baja, media y alta).
b) Células broncoepiteliales tratadas con metformina, insulina y glibenclamida a
sus diferentes concentraciones (baja, media y alta). ¢) Macréfagos tratados con
metformina, insulina y glibenclamida en sus diferentes concentraciones.
M=metformina, M1=1mM, M2=2mM, M3=4Mm, I=insulina, [1=107 M, 12=108 M,
13=107 M . G=glibenclamida, G1=0.1uM, G2=1uM, G3=5uM. Cada barra
representa la media de 3 experimentos independientes por duplicado. Valor p <
0.05, Prueba de ANOVA de una via con un post test de Dunnett.
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Cébmo se aprecia en la figura 14 (a, b y c) no se observaron diferencias
estadisticamente significativa en la expresion del péptido antimicrobiano HBD2
entre a) células A549, b) células NCI-H292 y c¢) THP1 ftratados con las
concentraciones baja, media y alta de metformina (ImM, 2mM, 4mM), insulina
(10-9 M, 10-8 M, 10-7 M) y glibenclamida (0.1TuM, TuM, 5uM) y las que no fueron
tratadas con los fadrmacos. Por o que a las diferentes concentraciones de los
farmacos no se ve afectada la expresion del péptido antimicrobiano HBD2 a las

24 horas en estas lineas celulares.
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Figura 16. Concentracién de HBD3 a) Neumocitos tipo Il tratados con metformina,
insulina y glibenclamida a sus diferentes concentraciones (baja, media y alta). b)
Células broncoepiteliales tratadas con metforming, insulina y glibenclamida a sus
diferentes concentraciones (baja, media y alta). c) Macréfagos fratados con
metformina, insulina y glibenclamida en sus diferentes concentraciones.
M=metformina, M1=1mM, M2=2mM, M3=4Mm, I|=insulina, [1=107 M, 12=108 M,
13=107 M, G=glibenclamida, G1=0.1uM, G2=1uM, G3=5uM. Valor p < 0.05, Prueba
de ANOVA de una via con un post test de Dunnett. Cada barra representa la
media de 3 experimentos independientes por duplicado.
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Cbémo se puede observar en la figura 15 (a, b y c) no se observaron diferencias
estadisticamente significativas en la expresidon de HBD3 entre los diferentes grupos
a) células A549, b) células NCI-H292 y c) THP1 tratados con las concentraciones
baja, media y alta de metformina (1ImM, 2mM, 4mM), insulina (107 M, 108 M, 107
M) y glibenclamida (0.1TuM, TuM, 5uM) vy las que no fueron tratadas con estos
farmacos. Por lo que a las diferentes concentraciones de los fGrmacos no se ve

afectada la expresion de HBD3 a las 24 horas.

81



4+

—

£

(@]

oy

et eede
Tratamientos
514 15+
4-
104
3-
2' o [<<A]
I E i |
ol B ] B olES A %i
QT QR VNN OO o

éo éo& @'\r @'1/& NN 0'\' 0’]/ 0".)

Figura 17. Concentracion de HBD4. a) Neumocitos tipo Il tratados con metformina,

insulina y glibenclamida a sus diferentes concentraciones (baja, media y alta).
b) Células broncoepiteliales tratadas con metforming, insulina y glibenclamida a
sus diferentes concentraciones (baja, media y alta). ¢c) Macréfagos tratados con
metformina, insulina y glibenclomida en sus diferentes concentraciones.
M=metformina, M1=1mM, M2=2mM, M3=4Mm, I=insulina, [1=107 M, 12=108 M,
13=107 M, G=glibenclamida, G1=0.TuM, G2=1uM, G3=5uM. Valor p < 0.05, Prueba
de ANOVA de una via con un post test de Dunnett. Cada barra representa Ia
media de 3 experimentos independientes por duplicado. *p<0.05, **p<0.01,
**0<0.001.
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Se obtuvo un resultado interesante y nuevo, en relacion a la expresion del péptido
antimicrobiano HBD4 en células A549 tratadas con insulina y glibenclamida
durante 24 horas. Como se puede apreciar en la figura 16 a) existe una diferencia
significativa entre el control y las concentraciones de insulina IT (107 M), 12 (108 M),
y las 3 concentraciones de glibenclamida (0.1uM, TuM, 5uM), observdndose una
disminucion en la producciéon de HBDA4. Para el caso de |1 hubo una inhibiciéon del
31.23%, el 32.46% para 12, el 50.40% para G1, el 36.02% para G2y 42.30 % para G3.
Esto es nuevo, ya que en la actualidad no existe un estudié de como puedan
afectar estos fdrmacos en la produccion de péptidos antimicrobianos, vy si este
efecto va a repercutir en el control de infecciones con diferentes patdgenos. Se
realizd la prueba de MUltiple comparacion de Bonferroni y se observd que entre

estas concentraciones no existe diferencia significativa.

13.3. Expresion de HBD4 en células A549 infectadas con Mycobacterium

tuberculosis y tratadas con metformina, insulina y glibenclamida

Al encontrar solo cambios en la linea celular A549 en el péptido HBD4 con los
tratamientos de insulina y glibenclamida, se evalud si la disminucion de la
expresion del peptido tambien se presentaba al infectar las células con la cepa
H37Rv . Y como se observa en la grdfica 2 se encontré que la expresion de HBD4
también disminuyo en las celulas infectadas y fratadas con insulina un 61.90% vy
una disminucion del 69.91% para la glibenclamida a concentracién media en
comparaciéon con las células sin tratamiento e infectadas. Efecto que no se
aprecié al tratar a las células infectadas o no, con metformina. Por lo que se

confirma lo encontrado en los ensayos de ELISA mostrados en la figura 16 a).
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Grdfica 1. Expresion relativa de HBD4 en linea celular A549 infectada y tratada
con mefformina (2 mM), insulina (10-8 M) y glibenclamida (1 pM). El gen enddgeno
es HPRT y se utilizé la formula la férmula 2-244€T descrita por Livak y Schmittgen
(Livak and Schmittgen 2001). Las células fueron infectadas y posteriormente se
aplicaron los tratamientos durante 24 horas. Valor p < 0.05, Prueba de ANOVA de
una via con un post test de Tukey. n= 3 experimentos independientes por
duplicado. *p<0.05.

13.4. Crecimiento de Mycobacterium tuberculosis en celulas A549 tratadas

con metformina, insulina y glibenclamida

El objetivo fue evaluar la capacidad que mostraba la célula para controlar a la
micobacteria al ser tfratadas con metformina, insulina y glibenclamida, ya que se
encontrd que la expresionde HBD4 se encontraba disminuida en los fratamientos
de insulina y glibenclamida. Como se observa en la grdfica 3 no se encontrd
diferencias significativas entre los diferentes tratamientos, por lo cual se concluye

que la disminucion de HBD4 no influye en el crecimiento de la micobacteria.

84



2.0x108 -

1.5x108 4 T
@)
L 1.0x106 -
D)
5.0x105 4
0
«°

Tratamientos

Grafica 2. Unidades Formadoras de Colonias en células A549 infectadas con
H37Rv y tratadas con metformina (2 mM), insulina (10-8 M) y glibenclamida (1 pM)
durante 24 horas. Valor p < 0.05, Prueba de ANOVA de una via con un post test de
Dunett. Cada barra representa la media de una n=3 experimentos
independientes por duplicado.
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14. Discusion

Los farmacos hipoglucémicos usados para el control de DM2 por el IMSS
actualmente son 3: la metformina, insulina y glibenclamida (IMSS 2015). Estudios
recientes han propuesto la metformina como una terapia antfituberculosa,
adjunta a los antibiéticos, dado que se ha encontrado una disminucion en el
dano histopatoldégico en un modelo murino por inhibicion de la expresién de
citocinas proinflamatorias (Singhal, Jie et al. 2014). A pesar de los estudios que se
tienen de como la hiperglucemia afecta el control de la micobacteria en
pacientes diabéticos, no se ha explorado que efecto pueden desempenar los
farmacos utilizados para el control de la hiperglucemia en la inmunidad innata
especificamente los péptidos antimicrobianos que son un mecanismo primordial
para el control de la micobacteria, como lo ha demostrado nuestro grupo de
trabajo (Rivas-Santiago, Serrano et al. 2009). Por lo que el objetivo de este estudio
fue evaluar como pueden afectar estos fdrmacos en la expresion de péptidos
antimicrobianos (HBD2, HBD3, HBD4 y LL-37 en neumocitos fipo Il (A549), células
broncoepiteliales (NCI-H292) y macréfagos (THP1), y como esto podria repercutir

en el control de MTB.

Para abordar este dilema, lo primero fue evaluar si las diferentes concentraciones
que se iban a utilizar en el fratamiento de las anteriores lineas celulares afectarian
su viabilidad y con esto, nuestros consiguientes resultados. Se encontré que las
concentraciones de 1 mM, 2 mM, 4 mM y 10 mM de metformina no ejercen un
efecto citotdxico en las lineas celulares A549, NCI-H292 y THP1 dentro de las
primeras 24 horas de tratamiento (Figura gl), lo cual concuerda con lo reportado
por Tsuei y Martinus para las células THP1 (Tsuei and Martinus 2012), quienes usaron
concentraciones de 1uM hasta 10 mM, mientras que para las células A549, Wang
y colaboradores reportan efecto téxico a 25 mM a las 48 horas (Wang, Gao et al.
2015). Sin embargo, para el caso de la linea celular NCI-H292 no se tienen reportes

de efecto citotdéxico con metformina, y con los resultados obtenidos en este
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trabajo se puede decir que hasta con una concentfracion de 10mM tal efecto
toxico no se presenta y no afecta en la viabilidad de esta linea celular. Con los
tratamientos de insulina 107M, 108M, 107 M y 10¢ M no se encontrd efecto toxico
sobre las lineas celulares A549, NCI-H292 y THP1 (Figura 12), Zdenek Rucka et al,
utilizaron concentraciones de 2,500 ng/mL (7.2 x10 $ M) de insulina en la linea
celular A549 y no se reporta efecto toxico (Rucka, Vanhara et al. 2013), para la
linea celular THP1 tratadas con insulina lida et al. no reportaron efecto toxico a 10-
7'M, 108M y 107M (lida, Suzuki et al. 2002). En los tratamientos con glibenclamida
a 0.1 uM, 1 uM, 5 uM y 10 uM no se encontrd un efecto toxico sobre la viabilidad
de las lineas celulares A549, NCI-H292 y THP1 (Figura 13), para la linea celular THP1
Duo-ling lee et al. no reportaron efecto toxico a 100 uM de glibenclamida (Li, Ma
et al. 2014). Para el caso de las células NCI-H292 se han utilizado hasta
concentraciones de 50 UM sin reportar toxicidad (Hierholzer, Castells et al. 1993),
mientras que en las células A549 no se reporta efecto toxico a las 24 horas con 50
MM (Segovia, Sabbah et al. 2012).

Posteriormente se evalud la expresion de diferentes péptidos antimicrobianos en
las lineas celulares incubadas con diferentes concentraciones de los farmacos
mencionados anteriormente (Figura 14, 15y 16). Y se enconfrd un resultado por
demds interesante. La expresion de HBD4 disminuyd solo en la linea celular A549
tratada con insulina (108 M, 107 M) y glibenclamida (0.1uM, TuM, 5uM) (figura 16).
Para el caso de LL-37 no se encontrd en los sobrenadantes de las lineas celulares
A549, NCI-H292 y THP1 fratadas con metformina, insulina y glibenclamida en sus
diferentes concentraciones, esto se deba posiblemente a la concentraciéon de
glucosa 25 mM utilizada en los medios de las lineas celulares, ya que se tenia
reportado por Rivas Santiago y colaboradores que del mRNA de LL-37 se ve
disminuido al incrementar las concentraciones de glucosa en las lineas celulares
(Montoya-Rosales, Castro-Garcia et al. 2016). La insulina es el hipoglucemiante
mds recomendado en pacientes con TB, ya que los agentes orales estdn
contraindicados porgue la rifampicina es un potente inductor hepdtico y con esto

se veria acelerado el metabolismo de sulfonilureas y biguanidas, lo cual inhibiria el
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efecto hipoglucemiante de estos fdrmacos y no existiria un control de la glicemia
(Niozi and Kalra 2012). Se ha reportado que la glibenclamida disminuye la
produccion de la citocina IL-1B, la cual es un mediador inflamatorio importante en
la DM2 (Lamkanfi, Mueller et al. 2009, Koh, Weehuizen et al. 2013), y que
posiblemente juega un papel inductor en la produccién de HBD4, y por eso la
disminucion en la expresion de esté péptido antimicrobiano. Por ello seria
importante evaluar la concentracion de IL-1B en los sobrenadantes de esta linea
celular para verificar si se disminuye su secrecidon. Podria ocurrir que la inhibicidn
de HBD4 lleve a una disminucién de IL-1B. Se ha reportado que algunos péptidos
antimicrobianos tienen un efecto inmunomodulador (Hiemstra and Zaat 2013), por
lo cual también podria estimularse la linea celular con HBD4 y evaluar si

encontramos aumentada esta citocina.

La insulina en monocitos promueve la secrecion de IL-8/CXCL8 (Jeschke 2013),
incrementa la producciéon de superdxido (Weekers, Giulietti et al. 2003), y regula el
metabolismo de los monocitos (De La Rosa, Vasquez et al. 2013). En macrofagos
esta reportado que inhibe la secrecion de TNF-a, IL-1 e IL-8 (Wurm, Neumeier et al.
2008, Sarigianni, Bekiari et al. 2011), y disminuye la acumulacion de macréfagos en
el tejido (lida, Suzuki et al. 2002, Dimitriadis, Maratou et al. 2005), por lo cual seria
importante evaluar si estas citocinas juegan un papel en la produccién de HBD4 y
viceversa. HBD4 es un péptido no tan estudiado, aunque ya se ha demostrado
que HBD4 presenta efecto antimicrobiano frente a E. coli, P. aeuroginosa, S.
aureus y C. albicans (Sharma and Nagaraj 2015), también se tienen reportes del
efecto que presenta en la quimiotaxis y degranulacion de mastocitos (Chen,
Niyonsaba et al. 2007). AUn no se conoce el papel de HBD4 frente a MTB ni si este

péptido es estimulado por la micobacteria.

Posteriormente se evalud si esta disminucidn de HBD4 repercutiria el control de
MTB (H37Rv), por lo que se realizé la infeccion de la linea celular A549 5:1 durante
2 horas (Rivas-Santiago, Schwander et al. 2005) y se realizaron los tratamientos. Ya
que entre las diferentes concentraciones de dglibenclamida e insulina no se

enconfraron diferencias estadisticamente significativas se trataron con las dosis
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medias de cada uno de los fadrmacos durante 24 horas. Se encontré que la
expresion de HBD4 estaba disminuida en los fratamientos de insulina vy
glibenclamida. También se observd el estimulo en la expresion de HBD4 por la
cepa H37Rv en esta linea celular, lo cual no estaba reportado (Grdfica 2). Se
realizaron ensayos de UFC para evaluar si la disminucion de HBD4 iba a afectar el
control de H37Rv. Los resultados muestran que el control de la micobacteria no se
ve afectado en la linea celular A549 (Grdfica 3), independientemente de la
presencia o ausencia de insulina y glibenclamida. Esto posiblemente se deba a
que no se modifico la expresion de los otros péptidos antimicrobianos (Figura 14y
15), asi que la célula no perdid la capacidad anfimicrobiana de este mecanismo
de defensa. Seria importante evaluar si HBD4 presenta un efecto antimicrobiano
directo frente a la micobacteria uniéndose a su membrana y cudl es la
concentracion de este peptido que va a eliminar a la micobacteria de manera

eficiente.
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15. Conclusion

El presente trabajo concluye que los tratamientos de metformina (1 mM, 2 mM, 4
MMy 10 Mm), insulina (102 M, T0 €M, 10 7 My 10 ¢ M ) y glibenclamida (0.1 uM, 1
UM, 5 uM vy 10 uM) no presentan efecto tdxico sobre la linea celular A549, NCI-

H292 y THP1 a las 24 horas.

La expresion de HBD4 se ve disminuida en la linea celular A549 tratadas con

insulina y glibenclamida sin infeccion e infectadas con la cepa tuberculosa H37RV.

La disminucion de HBD4 no modifica el crecimiento de la micobacteria.

La expresion de HBD4 es inducida por la infeccion con H37Rv en células A549.
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16. Perspecﬁvq_

Evaluar si HBD4 presenta un efecto antimicrobiano directo como los péptidos
HBD2 y LL-37.

Evaluar si las citocinas TNF-a, IL-1, IL1-R e IL-8 son inducidas o inductoras de HBD4

en la linea celular A549.

Realizar en un modelo murino con diabetes los tratamientos con metforming,
insulina y glibenclamida, individualmente asi como en combinacion con
rifampicina sin infeccion e infectados con MTB y evaluar citocinas como TNF-q, IL-1,
IL1-B e IL-8, asi como UFC, sobrevivencia, lesiones microscopica y macroscopica

del tejido pulmonar.
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17. Glosario

Angiogénesis: generacion de nuevos vasos.
Apoptosis: muerte celular programada.

Arteroesclerosis: alteracion vascular que se caracteriza por el endurecimiento, el
aumento del grosor y la pérdida de elasticidad de las paredes arteriales.

Cetoacidosis: elevacion en la concentracion de los cuerpos cetdnicos en la
sangre.

Citocinas: proteinas secretadas por células de la inmunidad innata y adaptativa,
en respuesta a microorganismo y antigenos.

Dislipidemia: alteracion del metabolismo de los lipidos.
Hiperglucemia: concentracion elevada de glucosa en sangre.
Hiperinsulinemia: concentracion elevada de insulina en sangre.
Hipoxemia: disminucion en la difusion de oxigeno en tejidos y células.
Leucopenia: disminucion de leucocitos en sangre.

Monogénico: que estd determinada por un solo gen.

Polidipsia: exceso en la necesidad y consumo de agua.

Polifagia: aumento anormal en la necesidad de comer.

Poligénico: que envuelve a mds de un gen.

Polimorfismo: referencia a la existencia en una poblacidon de multiples alelos de un
gen.

Poliuria: excrecidon aumentada de orina.

Quimiocinas: proteinas capaces de inducir la quimiotaxis en las inmediaciones de
las células sensibles.

Quimiotaxis: reaccién de orientacién de los organismos celulares libres como
respuesta a un estimulo quimico.

Silicosis: enfermedad cronica del aparato respiratorio que se produce por haber
aspirado polvo de silice en gran cantidad.

Vitiligo: enfermedad degenerativa cutdnea que provoca la desaparicion, por
placas limitadas, de la pigmentacion de la piel.
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