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RESUMEN. La interaccién entre hospedero y patégeno es un me-
canismo dindmico donde el microorganismo utiliza diferentes es-
trategias para sobrevivir y multiplicarse en el individuo. El meca-
nismo de apoptosis ha sido considerado como parte de la respuesta
inmune innata que el organismo utiliza para destruir agentes cau-
santes de enfermedad, sin embargo también se ha observado que al-
gunas bacterias tienen la capacidad de modular la apoptosis para
persistir dentro de las células del hospedero. En la presente revision
se discute el proceso de apoptosis durante la interaccion Mycobacte-
rium-células del hospedero con el objetivo de identificar el posible
papel de la muerte celular programada en la patogenia de las enfer-
medades causadas por las especies del género Mycobacterium.
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Abreviaciones

AIF, apoptosis inducing factor; Apaf-1, apoptotic protease activa-
ting factor-1; ASK, apoptosis signal regulation kinase; ATP, adeno-
sine triphosphate; Bad; Bcl-2 antagonist of cell death; Bak, Bcl-2
antagonist/killer; Bax, Bcl-2 associated X protein; Bcl-2, B-cell
lymphoma 2; Bid, BH3 interacting domain death agonist/killer;
Bim Bcl-2 interacting mediator of cell death, CAD, caspase-activa-
ted DNA nuclease; Card, caspase recruitment domain; CD40, cluster
determinant 40; CTL citotoxic T-linfocites; DIABLO, direct TAP
binding protein with low pl; DD, death domain; DED, death effec-
tor domain; DNA, deoxynucleic acid; DISC, death induced signal
complex; DR, death receptors; FADD, Fas-associating protein with
death domain; Fas, CD95, ligant FAS; FLICE, FADD-like ICE;
IAP, inhibitor of apoptosis protein; ICAD, inhibitor of caspase-acti-
vated DNA nuclease; MyD88, myeloid differentiation factor 88;
NO-, nitric oxide; p38 MAPK, p38 mitogen-activated protein kina-
se; PARP, poly(ADP-ribose) polymerase; PI-3K/Akt, phosphati-
dylinositol 3-kinase Akt; PTK, protein tyrosine kinase, RIP, recep-
tor-interacting protein; RNA, ribonucleic acid; ROI, reactive
oxygen intermediate; TCR, T-cell receptor; TLR, Toll-like recep-
tors; TNF, tumor necrosis factor; TNFR, TNF receptor; TRADD,
TNFR1 associated death domain protein; TRAIL, TNF receptor
apoptosis induced ligand.
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ABSTRACT. Host-pathogen interactions are dynamic processes
where microorganisms use different strategies to survive and mul-
tiply in the host. Apoptosis is a biological mechanism that has
been considered to be an innate immune tool that plays a role in
decreasing bacterial viability and preventing dissemination of the
pathogens, however it could be modulated by the pathogens to
obtain an opposite effect. In this review, the apoptosis process
during the Mycobacterium-host cell interaction is discussed in or-
der to identify the possible role of programmed cell death in the
pathogenesis of diseases originated by species of the Mycobacteri-
um genus.
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APOPTOSIS

Descrita por primera vez por Kerr y col en 1972, la
apoptosis se define como el proceso de muerte celular pro-
gramada cuyo objetivo es eliminar las células dafnadas o
innecesarias en beneficio del organismo.’? El mecanismo
de apoptosis cumple una funcion fisioldgica basica duran-
te el desarrollo embrionario, en el crecimiento y manteni-
miento de la homeostasis. En este contexto las células de-
fectuosas, los linfocitos autorreactivos, y aquellas células
con un potente mecanismo destructivo como los neutr6fi-
los son eliminados.”” La alteracién de este mecanismo de
muerte celular conduce a eventos patolégicos primarios
que desencadenan padecimientos como el cdncer,?’ enfer-
medades autoinmunes, degenerativas, inmunodeficiencias
e infertilidad.”?

La apoptosis se puede inducir a través de dos vias prin-
cipales; la extrinseca y la intrinseca, anteriormente llama-
das apoptosis tipo I y tipo II respectivamente. La via ex-
trinseca se caracteriza por la participacion de las caspasas
como componente principal. Esta ruta es activada a través
de receptores de superficie como los de la superfamilia del
factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), que incluye a
TNFR1 (DR1), TNFR2, Fas (DR2), DR3-6 y CD40,’ tam-
bién conocidos como receptores de muerte (DR). Estos re-
ceptores se pueden activar por diferentes estimulos fisiol6-
gicos incluyendo al TNF-q,, el ligando de FAS (FasL) y el
ligando de induccién de apoptosis asociado al TNF-a
(TRAIL).? Estructuralmente presentan en su porcién cito-


http://www.medigraphic.com/espanol/e1-indic.htm
http://www.medigraphic.com/medi-artemisa

Vega-Manriquez X et al Induccién de apoptosis por especies del género Mycobacterium 49

plasmatica un dominio de muerte (DD), que permite la in-
teraccidn con otras proteinas para activar las cascadas de
sefiales intracelulares. Una vez activados los DD se trime-
rizan y en el caso de Fas permite el reclutamiento de la
proteina adaptadora asociada al DD de Fas (FADD),'116 1a
cual a través de su dominio efector de muerte (DED) per-
mite la activacién de procaspasa-8'292 y caspasa 10.7 Al
complejo formado por la interaccién de estas proteinas se
le conoce como complejo de sefial de induccién de muerte
(DISC) (Fig. 1).12:6246.71 Cagpasa 8 a su vez activa a caspa-
sa 3, que finalmente induce la muerte celular.’>%* Como
parte de esta via también se ha descrito la proteina que in-
teractia con el receptor (RIP), que se asocia con el com-
plejo formado por Fas-FADD y cuya sobreexpresién pro-
duce cambios morfolégicos caracteristicos de apoptosis
aunque su papel en el proceso no estd bien definido.
Otra cascada de sefiales de la via extrinseca se ejecuta a
través del complejo TNF/TNFR1 donde participa la pro-
tefna asociada al dominio de muerte del TNFR1 (TRADD)
la cual contiene un DD,*” que a su vez recluta a FADD
para formar el DISC3® (Fig. 1). El TNF-o. también puede es-
timular la activacién de RIP que es reclutada a través del
complejo de sefiales que estimula TNFR1 y que le permite
unirse a TRADD;3%3! una vez formado el DISC se activa
caspasa 2 por medio de su dominio Card y directamente
activa a caspasa 3y 7, (Fig. 1).
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Las caspasas son miembros de la familia de cisteinpro-
teasas que realizan su actividad catalitica sobre residuos
de aspartato. Estas moléculas son sintetizadas como zim6-
genos, por lo que requieren un proceso de activacién para
realizar su efecto biolégico.> Con base en su orden de acti-
vacién las caspasas se clasifican en iniciadoras 2, 8,9y 10
y efectoras 3, 6 y 7.80 Las caspasas iniciadoras se activan
por autocatalisis y este proceso continda en cascada hasta
activar a las caspasas efectoras. Las caspasas 3, 6 y 7 son
responsables de la hidrdlisis de importantes sustratos celu-
lares involucrados en cambios morfolégicos y bioquimi-
cos caracteristicos de la apoptosis,®’ por ejemplo caspasa 6
participa en el corte” de las 14minas nucleares A y C,!3°!
mientras que caspasa 3 presenta una actividad catalitica
sobre diferentes factores que incluyen la polimerasa poli/
ADP-ribosa (PARP),”® el NF-«B, la proteincinasa C
(PKC),% el inhibidor de apoptosis Bcl-213 y el inhibidor
de desoxirribonucleasa (ICAD), cuyo producto (CAD) es
responsable de la degradacién de DNA.?

La segunda ruta de apoptosis o via intrinseca, involu-
cra la participaciéon de miembros de la familia Bcl2 en la
mitocondria. La familia de proteinas Bcl-2 participa en la
regulacion de la integridad de la membrana externa de la
mitocondria y se les considera ademas reguladores de la
apoptosis.®*?2 Los miembros de esta familia se pueden di-
vidir en; a) inhibidores de apoptosis: Bcl-xL, Bcl-2, Bel-w,

Figura 1. Activacion de sefiales intra-
celulares en la apoptosis. En la via ex-
trinseca participan los receptores TNF-o
y Fas, y la familia de las caspasas. La
mitocondria interviene directamente en la
via intrinseca junto con la familia Bcl-2.

NUCLEO

CONDENSACION

" DE CROMATINA DE DHA CITCESQUELETO PRO

A
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TECLITICAS

Las dos vias convergen en la activacion
de las caspasas efectoras 3, 6y 7, lo
que desencadena una serie de eventos
que dan como resultado la apoptosis de
la célula.
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Mcl-1, A-1, adenovirus E1B 19X y virus Epstein-Barr
BHREF; y b) en promotores de la apoptosis: Bax, Bak, Bid,
Bad, Bcl-xs, Bok/Mtd, Bik Bim, Hrk y Blk. Estas protei-
nas tienen la caracteristica de formar homodimeros o hete-
rodimeros entre ellas y de esta forma se activan o inacti-
van.** La participacién de la familia Bcl-2 en la apoptosis
permite que se altere el potencial de membrana de la mito-
condria y que se lleve a cabo la liberacién de diversas pro-
tefnas almacenadas en el espacio intermembranal, como el
citocromo ¢, Ca?*, el factor de activacién de Apoptosis
(Apaf-1), y AIF entre otras. El citocromo c interactia con
Apaf-1 en presencia de dATP/ATP. Apaf-1 se une al Card
de procaspasa 9 para formar un complejo proteico conoci-
do como apoptosoma cuya funcién es activar a caspasa 9,
la cual finalmente promueve la actividad de las caspasas
efectoras 3°° y 798 (Fig. 1). Otro factor importante en esta
via es la translocacion de AIF directamente al nucleo, in-
duciendo la fragmentaciéon del DNA por un camino inde-
pendiente de caspasas.*? Por otra parte, la proteina Smac/
DIABLO que se encuentra en el espacio intermembranal
de la mitocondria, también participa al liberarse durante la
pérdida del potencial de membrana para unirse a inhibido-
res de la apoptosis (AIPs) promoviendo de esta forma la li-
beracion de las caspasas y la muerte celular.?’%

Aunque existe una clara diferencia entre las dos vias de
induccién del proceso apoptético, esto no quiere decir que
son eventos independientes, prueba de ello es la muerte
celular inducida por el receptor de Fas donde se activa
caspasa 8,'>0% 1a cual a su vez activa a Bid y Bax que se
translocan hacia la mitocondria.**?% Dentro de la mito-
condria Bid y Bax sufren un cambio en su estructura®® que
permite la formacién de canales tetraméricos por donde se
da la salida del citocromo c¢.*!

La apoptosis también se induce por factores propios del
hospedero como las citocinas proinflamatorias, la accién de
perforina/granzima en eventos donde se observa la participa-
cion de células T citotéxicas (CTL), asi como por la partici-
pacién directa de los microorganismos. En los tltimos afios
se ha reportado que tanto bacterias como virus son capaces de
inducir o inhibir el proceso apoptético en las células del hos-
pedero. Baculovirus y poxvirus expresan proteinas que pro-
tegen contra apoptosis al interferir con la activacion de las
caspasas,® mientras que los herpesvirus inhiben la apoptosis
al expresar proteinas virales semejantes a los miembros de la
familia Bcl-2. Por otra parte, los adenovirus y papilomavirus
han sido asociados con la induccién de apoptosis mediante
un mecanismo que toma lugar mediante la unién de una va-
riedad de reguladores celulares como el p53, que es una pro-
tefna implicada en la organizacién del ciclo celular y que co-
minmente estd mutada en células cancerosas.®

Los agentes bacterianos también promueven la apopto-
sis.!# La muerte celular de monocitos humanos se ha atri-

buido a la secrecidn de productos de Staphylococcus au-
reus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, y Sal-
monella enteritidis.” De igual forma se ha probado que
proteinas bacterianas como las toxinas A-B y algunos su-
perantigenos de Staphylococcus spp y Streptococcus spp
inducen apoptosis en diferentes tipos celulares.!#3¢ Por
otra parte, la invasién celular parece ser esencial en otros
casos donde se han involucrado receptores de superficie
como el CD14.%0

Es evidente que los agentes causantes de enfermedad
son capaces de inducir o inhibir el proceso apoptético de
las células del sistema inmune del hospedero, sugiriendo
que la apoptosis puede jugar un papel importante en la pa-
togenia de las enfermedades infecciosas.®!# La presente
revision pretende analizar el papel del género Mycobacte-
rium en la induccién de apoptosis como resultado de su
interaccién con las células del hospedero.

El género Mycobacterium se divide en micobacterias
no tuberculosas asociadas a enfermedad en humanos, mi-
cobacterias no tuberculosas raramente asociadas a enfer-
medad en humanos, M. leprae y el complejo Mycobacte-
rium tuberculosis, el cual incluye a M. tuberculosis, M.
bovis, M. canettii, M. africanum, M. microti y M. ca-
prae.* Las especies bacterianas representantes del com-
plejo tuberculosis producen una enfermedad infectocon-
tagiosa del mismo nombre de curso crénico con el
desarrollo de una lesion caracteristica llamada granulo-
ma.®! M. tuberculosis es una bacteria capaz de sobrevivir
y replicarse dentro del fagosoma de los macréfagos, algu-
nos de los mecanismos utilizados por estos microorga-
nismos para lograr este objetivo incluyen la inhibicién
de la acidificacion del fagosoma por la exclusién de la
ATPasa vacuolar,’ la inhibicién de la fusién del fagoli-
sosoma’® y la proteina de cubrimiento conteniendo as-
partarto y triptofano (TACO),?” y asimismo se ha postula-
do la modulacién del proceso de apoptosis.?®-*?

En los primeros reportes que relacionan al género
Mycobacterium con apoptosis se observo que este fend-
meno estaba asociado con la disminucién de la viabili-
dad bacteriana, ya que al infectar monocitos de origen
humano con M. bovis BCG o M. avium-intracellulare se
demostré la induccién de apoptosis conjuntamente con
la disminucién de la viabilidad del bacilo al utilizar
ATP4 o H,0, como agente inductor de muerte celular
respectivamente.*®-38 Esta pérdida de la viabilidad se ha
relacionado con la actividad de los receptores purinérgi-
cos P2X7, sin embargo este efecto parece restringirse so-
lamente a condiciones in vitro, ya que al realizar ensayos
in vivo en ratones P2X77 infectados con M. tuberculosis
no se observo un efecto importante en el control de la en-
fermedad ni en la induccién de apoptosis.®® Por otra par-
te, Placido y col. en 1997 demostraron que la infeccién
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de macréfagos (M®) alveolares y M® derivados de mo-
nocitos de humanos, por M. tuberculosis desencadena el
proceso de apoptosis, el cual depende de la viabilidad de
la bacteria y de la dosis infectante. Los resultados de es-
tos primeros estudios demostraron la participacién de las
micobacterias como inductores de apoptosis, sin embar-
go es importante mencionar que existen evidencias de
que algunos componentes de M. tuberculosis también
contribuyen a la inhibicién de apoptosis, tal es el caso
de las investigaciones que demuestran que la mutacion
de la enzima superéxido dismutasa en H37Rv predispo-
ne a un aumento en la induccién de apoptosis y mayor
destruccién de la bacteria.?*

El efecto de la resistencia del hospedero en la induc-
cién de apoptosis también ha sido explorado por varios
investigadores, en particular se ha observado que indi-
viduos con diferentes grados de resistencia a la infec-
cién por micobacterias enfrentan el proceso de apopto-
sis con resultados heterogéneos. Por ejemplo, los
macréfagos murinos que presentan el alelo resistente
del Nramp1 (B10R, Nramp*/*), mostraron mayor apopto-
sis que los macréfagos susceptibles (B10S, Nramp™) asi
como un incremento en la produccién de 6xido nitrico
y TNF-o, ademds de tener un mejor control de Mycobac-
terium tuberculosis.> %7 Adicionalmente Pan H., ef al.
demostraron que los macréfagos con fondo genético re-
sistente (sst1R) murieron por apoptosis como resultado
de la infeccién por M. tuberculosis, mientras que las cé-
lulas del genotipo susceptible (sst1S) murieron por ne-
crosis. Los resultados de estos experimentos muestran
que los macréfagos de individuos genéticamente resis-
tentes son inducidos a morir por apoptosis en mayor es-
cala que células de individuos susceptibles, lo cual su-
giere que el proceso de apoptosis podria contribuir a la
eliminacién de la infeccién en individuos resistentes
mientras que la diseminacidn bacteriana podria ser el re-
sultado en individuos susceptibles.

Una vez que la micobacteria entra a la célula hospede-
ra se sugiere que utiliza diferentes mecanismos para blo-
quear el mecanismo de apoptosis para permanecer dentro
del nicho celular y de esta manera evadir al sistema in-
mune, sin embargo también se ha mencionado que podria
estar induciendo apoptosis en linfocitos, lo que resulta-
ria en una disminucidén en esta linea de defensa y todo en
conjunto contribuiria a generar una enfermedad crénica
en el individuo dando a la apoptosis un significado cli-
nico relevante.

Al unificar estos resultados en un concepto, nos permi-
te proponer que el proceso de apoptosis es un mecanismo
inespecifico de defensa que en combinacién con otros fac-
tores contribuye a la eliminacién o a la diseminacién de
las bacterias dependiendo de las circunstancias.
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APOPTOSIS LIGADA A RECEPTORES CELULARES
DE SUPERFICIE

Una de las respuestas del hospedero a la infeccién por
M. tuberculosis es producir TNF-a, que es una citosina cri-
tica para la respuesta inmune contra la bacteria, asi como
para la induccién de apoptosis®® (Fig. 2). La importancia
de esta proteina en el proceso de muerte celular se eviden-
ci6 cuando anticuerpos contra esta citosina inhibieron par-
cialmente la apoptosis inducida por M. tuberculosis
H37Rv.2* Ademis se observé que la forma soluble del re-
ceptor para TNF-a (STNFR2) presentaba un papel critico
al dar lugar a la formacién del complejo soluble ligando-
receptor, inhibiendo la unién del TNF al receptor membra-
nal y por consecuencia la apoptosis® (Fig. 2). Por otra par-
te, diferentes estudios sugieren que la participacién de
TNF-a en conjunto con otros factores es determinante en
la modulacién del proceso apoptético, por ejemplo Frata-
zzi y col en 1997 reportaron la participacion de IL-10 y
TNF-o durante la apoptosis de M® infectados con M.
avium serovariedad 4, demostrando que el crecimiento
bacteriano era inhibido en un 90% como consecuencia de
agregar M® activados a la monocapa ya infectada. Por
otro parte Keane y col en 1997 demostraron que adicional
a TNF-q, la virulencia de la cepa fue importante ya que
observaron un 17 y 47% de células apoptéticas al utilizar
cepas virulenta (H37Rv) y avirulenta (H37Ra) respectiva-
mente, evidenciando un incremento de estos porcentajes
en presencia de la citosina (Fig. 2). Contrario a estas obser-
vaciones Keane y col. en 2000, reportaron que este tipo de
asociacién no replicaba los resultados cuando se utiliza-
ban M® alveolares de origen humano ademds de observar
una gran variacién en los resultados dependiendo del
tiempo de incubacién utilizando (24 h y 5 dias). Por su
parte Rojas y col. en 1998 identificaron la participacion
de TNF-o y 6xido nitrico (ON) en la muerte celular indu-
cida por M. tuberculosis, en donde se observo la activa-
cién de la via JAK2/STAT1-03! (Fig. 2). M. leprae tam-
bién se ha reportado como un agente inductor de muerte
celular asociado a la presencia de TNF-o en conjunto con
los genes proapoptéticas Bax y Bak.?® Los resultados de
estos estudios resaltan la importancia de TNF-o. como in-
ductor de la muerte celular (Fig. 2).

Los receptores Toll-like (TLR) conforman una familia
muy amplia de receptores transmembranales que se en-
cuentran en diferentes tipos de células de mamiferos, y
que una vez estimulados, generan diferentes sefiales que
activan al factor nuclear NF-KB mismo que regula la trans-
cripcién de genes de supervivencia o de muerte.”® M. tu-
berculosis presenta ligandos que activan a las células via
TLR2 y TLR4, desencadenando apoptosis? (Fig. 2). Dife-
rentes evidencias experimentales conectan la activacién a
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través de TLR con el proceso apoptético, por ejemplo
Means y col en 2001 bloquearon el TLR-4 en M® RAW
264.7 utilizando el lipido-like E5531 disminuyendo de
esta forma el nimero de células apoptéticas como conse-
cuencia de la infeccién por M. tuberculosis, de igual for-
ma la produccién de TNF-o asociado a MyD88 se vio dis-
minuida. Por otra parte, el bloqueo de TLR-2 también
redujo el porcentaje de apoptosis de células THP-1 trata-
das con la glicoproteina de 19 kDa de M. tuberculosis
(Fig. 2). Los TLR participan en la activacién de sefiales
que se dan durante la inmunidad innata,”3 por lo que las
células infectadas con micobacterias se pueden valer de la
activacion de los TLR y de las sefiales que activan para in-
ducir apoptosis para eliminar a las células y con ello a las
micobacterias, contrarrestando de esta forma la enferme-
dad en el hospedero.

Otro receptor involucrado en la activacién de apopto-
sis en células infectadas con M. tuberculosis es el recep-
tor Fas, el cual en M®s de humanos es activado después
de incubar a la célula con Fas-L recombinante, y ademas
se le relaciona con la disminucién de la viabilidad de las
bacterias.® Por otra parte, en el modelo murino M. tuber-
culosis induce apoptosis sin que exista un incremento
del RNA mensajero de Fas, lo que sugiere que el evento
puede estar ocurriendo a través de un camino indepen-
diente de Fas-Fas ligandos.”® La activacién de apoptosis

por el receptor Fas u otros receptores se puede considerar
como un importante mecanismo de defensa ya que puede
contribuir a la eliminacion de la bacteria dentro de la cé-
lula. Sin embargo, algunos estudios®® cuestionan este
concepto al sefialar que los M® infectados con M. tuber-
culosis expresan Fas-L en gran cantidad, y que esto da
como consecuencia la eliminacién de células especificas
de defensa contra la tuberculosis como las CTL. En este
caso, el efecto final le permitiria ventajas a la micobacte-
ria para permanecer viable dentro de la célula infectada
sin interactuar con las células CTL.

En etapas tempranas de la infeccién se ha asociado la
presencia de CD14 con el proceso apoptético en M® in-
fectados con M. tuberculosis. Estos receptores ven dismi-
nuida su expresién como efecto de la infeccién.?? De igual
manera se ha observado una disminucién de los receptores
CD16 en conjunto con la exposicién en la superficie de la
célula del marcador de apoptosis fosfatidilserina en neu-
tréfilos apoptéticos de pacientes con tuberculosis activa.!
Es evidente que los actores moleculares en este evento es-
tan determinados por el receptor que esté involucrado.

En la patogénesis de la tuberculosis es interesante ob-
servar que la interaccién del patégeno con las células del
hospedero incluye la estimulacién de receptores especifi-
cos que activan las vias extrinseca e intrinseca de la
apoptosis. Por lo que la via de sefiales y las moléculas

Figura 2. Induccién de apoptosis por
Mycobacterium. Diferentes vias de sefia-
les que activan o bloquean apoptosis en
la célula hospedera cuando es infectada
con Mycobacterium o sus componentes,
con flechas azules vias de M. tuberculo-
sis, flechas moradas M. leprae y flechas
verdes M. bovis.
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por las cuales se lleve a cabo este evento depende en gran
medida del receptor al cual se une la bacteria y las molé-
culas que dicho receptor va a activar. Cabe mencionar
que algunos receptores son especificos del tipo celular,
por lo que las sefiales intracelulares y las proteinas que se
activan en el evento de apoptosis serdn diferentes, ya que
va a depender del modelo biolégico que se estudie y de
la cepa bacteriana.

PARTICIPACION DE LA FAMILIA DE LAS CASPASAS

La apoptosis estd intimamente relacionada con la acti-
vidad de las caspasas. Existen investigaciones donde se ha
observado la induccién de apoptosis por parte de mico-
bacterias. Uno de estos reportes menciona la activacion de
caspasa 3 la cual se activa en forma independiente de la
fosfolipasa A2 y del TNF-o. en M® de humanos infectados
con M. tuberculosis®*> (Fig. 2). Por otra parte, la activacién
de caspasa 1 se relaciona, con un aumento en la produc-
cién de TNF-a e IL-1p durante la infeccion con M. tuber-
culosis pero sin la participacidn de caspasas 3 6 4 en mo-
nocitos de humano.!® Adicionalmente en el modelo
murino se evidenci6 la activaciéon de caspasa 8§ en M®
J774A-1 infectados con M. avium identificindose ademads
la participacion de ASK y de la proteina con actividad mi-
togénica (p38 MAP) cinasa.'® La participacién de las cas-
pasas 8, 9y 10 también se ha reportado en células TH1 in-
fectadas con las cepas avirulentas M. truberculosis H37Ra
(Fig. 2) y M. bovis BCG, sin embargo este resultado no fue
confirmado al usar una cepa virulenta de M. bovis.”” Exis-
ten otros modelos biol6gicos donde se ha observado la ac-
tivacion de caspasas relacionado a M. tuberculosis, en uno
de ellos donde se utilizaron neutréfilos, caspasa 3 partici-
pa con un aumento en la expresiéon de Bax y en forma de-
pendiente de radicales de oxigeno.”” Como se observa
existe una diferencia en la activacién de caspasas en los
distintos modelos biolégicos reportados para el estudio
del evento apoptosis-Mycobacterium, para discutir esta di-
ferencia es importante mencionar que las caspasas 1,3y 8
presentan una estructura variable, 3¢ por ejemplo el asa L4
es mas corta en las caspasas 1, 8 y 9, al compararlas con las
caspasas 3y 7 y esto da como resultado una unién débil
con el sustrato,? lo que va ligado con su funcién biol6gi-
ca, asimismo las diferencias en sus estructuras le confieren
ser activadas por distintas sefiales derivadas de diferentes
estimulos.

FAMILIA BCL-2
La familia de proteinas Bcl-2 participa en la regulacion

de la via intrinseca de la apoptosis. La infeccién por dife-
rentes especies del género Mycobacterium modifican la
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participacién de estas proteinas, por ejemplo la concentra-
ciéon del RNAm de Bcl-2 y la oxidasa de citocromo c dis-
minuyen, mientras que la de Bax aumenta favoreciendo la
apoptosis de macréfagos peritoneales murinos en presen-
cia de M. tuberculosis.” De igual forma Bcl-2 disminuye
en monocitos de origen humano infectados con M. bovis
BCG y M. tuberculosis H37Ra inactivada por calor, mien-
tras que las proteinas pro-apoptéticas Bax y Bcl-x_, no pre-
sentan diferencias en su expresion. Por otra parte, utilizan-
do inmunohistoquimica en M® de ratones infectados con
M. tuberculosis se observa una sobreexpresion de Bel-2 'y
la disminucién en la expresién de Bax®’ (Fig. 2). La parti-
cipacién de la proteina antiapoptética Mcl-1 también se
ha hecho evidente. Células THP-1 infectadas con M. tu-
berculosis H37Rv presentan una sobre-expresion de 5.8
veces mas que las células infectadas con la cepa avirulenta
H37Ra, H37Rv muerta o tratadas con perlas de latex. La
asociacién de este evento con apoptosis se demostré al in-
hibir la expresion de Mcl-1 mediante el uso de RNA anti-
sentido en células infectadas con la cepa H37Rv obser-
vandose un incremento en la proporcién de células con
caracteristicas apoptéticas. Los resultados de estos experi-
mentos sugieren que las cepas virulentas de Mycobacteri-
rum tuberculosis inducen una sobrerregulacién de Mcl-1,
la cual participa en la inhibicién de apoptosis.®” La fami-
lia de proteinas Bcl-2 esta constituida por miembros que
favorecen o inhiben el proceso de muerte celular.”® Con-
sistentemente se ha comprobado que las micobacterias
modulan la expresién de estas proteinas promoviendo el
proceso apoptético aunque al parecer la virulencia de la
cepa juega un papel determinante en la decisién final de
la célula.

PARTICIPACION DE LA MITOCONDRIA

La pérdida del potencial de membrana (AY ) de la
mitocondria es un evento asociado a la muerte celular. M.
tuberculosis desencadena la pérdida del AW con salida
de Ca?* al citoplasma y sin la participacién del éxido ni-
trico en macréfagos de origen murino.®” Sin embargo, en
macréfagos humanos de igual forma infectados por M.
tuberculosis se observé que el aumento de Ca?* en el
citoplasma estabiliza la permeabilidad de la membrana
mitocondrial, bloquea la necrosis, disminuye la salida de
citocromo c y la activacion de caspasas ademas de tener
una buena accion antimicobacteriana. En contraste, la
disminucién del Ca* citoplasmdtico revierte la mayoria
de los efectos anteriormente descritos y se asocia con una
muerte por necrosis permitiendo de esta forma una mejor
replicacién de la bacteria.?? Por otra parte, la inhibicién
del crecimiento de M. tuberculosis debido a diferentes
anti-micobacterianos como; isoniazida, rifampicina, es-
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treptomicina y etambutol, se ha asociado a la modula-
cién de la muerte celular porque alteran la transicién de
la permeabilidad de la mitocondria y la concentracién de
Ca”* en el M®3Y Al parecer la mitocondria tiene una fun-
cién fundamental en la inducciéon de muerte celular, sin
embargo la presentacidn de necrosis o apoptosis induci-
da por las micobacterias parece ser un evento multifacto-
rial donde la concentracién de Ca?* citoplasmitico en la
célula es un elemento determinante.®

TIMOSINA $-10

Uno de los resultados de la infeccién por Mycobacterium
bovis en macréfagos bovinos es una apoptosis dependiente
del tiempo y de la multiplicidad de la infeccién. Por otra par-
te, también se observé una sobrerregulacion del gene timosi-
na (3-10 atribuible directamente a la presencia de M. bovis
viable ya que células estimuladas con particulas de latex o
incubadas en presencia del microorganismo inactivado por
calor, no mostraron ningtin cambio o mostraron una reduc-
cioén notable en la expresion del gene respectivamente. Al
tratar de asociar estas dos observaciones, se estudio el efecto
de la presencia del gene en células RAW 264.7, evidenciin-
dose un incremento en el porcentaje de apoptosis de 66.5%
comparado con un 4.7% de las células control negativo. Es-
tos datos sugieren que la sobreexpresion del gene timosina
B-10 en macréfagos de bovino infectados con M. bovis esta
asociada al evento de apoptosis*? (Fig. 2), sin embargo se ne-
cesita un mayor nimero de evidencias experimentales para
conocer claramente la funcién de esta proteina en el proceso
de muerte celular inducido por M. bovis.

COMPONENTES DE MYCOBACTERIUM
MODULADORES DE APOPTOSIS

Derivado de diferentes estudios se ha hipotetizado que
no sdlo la bacteria completa es capaz de inducir muerte ce-
lular, sino que algunos de sus componentes en forma inde-
pendiente también son responsables de este fenémeno. Por
ejemplo, al incubar M® de bovino con el extracto libre de
células de M. bovis se observo la pérdida del AW, lo que
permite que se libere AIF del espacio intermembranal, trans-
loque a nicleo y desencadene la muerte celular del M® sin
que se activen las caspasas® (Fig. 2), también se report
que el lisado de M. avium induce apoptosis en M® y mono-
citos de humanos via radicales libres de oxigeno.** Por otra
parte, el lipoarabinomanana (LAM), tiene un efecto antia-
poptético (Fig. 2), ya que previene la salida de Ca>* y el
dafio mitocondrial,®® asf mismo promueve la supervivencia
celular al bloquear la apoptosis, estimulando la fosforila-
cién de Bad, miembro proapoptético de la familia Bel-2,
mediante una via dependiente de la cinasa 3 fosfatidilinosi-

tol/cinasa treonina serina (PI-3K/Akt).>* Otro componente
de M. tuberculosis que se ha demostrado su potencial como
inductor de apoptosis en células CHO/CD14/TLR-2 me-
diante la interaccién con receptores Toll-like 2 es el lipo-
manana (LM).!” De igual forma, el lipomanana de Myco-
bacterium kansasii induce un incremento significativo de
apoptosis en células THP-1 por lo que se sugiere que los re-
siduos de manosa son necesarios para la induccién de di-
cho evento.3! Dentro del campo de las protefnas se ha iden-
tificado a la lipoproteina de 19 kDa de M. tuberculosis cepa
H37Rv como un inductor de la apoptosis en macréfagos y
monocitos en etapa temprana de la infeccién.!”>? En la mo-
dulacién de la apoptosis durante la infecciéon con micobac-
terias se observa que la virulencia de la cepa estd involucra-
da,*>7877 por lo que es posible postular que existen diferentes
compuestos, que son cepa y especie dependientes, y que par-
ticipan en el proceso de muerte celular.

APOPTOSIS EN LINFOCITOS

En los linfocitos también se ha observado la induccién
de apoptosis por micobacterias. Por ejemplo en ratones sus-
ceptibles a M. bovis BCG, se observa un defecto en la proli-
feracion de linfocitos T cuando son activados a través del
uso de mitégenos o anticuerpos anti-CD3, siendo apoptosis
el resultado de la estimulacién celular. Los autores de este
trabajo postulan que la apoptosis de los linfocitos T pueden
ser una de las posibles explicaciones que fundamentan la
ineficiencia de la respuesta inmune en la infeccién por mi-
cobacterias y proponen que la inmunodepresion de los rato-
nes puede estar mediada por el aporte de TNF-a. por parte
de los M® activados, ya que esta citosina se incrementa en
ratones susceptibles.*’ Otros estudios han mostrado resulta-
dos similares ya que cuando se infectaron linfocitos T con
M. tuberculosis se induce apoptosis ligada a un aumento
del TNF-ou y a la presencia de IL-4, esta tltima promueve la
expresion del CD30 el cual sensibiliza a los linfocitos para
sufrir apoptosis mediada por el TNF-o..% El evento descrito
en las anteriores investigaciones puede contribuir al conoci-
miento de la patogenia de la tuberculosis ya que se sugiere
que la bacteria contribuye a la induccién de apoptosis en
linfocitos cuando son infectados y de esta manera puede fa-
vorecer el desarrollo de la enfermedad al disminuir las de-
fensas del hospedero y esta hipdtesis ya se ha descrito en
otros eventos infecciosos.

APOPTOSIS COMO UN MECANISMO FACILITADOR
EN LA PRESENTACION DE ANTIGENOS
MICOBACTERIANOS

Recientemente se ha descrito en la literatura el proceso
de apoptosis como un mecanismo que permite una mejor
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presentacién de antigenos. Resultados del laboratorio del
Dr. Kaufmann®* han permitido demostrar que la infeccién
por Mycobacterium tuberculosis ademas de inducir apop-
tosis en macréfagos promueve la formacién de vesiculas
apoptoticas que acarrean antigenos micobacterianos a cé-
lulas dendriticas no infectadas. La fagocitosis de estas ve-
siculas promueve la presentacién cruzada de antigenos a
linfocitos T de pacientes previamente sensibilizados a tra-
vés de las moléculas MHC-I y CD1b. Estas evidencias ex-
perimentales, fortalecen el concepto que postula al proce-
so de apoptosis como parte de la respuesta inmune del
hospedero que trata de contener la infeccién micobacteria-
na de diferentes formas. En este caso el blanco de accién
es la activacién de los linfocitos T CD8 especificos para
antigenos micobacterianos de origen proteico y lipidico.

CONCLUSIONES

Una vez que un microorganismo infecta a un hospedero
se desencadenan una serie de eventos celulares, entre los
cuales podemos encontrar: supervivencia, arresto del ciclo
celular, necrosis o apoptosis. El evento de apoptosis se lle-
va a cabo a través de varias vias de sefiales donde se acti-
van diferentes moléculas efectoras de la muerte celular, ta-
les como proteinas de la familia de las caspasas y Bcl-2,
asi como diferentes receptores y la mitocondria; este len-
guaje de sefiales que se generan hacia el interior de la cé-
lula es dindmico porque dependiendo del origen de las cé-
lulas del hospedero, asi como de los determinantes
virulentos de la bacteria, el tipo de moléculas que se van a
activar puede variar.

En la patogenia de la infeccién por especies de Mycobac-
terium se reconoce que la modulacién del proceso de apop-
tosis puede jugar dos papeles diametralmente opuestos; por
una parte promueve la supervivencia bacteriana en indivi-
duos cuyos mecanismos microbicidas son ineficientes o por
inhibicién de la apoptosis debido principalmente a los facto-
res de virulencia del patégeno. Sin embargo, en individuos
con una respuesta inmune adecuada la induccién de apopto-
sis parece limitar la viabilidad y el crecimiento bacteriano.
Esta dualidad en el resultado final de la interaccién hospede-
ro-patégeno parece estar definida por la virulencia bacteriana
y el grado de resistencia a las micobacterias, por parte de las
células de la respuesta inmune. Por otra parte, el proceso de
apoptosis también se ha identificado como un mecanismo fa-
cilitador de la respuesta inmune.
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