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La tuberculosis es una enfermedad infecciosa producida por bacilos del complejo tuberculosis como
Mycobacterium tuberculosis (Mtb), este patdgeno es capas de producir enfermedad progresiva o infeccion
latente [1]. En las regiones en las que la enfermedad resulta endémica el primer contacto con la micobateria es
durante la infancia, resulta importante en estos casos el papel que juega el sistema inmune puesto que es el
encargado de controlar la enfermedad, solo un 10% de estos casos se llegan a desarrollar enfermedad
progresiva [2,3]. Sin embargo, una vez controlada la enfermedad pueden quedar algunos bacilos dentro de
tejidos en un estado en el que no se replican o lo hacen a una celeridad muy baja, a esta condicién se le ha
Ilamado tuberculosis latente caracterizandose principalmente por que es asintomatica. Es de suma importancia
esta condicion puesto que en regiones en las que la endemicidad es baja la mayoria de los casos de
tuberculosis son consecuencia de la reactivacion de estos bacilos en estado latente [2,3]. Se sabe que las
células que tienen contacto con el bacilo en la infeccién primaria son los macrofagos y las células epiteliales
del pulmon [4,5], asi también como las células del epitelio bronquial, estas Gltimas pueden participar también
en la eliminacién de bacilos puesto que son capaces de producir moléculas relevantes para el sistema inmune
como las B-defensinas descritas como péptidos antimicrobianos naturales, estas moléculas confieren también
actividad quimiotéctica a las células inmunizadas [6-8]. Las defensinas son dividas en tres subfamilias, siendo
los tejidos epiteliales los encargados de producir varias de las B-defensinas [9-12], de esta subfamilia las
llamadas beta-defensina-humana (hBD)2 y 4 juegan un papel importante en la defensa del organismo contra
infecciones bacterianas puesto que constituyen la principal barrera epitelial [9, 10]. La B-defensina murina 3
(mBD-3) es la andloga de la hBD-2 y es expresada cuando los patdgenos son asociados con citocinas
proinflamatorias [14, 15]. Por otro lado, también son estas moléculas las encargadas de conferir al agente
patdgeno receptores de reconocimiento TLR, siendo lipoarabinomannan (LAM) y ESAT los componentes de
la micobacterias que interactian con TLR-2 y -4 [16]. Es también sabido que durante la infeccion latente los
bacilos se encuentran esencialmente ubicados en los granulomas fibréticos de los pulmones afectados donde
las el microambiente de hipoxia y la escases de nutrientes los mantienen en letargo sin embargo también estan
presentes estos bacilos en células que no se especializan en la fagocitosis como en las células del epitelio
bronquial.

Para el modelo experimental de Tuberculosis Pulmonar Latente se inocularon por via aérea 1x10°
bacilos de la cepa H37Rv en ratones B6D2F1 (C57BL / 6- DBA / 2J) de laboratorios Jackson (Bar Harbor,
ME, USA) manteniéndose en cajas con microaslantes, esta metodologia fue descrita previamente en [22].
Para determinar la localizacién subcelular de mBD-3 en los pulmones de ratones con Tuberculosis Pulmonar

Latente se procesaron fragmentos de pulmén para la técnica de Inmunomicroscopia electronica usando el



anticuerpo contra mBD-3 en fragmentos de pulmén procesado para esta técnica obtenidos 7 meses post-
infeccion, estos pulmones fueron perfundidos con paraformaldehido al 4% diluido en buffer de Sorensen,
deshidratados con alcoholes graduados e incluidos en LR-White. Se realizaron cortes semifinos para evaluar
las areas idoneas para el estudio ultraestructural y se seleccionaron los bloques para la inmunolocalizacion.
Los cortes finos de las muestras seleccionadas se incubaron con el anticuerpo policlonal biotinilado contra
mBD-3 (Santa Cruz Laboratory, Santa Cruz California, USA) y localizado con Estreptovidina conjugada a
particulas de oro de 20nm (Sigma Co., St Louis, MO, USA). Una vez localizada la mBD-3 se procedi6 a
incubar las muestras con el anticuerpo contra LAM (Donado por M. Harboe, Universidad de Oslo) y con
inmunoglobulina G (IgG) de cabra anti-conejo acoplada a oro de 20 nm. Estas rejillas se contrastaron con
acetato de uranilo y se analizaron en el microscopio electrénico.

Como resultado de esta técnica se analizaron las imagenes obtenidas con el microscopio electronico
mostrando que 0.5% de las células del epitelio bronquial (Células ciliadas, Células no ciliadas y Pneumaocitos
tipo 11) presentaban micobacterias, eventualmente se encontraron macréfagos de los cuales un 2% presentaba
micobacterias. Ultraestructuralmente se muestran bacilos dentro de células epiteliales ciliadas y no ciliadas
con marca positiva y especifica contra mBD-3 localizada alrededor de bacilos, también se muestran imagenes
de pneumocitos tipo Il con abundante marca contra mBD-3 evidenciando la su produccién por parte de estas
células. La presencia de marca contra LAM se llevo acabo de manera conjunta para mostrar la presencia
inequivoca de micobacterias, mostrando con esto la coexistencia de ambas marcas.

En conclusién, las B-defensinas son una parte fundamental de la inmunidad innata y participan de
manera importante durante la infeccion temprana con Mth, con este trabajo se muestra que este péptido es
producido también en células epiteliales de los bronquios en el modelo experimental de Tuberculosis
Pulmonar Latente y que probablemente estd involucrada directamente en el mantenimiento de las
micobacterias en estado latente. Este trabajo muestra también que la necesidad de estudiar y relacionar la
produccion de estos péptidos en individuos con enfermedad progresiva para entender mejor los mecanismos
que se llevan a cabo durante la enfermedad asi como también para plantear medidas encaminadas a prevenir y

tratar la tuberculosis puesto que esta considerada como una enfermedad de emergencia mundial.
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