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PRESENTACION:

La tuberculosis es un enfermedad infectocontagiosa
que es transmitida principalmente por aerosoles en los
que va contenido el Mycobacterium tuberculosis (Mtb).
Este patdgeno ha provocado a nivel mundial 10 millo-
nes de contagios y 1,5 millones de muertes en el 2019.
En Colombia, hay una incidencia mayor que en el ano
2018 con 27.31 casos por cada 100.000 habitantes en
el 2019. Para tratar a los pacientes contagiados se ha
propuesto un régimen de antibidticos de primera linea
como la rifampicina, la isoniacida, etambutol y la pira-
zinamida por variados periodos de tiempo y con una
efectividad de control del 85% de las personas infecta-
das. Pero se ha encontrado que se ha aumentado las
formas resistentes a los antibidticos usados en la prime-
ra linea por lo cual se ha propuesto desarrollar nuevos
agentes terapéuticos.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Considerando los desafios epidemiolégicos con res-
pecto al control especifico de la tuberculosis y la ini-
ciativa Global de investigacidn de nuevos agentes
terapéuticos, la pared bacteriana es un blanco farma-
coldgico relevante. En ésta se encuentran los trans-
portadores de proteina de membrana micobacteriana
(MmpL), que representan una subclase de transporta-
dores de Division de Resistencia-Nodulacién-Célula
(RND) codificados por diferentes loci. Se han descrito
13 MmpL criticos para la supervivencia de la bacteria
y atractivos para la farmacomodulacién, ya que dan
rigidez a la pared, proporcionan una barrera de protec-
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cién contra los antibidticos y el estrés generado dentro
del huésped, e interfieren con la eficacia de los meca-
nismos inmunes.

El MmpL3 y MmpL11 son los objetivos de este estudio
ya que se ha demostrado que son importantes para la
patogenicidad y supervivencia de la Mtb. EIl MmpL3,
por ejemplo, tiene importancia en el transporte de
varios componentes como los monomicolatos de tre-
halosa (TMM), el hierro Hemo, el 4cido micolico (MA),
que estdn implicados en la supervivencia dentro del
huésped, el mantenimiento de la micomembrana y en
la formacién del granuloma. El MmpL 11 transporta és-
teres de cera de micolato (MWE) vy el triacilglicerol de
cadena larga (TAGsCL), importantes para la formacién
de biopeliculas y la supervivencia en latencia.

Nos preguntamos: ¢Es posible inhibir la replicacién
intracelular de Mtb H37Rv en macréfagos murinos
B10OR, con inhibidores de MmpL3/11 sin que
comprometan la funcién del macréfago?

OBJETIVO GENERAL:

Validar nuevos inhibidores de los transportadores
de membrana MmpL3 y MmpL11 de M. tuberculosis
por medio de métodos estructurales y determinar su
potencial antituberculoso in vitro.

METODOLOGIA

Se determinaran las concentraciones de Ios
inhibidores sobre macréfagos murinos B10R(29),
con diluciones en RPMI 1640 de los antibidticos
candidatos, suplementado con suero bovino fetal al
5% (medio base); y se incubardn entre 24 y 96 horas.
Posteriormente se tefiiran con DIOC6 y PI para
evaluar el dafno mitocondrial y en membrana celular.

Una fraccion de las células se fijara con 70% de etanol
y tefiira con PI para evaluar el ciclo celular. Luego se
realizard la infeccién de los macréfagos B10R a una
MOI de 5:1; se sincronizard la fagocitosis mediante
centrifugacion, después de dos horas se lavaran las
bacterias extracelulares y se cultivardn entre 24 y 96
horas para evaluar el efecto antimicrobiano.

Durante el presente semestre, para la estandarizacion

de los métodos se usé Amikacina, inhibidor irreversible
del ARNr 16S y la proteina S12 de la subunidad 30S en
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el ribosoma procariotico, y se evalud el efecto sobre los
macroéfagos en un rango de concentraciones basado en
las concentraciones seroldgicas de 0, 6.3 - 100 ug/ml(30).

RESULTADOS ESPERADOS:

En la estandarizacion con AmiRacina se observd en
las células viables una menor intensidad de DIOC6
independiente de la dosis y del tiempo. La AmiRacina
no indujo dafno en la membrana celular, pero si un
incremento en el nimero de células con captacién baja
de DIOC6 (dano mitocondrial) a las 24 horas, que se
restauro a las 48 h. Este efecto podria ser explicado por
la actividad fagocitica de los macrofagos B10R sobre
las células con dafio mitocondrial . No se encontraron
efectos sobre el ciclo celular, aunque se observd que
a las 72 y 96 horas con la concentracién de 100 ug/ml
hubo fragmentacion del ADN.

Dadas las condiciones de optimizacién hasta ahora
evaluadas, esperamos exponer las células infectadas
a concentracion de la AmiRacina no citotdxicas
para las B10R. Utilizando esta misma estrategia
esperamos encontrar, dentro de Ios inhibidores
candidatos, aquellos que puedan tener efectos sobre
Mtb, sin comprometer la funcion de las células y
posteriormente proponer estudios de metaboldmica.

Palabras clave: Mycobacterium tuberculosis; MmpL;
cell envelope; inhibitors tuberculosis
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