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RESUMEN

Presentacion: la tuberculosis es una enfermedad in-
fectocontagiosa transmitida por el Mycobacterium
tuberculosis (Mtb). Este patdgeno provocd 10 millo-
nes de contagios y 1,2 millones de muertes en el 2020.
En Colombia, en el 2021, la tasa de incidencia de tu-
berculosis de todas las formas fue de 23.89 por cada
100.000 habitantes y presentd un aumento de 4.31 con
respecto al 2020 (19.58 por 100.000 habitantes); no
obstante, el nimero de casos sensibles al tratamiento
convencional (rifampicina, isoniacida, etambutol y
pirazinamida) es del 80%, haciendo evidente la nece-
sidad de nuevos agentes terapéuticos, ya que ademas
hubo un 0.6 casos por cada 100.000 habitantes de tu-
berculosis farmacorresistente en el 2021 presentando
un aumento de 0.14 con respecto al 2020.

Planteamiento del problema: han sido reportados
13 transportadores de membrana micobacteriana
(MmpL) esenciales para supervivencia, criticos para
la sintesis de su pared y activos durante el estrés gene-
rado dentro del huésped e interfiriendo con la efica-
cia de los mecanismos inmunitarios.

MmpL3 participa en el transporte de monomicola-
tos de trehalosa, hierro Hemo y acidos micolicos, es
esencial para la supervivencia y el mantenimiento
de la micomembrana contribuyendo a su patogeni-
cidad. MmpL11 transporta ésteres de cera de mico-
lato y triacilgliceroles de cadena larga, importantes
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para la formacién de biopeliculas y supervivencia
durante la latencia.

Mediante acoplamiento molecular (“docking”) in silico
alos dominios periplasmicos [y I (D1 y D2) de las MmpL
3y 11 se seleccionaron compuestos para segundo uso:
Digoxina (D, utilizado para el tratamiento de insuficien-
cia cardiaca), Acido Glicirrico (AG, anti-herpético) y Bi-
zoctrizol (B, bloqueador de rayos UV), Cardiogreen (C,
tincién para diagndéstico médico), Glecaprevir (G, anti-
hepétitico de la proteina NS5A), Ledipasvir (L, antihepé-
titico de la proteina NS3/4A), Midostaurin (M, inhibidor
de la actividad de proteinas cinasas), Rifamicina(R, an-
tibidtico de amplio espectro). Con estos compuestos se
desarrolla el proyecto que busca seleccionar compues-
tos capaces de inhibir la replicacién intracelular de Mtb
H37Rv en macrofagos murinos B10R.

Objetivo general: evaluar in vitro la capacidad de in-
hibir la replicacion intracelular de M. tuberculosis de
inhibidores putativos de los transportadores de mem-
brana MmpL3 y MmpL11 seleccionados mediante de
“acoplamiento” molecular.

Metodologia: las concentraciones no téxicas de los
compuestos candidatos se evaluaron mediante cito-
metria de flujo basdndose en concentraciones séricas
reportadas. Se evalud la funcidén mitocondrial y dafno
en membrana de los macréfagos B10R(27) con DIOC6
y PI, respectivamente. Se evaluo el ciclo celular en cé-
[ulas fijadas con etanol a -20°C, tenidas con PI/RNAasa.

Establecidas las concentraciones no téxicas, los ma-
créfagos se infectaron con Mrb H37Rv (MOI 5:1), se
evaluo el dano mitocondrial y en membrana celular,
el ciclo celular y la exposicién de fosfatidil serina. En
sobrenadantes se analizaron citoquinas con CBA. Me-
diante el recuento de UFC, se evalud el crecimiento
intracelular de la Mtb en los macréfagos B10R.

Resultados: el rango de concentraciones [2.8-79nM]
para evaluar sobre las células, se determino bajo tres
condiciones: no comprometer la integridad de la
mempbrana, tener el minimo efecto en la mitocondria
y no afectar el ciclo celular hasta las 72h.

Los ensayos con los macrofagos B10R infectados
H37Rv (MOI 5:1) mostraron que, a las 48h AG, B, D, L,
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G y C[5.7nM] indujeron dano en la membrana plas-
matica y una disminucién en el porcentaje de células
con alta captacion de DIOC, y sin incremento evi-
dente en el numero de células con dafno mitocon-
drial (DIOC6‘°W), en comparacién con las células no
infectadas.

Alas 72h By C, incrementaron con baja significancia
el namero de células con dafio mitocondrial, Gy R
indujo dano en membrana y D tuvo ambos efectos
en este tiempo en las células infectadas comparadas
con las no infectadas. Se observo un incremento con
baja significancia en la exposicion de la fosfatil-serina
en las células tratadas con AG, B, D y G. Ningin com-
puesto indujo aumento en fragmentacién extensiva
del DNA en presencia de Mtb.

En el primer ensayo, ya que ain no se han completa-
do las réplicas experimentales, AG[12.2nM], C[5,7nM],
R[12 y 24nM] inhibieron en el crecimiento de Mtb a
las 72h. En presencia de los compuestos a las 48 y 72h
hubo reduccion en la acumulacion de IL-10, [FNy e
IL- 19p70. Unicamente la IL-12p70 fue mayor en pre-
sencia de Mtb.

Se hardn andlisis jerarquicos para seleccionar Ios
compuestos mas eficaces sobre Mtb e inocuos sobre
los macroéfagos y valorar los efectos sobre las células
como futura alternativa al tratamiento anti-TB.
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