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RESUMEN

El Mycobacterium avium subespecie paratuberculosis (MAP) es el agente causal de una enfermedad granu-
lomatosica cronica, que afecta el tracto gastrointestinal de rumiantes domesticos y salvajes, conocida como la
enfermedad de Johne o paratuberculosis. MAP es un microorganismo de crecimiento lento en cultivo, no obstante
sobrevive in vivo en células fagociticas mononucleares de los rumiantes, bajo condiciones de susceptibilidad indi-
vidual, virulencia de la cepa infectante y estado inmune del individuo afectado. Una vez MAP es fagocitado por el
macréfago bovino, tanto el macr6fago como MAP activan: el uno para tratar de destruir a MAP y luego sufrir
apoptosis y el otro para evadir su destrucciéon dentro del fagolisosoma del macréfago. El balance de dicha con-
frontacion molecular determina el curso inicial de la infeccion hacia la eliminacion eficiente del microorganismo
0 hacia el establecimiento de la infeccién, que culminara en los estadios 111 (clinico intermitente) y 1V (clinica
terminal) de la enfermedad de Johne. En la presente revision se discuten los diferentes mecanismos moleculares
por los cuales MAP evade la respuesta inmune, con énfasis en su comportamiento dentro de la vacuola fagocitica
y como el agente establece mecanismos de sobrevivencia intracelular y altera la activacion de los macréfagos del
hospedero y de la respuesta inmune especifica.
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INTRODUCCION

Mycobacterium avium subespecie paratuberculosis (MAP) es el agente etiolégico responsable de la enferme-
dad de Johne; afeccion caracterizada por una enteritis granulomatosa cronica e incurable que afecta a los rumian-
tes domésticos y silvestres (1) y ha sido aislado de diferentes especies de mamiferos carnivoros y aves carrofieras
(2). MAP es un microorganismo intracelular obligado (se multiplica in vivo en macréfagos; es acidoalcohol resis-
tente), muestra tincion positiva a la coloracién Ziehl Neelsen. MAP requiere micobactina exdgena para crecer en
cultivo in vitro, la cual es un sideréforo capaz de captar el hierro (3), es producida por la mayoria de las micobac-
terias, excepto por MAP (4); situacion que hace imprescindible su uso en el cultivo in vitro. MAP es muy resisten-
te a las condiciones ambientales, puede permanecer viable durante 163 dias en corrientes de agua, 270 dias en
aguas estancadas, 11 meses en materia fecal y suelos fertilizados, y 47 meses en materia organica desecada (1,5).
Este es uno de los aspectos que hace mas dificil el control y la eliminacién de MAP en un hato enzodtico.

La respuesta inmune del hospedero bovino contra MAP debe ser caracterizada por la produccién de clones
especificas de linfocitos T ayudadores (CD4+) productores de citoquinas proinflamatorias como el INFy y el
TNFa, que estimulan a los macréfagos a destruir la bacteria contenida en sus vacuolas fagociticas (6); y de IL-2,
que estimula a los linfocitos T con actividad citotoxica (CD8+) y a las células NK a destruir los macréfagos infec-
tados con MAP. Por el contrario, la produccién de citoquinas antiinflamatorias como la IL-10, favorecen la per-
manencia de la bacteria (7), con diferencias en la respuesta en funcion de la raza afectada (8). Por otra parte, cepas
virulentas de MAP han desarrollado mecanismos para evadir la respuesta antimicrobiana de los monocitos-
macro6fagos; logrando sobrevivir y multiplicar dentro de su fagosoma (9), evidencias que sugieren la existencia de
una co-evolucién de MAP encaminada a evadir los mecanismos de respuesta inmune del hospedero.

Los mecanismos usados por el microorganismo para evadir la respuesta microbicida del macréfago no estan
completamente dilucidados en el caso de la infeccion en bovinos, pero MAP puede evitar la union de la vacuola
fagocitica (o0 fagosoma) con los lisosomas, dentro del macrdfago de tal manera que bloquea la presentacion anti-
génica en moléculas de clase Il del complejo mayor de histocompatibilidad (CMH) bovino —BoLA (10). Muchas
vias de sefializacién estan involucradas en la respuesta fagocitica del macr6fago bovino contra los microorganis-
mos intracelulares (11), las cuales MAP parece evadir para garantizar su sobrevivencia (12). Entre estas se cuenta
las proteinas quinasas activadoras mitogénicas (MAPK) (13).
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Por otra parte, la interaccion entre los componentes de la pared celular de la micobacteria (14); tales como li-
poarabinomanano (LAM), muramil dipéptido (MDP), y lipopolisacéarido (LPS) con los receptores del macréfago
del hospedero (15), juegan un papel importante en la sobrevivencia de MAP dentro del macrofago. Por consi-
guiente, en la presente revision se presentan los conceptos basicos sobre los principales mecanismos moleculares
gue resultan de la fagocitosis de MAP por el macréfago y se presentan los procesos que deben ocurrir para una
respuesta inmune adecuada contra el microorganismo o en su defecto, los procesos que desencadenan el estable-
cimiento de la infeccion y su progresion hasta las fases clinicas de la enfermedad.

INGRESO DE MAP A LA MUCOSA DIGESTIVA

El primer contacto del bovino con MAP puede ocurrir en el feto de una vaca que esté infectada, lo cual impli-
ca que se encuentra expuesto al agente patdgeno desde el ambiente uterino (16); luego, desde los primeros dias de
vida el neonato puede infectarse con MAP por via oral (17). En las primeras horas después de su ingreso a través
de la mucosa digestiva, MAP es captado por las células M del tejido linfoide de la mucosa intestinal, para ser fa-
gocitado por macrdfagos sub-epiteliales residentes en el ileon distal, en los que puede sobrevivir y replicarse, para
luego migrar hacia los linfonodos mesentéricos (18). Uno de los factores que participan en la adherencia inicial a
la mucosa de MAP es la expresion de la proteina fijadora de fibronectina (FAPs, o Fibronecting Attaching Pro-
tein), (19) la cual le permite unirse a las integrinas de las células M (20) para facilitar el ingreso a la submucosa,
donde encontrara los macréfagos.

La secuencia de eventos de la respuesta inmune innata del hospedero ante la infeccién inicial por MAP inclu-
ye el reclutamiento de los macréfagos hacia el sitio de la infeccion, seguido de su activacion; proceso que desen-
cadena la lisis bacteriana dentro de la vacuola facogitica, el procesamiento antigénico, el acoplamiento de los pép-
tidos procesados a las moléculas clase Il del complejo mayor de histocompatibilidad (CMH) bovino. En este mo-
mento entra en accion la respuesta inmune especifica, cuando el macréfago o la célula presentadora de antigeno
(CPA) interactta con los LT ayudadores (LT CD4+ con receptor gama-delta (LT-y/d) o alfa-beta (LT-a/B)), y con
LT de tipo citotoxico (LT CD8+ (21)).

Los LT CD4+ interactian con el macréfago infectado de manera directa cuando el receptor de antigeno del
LT (TCR) reconoce los péptidos antigénicos de MAP procesados y presentados por el macréfago en su molécula
CMH de clase II; o de manera indirecta, a través de la produccion de citoquinas (22). El resultado de esta interac-
cion es la activacion de la fase aferente de la respuesta inmune especifica, en donde se espera que ocurra la proli-
feracién clonal de los LT que reconoceran los péptidos antigénicos de MAP, procesados por las CPA en sus molé-
culas CMH clase I, la produccién de citoquinas promotoras de la actividad citotoxica, y la activacion de la fase
eferente de la respuesta que debera culminar con la lisis intracelular del MAP por el macréfago y la destruccion de
los macréfagos infectados por la actividad citotdxica de las células NK y los LT CD8+ estimulados por la IL-2.

Por ser un patdégeno que se multiplica en el citoplasma de la CPA, la respuesta mas efectiva contra MAP es la
mediada por citoquinas tipo TH1, entre ellas el interferon gama (INF-g), el factor de necrosis tumoral tipo alfa
(TNF-a) y la IL-2, las cuales estimulan los siguientes procesos: 1) en los macréfagos, el INF-g favorece la expre-
sion de moléculas CMH, la lisis intracelular de MAP mediante la activacion de la produccién de radicales del
6xido nitrico (NO) y la activacion de los procesos de apoptosis (junto con TNF-a); en las células NK, la IL-2 es-
timula la actividad citotoxica sobre los macréfagos infectados; y 3) en los LT CD8+, la IL-2 también estimula la
actividad citotoxica sobre los macrofagos infectados. Es decir, que para una eliminacion eficiente de MAP, debe
predominar inicialmente, la generacion de una respuesta inmune de tipo celular.

Por el contrario, en los hospederos susceptibles a la infeccion por MAP (bovinos que desarrollan las fases cli-
nicas de la enfermedad), la generacion de la respuesta efectora de tipo citotoxica esta alterada; en su defecto, se
desencadenan procesos asociados con la respuesta inmune de tipo humoral o TH2 (produccién de anticuerpos
contra los antigenos de MAP), la cual predomina sobre la inmunidad de tipo citotoxica, e impide la eliminacién
eficiente de MAP, en tanto que permite su proliferacion en el citoplasma de los macrdfagos infectados. Dicha
alteracion de la respuesta inmune es al parecer uno de los mecanismos de las cepas virulentas de MAP para causar
la enfermedad.

COMPONENTES DE MEMBRANA DE MAP IMPLICADOS EN LA PATOGENESIS

Las micobacterias poseen una pared celular compleja que les permite tener una eficiente capacidad de pene-
tracién a las células fagociticas del hospedero (14), al igual que les confiere la habilidad para sobrevivir en condi-
ciones ambientales dificiles (23). La pared celular de MAP es rica en lipidos, LAM y arabinomananos (AM), (24);
componentes que son altamente inmundgenos, pero que desvian la respuesta del hospedero hacia la inmunidad de
tipo humoral. Como evidencia de lo anterior, dichos componentes son altamente reactivos cuando se ponen en
contacto con suero de vacas con paratuberculosis (25). Ademas, la pared celular de MAP contiene diversas protei-
nas que inducen la respuesta inmune humoral, puesto que contienen epitopes especificos de MAP (26). Algunos
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de estos componentes tienen la capacidad de modular la respuesta inmune del hospedero, a través de la modifica-
cion de las funciones del macroéfago.

ENTRADA DE MAP AL MONOCITO-MACROFAGO

Como resultado de su interaccién con el hospedero MAP ha generado muchos mecanismos para ingresar a las
células fagociticas a través de receptores especificos; una vez ingresan dentro del macréfago modifican la acidez
del fagolisosoma (27) para impedir su destruccion dentro del mismo y modular la activacion de diferentes vias de
sefializacion que podrian conducir a su eliminacién. Los receptores del macrofago que podrian verse involucrados
en la fagocitosis de MAP incluyen los receptores del complemento (CR1, CR3, CR4), los receptores de inmuno-
globulinas (FcR), el receptores de manosa (MR), el receptor de integrinas CD14 (20) y receptores tipo Toll (TLR,
o0 Toll-Like Receptors), (28,29).

El reconocimiento temprano de la micobacteria por componentes celulares de la inmunidad innata, parece in-
volucrar TLRs, MR y receptores del complejo CD14/TLR4 (28). Algunos receptores de la familia de TLR estan
asociados con la infeccion por MAP, su activacién por el ligando respectivo origina la cascada de activacion de
sefiales intracelulares que promueve la activacion de las MAPK, y el factor NF-kB (29). A través de esta activa-
cién, el MAP induce la produccion de IL-10, citoquina que puede inhibir la produccion de las citoquinas pro-
inflamatorias requeridas para el control eficiente de la infeccion por MAP, en especial por alterar la produccién de
IL- 12. Ademas, la produccion temprana de IL-10 suprime la expresién de moléculas MHC clase 1y clase Il en la
célula fagocitica (29), lo que altera el proceso de la presentacién antigénica. Por otra parte, la activacion del TLR2
altera la respuesta inmune efectiva contra MAP y propicia su proliferacién dentro del macréfago.

En resumen, el procesamiento y acoplamiento de los péptidos antigénicos de MAP en moléculas CMH clase
I1 (30), continua con su presentacion al LT CD4+, seguido de la activacion de los LT hacia un fenotipo funcional
gue produce citoquinas capaces de estimular la destruccion intracelular de MAP, por LT-CD8+ y por las células
NK (31). En individuos susceptibles, MAP tiene la capacidad de alterar todos estos procesos para evitar su des-
truccion dentro del macréfago.

EVASION DE LA RESPUESTA CITOTOXICA EN LA INVASION TEMPRANA DE MAP

La destruccion primaria de patogenos intracelulares como MAP es responsabilidad de los LT CD8+ (CTL, o
Cytotoxic T Lymphocytes) y las células NK activadas por IL-2 (células LAK o Lymphokyne- Activated Killer
Cells). Sin embargo, los LT CD4+ pueden ser destruidos por LT citotdxicos que tienen TCR de tipo gama/delta
(TCR v/8) (31), por consiguiente, procesos relacionados con la capacidad patogénica de MAP, al igual que altera-
ciones de la regulacién de la activacion de los LT del hospedero, parecen estar implicados en la sobrevivencia de
MAP dentro del bovino susceptible a la infeccion.

Los LT CD4+ son los principales productores de INFy en bovinos infectados por MAP, seguidos de los
CD8+; mientras que los LT /8 no la producen (33). En terneros infectados bajo condiciones experimentales, los
LT CD4+ CD45RO (marcador de célula activada) y CD25+CD26+, fueron el tipo celular que present6 la mayor
respuesta in vitro contra antigenos solubles de MAP. Asimismo, los LT y/8 reactivos contra antigenos de MAP
fueron hallados a partir de los 18 meses postinfeccidn, mientras que los LT CD8+ mostraron poca proliferaron in
vitro (33). Lo cual se podria interpretar como una evidencia de que en los animales que cursan hacia los estados
cronicos de la paratuberculosis, la secuencia de eventos que deberian conducir a la eliminacion de MAP y el con-
trol de su proliferacion, estan alterados.

RESPUESTA INMUNE CELULAR EN LA INFECCION POR MAP

Los LT CD4+ con TCR o/p son esenciales en el control de la infeccion por MAP y su activacion posterior a
la interaccion con la CPA debe conducir a la produccion de INFy, TNFa e IL-2 (34). Estos procesos son alterados
por la produccién de IL-10 inducida por algunas cepas de MAP en hospederos susceptibles a la infeccion, los
cuales estan asociados con alteracion en la produccion de 1L-12p40 y la supresion de los genes responsables de la
produccién inducida de éxido nitrico necesario para la lisis del MAP en la vacuola fagocitica.

En estados subclinicos de la paratuberculosis bovina las células mononucleares de sangre periférica (MNSP)
estimuladas con antigenos de MAP, producen cantidades abundantes de 1L-10, pero tienen una disminucién en la
expresion de INFy. Por otra parte, bovinos infectados con MAP desarrollan células T reguladoras (T-reg)
CD4+CD25+, capaces de producir IL-10 (35), citoquina que limita la activacidn de la respuesta de tipo citotdxica
ante la infeccién micobacteriana (36).
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VIAS DE SENALIZACION Y SINTESIS DE CITOQUINAS POR LA CELULA FAGOCITICA EN LA
INFECCION MICOBACTERIANA

Posterior a la fagocitosis de MAP por el macréfago se inician una serie de fendmenos de activacion de la cé-
lula fagocitica, seguida de la sintesis de citoquinas, quimioquinas y metabolitos antimicrobianos (29). La mayor
via de sefializacion esta relacionada con el inicio de la inflamacidn y la actividad antimicrobiana, lo que incluye la
activacion de las MAPK, fosfolipasa C, GTPasa Rho, proteina quinasa C, y fosfoinositidil 3 quinasa (PI3- quina-
sa), aumento de la concentracion de calcio citosélico y Janus quinasa y aumento de activadores de transcripcion
(JAK/STAT), (29,37).

Las vias de sefializacion MAPK y JAK/STAT1/2 son las vias principalmente involucradas en la activacion
del macrdfago y la respuesta antiinflamatoria (38), las citoquinas inflamatorias y el LPS (29, 38,39). La activacion
inicial de MAPKp38 promueve la expresion de 1L-10, evento favorable para la micobacteria; por el contrario, la
activacion de MAPK ERK1 promueve la expresion de TNFa (13), evento favorable para la actividad microbicida
del macréfago. Las cepas patégenas de MAP inducen preferencialmente la via de sefializacion de MAPKp38 a
través de su fosforilacion, cuyo resultado es el aumento de la expresion de 1L-10 (13,40). La activacion del recep-
tor del IFNy induce su fosforilacion y la activacion de la via de sefializacion JAK-STAT1/2; evento esencial para
iniciar la transcripcion de los genes de respuesta inmune estimulados por esta citoquina, dentro de los que se en-
cuentran los responsables de estimular la produccion de 6xido nitrico por el macréfago, para la destruccion de
MAP dentro de la vacuola fagocitica (41).

La activacion del receptor de IFNy en la membrana del macréfago induce una respuesta bactericida por la ge-
neracion de radicales de oxigeno y nitrégeno, la sintesis de citoquinas (IL-12 y TNFa), y la maduracion del fago-
lisosoma. Las micobacterias patdgenas suprimen la accion del INFy sobre la via de sefializacion de JAK-STAT1/2
(29,37); de esta manera, las citogquinas se convierten en un factor critico en el desarrollo de la respuesta inmune
ante el MAP. En los macrdfagos la IL-10 y TGFp son las dos citoquinas con mayor actividad inhibidora de la
funcion fagocitica y presentadora de antigeno (22). La produccion de INFy esta disminuida en la fase clinica de la
paratuberculosis bovina, en tanto que la administracion de INFy exdgeno estimula a los monocitos cultivados in
vitro a controlar la infeccién por MAP (35,42).

La IL-10 induce un cambio de la respuesta inmune hacia el fenotipo funcional Th2, puede inhibir la presenta-
cién antigénica por las células dendriticas y los macréfagos (43,44). Algunas cepas de MAP inducen la produc-
cion abundante de IL-10, reducen la respuesta de LT al estimulo con INFy (31), mientras que in vitro regulan de
manera negativa la produccion de IL-12 por monocitos infectados ¢ inhiben la produccion de INFy por los LT y/d
(44). Durante las fases iniciales de la infeccion por MAP, los macréfagos (14) y las células NK (45) son una fuen-
te importante de produccion de ambas citoquinas proinflamatorias, varios dias antes de que se genere la respuesta
especifica mediada por las células T con fenotipo funcional Thl. La principal funcién de la IL-10 consiste en su-
primir la respuesta inmune tipo Th1 y con esto, alterar la actividad microbicida del macréfago (46), lo que favore-
ce la evasion de la respuesta inmune efectiva contra MAP y propicia la formacién de granulomas en los sitios de
presencia de la bacteria, particularmente en la lamina propia del intestino delgado. EI MAP induce la fosforilacidn
de MAPKp38 actuando a través de la unién de sus componentes de membrana con los receptores TLR2. Por
ejemplo, la inhibicion del TLR2 restaura la acidificacion del fagosoma sin alterar la produccion de 1L-10 (13).

MECANISMOS DE SOBREVIVENCIA O MUERTE DE MAP EN EL MONOCITO-MACROFAGO

MAP tiene una alta capacidad de sobrevivir y adaptarse en el interior de la célula fagocitica, prevenir la acti-
vacion del macréfago, bloquear la acidificacion y maduracion del fagolisosoma y atenuar la presentacion de anti-
genos a los LT (29). Los macrofagos, estan dotados de mecanismos de control de la infeccion micobacteriana (que
funcionan de manera similar para todos las bacterias intracelulares (47); estos incluyen: a) la acidificacion del
fagosoma (12,48), necesaria para la digestion enzimética de varios de los componentes estructurales de la bacte-
ria; b) la produccion de Oxido nitrico (NO) (34), de gran importancia para la eliminacion de bacterias; y c) la
apoptosis del macrofago después de la ingestion de la bacteria (49,50), mediante el cual los macréfagos infectados
son eliminados. MAP necesita ser fagocitado por el macréfago, luego de lo cual ocurre la acidificacion y madura-
cién del fagolisosoma (51); no obstante, algunas cepas de MAP tienen la capacidad de alterar este proceso, una
vez estan dentro de la vacuola fagocitica.

Los mecanismos usados por la micobacteria para controlar la maduracion del fagosoma en el macréfago bo-
vino, parecen involucrar muchos factores entre los que se cuentan la inhibicion de la maduracién del fagolisoso-
ma, que puede ser mediado, al menos en parte, por el efecto directo de los lipidos intercalantes de la micobacteria
en la membrana del fagosoma (12). En el proceso de alteracion de la acidificacion del fagosoma esta presente la
proteina Rab 5, pero no la proteina Rab7; estas proteinas pertenecen al grupo de la GTP-asas; proteinas que regu-
lan la interaccion de las membranas endosomales y su fusion con el lisosoma, para favorecer su unién y la combi-
nacion de sus contenidos en el fagolisosoma resultante. Rab5 estimula la fusion de fagosomas tempranos con los
endosomas, mientras que Rab 7 lo hace con los endosomas tardios y con el lisosoma (48). Por otra parte, el com-
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plejo lipoarabinan-manosa (Man—-LAM), es al parecer, uno de los mayores responsables de la actividad inhibitoria
de MAP sobre la fusion del fagolisosoma (29), asi como de otras funciones antimicrobianas de los macréfagos en
humanos (52). Por altimo, la disminucion en la acidificacion del fagosoma (53) ha sido relacionada con la persis-
tencia de MAP.

EXPRESION GENICA EN MACROFAGOS Y EN MAP DURANTE EL CURSO DE LA INFECCION

Durante la infeccion de los macréfagos por MAP ocurre la regulacién de multiples genes relacionados con la
inflamacion, la estructura celular, las vias de sefializacion intracelular, la apoptosis y la trascripcion génica
(54,55). Por otra parte, los perfiles de expresion génica varian en funcién del estado clinico de la enfermedad, en
donde los macrdfagos de vacas con estados subclinicos y clinicos de la paratuberculosis tienden a presentar un
predominio de la supresion de genes, cuando son comparados con macréfagos cultivados in vitro (56). Los genes
relacionados con la acidificacion del fagolisosoma y con la apoptosis son los mas implicados con la respuesta
inmune efectiva contra MAP (56,57). Ademas, algunas cepas de MAP modulan la expresion génica de los macro-
fagos infectados in vitro, de manera independiente de si son aislados de bovinos, humanos u ovejas (45).

Cuando se compara la expresion proteica de cepas de Mycobacterium avium subespecie avium (MAA) con la
subespecie paratuberculosis (MAP), ocurre la transcripcion de genes relacionados con la transcripcion génica de
la micobacteria (factores sygma) y han sido informadas importantes diferencias entre MAA y MAP, en donde
MAP parece expresar un nimero limitado de factores sigma, al ser incubados en lineas celulares in vitro (58). De
la misma manera, en estudios in vitro en los cuales se ha modificado la disponibilidad de nutrientes y de oxigeno a
cepas de MAP provenientes de bovinos o de ovinos, se observo que MAP se adapta facilmente a la hipoxia y a la
privacién de nutrientes (59).

En un estudio en el que se evalud la expresion génica de MAP en la infeccion inicial, mediante el andlisis de
transcriptomas, a partir de muestras de ganglios linfaticos e intestino de bovinos con paratuberculosis sub clinica,
se detectd gque proporciones variables del genoma de MAP fueron detectadas en macréfagos (8%), ileon y linfo-
nodo mesentérico (23%) o en ambos compartimentos (3%).

Ademas, en los aislamientos de intestino se halld sobreexpresion de genes relacionados con la sintesis de la
pared celular y la latencia; mientras que en los macréfagos infectados se hall6 sobreexpresion de genes asociados
con trafico y migracion intracelular (57). De igual modo, en dicho estudio se observé que en los macrofagos infec-
tados in vitro con cepas de MAP aisladas de bovinos con enfermedad subclinica, predominé la expresion de genes
relacionados con el metabolismo celular, la proliferacion y biogénesis de la membrana y la pared celular a las 6
horas postinfeccién (p.i.); la expresion cambié al predominio de genes relacionados con viabilidad celular, biogé-
nesis bacteriana y defensa bacteriana a las 48 horas p.i.; seguido del predominio de genes relacionados con secre-
cion y tréafico intracelular y defensa bacteriana, a las 120 horas p.i. (57).

Cuando se analizaron los transcriptomas del ileon predominé la expresion de genes relacionados con trans-
cripcion y metabolismo bacteriano; mientras que en los transcriptomas de linfonodos mesentéricos predomind la
expresion de genes relacionados con la produccidn y conversion de energia asi como el transporte y metabolismo
de iones inorganicos (57). De estos estudios se concluye que MAP es capaz de adaptarse a las condiciones que el
ambiente tisular o intracelular del macrofago le exija, que en la infeccion temprana del macréfago predomina la
expresion de genes relacionados con supresion de la respuesta inmune, y que cuando esta en los tejidos predomina
la expresion de genes que favorecen su crecimiento y proliferacion.

APOPTOSIS DE MACROFAGOS DESPUES DE LA INFECCION INTRACELULAR

Los macrofagos infectados con micobacterias activan sus propias vias apoptéticas poco después de la fagoci-
tosis de la bacteria; sin embargo, las cepas patdgenas de micobacterias inducen bajos niveles activacion apoptoti-
ca. El complejo Man-LAM también estimula la fosforilacion de una proteina preapoptética denominada BAD,
cuya fosforilacion previene la union de las proteinas anti apoptéticas Bcl-2 y Bcl-XL. El Bcl-2 libre, previene la
salida de citocromo C de la mitocondria. Las micobacterias patdgenas también controlan la apoptosis por la inhi-
bicion del efecto del TNFa, mediante la induccion de la expresion de su receptor soluble (TNFR2), (37).

PAPEL DE LOS RECEPTORES DE MEMBRANA EN LA SUPRESION DE LA ACTIVIDAD
MICROBICIDA DEL MACROFAGO CONTRA MAP

Los receptores de membrana y su grado de expresion estan relacionados con la actividad microbicida de
MAP en los macrofagos y con su actividad de presentacidn antigénica. MAP interviene con la presentacién anti-
génica por la inhibicién de la activacion de enzimas proteoliticas en el fagosoma y la distribucion de las moléculas
CMH de clase 1y clase 1l (30). Adicionalmente los macr6fagos infectados por MAP no expresan CMH al ser es-
timulados por el INFy.

La presentacion antigenica puede estar inhibida por proteinasas fagosomales, una de las cuales es la captesina
D, la cual se encuentra inactiva en el fagosoma temprano, pero esta activa en el fagosoma maduro (29); en tanto
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gue esta alterada en los fagosomas que contienen cepas virulentas de MAP. Otros mecanismos implican la accion
de la IL-10, por su efecto sobre la expresion de las moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad clase II,
CD80, CD86 y las ICAM-1 en la membrana celular del macrofago (60).

MAP es un microorganismo altamente adaptado para evadir la respuesta inmune del hospedero bovino, en
especial por su capacidad para alterar todos los mecanismos dependientes de la activacion del macréfago. Los
resultados de los estudios convencionales sobre la interrelacion entre el MAP y los macrofagos del hospedero, han
sido corroborados por los estudios de genémica y protedmica.

La expresion génica de los macréfagos bovinos infectados por MAP sugiere que las cepas patdgenas, los bo-
vinos susceptibles y otros factores inherentes a la relacion individuo-agente-ambiente, determinan en gran medida
la progresion de una infeccién inicial hacia la eliminacion de la bacteria, siempre y cuando los macréfagos y las
CPA sean capaces de modular la respuesta inmune especifica, de tal manera que predomine la produccion de cito-
quinas que favorezcan la lisis intracelular de MAP vy la eliminacién de los macréfagos infectados por la via apop-
totica 0 mediante la citotoxicidad ejercida por las células NK o por los LT CD8+. De lo contrario, ocurrird una
activacion de la via relacionada con el fenotipo Th2, en cuyo caso el animal afectado tendra una infeccion que
cursaré con los cuatro estadios de la enfermedad de Johne, hasta culminar indefectiblemente en el estadio IV (cli-
nico terminal) de la enfermedad.

PERSPECTIVA DE INVESTIGACION EN LA RESPUESTA INMUNE CONTRE MAP

Tan sélo en la década 2010-2020 se tendran los resultados de estudios que hagan un analisis integral de las re-
laciones genéticas con la patogenia y la persistencia de una cepa particular y con su capacidad para causar la en-
fermedad. Por consiguiente, el entendimiento de los mecanismos que utiliza MAP para sobrevivir en los macréfa-
gos sera fundamental en la presente década, con el fin de desarrollar alternativas tecnolégicas y terapéuticas para
el control de la paratuberculosis bovina.

Por otra parte, se requiere disefiar estudios que evalien en un modelo natural de la enfermedad en hatos en-
zodticos, la progresion de la respuesta inmune desde la infeccion inicial hasta del desarrollo de las formas sub
clinicas y clinicas, y su relacién con los diferentes momentos fisioldgicos de la vaca, para discernir el efecto que
los factores estresantes relacionados con el parto, la lactancia y le presion metabdlica de la produccion lactea,
puedan tener sobre la respuesta inmune del animal infectado por MAP.

De la misma manera, se debe estudiar por qué sélo una baja proporcioén de bovinos en un hato enzodtico
desarrollan los estados clinicos de la enfermedad. Con el desarrollo de nuevas tecnologias y con una inversion
adecuada en investigacion cientifica, los mecanismos de evasion de la respuesta inmune innata y especifica y la
sobrevivencia de MAP podran ser dilucidados y de esta manera se hard una contribucion importante al entendi-
miento de la patogénesis de esta enfermedad y de otros bacterias intracelulares que afectan la salud de los anima-
les y del humano.
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