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I. RESUMEN

La protecciéon contra M., tuberculosis se lleva a cabo por la activacion de los
macrdéfagos infectados, lo cual es el resultado de la accién de las linfocinas liberadas por
los linfocitos T cooperadores CD4+. Para que se monte una respuesta inmune especifica
contra ¢l bacilo es necesaria la activacion del linfocito T CD4+ y ésta requiere al menos
dos sefiales. Una sefial es dada por la union del receptor del linfocito T con el complejo
antigeno-molécula clase 1I del Complejo Mayor de Histocompatibilidad (CMH) de la
célula presentadora de antigeno. La segunda sefial proviene de la interleucina 1 (alfa o
beta) producida por la misma célula presentadora del antigeno. Este evento conduce a la
expansion clonal bajo la influencia de interleucina 2 (Unanue,1984).

Recientemente se ha propuesto que las micobacterias pueden evadir a la respuesta
inmune modulando la expresion de las moléculas clase I1 del CMH sobre las células
presentadoras de antigeno, y se han dado a conocer datos que muestran que la infeccion
“in vitro” de macréfagos murinos con M. microti viva causa una reduccion en la
expresion de las moléculas Ia del CMH del ratén . De la misma manera pero utilizando
M. kansasii y macréfagos peritoneales de ratén, se demostr6 también una disminucion en
el porcentaje de células que expresaban moléculas Ia . Ademas de que esta disminucion de
las moléculas era mas evidente cuando los macréfagos contenian un gran numero de

bacilos .



Se ha considerado que la IL-1 alfa asociada a la membrana celular est4 mas
involucrada con la respuesta inmune adquirida, mientras que la IL-1 beta que estd presente
en ¢l citoplasma y es secretada bajo estimulacion, esta mas relacionada con la
resistencia natural . El objetivo de este trabajo fue el de determinar si existian cambios en
la expresién de las moléculas HLA-DR e IL-1 alfa en la membrana de los macrofagos
estimulados con diferentes dosis de M. tuberculosis H37Ra avirulenta y H37Rv virulenta.

La expresion de ambas moléculas se determiné mediante citometria de flujo y por
inmunofluorescencia directa e indirecta. Cuando estimulamos con M. tuberculosis H37Ra
obtuvimos un aumento en la expresién de ambas moléculas proporcional a la dosis de
bacterias. Con la cepa H37Rv hubo una disminucién significativa en la expresion de las
moléculas HLA-DR, con la dosis mas alta, mientras que la expresion de la IL-1 alfa no
sufrié cambio en su expresion, lo que también pudiera interpretarse como una inhibicion
de su produccién o sintesis Con estos resultados podemos decir que se demostré lo
planteado en la hipétesis, debido a que si se presentd una disminucién en la expresion de
ambas moléculas en los macréfagos estimulados “in vitro” con M. tuberculosis, y este
efecto fué dependiente de la dosis y virulencia de esta micobacteria.

Concluimos que una  sobreinfeccidon de los macrofagos al producir una
disminucion de la expresion de moléculas clase II (HLA-DR), y una posible supresion de
la sintesis o expresion de [L-lm pudiera explicar en parte la falta de respuesta inmune
celular en pacientes con tuberculosis cronica, resistente al tratamiento o en pacientes con

tuberculosis diseminada.



II. INTRODUCCION

Las infecciones bacterianas en el hombre ilustran los mecanismos que intervienen
en la relacidén huésped-pardsito, y el resultado depende de la dotacién genética del huésped
y de la capacidad genética de la bacteria. En general se acepta que las bacterias poseen un
grado extremo de variabilidad y tienen gran potencial de adaptacion mediante mecanismos
como mutacién, alteraciones metabdlicas provocadas por un cambio ambiental,
lisogenizacion con bacteriofagos, produccién de toxinas, y capacidad de supervivencia
prolongada (esporulacién). Estas respuestas complejas del patégeno bacteriano se
encuentran con respuestas igualmente complejas y diversas del proceso inmunitario en el
hombre.

La relacion huésped-pardsito es la interaccion entre los factores que controlan la
virulencia de un microorganismo y la respuesta inmune del huésped que ha de responder en
forma rapida y eficaz para conservar el equilibrio inmunolégico (homeostasis). Los
factores que influyen en la relacién huésped-pardsito incluyen edad, predisposicion
genética, nuiricion, estados metabolico y psicologico del huésped, asi como el ambiente en
el cual tiene [ugar la relacion.

El papel de los fagocitos mononucleares en la infeccion por bacterias intracelulares
es doblemente importante porque son tanto el habitat esencial para la supervivencia
bacteriana, como también parte de las principales células efectoras de defensa.

Los microorganismos intracelulares tienden a utilizar principalmente al macrofago
para poder multiplicarse. En 1952 Suter (1) utilizando bacilos de M. tuberculosis demostrd
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la participacion directa de las células mononucleares en este tipo de infecciones.
Posteriormente en 1962 Mackaness (2) demostré que los macrofagos de rata infectados con
listerias, brucelas y micobacterias, eran capaces de destruir a estas bacterias intracelulares
facultativas, y que ademas la infeccién previaen esas ratas con dosis altas de bacilos de
M. tuberculosis las hacia resistentes a infecciones posteriores. Dannenberg (3) trabajando
con L. monocitogenes y S. typhimurium postulé que los macréfagos pueden activarse o
morir en una lesién infecciosa activa, y que esta activacion o muerte depende del nimero de
microorganismos infectantes y del estado previo de activacion de los macrdfagos.

Los fagocitos mononucleares son extremadamente heterogéneos con respecto a su
capacidad antibacteriana, dependiendo de su localizacion en el tejido y del grado de
activacion por estimulos enddgenos. Las principales funciones efectoras de los fagocitos
mononucleares incluyen: la generacion de intermediarios reactivos de oxigeno, produccion
de intermediarios reactivos de nitrégeno, acidificacion del fagosoma y la fusion lisosoma-
fagosoma. La mayoria de estos mecanismos son inducidos por una activacion apropiada,
atribuida principalmente a la estimulacion con interferén gamma.

La capacidad de replicarse dentro de la célula huésped es una de las caracteristicas
patogénicas de las bacterias intracelulares. Se han descrito diferentes mecanismos por
medio de los cuales estos microorganismos pueden permanecer intracelularmente: por
evasion del compartimiento citoplasmico, interferencia con los intermediarios reactivos de
oxigeno, inhibicién de la fusién fagosoma-lisosoma, neutralizacion del pH fagosomal,

resistencia a las enzimas lisosomales y la induccion de proteinas de choque térmico (4).



Uno de los microorganismos intracelulares que ha causado infecciones crénicas en
el humano desde hace mucho tiempo es M. tuberculosis (bacilo de Koch), que se localiza
principalmente en los pulmones y se identifica por la presencia de tubérculos y necrosis
cascosa. También M.bovis es capaz de producir tuberculosis en el humano, aunque cada vez
con menos frecuencia.

La tuberculosis ain representa un serio problema a nivel mundial en especial en
paises en vias de desarrollo. En afios recientes, la pandemia por el virus de la
inmunodeficiencia humana ha incrementado el nimero de casos de tuberculosis
especialmente en los paises desarrollados. Anuaimente en México se detectan unos 20,000
casos nuevos de tuberculosis, 95% pulmonar, y es causa de alrededor de 6,000 defunciones,
aunque hay evidencias que estas cifras pueden estar por debajo del numero real ( 5).

La tuberculosis es capaz de afectar a cualquier érgano de la economia en forma
cronica y progresiva, por lo que su cuadro clinico esta en relacion con el drgano o sistema
que ataque. La forma mas frecuente, como se mencioné anteriommente, es la forma
pulmonar, que en la mayoria de las veces provoca un cuadro cronico caracterizado por tos,
expectoracion, fiebre y ataque al estado general. Su diagnéstico presuntivo se establece
tomando en cuenta la sintomatologia y la evidencia de los bacilos acido-alcohol resistentes
en el producto clinico, y en forma definitiva si se logra aislar a M.tuberculosis. (6).

M.tuberculosis pertenece a la familia Mycobacteriaceae del orden Actinomycetales.
Debido a su gran contenido en lipidos es acido-alcohol resistente y al ser tefiidos por la

técnica de Ziehl Neelsen (fucsina bdsica con fenol y aplicacion de calor) o de Kinyoun (el



mismo colorante en frio}), retienen fuertemente al colorante y no se decoloran cuando Ia
preparacion se lava con alcohol-acido. Asi, los bacilos se tifien de color purpura y se ven
facilmente en el microscopio como bacilos alargados, ligeramente curvos, de 0.2-0.6 pm de
ancho y 1-4 pm de largo (7,8). Es aerobio estricto, no esporulado, inmévil y es un pardsito
obligado. En medios de cultivo sintéticos su crecimiento es lento, con un tiempo de
generacion de 15 a 20 horas. Sus colonias en medio sélido son rugosas, usualmente en
cordones o bandas serpentinas. Se le puede aislar con relativa facilidad en cultivos de 3 a 6
semanas en medios solidos con huevo (Lowenstein-Jensen, Petragnani), los cuales
contienen inhibidores del crecimiento de otras bacterias que pudieran acompaiiar al inéculo.
Para distinguir M.fuberculosis de otras micobacterias se toma en cuenta su crecimiento
lento y que no tenga pigmento, que produzca niacina, reduzca nitratos, que tenga catalasa,
que sea termolabil y sea sensible a la isoniazida (9,10).

Estructuralmente, M.fuberculosis esti cubierto por una gruesa pared, la cual tiene
una organizacion similar a la de otros actinomicetos y a la de las bacterias corineformes, y
corresponde al tipo IV, con grandes cantidades de acido meso-diaminopimélico y
arabinogalactana (9). Los componentes de esta pared son responsables de la resistencia
bacteriana a la desecacion, de su afinidad tintonal, de sus efectos téxicos, de su capacidad
adyuvante, y de la induccion de respuestas protectoras y de hipersensibilidad (10).

Desde el punto de vista antigénico, la molécula no proteinica i‘nmunodominante en
las respuestas humorales es el disacarido arabinogalactana (11). Se encuentra umda

covalentemente, tanto al peptidoglicano como a los acidos micdlicos ramificados de peso



molecular alto, cuyo conjunto forma un complejo macromolecular que ¢omprende el 35%
de la masa molecular de la micobactena (10). A este complejo se le asocian en forma no
covalente el factor cuerda (dimicoliltrehalosa), varios sulfatidos, glicopeptidolipidos
(GPL),, lipooligosacdridos (LOS) y glicolipidos fenélicos (GLP). Otro complejo
antigénicamente importante de la pared celular esta constituido por la lipoarabinomanana
(LAM) que esta fuertemente acilada, contiene fosfoinositol y fosfatidilinositol y parece
estar asociada a la membrana (12).

En la tuberculosis, similarmente a le que ocurre en otras infecciones por
microorganismos intracelulares, la proteccién inmunolégica depende fundamentalmente de
la respuesta mediada por linfocitos T (13). En los érganos linfoides la mayor parte de los
linfocitos especificos para M.tuberculosis son alfa-beta, en tanto que en las mucosas son los
linfocitos gamma-delta (14), aunque el papel de estos ultimos atin no esta bien definido.

La proteccion contra M.tuberculosis se lleva principalmente a cabo por medio de la
activacién de macréfagos infectados, lo cual es el resultado de la accidon de las linfocinas
secretadas por linfocitos T cooperadores ( Ty X15). Para que se monte una respuesta
inmune especifica contra el bacilo es necesario la activacién del linfocito T CD4 y requiere
al menos dos sefiales. Una sefal es provista por la unién del receptor de la célula T con el
complejo antigeno-molécula clase II de la célula presentadora de antigeno y la segunda
sefial proviene de la interleucina 1 (IL-1 alfa o beta), producida por la misma célula
presentadora de antigeno. Este evento conduce a la expansién clonal bajo la influencia de

interleucina 2 (16).



Considerando los mecanismos iniciales o tempranos de la respuesta inmune
especifica, esta bicn establecido que es necesaria la compatibilidad entre el complejo mayor
de histocompatibilidad (CMH) de la célula presentadora de antigeno (CPA) y la célula T
(17-20). En un cultivo mixto de leucocitos, la proliferacién de las células T respondedoras,
no ocurre sin la presencia de células estimuladoras que expresan las moléculas clase II del
CMH. La expresi6n de los antigenos clase I del CMH pueden ser inducidos o aumentados
por linfocinas secretadas por células T activadas (21,22), como con el interfer6n gamma
obtenido por recombinante (25,26). Las moléculas clase II, HLA-DR, -DP Y DQ del CMH
son heterodimeros que consisten de dos cadenas de glucoproteina, una alfa (PM 34 kDa) y
una beta (PM 29 kDa) en asociacién no covalente. Las cadenas alfa y beta, estin
compuestas de 229 y 237 aminoacidos respectivamente, consisten cada cadena de tres
regiones, una region extracelular hidrofilica, una region transmembranal hidrofébica, y una
region intracelular hidrofilica. La region hidrofilica de la cadena alfa contiene dos dominios
denominados alfa 1 y alfa 2. La region extracelular hidrofilica de la cadena beta también
contiene dos dominios denominados respectivamente beta | y beta 2. Los dominios alfa 2 y
beta 2 muestran homologia importante con les dominios de las regiones constantes de la
inmunoglobulina. Las moléculas clase 1l ticnen distribucién celular limitada. Se encuentran
principalmente sobre las células inmunocompetentes, linfocitos B, células presentadoras de
antigeno (macrofagos y células dendriticas) y, en humanos, en células T activadas. El
complejo genético HLA del CMH ocupa un segmento de cerca de 3,500 kilobases en el

brazo corto del cromosoma 6 (27,28 ).



De la misma manera como se ha considerado de gran importancia la expresion de
las moléculias clase II en las células presentadoras de antigeno para la activacion de la célula
T cooperadora (T CD4); la Interleucina 1( IL-1) es indispensable también para que se monte
una respuesta inmune especifica. Esta monocina producida y liberada por los macréfagos
estimulados con antigenos, pardsitos u otras moléculas inductoras, juegan un papel
importante en los fendmenos de resistencia natural y en los mecanismos inductores de la
respuesta inmunologica (29). Se han descrito dos genes que codifican para IL-1, los cuales
codifican para dos distintos péptidos, IL-1 alfa y para IL-1 beta (30,31). Estas dos
moléculas son diferentes en su estructura primaria pero aparentemente poseen afinidad por
el mismo receptor y actividades biolégicas iguales (32,33). Entre esas actividades se
incluyen la estimulacion de la célula T y sintesis de IL-2, proliferacion de células B,
produccion de inmunoglobulinas, sintesis de colagenasa por células sinoviales, proliferacion
de fibroblastos, sintesis de proteinas de fase aguda y respuestas febriles entre otras (34,29)

La relacion entre fagocitosis y presentacion de antigeno representa un balance
requerido para la induccion de una reacciéon inmune apropiada. La estimulacion de
monocitos con zimosan produce una reduccion en la expresion de antigenos clase II del
CMH y una pérdida en la capacidad presentadora de antigeno (35). Los antigenos Clase 11
del CMH (HLA-DR en el humano e Ia en ¢l sistema murino), son importantes en la
generacion de la respuesta inmune celular contra muchos antigenos incluyendo a
micobacterias (36-38). Recientemente se ha propuesto que las micobacterias pueden evadir
la respuesta inmune modulando la expresion de las moléculas clase II del CMH sobre las
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células presentadoras de antigeno (39,40). Kaye, Sims, y Feldmann (41) han dado a conocer
datos que muestran que la infeccidn in vitro de macrofagos peritoneales de raton con bacilos
de M. microti viva causa una reduccion de antigenos Ia. De la misma manera pero
utilizando, M. kansasii para la infeccién in vitro de macrofagos peritoneales de raton se
demostré una disminucion en el porcentaje de células que expresan los antigenos Ia (42). En
este mismo estudio reportaron que cuando los macréfagos contenian un gran niimero de
bacilos, la expresion de antigenos la era mas afectada. En el laboratorio de
Inmunoinfectologia del Departamento de Inmunclogia de la Facultad de Medicina, Arce,
Cadena y Cols. reportaron que el bacilo de Calmette y Guérin (BCG) y una cepa de
bacterias de M. tuberculosis aislada de un paciente con tuberculosis pulmonar, (8-10
bacterias/célula) fueron capaces de incrementar la expresion de la molécula HLA-DR en
macrofagos humanos estimulades “in vitro™.

Se ha considerado en base ha lo reportado que el macréfago es uno de los
participantes principales en la defensa inmunolégica en contra de M. tuberculosis y que las
citocinas que estos producen juegan un papel importante en la manifestacion y eventos
patolégicos de la tuberculosis, especialmente en la formacién de granulomas y sintomas
sistémicos. Entre las mas importantes dentro del sistema inmune se encuentra la
interleucina 1. Su relacion ¢ importancia en las enfermedades infecciosas por
microorganismos intracelulares esta empezando a ser estudiada. JL-1 beta parece ser una
citocina importante en la respuesta del huésped contra M. fuberculosis, ya que grandes

cantidades son liberadas in vitro después de la estimulacion de fagocitos mononucleares.

10



En estudios recientes efectuados en el Departamento de Inmunologia se ha
demostrado que los componentes de la pared celular de las micobacterias como el
lipoarabinomannan {LAM]} y los glicolipidos fendlicas (GLP-1) son potentes inductores de
la expresidn genética de interleucina 1 beta en monocitos humanos, y que se presentaba un
efecto dosis - respuesta, tanto con estos inductores como con las bacterias completas de
M. tuberculosis y M. leprae (43).

En 1985 Kurt-Jones y colaboradores (44) publicaron la presencia de moléculas de
inteleucina 1 asociada a la membrana de macréfagos murinos con capacidad de estimular
también la proliferacién de los linfocitos T y timocitos, la cual denominaron IL-1 alfa de
membrana (IL-1m) Un afio después, Weaver y Unanue (16) publicaron que su expresion
estaba relacionada con la induccioén antigénica especifica y con la presencia de factores
solubles derivados de linfocitos T.

En 1987 Conlon y colaboradores (45), observaron la superficie tefiida de monocitos
humanos al utilizar anticuerpos monoclonales contra la [L.-1 alfa, lo cual no se observé
cuando agregaron anticuerpos dirigidos contra [L-1 beta. Posteriormente reportaron también
que al utilizar anticuerpos policlonales purificados contra la proteina IL-1 alfa, los efectos
de activacion de la proliferacion de linfocitos podian ser inhibidos; mientras que no se
presenté actividad inhibitoria al utilizar anticuerpos especificos contra la proteina IL-1 beta.

En este trabajo se planteé la hipotesis de que la IL-1 alfa (IL1m) estd
particularmente involucrada con la respuesta inmune adquirida, mientras que la IL-1 beta
(IL-1s) esta presente en el citoplasma, es secretada bajo estimulacion y estd mas relacionada
con la resistencia natural.
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En base a los estudios recientes en los que se sugiere que las micobacterias
pueden modular la expresién de moléculas importantes en la membrana de macréfagos , y
considerando su influencia directa sobre la induccion de la respuesta inmune anti-
micobacteriana, consideramos importante el realizar un estudio “in vitro” de la influencia de
M. tuberculosis virulenta sobre la expresion de interleucina 1 de membrana (IL-1m) y
Moléculas Clase Il (HLA-DR), en macrofagos provenientes de humanos sanos , lo que
pudiera explicar en parte la faita de respuesta inmune celular en pacientes con tuberculosis

miliar; evento que nho ocurriria con una micobacteria avirulenta.
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IILHIPOTESIS.
Se produce una disminucién de la expresién de las moléculas de membrana IL-1
alfa (IL-1 m) y HLA-DR del Complejo Mayor de Histocompatibilidad de los macréfagos
humanos estimulados “in vitro” con M. tuberculosis y ademas este efecto, es dependiente

de la dosis y virulencia del microorganismo.
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IVOBJETIVO GENERAL

Determinar si se producen cambios significativos en la expresion de IL-1 alfa y
moléculas HLA-DR del Complejo Mayor de Histocompatibilidad en la membrana de
macrofagos humanos estimulados “in vitro” con diferentes dosis de M. tuberculosis

virulenta y avirulenta.
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1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.- Obtener la suspension bacteriana de M., fuberculosis virulenta y avirulenta y estandarizar

las diferentes dosis experimentales.

2.- Determinar la expresion de moléculas IL-1 alfa en la membrana de macrofagos
humanos estimulados y no estimulados “in vitro” con 2X10°, 2x107 y 1x10° bacterias

de M. tuberculosis virulenta y avirulenta utilizando la citometria de flujo.
3.- Estudiar la expresion de moléculas HLA-DR en la membrana de macréfagos humanos
estimulados y no estimulados “in vitro” con 2X10° , 2x10 y 1x10® bacterias de

M. tuberculosis virulenta y avirulenta, aplicando la citometria de flujo.

4.- Identificar el porcentaje de macrofagos estimulados y no estimulados que expresan las

moléculas de IL-1 alfa y HLA-DR mediante Microscopia de Fluorescencia.
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V. MATERIAL YMETODOS

L. OBTENCION DE LA MASA BACTERIANA DE M. tuberculosis.

1.1.  Cepade M. tuberculosis.

La cepa virulenta de M. tuberculosis H37Rv viva utilizada en este trabajo fue
donada por el Dr. Oscar Rojas Espinosa del Departamento de Inmunologia de la
Escuela de Ciencias Biologicas del Instituto Politécnico Nacional. La cepa avirulenta
de M. tuberculosis H37TRa que son bacterias muertas fueron obtenidas de fuentes

comerciales (Difco, Mich. USA).

1.2.  Cultivo de M. tuberculosis.

Para obtener la masa bacteriana de M. tuberculosis de la cepa virulenta H37Rv se
sembrd primero en medio sélido de Lowenstein-Jensen durante 4 semanas a 37°C, y luego
para su propagacion se cultivé en matraces de 1 litro y se utilizé medio liquido de
Proskauer-Beck modificado por Youmans (PBY) y el cultivo se realizé también durante

otras 4 semanas a 37°C (46, 47 ).
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1.3.  Cuenta de baciles y estandarizacion de las dosis experimentales.

Las bacterias de la cepa H37Rv fueron muertas por calor en autoclave a 15 lhs/pulg2
durante 30 minutos a 121 °C, posteriormente se pasé el cultivo a través de papel filtro y asi
obtuvimos la masa bacteriana la cual se dejd secar a temperatura ambiente, s¢ tomaron 6 gr
y se prepararon 10 ml de supension celular en medio de cultivo conteniendo 5% de Tween
80. Para obtener una mejor disgregacion bacteriana se utilizaron frascos con tapas
herméticas para volumen de 5 ml , a los cuales se le colocaron perlas de vidrio y se mezclé
la suspension en un mezlador vortex durante 2 minutos . Para verificar la disgregacion
completa de la suspension se prepararon diluciones de 1:10, 1:100 y 1:1000 en solucién
salina y se tomd | pl de cada dilucién con pipetas automaticas para después realizar la
cuenta de bacilos en una drea marcada de un portaobjetos, utilizando para la observacion la
tincién de Ziehl-Neelsen y considerando e¢n la cuenta final el factor de dilucién y el
volumen total de la suspension, a partir de la cual se tomé ¢l volumen correspondiente para
cada una de las dosis bacterianas experimentales en el grupo de estudio correspondiente.
Para el caso de la cepa H37Ra se realiz6 la cuenta de bacilos directamente de la preparacién

comercial (48 ).
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2. OBTENCION DE CELULAS MONONUCLEARES HUMANAS.
2.1.  Separacién de células mononucleares de sangre venosa periférica de sujetos sanos.
Por puncidn venosa se obtuvieron 30 ml. de sangre venosa periférica con 100
unidades de heparina los cuales se diluyeron con 30 mi de solucién Hank's. Después se
colocaron sin mezclarse 10 ml de la sangre diluida sobre 4 ml de Ficoll Hypaque (densidad
1.077). Después de centrifugar a 1,300 rpm/30 minutos se removid la monocapa de células
mononucleares y se lavaron 3 veces (1,300 rpm/10 min.) con amortiguador salina fosfatos
(PBS). Las células sc¢ resuspendieron en 3 ml de medio de cultivo RPMI 1640 con
glutamina 200mM, 5% de suero bovino fetal, 100 U/mnl de penicilina G y 100 pg/ml de
estreptomicina. Las células se contaron en una cdmara de Neubauer y la poblacién celular

se ajusto a 1x10° células/ml.

3. DETERMINACION DE LA EXPRESION DE IL-1 ALFA (IL-lm) Y

MOLECULAS HLA-DR POR CITOMETRIA DE FLUJO.

Se trabajo con 4 grupos, por duplicado y todos los cultivos se hicieron en tubos de
poliestireno Beckton Dickinson a los cuales se¢ agregd 1 ml de suspension celular: el primer
grupo contenia unicamente la suspension de células mononucleares en RPMI 1640, los
otros tres grupos contenian ademas de la suspensién de mononucleares (1x106cel/m1) las
diferentes dosis de M. tuberculosis 2x10°%, 2x10” y 1x10® bacterias (H37Ra o H37Rv)
respectivamente. Los prupos fueron tratados en las mismas condiciones: Se incubaron
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durante 48 hr a 37°C y 5%CO,, pasado este tiempo se realizd un lavado con medio de
cultivo y se centrifugd a 1200 rpm durante 3 minutos para eliminar la mayor parte de
bacilos de la suspension y luego se agregaron 10 pl (1 pg) de anticuerpo policlonal hecho
en conejo anti-IL-1 alfa a cada uno de los tubos correspondientes de cada grupo, se incub6
por 1 hora a temperatura ambiente y posteriormente se lavo 2 veces con PBS, luego
agregamos 10 pl (5 pg) del anticuerpo antigamaglobulinas de conejo marcado con
fluoresceina. En otra serie de tubos se agregd 10 pl (2 ug) de anticuerpo monoclonal anti-
HLA-DR marcado con isotiocianato de fluoresceina y todos los tubos se incubaron a
temperatura ambiente durante 30 minutos, pasado este tiempo se hicieron 2 lavados con
amortiguador salina fosfatos pH 7.2 para eliminar €] exceso de anticuerpo y la suspension
celular se resuspendidé finalmente en 1 ml de este mismo diluyente. La medicién de la
expresion de ambas moléculas en cada uno de los grupos se hizo por separado mediante
citometria utilizando un citémetro de flujo marca Beckton Dickinson modelo FACSort
(49,50) para lo cual se utilizé el software Lysis II. Se ajust6 el equipo con microesferas
calibradoras (CaliBRITE Beads) de 5-6 um de didmetro marcadas y no marcadas con
Isotiocianato de fluoresceina (FITC) con un flujo de paso de 1000 cel/seg. Asi también se
ajustaron los 3 detectores utilizados, el que detect6 el angulo de dispersion del rayo laser en
base al eje de incidencia y que determing el tamaiio relativo celular (Forwar scatter-FSC), el
detector que midid el angulo mayor de dispersién de luz, especifico de granularidad relativa
celular (Side-scatter- SSC) y por 1ltimo se ajust6 el detector de la fluorescencia emitida
(FL1) por el isotiocianato de fluoresceina presente en la microesferas marcadas. Se midi6

19



primeramente el control de autofluorescencia comrespondiente al tubo que contenia 1 ml de
suspension celular (1x10° cel/ml) en PBS , al cual no se le agregd el anticuerpo marcado
con fluoresceina. Enseguida se¢ colocod en el aparato el tubo que contenia el control de
tincion inespecifica o tincién negativa, en este caso se utilizé inmunoglobulina inespecifica
de ratén marcada con FITC del mismo isotipo al del anticuerpo monoclonal especifico
utilizado para determinar la expresion de las moléculas HLA-DR o IL-1 alfa. Una vez
ajustado el aparato se colocd cada una de las muestras de los grupos problema y los
resultados se obtuvieron mediante la impresion de gréificas conteniendo los valores y

analisis estadistico de las medias relativas de intensidad de fluorescencia.

4. TECNICA INMUNOCITOQUIMICA,
4.1. Determinacién del porcentaje de monocitos positivos para IL-1 alfa y HLA-DR

La determinacion del porcentaje de monocitos que expresan las moléculas IL-1
alfa y HLA-DR de los diferentes grupos se hizo de manera similar a la metodologia
anterior, se trabajé con los cuatro grupos uno de los cuales se consideré como control
negativo correspondiente al cultivo de las células mononucleares con RPMI 1640, mientras
que en los otros grupas 1 ml (1x10° cel/ml) de la suspensién celular se incubo con 1x10°
bacterias de M. tuberculosis (H37Ra o H37Rv) respectivamente, debido a que fué la dosis
que nos dié resultados mas significativos al hacer la determinacion por citometria de flujo.
Todos los cultivos se incubaron por 48 hr a 37°C y 5% de CO, . Posteriormente se hicieron
2 lavados con PBS pH 7.2 y se centrifugaron los tubos a 1200 rpm durante 3 minutos para
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eliminar los bacilos que se encontraron en ¢l sobrenadante y luego se colocaron 10 pl (5 ug)
del anticuerpo policlonal anti- [L.-1 alfa a una serie de tubos conteniendo 1 ml de suspensién
celular y se incubé por 1 hora a temperatura ambiente, lavamos 2 veces con PBS y luego
agregamos 10 pl (5 pg) del anticuerpo antigamas de conejo marcado con fluoresceina. Por
otro lado, en otra serie de tubos de cada uno de los grupos de cultivo se colocaron 10 pl de
anticuerpo anti- HLA-DR . Todos los tubos se incubaron durante 1 hr a 4°C, pasado este
tiempo se lavaron 3 veces con PBS, para luego fijar las células con glutaraldehido al 1%
durante 15 minutos a temperatura ambiente, y como 1ltimo paso se colocaron 100 ul de la
suspension celular en un portaobjetos al cual se le colocé un cubreobjetos y se procedio a
observar y contar las células IL-1 alfa positivas o HLA-DR positivas en un microscopio de
epifluorescencia marca Zeiss y se determind el porcentaje de monocitos que expresaron

una u otra molécula.
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VI. RESULTADOS

Resultados de la expresion de IL-1 alfa (IL-1m) y moléculas HLA-DR del CMH
por los macrofagos de sujetos clinicamente sanos , utilizando como estimulo diferentes
dosis de bacilos de M. tuberculosis de la cepa avirulenta H37Ra y de la cepa virulenta
H37Rv . Los resultados del control de expresion basal se obtuvieron incubando las células
unicamente con el medio de cultivo RPMI 1640 .

Los estudios se realizaron en dos etapas trabajando con 15 individuos clinicamente
sanos, siendo en total 30 muestras analizadas y todo se realizé por duplicado. En la primera
etapa se hizo la determinacion de la expresion de las moléculas anteriormente mencionadas,
utilizando como estimulo la cepa avirulenta H37Ra de M. tuberculosis y en la segunda
etapa se realizé el mismo procedimiento pero utilizando la cepa virulenta H37Rv para la
determinacion de expresion. Todas estas determinaciones se hicieron mediante citometria
de flujo y por microscopia de fluorescencia.

Para el caso de la determinacion mediante citometria de flujo, en las graficas se
encuentran los resultados expresados en valores promedio de la intensidad de fluorescencia
emitida por las moléculas de [L-lm y HLA-DR de los macréfagos estimulados y no
estimulados con las diferentes cepas de M.tuberculosis. Los resultados obtenmidos mediante
Inmunofluorescencia se encuentran representados en las graficas como el porcentaje de
células que expresan IL-1 alfa o moléculas HLA-DR.
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Se hizo el analisis estadistico de los datos mediante la prueba de T student’s para
muestras pareadas. Para determinar el grado de significancia o diferencia se realizé la
comparacion de medias aritméticas de los grupos, entre los cuales se encontraba también el

grupo control de expresion basal.

1. EXPRESION DE IL-1 ALFA (IL-1m)
1.1 Efecto de M. tuberculosis H37Ra sobre la expresion de IL-1m

En la figura 1 se representan los valores de expresion de la molécula IL-1 alfa
cuando las células fueron estimuladas con la cepa avirulenta H37Ra a diferentes dosis y
trabajando con un control basal en el cual las células fueron incubadas tinicamente con el
medio de cultivo RPMI 1640

Mediante el analisis de los resultados y comparando con el control basal se observé
un aumento significativo (P< 0.05) en la expresion de IL-1m cuando se estimulé a los
macrofagos con la primera dosis de bacterias de la cepa H37Ra avirulenta, y al utilizar
dosis mayores de estas bacterias los resultados fueron mas significativos (P< 0.001),
presentindose un efecto directamente proporcional a la dosis 0 mimero de bacterias
colocadas en el cultivo. Mediante este resultado se demostrd el efecto adyuvante

caracteristico de M.fuberculosis avirulenta,
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Fig.1 Expresién de moléculas IL-1 alfa de macréfagos
estimulados con diferentes dosis bacterianas de
M.tuberculosis H37Ra e incubados con medio de
cultivo RPMI 1640 como control de expresion basal.

1.2.  Efecto de M.tuberculosis H37Rv sobre la expresion de IL-1m.
La figura 2 muestra los resultados promedio de expresion de IL-1 de membrana,
cuando las células fueron incubadas con la cepa virulenta de M.tuberculosis. Analizando

los resultados y haciendo la comparacién con el control de expresion basal se pudo observar

24



que no existié un cambio significativo en la expresion de IL-1 de membrana cuando las

células fueron incubadas con las diferentes dosis bacterianas de M.fuberculosis virulenta.
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Fig. 2. Expresién de IL-1 de membrana en macréfagos de
sujetos sanos estimulados con diferentes dosis bacterianas
de la cepa virulenta H37Rv de M.tuberculosis.
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.5 EXPRESION DE MOLECULAS HLA-DR
2.1  Efecto de M. tuberculosis H37Ra sobre la expresién de HLA-DR.

La expresioén promedio de las moléculas HLA-DR de los macréfagos estimulados
“in vitro” con la cepa avirulenta H37Ra de M. tuberculosis se encuentra representado en la
figura 3, observiandose un aumento en la expresion de las moléculas directamente

proporcional al aumento de las dosis bacterianas utilizadas de M. tuberculosis en los

cultivos correspondientes.
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Fig. 3 Expresion de moléculas HLA-DR con
diferentes dosis bacterianas de M.fuberculosis
H37Ra y con medio de cultivo RPMI 1640
como control de expresién basal.
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Mediante el analisis de comparacion entre los valores promedio de la expresion de

la molécula para cada dosis bacteriana, y el control se determinaron valores significativos

(P<0.05) a partir de la dosis de 2x10’ bacterias.
2.2 Efecto de M.tuberculosis H37Rv sobre la expresién de HLA-DR

En la figura 4 se presentan los resultados de expresion de las moléculas HLA-DR
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Fig. 4. Expresion de moléculas HLA-DR en la
membrana de macréfagos de sujetos sanos
estimulados con diferentes dosis
bacterianas de la cepa virulenta H37Rv de
M .tuberculosis.
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graficados en valores promedio de intensidad de fluorescencia correspondientes al grupo
de estudio, en el cual las células fueron incubadas con diferentes dosis bacterianas de la
cepa M. tuberculosis virulenta H37Rv y con medio de cultivo RPMI 1640 como control
de expresion basal.

Como se puede observar la expresion de la molécula HLA-DR en la membrana de
las células de los sujetos sanos disminuy6 cuando se utilizé como estimulo las diferentes
dosis bacterianas de M. tuberculosis H37Rv. Se presentd un efecto inversamente
proporcional de la expresion de la molécula en relacién a las dosis bacterianas utilizadas ,
y se observé una disminucion significativa (P< 0.05 ) cuando se estimuld el cultivo con
2x10’ y 2x10® bacterias respectivamente, todo esto comparado con el control en el cuil

las células fueron incubadas unicamente con el medio de cultivo.

3. EFECTO DE LA VIRULENCIA DE M.tuberculosis EN LA EXPRESION DE

IL-1m
3.1 Expresion de IL-1m relacionada con la virulencia de M. fuberculosis.

En la figura 5 se compararon los resultados obtenidos al utilizar la cepa avirulenta
de M. tuberculosis para estimular a los monocitos de sujetos sanos, en los cuales se
presentd un efecto dosis-respuesta, ¢s decir 24 mayor nimero de bacterias colocadas en el
cultivo, mayor expresion de las moléculas IL-1 alfa. Con la cepa virulenta H37Rv, no se

observé ningin cambio significative. Obsérvese lo diferente de su comportamiento.
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4. EFECTO DE LA VIRULENCIA DE M. tuberculosis EN LA EXPRESION DE

MOLECULAS HLA-DR.

4.1 Expresion de moléculas HLA-DR relacionada con la virulencia.
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Fig. 6. Comparacion de la expresién de moléculas HLA-DR
con las diferentes dosis bacterianas de la cepa
avirulenta H37Ra y virulenta H37Rv de
M.tuberculosis en macr6fagos de sujetos sanos.
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De la misma manera que en la expresion de las moléculas IL-1 alfa, observamos
la misma caracteristica en cuanto al efecto dosis-respuesta en la expresién de las
moléculas HLA-DR por los monocitos estimulados con las diferentes dosis bacterianas de
la cepa avirulenta H37Ra de M. tuberculosis. Sin embargo al hacer la comparacidn
(figura 6) con la expresidn de las moléculas HLA-DR que presentaron los monocitos
estimulados con la cepa virulenta H37Rv, pudimos observar como en este grupo la
expresion de estas moleculas presenté un efecto inversamente proporcional a las dosis

bacterianas utilizadas.

5. PORCENTAIJE DE MONQCITOS HLA-DR E IL-1 ALFA POSITIVOS

En la tabla 1 se encuentran los resultados obtenidos del porcentaje de monocitos
HLA-DR ¢ IL-1 alfa positivos estimulados y no estimulados con 1x10° bacterias de
M.tuberculosis virulenta y avirulenta ademas del porcentaje de células control las cuales
fueron incubadas Unicamente con medio de cultivo RPMI 1640. Para obtener estos
resultados aplicamos la técnica de inmunofluorescencia directa e indirecta utilizando

anticuerpos marcados con isotiocianato de fluoresceina.
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TABLA 1. PORCENTAJE DE MACROFAGOS IL-1 ALFA Y HLA-DR

POSITIVOS DETERMINADO POR INMUNOFLUORESCENCIA

ESTIMULO EXPRESION (%)
HLA-DR IL-1 ALFA
RPMI 1640 65 % 60 %
M. tuberculosis H37Ra 90 % 80 %

M. tuberculosis H37Ry 40 % 70 %
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5.1  Efecto de M. tuberculosis en el porcentaje de monocitos IL-1 alfa positivos .
Como podemos observar en la figura 7, cuando los monocitos fueron estimulados
con M. tuberculosis H37Ra se produjo un aumento en el porcentaje de estas células IL-1

alfa positivas comparado con el porcentaje determinado para el grupo control en el cual

los monocitos fueron incubados con el medio de cultivo RPMI 1640.

% DE CELULAS FLUORESCENTES

Fig: T

RPMI1 1640 H37Ra H37Rv

Porcentaje de macrofagos IL-1 alfa positivos
de sujetos sanos. Los macréfagos fueron
estimulados con 1x10%® bacterias de la cepa
virulenta y avirulenta de M.tuberculosis. y
utilizando como control las células incubadas
Gnicamente con el medio de cultivo RPMI
1640.

33



Cuando las células fueron incubadas con la cepa virulenta H37Rv se present6
también un aumento en el porcentaje de células positivas para IL-1 alfa pero en menor

grado al obtenido al utilizar la cepa aviruienta como estimulo en el cuitivo celular.

5.2  Efecto de M. tuberculosis en el porcentaje de monocitos HLA-DR positivos.

En este grupo las células fueron incubadas también con las cepas H37Ra y H37Rv
de M. tuberculosis v como grupo control con medio de cultivo dnicamente, la
determinacién de expresion de moléculas fué posible tambien mediante la observacion de

fluorescencia.

Los resultados se encuentran representados en la figura 8 y podemos observar como
se produce un aumento en el porcentaje de células positivas para HLA-DR cuando fueron
incubadas con la cepa avirulenta. Sin embargo cuando se utilizd como estimulo la cepa

virulenta H37Rv el porcentaje de monocitos HLA-DR positivos disminuyd.
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Fig. 8. Porcentaje de macréfagos HLA-DR positivos de
sujetos sanos. Las células fueron incubadas con
1x10% bacterias de las  cepas virulenta y
avirulenta de M.tuberculosis.
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VIL. DISCUSION

Actualmente muchas investigaciones tienen como papel central el entendimiento de
la patogénesis de la tuberculosis, principalmente a nivel de la interaccion entre el agente
causal y los fagocitos mononucleares. Tanto la anergia antigeno especifica como la anergia
inespecifica son caracteristicas importantes en las infecciones diseminadas causadas por
micobacterias, por lo cual muchos estudios se han enfocado también a la respuesta inmune
inicial a nivel de la interaccidn macréfago-célula T y a su consecuencia que es la

proliferacion clonal.

La pregunta clave que nos hicimos en ¢ste trabajo fué la de determinar si la
interaccion entre Mycobacterium tuberculosis y el macréfago produce en esta célula algin
efecto sobre la expresion de moléculas de membrana importantes en la presentacion del
antigeno y en la activacion de una respuesta inmune especifica adecuada . Por lo tanto para
saber mas acerca de la patogénesis de la tuberculosis nuestros estudios se avocaron a
evaluar el efecto de Mycobacterium tuberculosis sobre la expresion de IL-1 de membrana

(IL-1m) y moléculas HLA-DR en macrofagos de sujetos sanos.

La mayoria de los estudios en los que se relaciona el efecto de la infecciéon por
diversas especies de micobacterias sobre la expresién de moléculas HLA-DR del CMH se
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han realizado en macréfagos murinos y ademas se ha sugerido que cuando este
microorganismo intracelular esta vivo puede modular la expresion de otras moléculas
importantes en la membrana de los macréfagos (25-26), como consecuencia de una
influencia directa de la respuesta inmune anti-micobacterial. Segun los resultados de Kaye,
Sims, vy Feldmann ( 41 ) se presenta una reduccion en la expresion de antigenos Ia en
macréfagos peritoneales murinos cuando son infectados con diferentes dosis de bacterias de
M. microti . Estos mismos resultados se han obtenido utilizando bacilos de M. kansasii
(42) y se ha considerado un efecto mas significativo cuando utilizaron la bacteria viva que
al estimular con el microorganismo muerto. Sin embargo la mayoria de los estudios
inmunolégicos realizados en infecciones por micobacterias enfocados sobre los
componentes efectores de la respuesta inmune , han asumido que los bacilos vivos o
muertos pueden producir reacciones inmunoldgicas similares. Otros estudios “in vitro” de
proliferacién de linfocitos en los que se ha utilizado bacilos vivos o muertos por calor dan a
conocer que, cuando la bacteria esta viva, se requiere de bajas dosis bacilares para producir
una fuerte respuesta de células T, y que al utilizar la bacteria muerta se obtiene una

respuesta dosis dependiente (42),

Con otros microorganismos intracelulares se han obtenido otro tipo de resultados
con respecto a la molécula clase I ya que se ha descrito que la infeccién “in vivo” de
células peritoneales con Listeria monocytogenes produce un aumento en la proporeidn de
células que expresan las moléculas clase I ( 55, 56 ) . Estas discrepancias en cuanto al
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aumento o disminucin en la expresion de estas moléculas se han tomado como hecho
importante para seguir investigando las alteraciones que se presentan en la expresion de
antigenos HLA-DR y que ademas afectan las funciones de los monocitos en la respuesta
inmune. Poco se sabe también acerca de los cambios dindmicos de esta molécula en los
estados de salud y enfermedad. Sin embargo actualmente este fendmeno de alteracion se ha
relacionado mas en las infecciones o enfermedades causadas por micobacterias.
Examinando la interacciéon huésped - parasito a nivel de las células que actuan en la
respuesta inmune, Mathew en 1983 (57) analizd granulomas inducidos por M. bovis y
Mycobacterium leprae en cobayos y reportd la ausencia de células epiteloides Ia positivas.
Van Voorhis (58) y colaboradores observaron cortes histologicos de pacientes con lepra
lepromatosa y tubercuioide y analizaron la presencia de las moléculas HLA-DR en las
células de los tejidos afectados, encontrando valores normales o elevados en ambos grupos
de estudio. En contraste, Poulter (59), ha descrito una disminucidén de células HLA-DR

positivas en lesiones de pacicntes con lepra lepromatosa.

Todo lo que se ha reportado referente a los cambios en la expresion de las moléculas
HLA-DR ha sido con difcrentes sistemas de cultivos celulares y en los que se han utilizado
diversas especies de micobacterias u otros microorganismos intracejulares; en nuestro
estudio nosotros utilizamos cultivos de monocitos de sujetos sanos y cepas de
Mycobacterium tuberculosis. Primeramente estudiamos si se producia algiin cambio en Ia
expresion de las moléculas HLLA-DR en la membrana de estas células las cuales fueron
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estimuladas con M. tuberculosis y valoramos también si el efecto causado por el estimulo
dependia de la dosis y virulencia de este microorganismo. Nuestros resultados fueron
similares a los obtenidos por algunos autores que han trabajado con cultivos de macréfagos
peritoneales murinos midiendo expresién de moléculas Ia y en el caso de nuestro estudio
determinando la expresién de moléculas HLA-DR en monocitos humanos. Se encontro
como resultado un aumento significativo en la expresién de estas moléculas cuando las
células fueron estimuladas con la cepa avirulenta H37Ra de M. tuberculosis (fig. 3) v se
presentd un efecto proporcional dosis-respuesta con respecto al cultivo control de expresion
basal. Sin embargo cuando estimulamos a las células con la cepa virulenta H37Rv se
presentd un efecto de supresion dosis dependiente en la expresion de las moléculas HLA-
DR (fig. 4). Con este resultado podemos decir que hemos cumplido parte de la hipdtesis
planteada en la que nos referimos a que la disminucion en la expresién de esta molécula

dependia de la dosis y virulencia de M. tuberculosis.

Hasta el momento se desconoce como las micobacterias pueden modular la
expresién de moléculas importantes en la membrana de los macrofagos estimulados o
infectados . Se han realizado diversos estudios en los que se menciona que un posible
mecanismo de modulacién es a través de mediadores como prostaglandinas que actuan
como reguladores fisioldgicos (60). Alternativamente se ha demostrado que M. microti
produce un incremento en los niveles de AMP ciclico , lo cual provoca una inhibicion en la
expresion de moléculas Ia en células de raton. Mas recientemente se ha descrito ( 61) que
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M. tuberculosis induce un incremento en la expresion de genes tempranos (c-fos, JE, KC)
que de alguna manera pueden afectar la expresion de moléculas importantes para las
funciones propias de los macréfagos infectados. Entre estas moléculas se encuentra también
la interleucina 1 (IL-1) que participa de manera importante junto con las moléculas clase II
en la presentacion del antigeno y en la activacion de los linfocitos T CD4 para que se active
la respuesta inmune especifica . En el Departamento de Inmunologia se han realizado
trabajos en los que se han estudiado los cambios en cuanto a la sintesis y secrecion de IL-1
beta en infecciones por microorganismos intracelulares. En 1987 (43) se hizo un estudio en
el que se plante6 que la produccion de IL-1 beta (intracelular y extracelular) era deficiente
en los macrofagos de los pacientes con lepra lepromatosa, en comparaciéon con la IL-1
producida por los macr6fagos de los pacientes con lepra tuberculoide, que si desarrollan una
respuesta inmune especifica contra M. leprae. En este trabajo se concluyd que no existia
una deficiencia en la produccién de IL-1 beta en los pacientes lepromatosos, sino que por el
contrario liberaron espontancamente més IL-1 (dosis- dependiente) que los pacientes con
lepra tuberculoide. Hasta este trabajo, se habia considerado el estudio de la produccién o
participacion de IL-1 beta en infecciones por microorganismos intracelulares, sin embargo
con el presente trabajo se ha iniciado la tarea de estudiar a la molécula de IL-1 anclada a la
membrana denominada IL-1 alfa o IL-1 de membrana (IL-1m) . En este estudio en parte de
la hipdtesis se planted que la disminucion en la expresion de IL-1m de los macrofagos
estimulados “in vitro™ con M.tuberculosis , era dependiente de la dosis y virulencia de este
microorganismo. Para hacer este planteamiento se consideraron de manera importante los
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estudios realizados por Kurt-Jones y Unanue (62) donde relacionan la expresion de
moléculas Ia e IL-1 de membrana con la presentacion de antigenos de Listeria
monocytogenes. Usando este sistema ¢llos demostraron que la disminucion cuantitativa en
esas dos moléculas estaba asociada con cambios en la magnitud de Ia respuesta de células T

o respuesta inmune celular.

A partir de 1985 se ha demostrado por varios investigadores la presencia y
actividad biolégica de [as moléculas de IL-1 alfa presentes en la membrana de macréfagos
tanto murinos como de humanos (44,45). Se ha establecido que esta molécula estd mas
involucrada en la respuesta inmune adquirida, mientras que la IL-1 soluble (IL-1 beta) estd

mas relacionada con la resistencia natural.

> En nuestro estudio primeramente determinamos el efecto de diferentes dosis
bacterianas de M. tuberculosis avirulenta H37Ra en la expresion de IL-1m en macrofagos
humanos , y encontramos como resultado un aumento significativo en la expresion de esta
molécula considerando un efecto dosis-respuesta atribuible a la caracteristica de adyuvante
de la micobacteria. Para considerar si existia un cambio en el patron de expresion de [L-1m
al utilizar una cepa virulenta de M. tuberculosis, incubamos a las células con dosis
crecientes de bacilos de la cepa H37Rv y nuestros resultados no mostraron cambio

significativo en la expresion de IL-1m comparado con el control de expresion basal (fig. 5).
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Los estudios en los mecanismos de regulacion en la expresion de los dos tipos de
IL-1 han servido de base para considerar funciones especificas diferentes en ambas
moléculas. Lange- Watzin en 1987 (63) observaron una inhibicion en la expresién de IL-1m

al estudiar el efecto de la luz U.V. sobre¢ macréfagos de ratas, y al mismo tiempo se

presentd una estimulacién en la liberacion de IL-1 beta, concluyendo estos autores que la
IL-1 de membrana y la soluble son reguladas diferencialmente. En este trabajo se
encontraron diferencias en la expresion de las moléculas de IL-1m dependiendo de la cepa
de M. tuberculosis estudiada . La cepa avirulenta incrementd su expresion mientras que la
cepa virulenta no produjo cambios significativos comparado con el control o quizd esti
realmente produciendo una inhibicion de su expresion. Se podria entonces especular que
dicho efecto de no cambio o inhibicion de expresion de IL-1 m al utilizar la cepa virulenta
de M.tuberculosis podria deberse a que los componentes de virulencia de la bacteria estan
modulando de manera diferente la expresion de IL-1m comparado con lo observado con la
cepa avirulenta . Quizas se podria presentar una disminucion significativa en la expresion
de las moléculas al aumentar las dosis de bacterias de la cepa virulenta H37Rv de
M. tuberculosis en el cultivo celular.

Hasta el momento se desconoce el mecanismo por el cual se pueden estar llevando a
cabo los eventos de disminucion o aumento en la expresion de ambas moléculas de IL-1 ,
sin embargo ya s¢ han demostrado algunas posibles vias de regulacion , sobre las cuales
quizas algunos microorganismos intracelulares llevan a cabo su efecto evasivo modulando
la expresién de moléculas importantes para que se monte una respuesta inmune adecuada.
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Asi en los estudios de Kovacs en 1988 (64) se observé una inhibicion en la acumulacion
citosolica del RNA que codifica para IL-1 m, al utilizar antagonistas de protein cinasa C y
calmodulina sugiriéndose que la induccion de IL-1 esta relacionada con estas vias. También
se ha sugerido que un aumento en los niveles de prostaglandina PGE, puede llegar a
producir una inhibicion en la expresion de IL-1m (65).

En este trabajo se hizo la determinacion de expresion de las moléculas HLA-DR e
IL-1 alfa por dos métodos, con el objetivo de relacionar tanto la densidad de las moléculas
en la membrana de la célula estimulada (expresado en citometria como la media de
intensidad de fluorescencia) como con el mimero de células que expresan una u otra
molécula (determinado por inmunocitoquimica). Se enconird con esta Gltima técnica que
cuando las células fueron estimuladas con 1x10* bacterias de la cepa avirulenta de
M. tuberculosis se produjo un aumento en el nimero de células que expresaron moléculas
de IL-1m, diferente a lo que se observé cuando se utilizé6 como estimulo la cepa virulenta
H37Rv , ya que no existié cambio significativo en el porcentaje de células que expresaron
dicha molécula comparado con el control.

La determinacion del nimero de células que expresaron las moleculas HLA-DR se
hizo de manera similar y se observé un aumento en el porcentaje de dichas células cuando
se estimularon con la cepa avirulenta de M. tuberculosis siendo estos resultados semejantes
a los encontrados por Voorhis (58) en células de pacientes con lepra lepromatosa y
tuberculoide. Por el contrario cuando ser estimulé con la cepa virulenta H37Rv, se encontrod
una disminucion en el nimero de células que expresaron las moléculas HLA-DR, parecido
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a lo reportado por Poulter (59) en lesiones de pacientes con lepra lepromatosa. Estos
resultados aportan mas evidencia de que el mecanismo de modulacién sobre la expresion
de IL-1 alfa en las células estimuladas con M. tuberculosis podria tener relacion con la

virulencia de ¢ste microorganismo.

En resumen, con estos resultados podemos decir que se acepta la hipétesis, debido a
que si se presentd una disminucion en la expresién de las moléculas HLA-DR del CMH y
una inhibicién de la produccion de la IL-1m en los macréfagos estimulados “in vitro” con
M. tuberculosis, y este efecto fué dependiente de la dosis y virulencia de esta micobacteria.

Aiin queda mucho por hacer para entender exactamente cuales son los mecanismos
que intervienen en la patogenia de la tuberculosis, mas sin embargo se ha avanzado y se ha
dado una gran importancia a las moléculas de membrana de los macréfagos que son los que
inicialmente son infectados y que tienen la tarea de presentar los antigenos a los linfocitos T
cooperadores para que se monte la respuesta inmune especifica. Con nuestros hallazgos y
comparandolos con los de ofros autores en otros modelos, se sugiere que la infeccidn
natural con M. tuberculosis puede resultar en una inmunosupresion que incluye la
disminucién de la expresion de moléculas importantes como la IL-1m y determinantes

HLA-DR en los macréfagos infectados o estimulados.



VIIL. CONCLUSIONES

Al hacer el andlisis de los resultados en esta investigacion podemos concluir lo

siguiente:

1.- Se demostré un aumento significativo (P< 0.01) en la expresion de IL-1 alfa (IL-1m) y

moléculas HLA- DR cuando estimulamos a los macréfagos con M. tuberculosis H37Ra.

2.- Se demostrd una disminucion estadisticamente significativa (P< 0.01) en la expresién de

moléculas HLA-DR cuando estimulamos a los macréfagos con M. tuberculosis H37Rv.

3.- No observamos diferencia significativa en la expresién de IL-1m cuando se utilizé como

estimulo M. tuberculosis H37Rv.

4.- Por inmunofluorescencia se demostré una disminucion en el porcentaje de células

HLA-DR positivas cuando fueron estimuladas con ix10® bacterias de M. fuberculosis

virulenta y no hubo cambio al utilizar la cepa avirulenta,
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X. APENDICES

APENDICE A

EQUIPO:

—

I I
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Agitador magnético RC-353 (CORNING)

Autoclave (MARKET-FORGE STERILMATIC)
Camara de Neubaucr (BAXTER)

Campana de flujo laminar (CCI BIO HAZARD HOOD)
Centrifuga eppendorf 5415 (BRINKMANN)

Centrifuga J2-21 (BECKMAN)

Centrifuga TJ-6 (BECKMAN)

Centrifuga Serofuga Il (CLAY ADAMS)

Compresor de aire para la incubadora

. Citémetro de flujo (BECTON DICKINSON)

. Hemocitometro (Beeder)

. Incubadora (J. M. ORTIZ)

. Invertoscopio Zeiss

. Microscépio Zeiss modelo K-7

. Potencidmetro 43 ( BEKMAN)

. Refrigerador Ultra Low (AMERICAN SCI. PROD.)
. Refrigerador (KELVINATOR)

. Tanques de CO,

. Vortex mixer s/p (AMERICAN SCI. PROD.)



APENDICE B

REACTIVOS QUIMICOS

now N

7.
8.
9.

10.
11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.
19.
20.
21.
22.
23.

Acido clorhidrico MERCK)
Azul de tripano (SIGMA)
Albumina sérica bovina (SIGMA)
Anticuerpo anti-gamma de conejo desarrollada en cabra conjugado a Isotiocianato de
Fluoresceina (Elaborado en el departamento de Inmunologia)
Anticuerpo monoclonal anti-HLA-DR humana desarrollado ratén conjugado a
Isotiocianato de Fluoresceina (SIGMA)
Anticuerpo policlonal anti-IL-10. humana desarrollado en conejo (GENZYME)
Bicarbonato de sodio (FISHER)
Cloruro de potasio (MERCK)
Cloruro de sodio (MERCK)
Diatrizoato de sodio (SIGMA)
Etanol (MERCK)
Fenol (MERK)
Ficoll (SIGMA)
Fosfato dibasico de sodio anhidro MONTERREY)
Fosfato de sodio monobasico MONTERREY)
Gentamicina (SIGMA)
Glicerol (SIGMA)
Hidroxido de sodio (FISHER)
L-glutamina (SIGMA)
Medio de cultivo RPMI 1640 (SIGMA)
Medio de cultivo Iscove (SIGMA)
Microesferas calibradoras (BECKTON DICKINSON)
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24. Penicilina G (SIGMA)
25. Streptomicina (SIGMA)
26. Tween 80 (SIGMA)
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APENDICE C

PREPARACION DE REACTIVOS

L SOLUCION SALINA DE FOSFATOS (PBS) 0.1M pH 7.4
Cloruro de sodio 80g
Fosfato dibasico de potasio 02g
Fosfato basico de sodio.12H,0 29¢g
Cloruro de potasio 02g
Agua bidestilada hasta 1000 ml
AjustarelpHa 7.4

il FICOLL- HYPAQUE

10 partes de diatrizoato de sodio (Hypaque) al 34% y 24 partes de ficoll al 9%
en agua destilada. La densidad se ajusta con un picnémetro a 1.077+/-

0.001g/ml.
Esterilizar en autoclave a 12] ° C durante 15 minutos

IIL. MEDIO RPMI 1640 1X
RPMI 1640 en polvo 5195¢g
Mezcla de antibidticos 50ml
Bicarbonato de sodio 7.5% 125 ml
Agua bidestilada 447.5 ml

Esterilizar con membrana de 0.22um



RPMI 1640 SUPLEMENTADO

RPMI 1640 1X 18.6 ml
Suero fetal de ternera 1.0 ml
Aminoécidos esenciales 0.2 ml
Glutamina 0.2 ml

Esterilizar con membrana de 0.22um

MEDIO DE CULTIVO PROSKAUER-BECK MODIFICADO POR

YOUMANS (PBY)
Asparagina 5¢
Fosfato monobasico de potasio Sg
Sulfato de potasio 05g
Citrato de sodio 06g
Cloruro de magnesio 02¢g
Glicerol 50 ml
Tween 80 0.5 ml
Agua bidestilada hasta 1000 ml
AjustarpHa 6.8

Esterilizar a 121° C, 15 Ibs/pulg” durante 15 minutos

MEDIO DE CULTIVO DE LOWENSTEIN-JENSEN

Fosfato monopotdsico anhidro 2.4 g
Sulfato de magnesio.7H,0 024 ¢
Citrato de magnesio 06g
L. Asparagina 36¢g
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Glicerina 12.0 ml

Agua destilada c.s.p. 600 ml
Huevos enteros 1000 ml
Verde de malaquita 04¢g

Esterilizar la solucién de sales, asparagina y glicerina en autoclave a 121° C,
presion de 15 lbs/pulg2 durante 15 minutos. Enfriar a 50°C y luego agregar
asépticamente el litro de huevo. Distribuir en tubos con tap6n de rosca

esterilizados.
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