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Abreviaturas

M.tuberculosis= Mycobacterium tuberculosis

TB= tuberculosis

TBP= Tuberculosis pulmonar

LBA-= Lavado Bronquiolo Alveolar

BAC= Células Bronquiolo Alveolares

PBMC= Células Mononucleares de Sangre Periférica
Ac= Anticuerpo

rhiL-12= Interleucina 12 humana recombinante
IFN-y= Interferon gamma

rhIFN-y= Interferon gamma humano recombinante
IL-12R=Receptor de la IL-12

IL-12B1R= Subunidad 1 del RIL-12

IL-12{32R= Subunidad 2 del RIL-12

PHA= Fitohemaglutinina

PPD= Derivado proteico purificado de M. tuberculosis
RNA= Acido ribonuc]eico

mRNA=RNA mensajero

UFC= Unidades formadoras de colonia

PBS= Solucién amortiguadora de fosfatos

PBS-SFB 0.5%= PBS con 0.5% de suero fetal bovino
¢DNA= DNA complementario

NK= Asesinas naturales



ManLam= Lipoarabinomanana

MHC-1=Complejo Principal de Histocompatibilidad I
MHC-I1=Complejo Principal de Histocompatibilidad Il
MCP-1=Proteina quimiotactica de monocitos-1
MIP-1a =Proteina inflamatoria de macrofagos-1 a

TfR= Receptor de transferrina



RESUMEN.

En humanos la tuberculosis afecta principalmente a los pulmones y el desarrollo
de una respuesta inmune tipo Thl a mivel local juega un papel muy importante en el
contro! de la infeccidn al actuar directamente sobre Mycobacterium tuberculosis con la
finalidad de controlar su crecimiento. Algunos aspectos de {a inmunidad tipo Thl en los
espacios bronquiolo alveolares durante la tuberculosis pulmonar activa ain son objetos
de estudio por lo que hemos caracterizado la respuesta inmune en células bronquiolo
alveolares y sistémicamente en células mononucleares de sangre periférica de pacientes
con tuberculosis pulmonar activa y en controles sanos de ia cﬁmunidad. La estimulacién
de las células bronquiolo alveolares con PPD y con la cepa viva H37Ra de M.
tuberculosis causé la produccion de IFN-y por las subpoblaciones de linfocitos T
alveolares CD4", CD8', v8 TCR", CD56" y células NK (CD3'CD56") siendo los
linfocitos alveolares T CD4" (principalmente CD45RQ") los principales productores de
[FN-y vy ademas significativamente mas abundantes en pacientes con tuberculosis
(p<0.05) en comparacion con los sujetos sanos. La infeccion de las células bronquiolo
alveolares con M.tuberculosis también indujo la produccion de IL-12p70 e IL-4,
encontrandose ambas citocinas aumentadas en los pacientes con tuberculosis en
comparacion a los controles sanos. El analisis los receptores demostrd que la expresion
constitutiva del mRNA de IL-12RB1 ¢ [L-12RB2 en cé€lulas bronquiolo alveolar y células
mononucleares de sangre periférica y del IFN-yR1 en células bronquiolo alveolares,
mostraron resultados comparables entre los grupos de estudio. La produccidon de IFN-y
hacia antigenos micobacterianos y su induccién mediada por el IL-12R se lleva a cabo sin

ninguna alteracién en los espacios bronquiolo alveolares de los pacientes con tuberculosis



pulmonar activa. Estos hallazgos sugieren que los linfocitos presentes en las células
bronquiolo alveolares de los pacientes con tuberculosis pulmonar activa son capaces de
producir IFN-y y probablemente la falla para controlar el crecimiento de M.tuberculosis
durante enfermedad puede deberse a mecanismos inmunosupresores activos a nivel local
como es la produccion de algunas citocinas que antagonizan los efectos anti-

micobacterianos del IFN-vy.



ABSTRACT.

Human tuberculosis principally involves the lungs and the development of a local
immune response type Thl plays a very important role in the control of infection on
having actuated directly on M.tuberculosis with the purpose of controlling its growth.
Some aspects of the immunity type Thl in the spaces bronquiolo alveolar during the
pulmonary active tuberculosis still are objects of study for what we characterized
immune responses in bronchoalveolar cells and systemically in peripheral blood
mononucicar cells in patients with active pulmonary tuberculosis and in healthy
community controls. PPD and iive strain H37Ra of M.tuberculosis-induced IFN-y-
production was observed I CD4", CDS§", 10 TCR", and CD56" alveotar T cell
subpopulations and NK cells (CD3'CD56"). IFN-y-producing CD4" T alveolar cells
(mostly CD45RO") as source of IFN-y were morc abundant (p<0.05) in active
pulmonary tuberculosis patients respect community controls. M. tuberculosis-induced
IL-12p70 and TL-4, were increased (p<(0.05) in bronchoalveolar celis from active
pulmonary tuberculosis patients more than in community controls. The receptors
analysis demonstrated that constitutive expression of IL-12RB1 and IL-12Rp2 mRNA in
bronchoalveolar cells and peripheral blood mononuclear cells and IFN-yR1 in
bronchoalveolar cells was similar in both study groups. IFN-y production in response to
micobacterial antigens and its induction by IL-12R engagement occur virtually
unimpaired in the bronchoalveolar spaces of patients with active pulmonary
tuberculosis. These findings suggest that lymphocytes presents in bronchoalveolar cells
from active pulmonary tuberculosis patients have the capacity to produce IFN-y and the

reasons for the apparent failure of M. fuberculosis growth control during active disease



may be several including of locally active immunosuppressive niechanisms such

cytokines productions that subvert the antimycobacterial effects of IFN-v.



1. INTRODUCCION.
La tuberculosis (TB) es una enfermedad infecto-contagiosa que desde la
antigiiedad ha afectado a la humanidad y actualmente sigue representando un problema

de salud publica a nivel mundial.

1.1. Epidemiologia de la tuberculosis.

Mycobacterium tuberculosis (M.tuberculosis) es el agente causante de la
tuberculosis humana y se ha estimado que la tercera parte de la poblacién mundial
(aproximadamente 2 billones) se encuentra infectada. Mas del 95% de la poblacion
infectada se localiza principalmente en los paises en desarrollo ya que dentro de los
factores asociados a esta enferiedad se encuentran la pobreza, la desnutricion, la falta de
servicios médicos o la falta de programas de salud encaminados al control de la
enfermedad.

En la mayoria de los casos la infeccidn es controlada eficientemente por el sistema
inmune del hospedero manteniendo a M.tuberculosis en estado de latencia; sin embargo,
existe el riesgo de desarrollar la enfermedad activa cuando el sistema inmunologico del
hospedero se ve comprometido por infecciones que causan inmunodeficiencia como el
sindrome de inmunodeficiencia adquirida (1), por las enfermedades autoinmunes con
terapias inmunosupresores (1, 2), o bien, por enfermedades que alteran la respuesta
inmune del individuo como es la diabetes mellitus y el cancer (3).

De acuerdo a los reportes de la Organizacion Mundial de la Salud {OMS), solamente del
5-10% de la poblacién infectada desarrollara la enfermedad a lo largo de su vida, con

excepcion de las personas coinfectadas con el virus de inmunodeficiencia humana (VIH)



quienes tienen un riesgo mayor de presentar una reactivacién de la tuberculosis latente,
asi como también tendran un progreso rapido de la enfermedad después de una infeccién
o re-infeccion con M.tuberculosis (1).

Datos proporcionados por la OMS reportan que en el 2006 a nivel mundial se registraron
9.2 millones de casos nuevos de tuberculosis (donde 0.7 millones son coinfectados con
VIH) y 1.7 millones de muertes fueron causadas por esta enfermedad (donde 0.2 millones
son coinfectados con VIH); estimandose ademas que la prevalencia mundial fue de 14.4
millones de casos. Se ha considerado que de no mejorarse significativamente las medidas
de control de la tuberculosis entre el 2000 y 2020 se tendran cerca de un billon de
personas infectadas con M.fuberculosis, 200 millones de casos nuevos de tuberculosis y

35 millones de muertes causadas por la enfermedad.

1.2. Tuberculosis en México.

En Meéxico la tuberculosis también es un problema de salud publica ya que en
nuestro territorio se localizan zonas endémicas que afectan principalmente a poblaciones
desprotegidas. De acuerdo a los datos proporcionados por la OMS en el 2006 en México
se registré una tasa de incidencia de 21; una tasa de prevalencia de 25 y una tasa de
mortalidad de 2 (tasa= nimero de casos/ 100,000 habitantes) (4).

Cabe mencionar que el resurgimiento de la tuberculosis se encuentra asociado a diversos
factores como son la aparicion de cepas de M. tuberculosis muti-drogo-resistentes, la
epidemia causada por el VIH (coinfeccidn), la asociacién con diabetes mellitus, fa
migracién de personas de zonas endémicas y la prevalencia alta de la tuberculosis latente.

A estos factores se agrega la existencia de la vacuna BCG que proporciona una cficiencia



limitada, aunado a la carencia de métodos de diagndstico eficientes y la falta de

programas de salud encaminados al control de la enfermedad.

1.3. Transmision de la enfermedad.

M. tuberculosis ingresa al organismo principaimente por via aérea y su
transmision es a través de aire ya que cuando una persona con tuberculosis pulmonar
activa tose, estornuda o escupe, elimina las micobacterias en gotas pequeiias, las cuales
pueden permanecer suspendidas en el medio ambiente por periodos largos de tiempo.
Postertormente, las micobacterias son inhaladas por un sujeto sano y las gotas grandes se
depositan en las vias aéreas altas del tracto respiratorio como son la traquea y los
bronquios, y pueden ser removidas por ¢l mecanismo mucociliar de limpieza. Las
micobacterias pueden superar las barreras fisicas y quimicas presentes en el tracto
respiratorio (cilios, células epiteliales, secrecion de lisozima) y llegar hasta los alveolos
pulmonares donde se establecen preferentemente en los sitios caracterizados por un
presion alta de oxigeno como son las zonas apicales de los pulmones (5); ahi los
macréfagos alveolares que constituyen la primera linea de defensa a nivel local fagocitan
a la micobacteria y la infeccion primaria puede ser controlada eficientemente por eci
sistema inmune del hospedero; o bien, progresar hasta ef desarrollo de la enfermedad en
su forma activa. La OMS ha reportado que una persona con tuberculosis pulmonar activa
constituye un foco de infeccion y potencialmente puede infectar a un promedio de 10 a
15 personas al afio, por lo que se considera que en el mundo cada segundo se produce una

infeccion nueva por M.tuberculosis (4).



1.4. Susceptibilidad genética a la tuberculosis.

En los humanos existen genes que confieren susceptibilidad para desarrollar la
tuberculosis y algunos de estos genes son HLA-DRBI1, HLA-DQB1 (6-8), el receptor de
la vitamina D (7, 9, 10), la NRAMP-1 (Natural Resistent Associated Macrophage Protein
1) y variaciones en el promotor de DC-SIGN (Dendritic Cell Specific Inter-Cellular
Adhesion Molecular-3 Grabbing Non-integrin) (11, 12) que es uno de los principales
receptores para M.fuberculosis asociadas al desarrollo de la tubercﬁlosis en poblaciones
de Europa y Asia (13, 14). Por otra parte, los polimorfismos en los genes de la catepsina
Z, el adaptador de Toll (TIRAP), el CR1 (Complement Receptor 1), el Iprl (Intracellular
Pathogen Resistent Protein [}, el TLR2 y TLR4 aumentan el riesgo a desarrollar la
tuberculosis (7, 13, 15).

También en humanos se han descrito mutaciones en el [FN-yR1, IFN-yR2, IL-12p40, IL-
12RB1, STAT1 y NEMO que causan una produccion reducida de IFN-y o TNF-q, lo cual
altera la respuesta inmune del hospedero haciéndolos mas susceptibles a infecciones
diseminadas causadas por micobacterias y Salmonella (16, 17). Lo anterior se ha
mencionado para sefialar que existen factores genéticos del hospedero que lo predisponen
a la infeccién por M.tuberculosis; sin embargo, quiza constituyen un porcentaje bajo con

respecto a los casos totales de tuberculosis en el mundo.

1.5. Patogenia de la tuberculosis pulmonar.
La patogenia de la enfermedad puede dividirse en cuatro etapas. La primera
{infeccion} es después que M.tuberculosis ha sido inhalada y ha ingresado a los alveolos

pulmonares donde tiene su primer contacto con los macrofagos alveolares que son la
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primera linea de defensa a nivel local, aunque también se ha descrito la importancia de
las células dendriticas y los neumocitos tipo II. La micobacteria es fagocitada por los
macroéfagos o células dendriticas via receptores de manosa y receptores de
complemento/CR3 y su destruccién depende de la capacidad bactericida estas células asi
como también de los factores de virulencia de la micobacteria. Posteriormente en la
segunda etapa (simbiosis) los macrofagos son incapaces de destruir a la micobacteria
fagocitada y ésta se escapa de los mecanismos bactericidas intracelulares del macréfago y
se multiplica hasta causar la destruccion del macréfago. A continuacién, las
micobacterias liberadas son fagocitadas por otros macrofagos alveolares, macrofagos no
activados y monocitos provenientes de sangre periférica que han sido atraidos al sitio de
infeccion por la liberacién de las micobacterias, restos celulares, factores de
complemento C5a y quimiocinas (RANTES, MCP-1, MIP-1a e IL-8. Las micobacterias
liberadas son fagocitadas rapidamente por los macréfagos inmaduros y se da una
simbiosis entre las micobacterias y los macrofagos, ya que estos ultimos no estan
activados y son incapaces de destruir a la micobacteria eficientemente y ta micobacteria
no dafia a los macréfagos. En esta etapa los macréfagos inmaduros provenientes de
sangre periférica son los responsables del destino de la lesion primaria que se caracteriza
por la localizacion central de las micobacterias y los macréfagos alveolares en la
periferia. Existe acumulacion de los macréfagos y un crecimiento logaritmico de las
micobacterias en la lesion y ¢l dafio al tejido es leve; sin embargo aun no se ha
desarrollado la inmunidad adquirida y la reaccién al PPD (derivado proteico purificado)

es negativa (18, 19).
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En la tercera etapa (2-3 semanas desde que el bacilo fue inhalado) empieza a haber
liberacién de antigenos micobacterianos y se desarrolla una respuesta inmune tipo Tht,
por lo que los linfocitos T antigeno-especifico llegan al sitio de la infeccidn y proliferan
en las lesiones primarias y activan a los macrofagos haciéndolos capaces de matar a la
micobacteria intracelular. La necrosis sdlida en el centro de las lesiones inhibe el
crecimiento extracelular de la micobacteria y la infeccidn entra en un estado de latencia.
M. tuberculosis puede diseminarse a través de la circulacion linfatica hacia los nédulos
linfaticos regionales del pulmén formando el complejo de Ghon, y en esta etapa se da la
seroconversiéon a PPD positivo. La enfermedad puede progresar y la micobacteria
diseminarse por la via hematdgena a varios organos donde hay una concentracion alta de
oxigeno como son las zonas apicales de los pulmones, la corteza de los rifiones, las
vertebras y el sistema nerviosos central. En esta etapa algunos individuos desarrollan la
enfermedad aguda y en algunos casos desarrollan la tuberculosis meningea o tuberculosis
miliar. Existe inflamacion pleural causada por la liberacion de la micobacteria o sus
antigenos en los espacios pleurales donde interactian con los linfocitos T CD4"
sensibilizados que han sido atraidos al sitio de la infeccidon y donde proliferan y producen
citocinas inflamatorias como IL-2, TNF-a e IFN-y. Esta etapa se caracteriza por el dolor
severo en el torax y puede presentarse hasta por 2 afios.

La dltima etapa o resolucion del complejo de Ghon, se da cuando no hay progresion de la
enfermedad, lo que puede darse hasta los 3 afios. A pesar de que la tercera parte de la
poblacion mundial esta infectada por M.fuberculosis solamente del 5-10% no controlara

el complejo de Ghon y desarrollara la enfermedad en el primer afio; adicionalmente del 3-

12



5% de los individuos desarrollara la enfermedad a lo largo de su vida por reactivacion de

una infeccidn previa (18, 19).

1.5.1. Inmunidad Innata en la tuberculosis.

En los alveolos pulmonares existen mecanismos innatos de defensa donde
participan diferentes tipos celulares como los macréfagos alveolares, las células
dendriticas, los linfocitos T, los linfocitos B, las células epiteliales, los neutrofilos y los
neumocitos tipo I y tipo II. Asimismo, existe la produccién de factores solubles como ia
mucina, lisozima, lactoferrina, surfactantes, inmunoglobulinas, proteinas del
complemento, fosfolipasa A,, péptidos antimicrobianos y citocinas. La funcidn
primordial tanto de las células como de los factores solubles que se producen en el
pulmoén son fa de mantener la homeostasis y ademas la eliminacion de las particulas o
bacterias que entren al tracto respiratorio.

Como parte de la inmunidad innata el proceso de fagocitosis juega un papel muy
importante en la eliminacion del agente infeccioso, y con respecto a M.tuberculosis se ha
reportado que la propia micobacteria promueve su fagocitosis a través de los diferentes
tipos de receptores expresados en la superficie de los macréfagos alveolares como son:
receptores para Fc (FcR), receptores de complemento (CR1 y CR3/CR4), receptores de
manosa (MR), receptores scavenger, receptores para la proteina surfactante A (SP-A) y el
CD14 (20). Se ha descrito que el destino de la micobacteria depende la via de entrada ya
que cuando la micobacteria se encuentra opsonizada (IgG) vy es internalizada de a través

de los receptores FcR se promueve la produccion de intermediarios de oxigeno
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favoreciéndose la fusion fagosoma-lisosoma, mientras que su entrada a través de CR3
inhibe el estallido respiratorio y no hay maduracion fagosomal (21).

Dentro de las caracteristicas de lﬁ respuesta inmune innata esta el reconocimiento de
estrucfuras moleculares muy conservadas y ampliamente distribuidas entre patdgenos
denominadas PAMP’s (Patogen Associated Molecular Pattern) por los TLRs (Toll-like-
Receptors) expresados en diferentes tipos de células del ho_spedero que directa o
indirectamente contribuyen a la muerte del patdgeno.

La interaccién de los TLRs con su ligando despiertan una respuesfa inflamatoria que se
caracteriza por la activacion de los macrofagos y las células dendriticas que aumentan: 1)
la expresion las moléculas co-estimulatorias como CD80, CD86, CD40 y MHC-IL; 2) la
produccion de citocinas pro-inflamatorias como TNF-, IL-1p y IL-6; 3) la activacion
del endotelio local por el TNF-a y la IL-1p causando la vasodilatacién y aumento de a
permeabilidad de los vasos sanguineos qué permiten la extravasacién de proteinas séricas
y el reclutamiento de leucocitos al sitio de infeccidn y 4) 1a produccion de oxido nitrico,
quimiocinas y péptidos antimicrobianos (defensinas y LL-37) que participan en la
respuesta Inmune innata hacia el patégeno (22).

Se ha descnito que las lipoproteinas LprG, LprA y LpgH (19-kDa) de M. tubercuiosis son
ligandos de TLR2 y su interaccion tiene diferentes efectos sobre la respuesta inmune
como son la de inducir la producciéon de citocinas como IL-12, TNF-a ¢ IL-10 (23),
promover la maduracion de los macrofagos y células dendriticas, las cuales, aumentan la
expresion de CD86, CD40 y MHC-II y en consecuencia incrementan ¢l procesamiento y

la presentacion de antigenos en el contexto de moléculas MHC-1I (21-23).
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Sin embargo, se ha demostrado que la exposicion prologada de las células THP-1 con la
lipoproteina de 19-kDa de M.tuberculosis (LpgH) y de macréfagos con LprG y LprA
causan una disminucién notable en la expresién de FeyR1 y MHC-1I dependientes de la
activacion con IFN-y, y en consccuencia, el procesamiento y presentacion de
M tuberculosis y sus antigenos de naturaleza proteica se reduce. Estos resultados
muestran que los procesos de sefializacion asociados al receptor de IFN-y (IFN-yR) son
inhibidos por las lipoproteinas de M.tuberculosis lo que puede representar un mecanismo
utilizado por la micobacteria para persistir dentro del macrofago.

Se ha especulado que la disminucién de las moléculas MHC-II puede representar un
mecanismo de control del sistema inmune dirigido a evitar una respuesta inflamatoria
excesiva que dafie a los tejidos sanos. No obstante, al mismo tiempo esto puede
representar una ventaja para M.fuberculosis que lo utiliza para sobrevivir dentro del
macréfagos y evitar el reconocimiento por los linfocitos T CD4™ (23-25).

Existen otros componentes de M.tuberculosis que también son ligandos de TLR2 como
son los glicolipidos LAM (Lipoarabinomannan) vy PIM (Phosphatidyvlinositol
Mannosyiated) capaces de inducir la activacién de NF-kB (nuclear factor kB) , AP-1
(activator protein-1), MAP cinasas (mitogen-activated-protein kinases) y la produccion
de IL-8 (26) v TNF-at (27). También, la glicolipoproteina de 38kDa de M.tuberculosis
induce la activacion de MAP cinasas, ERK1/2 fextracelular signal-regulated kinase 1/2)
y p38 con la produccion de TNF-a e [L-6 a través de un mecanismo mediado por TLR2 y
TLR4 (28).

Asociado al reconocimiento de los PAMP’s a través de TLR’s también se inicia la

produccion los péptidos antimicrobianos implicados en la muerte de las bacterias y se ha
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descrito que juegan un papel importante en la inmunidad innata en el pulmén. Dentro de
los péptidos antimicrobianos se encuentran las [-defensina que tienen efecto
quimiotactico sobre las células dendriticas inmaduras, monocitos y linfocitos T de
memoria, pudiendo ser el enlace entre la respuesta inmune innata y inmunidad adquirida
(29). Estudios con células epiteliales de pulmon (linea celular A549) y macrofagos
alveolares humanos han demostrado que la cepa H37Rv de M.fuberculosis y el ManLAM
(componente de la pared de M.tuberculosis) estimulan la expresion y produccién de
HBD-2 (B-defensina-2 humana) demostrando que también el epitelio pulmonar
interacciona con los patdgenos y puede tener una participacién importante en la respuesta
inmune temprana hacia M.tuberculosis (30). Paralelamente, en el modelo murino de
tuberculosis latente la infeccion de las células epiteliales con M.tuberculosis estimula ia
produccion de una gran cantidad de (-defensina-3, lo que sugiere que pueden participar
en la muerte de la micobacteria y probabiemente en la induccién del estado de latencia de
la micobacteria (31). Existen otro tipo de péptidos antimicrobianos como son las
catelicidinas dentro de la que encontramos a LL-37, que es un péptido antimicrobiano
humano que en sinergismo con la IL-1p causa la produccién de IL-6, IL-10, MCP-1 y
MCP-3 en células mononucleares de sangre periférica (32). También se ha descrito que
L.L-37 tiene un efecto quimiotactico sobre las células inflamatorias (neutréfilos, linfocitos
T, linfocitos B y macréfagos) y ademas recluta células dendriticas inmaduras para iniciar
y facilitar la respuesta inmune adquirida (33). Recientemente se ha demostrando que los
macrofagos alveolares, monocitos, neutréfilos y células epiteliales humanas producen
LL-37 después de ser infectadas con M.tuberculosis lo que sugiere que junto con la

HBD-2 producidas por los macrofagos alveolares y las células epiteliales del pulmoén
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pueden actuar en sinergismo contra M.tuberculosis durante la infeccion primaria, siendo
su produccion niediada por TLR9 (34).

El reconocimiento inicial M.tuberculosis por las células dendriticas y macrofagos a través
de TLR’s inducen la produccion de factores solubles como quimiocinas (IL-8, MCP-1,
MCP-2, MCP-3, MCP-4, MIP-1a, MIP-13 y RANTES) y citocinas (IL-12, [L-10, TNF-
a e IL-6) que participan en el reclutamiento de células inflamatorias al sitio de infeccion
v en el desarrollo de la respuesta inmune adquirida (20, 23-25, 29).

Dentro de las citocinas mencionadas se encuentra la IL-12 que es una citocina de
produccién temprana y constituye el puente entre la inmunidad innata y la inmunidad
adquirida ya que induce: la activacion de los linfocitos citotoxicos, la diferenciacién y
proliferacion de los linfocitos Thl y la induccién de una respuesta inmune tipo Thl ya
que es un potente inductor de la produccion de IFN-y. Las células dendriticas, los
macrofagos y los monocitos son las principales células productoras de la [L-12 (35) y
existen estudios que demuestran que la interaccion de la lipoproteina LprA de
M tuberculosis con TLR2 (23) y la fagocitosis de la micobacteria (36) son eventos que

contribuyen en la produccién de esta citocina.

1.5.2. Inmunidad Adquirida en la tuberculosis.

Posterior a la fagocitosis de M.tuberculosis por los macrofagos alveolares, la
micobacteria es Incluida en un fagosoma para formar el fagolisosoma donde, en un
proceso dinamico, es destruida por los mecanismos bactericidas y proteoliticos
intracefulares con la consecuente generacién de antigenos de naturaleza proteica y

glicolipidica. Una vez que los antigenos micobacterianos de naturaleza proteica son
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procesados, los péptidos resultantes son acoplados a las moléculas MCH-I para ser
presentados a los linfocitos T CD8,0 bien, son acoplados a las moléculas MCH-II y
presentados a los linfocitos T CD4', mientras que los antigenos de naturaleza
glicolipidica {PIM, LAM, acidos micolicos y hexosil-1-fofoisoprenoides) son acoplados a
moléculas CD1 y presentados a los linfocitos T CD8 y dobles negativos (CD4CD8")
(14). La presentacion de los antigenos constituye el paso de inmunidad innata a la
inmunidad adquirida que se caracteriza por ser especifica en el reconocimiento de
antigenos por los linfocitos T que se activan y producen factores solubles como citocinas
y quimiocinas éon el objetivo de controlar la infeccidn.

El control inmunoioégico de la infeccion con M. fuberculosis esta basado en el desarrollo
de una respuesta inmune tipo Thl caracterizada por la participacion los macrofagos, las
células dendriticas, los linfocitos T, los neutréfilos y la produccion de citocinas pro-
inflamatorias como IL-2, IFN-y, IL-12, IL-18, TNF-a (37-39), y quimiocinas como
RANTES, MCP-1, MIP-1a ¢ IL-8 involucradas en el reclutamiento de células al sitio de
infeccion para la formacion del granuloma (40). Una respuesta no proteclora se
caracteriza por la produccion de anticuerpos y citocinas anti-inflamatorias como IL-4, IL-
6, IL-10 y TGF-B que suprimen la respuesta inmune tipo Th1 que conlleva al desarrollo
de la enfermedad (37, 38, 41, 42).

El desarrollo de la tuberculosis depende del equilibrio entre los factores de la respuesta
inmune del hospedero y de los factores de virulencia propios de M.tfuberculosis. La
persistencia exitosa de M.tuberculosis en el pulmén depende de su capacidad para evitar
y enfrentar la respuesta inmune haciendo uso de algunos mecanismos de evasion que ha

desarrollado a través del tiempo como son: inhibicidn de la fusién fagosoma-lisosoma
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{43, 44), causando la disminucion en la expresion de las moléculas MHC-1I y CD1 e.n las
células del sistema inmune para cvitar la presentacion de los antigenos micobacterianos
de naturaleza proteica y lipidica respectivamente (23-25, 45, 46), induciendo ia
produccion de IL-10 que favorece la sintesis del receptor soluble de TNF-o (sTINFR2)
que neutraliza el TNF-a y de esta manera disminuir la apoptosis mediada por TNF-a de
los monocitos infectados (45), causando la apoptosis de los linfocitos T
vd especificos (47, 48) y modulando la expresién del receptor 1 de IFN-y (IFN-yR1) (49).
Una vez que M.tuberculosis ha entrado a los alveolos pulnionares sus antigenos son
reconocidos por los macrofagos a través de receptores de la inmunidad innata como son
los TLR s, lo que inicia la produccién de quimiocinas y citocinas que ayudaran al control
de la infeccion. En el mejor de los casos, la [L-12 producida por los macréfagos como
parte de la inmunidad innata promueve el desarrollo de una respuesta inmune adquirida
tipo Thl caracterizada por la produccion de IFN-y por los linfocitos T y las células NK
{50). El IFN-y tiene una funcién bioldgica muy importante en el control de infecciones
por bacterias intracelulares como es M.tuberculosis, ya que activa los macrofagos a través
de la interaccién con su receptor especifico (IFN-yR) aumentando sus mecanismos
bactericidas intracelulares y su capacidad de fagocitar, procesar y presentar los antigenos
micobacterianos a los linfocitos T CD4" o CD8" induciendo la produccién de IFN-y (51).
Se ha demostrado que la infeccion in vitro de macrofagos y PBMC humanos con
M. tuberculosis causa una produccién elevada de IL-10, TGF-B y miveles bajos de IL-
12p70 {forma activa) asociada al aumento de la carga bacteriana; sin embargo, el pre-
tratamiento de las c€lulas con IFN-y reduce la produccién de IL-10, TGF-B y la carga

bacteriana, mientras que la produccion de la IL-12 y la expresién de la enzima oxido
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nitrico sintasa inducible (NOS2) involucrada en la produccién de oxido nitrico se
encuentran aumentadas, lo que demuestra el papel que juega el IFN-y en el contro! de la
infeccion (52). Los macrofagos también estimulan la produccion de IFN-v a través de la
liberaciéon de citocinas como IL-12 e IL-18, ya que en respuesta a antigenos
~micobacterianos los monocitos y PBMC producen IL-18 que cormelaciona con la
produccion elevada de IFN-y e IL-12 y una inmunidad protectora contra M. fuberculosis
(53, 54} y M.leprae (55). Por otra parte, sc ha demostrado que la produccidn del IFN-y
tiene un mecanismo de supresidn mediado por las citocinas anti-inflamatorias como son
la IL-10 y el TGF-PB (37, 38, 52, 56).

En ia respuesta inmune tipo Thl los macrofagos, monocitos, células dendriticas y
linfocitos T también producen TNF-a que es una citocina prototipo de la respuesta pro-
inflamatoria. Se ha sefialado que algunos componentes de M.tuberculosis como la
lipoproteina LprA, las glicoproteinas LAM y PIM y la glicolipoproteina de 38kDa
promueven su produccion a través de un mecanismo mediado por TLR2 y TLR4 (23, 27,
28). La participacion del TNF-a en la formacion del granuloma como una estrategia para
evitar la propagacion de la infeccidn causada por M.tuberculosis se ha demostrado en el
modelo de tuberculosis latente en ratdn, va que la neutralizacion del TNF-o con un
anticuerpo monoclonal causa la reactivacion de la tuberculosis observandose aumento de
la carga bacteriana y la produccién de IL-10 mientras que la expresién de la enzima
NOS2 esta disminuida (57, 58); similarmente en humanos s¢ ha observado una
reactivacion de la tuberculosis latente en pacientes con enfermedad de Crohn vy artritis

reumatoide tratados con anticuerpos anti-TNF-a (2, 58). Por otra parte, se ha demostrado

que el TNF-a también promueve la apoptosis mediada por TNF-o/TNF-oR de
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macrofagos infectados con M.tubercuiosis como mecanismo orientado al control de la
infeccion (59). En ¢l modelo de ratén se ha puesto en evidencia que ¢l sinergismo entre el
[FN-y y el TNF-a participa en la activacién de los macrofagos induciendo la expresion de
la NOS2 involucrada en la produccion del 6xido nitrico como mecantsmo bactericida
asociado a la muerte de la micobacteria. Sin embargo, en humanos, a pesar de la
localizacion de NOS2 en los granulomas y en macréfagos alveolares de pacientes con
tuberculosis pulmonar, el papel del dxido nitrico en el control del crecimiento
micobacteriano aun es controversial (2, 21, 60, 61). La produccién del TNF-a requiere de
un control muy fino ya que la sobreproduccidon de esta citocinas puede causar la
acumulacion de células inflamatorias en el sitio de la infeccién, comprometiendo la
funcién pulmonar y causando necrosis al tejido sano.

La IL-1p es otra citocina pro-inflamatoria producida por macréfagos, monocitos, células
dendriticas y estd involucrada en la respuesta a M.fuberculosis, ya que en combinacion
con ef TNF-a promueven el reclutamiento de las células inflamatorias al sitio de la

infeccidn favoreciendo la formacion del granuloma (20).

1.5.3. Citocinas pro-inflamatorias e IFN-y en la tuberculosis.

Dado que el IFN-y es el prototipo una citocina pro-inflamatoria de la respuesta
inmune tipo Thl involucrada en la proteccidn contra M.tubercuiosis, existen diversos
estudios que han evaluado los niveles del IFN-y en sangre periférica de pacientes con
tuberculosis pulmonar. Sin embargo, a pesar de ser una evaluacion rapida que

proporciona informacion importante, evidentemente no refleja la respuesta inmune en los
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espacios bronquiolos aiveolares que constituyen el sitio de entrada e infeccién por
M tuberculosis durante la tuberculosis pulmonar.

El estudio de la respuesta inmune en sangre perniférica de pacientes con tuberculosis
pulmonar ha demostrado que la produccidon del IFN-y se encuentra disminuida y
relacionada con la severidad de la enfermedad, es decir, a mayor severidad de la
enfermedad menor produccion del IFN-y. Diferentes estudios han demostrando que la
produccién de niveles bajos de IFN-y por las PBMC de pacientes con tuberculosis
estimuladas in vitro con M.tuberculosis (62) o con diferentes antigenos micobacterianos
(PPD, proteina de 30kDa) se debe a la presencia de citocinas anti-inflamatorias como son
la IL-10 y el TGF-p3 que tienen un efecto inhibitorio sobre la produccién del IFN-y (37,
63). También se ha demostrado que la proliferacién de linfocitos T antigeno-especificos y
la producciéon de IL-12 e IFN-y (41, 64-67) se encuentran suprimidas por ef TGF-j
producido por los monocitos y los macrofagos (37, 41, 42, 63, 68, 69).

A pesar de que los estudios en sangre han aportado informacién importante sobre la
inmunidad en la tuberculosis pulmonar humana, ha sido de gran interés el estudio de la
inmunidad en el pulmon ya que es el sitio donde directamente M.tuberculosis infecta y
causa dafio al hospedero.

En estudios sobre la respuesta inmune en ¢! pulmdn nuestro grupo han demostrado la
presencia de alveolitis (inflamacion en el alveolo pulmonar) y compartamentalizacion de
linfocitos T (TCR/af) [CD69', MHC-II', TfR '] encontrandose ademés una gran
cantidad de macréfagos alveolares inmaduros durante la tuberculosis pulmonar en adultos
(70). Asimismo se demostré que existe un incremento en la proliferacion de linfocitos T

y en la produccion de IFN-y por células bronquiolo alveolares (BAC) estimuladas con

22



derivado proteico purtficado de M.tuberculosis (PPD) (70, 71); esto ha sido apoyado por
otros investigadores que han observado que constitutivamente existen niveles elevados de
[FN-y en BAC (72, 73), en muestras de esputo de pacientes adultos con tuberculosis (74)
y en BAC de nifios con tuberculosis pulmonar (75).

Como se ha mencionado la infeccion por M.tuberculosis se lleva a cabo por via aérea
alcanzando los alveolos pulmonares; y el desarrollo de la respuesta inmune innata se
inicia cuando antigenos micobacterianos (PAMPs) son reconocidos por los macréfagos
alveolares, monocitos y las cé¢lulas dendriticas a través de los TLRs induciendo !a
produccion de citocinas como [L-12, TNF-a, IL-13, IL-6, IL-15 ¢ IL-18 (36, 54, 76-81) y
quimiocinas como IL-8, RANTES, MCP-1 y MIP-1lac (26, 40) en respuesta a la
infeccién.

La IL-12 como parte de la respuesta inmune innata se caracteriza por ser una citocina de
produccion temprana con un papel central en ¢l desarrollo inmunidad adquiﬁda ya que
promueve la respuesta inmune tipo Thl, .al ser: 1) un potente inductor de la produccién
del IFN-y, 2) incrementar la proliferacion de linfocitos T CD4", 3) favorecer la expansién
clonal de los linfocitos Th1 y 4) aumentar la citotoxicidad de fos linfocitos T CD8" y las
células NK (35, 50, 82-84). La funcidn bioldgica de la [L-12 (IL-12p70) esta determinada
por la interaccion con su receptor especifico de alta afinidad (receptor de IL-12, IL-12R)
(85, 86), el cual se caracteriza por ser un heterodimero formado por dos subunidades
denominadas subunidad B1 (IL-12RB1) y subunidad B2 (IL-12RB2), que se expresan
solamente en linfocitos T y células NK activadas (87). Ambas subunidades tienen un
patron de expresion especifico ya que mientras la subunidad IL-12R[31 es expresada por

las células Th1 y Th2 teniendo como funcion la de unirse directamente a la IL-12 (84), {a
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subunidad IL-12R[32 se expresa exclusivamente en las células Thl (88-90) y ademas de
estar involucrada en la untén a la IL-12 también participa en la sefializacion mediada por
la via JAK-STAT para la produccién de IFN-y (84-87). La importancia de la sefializacion
JAK-STAT asociada a interaccidon IL-12/IL-12R se ha demostrado en pacientes con
mutaciones en la subunidad IL-12Rp1 (IL-12B1), lo que provoca una produccion
reducida de IFN-y, y esto los predispone a infecciones diseminadas causadas por
micobacterias y Salmonella (17, 91, 92). Como se ha mencionado previamente, el ITFN-y
juega un papel muy importante en la respuesta inmune hacia bacterias intracelulares
como es el caso de M.tuberculosis a través de regular la expresion de genes involucrados
en funciones efectoras contra la micobacteria. La funcion bioldgica del IFN-y es mediada
a través de la interaccidn con su receptor especifico y de alta afinidad (receptor de IFN-y,
IFN-yR), induciendo la expresion de mas de 200 genes implicados en el desarrollo de la
respuesta inmune (51). Dentro de los mecanismos bactericidas inducidos por el IFN-y en
los macrofago estan la produccion de peroxido de hidrégeno y superdxido via estallido
respiratorio (60), la produccion de oxido nitrico mediante la induccién de la enzima
NOS2 y la produccién citocinas como el TNF-¢, 1L-12, IL-1B e IL-6 (51).

La importancia del IFN-y en el control de infecciones causadas por M. tuberculosis
inicialmente fue demostrada en el modelo de ratén donde la eliminacién del gen que
codifica al IFN-y (ratones knockout) caus6 la muerte de ios amimales infectados ya que
son incapaces para controlar la infecciéon con una dosis sub-letal de M.1uberculosis (60,
93). En humanos, la importancia del IFN-y en el control de la tuberculosis ha sido puesta
de manifiesto en los pacientes infectados con VIH donde la proporcién de linfocitos

CD4" que son una fuente importante de IFN-y se encuentra disminuida causando una
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respuesta inmune Thl deficiente y por lo tanto no hay control de la infeccidén (94).
Ademas, en humanos también se han descrito mutaciones hereditarias que afectan los
genes involucrados en el eje IFN-y/IL-12/TL-23 donde los pacientes se caracterizan por
tener una gran susceptibilidad para desarrollar infecciones granulomatosas diseminadas
causadas por micobacterias de baja virulencia como son M.bovis BCG, micobacterias no
tuberculosis y Salmonella (16, 91, 92, 95-100) pero también son susceptibles a

infecciones por micobacterias virulentas como es M.tuberculosis (91, 92, 100).

Durante la tuberculosis pulmonar activa existe una patologia progresiva en el pulmén y
se ha aislado a M.tuberculosis viable del tracto respiratorio poniendo de manifiesto que a
pesar de existir datos publicados que apoyan las evidencias del desarrollo de una
respuesta inmune tipo Thl en el compartimiento bronquiolo alveolar {a nivel local)
caracterizada por la produccion de IFN-y y factores solubles que participan un proceso
inflamatorio (26, 40, 72, 74-76), parad¢jicamente no existe un mecanismo que permtita

controlar el crecimiento de la micobactena.

Aungue existe gran conocimiento sobre la patogenia e inmunidad en la tuberculosis, atin
existen aspectos que necesitan ser estudiados mas a fondo para poder determinar cual o
cuales son los factores involucrados en la incapacidad para controlar el crecimiento de
M tuberculosis durante la tuberculosis pulmonar activa humana a pesar de las evidencias

del desarrollo de una respuesta inmune tipo Thl.
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La tuberculosis es una enfermedad infecciosa causada por M.tuberculosis y en la
actualidad sigue representando un problema de salud publica ya que se ha estimado que
ta tercera parte de la poblacién mundial se encuentra infectada.
La tuberculosis pulmonar es la principal forma de la enfermedad y el control de la
infeccidon requiere del desarrollo de una respuesta inmune Thl caracterizada por la
participacion de macrdfagos, linfocitos T y la produccion de citocinas pro-inflamatorias
(IL-12, IFN-y, TNF-q, IL-18, IL-2) y quimiocinas (IL-8, RANTES, MCP-1 y MIP-1a).
En la literatura existen reportes que han demostrado que durante la tuberculosis pulmonar
humana existe una respuesta inmune celular tipo Thl en el pulmdn que se caracteriza por
la presencia y proliferacion de linfocitos T, el aumento de macrofagos inmaduros y la
produccion de IFN-ya nivel local, sin embargo, no hay control del crecimiento de
M tuberculosis evidenciado por cultivo positivo.
Dado que al IFN-y se le ha asignado un papel importante en el control de infecciones
causadas por bacterias intracelulares como M. fuberculosis ya que induce la activacion de
los macréfagos al interacctonar con su receptor especifico (IFN-yR), no hay correlacion
en la produccion de IFN-y en el pulmén y el control de la infeccidn durante la
tuberculosis pulmonar. Aun no se ha demostrado si el IFN-y presente en el sitio de la
infeccion lleva a cabo su funcidn bioldgica a favor del huésped induciendo una activacion
eficiente de los macrdfagos, o bien, €sta se ve alterada por la presencia de la micobacteria
o preduccion de citocinas anti-inflamatorias por lo que es necesario llevar a cabo mas
estudios que nos permitan profundizar sobre la respuesta inmune en el pulmén durante la

tuberculosis pulmonar activa.

26



3. HIPOTESIS

Durante la tuberculosis pulmonar activa existe el desarrollo de una respuesta Thi en el
pulmoén con la produccion de IFN-y i)ero no hay control de la infeccién causada por
M. tuberculosis. Esto en parte, puede deberse a alteraciones en la expresion de los
receptores de [a IL-12 (IL-12R) y det IFN-y (IFN-y) asociado a la produccion de citocinas

anti-inflamatorias que bloquen la actividad anti-micobacteriana inducida por el [FN-y.
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4. OBJETIVOS.

Objetivo general
Estudiar la respuesta inmune adquirida en el espacio bronquiolo alveolar (pulmon) y en el
compartimiento sistémico {sangre) de pacientes con tuberculosis pulmonar activa para

determinar las alteraciones causadas por la infeccidn con M. tfuberculosis.

Objetivos particulares:

1) Caracterizar las poblaciones celulares en el pulmén y en sangre periférica.

2) Definir el fenotipo de las poblaciones de linfocitos T alveolares productores de IFN-y.

3) Estudiar fa expresion y produccion de IFN-y antigeno-especifica y mediada por el
receptor de la IL-12.

4} Determinar la produccién de citocinas pro-inflamatorias (IFN-y, [L-12 y TNF-a) y
anti-inflamatorias (IL-4, 1L-9, IL-10 y TGF-B) por las células bronquiolo alveolares y

células mononucleares de sangre periférica.

5) Analizar la expresion de receptores de citocinas de la respuesta inmune tipo Thl como

son el receptor de la IL-12 (IL-12R) y el receptor del IFN-y (IFN-yR).
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5. MATERIALES Y METODOS.
Este protocolo fue revisado y aprobado por los Comités de Etica del Instituto Nacional de
Enfermedades Respiratorias (México) y de la University of Medicine and Dentistry of

New Jersey, (Estados Unidos).

3.1. Grupos de estudio.

A todos los voluntarios se les explicd detalladamente los procedimientos a los que serian
sometidos (toma de una muestra de sangre y broncoscopia) y su participacion fue
voluntaria proporctonando su consentimiento por escrito.

Se les hicieron estudios de laboratorio como: biometria hematica completa, quimica
sanguinea, perfil de lipidos y serologia para el Virus de Inmunodeficiencia Adquirida tipo
1; se les tomo una radiografia de térax y se les aplicé la prueba cutanea de PPD, la cual,

fue leida a las 72 hrs.

Pacientes con tuberculosis pulmonar activa (TB). Se incluyeron 8 pacientes (4

hombres y 4 mujeres} con diagndstico de TB pulmonar activa que asistteron al servicio
de Neumologia del Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias. El diagnéstico fue
establectdo por sintomas clinicos, hallazgos en la placa de térax, baciloscopias positivas
(++, ++4), cultivo positivo para M.fuberculosis y se descart6é la multi-drogo-resistencia.
Dos pacientes presentaron tuberculosis moderadamente avanzada mientras que seis
tuvieron tuberculosis muy avanzada de acuerdo a los criterios radioldgicos de la ATS

{American Toracic Society) (101). Todos los pacientes fueron PPD positivo (teniendo de
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10-35 mm de induracion a las 72 hrs). El promedio de duracién de la terapia anti-

tuberculosis previa a la realizacidn del estudio fue de 5 dias.

Sujetos sanos de la comunidad (Sanos). Se incluyeron 14 sujetos sanos de la poblacion

abierta (9 hombres y 5 mujeres) reclutados por anuncio en el periddico. Los voluntarios
sanos no mostraron evidencias clinjéas o radiolédgicas de enfermedades respiratorias y sin
antecedentes de contacto pasado o actual con pacientes con tuberculosis. Sets fueron PPD
negativo (0 mm), tres con induracion < 10 mm y cinco > 10 mm.

La edad promedio de los pacientes con tuberculosis y los voluntarios sanos fue de 29
afios (rango 19-60 ailos). Sicte de los ocho pacientes con tuberculosis y 13 de 14 sujetos

sanos tuvieron cicatriz indicativa de recibir la vacuna BCG durante su nifiez.

5.1.1. Criterios de inclusion

a) Pacientes con tuberculosis.

Tener el diagnostico de TB pulmonar activa, con edad entre 18-60 afios, de preferencia
no haber tenido previa terapia anti-tuberculosis, no presentar hemoptisis, no tener anemia,
ser VIH negativo, no tener alguna otra enfermedad que cause inmunosupresién como
diabetes mellitus, cancer, etc.

b) Controles sanos.

Tener edad entre 18-60 afos, no tener anemia, no tener ninguna enfermedad, ser VIH

negativo y no tener ni haber tenido contacto con pacientes con TB.
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5.2. Obtencion de las células bronquiolo alveolares (BAC). Las BAC se obtuvieron a
partir del lavado bronquioio alveolar (LBA). Brevemente, después de anestesia local de
las vias aéreas altas con xilocaina al 2% y lidocaina al 1% para prevenir la tos, se les
introdujo un broncoscopio fibréptico flexible (P30, Olympus BF, New Hyde Park, NY)
en dos segmentos pulmonares radiolégicamente afectados en el caso de los pacientes con
TB 6 en el 16bulo medio derecho y la lingula en los voluntarios sanos. Posteriormente, se
inyectd solucidn salina estéril (37°C) en alicuotas de 20 ml con inmediata recuperacion
del liquido haciendo un total de 300 ml. La recuperaciéon del liquido del LBA fue del
72% y 68 % en pacientes con TB y sanos respectivamente. El LBA se llevd al laboratorio
y las BAC se recuperaron por centrifugacion de la muestra a 1200 rpm durante 15
minutos a 4°C. Las BAC fueron resuspendidas en medio de cultivo suplementado [RPMI
1640 con 2 mM de L-glutamina (Sigma Chemical Co., St Louis, MO) y 50 pg/ml de
sulfato de gentamicina (BioWhittaker, Walkersville, MD)], se contaron las células y se
ajustaron a 1X10° células por mililitro con medio completo [medio suplementado con
10% de suero humano AB descomplementado (Gemini, Woodland, CA)] y se determiné
la viabilidad celular por exclusidén de azul de tripano (Gibco Life Technologies, Grand
Isiand, NY), obteniéndose una viabilidad de 95% (mediana, Rango 93-99%). La
recuperacion de ias BAC fue mayor en los pacientes con TB (mediana, 55 x 10 con
respecto a los sanos (mediana, 31 x 10%). El fluido de los LBA se guardaron a -20°C para

posterior determinacion de citocinas (IL-10, TGF-B) por la técnica de ELISA.

5.3. Obtencion de las células mononucleares de sangre periférica (PBMC). A los

voluntarios se les tom6 una muestra de sangre venosa (120-180 ml) con heparina y fue
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diluida 1:2 con medio RPMI 1640 suplementado y posteriormente se centrifugo a 1200
rpm durante 45 minutos a temperatura ambiente en un gradiente de densidad Ficoll-Paque
(densidad=1.077 g/m!) (Axis-Shield PoC As, Oslo, Norway). Las PBMC se recuperaron
de la interfase y se lavaron dos veces con medio suplementado. Finalmente, las PBMC se
resuspendieron en medio completo, se contaron y ajustaron a 1X10° células por mililitro.
Se determino la viabilidad por exclusion de azul de tripano siendo de 99% (mediana,

Rango 98-100%}).

5.4. Preparacion de la cepa H37Ra de M.tuberculosis para la infeccion in vitro. La
cepa H37Ra de M.tuberculosis (ATCC 25177, Manassas, VA) se cultivd en medio
liquido Middlebrook 7H9 (Difco Laboratories, Detroit, MI) suplementado con 10%
Albimina-Dextrosa-Catalasa (Difco Laboratories, Detroit, MI)} y 0.2% de glicerol. La
micobacteria se incubd durante 21 dias a 37°C con agitacién constante y posteriormente
fue transferida a tubos de 50 ml y se centrifugdé a 3000 rpm durante 30 minutos. Se
elimind el medio y las micobacterias se resuspendieron en medio liquido Middlebrook
7HO fresco haciendo alicuotas de 1 ml, las cuales, se guardaron a -70°C. Posteriormente,
para determinar la concentracion de las micobacterias se seleccionaron tres viales al azar,
se descongelaron y se centrifugaron. Se eliminé el sobrenadante y las micobactenias se
resuspendieron en medio infectante (RPMI 1640 con 2 mM de L-glutamina, 50 pg/ml de
sulfato de gentamicina suplementado con 30% de suero humano AB sin
descomplementar) y con la finalidad de dispersar los agregados de micobacterias se
agregaron cinco perlas de vidrio de 3 mm y se mezclé durante 5 minutos en vortex. La

suspensién de las micobacterias fue nuevamente centrifugada a 1000 rpm durante 2
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minutos v el sobrenadante donde se localizan las micobactenas individuales se transfirié
a otro tubo; a partir de esta suspension se hicieron diluciones seriadas en medio
Middlebrook 7H9 que fueron sembradas por triplicado en placas de agar 7H10. Después
de 21 dias de incubacion se contaron las unidades formadoras de colonias (UFC) y se
determiné la concentracion del stock de micobacterias. Para cada experimento, se prepard
una suspension fresca de micobacterias llevando a cabo la infeccion in vitro de las BAC y
monocitos para obtener la multiplicidad de infeccién (MOI) de 10 (relacidn bacteria-

celula).

5.5 Anadlisis morfologico en las células bronquiolo alveolares (BAC). Para determinar si
existian diferencias en las poblaciones celulares {macréfagos, linfocitos y neutrofilos)
presentes en el pulmén de los pacientes con TB y sujetos sanos se analizé la composicion
de las BAC. Para esto se tomaron 0.12x10° BAC y se hizo un frotis en un portaobjetos
utilizando una citocentrifuga para después hacer la tincién de Wright. Las preparaciones
fueron analizadas utilizando un microscopio 6ptico y se¢ contaron en promedio 400

células reportando los resultados en porcentaje para las diferentes poblaciones celulares.

5.6. Caracterizacion del las subpoblaciones de linfocitos T por citometria de flujo.
También nos interesé determinar si existian diferencias en las subpoblaciones de
linfocitos T en las BAC y PBMC entre los pacientes con TB y sujetos sanos por lo que se
hizo el analisis por citometria-de flujo. Brevemente, para hacer la tincién de superficie se
tomaron 2x10° de BAC o PBMC en medio completo y se incubaron con los anticuerpos

{Ac’s) monoclonales anti-humano conjugados a fluorocromos anti-[CD3-PerCp (clona
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SK7), CD4-FITC (clona SK3), CD8-FITC (clona SK1), CD56-FITC (clona NCAM 16.2}
y TCRyd-FITC (clona 11F2) (BD Biosciences, San Jos¢, CA)| durante 15 minutos a
temperatura ambiente y en la oscuridad. Posteriormente, las células se lavaron con PBS-
Suero Fetal Bovino al 1% (PBS-SFB 1%) y se fijaron con paraformaldehido al 1%. En la
tincidn se incluyeron los isotipos y,PerCp, vFITC, v2,FITC, los cuales, se utilizaron de
referencia para establecer los cuadrantes en el analisis. Se adquirieron 20,000 eventos en
un citémetro de flujo FACS Calibur (Becton Dickinson) y para el analisis se utilizo el
programa Cell Quest version 3.3 (Becton Dickinson). Para analizar las subpoblaciones de
tos linfocitos T alveolares se selecciond la regién de los linfocitos CD3" conforme al dot
plot CD3™ vs granularidad; mientras que el analisis de las células NK (CD3-CD56+) se
hizo dentro de la region de linfocitos seleccionada conforme a tamafio vs granulandad.
La presencia de las diferentes subpoblaciones de linfocitos se reportaron como porcentaje

de ce€lulas positivas.

5.7. Fenotipo de las células productoras de IFN-y intracelular por citometria de flujo.
Uno de los objetivos del estudio fue determinar si existia diferencia en las celulares
productoras de IFN-y entre el pulmdn y en la sangre periférica de los pacientes con TB y
sujetos sanos, por lo que hizo la caracterizacion en las BAC y PBMC por citometria de
flujo. Brevemente, 2x10° BAC o 1 ml de sangre periférica sin estimulo o estimuladas in
vitro con 10 pg de PPD (Derivado Proteico Purificado de M. tuberculosis, Statens Serum
Institute, Copenhague, Dinamarca) o infectadas con la cepa H37Ra de M.tuberculosis
viva (MOI de 10; 10 bacteria por cada célula) fueron incubadas durante 12 hrs (37°C y

5% de CO,)} en presencia de brefeldina A (Sigma Chemical Co., St Louis, MO) a una
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concentracion final de 10pg/mi durante las ultimas 4 hrs de incubacion. Se hizo la tincion
de superficie en 2x10° BAC o 100pul de sangre periférica con los Ac’s anti-humano anti-
[CD3-PerCp (clona SK7), CD4-FITC (ciona SK3}), CD8-FITC (clona SK1), CD56-FITC
(clona NCAM 16.2), TCRy>—FITC (clona 11 F2) y CD45RO-FITC (clona UCHL-1)]
durante 15 minutos, y posteriormente en las muestras de sangre se lisaron los eritrocitos
con solucion de lisis 1X (Becton Dickinson) por incubacion durante 10 minutos a
temperatura ambiente y se lavaron las células con PBS-SFB 0.5%. Se procedid a
permeabilizar 1a membrana celular por incubacidén con la solucién para permeabilizar 1X
(Becton Dickinson) durante 15 minutos, después y se hizo la tincién intracelular con los
Ac’s anti-IFN-y PE (clona 25723.11), anti-CD69FITC (clona L78) y los respectivos
isotipos por incubacidén durante 30 min. Las células fueron lavadas y fijadas con
paraformaldehido al 1%. Los resultados se reportaron como porcentaje de linfocitos T
CD4", CD8’, TCRy3', CD56' y CD45RO" positivas productoras de IFN-y en la regién de
linfocitos CD3", mientras que la proporcién de células NK productoras de IFN-y se

analizaron en la regién de linfocitos seleccionada conforme al tamafio vs granularidad.

5.8. Produccion del IFN-y en sobrenadantes de cultivos de las BAC y PBMC. Para
definir si el [FN-y detectado intracelularmente (citometria de flujo) es secretado por las
células, entonces determinamos su concentracion en los sobrenadantes de cultivo de las
BAC y PBMC de los pacientes con TB y sujetos sanos es‘.[imuladas in vitro. Brevemente,
se agregaron 1x10° BAC o PBMC/pozo en placas de cultivo de 24 pozos y fueron
estimuladas con 10 pg de PPD, 5 ng de rhIL-12 (IL-12 recombinante humana, R&D

System Co.), 5 ng rhIL-12 + 5 ug de PHA o infectadas con la cepa H37Ra de
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M.tuberculosis viva (MOI 10) y se incubaron durante 24 hrs (37°C y 5% CO,). Se
recolectaron los sobrenadantes y se guardaron a -70°C para determinar la presencia de
citocinas por la técnica de ELISA. Por otra parte, las células se lisaron con 2001 de trizol
{Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA) para hacer el analists de la expresion de

genes por PCR cuantitativo en tiempo real.

5.9. Determinacion de IFN-y por la técnica de ELISA. Se sensibilizo la microplaca de
96 pozos toda la noche a 4°C con 50 pl/pozo de una dilucidon 1:1000 en PBS del Ac de
captura anti-IFN-y humano (Endogen, Wobum, MA). La microplaca se lavé 3 veces con
200 ul de PBS-0.05% Tween 20, y se bloqued durante 15 minutos con 100ul/pozo de
Superblock Blocking Buffer (Thermo Scientific, Rockford, IL). Se lavé la placa y se
adicionaron 50 pl/pozo de diferentes concentraciones del estandar de IFN-y humano
recombtnante (1000 a 15.6 pg/ml) o los sobrenadantes de cultivo (directos o en ditucion)
incubando por 2 hrs a 37°C. Se lavo la placa y se agregaron S0ul/pozo del Ac anti- [FN-y
humano conjugado a biotina a dilucidén 1:2000 (Endogen, Woburn, MA); después de 1 hr
de incubacion se lavd nuevamente la placa v se agregaron 50ul/pozo de una dilucion
1:2000 de la enzima fosfatasa-alcalina conjugada a avidina (Jackson Immunoresearch,
West Grove, PA). Se lavd la placa y se agregaron 50ul/pozo del sustrato pNN (4-
Nitrofenil fosfato disodico hexahidratado, Sigma Chemical Co., St Louis, MO)
permitiendo el desarrollo del color v la reaccion fue detenida con EDTA al 5%. Se hizo la
lectura de la placa a 450 nm en un Micropiate Reader (Labsystems Multiskan MCC/340,
Labsystems, Finland). Se determiné la concentracion de IFN-y en los sobrenadantes de

acuerdo a la curva del estandar y los resultados se reportaron en ng/ml.
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5.10. Determinacion de la IL-4, IL-9, IL-10 e IL-12p70 en sobrenadantes de cultivo por
Multiplex Bead Array Assay. Para determinar el perfil de citocinas que se producen
localmente durante la tuberculosis se determino la presencia de IL-4, 1L-9, 1L-10 ¢
IL12p70 en los sobrenadantes de cultivo las BAC y PBMC no estimuladas o estimuladas
in vitro con 5pg de LPS (Sigma Chemical Co., St Louis, MO) o infectadas con la cepa
H37Ra de M.tuberculosis (MOI 10). Las muestras se analizaron por duplicado utilizando
el Beadlyte Multiplex Immunoassay kit siguiendo las instrucciones del fabricante
(Upstate, Temecula, CA). La lectura de las placas se hizo en et lector Luminex 100TM vy

los resultados se reportaron en pg/ml.

3.11. Determinacion de IL-10 y TGF-f en los fluidos de los lavados bronquial por la
técnica de ELISA. Con la finalidad de determinar el perfil de citocinas producidas
durante la tuberculosis pulmonar se determind la presencia de IL-10 y TGF-p en la
primera alicuota del fluido de los LBA por la técnica de ELISA. La técnica se llevd a
cabo de acuerdo a las indicaciones del fabricante (R&D System Co. Palo Alto, CA).
Brevemente, las muestras de fluido de LBA y las diluciones de los respectivos estandares
de las citocinas (IL-10 y TGF-B) s¢ agregaron en los pozos de la microplaca de 96 pozos
- previamente sensibilizada con ¢l Ac de captura (anti-IL-10 o anti-TGF-B humano).
Después de 1a incubacién durante 2 hrs a 37°C se hicieron dos lavados de la placa y se
adiciond el Ac conjugado a la peroxidasa, incubando durante 1 hr a temperatura
ambiente. Las placas se lavaron y se agregd el sustrato enzimatico permitiendo el

desarrollo de color durante 30 minutos. La reaccidon enzimética se detuvo con la solucién
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de paro y se hizo la lectura a 405nm. La concentracion de IL-10 y TGF-§3 se determiné

con referencia a la curva estandar y los resultados se reportaron en pg/ml.

5.12. Extraccion de RNA total y sintesis de cDNA. Con la finalidad de determinar si
existian diferencias en la expresion de genes de citocinas y receptores en la tuberculosis
pulmonar, se hizo la extraccidon del RNA total utilizando el Método de Chomczynski
(102). Brevemente, el lisado celular se mezclo con un volumen equivalente de
cloroformo (Merck) y se centrifug6 a 4°C durante 15 minutos a 14000 rpm. La fase
acuosa se transfirid a otro tubo y el RNA se precipité con isopropanol frio (Merck) y
nuevamente se centrifugd para obtener el RNA. Después de lavar el RNA con etanol frio
al 75% se dejé secar por evaporacién y se resuspendié en agua-DEPC (Biowhittaker,
Walkersville, MD). Para determinar la concentracion y pureza del RNA se hizo una
difucién de la muestra de RNA y se hizo una lectura a 260 nm y 280nm en un NanoDrop
espectrofotometro (NanoDrop Technologies, Inc., Wilmington, DE).

Posteriormente, se llevd a cabo la sintesis de cDNA utilizando el SuperScript First-Strand
Synthesis System for RT-PCR (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA) siguiendo
las instrucciones del fabricante. Brevemente, el RNA total se mezclé con dNTP’s 10mM
y hexdmeres como iniciadores y se incubd a 65°C durante 5 minutos. Después se agregod
la mezcla de trascripcidn reversa (10X solucién amortiguadora, 25mM de MgCl,, 0.1M
DTT, RNaseOUT inhibidor de Ribonuclease) y la enzima SuperScript I1. La sintesis del
cDNA se llevo a cabo a 25 °C durante 10 minutos, 42 °C durante 50 minutos y 70 °C por
10 minutos en un termociclador (Eppendorf, Co.) y finalmente se tratdé con RNAsa H

durante 20 minutos a 37°C. Se determin¢ la concentracion y pureza del cDNA haciendo
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la lectura a 260nm y 280nm y s¢ prepararon diluciones de cada muestra a una
concentracién de 20ng/ml para hacer el analisis de la expresion de genes por PCR

cuantitativo en tiempo real.

5.13. Andlisis de la expresion de genes por PCR cuantitativo en tiempo real. Sc estudid
la expresion de los genes de IFN-y, IL-12R$31, IL-12RB2, IFN-yR1 y TNF-a mediante €l
andlisis del mRNA y se utilizé6 como gen constitutivo el RNA ribosomal 18S (rRNA
18S). Para determinar la expresion de rRNA 18S, [FN-y y TNF-a se utilizaron los Pre-
Developed Tagman Assay (Applied Biosystem, Foster City, CA);, mientras que para ¢l
analisis de IL-12RJ1, TL-12RP2 e IFN-yR1 los iniciadores y las sondas especificas
fuecron disefiadas con el programa Primer Express (Applied Biosystems,Co.) ¥y
sintetizados por la misma compafiia. En experimentos preliminares se identifico el gen
constitutivo TRNA 18S como el gen mas estable al comparar su expresion en las BAC y
PBMC estimuladas y no estimuladas; para este experimento se utilizé la placa TagMan
Human Endogenous control (Applied Biosystem,Co.) que incluye 11 genes alternativos
(proteina ribosomal acidica, beta actina, ciclofilina, gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa, fosfoglicerocinasa, P2-microglobulina, B-glucoronidasa, hipoxantina
ribosil transferasa, factor de transcripcion, proteina de union a la caja TATA vy el receptor
de transfermna). Para analizar la expreston de los genes de interés seguimos Ias
instrucciones del fabricante. Brevemente, se prepard la mezcla de reaccidén con mezcla
universal (ANTP’s, Taq polimerasa, MgCl,), iniciadores y sonda especifica para cada gen
de interés marcada con un fluorocromo (r18S-VIC y FAM para los demas genes de

interés) y agua-DEPC, se mezclo y se agregd a la placa de 96 pozos junto con la muestra
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(60 ng/pozo de cDNA) llevando la reaccion a un volumen final de 50ui. La placa se
cubrid con plastico adhesivo y se centrifugd 5 minutos a 2000 rpm para eliminar las
burbujas. La amplificacion se llevo a cabo en un ABI Prisma 7700 Sequencer Detection
System (Applied Biosystems, Co) iniciando con 50°C durante 2 minutos, 95°C durante
10 minutos y 40 ciclos (95°C por 30 segundos y 60°C por 30 segundos). Se utilizd el
método de cuantificacion absoluta incluyendo una curva de calibracidn con 7 diluciones
seriadas de un plasmido donde se ha insertado el fragmento para amplificar, el cual fue
incluido en cada placa (para cada gen de interés y el constitutivo). La curva y las
muestras s¢ analizaron por triplicado y se hizo la normalizacién de cada uno de los genes
de interés con respecto al gen constitutivo (TRNA 188S). La curva estandar se utiliz6 para

determinar el nimero de copias de mRNA del gen de interés.

5.14. Andlisis estadistico. Se utiliz6 la prueba no paramétrica de Mann-Whitney U rank
test para comparar los resultados de pacientes con TB pulmonar activa y los sujetos
sanos. El analisis se hizo utilizando el software SPSS Statistical, versién 13.0 (2004) y la

significancia estadistica fue considerada con una p<0.05.
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6. RESULTADOS.

6.1. Morfologia de células en el pulmon durante la tuberculosis pulmonar activa. Con
la finalidad de determinar si existen diferencias en cuanto a las poblaciones celulares
presentes en el pulmoén de los pacientes con TB y los sujetos sanos se analizd la
composicién celular en las BAC y los resultados mostraron que existen diferencias
significativas entre ambos grupos de estudio (Tabla 1). Los macréfagos alveolares se
encontraron disminuidos significativamente en los pacientes con TB (mediana, %
Macrofagos alveolares: TB= 67 vs. sanos=95); mientras que los linfocitos alveolares
{mediana % LA: TB=16 vs. sanos=5 p<0.05) y los neutrdfilos (mediana, % Neut: TB=3
vs. sanos=0 p<0.05) se encontraron aumentados significativamente en comparacion con
los sujetos sanos. Los resultados demostraron que existe aumento en la poblacidén de
células inflamatorias en los pacientes con TB mostrando que hay el desarrollo de una

respuesta inmune del hospedero con la finalidad de controlar la infeccion.

6.2. Los linfocitos T CD4" son la principal supoblacion en las BAC de los pacientes
con TB. Ademas de conocer la composicién celular en el pulmén de los pacientes con TB
también fue de interés determinar el fenotipo, el estado de activacion y produccién de
citocinas de las células presentes en las BAC y PBMC de los pacientes con TB y sujetos
sanos. Después de obtener los resuitados de 1a morfologia celular en el pulmén que nos
mostraron que existe aumento de los linfocitos y neutréfilos que en las BAC de los
pacientes con TB, ahora el enfoque fue estudiar los linfocitos T ya que son fuente de

citocinas y juegan un papel importante en la respuesta inmune. Consecuentemente se
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investigo la proporcion de las diferentes subpoblaciones de linfocitos T en las BAC y
PBMC por citometria de flujo y los resultados se muestran en la Tabla 2.

Previamente, en la literatura se ha descrito que hay aumento de los linfocitos alveolares
durante la tuberculosis pulmonar activa en humanos (70, 71) y nuestros resultados (Tabla
2) confirman la alveolitis linfocttica en los pacientes con TB; observandose un aumento
significativo de tres veces en el nimero de linfocitos T en pacientes con TB comparado
con los sujetos sanos (mediana %CD3"; TB=15 vs. sanos=5, p<0.05). Ademais, se
encontré6 que los linfocitos T alveolares CD4" se encuentran aumentados
significativamente en los pacientes con TB en comparacion con los sujetos sanos
(mediana %; TB= 70 y sanos=48, p<0.05), siendo esta poblacién la que se encuentra en
mayor proporcion en el pulmén con respecto al resto de las poblaciones analizadas.

La proporcién de linfocitos T CD8™ alveolares y periféricos fueron comparables entre los
grupos de estudio (mediana % BAC vs. PBMC: TB= 20 vs. 26 y sanos= 27 vs. 23,
respectivamente), y significativamente menor en comparacién con los linfocitos T CD4"
alveolares y periféricos (p<0.001). Los linfocitos TCRy8" alveolares se encontraron
disminuidos significativamente en los pacientes con TB.

No se encontraron diferencias significativas en la recuperacion de las BAC ni en la
frecuencia de los linfocitos alveolares CD3'CD56" y CD3'CD56" entre los grupos de
estudio. Pero es importante hacer notar que en los pacientes y en los sujetos sanos las
células NK (CD3°CD56") se encuentran disminuidas en el espacio bronquiolo alveolar en
comparacion con la sangre, con respecto a los pacientes esto puede deberse a la etapa
créonica de la enfermedad donde la inmunidad innata no es la principal respuesta del

hospedero.
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((yo) Macrofagos
alveolares

Linfocitos
alveolares

Neutrofilos

Sanos (n=14) 95

(88-97)

*
TB (n=8) 67

(54-83)

S

(3-12)

*
16

(10-28)

(2-29)

Tabla 1. Aumento de las células inflamatorias en el pulmén de los pacientes con TB pulmonar activa. Se tomaron células
bronquiolo alveolares y se hizo un frotis y posteriormente se hizo la tincion de Wright., Las preparaciones se analizaron cn el

microscopio y se report6 el porcentaje de las diferentes poblaciones celulares. Los valores corresponden al valor de la mediana y entrc

paréntesis los percentiles 25-75%. (* p<0.05, Sanos vs. TB, Mann-Whitney)




Sanos (n=13) TB (n=38)

BAC PBMC BAC PBMC
# BAC/10 mILBA [109] 1.4 (0.9-1.8) - 2.3(1.42.7) -
% CD3*BAC 502-15)* - 15 (8-26) -
% CD3*CD4* 48 (4551 59 (56-66) ** 70 (57-72) 62 (53-67)
% CD3"CD8* 27 (17-38) 23(15-27) 20 (15-28) 26(18-27)
% CD3*CD56* 10 (6-13) 3 (2-8) 7 (5-9) 7 (5-8)
% CD3-CD56* 4 (3-6) 14 1021y ** 3(3-4) 16 (13-20)**
% CD3* TCRES 7 3-10)* 325 ** 5(4-7) 5(4-7)

Tabla 2. Fenotipo de los linfocitos T en las células bronquiolo alveolares (BAC) y células mononucleares de sangre periférica
(PBMC). Para caracterizar las subpoblaciones se hizo la tincion de superficie de las BAC o PBMC con los anticuerpos monoclonales
anti-CD3PerCp, FITC (anti-CD4, CD8, CD56 y yd8TCR) para anélisis por citometria de flujo. La region de los linfocitos (CD37) se
analizd y los resultados se reportaron en porcentaje. Excepto para las BAC en el liquido de los LBA. Los valores corresponden al
valor de la mediana y entre paréntesis los percentiles 25-75%. (*p< 0.05, Sanos vs. TB en BAC; ** p< 0.05 BAC vs. PBMC
autologos, Mann-Whitney U-test).




Por otra parte, en los sujetos sanos los linfocitos periféricos CD4" y CD3CD56' se
encontraron aumentados (p<0.05), mientras que los linfocitos CD3 TCRy8" periféricos se

encuentran disminuidos (p<0.05) con respecto a los linfocitos alveolares autdlogos.

6.3. Aumento en la activacion y produccion de IFN-y en los linfocitos alveolares de los
pacientes con TB pulmonar activa. Ademas de estudiar las diferentes subpoblaciones
celulares en el pulmdn y en sangre periférica, otro de los objetivos fue analizar el estado
de activacion y de la produccion de IFN-y por los linfocitos, por lo cual, se procedié a
hacer el analisis en los linfocitos T alveolares y periféricos por citometria de flujo.

Se utilizé6 como marcador de activacion temprana de los linfocitos a la glicoproteina de
superficie CD69 y se determind la produccion de IFN-y intracelular. En la Figura 1A y
1B se muestra la respuesta de linfocitos T alveolares al estimulo con PPD de un sujeto
sano y un paciente con TB pulmonar; mientras que en la Figura 1C se muestran los
resuftados en los grupos de estudio. Puede observarse que los linfocitos T alveolares de
los pacientes con TB se encuentran constitutivamente mas activados y ademas producen
mas [FN-y en comparacion con los linfocitos T alveolares de los sujetos sanos (mediana
% TB vs sanos: 2 vs. 13, p>0.05). Después de la estimulacion ir vitro con el PPD o la
infeccion con M.tuberculosis (MOI de 10) se observo un incremento significativo en la
activacién y produccion de IFN-y en los linfocitos T alveolares de los pacientes con TB
{mediana %TB vs. sanos: PPD, 44 y 5; M.tuberculosisi0, 46 vs. 5, p<0.05) a diferencia
de los linfocitos alveolares de los sujetos sanos que mantuvieron una activacion y

produccion de IFN-y reducida.
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Figura 1. Activaciéon y produccién de IFN-y por linfocitos T alveolares. Las BAC fueron estimuladas con PPD o infectadas con la

cepa H37Ra de M.tuberculosis a una proporcion de 10 micobacterias por célula (M.th 10) durante 12 hrs. Posteriormente se hizo la

tincion de superficie con el Ac anti-CD3PerCp y se permeabiliz6 la membrana para hacer la tincion intracelular con los Ac’s anti-

CD69FITC y anti-IFN-yPE. Se muestran los linfocitos T alveolares estimulados con PPD; A) Sujeto sano, B) Paciente con TB; C)

Activacion y produccion de IFN-y por linfocitos T alveolares. (Sanos n=7, TB n=6) (* p<0.05, Mann-Whitney U-test).




Estos resultados demuestran que la capacidad de activacion y produccion de [FN-y por
parte de los linfocitos T alveolares de los pacientes con TB no se encuentra suprimida por

efecto de la infeccidn, sino mas bien parece estar exacerbada.

6.4. Los linfocitos alveolares CD4" son la principal fuente de IFN-y en el
compartimiento bronquiolo alveolar durante la TB pulmonar activa. Posteriormente se
procedid a caracterizar por citometria de flujo el fenotipo de los linfocitos T alveolares ya
que participan en la produccién de de IFN-y en el pulmén. Los resultados de la Figura 2A
muestran que hay una produccién constitutivamente baja de IFN-y por los linfocitos T
alveolares CD4" comparable entre los grupos de estudio (mediana % TB vs. sanos: 4 y 1,
p>0.05). Sin embargo, en respuesta al estimulo in vitro con PPD o infeccidén con
M tuberculosis existe un aumento significativo de linfocitos T alveolares CD4"
productores de IFN-y en comparacién con los sujetos sanos (Median %, TB vs. sanos:
PPD, 46 vs. 6 and M.iuberculosis, 37 vs. 4, p<0.05), esto puede deberse a la
compartamentalizacién hacia el pulmon de linfocitos T-Ag-especifico en los pacientes
con TB.

Ademas, en pacientes con TB se encontraron aumentados linfocitos alveolares CD8*,
TCR y8 ¥, CD3'CD56" y células NK que contribuyen a la produccién local de IFN-y
(CD8’ [PPD] y NK [M.tuberculosis], p<0.05) (Figura 2B, 2C, 2D y 2E).

La proporcién de las subpoblaciones de linfocitos T y células NK periféricas (PBMC)
productoras de IFN-y fueron significativamente menores (mediana 10%, p<0.05) en
comparacion a las BAC autdlogas en ambos grupos (Datos no mostrados) demostrando

que existen diferencias entre la respuesta inmune local y periférica.
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Figura 2. Analisis de las subpoblaciones de linfocitos T alvcolares productoras de IFN-y. Las BAC fucron estimuladas con PPD
o infectadas con M.(uberculosis (MOI 10) durante 12 hrs. Posteriormente se hizo la tincion de supcrficic con anti-humano PerCp (anti-
CD3,CD4 y CDS8) y FITC (anti-CD4, CD8, CD56, TCR yd y CD45R0O). Después se hizo la tincidén intracelular con anti- IFN-yPE. Se
analizaron las células productoras de 1FN-y en la region de los linfocitos (CD3” conforme a CD3" vs. Granularidad (A-D, F) y en
tamafio vs. Granularidad (E). A) CD4", B) CD§" [Sanos n=10, TB n=7], C) TCR 3", D) CD56", E) CD3'CD56" [Sanos n=8, TB
n=7], F) CD45R0O/CD4" y CD45RO/CD8" [Sanos n=4, TB n=4], (* p<0.05, Sanos vs. TB, Mann-Whitney U-test). ( [JSanos, Ill'IB)



Por otra parte, también se analizo la participacion de los linfocitos T alveolares con
fenotipo de memoria (CD45'RO") en la produccién de IFN-y en el pulmén ya que la
respuesta rapida hacia PPD y M. fuberculosis observada en los pacientes con TB sugirid la
posibilidad de aumento en la inmunidad por células de memoria a nivel local.

El analisis de los linfocitos alveolares mostré que la proporcion de linfocitos T alveolares
productores de IFN-y con fenotipo CD4"CD45RO" y CD8'CD45RO™ se encontraron
aumentadas significativamente (p<<0.05) en los pacientes con TB (Figura 2F); a pesar de
proporciones similares de CD4'CD45RO" y CD8'CD45R0O" en ambos grupos de estudio
(Datos no mostrados). Estos resultados apoyan la idea que la inmunidad en el pulmén
durante la tuberculosis pulmonar activa estd basada en las células efectoras pero que

existe una gran participacidn de las células de memona.

6.5. Aumento en expresion del gen y la produccion de IFN-y en el compartimiento
brongquiolo-alveolar en la TB pulmonar activa. Los resultados anteriores proporcionaron
la informacion sobre los linfocitos T alveolares productores de IFN-y en ¢l pulmoén, sin
embargo, la deteccion se hizo a nivel intracelular por lo que importante saber si la
secrecion de la citocina no se encuentra alterada durante la TB pulmonar activa. De
manera que el siguiente objetivo fue determinar si la secrecién del IFN-y se encuentra
alterada por la infeccion con M.fuberculosis en los pacientes con TB, y con este fin se
estudiaron algunas de las vias involucradas en la produccion de IFN-y en las BAC y
PBMC de pacientes con TB y sujetos sanos en respuesta a diferentes estimulos.

Para analizar la produccion de IFN-y mediada por el IL-12R o por Ag-especifico las BAC

y PBMC fueron estimuladas in vitro con PPD o infectadas con M. fuberculosis viva (MOI
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de 10), rhilL-12, rhilL-12+PHA. Se determind la concentracion del IFN-y en los
sobrenadantes de cultivo por la técnica de ELISA, y ademas se obtuvieronslos
respectivos lisados celulares para analizar la expresion del gen por cuantificacién del
mRNA del I[FN-y mediante PCR cuantitativo en tiempo real.

En la Figura 3A se obser;ra que existe una produccion constitutiva de [FN-y y esta
aumentada significativamente en las BAC de los pacientes con TB (mediana, ng/ml
TB=0.9 vs. sanos=0, p<0.05). Después de la estimulacion in vitro con PPD o la infeccién
con M.tuberculosis (MOI de 10) Ia produccién de IFN-y por las BAC de los pacientes
con TB se incrementa significativamente en comparacion con las BAC de los sanos
{mediana ng/ml TB vs sanos: PPD, 7.4 vs. 0.04, M.tuberculosis 10, 4.6 vs. 0.1, p<0.05)
{Figura 3 A). En contraste con los resultados en las BAC de los pacientes con TB, la
produccién constitutiva de IFN-y en las PBMC autélogas fue muy baja (mediana, ng/ml
BAC vs. PBMC: 0.9 vs. 0.015, p<0.05) (Figura 3C) lo que demuestra que existen
diferencias entre la respuesta inmune local y periférica de los pacientes con TB.
Posteriormente, se analizd la produccién del IFN-y mediada por el IL-12R a través de la
estimulaciéon con rhIL-12 o en combinacién con PHA y se encontré un incremento
significativo de la producciéon de IFN-y en las BAC de los pacientes con TB en
comparacion con los sujetos sanos (mediana pg/ml; TB vs sanos; rllL-12, 1.3 vs. 0.06;
rlL-12+PHA, 16.5 vs. 1.9, p<0.05) (Figura 3A).

A diferencia de los resultados obtenidos en las BAC, la produccién constitutiva de IFN-y
en las PBMC fue baja y similar y entre los grupos de estudio (mediana; TB=0.01 y

sanos=0.01 pg/ml). Al estudiar el efecto de los diferentes estimulos se observé aumento



en la produccion IFN-y, sin embargo, no se observaron diferencias significativas entre
ambos grupos de estudio (Figura 3C).

Los resultados mostrados hasta aqui demuestran que las BAC de los pacientes con TB
producen constitutivamente [FN-y y que ademas tienen la capacidad de producir més
citocina en respuesta a diferentes estimulos (especificos y mediados por la IL-12), lo que
sugiere que durante la enfermedad la incapacidad para controlar el crecimiento de
M. iuberculosis al menos no se debe a la falta de IFN-y que es una citocina importante
para e! control de infecciones por bacterias intracetulares.

Paralelamente, se hizo ¢l analisis la expresion del gen que codifica el [FN-y mediante el
analisis del numero de copias de mRNA vy los resultados mostraron que existe mayor
expresion constitutiva del gen en las BAC de los pacientes con TB en comparacién con
los sanos (mediana, no. copias; TB=80 y sanos= 2, p<0.05) (Figura 3B). Similar a los
resultados obtenidos en la produccidn de IFN-y Ag-especifico la estimulacion in vifro con
PPD o la infeccidn con M. tuberculosis (MOI de 10), causé un incremento significativo en
el mimero de copias de mRNA de IFN-y en las BAC de los pacientes con TB (mediana,
no. copias; TB vs. sanos; PPD, 806 vs. 6, M.tuberculosis 10, 488 vs. 10, p<0.05),
mientras que la estimulacion con rhil-12 y rhIL-12 + PHA mostr6 un numero
comparable de copias entre las BAC de los grupos de este estudio. A diferencia de los
resultados obtenidos en las BAC, en las PBMC se encontré aumentado significativamente
el nimero de copias de mRNA de IFN-y en los sujetos sanos en comparacion con los

pacientes con TB después de la estimulacién in vitro M.tuberculosis 10 o thiL-12+PHA

(Figura 3D).
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Figura 3. Produccion y expresion del gen de IFN-y en células bronquiolo alveolares (BAC) y células mononucleares de sangre
periférica (PBMC). Las BAC o PBMC fueron estimuladas con PPD, rhlL-12, rhlL-12+ PHA, PHA o infectadas con M.tuberculosis
(MOI 10) durante 24 hrs y la produccién de IFN-y (proteina) se determind en los sobrenadantes de cultivo por la técnica de ELISA y
los resultados se reportaron en ng/ml. A) BAC y C) PBMC [Sanos n=7 (PPD"=4, PPD'=3), TB n=6]. La expresién del gen de I[FN-y
se analizé por PCR cuantitativo en tiempo real y los resultados se¢ 'r.éportaron en numero de copias de mRNA. B) BAC y D) PBMC
[Sanos n=5 (PPD'=3, PPD'=2), TB n=6], (*p=<0.05, Mann-Whitney U-test).




En resumen, los datos demuestran que en los pacientes con TB existe la acumulacion
local de células que responden especificamente a M.tuberculosis y PPD mostrando que
tienen la capacidad de producir IFN-y y ademas es claro que existen diferencias entre la

respuesta inmune local y periférica.

6.6. Produccion de IL-12p70 en respuesta a la infeccion con M.tuberculosis. Ademas
de imvestigar la produccion del IFN-y que constituye una citocina importante en la
respuesta 'mmuné tipo Thl encontrandose aumentada en las BAC de pacientes. con TB,
también se determind la presencia de [L-12p70 ya ésta citocina forma parte de la
inmunidad innata y promueve la respuesta celular Thi al ser un fuerte inductor del IFN-y.
En los sobrenadantes de cultivo de las BAC y PBMC se determiné la presencia de 1L-
12p70 y los resultados de la Figura 4A muestran que después de la infecciéon con
M tuberculosis 1a produccion de IL-12p70 esta aumentada significativamente (p<0.05) en
las BAC de los pacientes con TB en comparacion con los sujetos sanos mientras que en
los sobrenadantes de las PBMC las concentraciones de la citocina son comparables entre
los grupos estudio (Figura 4B). Estos resultados stguen apoyando que durante la TB
pulmonar activa existe una respuesta inmune celular Thl (IFN-y ¢ IL-12p70) en el
pulmon. Sin embargo, a pesar de las evidencias de una respuesta protectora (Thl) no

existe control en el crecimiento de M. fuberculosis.

6.7. Expresion de la subunidad f1 y la subunidad 2 del RIL-12 en células bronquiolo
alveolares y células mononucleares de sangre periférica. Ya que una de las vias

involucradas en la produccion de IFN-y es a traes del IL-12R, se analizo paralelamente la
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Figura 4. Produccién de IL-12p70 por las células bronquiolo alveolares (BAC) y células mononucleares de sangre periférica
(PBMC). Las BAC o PBMC fueron estimuladas con LPS o infectadas con M.tuberculosis (MOI 10) durante 24 hrs y la produccion
de 11.-12p70 se determind en los sobrenadantes de cultivo por Multiplex Bead Array Assay. A) BAC [Sanos n=5, TB n=6] y C)
PBMC [Sanos n=7, TB n=6], (*p<0.05, Mann-Whitney U-test).




expresion del gen de IL-12R (subunidad B1 y B2) en las BAC y PBMC por PCR
cuantitativo en tiempo real. Los resultados mostraron que constitutivamente y después de
la estimulacion in vitro con PPD o la infeccidn con M.tuberculosis existe un nimero
similar de copias de mRNA de ambas subunidades del RIL-12 en BAC y PBMC de los
grupos de estudio (p>0.05) (Figura 5). Sin embargo, es importante mencionar que el
analisis de subunidades IL-12R[1 y IL-12R[2 (proteina) por citometria de flujo mostrd

aumento en la expresion counstitutiva en los linfocitos T alveolares de los pacientes con

TB (Figura 10).

6.8. Expresion de IFN-yR1 en células bronquiolo alveolares y células mononucleares
de sangre periférica. Para establecer si durante la TB pulmonar el IFN-y que se produce
localmente participa en la activacion del macréfagos, como siguiente paso se analizd la
expresion de la subunidad R1 del receptor del IFN-y (IFN-yR1) en las BAC y PBMC de
los pacientes con TB y sujetos sanos. El nimero de copias de mRNA del IFN-yR1
constitutivo y después de la estimulacidn in vifro con PPD, thIFN-y, LPS o la infeccion
con M.tuberculosis (MOI de 10) fueron similares entre las BAC de los grupos de estudio
(Figura 6 A); mientras que en las PBMC de los pacientes con TB la expresion
constitutiva de IFN-yR1 se encontrd aumentada significativamente en comparacién con
sujetos sanos (Figura 6B). Después de la estimulacion in vitro con PPD o la infeccion con
M tuberculosis el nlimero de copias de mRNA del IFN-yR1 disminuye respecto a la
expresidn constitutiva;no se observaron cambios significativos en las PBMC de los

sujetos sanos después de la estimulacion con PPD, M.tuberculosis e [FN-y (Figura 6B).
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Figura 5. Expresion de la subunidad p1 y B2 del receptor de la I11.-12 en células bronquiolo alveolares (BAC) y células
mononucleares de sangre periférica (PBMC). Las BAC o PBMC fueron estimuladas con PPD, PHA o infectadas con
M. tuberculosis (MOI 10) durante 24hrs. Se cosecharon los sobrenadantes y las células se lisaron para haccr la cxtraccion de RNA total
que se utilizd para la sintesis de cDNA. Se llevd a cabo la amplificacion de IL-12RP1, TL-12RB2 y ¢l gen constitutivo rRNA18S por
PCR cuantitativo ¢n ticmpo real. Se normalizoé con respecto r18S y los resultados se reportaron en numero de copias de mRNA.
Expresién de 1L-12RB1: A) BAC y C) PBMC [Sanos n=5 (PPD+=3, PPD-=2, TB n=6]. Expresion dc IL-12R32: B) BAC y D) PBMC
[Sanos n=5 (PPD+=3, PPD-=2, TB n=6)], (*p=<0.05, Mann-Whitney U-test).
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Figura 6. Expresion del IFN-yR1 en células bronquiolo alveolares (BAC) y células mononucleares de sangre periférica
(PBMC). Las BAC o PBMC se estimularon con PPD, 100U de rhIFN-y, LPS o se infectaron con M.tuberculosis (MOI 10) durante 24
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en numero de copias dc mRNA. A) BAC, B) PBMC [Sanos n=5 (PPD+=3, PPD-=2, TB n=6], (*p=<0.05, Mann-Whitney U-test).




De acuerdo a las resultados obtenidos podemos decir que en los pacientes con TB a pesar
de haber una produccién elevada de IFN-y en el pulmon, esto no incrementa la expresion
del IFN-yR1 sugiriendo que la interaccion IFN-y /IFN-y no es eficiente y
consecuentemente los macrofagos alveolares podrian no activarse por lo que no hay
control de la infeccion.

Para evaluar la activacion de los macrofagos mediada por el [FN-YR y sc¢ analizé la
expresion y produccion de TNF-a en BAC y PBMC de los pacientes con TB y sujetos
sanos y no se¢ encontraron diferencias significativas {datos no mostrados). Por lo tanto,
concluimos que la interaccion IFN-y/IFN-YR no es eficiente y en consecuencia los

macrofagos alveolares no se activan y la infeccion persiste.

6.9. Citocinas anti-inflamatorias en sobrenadantes de cultivo y en fluide de lavados
bronquiclo alveolares. Con el objetivo de determinar mecanismos que podrian estar
regulando la expresidn de los citocinas y receptores, s¢ analizé la produccidn de citocinas
involucradas en la supresion de la respuesta inmune hacia M.tuberculosis y se determiné
la produccion de 1L-4, IL-9 e [L-10 en los sobrenadantes de cultivo de BAC y PBMC.
Los resultados mostraron que la infeccidn con M.tuberculosis incrementa de manera
significativa (p<0.05) la produccion de IL-4 en los sobrenadantes de las BAC de los
pacientes con TB comparado con los sanos (Figura 7A), mientras que en las PBMC los
resultados fueron comparables entre ambos grupos (Figura 7B). No se encontraron
diferencias significativas en la produccion de IL-9 e IL-10 entre los grupos de estudio
(Figura 8A y 8B). También se¢ analizo la presencia de TGF-B en el liquido de los LBA y

se encontraron niveles aumentados en los pacientes con TB (p>0.05) (Figura 8C).
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El aumento de IL-4, IL-9 y TGF- sugiere el desarrollo de una respuesta inmune anti-
inflamatoria a nivel pulmonar que pudiera neutralizar el efecto del IFN-y por lo que no

hay control de la infeccion.
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7. DISCUSION.

La TB es una enfermedad que sigue representando un problema de salud publica a
nivel mundial y a pesar de existir un profundo conocimiento sobre la inmunopatogenia de
la enfermedad, aun existen aspectos que son objeto de estudio.

Con la finalidad de profundizar en el conocimiento sobre la respuesta durante la TB
pulmonar activa en humanos a nivel local en el presente estudio se analizé la produccidon
de citocinas pro-inflamatorias como IFN-y, [L-12, TNF-a y citocinas anti-
inflamatoria como IL-4, IL-9, IL-10,TGF-p y la expresion del mRNA de IFN-y, IL-
12RB1, IL-12RB2, IFN-yR1 y TNF-a en las BAC de los pacientes con TB pulmonar
activa provenientes de las zonas afectadas del pulmén.

Al analizar las poblaciones celulares provenientes del pulmon de los pacientes con TB
pulmonar activa y sujetos sanos se encontraron diferencias en la composicién celular ya
que los pacientes con TB tienen aumentados los linfocitos y neutréfilos (Tabla 1). Estos
datos proporcionan evidencias de la compartamentalizacion de las células inflamatorias
del sistema inmune hacia el sitio de infeccidn durante la TB pulmonar activa humana. Sin
embargo, la respuesta inmune que se desarrolla no solamente es el resultado de la
migracién de células al sitio de infeccidon causando un incremento de linfocitos T, sino
gue ademas, existe un aumento en la capacidad de respuesta de estos linfocitos T
alveolares a través de la produccion de citocinas como el IFN-y durante la enfermedad.
También los resultados mostraron que los pacientes con TB tienen una mayor proporcion
de linfocitos T alveolares respecto a los sujetos sanos (Sanos 5% vs TB 15%, p<0.05); y
de esta poblacién el 70% corresponde a los linfocitos T alveolares CD4", de los que més

del 46% producen IFN-y al ser estimulados in vitro con PPD y M.tuberculosis viva. Estos
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resultados demuestran que los linfocitos alveolares T CD4" especificos a M.tuberculosis
componen la fuente principal de [FN-y a nivel local durante la TB pulmonar activa. Por
otra parte, se encontré que los linfocitos alveolares CDg", TCR vd ", CD3"CD56” y las
células NK son poblaciones celulares que también contribuyen a la produccion del IFN-
v Ag-especifico a nivel local, aunque en menor grado en comparacion con los linfocitos
alveolares T CD4". Los resultados obtenidos en el presente trabajo coinciden con un
estudio previo en el que se demostré la produccion elevada de IFN-y por los linfocitos
alveolares CD4" en LBA de pacientes con TB después de la estimulacion con PPD en
comparacion con las células de sangre periférica autologas (103). Sin embargo, nuestros
resultados difieren con lo reportado por Taha y cols. (78) quienes demostraron un
aumento en la proporcion de linfocitos alveolares T CD8' que expresan
constitutivamente el mRNA del IFN-y en pacientes con TB. Es posible que las
diferencias entre los resultados sean debidas a el grado de avance de la TB en los
pacientes estudiados y ademas en las metodologias experimentales utilizadas, ya gue en
el presente estudio las poblaciones productoras de IFN-y se caracterizaron por citometria
de flujo basandonos en los marcadores de superficie especificos mientras que ellos lo
hicieron por hibridacién in situ (78).

Por otro lado, se analizé la proporcion de linfocitos alveolares de memoria productores de
IFN-7 v se encontraron aumentados significativamente tanto los CD4"CD45RO" y los
CD8'CD45RO" en las BAC de los pacientes con TB en comparacién con los sujetos
sanos. Estos resultados son consistentes con ¢l incremento en la produccidn de IFN-y Ag-
especifico (M.tuberculosis y PPD) y rapida respuesta (24 hrs post estimulacidn)

observada en las BAC de los pacientes con TB.
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Hasta aqui los resultados obtenidos con las BAC de los pacientes con TB proporcionan
evidencias de la compartamentalizacion de células inflamatorias como los neutréfilos y
linfocitos T alveolares (Tabla 1 y 2) y la produccién de [FN-v constitutiva e inducida por
Ag’s-especificos de M.fuberculosis que es paralela a la proporcién de hnfocitos T
alveolares activados (mediana 45% de CD69") en el sitio de la infeccién.

Por otra parte, con la finalidad de definir el tipo de respuesta inmune desarrollada en el
sitio de infeccion durante ta TB se estudio la produccién de la [L-12p70 (forma activa) ya
que forma parte la respuesta inmune tipo Thl y se encontraron niveles elevados en los
sobrenadantes de las BAC pacientes con TB en respuesta a la infeccién con la cepa viva
de M.tuberculosis. Este resultado correlaciona con el aumento en la produccion de IFN-y
a nivel local y sugiriere la activacién de los macrofagos y/o células dendriticas inducida
por la infeccidn con M.tfuberculosis en los espacios bronquiolo alveolares, ya que estas
poblaciones celulares son productoras de IL-12p70 al ser activadas. Esta informacion
coincide con los niveles elevados de IL-12p70 descrita en el fluido de LBA de pacientes
con TB pulmonar (104) y ademds con un reporte en donde se demostré aumento en los
niveles de IL-12p40 en liquido pleural en de pacientes con TB pleural comparacidon con
los niveles en sueros autélogos (105).

La IL-12p70 en la respuesta protectora a la infeccion de M.tuberculosis tiene un papel
primordial ya que promueve ¢! desarrollo de una respuesta celular Thl al ser un potente
inductor del IFN-y; ademas favorece la diferenciacion de los linfocitos CD4", la
activacion de los linfocitos citotoxicos y células NK (35), de manera que los resultados

del presente estudio que muestran el aumento en la produccién de la 1L-12p70 e IFN-y
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por las BAC de los pacientes con TB son evidencias del desarrollo de una respuesta
inmune tipo Thl.

No obstante, a pesar de las evidencias de una respuesta inmune celular tipo Thl en los
espacios bronquiolo alveolares durante la TB pulmonar activa, no hay control del
crecimiento de M.tuberculosis demostrada por la presencia de micobacterias viables en
las vias respiratorias de los pacientes con TB pulmonar activa sin {ratamiento, lo que hace
pensar que probablemente existe algin componente de la respuesta inmune alterado por
efecto de la infeccion. De manera que para discernir la existencia de alguna alteracion en
la respuesta inmune durante la enfermedad adicionalmente se analizé la expresion
constitutiva e inducida (por estimulacion con PPD o M.tuberculosis) de los receptores IL-
12RB1, IL-12RB2 e IFN-yR1 que son componentes importantes de la respuesta inmune
tipo Thl.

Primero, abordamos el estudio del receptor de IL-12 (IL-12R) considerando que como
parte de la inmunidad innata hay produccion de la IL-12p70 por las células dendriticas,
los monocitos y macréfagos en respuesta a la infeccton con M.ruberculosis y para que
esta citocina tenga su efecto biologico se requiere de la interaccién con su receptor
especifico IL-12R (36). Previamente se demostré que la infeccion de las BAC con
M tuberculosis causé una produccion aumentada de IL-12p70 en BAC de pacientes con
TB pulmonar activa (Figura 4A) con lo se descartd que la falla en la respuesta inmune
durante la TB activa reflejada por la falta de control de M. tuberculosis se deba a una
produccion deficiente de IL-12, sin embargo, existe la posibilidad que su receptor o la
interaccién con ¢ste se encuentren alterados por lo se procedid al estudio del receptor de

la1L-12 (IL-12R).
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Se analizé la expresion del IL-12R y los resultados mostraron aumento significativo
(p<0.05) en la expresion constitutiva de mRNA de [L-12Rp1 y IL-12RB2 en las BAC de
los pacientes con TB (Figura 9} que coincidieron con los datos de citometria de flujo para
IL-12RB1 (Figura 10) teniendo una correlacion con el aumento de IL-12p70 e IFN-y en
los pacientes con TB activa. Sin embargo, con la finalidad de comparar ¢l mismo nimero
de linfocitos entre los pacientes con TB y sujetos sanos (los pacientes con TB tienen 3
veces mas linfocitos T alveolares) se hizo una normalizaciéon y no se encontraron
diferencias significativas en la expresion del mRNA para IL-12R (Figura 5).

En este trabajo no se preciso ¢l fenotipo de las subpoblaciones de linfocitos T alveolares
que expresan el IL-12R, sin embargo, podriamos especular que son los linfocitos
alveolares CD4" ya que se encuentran en mayor proporcion en el pulmén (Tabla 1) y
estan activados (CD69") (Figura 1), considerando que este receptor se expresa solamente
en los linfocitos T activados.

Estudios previos de Taha y colaboradores (106) demostraron ex vivo el incremento de IL-
12RB1 e IL-12RPB2 en linfocitos alveolares T CD8" de pacientes con TB pulmonar activa;
sin embargo, sus datos no fueron normalizados considerando la alveolitis linfocitica que
tipicamente presentan los pacientes con TB.

Por otra parte, los resultados muestran que la induccién y la liberacidn del IFN-y en las
BAC de los pacientes con TB se llevan a cabo eficientemente de manera que el
crectmiento no controlado de M.tuberculosis en los espacios bronquiolo alveolares
durante la TB pulmonar activa no se debe a la falta de [FN-y en el pulmén pues se ha
demostrado que su produccidén inducida por los antigenos micobacterianos (Ag-

especifico) o a través del RIL-12 estan intactos y funcionales en los pacientes con TB.
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Entonces, los resultados en conjunto orientaron a especular que a pesar de la presencia de
IFN-v a nivel local posiblemente la falta de respuesta para controlar la infeccién causada
por M.iuberculosis puede deberse a la falta de activacién de los macrofagos alveolares
reflejandose en su incapacidad para controlar el crecimiento de la micobacteria mostrado
por la persistencia de la enfermedad.

Reportes previos coinciden con nuestras observaciones, ya que estudios realizados en los
contactos sanos de pacientes con TB demostraron que los niveles de IFN-v en los co-
cultivos de linfocitos T CD4" o CD8' con macréfagos alveolares infectados con
M tuberculosis no correlacionan con el control del crecimiento de la micobacteria
mediado por linfocitos T (107). Ademas, también se ha demostrado que el tratamiento de
pacientes con TB multi-resistente con [FN-y en aerosol, no causa la eliminacion completa
de la micobacteria, observandose solamente efectos transitorios en su crecimiento (108).
Asi, que aunque el IFN-y es un activador de los macréfagos para mediar la muerte de
M tuberculosis, los mecanismos protectores anti-micobacterianos inducidos por IFN-y
parecen estar alterados en los pacientes con TB pulmonar activa.

Dado que el IFN-y necesita interaccionar con su receptor especifico (IFN-yR) para tener
efecto biolégico sobre el macréfago también se estudid Ia expresion de IFN-yR1 (mRNA)
en los macréfagos alveolares y no se observaron diferencias entre los grupos de estudio
{Figura 6A). Estos resultados fueron sorprendentes ya que con los resultados previos que
mostraron aumento en la produccion de IL-12p70 e IFN-y en las BAC de los pacientes
con TB pulmonar activa, se esperaba que ¢l microambiente alveolar favoreciera el

incremento en la expresion del receptor (IFN-yR) en los macrdfagos alveolares dandose
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la interaccidn con el [FN-y producido localmente y en consecuencia se llevara a cabo una
activacion eficiente de los macrofagos alveolares.

Al no encontrarse diferencias en la expresion del IFN-yR1 entre los grupos de estudio se
puede especular que la incapacidad para controlar la infeccidn por M.iuberculosis
mostrada por los pacientes con TB quizd se debe a la falta de activacion en los
macrofagos dependiente del IFN-y. Esto puede ser apoyado por un reporte reciente donde
se¢ ha most_rado que existe una expresion reducida de IFN-yR1 en las PBMC de los
pacientes con TB sin tratamiento siendo esto revertido con la terapia anti-TB (49).

Con el proposito de tener mas evidencias sobre la activacion de los macréfagos se evalud
la expresién de mRNA vy la produccion constitutiva e inducida de TNF-o como evidencia
de activacidén de los macrofagos mediada por el IFN-y/IFN-yR en las BAC de los
pacientes con TB activa y los sujetos sanos. Los resultados no mostraron diferencias entre
los grupos de estudio (resultados no mostrados) y correlacionaron con los datos sobre la
expresion de mRNA del IFN-yR1 apoyando que los pacientes con TB pulmonar activa
muestran una falta de activacion de los macréfagos alveolares a pesar de la presencia de
IFN-y local.

La repercusion bioldgica de la activacion deficiente de los macroéfagos no solamente
implica la incapacidad para destruir a la micobacteria, sino a nivel de la produccién de
citocinas pro-inflamatorias como ¢l TNF-a representa la incapacidad del sistema inmune
para impedir la propagacion de la infeccion mediante la formacion del granuloma (2).

La aparente falla para controlar el crecimiento de M. fuberculosis durante la TB activa
puede deberse a la presencia de citocinas anti-inflamatorias a nivel local, o bien, a

mecanismos de evasion de la respuesta inmune por parte de M.tuberculosis.
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Considerando que la produccidn de citocinas anti-inflamatorias en el sitio de la infeccion
puede modular y antagonizar los efectos anti-micobacterianos inducidos por el IFN-
v sobre la activacion de los macrofagos alveolares entonces se analizé la produccion de
algunas citocinas observandose un incremento significativo de la IL-4 en los
sobrenadantes de cultivo de BAC de los pacientes con TB (Figura 7) que coincide con
hallazgos previos en las BAC de pacientes con TB (73, 109, 110) ademas también se
encontraron aumentadas [L-10, TGF-f e IL-9 (Figura 8).

El analisis de las citocinas demostrd que las BAC de los pacientes infectadas con
M. tuberculosis pueden producir IFN-y e IL-12, sin embargo, también se demostré que
existe la produccién de citocinas anti-inflamatorias como IL-4 y TGF- que pueden
contribuir a la falta de control de la infeccién al suprimir la respuesta a IFN-y y
probablemente también se encuentren implicadas las células T reguladoras, sin embargo
no fueron objeto de este estudio.

Los hallazgos sobre el incremento en la produccién de IL-4 en BAC de pacientes con TB
pulmonar activa junto con los reportes previos (110-114) muestran la existencia de
mecanismos inmuno-supresores que interfieren localmente en el control del crecimiento
de M. tuberculosis, siendo estos la causa o la consecuencia de la TB. Estos resultados
sugieren la participacion de mecanismos inmuno-supresores en ¢l pulmoén a través de la
produccion de citocinas anti-inflamatorias que pueden jugar un papel importante en el
control de un proceso inflamatorio exacerbado tratando de evitar ¢l dafio al tejido, sin
embargo, esta situacion puede ser aprovechada por M. fuberculosis para sobrevivir.

Por otra parte, a pesar de las evidencias de la inmunidad Thl en el pulmén la falta de

control del crecimiento de M.tuberculosis durante la infeccion sugiere que la liberacidn
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de TFN-y a nivel local por los linfocitos alveolares T CD4" y CD8" y la produccion de IL-
12 no son suficientes para conferir inmunidad protectora. Probablemente otras moléculas,
tipos celulares y/o mecanismos moleculares son requeridos para conferir la proteccidon
inmunoldgica.

Existen ofros mecanismos inmunosupresores (promotores del crecimiento de
M.tuberculosis) como son las células T reguladoras en el compartimiento bronquiolo
alveolar durante la infeccion con M.tuberculosis (115). También, se ha demostrado que
M tuberculosis o sus Ag’s pueden alterar directamente la funcionalidad de los
macrofagos o la expresion de moléculas importantes para la interaccion celular que lleva
al desarrollo de una respuesta inmune que permita controlar la infeccién. Por ¢jemplo
M.tuberculosis causa reduccion en la expresidn de moléculas CD1 (116, 117) y genes
inducidos por IFN-y como CD64 (FcR1) en células THP1 (118); también inhibe la
produccién de IL-12 y la via de presentacion mediada por MHC 11 en los macrofagos
humanos (24, 25, 45, 46, 119-121).

El presente estudio aporta nuevos conocimientos sobra la inmunidad desarrollada en los
espacios bronquiolo alveolares que son el sitio de infeccién durante ta TB pulmonar
activa en humanos y pone en evidencia las diferentes poblaciones celulares que participan
en la respuesta inmune en el pulmdn, va que este analisis nos puede dar mas
conocimiento sobre esta enfermedad.

En conclusion, la respuesta funcional de las células del sistema inmune de los pacientes
con TB pulmonar activa hacia M.tuberculosis en el compartimiento bronquiolo alveolar
parece estar intacto con respecto a la induccion, produccién y liberacion del IFN-y e IL-

12 y difiere de 1a respuesta en el compartimiento sistémico autélogo.
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8. CONCLUSIONES.

Durante la tuberculosis pulmonar activa en humanos.

1y

2)

3)

4)

)

6)

7)

8)

Hay compartamentalizacién de linfocitos T y neutréfilos al espacio bronguiolo
alveolar.

Los linfocitos alveolares T CD4" estan aumentados y son la principal fuente de
IFN-y en el pulmén, aunque existe contribucién por otras poblaciones celulares
(CD8", TCRy8™, CD3'CD56 7, CD3 CD56").

Existe una participacion importante de los linfocitos alveolares T CD4" y CD8"
de memoria (CD45R0O") en la produccion de IFN-y.

La producciéon de IFN—y mediada por antigenos micobacterianos (PPD,
M.tuberculosis) y por el IL-12R se encuentran intactos y funcionales.

Hay produccién de citocinas pro-inflamatorias (IFN—y e IL-12p70) y anti-
inflamatorias (IL-4 y TGF—f}) en el espacio bronquiolo alveolar.

Ei analisis de la expresion de los receptores (IL-12R e IFN-yR) no mostro
diferencias significativas entre los grupos de estudio.

La produccién de TNF-a como medida de activacién de los macréfagos no
mostré diferencias entre los grupos de estudio, lo que sugiere que los mecanismos
de regulacion en el pulmon inhiben la expresiéon del IFN-yR causando una
activacion deficiente de los macrofagos alveolares que se traduce en la falta de
control del crecimiento de M.tfuberculosis.

Existen diferencias en la respuesta inmune a nivel local y sistémico en los

pacientes con TB pulmonar activa.
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Human tuberculosis [TB) princpally involves the lungs, where local immunity impacts on the load of
Mycobucterium tubercuiosis (M.tb). Because concomitants of local Th1 immunity are still under-explored
in humans, we characterized immune responses in bronchoalveolar cells (BACs) and systemically in
peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) in persons with active pulmonary TB and in healthy
community controls. PPD- and live M.tb-induced IFN-y-production were observed in CD47, CD8",
¥8TCR™, and CD56" ahveolar T cell subpopulations and NK cells (CD3 CD561). IfN-y-producing CD4™ T
cells {(mostly CD45R0 ' ) were more aburndant (p < 0.051 M.th-induced -12p70, but interestingly also IL-
4, was increased (p < 0.05) in BACs lrom TB patients. Constitutive expression of IL-12Rf1 and 1L-12Rp2
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ﬁﬁt;::n gamma mREMA in BACs and PBMCs and [FN-vR1 in BACs was similar in both study groups. Data were normalized
[nterleukin 12 to account for differences in proportions of alveolar T cells and macrophages in the study groups. [FN-v-
Interleukin 10 production and its induction by 1L-12R engagement occur virtually unimpaired in the bronchoalveoclar
Intereukin 4 spaces of patients with pulmonary TB. The reasons for the apparent lailure to control M. tuberculosis

Compartmentalization growth during active pulmonary TB disease is unknown but could be the expression of locally acting

immunosuppressive mechanisms that subvert the antimycobacterial effects of 1IFN-v.

@ 2008 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Mycobacterium tuberculosis (M.th), the etiological agent of TB
causes latent infection in a third of the world's population. In the
majority of cases, protective immune responses contain the
primary M.th infection in an asymptomatic latent state. Only 5-10%
of infected individuals actually develop active TB disease during
their lifetime.! Despite its ability to affect many organs, TB most
commonly presents as a pulmonary disease.

Although readily measured, systemic immunity does not accu-
rately reflect pulmonary immune responses in the bronchoalveolar
spaces at the entry site of aerosolized M.tb in humans. Systemic
immune responses during human TB are characterized by reduced
production of IFN-y upen in vitre stimulation of PBMCs with M.f52
or M.th antigens,>* and suppression of antigen-specific lymphocyte

* Corresponding author. Aeras — Global TB Vacane Foundarion, Rockville, MD,
USA_ Tel: +1 240 592 3045; fax: +1 301 547 2987
E-rmaif addresses: schwansk@umdnj.edu,
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1472-9792/% - see front matter © 2008 Elsevier Ltd. All rights reserved.
doi:10.1016(].tube 2008.08.G02

proliferation,>” or TL-2-, and [FN-y-production® '® by products of
monocytes and macrophages.}>3!1-14

Our group has previously shown the presence of an alveolitis
of compartmentalized activated «ff TCR-bearing lymphocytes
(CDB9*Y, HLA-DR™, transferrin receptor®), and of immature alve-
olar macrophages'® during adult pulmonary TB disease. We have
also shown increased lymphocyte proliferation and I[FN-y release
upon PPD stimulation of whole bronchoalveolar cells (BACs)'>1°
and together with others'”'® increased constitutive IFN-y levels
in BACs. Similarly constitutive IFN-y levels are increased in
sputum'? during adult TB and in BACs frem pediatric TB
patients.®

Alveolar macrophages are among the first cells to come into
contact with M.tb from inhaled droplet nuclei and are involved in
innate and the initiation of adaptive immune mechanisms. Alveolar
macrophages?! and dendritic cells®>~%* produce 1L-12 and addi-
tional cyto- and chemokines such as TNF-a,2525 IL-1, ]]_—'Ei,26 1L-15,
and IL-18.77%8

IL-12 serves as a master regulator of the Thl response by
inducing the production of IFN-v.2*3! [L-12 binds to its high
affinity receptor (IL-12R),*%>3 a heterodimer that consists of a p1
{IL-12RB1) and a P2 (IL-12RB2) subunit.* TL-12RP1 is invoived in
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[L-12 binding and expressed on both Th1 and ThZ cells.?® In
contrast IL-12Rf2 is expressed on Th1 cells enly, >~ is involved in
[L-12 binding and induces STAT-4 mediated intracellular signaling
for IFN-y-production.?®32-34

[FN-y plays a ceutral role in M.tb immunity by regulating the
expression of a host of genes invelved in antimycobacterial effector
functions. By binding to its receptor (iFN-yR}), IFN-y activates
macrophages ‘to produce bactericidal superoxide, and reactive
nitrogen intermediates, as well as TNF-a, IL-12, 1L-1 and IL-6.38
Consequently IFN-y knockout mice fail to produce reactive nitrogen
intermediates and succumb rapidly to experimental infection with
.th. 3242 Similarly, humans with hereditary failures of the IFN-y/IL-
12/1L-23 axis are at increased tisk for mycobactenial infection®'~**
mostly with avirulent®>* but alse virulent mycobacteria 424748

As demonstrated by the shedding of viable M.th into the airways
and progressive lung pathology during active untreated pulmonary
TB disease, there is deficient M.th growth control in the
bronchoalveolar compartment despite enhanced local Th1 immu-
nity. We thus hypothesized that BACs of TB patients would be
characterized by abnormalities in the protein or mRNA expression
of IFN-y, IL-12p70, TL-12R{1, TL-12RB2 or [FN-yR1 or by release of
immunosuppressive cytokines.

The current study was therefore designed to explore (1) the
phenotype of IFN-y-releasing resident lung T cell populations, (2)
the M.tb-specific and IL-12R-mediated IFN-v-production, (3) the
production of [L-12p70, (4) the expression of [L-12Rp1, IL-12RA2
and [FN-yR1, and (5) the production of immunosuppressive cyto-
kines (TL~4, [L-9, IL-10 and TGF-$} in the bronchoalveolar spaces and
the systemic compartment during active pulmonary TB and in
comparison with healthy community controls {CCs).

PPD-, and live M.tb-induced IFN-y-production were found in
BACs from TB patients and all major alveolar T cell subpopulations
and NK cells. IFN-y and [L-12p70 responses to mycobacterial anti-
gens were significantly increased in BACs from TB patients in
comparison to autologous PBMCs and to BACs and PBMCs from CCs.
There was no evidence of reduced or altered expression ol the IL-
12R subunits or of IFN-yR1 nor was there functional impairment of
the receptors. However, we found elevated [L-4 levels in supema-
tants of M.th stimulated BACs from patients with TB. This and data
from other studies suggest the presence of distinct local immuno-
suppressive mechanisms that interfere with Th1-mediated effector
functions in patients with active pulmonary TB who are unable to
control M.tb growth in the bronchoalveolar environment.

2. Material and methods

Approval to obtain BACs by bronchoalveolar lavage (BAL), to
perform venipunciures and to obtain personal health information
from the study subjects was obtained from the Institutional Review
Boards of the Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias in
Mexico City, and the University of Medicine and Dentisiry of New
Jersey, Newarl

2.1. Study subjects

Inforimed written consent was obtained from all study subjects
prior to performing any procedures. Study subjects willing to
undergo BAL, venipuncture, chest radiographs, HIV-1 serology and
tuberculin skin test {TST) were recruited at the Institute Nacional
de Enfermedades Respiratorias.

Eight subjects (four male, four female) with acid fast bacilli
sputum smears that were positive and confirmed by sputum
culture representing drug-sensitive, active pulmonary TB were
included in this study. Two of the patients had moderately-
advanced TB, and six had far-advanced TB according ta ATS radio-
graphic criteria®® All patients were TST positive (10-35 mm

induration at 72 h). Median duration of antituberculous chemo-
therapy prior to the research BAL procedures was five days.

Fourteen healthy persons (nine male, five female) were recruited
as CCs. CCs had no clinical or radiographic evidence of respiratory
diseases and no known concurrent or past contact with TB patients.
Six CCs were TST negative (0 mm}, three had TST induration of
<10 mm and five of >10 mm. TST positive and TST negative CCs are
presented as a single subject group. Differences identified in this
study between CCs and TB patients were independent of the TST
status of the CCs. Patients with TB and CCs had a median age of 29
years (range 19-60 years). Seven of the eight TB patients and 13 of 14
CCs had a scar indicating childhood BCG vaccination.

22. Preparation of BACs

BACs were cbtained by BAL Briefly, after local anesthesia of the
upper airways with 2% lidocaine solution, and additional instilla-
tion of 1% lidocaine in the lower airways, a flexible fiberoptic
bronchoscope (P30, Olympus BF, New Hyde Park, NY) was wedged
consecutively into two segments of the radiographically involved
lungs in the TB patients and into two segments of the right middle
lobe in CC. A total of 300 mL sterile saline solution (150 mLf{
segment) was instilled in 20mlL aliquots. Median recovery of
bronchoalveolar lavage fluid (BAL fiuid) was 72% and 68% in TB
patients and CC, respectively. Following centrifugation, BACs were
re-suspended, counted and adjusted at 10%/mL in complete culture
medium [RPMI 1640 medium (BioWhittaker, Walkersville, MD},
supplemented with 2 mM t-glutamine (Sigma Chemical Co., 5t
Louis, MO}, 50 pg/mL gentamycin sulfate (BioWhittaker) and 10%
heat-inactivated pooled AB human serum {Gemini, Woodland,
CA)]. Viability of cells was 95% {median, range 93-99%) by trypan
blue exclusion (Gibco Life Technologies, Grand [sland, NY}. Yield of
BACs from TB patients (median, 55 x 10°) was greater than that
from CC (median, 31 st)_ The cell-free BAL fluid was stored at
—20°C for measurement of [L-10 and TGF-B by ELISA.

2.3, Preparation of PBMCs

PBM{s were prepared by centrifugation (300 g, 45 min, 21 *C) of
heparinized venous whole blood {WB) dituted 1:1 with RPMI alone
over a Ficoli-Paque {Axis-Shield PoC As, Oslo, Norway}so density
gradient. PBMCs were removed from the interface, washed and re-
suspended in complete culture medium and then counted and
adjusted at 10%/mL. Viability of PBMCs was 100% by trypan blue
exclusion.

2.4, Preparation of M.tb H37Ra for in vitro stimulation

Suspensions of M.th strain H37Ra (ATCC #25177, Manassas, VA)
were prepared in Middlebrook 7H9 broth medium (Difco Labo-
ratories, Detroit, M} supplemented with 10% albumin dextrose
catalase [Difco Laboratories) and 0.2% glycerol. Following a 21-day
incubation period at 37 °C on an orbital shaking incubator, M.tb
stock suspensions were harvested, aliquoted and stored at —70°C
until use. Concentrations of the M.th stock suspensions were
determmined by CFU counts from serial dilutions after 21 days of
incubation on 7H10 solid medium. For the preparation of
unclumped single-cell M.th suspensions, M.tb stock cultures were
re-suspended in infection medium (RPMI with r-glutamine and
30% pooled AB human serum) and clumps broken up by vortexing
for 5 min in the presence of sterile 3mm giass beads. Remaining
M.th clumps were removed with an additional centrifugation step
{82 g, 10min). Appropriate volumes of single-cell M.tb stock
suspensiens {and thus constant CFU numbers) were used for each
in vitro stimulation to obtain the desired MOI [ M.tbfcell} of 10 per
BAC or monocyte.
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2.5. Cefl subset onalysis in BACs and PBMCs

For fluorescence activated cell sorting (FACS} analysis, 2 x 10°
BACs or PBMCs in complete culture medium were stained with
PerCp-labeled anti-human CD3, and FITC-labeled anti-human CD4,
CD8, CD56, or y3TCR monoclonal antibodies (BD Biosciences, San
José, CA) during a 15-min incubation at room temperature in the
dark. Cells were then washed with PBS and fixed with 1% para-
formaldehyde (Sigmma Chemical Co.). Isotype antibodies labeled
with vy PerCp, v(FITC and +v,,FAITC were included to assess
nonspecific binding and define quadrant positions for analysis.
Cells were acquired on a FACS Calibur® Aow cytometer {Becton
Dickinson, San Jose, CA} and analyzed in lymphocyte gates (CD3"
vs. SSC or FSC vs. SSC) using Cell Quest® research software version
3.3 (1996— 1999}, Alveolar T cell subset distributions are reported as
percentages of positive cells within CD3* alveolar cells and NK cells
reported as CD56" cells within a lymphocyte gate (FSC vs. SSC).

2.6. Intraceilulgr IFN-y-production

IFN-y-production was assessed by intracellularstaining and FACS
analysis of BACs or WB following in vitro stimulation of the cells with
PPD and live M.th. BACs (2 x 10%) in 2 mL complete culture media, or
1 mL WB were either left unstimulated (culture medium), or stim-
ulated with 10pg PPD (Staten Serum Institute, Copenhagen,
Denmnark)or live M.tb at MOI 10 and incubated at 37 *Cin 5% CO, for
a period of 12 h. Brefeldin A (Sigma Chemical Co.) was added during
the last 4 h of the incubation. BACs (2 x 10°) or 100 pL. WB were
surface-stained with PerCP-labeled anti-human CD3, CD4, and CD8,
and FITC-labeled CD4, CD8, CD56, y8TCR and CD45R0 monoclonal
antibodies. After 15 min of incubation, red blood cells were lysed in
WBsamples(1 x lysissolution, BD Biosciences). BACs and remaining
white blood cells were then permeabilized (1 x permeabilizing
solution, BD Biosciences) and incubated for 30 min with anti-human
IFN-yPE and CD6IFITC and their respective yPerCp, v (FITC, v2,FTITC
and v2,PE-labeled isotype antibodies (BD Biosciences). Cells were
subsequently washed, fixed and the proportions of IFN-y-producing
CD4*, CD8*, yBTCR*, (D561 and CD45R0™ cells determined within
a CD3 gate. Proportions of [FN-y-producing NK cells were deter-
mined in a lymphocyte gare (FSC vs. SSC).

2.7. IFN-v-production by ELISA in cufture supernatants
from BACs and PBMCs

IFN-y-production was measured in culture supernatants from in
vitro stimulated BACs and PBM{s. BACs or PBMCs were plated at
a concentration of 108/mL in complete culture medium in 24-well

culture plates. BACs and PBMCs were then either left unstimulated

{culture medium), or stimulated with PPD (10 pgfml), live M.th at
MOT 10, rhil-12 (5 ngimL, R&D System Co., Paio Alto, CA), PHA
{5 pug/mL) plus rhiL-12 (5 ngfmL) (PHA stimulates expression of IL-
12R), or PHA (5 pgfmL). Culture supernatants were collected after
a24-h incubation period, and stored [rozen at —70 °C until cytokine
determination. IFN-v concentrations were assessed by enzyme
linked immunosorbent assay (ELISA] using anti-human [FN-y Abs
{Endogen, Woburn, MA). Absorbance was read on a microplate
reader (Labsystems Multiskan MCC{340, Labsystems, Finland) at
450 nm. Following removal of supernatants, cultured cells were
Iysed in Trizol (Invitrogen Life Technologies, Carlshad, CA) and
Iysates stored frozen at —70 °C for gRT-PCR-

2.8. J1-4,1L-9, 1L-10 and IL-12p70 determination in culture
supemnatants from PBMCs and BACs by Multiplex Bead Array Assay

Cytokines were measured in 24-h culture supernatants from
10%/mL BACs and PBMCs of TB patients and CCs, respectively, in

unstimulated cells (culture medium) and following stimulation
with live M.th MOI 10 and/or LPS (5 pg/mL, Sigma Chemical Co.).
Cytokine production was determined in duplicate wells using
Beadlyte Multiplex Immunoassay Kits (Upstate, Temecula, CA).
Plates were read using a Luminex 100™ reader. The lower limits of
detection using this method were 1.84, <1.0, 0.34 and 0.76 pg/mL
for TL4, IL-9, I[L-10 and TL-12p70, respectively.

2.9. Cytokine determination in BAL fluid

Concentrations of 1L-10 and TGF- were determined by ELISA in
unconcentrated BAL fluid samples that were recovered from the
first 60 mL of saline fluid that was instilled during the BAL proce-
dure. ELISA assays were performed according to the manufacturer’s
recommendations (R&D Systemns, Minneapolis, MNJ.

2.10. Total RNA extraction and cDNA synthesis

To determine the expression of the IFN-y, IL-12RB1, IL-12RB2,
TNF-a and IFN-yR1 genes in BACs and PBMCs from patients with
TB and CCs, cells were stimulated for 24 h with PPD (10 pgfmL},
live M.th at MOI 10, rhIL-12 (5 ug/mlL, Sigma Chemical Co.), rhiL-
12 plus PHA (5ugfmL), PHA alone (5pg/mLl), rthlIFN-v alone
(100 U), LPS alone {5ug/mL, Sigma Chemical Co.} or left unsti-
mulated {(culture medium). Stimulated and unstimulated BACs
and PBMCs were then lysed in Trizol (Invitrogen) and lysates kept
frozen {—70°C) until extraction ol RNA. RNA was extracted from
lysates according to standard methods.>' Briefly, cell lysates were
mixed with chloroform and centrifuged. Following removal of the
aqueous phase, RNA was precipitated with cold isopropanol,
washed with 75% cold ethanol, dried and re-suspended in DEPC-
water (BioWhittaker, Walkersville, MD). RNA concentrations were
determined at 260nm in a WNanoDrop Spectrophotometer
(NanoDrop Technologies, [nc., Wilmington, DE} and purity was
defined by measurement at 260 and 280 nm with a ratio >1.8
considered acceptable. For the cDNA synthesis RNA was mixed
with 10 mM dNTP’s and random hexamers, incubated at 65 *C for
5 min and mixed with Reverse Transcriptase Mix (10x Reverse
Transcriptase buffer, 25 mM MgCl; and RNAseOUT recombinant,
Ribonuclease inhibitor). The cDNA was synthesized using Super-
Script First-Strand Synthesis System for RT-PCR (Invitrogen)
according to the manufacturer’s instructions with SuperScript U
RT enzyme at 25°C for 10 min, 42 *C for 50 min and 70°C for
10 min. cDNAs were then treated with RNAse H, and their
concentrations determined at 260 nm prior to preparing 20 ng/fpl
dilutions for qRT-PCR-

2.11. Gene expression analysis by gRT-PCR

Pre-Developed TagMan Assay Kits (Applied Biosystems, Foster
City, CA) were used to determine the expression of [FN-y and TNF-
o genes according to the manufacturer's instructions. The endog-
enous control (housekeeping) gene 185 rRNA was identified as the
most stable gene in preliminary experiments comparing stimulated
and unstimulated BACs and PBMCs using a commercially available
TagMan Human Endogenous Control Plate (Applied Biosystems).
IL-12Rf1, 1E-12RP2, and IFN-yR1 primers and probes were designed
using Primer Express software {Applied Biosystems} and the probes
were labeled {Applied Biosystems). gRT-PCR was performed
following standard procedures. Briefly, universal master mix, target
gene primers and probes (TFN-y, IL-12Rf1, IL-12RA2, IMN-vR1, TNF-
2 and 185 rRNA) and DEPC water were mixed and added to each
well within 96-well plates together with sample cDNA (60 ngf
well). Seven serial dilutions (range from 1 to 10~7 pg) of each target
gene plasmid were included to obtain a standard curve permitting
assessment of target gene mRNA copy numbers. An 185 rRNA
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standard curve was added to each plate and run simultaneously
with each cell type, for each experimental condition, and each
donor sample. Amplification reactions were performed using an
ABI Prisma 7700 Sequence Detection System (Applied Biosystems)
starting with 2 min incubations at 50 °C, followed by 10 min at
95 °C and 40 cycles of 30 5 at 95 °C, and 60 s at 60 2(C, To control for
intra-, and inter-experimental variations in mMRNA expression,
median values of 185 rRNA copy numbers were generated as
haseline values for each cell type, stimulus and study group {TB
patients and CC), respectively. These median 185 rRMA copy values
were then used to normalize the target gene mRNA copy numbers
for the respective cell types, stimuli and study groups.

2.12. Wormalization procedure of gene expression data

BACs from TB patients contained 3-fold more alveolar CD3™ T
cells (see % CD3"BACs, Table | and Results page 18) and a rela-
tively smaller proportion of atveolar macrophages than BACs from
CCs. 1L-12RB1 and IL-12RP2 copy numbers were therelore
normalized by dividing the proportion of alveolar CD3™ T cells
from each individual TB patient with the median proportion of
alveotar CD3™ T cells from the CC group obtained by FACS. Simi-
larly, IFN-y receptor 1 copy numbers were normalized by dividing
the proportion of CD3" alveolar cells from each TB patient with
the median proportion of CD3™ alveolar cells from the CC group
obtained by FACS.

2.13. Statistical analysis

Comparisons between subject groups were made using the
nonparametric Mann-Whitney Rank Sum Test. Comparisons
between different stimulation conditions within subject groups
were made with the Wilcoxon Signed Rank Test, The analyses were
made with the SPSS Statistical Software package, version 13.0
{2004). Statistical significance was considered at p < 0.05.

3. Resulis
3.1. Cytospin analysis

By cytospin analysis (Wrights and Peroxidase stain} median (25/
75 percentiles} proportions of subpopulations from TB patients
were 67% [54/83) alveolar macrophages 16% (9f22) alveclar
lymphocytes 3% {2/17) neutrophils and 0% eosinophils. BAC
subpopulations from CCs were 95% (88/97) alveclar macrophages
5% (3{12) alveolar lymphocytes 0% neutrophils and 0% eosinophils.

Table 1

Cell subpopulations in BACs and PBMCs. BACs of PBMCs {2 = 10° each) were surface-
srained with PerCp /CD3) and FITC (CD4, CD8, (D56, Y8TCR-labeled anti-human
monodonal antibodies and anabyzed by FACS analysis.

CCin=13) TB (n=8)
BACs PBMCs BACs PBMCs
£ BACs/10 ml 14(08-18) - 23(14-27) -
BALF [ 10%]
Z (D3’ BACs 5(2-15) - 15 {8-26} -
% (D3 (1 48 (45-517 59 (55660 70 (57-72) 62 (53-67;
% CD3'CDS’ 27 (17-38) 23 {15-27) 20 (15-28) 26(18-27)
% CD3'CD56' 10 (6-13) 3(2-8) 7(5-9) 7{5-8)
% (D3 (D56° 4(3-5) 14 (10217 3{3-4) 16 (13-20)"
% (D3 7BTCR' 7 (3-107 3(2-51 5(4-7) 5(4-7)

Lymphocytes in BACs and PBMCs were assessed in aCD3' vs. SSC gate and NK cells in
an FSC vs. SSC gate using Cell Quest software. Except for BAC numbers in BALF, values
represent median percentages of (D37 T cells or NX cells within BACs and PBMCs
{bold numbers} and 25 and 75 percentiles {in parentheses). Significances: *p < 0.05,
CCs vs. TB in BACs; =*p < 0.05, BACs vs. autologous PBMCs (Mann-Whitmey U-test]

3.2, (D4t T cells are the principal T cell subpoputation
in the BACs of TB patients

One of the aims of the current study was to assess cellularity,
phenotype and activation status of BACs during active TB {Table 1L
Using FACS analysis in the current study, we confirmed earlier
findings'® of a lymphocytic alveolitis with a 3-fold increased
proportion and 4.5-fold increased absolute number of T cells in
BACs from TB patients compared with BACs from CCs {p <0.05,
Table 1). A novel finding was that proportions of alveolar CD4' T
cells were significantly higher in BACs from TB patients than in
BACs from CCs (median % 70 vs. 48, p < 0.05). Proportions of alve-
olar and peripheral CD8" T celis were similar in both study groups
‘median % BACs vs. PBMCs: TB, 20 vs. 26 and CCs, 27 vs. 23,
respectively), and significantly lower than that of alveolar and
peripheral CD4* Teells (p < 0.001). Other T cell subpopulations and
NK (CD3~CD561) celis are presented in Table 1.

33. CD4™ T cells with memory phenotype are the principal source
of IFN-v in the bronchoalveolar compartment during active TB

Next the phenotype of IFN-y-producing alveolar T cell subpop-
ulations was assessed by FACS analysis (Figure 1). Proportions of
constitutively (unstrnulated) [FN-y-producing alveolar T cells were
low and comparable in BACs from TB patients (median 4%) and CC
(median 1%). However, upon in vitro stimulation with PPD and M.th,
pulmonary compartmentalization of antigen-specific T cell
responses was clearly demonstrated in TB patients in whom
proportions of antigen-specific IFN-y-producing atveolar D4t T
cells were significantly larger than in CC{median 3 TBvs.CC: PPD, 46
vs. 6 and M.th, 37 vs. 4, p < 0.05) (Figure 1A). We also assessed the
contribution of CD45R0™ alveolar T celis to the production of IFN-v,
as the prominent PPD- and M.tb-specificity in TB patients suggested
presence of increased local memory immunity. Indeed, proportions
of both PPD, and M.tb-specific CD4"CD45R0" and CD8*(D45R0™
[FN-y-producing alveolar T cells were significantly (p< 0.05)
increased in TB patients compared with CCs (Figure 1F) despite
similar proportions of CD4* and CD8" alveolar T cells with memory
phenotype (CD45R0") in TB patients and CCs {data not shown).

Alveolar CD8*, ¥3TCR™, CD31(D56" and NK cells also contrib-
uted to the local production of IFN-y and were increased in
proportion (CD8* [PPD] and NK [M.tb], p<0.05) in TB patients
compared with CCs (Figure 1B-E). The proportions of peripheral
TFN-v-producing T cell subpopulations and NX cells {median < 10%)
were significantly lower (p < 0.05} in both study groups than within
their respective autologous BACs.

3.4. Increased IFN-y-production in the bronchoalveolar
compartment during active 7B

To assess antigen-specific and IL-12R-mediated 1FN-y-produc-
tion in the bronchoalveolar and systemic compartments during
active TB, BACs and PBMCs were stimulated with PPD, live M.th
(MOI 10}, rhiL-12, and rhIL-12 plus PHA (Figure 2). IFN-y-protein
and [FN-y mRNA expression were determined by ELISA and gRT-
PCR, respectively. To account for differences in alveolar T cetll
numbers within the BACs from TB patients and CC subjects (TB
patients BAC were characterized by a lymphocytic alveolits), IFN-y
mMRNA amounts in BACs were normalized as described in the
“Material and methods” section. Constitutive (culture medium-
stimulated) [FN-y-production was significantly increased in BACs
from TB patients (median ng/mLTB 0.9 and CC 0, p< 0.05). Upon
stimulation with PPD and live M.tb, IEN-y-production from BACs of
TB patients increased to levels that were significantly higher than
that from BACs of CCs (median ngfmL TB vs. CC: PPD, 7.4 vs. 0.04;
M.th 10, 4.6 vs. 0.1, p < 0.05) (Figure 2A). [n contrast to the findings
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Figure 1. |[FN-y-producing BAC subpopulations. BACS (2 x 10%) were stimulated with 10 ug PPD or with M.tb H37Ra (MO 10) for 12 h in the presence of Brefeldin A, and subse-
quently surface-stained with PerCp (CD3, (D4, (D8} and FITC (CD4, CD8. (D56, 13TCR, CD45R0Habeled anti-human monodonal antibodies. Intracellular staiming was done using
an anti-human IFN-+PE monoclonal antibodies. IFN-y-producing cells were assessed in (D3~ vs. SSC [A-D, F) or FSC ws. SSC (E) gates using Cell Quest software. Panels [A}-(F)
represent median percentages {horizontal black and white lines) and 25 and 75 percentiles {vertical bars} of IFN-y-producing BAC subpoputations, Panels {A) (D4 [CCs, r = 10; TB,
n =7} (B)CD8 [CCs.n= 10; TB, i =7}; (C} vBTCR [CCs.n=8: TB.n=7]: (D} CD56™ [CCs, n =8; TR, n = 7|; (E} CD3 (D56~ |CCs. 7 = 8: TB. n = 7] and {F) memory (CD45R0" } CD4"
amd CD8' |CCs, n = 4: TB, n = 4. Significance: *p < 0.05, CCs vs. TB {Mann—Whitney U-test).

in BACs from TB patients, constitutive IFN-y-production levels were
lower in autologous PBMCs (median ngfml BACs vs. PBMCs: 0.9 vs.
0.015, p <0.05) (Figure 2C).

To assess induction of [FN-y-production through direct
engagement of the 1L-12R, BACs and PBMCs from TB patients and
CCs were in vitro stimulated with rhilL-12 or a combination of rhiL-
12 plus PHA. Stimulation with rhiL-12 and rhIL-12 + PHA induced
significantly higher [FN-vy levels in BACs from TB patients than in
BACs [rom CCs {median ngfmL TB vs. CC: rhil-12, 1.3 vs. 0.06, thil-
12 + PHA 16.5 vs. 2, p<0.05).

We also assessed IFN-y mRNA levels by gRT-PCR in the BACs
samples that were studied for IFN-y-protein production. Constitu-
tive IFN-v mRNA copy numbers in BACs [rom TB patients were
significantly increased compared with that in BACs from CCs
{median copy number{60 ng ¢cDNA TB vs. CCs: 80 vs. 2, p <0.05)
(Figure 2B). Similar to our findings of increased antigen-specific
IFN-y-protein preduction in patients with TB, stimulation of BACs
with PPD or live M.th, induced a significant increase of [FN-y mRNA
copy numbers in the TB group {median copy number{60 ng cDNA
TB vs. CCs: PPD, 806 vs. 6; M.tb 10, 488 vs. 10). Stimulation with
rhiL-12 or rhiL-12 plus PHA resulted in comparable [FN-y mRNA
copy numbers in BACs of both groups (Figure 2B).

In contrast to the observed study group differences in BACs,
constitutive and PPD-induced IFN-vy levels were similar in autolo-
gous PBMCs from both study groups. IFN-y copy numbers in PBMCs
from CCs were, however, significantly higher in response to live
M.th and PHA plus rhlL-12 than that in TB patients (Figure 2D}.

In summary, the data demonstrate local accumulation in TB
patients of live M.th-responsive cells with the capacity to produce
TFN-y.

3.5. IL-12p70 production in response to live M.tb

To further explore the observed increased local production of
IFN-y in TB patients, we determined 1L-12p70 concentraticns in
culture supernatants from BACs and PBMCs of TB patients and CCs.
IL-12p70 protein production from BACs of TB patients was signifi-
cantly increased in response to live M.th in BACs from TB patients
compared with CC (Figure 3A). In contrast, in culture supernatants
from PBMCs [L-12p70 concentrations were similar between both
study groups (Figure 3B).

3.6. IL-12R31 and IL-12R32 expression in BACs
and PBMCs during active TB

IL-12Rf1 and IL-12RB2 mRNA expression were assessed by qRT-
PCR and found to be similar in the study groups both constitutively
and following stimulation with PPD and live M.tb (Figure 4).

3.7. IFN-yR1 expression in BACs and PBMCs
To assess if antigen-specific IFN-y-production during TB could

mediate macrophage activation, we assessed the expression of IFN-
vR1 mRNA (one of the two subunits of the IFN-yR) in BACs and
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Figure 3. I1L-12p70 protein production in BACs and PBMCs. BACs or PBMCs (108 each)
was stimulated with M.t (MO 10} or with 5 pg EPS (/mL final concentration) for 24 h,
11-12p70 production was determined in culture supernatants by Multiplex Bead Amray
Assay. Panels A and B represent median {horizontal black and white lines} and 25 and
75 percentibes [vertical bars) of IL-12p70 concentrations {pgfmLy panels (A) BACs |CCs,
n=75; TB, n=6| and (B) PBMCs {CCs, i =7; TB, 1= 65]. Significance: *p <0.05 (the
Mann—Whitney U-test ).

PBMCs. Expression levels of IFN-yR1 mRNA were similar in BACs
from TB patients and CCs both constitutively and after stimulation
with PPD, rhIFN-v, LPS or with live M.tb {(MOIL 10} [Figure 5A). In
PBMCs from TB patients, constitutive IFN-¥R1 mRNA expression
was significantly higher than in CCs (p < 0.05). After stimulation
with PPD or live M.ib, IFN-yR1 mRNA expression appeared to be
down-regulated compared to constitutive levels in TB patients. In
CCs, no change of IFN-yR1 mRNA expression levels was seen
following stimulation with PPD, M.tb or thIFN-y (Figure 5B). We
also assessed TNF-z expression {protein and mRNA} in BACs and
PBMCs from the study groups {data not shown). There were no
significant differences between the TNF-a¢ concentrations in
stimulated and unstimulated BACs and neither were there signifi-
cant differences in PBMCs from both TB patients and CCs.

3.8. Immunosuppressive cytokines in BAC and PBMC culture
supernatants and BAL fluid

To assess cytokines described to be involved in suppression of
M.th-specific immune responses we analyzed concentrations of 1L-
4, [L-9 and [L-10 in 24-h culture supernatants of BACs and PBMCs.
M.tb stimulation {MOI 10} induced significantly increased [L-4
levels in supernatants from BACs of TB patients compared to that in
CC {p < 0.05) (Figure 6A). There were no significant differences
between I-9 and [L-10 concentrations in BACs and PBMCs of
patients and controls {data not shown ). Higher levels of TGF-f were
observed in BAL fluids from TB patients in comparisen with CCs
although differences were not significant {data not shown).

4. Discussion
To further analyze the constituents of tocal Th1 immunity and

expression of immunosuppressive cytokines during pulmonary TB,
this study assessed the phenotype of IFN-y-producing alveolar T
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Figore 4. IL-12R[\1 and 1L-12R[52 mRNA expression in BACs and PBMCs. BACS or PBMCs { 10° each} were stimulated with 10 pg PPD, or 2.5 pg PHA[/mL final concentration ) or with M.t
(WA 10] for 24 h. Expression of IL-12RP1 and IL- 12R[2 was assessed by qRT-PCR. IL-12RA1 mRNA expression {copy numbers{60 ng cDiNA): panels (A} BACs and () PBMCs [(A, C}: CCs,
it =5{TST—n=3TST — n=2), TB, n = 6].IL-12RA2 mRMA expression {copy numbers/60 ng cDNA}: panels {B) BACs and (D) PBMCs [(B, D) CCs, n=5(TST+n =3, TST - n=2); (B) TB,
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cells, the expression of IFN-vy, [L-12RP1, IL-12RB2, [FN-yR1 and TNF-
7 mRNA and of IL4, 1L-9, 1L-10 and TGF-$ in BACs from the bron-
choalveolar spaces of radicgraphically affected lung segments of
patients with active pulmonary TB. Our data provide evidence that
compartmentalized bronchoalveolar immune responises during TB
do not result solely from sequestration of cells to the infection site
and increased local T cell numbers, but also from an increased
‘responsiveness’ of these resident alveolar T cells during active TB
disease.

Seventy percent (median) of the alveolar T cells of TB patients
are CD4* and more than 46% (median) of these cells secrete [FN-y
upon in vitro stimulation with PPD or live M.th demonstrating that
alveolar CD4™ T cells are the principal source of local bron-
choalveolar antigen-specific IFN-y-production during TB. Alveolar
CD8*, ¥vd T, CD3CD56™ as well as CD3~CD56™ (NK) cells contribute
to the local production of M.tb-induced IFN-v, although to a much
lesser degree than CD4* T cells. Our findings in TB patients coincide
with a report in which PPD-induced IFN-y-production by CD4* T
cells in BAL fluid of TB patients was found to be higher than in
autologous blood cells™ and contrast those from Tzha et a2 who
reported increased proportions of alveolar CD8' T cells that
expressed TFN-y mRNA constitutively in TB patients. It is possible
that this difference is based on dissimilarities in the stages of TB
disease in the study populations and the experimental approaches
used to determine the cellular source of IFN-vy {FACS analysis vs. in
situ hybrization®1).

We also assessed the proportions of PPD-, and M.tb-specific [FN-
y-producing alveolar memory T cells and found that CB4+CD45R0™
and CD8 'CD45R0O " BACs are significantly increased in TB patients.
This finding is consistent with the observed enhanced antigen-
specific IFN-y recall responses in TB patient's BACs.

Our findings in BACs of TB patients provide evidence for a highly
increased compartmentalized constitutive and M.tb-inducedf
specific production of TFN-y that is paralleled by significantly

increased proportions of activated alveolar T cells {median 40%
(D697, data not shown) at the infection site,

The increased [L-12p70 levels in response to stimulation with
live M.tb in BACs from TB patients in our study positively correlate
with the observed highly increased local TFN-y-production, and
suggest M.th-induced macrophage andfor dendritic cell activation
in the bronchoalveolar spaces. This observation coincides with high
constitutive levels of [L-12p70 in BAL fluid from pulmonary TB
patients® and a report of increased levels of IL-12p40 compared to
autologous serum in pleural fluid of patients with TB pleurisy,
which, however, is a self-limiting disease and thus rather a model of
protective immunity.™

To further examine the apparent lack of [FN-y-mediated growth
control of M.th in the bronchoalveolar spaces during active disease
{demonstrated by the shedding of viable M.tb into the airways of
untreated pulmonary TB patients), we also assessed the constitu-
tive and stimulated IL-12R$1, IL-12RP2 and {FN-yYR1 expression, i.e.
additional components of Th1 immunity. There were no significant
differences found or patterns recognized in regards to the expres-
sion of these receptors after normalization for alveolar lymphocyte
numbers when BACs and PBMCs were compared between the study
groups. Prior to lymphocyte normalization, however, total consti-
tutive 1L-12RB1 and 1L-12RB2 mRNA expression in BACs were
significantly increased in the TB patient group. Earlier studies by
Taha demonstrated ex vivo increased L-12RB1 and [L-12R2 mRNA
expression in atveolar CD8* T cells from active pulmonary TB
patients; however, the data were not normalized to account for
lymphocytic alveolitis in TB patients.>* The increased IFN-vR1
mRNA expression in PBMCs from our TB patients contradicts
a study by Singhal et al.>® which showed reduced surface expres-
sion of [FN-yR1 on PBMCs from TB patients. Post-translational
regulatory mechanisms that interfere with [FN-yR1 protein
expression and differences in the [FN-yR1 study time points,
however, may explain this difference.
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Figore 5. IFN-yRI mRNA expression in BACs and PBMCs, BACs or PEMCs [ 10° each}
were stimulared with 10 pg PPD, M.tb H37Ra (M 10), 100 U rhFN-v, and 5 pg LPS{/mL
final concentration) for 24 h Expression of IFN-vR1 mMRNA was assessed by qRT-PCR.
IFN-vR1 mRMA expression {copy numbers/&0 ng of cDNA): panels (A) BACs and (B)
PBMCs ({A, B): CCs, p=5(TST+n=3.TST— n=2); TB, n = 5]. [FN-yR1 mRMNA expres-
sion data are normalized o account for differences in alveolar macrophages proportions
in BACs from TB patients and CC. Significance: “p < 0.05 [Mann-Whirmey U-tesr),

Altogether, the induction of [FN-y-production and the release of
[FN-y from BACs of TB patients appear to occur unimpeded when
compared with autologous PBMCs and BACs from CCs. Lack of M.th
growth control in the bronchoalveolar spaces during TB may
therefore not be due to lack of [FN-y-production or impaired IL-
12R-mediated IFN-y-induction. Our group’s earlier findings in
aerogenically Mrb-exposed healthy household contacts of patients
with TB support this conclusion, in that IFN-y levels in cocultures of
alveolar macrophages with CD4" and CD8™ T cells did not correlate
with the superior CD8™ T cell-mediated M.tb growth control.>’
Additionally, treatment of patients with multidrug resistant TB
with aerosolized rhIFM-y does not lead to sputum sterilization and
results in only transient efects on M.th growth control>® Thus,
although IFN-y is an indispensable activator of macrophage-
mediated killing of M.tb, I[FN-y-induced protective anti-
mycobacterial/bactericidal effector mechanisms appear to be
impaired in patients with TB.

The apparent failure to control M.th growth during active TB
disease could be caused by a number of factors, including local
Immuno-suppression or M.ith-induced imimune evasion. Production
of immuno-suppressive cytokines may modulate and subvert the
antimycobacterial effects of 1FIN-vy on macrophages. The signifi-
cantly increased 1L-4 levels observed in supernatants of BACs from

TB patient ohserved in the current study support the notion of local

immuno-suppression and complements with eardier findings in
BAL material from TB patients.'®>? In addition the current study
shows a trend towards increased levels of [L-9 and 1L-10 in BAC
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Figure 6. IL-4 protein production in BACs and PBRMCs. BACs or PBMCs (10° each] were
stimulated with M.tb {MOL 10) for 24 b IL4 production was determired in culture
supernatants by Multiples Bead Array Assay. Panels A and B represent median {hori-
zontal black and while lines) and 25 and 75 percentile (vertical bars) IL-4 concen-
trations [pg/mlL): panels (A) BACs [CCs, n = 5; TB, n = 6] and {B) PBMCs |CCs, n = 7; TB,
n = 6]. Significance: "p < 0.05 [Mann-Whitney U-test).

supernatants and for TGF-f in unconcentrated BAL fluid from
patients with TB, compared to CCs (data not shown).

Further, more in a recent study of untreated TB patients, surface
expression of IFN-yR1 was decreased on fresh PBMCs (but could he
restored following antituberculous therapy).® [n rare cases auto-
antibodies directed against IFN-y®® or increased systemic IL-9
levels®) have been shown to interfere with IFN-g-induced
protective effects. Other immunosuppressive (and thus M.th
growth-promoting) mechanisms may be operative such as
immunoregulation by regulatory T cells in the bronchoalveolar
compartment during M.th infection.5?

Efficient macrophage function may also be impaired directty by
M.tb or its products, M.th reduces CD1 expression®™ and induction
of IFN-y-induced genes such as CD64 (FcyR1) in THP1 cells® and
inhibits [L-12 production and MHC class 11 presentation pathways
in human macrophages.®>%°

The current study has limitadons that are assocdated with the
complex subject rectuitment processes for research in the lung
compartment of human volunteers. This limitation accounts for the
relatively smail study subject numbers and may affect variability
and comparisons and perhaps underestimate phenotypic and
functional differences between BACs and PBMCs from TB patients
and CCs. Utlization of virulent M.tb H37Rv or of clinical M.th
isolates for in vitro stimulation studies may produce different
results from those obtained here with M.th H37Ra.

[n conclusion, functional responses to M.th of immune cells in the
bronchealveolar compartment of TB patients appear to be preserved
fully as regards to induction, production and release of IFN-v and [L-
12 and differ significandy from those in the autologous systemic
compartment. Uncontrolled M.tb infection despite enhanced Thi
immunity suggests that the local [FN-vy release from CD4% and CD8*"
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T cells and IL-12 production is insufficient to confer protective
immunity and that additional molecuies, cell types and/or molecular
mechanisms are required for immunological protection.

Our finding of increased IL-4 production in BACs from TB
patients together with earlier studies from Fletcher, Dheda, and
Seah®™ 73 warrans further efforts to determine whether,
suppressive and immunoregulatory mechanisms, that interfere
tocally with M.tb growth are the cause or consequence of TB
disease. Unraveling such mechanisms will have important impli-
cations for the assessment of new antituberculous vaccine candi-
dates, as these ought to generate protection at the entry site of M.th;
the human lung. Whereas the assessments of IFN-y-induction in
vitro and of immune responses in the systemic compartment may
be useful for the evaluation of vaccine immunogenicity, they do not
correlate with local pulmonary protective antimycobacterial
immunity. Therefore, the identification of new vaccine candidates
on the basis of their ability to induce M.th-specific [FN-y responses
may not be a prudent approach. [nduction of protective lung
immunity may require new application routes and antituberculous
vaccines that differ from those conventionally assessed through the
study of systemic immunity. Lung immune responses may provide
unique read-outs of TB vaccine efficacy and immunogenicity that
may be missed interrogating systemic immunity afone.
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