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Resumen.

La respuesta del macrofago al Interferon gamma (IFN-y) es necesaria en el control
de la infeccidbn por Mycobacterium tuberculosis. A pesar de estar deficiente la
produccion de IFN-y a nivel sistémico, este se localiza en los sitios de infeccion de
M. tuberculosis en sujetos con TB en niveles similares a los de sus convivientes
infectados sanos (CCS). Lo que sugiere que la deficiencia en el control de la
infeccidn y la progresion a tuberculosis activa (TB), es debida a la deficiencia en la
respuesta de los macréfagos al IFN-y mas que a la deficiencia en la produccion de
esta citocina. En el presente trabajo se evalud la respuesta al IFN-y de macréfagos
de sujetos con TB, sujetos CCS y sujetos sanos no infectados (SNI). Los
macrofagos de sujetos sanos (CCS y SNI), controlaron el crecimiento de M.
tuberculosis H37Rv y produjeron o6xido nitrico e IL-12p70, mientras que los
macréfagos del grupo TB no controlaron el crecimiento y produjeron mas TNF-a e
IL-10. ElI TGF-B se produjo en niveles similares entre los grupos de estudio. La
infeccion por M. tuberculosis no modific las respuestas al IFN-y, pero por si sola
fue capaz de inducir mayor IL-10 y TGF-f en los macrofagos de sujetos con TB.
Aunque la transduccién de sefiales del IFN-y dependiente de Statl es completa y
funcional, la fosforilacion de Statl y c-Jun fue disminuida drasticamente en los
macrofagos del grupo TB. Estos resultados muestran que la alteracion de la
sefalizacion de IFN-y en los macréfagos de sujetos con TB activa, sugieren que
una regulacién diferente afecta la funcionalidad del macréfago y posiblemente el

progreso de la Tuberculosis.



Abstract

Macrophage response to Interferon-gamma (IFN-y) is necessary for
Mycobacterium tuberculosis infection control. IFN-y is present in sites of M.
tuberculosis infection in infected healthy individuals as well as in patients with
active tuberculosis, suggesting a deficiency in the response of their macrophages
to IFN-y. It was analyzed the response to IFN-y in macrophages of patients with
active tuberculosis (TB), their healthy household contacts (CCS), and healthy
uninfected controls from the community (SNI). Macrophages of healthy individuals
(CCS and SNI) restrained M. tuberculosis H37Rv growth and mainly produced
nitric oxide and IL-12p70 in response to IFN -y, whereas TB macrophages did not
controlled growth while produced higher levels of TNFa and IL-10. The IFN-y-
induced TGF-B levels were similar among all 3 groups. M. tuberculosis infection
had little effect on the cytokine response to IFN-y in macrophages of all groups but
infection alone induced more IL-10 and TGF-B in TB macrophages. Although the
IFN-y signaling pathway through Statl was functional in TB macrophages, its
activation along with c-Jun (AP-1) was diminished as compared to macrophages of
healthy individuals. These results show the impairment of IFN-y signaling in
macrophages of people with active tuberculosis, suggesting a different molecular
regulation that impact in macrophage functionality and probably disease outcome.



Introduccion.

La tuberculosis (TB) es una enfermedad que ha afectado a la humanidad durante
miles de afos (Salo et al., 1994, Zink et al., 2003, Donoghue et al., 2004). En la
época de Robert Koch, cientifico aleman que descubrié el agente causal
Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis) en 1882, una de cada siete
personas moria por TB (Koch, 1982). En el siglo siguiente se observé un descenso
prominente debido a la mejoria y precisién en el diagnéstico con la confirmacién
de lesiones pulmonares por rayos X, ademas del desarrollo de farmacoterapia, los
programas de vacunacion mundiales, mejoria en los factores socioecondmicos y
posiblemente a la adquisicion gradual de resistencia a la infeccion por la poblacién
(Taylor et al., 2003, Harries & Dye, 2006, Lipsitch & Sousa, 2002). Sin embargo, a
finales del mismo siglo (XX) se observé un resurgimiento de la enfermedad con
proporciones pandémicas (Dye et al., 1999), debido a la aparicion del VIH
causante del SIDA, la explosion demografica, el incremento masivo de personas
en pobreza extrema y el surgimiento de cepas resistentes a los farmacos, entre
otras causas (Corbett et al., 2003, Maartens & Wilkinson, 2007).

En la actualidad, la TB es un problema de salud publica a nivel mundial. Se estima
que la tercera parte de la poblacion humana mundial esta infectada con la
micobacteria (Dye et al., 1999). Esto es debido a la facil transmision de la bacteria
por via aérea y a la alta tasa de infeccion (Raviglione, 2003). Los pacientes con TB
activa que expectoran bacterias (baciliferos), son la principal fuente de infeccion
(Harries & Dye, 2006). De los enfermos registrados mundialmente por afio, poco
mas del 44% fueron positivos al examen microscépico de expectoraciones
(baciloscopias) (WHO, 2007). Cada persona enferma y no tratada puede infectar
a 10 o 15 personas por afio, incluyendo a sus familiares (Dye, 2006). Las
estadisticas del afio 2007, mostraban un panorama de disminucion en la
incidencia mundial de TB, sin embargo, en ese mismo afo los enfermos sumaron
mas de 8 millones y las muertes mas de 2 millones (26% de todas las muertes

causadas por enfermedades prevenibles por vacunacion) (WHO, 2007).



Estudios sobre antecedentes de infeccion por M. tuberculosis en poblaciones
conocidas con individuos con y sin TB, muestran que en general del 5% al 10% de
los individuos infectados pueden desarrollar la enfermedad activa en alguna etapa
de su vida (Bloom et al., 1992). Este numero es significativamente mayor cuando
la infeccidn ocurre en grupos de personas sin historia previa de TB, ademas de
que la mayoria de los individuos expuestos a la micobacteria son infectados de
forma persistente, lo que demuestra la extrema susceptibilidad de la especie
humana a M. tuberculosis (Kaufmann, 2001, Sousa et al., 1997). Por estas
razones se hace necesaria la busqueda de informacion que identifique factores de
riesgo, de control y de prevencién de ésta enfermedad con el fin de evitar su

propagacion y mejorar las condiciones de salud de quienes la padecen.

Historia de la tuberculosis.

La TB es una enfermedad bien conocida desde la antigiiedad. Las primeras
referencias se encuentran en escritos del Antiguo Egipto, Babilonia y China
(Wilson, 1996). Los hallazgos de ADN de M. tuberculosis en momias egipcias,
indican que la enfermedad esta presente desde hace méas de 5,000 afios (Zink et
al., 2003). Estudios sobre variabilidad genética indican que la micobacteria es uno
de los patdbgenos mas antiguos del ser humano ya que su ancestro proviene de
hace méas de 3 millones de afios (Donoghue et al., 2004). Aunque la tuberculosis
en el nuevo mundo no es tan antigua, al parecer en un inicio llegé a América del
Sur antes de la importacion de TB por los espafoles. Estudios en momias
peruanas y colombianas procedentes de la época precolombina revelaron la

presencia de ADN de M. tuberculosis (Sotomayor et al., 2004, Salo et al., 1994).

A pesar de que la TB ya era comun desde la antigiiedad, es hasta el siglo XVIII en
la Revolucién Industrial donde cobra importancia. La TB era la enfermedad lider
por causar la mayor mortalidad en el mundo, principalmente de obreros y sus
familiares (Harries & Dye, 2006). Fue hasta principios del Siglo XIX que se
realizaron los primeros estudios detallados postmortem y se establecidé la

naturaleza infecciosa de la enfermedad, aunque sin llegar a demostrar el agente



causal (Bloom, 1994). Los esfuerzos llevaron a Robert Koch en 1882, a establecer
que una bacteria con propiedades de tincion muy especiales era la causa
infecciosa de la enfermedad, por lo que se le conoce a esta micobacteria como el
bacilo de Koch (Koch, 1982). Posteriormente, con la facil identificacion del bacilo
en el esputo debido a la mejoria en la tincion realizada por Ziehl y Neelsen, junto
con el descubrimiento de los rayos X por Conrad Roentgen en 1895, se obtuvo
una mejoria y precision en el diagndéstico de TB. Contrariamente a los avances en
el diagnéstico, el tratamiento seguia en obvio fracaso debido a que se basaba solo
en reposo y administracion de aire fresco y bafios de sol. Koch continu6 en la
basqueda de una cura para la TB y a principios del siglo XX comenzé con la
administracion del PPD (derivado proteico purificado) como tratamiento, llamado
tuberculina. A pesar de que no se obtuvo una mejoria en la salud de los pacientes
tratados con PPD, este permanece como una de las herramientas de diagnostico
de la infeccion a nivel poblacional (Bloom, 1994). En 1921, Albert Calmette y
Camille Guerin, el primero Médico Cirujano y el segundo Médico Veterinario,
desarrollaron una vacuna a partir del bacilo causante de la tuberculosis en las
vacas (Mycobacterium bovis) que atenuaron a través de subcultivos en medio con
bilis de buey, conocido como Bacilo Calmette-Guerin (vacuna BCG). Debido al
éxito demostrado en abatir notoriamente los casos de tuberculosis en toda Europa,
la vacuna BCG se distribuy6 a diversos sitios de todo el mundo. Posteriormente
con la introduccion de la liofilizacion en 1939, a finales de la década de 1940 se
pudieron implementar campafias de vacunacion masivas y planes preventivos
mundiales recomendados por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS). El
descubrimiento de los farmacos antituberculosos, estreptomicina en 1943 e
isoniazida en 1952 y la introduccion de rifampicina en 1965, generaron el
tratamiento combinado (no menor a seis meses) que fortalecié el combate a la
enfermedad. Finalmente entre 1970 y 1980, los programas de busqueda masiva
de casos y de institucion de tratamiento en el mundo desarrollado, junto con la
introduccién del control de la TB en los servicios generales de salud del mundo
subdesarrollado, se disminuy6 la TB a nivel mundial, por lo que el sentimiento

general fue que se habia conquistado y el interés en la enfermedad declind. Sin



embargo, a partir de la década de 1980 como consecuencia al abandono en el
control de la tuberculosis, al surgimiento del virus de la inmunodeficiencia humana
(VIH), a los conflictos bélicos en Africa Subsahariana y otros sitios del mundo, a la
caida de las principales potencias como la disolucién de la Unién Soviética, al
deterioro econdmico de muchos paises que arrojaron a millones de personas a la
pobreza extrema, a condiciones de hacinamiento y mala higiene, se favorecieron
la diseminacion de la infeccién y la progresiéon a la enfermedad en aquellos
infectados. En 1990 sucedié un repunte en la incidencia de casos y de muertes
por TB. Por lo que en 1993 la OMS declar6é a la enfermedad como emergencia
global (WHO, 2007). Desde entonces se han enfocado los esfuerzos en la
busqueda de nuevas vacunas y farmacos y en dilucidar los mecanismos por los
que la bacteria causa la infeccién y por los que esta progresa a la enfermedad,
que si bien puede llegar a ser mortal su mayor impacto radica en el estado de

salud y productividad de los que la padecen.

Inmunopatogenia de la tuberculosis.

M. tuberculosis posee mecanismos que le permiten infectar, sobrevivir,
multiplicarse y establecer un tipo de infeccion persistente en un individuo y causar
la enfermedad (Smith, 2003). M. tuberculosis tiene la capacidad de sobrevivir a las
condiciones adversas que encuentra durante el proceso infeccioso. Es capaz de
sobrevivir al estrés bactericida del macrofago, al ambiente anaerdbico y nutricional
alterado del granuloma y de inactivarse metabodlicamente en estado de latencia
(Mehrotra et al., 2001).

La transmision comienza con la expectoracion de M. tuberculosis por pacientes
baciliferos con TB activa en gotas microscopicas o aerosoles (menores de 5 um
de diametro) que son diseminadas al toser, estornudar, escupir o hablar. Las
bacterias viajan por el aire y pueden permanecer por horas suspendidas en las
microgotas cuando las condiciones de humedad y temperatura ambientales son
favorables. Las bacterias son inhaladas y pueden ser atrapadas por los vellos y

moco nasales o0 en el sistema mucociliar de la traquea y ser desechadas por el



estornudo, las flemas o ser deglutidas. Las bacterias infectivas son las que por
inhalacién llegan hasta los alvéolos donde la bacteria es fagocitada por los
macrofagos alveolares, se multiplica y se disemina a los ganglios linfaticos y otras
partes del cuerpo (Beggs et al., 2003, Kaufmann, 2005, Bhatt et al., 2007). En las
primeras seis semanas a partir de la infeccion primaria, el organismo genera una
respuesta inmune que, en la mayoria de los casos, detiene la multiplicacion del
bacilo y la Unica evidencia de infeccion es un resultado positivo al examen de
tuberculina o prueba intradérmica de Mantoux (PPD+) (Harries et al., 2006). El
riesgo de desarrollar TB después de la infeccion primaria cambia con la edad. El
mayor riesgo es entre los primeros 5 afios después de la infeccion. Los nifios
desde el nacimiento hasta la edad de 5 afios tienen un riesgo relativamente mayor
de desarrollar las formas severas de la enfermedad (TB miliar y meningitis
tuberculosa), debido a sus sistemas inmunes inmaduros, sin embargo no son
transmisores del bacilo. Los nifios mayores de 5 afios y hasta los 15 afios son
relativamente resistentes a la TB. El riesgo comienza nuevamente en la
adolescencia, permanece aproximadamente estable durante la adultez pero
incrementa nuevamente en las etapas mayores (Harries et al., 2006). Otros
factores que incrementan el riesgo de padecer TB después de la infeccion inicial
incluyen la desnutricion, el alcoholismo, farmacos inmunosupresores, tabaquismo,
contaminacion atmosférica y enfermedades como diabetes tipo 2 (Bloom, 1994).
Sin embargo, ninguno de esos factores es tan importante como la infeccion con el
VIH (Harries et al., 2006).

Los macrofagos alveolares desempefian un papel esencial en la eliminacion de
patbgenos que entran al organismo por via aérea y son considerados la primera
poblacion celular del sistema inmune que interactia con el patégeno (Kaufmann,
2001). La interaccion inicial de M. tuberculosis con el macrofago tiene lugar a
través de receptores fagociticos y de receptores de reconocimiento de patrones
moleculares asociados a patdgenos (PRR-PAMPSs) (Ernst, 1998, Taylor et al.,
2005). Esta interaccion resulta en la liberacion de citocinas y quimiocinas

inflamatorias por parte del macréfago, que reclutan a las células del sistema



inmune como neutroéfilos, células dendriticas (DC), monocitos circulantes, células
NK (natural killer), linfocitos T CD4+ y CD8+ y macréfagos al sitio de infeccion
(Kaufmann SH, 2001; Bhatt K, 2007). Sin embargo, resultados de experimentos in
vitro sugieren que la respuesta predominante del macrofago depende del tipo de
receptor con el cual la micobacteria interactia con el resultado de la liberacién de
citocinas anti-inflamatorias  (Brightbill et al., 1999, Schlesinger, 1993).
Simultaneamente, la micobacteria es fagocitada y en contraste a la fagocitosis
normal, en la que el contenido del fagosoma es degradado a través de la fusién
con el lisosoma, M. tuberculosis bloquea este proceso al arrestar al fagosoma en
un estado inmaduro y como consecuencia persiste dentro del macréfago; ademas
de disminuir la presentacion de antigenos (Armstrong et al., 1971, Vergne et al.,
2005, McDonough et al.,, 1993). Los macréfagos son eliminados por la
micobacteria a través de la induccion de los mecanismos de muerte celular
apoptosis y necrosis (Bocchino et al., 2005, Placido et al., 1997, Gil et al., 2004).
Otras consecuencias negativas de la infeccion por M. tuberculosis en el
macréfago es que induce una disminucion de la sefalizacion por receptores de
reconocimiento para la respuesta inmune innata (Pathak et al., 2007) y afecta la
capacidad de respuesta al interferon gamma (IFN-y) (Ting et al., 1999, Kincaid et
al., 2003, Pai et al., 2004, Banaiee et al., 2006a). Todo este proceso inicial se
repite continuamente ante la incapacidad del sistema inmune innato en eliminar a
la micobacteria, lo que induce la remodelacién del sitio de infeccidn y la formacién
de la lesién inflamatoria llamada granuloma, caracteristica de la tuberculosis
(Russell, 2007).

Formacion del granuloma.

Los macréfagos infectados y no infectados comienzan a agregarse en el intersticio
del pulmoén para formar un granuloma naciente (Co et al., 2004). Alrededor de la
cuarta semana la inmunidad mediada por células comienza a realizar el control de
la infeccién y la carga bacteriana disminuye notablemente y es mantenida a
niveles muy bajos. Durante este tiempo la micobacteria entra en un estado de baja

actividad conocida como estado no replicativo de persistencia (Wayne et al.,



2001). Bajo la influencia de los linfocitos T CD4+, las lesiones granulomatosas
comienzan a engrandecerse por el reclutamiento de otras células incluyendo
linfocitos, macréfagos y fibroblastos (Birkness et al.,, 2007). Los macréfagos
reclutados son dirigidos hacia el centro de la lesiébn en donde por la activacion a
través del IFN-y se diferencian a células epitelioides y se fusionan para formar
células gigantes multinucleadas. En la periferia en estrecho contacto con los
macrofagos se localizan los linfocitos T CD4+ y CD8+. Los fibroblastos rodean la
lesion y secretan un escudo de matriz extracelular, la cual provee de una barrera
fisica que evita la diseminacién de la bacteria (Russell, 2007, Co et al., 2004). Los
macréfagos muertos por apoptosis (cuerpos apoptéticos) son fagocitados
silenciosamente por otros macrofagos, mientras que los macréfagos muertos por
necrosis desencadenan mayor inflamacién y necrosis y los detritos se acumulan
en el tejido (Bocchino et al., 2005, Saunders et al., 2007). En la tuberculosis en el
humano, la mayoria de los granulomas tienen el centro sin células con material
necrotico que pueden formar cavitaciones que macroscopicamente es parecido al
queso (necrosis caseosa), lo que se observa incluso en granulomas recién
formados (Lin et al., 2006). El tejido es remodelado con células nuevas o es
sustituido por tejido de cicatrizacién y fibrosis con deposicién de minerales como el
calcio (Segovia-Juarez et al., 2004). Con el tiempo estos granulomas se calcifican;
lo que es visible en el diagndstico por rayos X (Russell, 2007, Ulrichs et al., 2006).
Algunas bacterias escapan de los granulomas y perpetian la infecciébn con la
neoformacion de granulomas (reactivacion) (Co et al., 2004).

Los granulomas previenen la diseminacion de la micobacteria. No obstante que M.
tuberculosis persiste en el hospedero, solamente un pequefio porcentaje de los
individuos infectados desarrolla la enfermedad, mientras que la mayoria (90%) ni
manifiestan signos clinicos, desarrollan lesiones progresivas, o expectoran bacilos,
por lo que se considera estan en un estado latente de infeccién (Bloom, 1994,
Kaufmann, 2001). La manifestacion de signos y sintomas estan relacionados con
la formacion deficiente de granulomas (Ulrichs et al., 2005). La bacteremia y la

liberacion de citocinas asociadas a ésta inducen fiebre, que es intermitente debido



a los espacios de tiempo en que la micobacteria entra al torrente sanguineo antes
de ser detectada por el sistema inmune en el bazo (Bloom, 1994). La presencia
del Factor de Necrosis Tumoral alfa (TNF-a) en la sangre induce la aceleracion del
catabolismo que conlleva a la pérdida de peso o caquexia y a la debilidad general
(Harries et al., 2006). La tos es ocasionada en respuesta a la inflamacién y las
lesiones en el tejido pulmonar (Fauci et al., 2008). Este cuadro clinico esta
fuertemente asociado con la infeccion por M. tuberculosis en comparacion con
otras micobacterias que infectan el pulmén del humano (Shitrit et al., 2007, de
Jong et al., 2007, Emile et al., 1997). Frecuentemente, el grado de diseminacion
bacteriana correlaciona mas con el cuadro clinico, que el nUmero de micobacterias
presentes en las lesiones (Ulrichs et al., 2006). Adicionalmente, el centro de
necrosis caseosa contiene micobacterias que pueden ser diseminadas por la
sangre o por expectoraciones a otros 6rganos o individuos y perpetuar el ciclo
(Russell, 2007).

Respuesta inmune protectora en la tuberculosis.

En un individuo susceptible la infeccién comienza con la inhalacion de los bacilos
expectorados por una persona enferma, como se describié anteriormente. Sin
embargo, no todos los individuos expuestos a la bacteria desarrollan una
infeccién, un pequefio porcentaje eliminara a la micobacteria (Kaufmann, 2001).
En estos individuos se postula que su sistema inmune innato es lo suficientemente
eficaz en eliminar a la micobacteria antes de iniciar una infeccion (Bhatt et al.,
2007). No obstante, la gran mayoria de los individuos expuestos terminan siendo
infectados con la bacteria, lo cual afirma que el sistema inmune innato por si solo
es incapaz de llevar a cabo una eliminacion del patégeno en el hospedero (Sousa
et al., 1997). Por el contrario, el sistema inmune adquirido parece controlar la
infeccion en forma latente para la mayoria de los individuos. Los macréfagos,
linfocitos T, células NK y DC, tienen una funcion determinante en el control de la

infeccion a través de la interleucina-12 (IL-12), el TNF-a, el interferon gamma (IFN-

v), la IL-10 y el Factor Transformante de Crecimiento beta (TGF-B) (Flynn et al.,
2001, Kaufmann et al., 2005).



Las DC fagocitan a los antigenos secretados por la micobacteria o los procesados
por los macréfagos, ademas de fagocitar micobacterias en el sitio de infeccion. A
diferencia de los macrofagos, las DC migran hacia los ganglios linfaticos
mediastinicos que drenan localmente en el pulmon a través de los vasos linfaticos
aferentes. En los ganglios linfaticos las DC presentan los antigenos a través del
MHC tipo Il a los linfocitos virgenes para iniciar la respuesta inmune celular
(Marino et al., 2004a, Randolph et al., 2005, Marino et al., 2004b, Mellman et al.,
2001). El éxito en el establecimiento de la respuesta inmune protectora por las DC
radica en su estado de diferenciacion y maduracién (Reis e, 2004, Shortman et al.,
2002). Los estudios sobre la diferenciacion y maduracion de las DC inducidas por
M. tuberculosis y sus antigenos, revelan que inicialmente existe una maduracion
de DC y posterior induccién de linfocitos T cooperadores tipo 1 (TH1) productores
de IFN-y pero que asimismo se realiza una modulacién negativa a traves de la
produccion de IL-10 y TGF-B por las DC, lo que induce la inactivacion de los
linfocitos T efectores (Latchumanan et al., 2005, Giacomini et al., 2001, Wolf et al.,
2007). Por otro lado, aunque M. tuberculosis se duplica en las DC limitadamente,
estas transportan a la micobacteria hacia los ganglios linfaticos (Wolf et al., 2008)
o hacia otros organos, por lo que se considera un mecanismo de
diseminaciéon(Humphreys et al., 2006, Tailleux et al., 2003). Sin embargo, la
migracion linfatica de las DC infectadas es transitoria y la mayoria de estas
permanece en el sitio de infeccidn, por lo que la presentacion de antigenos por
estas es reducida siendo ineficaces en montar una respuesta protectora TH1 (Wolf
et al., 2007, Giacomini et al., 2001). No obstante, en las estructuras foliculares que
se forman adyacentes a los granulomas de individuos sanos (latencia), las DC
participan exitosamente en la presentacion de antigenos y la induccion de la
respuesta TH1, lo que revela que estas estructuras tienen funciones similares a
las que se ubican en los ganglios linfaticos (Ulrichs et al., 2006, Ulrichs et al.,
2004).



Los linfocitos T migran de los ganglios linfaticos al sitio de infeccion después de
reconocer los antigenos especificos que presentaron las células dendriticas. La
respuesta inmune protectora contra M. tuberculosis, requiere la induccion de la
inmunidad mediada por linfocitos TH1 (Kaufmann, 2001). La respuesta inmune
protectora contra M. tuberculosis, se ha descrito para los individuos infectados que
estdn sanos y que conviven con pacientes con tuberculosis (TB) activa. La
respuesta inmune en estos individuos se caracteriza por la produccion de IFN-y
por linfocitos T CD4+, la activacion de macréfagos y la participacion de linfocitos T
CD8+ (Schwander et al., 2000, Carranza et al., 2006, MacMicking et al., 1997). La
IL-12 activa linfocitos TH1 para producir IFN-y (Bogdan C, 2000). La produccion de
IFN-y por los linfocitos, depende entonces de la presentacidén y reconocimiento de
los antigenos y de la estimulacién con IL-12, factores determinantes en el control
de la infeccién (Flynn et al., 1993).

Papel de los macréfagos en la tuberculosis.

Los macrofagos participan en la infeccion por M. tuberculosis desde el inicio de la
misma. Estas células residen en los alvéolos de forma inactiva o en reposo. El
inicio de su actividad fagocitica y de presentacion de antigenos se conoce como
estado de iniciacion (“priming” en Inglés), que con estimulos subsecuentes esta
actividad se incrementa hasta alcanzar la activacion (“fully activation” en Inglés)
(Mosser, 2003). En este estado la célula ha alcanzado su maximo potencial de
lisis (Ma et al., 2003). La activacion del macréfago se obtiene con el IFN-y o el LPS
(Ma et al.,, 2003, Nathan et al., 1984). En la tuberculosis la activacion del
macrofago por el IFN-y es esencial, ya que esto determina la contencion de la
infeccion (Kaufmann, 2002, Flynn et al., 1993, Boehm et al., 1997, Kawatsu et al.,
1991).

Activacion del macroéfago.
La activacion del macréfago por el IFN-y o el LPS se conoce como “activacion
clasica”. Inicialmente la activacion de macréfagos de humano, con IFN-y

recombinante, se reconocié por la induccién de grandes cantidades de reactivos



del oxigeno y de citocinas y por su capacidad de eliminar patdgenos intracelulares
(Nathan et al., 1984). Actualmente, la “activacion clasica” del macréfago se
describe como el incremento de la actividad fagocitica, bactericida y pro-
inflamatoria (Gordon, 2003, Goerdt et al., 1999). En condiciones normales el IFN-y
induce en el macréfago la produccion de radicales reactivos del oxigeno y del
nitrégeno como el 6xido nitrico (ON), radicales con propiedades microbicidas
(permite la eliminacion de bacterias, hongos, parasitos y virus, ademas de células
tumorales) e induce la produccion de citocinas pro-inflamatorias como el TNF-a,
que participa en la formacién y en el mantenimiento de la integridad estructural del
granuloma (Ulrichs et al., 2006, Mohan et al., 2001), y la IL-12 que promueve la
diferenciacion de linfocitos T CD4+ en linfocitos TH1 (Mohan et al., 2001), ademas
de incrementar la presentacion de antigenos (Nathan et al., 1991, Chan et al.,
1992, Akaike et al., 2000, Hickman-Davis et al., 2001, Mosser, 2003, Collins,
2003). El IFN-y también estimula la sintesis de IL-10 y TGF- en el macréfago,
citocinas con efecto anti-inflamatorio (de la Barrera et al., 2004, Boehm et al.,
1997) y que regulan la respuesta inflamatoria del macrofago inducida por el IFN-y
(de la Barrera et al., 2004, Li et al., 2006).

La activacién del macrofago con IFN-y, previa a la infeccién con M. tuberculosis, le
permite a esta célula evitar el bloqueo en la maduracion del fagosoma y favorece
la lisis de la micobacteria por la produccion del oxido nitrico y radicales del
oxigeno, a través de la acidificacion de los fagosomas por la actividad de la bomba
de protones vacuolar (H+ vATPasa) (Bonecini-Almeida et al., 1998, MacMicking et
al., 1997, Belosevic et al., 1988).

La union del IFN-y a su receptor induce la trans-fosforilacion de las Janus cinasas
(Jak)-1 y Jak-2 asociadas a este. Las Jaks activadas fosforilan el dominio
intracelular del receptor de IFN-y (IFNGR), el cual sirve de sitio de anclaje para la
Statl. La Statl es fosforilada por Jak2 en la tirosina 701 (Tyr 701) y forma un
homodimero que se transporta al ndcleo y regula la expresién de genes por la

unién con su secuencia consenso de ADN, denominada GAS (gamma interferon-



activated sequence), en las regiones promotoras de genes regulados por IFN-y
(Figura Activacién). En respuesta al IFN-y, el IFNGR activa otras cinasas de forma
Statl independiente, incluyendo a las MAP cinasas (protein-cinasas activadas por
mitdégenos) como JNK (cinasa c-Jun N-terminal), PI3K (fosfatidil inositol 3 cinasa)-
AKT, Pyk2 y las ERK1/2 (cinasa regulada por sefiales extracelulares 1/2) (Hu et
al., 2002, Ramana et al., 2002). Estas cinasas, que también estan integradas en
cascadas de sefales de los TLR, tienen importantes consecuencias fisiol6gicas

durante la infeccidn por M. tuberculosis (Yang et al., 2007).

FIGURA ACTIVACION



Planteamiento del problema.

Los estudios en pacientes con TB activa sugerian que la infeccién progresa a
enfermedad debido a que los linfocitos T antigeno-especificos productores de IFN-
y circulantes en sangre estan disminuidos (Torres et al., 1998) (Torres M, 1998;
Hussain R, 2002; Morosini M, 2005), debido a que se acumulan en las areas de
infeccibn (Veenstra H, 2006; Barnes PF, 1993). Sin embargo, aunque la
produccion de IFN-y varia entre individuos, hay estudios que describen que tanto
el IFN-y como la IL-12 y el TNF-a se producen en los pacientes con TB activa en
el sitio de la infeccidn con niveles incluso mayores a los de los individuos sanos
con infeccion (Fenhalls et al., 2000, Lin et al., 1996, Mehra et al., 1996, Kawatsu et
al., 1991).

Por otro lado, los resultados de experimentos ex vivo con macréfagos alveolares
de pacientes con TB muestran que su respuesta micobactericida al IFN-y se
encuentra disminuida al compararla con los macréfagos de sujetos sanos
(Kawatsu et al., 1991). Esta observacion no es debida a diferencias en el nimero y
funcionalidad del receptor de IFN-y (IFNGR), ya que el numero de IFNGR en los
monocitos de individuos con tuberculosis activa es similar al de individuos sanos
PPD+ (Fraser et al., 2003) y el polimorfismo o mutacién en el gen del IFNGR no
esta asociado a la tuberculosis (Fraser et al., 2003, Awomoyi et al., 2004). Ademas
de que las alteraciones genéticas del IFN-y y de los componentes de su cascada
de sefializacién son muy raras en la poblaciéon (Mansouri et al., 2005, Dupuis et
al., 2001). Hasta ahora, las evidencias sugieren que la capacidad de los
macrofagos de responder al IFN-yestd mas asociada con el desarrollo de

tuberculosis que la cantidad producida de ésta citocina.

Los antecedentes sefialan que la infeccion por M. tuberculosis progresa a la
enfermedad activa en muy pocos individuos a pesar de la respuesta TH1 y
sugieren mas bien una alteracion de la respuesta del macrofago hacia el IFN-y,
mas que una falta en la produccién o funcionamiento de esta citocina. Por lo que

el objetivo del presente trabajo fue estudiar la actividad bactericida contra



Mycobacterium tuberculosis y el perfil de citocinas inducidos por el IFN-y en
macréfagos de pacientes con TB activa, sus convivientes cercanos sanos y en

individuos sanos no infectados de la misma comunidad.



Hipotesis.

La cascada de sefales del IFN-y en macrofagos de pacientes con tuberculosis

activa esta alterada.

Objetivo General.

Estudiar la respuesta al IFN-y en macrofagos de sujetos con tuberculosis pulmonar
activa, sus convivientes cercanos sanos PPD+ y personas sanas PPD- no

relacionadas.

Objetivos especificos.

1. Comparar el crecimiento de M. tuberculosis en macréfagos estimulados con
IFN-y en sujetos con tuberculosis pulmonar activa, sus convivientes

cercanos sanos PPD+ y personas sanas PPD-.

2. Cuantificar la produccién de 6xido nitrico, I1L-12, TNF-a, IL-10 y TGF-B en
macréfagos estimulados con IFN-y en sujetos con tuberculosis pulmonar

activa, sus convivientes cercanos sanos PPD+ y personas sanas PPD-.

3. Confirmar la activacion, transporte al nacleo y unién a la regiéon de ADN
complementaria de Statl en macrofagos estimulados con IFN-y e infectados
con M. tuberculosis provenientes de sujetos con tuberculosis pulmonar

activa, sus convivientes cercanos sanos PPD+ y personas sanas PPD-.



Material y métodos.

Tipo de Estudio.

Experimental, descriptivo, transversal.

Grupos de estudio.

(i) Personas con tuberculosis pulmonar activa;, Grupo TB. Las muestras
sanguineas de 14 pacientes con TB pulmonar activa se obtuvieron después del
consentimiento informado. Los pacientes se presentaron al servicio de
Microbiologia Clinica del INER con sintomas de tuberculosis pulmonar en donde
se confirmd el diagndéstico por baciloscopia y cultivo. La muestra sanguinea se
obtuvo previamente al tratamiento anti-tuberculoso. Los pacientes incluidos fueron
aquellos sin antecedente de tuberculosis (primera vez) con reaccion positiva (>10
mm de induracion) a 5 unidades de derivado proteico purificado (PPD) de M.

tuberculosis por la prueba de Mantoux, a las 72 horas de aplicacion intradérmica.

(i) Donadores sanos infectados con M. tuberculosis; Grupo CCS. Las
muestras sanguineas se obtuvieron previo consentimiento bajo informacion, de 15
personas sin sintomas ni antecedentes de tuberculosis, convivientes cercanos de
los pacientes con TB activa, por un periodo de al menos 5 meses y con reaccion
positiva al PPD. Todos los convivientes fueron negativos a la inspeccion

baciloscépica por tres ocasiones y al cultivo.

(ili) Personas sanas no infectadas por M. tuberculosis; Grupo SIN. Las
muestras sanguineas de 14 individuos sin sintomas de tuberculosis, ni historia de
exposicién conocida a pacientes con tuberculosis, se obtuvieron después de su
consentimiento informado. Todos los individuos reclutados tuvieron una prueba

negativa al PPD (<5 mm) por doble exposicion con intervalo de 1 mes.

Otros criterios de inclusién aplicados a los tres grupos fueron: edad de 18 hasta 54
afos, ausencia de infeccion por VIH y ausencia de alguna enfermedad crénica e



inmunosupresora (hipertension vascular, diabetes, hepatitis, asma) o medicacion
con corticosteroides. El protocolo de investigacion fue aprobado por los comités de
Ciencia y Bioética del Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias y de la
Facultad de Medicina de la UNAM.

Obtencion de macrofagos.

Una muestra de 80 mL de sangre se obtuvo de forma aséptica de los voluntarios
después de firmar su consentimiento informado. La sangre se diluy6 1:1 con PBS,
pH 7.4, se depositd sobre Ficol-Paque (proporcion 2:1) y se centrifugd 30 min a
850 g a temperatura ambiente (TA). La interfase blanca se obtuvo y se eliminaron
las plaquetas mediante lavados con 10% de plasma aut6logo en PBS a 350 g a
TA por 5 min cada uno. Los leucocitos se resuspendieron en medio RPMI (RPMI
1640 pH 7.4, con L-glutamina 2 mM, glucosa 0.45%, Hepes 10 mM, NaHCO3 1.5
mM y Piruvato de Sodio 1 mM) suplementado con 10% de suero fetal bovino
(SFB) y se sembraron en placas de cultivo de 100 x 20 mm de poliestireno
(Nunclon). Después de tres horas de incubacion a 37°C con 5% de CO,, las
células no adheridas se eliminaron mediante lavados con RPMI sin suero y los
monocitos adheridos se incubaron por 7 dias con RPMI suplementado con 10% de
SFB, con recambios de medio a los dias 2, 4 y 7. Las células obtenidas fueron
més del 95% CD14 y CD11b positivas en la evaluacion por citometria de flujo
después del marcaje con anticuerpos fluorescentes (mouse anti-human CD14-PE
y mouse anti-human CD11b-Alexa Fluor 488, Amersham Biosciences), las células
contaminantes fueron en su mayoria (~3%) linfocitos (CD3+). Los monocitos
obtenidos tanto de los pacientes de tuberculosis como de sus convivientes sanos,
no estaban infectados previamente con M. tuberculosis, como lo evidencio el
examen microscopico de las células por tincion de Ziehl-Neelsen y Auramina-
Rodamina y por analisis genomico por PCR e hibridacion en fase solida del gen
esxB (CFP10) de M. tuberculosis H37Rv en extractos de los monocitos. La
cosecha de los macréfagos se realizé despegandolos gentilmente con un raspador
después de la incubacién por 10 min con EDTA 0.5 mM en PBS frio sobre hielo.



La viabilidad de las células fue superior al 98%, cuantificada por la exclusion del

azul de tripano.

Activacion de macrofagos.

Los macréfagos se incubaron con 500 U (20 ng) de IFN-y recombinante de
humano (PeproTech) por mililitro de medio RPMI con 10% de SFB, durante 22 hy
luego se reemplaz6 el medio con medio fresco, después de dos lavados con
medio tibio RPMI sin suero. Este tiempo y dosis fueron empleados por la eficacia
de la citocina para alargar el tamafio de las células con elongacion de
pseudopodos membranales en mas del 90% de las poblacion celular, evidenciado
por conteo en microscopia de luz y por inducir la produccion de Oxido nitrico
medido a través del ensayo de Griess (Ding & Nathan, 1988, Ting et al., 1999) en
macréfagos derivados de monocitos obtenidos de concentrados leucocitarios de
personas sanas donados por el Banco de Sangre del Instituto Nacional de

Pediatria.

Bacteria.

La cepa de M. tuberculosis H37Rv (ATCC 25618) se crecid6 en medio liquido
Middlebrook 7H9 suplementado con 0.05% de Tween 80 y 10% de ADC (albumina
bovina, dextrosa y catalasa), a 37°C con agitacion constante. El cultivo se coseché
en la fase de crecimiento exponencial por centrifugacion a 1500 x g durante 20
min a TA. Las bacterias se lavaron en medio RPMI sin suero por tres ocasiones,
se resuspendieron en medio RPMI con 10% de SFB y 15% de glicerol y se
congelaron a -70°C. Las suspensiones bacterianas se descongelaron y se
disgregaron los cumulos con seis pulsos de ultrasonido de 20 seg en un bafio de
agua ultrasénico con intervalos de 60 seg. EI nimero de unidades formadoras de
colonia (UFC) se obtuvo a partir de la siembra y cultivo de diluciones seriadas en
placas de agar Middlebrook 7H10 suplementado con 10% de OADC (acido oléico
y ADC) y 5% de glicerol. EI cultivo y manipulacion de la cepa tipo y las infecciones
de los macrofagos se realizaron en la Unidad de Bioseguridad Nivel 1l en

contencién primaria nivel Il (cabina de flujo clase 2 B), del Departamento de



Microbiologia e Inmunologia de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de
la UNAM.

Medicién de la actividad microbicida en los macrofagos.

El presente ensayo fue adaptado de un estudio previo realizado por Wong et al.
(Wong et al., 2007). Los bacilos dispersados por ultrasonido (ver arriba) fueron
adicionados a cultivos por triplicado de 1 X 10* macréfagos adherentes y
preestimulados con IFN-y o sin el a una multiplicidad de infeccién de 10 UFC.
Después de 4 horas de incubacion, los cultivos de macrofagos fueron lavados tres
veces con RPMI tibio sin suero para remover las bacterias no adheridas a los
macrofagos o no fagocitadas. Este se considero el tiempo cero (inicio de la
infeccién). En los tiempos cero y 48 horas se lisaron los macrofagos con la
micropipeta después de incubarlos con 0.1% de Triton X-100 en PBS. Los lisados
micobacterianos se diluyeron en forma seriada después de procesarlos por
ultrasonido como se describié anteriormente y se sembraron en placas de agar
Middlebrook 7H10 con 10% de OADC. Después de incubarlos por 21 dias a 37°C,
las UFC fueron contadas. Como control, un inéculo de micobacterias conteniendo
la misma cantidad de UFC fue adicionado por duplicado a pozos sin células y
cultivado bajo las mismas condiciones que los macrofagos infectados. El indice de
crecimiento de la micobacteria en los macrofagos se defini6 como el nimero de
UFC a las 48 h de cocultivo dividido entre el numero de UFC a las 0 h: un indice
de crecimiento mayor a 1 significa que la bacteria se multiplic6 dentro del
macrofago, mientras que un indice de crecimiento igual o menor de 1 significa que
los macréfagos detuvieron su crecimiento o que gradualmente la mataron (Green
LC, 1982). Con estos tiempos de infecciéon (4 h) y de crecimiento (48 h), se
observo que del 30 al 40% (95% de intervalo de confianza) de los macrofagos
contenian al menos 1 bacilo, observado por conteo de 200 células en microscopia
de epifluorescencia con la tincibn de Auramina-Rodamina y que mas del 95% de

los macrofagos eran viables determinado por la exclusion del azul de tripano.



Cuantificacion de citocinas y 6xido nitrico.

Los sobrenadantes de cultivos por triplicado de 2 X 10°> macréfagos adherentes en
reposo o activados e infectados con M. tuberculosis por 4 horas, se obtuvieron a
las 48 horas post-infeccibn y se congelaron a -70°C hasta su uso. Se
descongelaron los sobrenadantes, se estabilizaron a TA y se determin6é por
duplicado la concentracion de IL-10, IL-12, TNF-a y TGF-f a partir de curvas
patrén elaboradas con las citocinas recombinantes de humano por medio de
ELISA directo siguiendo las instrucciones del fabricante (DuoSet enzyme-linked
immunosorbent assay development system; R&D Systems, Inc). El 6xido nitrico se
cuantificé por triplicado a través de los niveles de acumulacion de nitrato (NOy),
producto estable de la sintesis del oxido nitrico (Ding et al., 1988), con el ensayo
de Griess tomando como patrén una curva estandar de NaNO, (Ting et al., 1999)

y expresado en hanomolar por 1 X 10° macréfagos.

Preparacion de extractos nucleares y citoplasmicos.

Las monocapas de macréfagos se incubaron durante 10 minutos con PBS frio, se
liberaron en PBS con PMSF 1 mM y se centrifugaron (500 X g) a 4°C por 10
minutos. Las células fueron resuspendidas en el amortiguador A (HEPES 20 mM,
pH 7.9, KCI 10 mM, EDTA 0.1 mM, EGTA de 1 mM, de Ortovanadato de sodiol
mM, NaF 50 mM, PMSF 1 mM, aprotinina 20 mg/ml, antipaina 20 mg/ml,
leupeptina 20 mg/ml y pepstatina A 10 mg/ml) y se incubaron en hielo (a 4°C) por
10 minutos con Nonidet P-40, a una concentracion final del 0.2%. Las células se
rompieron al pasarlas por jeringa y aguja de 26 G. Después de centrifugar la
suspension celular (12,000 X g) a 4°C durante 1 minuto, los sobrenadantes fueron
colectados como extractos citoplasmicos, y los precipitados (ndcleos crudos)
fueron resuspendidos en el amortiguador B (HEPES 20 mM, pH 7.9, NaCl 0.4 M,
EDTA 1 mM, EGTA 1 mM, DTT 1 mM, Ortovanadato de sodiol mM, NaF 50 mM, y
los mismos inhibidores de proteasas que en la solucion amortiguadora A).
Después de incubar durante 60 minutos en hielo, los materiales insolubles fueron
precipitados por centrifugacion (15,000 X g) a 4°C durante 10 minutos y los

sobrenadantes fueron coleccionados como extractos proteicos nucleares.



Western Blot y Retardo de la Movilidad Electroforética (EMSA).

Para determinar la activacion y la calidad de la cascada de sefales del IFN-y, se
analizaron los extractos nucleares y citoplasmicos de los macrofagos a través del
ensayos tipo Western blot y EMSA. Las células tratadas con 500 U/ml de IFN-y
durante 45 minutos fueron tratadas para la extraccién citoplasmica y nuclear como
se describio anteriormente. Las muestras de 20 ug de proteinas se separaron por
SDS-PAGE al 10% en condiciones reductoras y se transfirieron a una membrana
de PVDF. Las membranas o blots fueron bloqueadas con leche descremada al 5%
en TBS con Tween 20 al 0.1%. Las membranas fueron probadas con anticuerpos
contra las formas fosforiladas de Statl (Tyr701) (Santa Cruz Biotechnologies;
1/200), AKT (Cell Signaling Technology; 1/1000), y c-Jun (Cell Signaling
Technology; 1/1000). Los anticuerpos secundarios respectivos fueron anti-lgG de
raton conjugado con HRP (Jackson; 1/10000) y anti-IlgG de conejo conjugado con
HRP (Zymed; el 1/5000) y se revelaron usando luminiscencia (Inmobilon Western,
Millipore) que fue impresa en pelicula para rayos X (Kodak X-Omat).
Posteriormente, las membranas fueron liberadas de los anticuerpos mediante un
tratamiento reductor (SDS 2%, B-mercaptoetanol 100 mM, Tris-HCl 62.5 mM; a
50°C durante 30 minutos) y se realizé la deteccion de las formas completas de
Statl, AKT y c-Jun con los anticuerpos especificos (todos de Santa Cruz
Biotechnologies; 1/200). EIl EMSA fue realizado con 10 ug de proteina nuclear y
con la sonda de oligonucleotidos de ADN de doble cadena 5-
CATGTTATGCATATTCCTGTAAGTG-3' (Santa Cruz Biotechnologies) marcada

con *P en el extremo 3' (los nucleétidos subrayados corresponden al sitio

especifico para la unién de Statl, GAS -gamma interferon activating sequence-).
Las reacciones de union fueron realizadas durante 10 minutos a temperatura
ambiente en amortiguador 1X (Tris-HCI 50 mM, glicerol 20 %, NaCl 250 mM,
MgCl, 5 mM, EDTA 2.5 mM, DTT 1 mM, PMSF 1 mM), con 1 ug de poly(dl-dC) y
50 o 100 veces de exceso molar de sonda no marcada (sonda fria) como
competidor o anticuerpos de Supershift contra Statl y phospho-Statl (Tyr 701)
(Santa Cruz Biotecnologies) cuando fue necesario. Los complejos de proteina

fueron separados de la sonda libre por electroforesis en geles de poliacrilamida



nativos al 5% en TBE 0.5X a 500 mA por 2.5 horas. Los geles fueron desecados
sobre papel filtro Whatman 3 (3M) y la radioactividad fue registrada en peliculas
para rayos X (Kodak X-Omat) mediante contacto durante 72 horas a -70°C en

casetes para radiografias.

Analisis estadistico.

Los resultados fueron analizados por la prueba Wilcoxon para comparaciones
pareadas (sin IFN-y versus con IFN-y), y por la prueba de Kruskal-Wallis para
diferencias entre los grupos de sujetos con una alfa < 0.05 considerada como
significativa usando el programa SPSS (versién 10).



Resultados.

Pacientes y controles. El reclutamiento de pacientes y sujetos sanos se realiz
de junio de 2006 a mayo de 2007. En total se obtuvieron 43 sujetos clasificados en
tres grupos: 14 de TB, 15 de CCS y 14 de SNI (Tabla 1). Todos los sujetos dieron
sSu consentimiento por escrito bajo informacion. Los pacientes se reclutaron en el
Servicio de Microbiologia Clinica del INER y fueron confirmados positivos a M.
tuberculosis por baciloscopia y cultivo a partir de muestras de esputo. Los
convivientes de los pacientes con TB, que no mostraron signos de enfermedad y
gue resultaron negativos a la baciloscopia y cultivo fueron incluidos en el estudio.
Todos los pacientes y sus convivientes mostraron reactividad al PPD superior a 18
mm de induracién. Los individuos sanos no relacionados a los pacientes, fueron
reclutados del personal de la Facultad de Medicina de la UNAM y manifestaron no
tener o haber tenido contacto con personas con tuberculosis y todos resultaron
negativos al PPD (induracion menor a 5 mm de didmetro) en doble aplicacion.
Todos los individuos reclutados resultaron negativos a VIH y declararon no tener
historia de tuberculosis, diabetes, hepatitis, asma, hipertension ni estar bajo

régimen de corticosteroides.

Tabla 1. Caracteristicas de los grupos de estudio

Convivientes

Pacientes con : Sanos no
: infectados .
tuberculosis Sanos infectados
(TB) (CCS) (SNI)

Numero de sujetos
(Mujeres/Hombres) 14 (717) 15 (9/6) 14 (12/2)
Pos_ltlvos a, . 14 0 NR
baciloscopia: n
Positivos a cultivo: n 14 0 NR
Diametro min-max de
induracion por PPD: 17-32 18-27 0-3
mm
Mediana de edad 41 (18-50) 32 (21-50) 26 (21-32)

(e intervalo): afios
NR, no se realiz6




Los macrofagos de pacientes con tuberculosis activa son mas permisivos a
la infeccién y al crecimiento de M. tuberculosis que los macréfagos de
sujetos sanos. La respuesta micobactericida al IFN-y contra M. tuberculosis
H37Rv se evalué en los macréfagos de cada uno de los sujetos de estudio por
conteo de unidades formadoras de colonia (UFC).
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Figura 1. Respuesta micobactericida de macrofagos de pacientes con
tuberculosis y sujetos sanos. Los valores de cuartiles (cajas), el valor minimo
y el maximo (bigotes), junto con la mediana (linea horizontal), se obtuvieron de
los promedios de UFC contadas al inicio (A) y al final (B) de la infeccion de
macrofagos de pacientes con tuberculosis (TB, n=14), sus convivientes cercanos
sanos (CCS, n=15) y sujetos sanos PPD- (SNI, n=14), cultivados con o sin IFN-y.
El indice de crecimiento de M. tuberculosis (C) se expres6 como el cambio en
unidades de crecimiento sobre el basal (1.0) en macrofagos cultivados en medio
solamente (-) o con IFN-y (+) y se calcul6 al dividir el promedio de UFC contadas
al final entre el promedio de UFC contadas al inicio de la infeccion de
macrofagos de cada sujeto presentado por grupo. Las diferencias significativas
fueron a una * P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001.



En el tiempo inmediato postinfeccidén (Oh), se observé un nimero mayor de UFC
fagocitadas (cuenta inicial, Figura 1A) en los macrofagos del grupo TB, incubados
sin y con IFN-y (Mediana; min-max: 3.53; 2.21-3.95 y 3.50; 3.08-4.20 X 10* UFC,
respectivamente), al compararse con las UFC contadas de los macrofagos de los
grupos control CCS (Mediana; min-max: 3.24; 2.36-3.70 y 3.04; 2.16-4.07 X 10*
UFC, respectivamente) y SNI (Mediana; min-max: 2.90; 2.68-3.46 y 3.01; 2.76-
3.59 X 10* UFC, respectivamente) (p<0.05, Kruskal-Wallis). También a las 48 h
postinfeccién (cuenta final, Figura 1B), se contaron mas UFC en los macréfagos
del grupo TB sin y con IFN-y (Mediana; min-max: 4.47; 4.18-5.05 y 4.36; 3.76-5.40
X 10* UFC, respectivamente), que en los macréfagos del grupo CCS (Mediana;
min-max: 4.36; 4.07-4.71 y 3.96; 3.48-4.43 X 10* UFC, respectivamente) y SNI
(Mediana; min-max: 3.27; 2.87-4.38 y 2.94; 2.30-3.32 X 10* UFC,
respectivamente). A pesar de que los macrofagos del grupo TB mostraron mayor
actividad fagocitica fueron incapaces de detener el crecimiento de M. tuberculosis
aun con el pre-tratamiento de IFN-y, que incluso indujo a los macréfagos de
algunos sujetos a permitir un crecimiento mayor de M. tuberculosis (Figura 1C).
Por el contrario, los macréfagos de los sujetos sanos tanto CCS como SNI,
mostraron una reduccion en el crecimiento de M. tuberculosis cuando fueron
estimulados previamente con IFN-y (p<0.01, Wilcoxon). Estos resultados sugieren
que el tratamiento previo de IFN-y en los macrofagos de pacientes con
tuberculosis activa no indujo los mecanismos bactericidas que presumiblemente
se activaron en macréfagos de sujetos sanos (CCS y SNI). Cabe subrayar que la
inhibicion del crecimiento micobacteriano inducida por el IFN-y fue mas

pronunciada en sujetos virgenes a la infeccion (SNI) (p<0.001, Kruskal-Wallis).

Los macréfagos de pacientes con tuberculosis responden con un perfil anti-
inflamatorio hacia el IFN-y. Se observo que el estimulo continuo con IFN-y (500
U/ml por 22h) indujo a los macrofagos del grupo TB a producir muy poco 6xido
nitrico (24 nanomoles) e IL-12p70 (47.5 pg/mL), pero altos niveles de TNF-a (740
pg/mL) e IL-10 (207 ng/mL), mientras que en los macréfagos de los CCS y SNI,
indujo mayor produccion de éxido nitrico (50 y 53 nanomoles, respectivamente) e



IL-12p70 (153 y 227 ng/mL, respectivamente) y menor de TNF-a (392 y 436
ng/mL, respectivamente) e IL-10 (18 y 117 pg/mL, respectivamente) (p<0.05,
Kruskal-Wallis). El IFN-y indujo la produccion de TGF-B en los macrofagos sin

diferencias entre los grupos de estudio (~145 pg/mL, Figura 2).
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Figura 2. Respuesta anti-inflamatoria al IFN-y y M. tuberculosis en
macréfagos de pacientes con tuberculosis activa. Los simbolos
representan el promedio de los duplicados de cultivos independientes de
macrofagos de pacientes con tuberculosis (TB), sus convivientes cercanos
sanos (CCS) y sujetos sanos PPD- (SNI), cultivados en medio solamente, con
IFN-y, con M. tuberculosis H37Rv y con ambos. Las lineas horizontales
representan los valores de la mediana de cada grupo. Las diferencias
significativas fueron a una * P<0.05.

Cabe resaltar que la infeccion por M. tuberculosis H37Rv en los macréfagos sin

tratamiento con IFN-y indujo mayor produccion de IL-10 (270 pg/mL) y TGF-B (116



pg/mL) en los de pacientes con tuberculosis activa (TB) que en los de los grupos
control (CCS y SNI, IL-10: 0.0 y 39 pg/mL y TGF-f: 38 y 10 pg/mL,
respectivamente; Figura 2) (p<0.05, Kruskal-Wallis). Esta respuesta anti-
inflamatoria inducida por la micobacteria se observa muy similar entre los tres
grupos previamente tratados con IFN-y, sin embargo se observa menor produccién
de oOxico nitrico, IL-12p70 y TNF-a en el grupo TB comparado con los sanos
(p<0.05, Kruskal-Wallis; Figura 2). Los resultados de o6xido nitrico reflejan la
respuesta bactericida al IFN-y de los macréfagos de cada grupo: mientras mayor
fue el control del crecimiento de la micobacteria mayor fue la produccion de 6xido
nitrico. Estos resultados en conjunto indican que los macréfagos del grupo TB
responden al IFN-y y a M. tuberculosis de forma diferente a los grupos sanos, lo
que sugiere que existe una modificacion o alteracion en la cascada de
transduccion de sefales del IFN-y y de los receptores de moléculas de M.

tuberculosis.

La cascada de sefalizacién del IFN-y esta alterada en los macrofagos de
pacientes con tuberculosis activa. La transduccion de sefales del IFN-y,
dependiente e independiente de Statl, se analizé. Una vez que se evidencié que
la sefializacion por Statl, la principal ruta de sefiales del IFN-y, se activo rapido y
de forma dependiente del IFN-y en los macréfagos de humano (Figura 3A 'y B), a
la mitad de la maxima intensidad de la sefial (45 min, Figura 3A y C) no se
observaron interrupciones en la sefial del IFN-y en los macréfagos del grupo TB, ni
diferencias en los sujetos de cada grupo en la capacidad de Statl de unirse al
ADN. Estos resultados indican que las diferencias funcionales mostradas por los
macréfagos de cada grupo son independientes de la habilidad del IFN-y en activar
a Statl, inducir su transporte al ndcleo y su union a la secuencia de ADN
complementaria y especifica (GAS).

Por lo tanto, debido a que no hay ausencia de la sefial inducida por el IFN-y, se
analizé la calidad de ésta a través de la intensidad de la activacion de Statl y de

AKT y c-Jun, como los principales miembros de la ruta independiente de Statl. La



intensidad de la sefial por Statl (Statl fosforilada) esta disminuida en pacientes
con tuberculosis activa en comparacion con los sujetos sanos y que la activacion
de c-Jun fue disminuida en los sujetos con TB y en los sujetos SNI, mientras que
en los sujetos infectados sanos (CCS) es mayor (Figura 4). La intensidad de
activacion de AKT fue similar entre los sujetos de cada grupo (Figura 4). Estos
resultados indican que existe una alteracion en la sefalizacion por IFN-y en los
macrofagos de los pacientes con tuberculosis y sugieren que posiblemente se

deba a modificaciones en la regulacién de las rutas de sefales.
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Figura 3. La transduccion de sefiales del IFN-y dependiente de Statl es
completa en los macréfagos de pacientes con tuberculosis. Los ensayos de
EMSA con *?P entre la regiéon de ADN complementaria de unién de Statl (GAS)
y la proteina nuclear obtenida de macréfagos incubados a diferentes tiempos
con IFN-y (A) muestran que la activacion, transporte a nucleo y unidén es
dependiente de IFN-y. Los ensayos de competencia (B) con la sonda sin *P
(sonda fria), con la sonda mutada y con anticuerpo anti-Statl muestran que la
unién de Statl a su secuencia consenso es especifica. El ensayo de Western
blot (C) con anti-Statl-fosforilada (pStatl) muestra que la intensidad de
activacion de Statl es dependiente de su fosforilacion y que incrementa con el
tiempo de incubacion con IFN-y. El analisis de los macrofagos de pacientes con
tuberculosis activa (TB), sus convivientes cercanos sanos (CCS) y sujetos sanos
no infectados (SNI), muestra que la proteina nuclear de macrofagos infectados
con M. tuberculosis H37Rv e incubados con IFN-y presentan unién de Statl con
GAS, demostrando que no hay interrupcion de la sefializacion del IFN-y y que es
funcional.
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pacientes con tuberculosis activa esta disminuida. La comparacion entre
pacientes con tuberculosis activa (TB), sus convivientes cercanos sanos (CCS) y
sujetos sanos no infectados (SNI), a través del analisis tipo Western blot de las
proteinas totales y fosforiladas: AKT, Statl y c-Jun del nacleo de sus macrofagos
incubados con IFN-y (45 min), revela que las unidades de intensidad relativa (UIR)
de fosforilacion estan disminuidas en Statl y c-Jun en los macréfagos de

pacientes con TB.



Discusion.

Las evidencias que aqui se presentan muestran que los estimulos tanto del IFN-y
como de M. tuberculosis, inducen en los macrofagos derivados de monocitos de
pacientes con tuberculosis activa una respuesta diferente que aquella inducida en
macrofagos de individuos sanos, pero infectados por M. tuberculosis (CCS) o
controles no infectados (SNI) de la misma comunidad. Las comparaciones entre
pacientes y los controles se concentraron en tres puntos: la capacidad de su
macrofagos en limitar el crecimiento del patégeno, su respuesta en producciéon de
citoquinas en tiempos de evaluacion tempranos, y la intensidad de las sefales

intracelulares activadas por IFN-y.

Los macrofagos y los linfocitos productores de IFN-y se consideran los efectores
principales de la respuesta inmune protectora contra la tuberculosis. Estas células
mantienen la contencion de la micobacteria en lesiones granulomatosas, evitando
su diseminacion y por lo tanto la manifestacion clinica de la infeccidén, conocido
como infeccion latente (Ulrichs et al., 2006). Sin embargo, en menos del 10% de
los individuos infectados, la infeccion progresa a la enfermedad activa ante una
respuesta inmune TH1 prominente con la presencia de IFN-y, indicando una

deficiencia en la respuesta de los macrofagos al IFN-y.

Como el IFN-y aumenta la funcion bactericida de los macréfagos estimulando la
sintesis de reactivos intermedios de oxigeno y del nitrégeno como el 6xido nitrico,
el nivel del crecimiento micobacteriano intracelular se correlacion6 con la
respuesta inmune en condiciones fisiolégicas (Laochumroonvorapong P, 1997).
En nuestro estudio, el tratamiento con IFN-y llevd a una disminucion en el
crecimiento de M. tuberculosis en macrofagos de ambos grupos control, pero no
en el grupo TB (Figura 1C). Este efecto no se debe a fagocitosis porque el
tratamiento con IFN-y no redujo el nimero de bacterias fagocitadas (Figura 1A).
Sin embargo, las diferencias en las cuentas de fagocitosis entre macréfagos del
grupo TB y el grupo CCS sélo se presentaron bajo el tratamiento de IFN-y (Figura

1B). Estas diferencias pueden ser explicadas por diferencias en la densidad de



receptores de manosa en la superficie de los macréfagos que esta regulada por la
accion del IFN-y (Harris et al., 1992). Los receptores de manosa, ademas de los de
complemento, median la fagocitosis de M. tuberculosis y dirigen la biogénesis del
fagosoma de este (Kang et al., 2005), hacia la permisividad intracelular inhibiendo
los efectos pro-inflamatorios inducidos por las moléculas de M. tuberculosis a
través de los TLR2 y TLR4 (Kang et al., 1998, Schlesinger, 1993, Schlesinger et
al., 1990, Underhill et al., 1999). La baja densidad superficial del receptor de
manosa en los macrofagos de humano se traduce en menor fagocitosis de M.
tuberculosis (Schlesinger, 1993). Por lo tanto, los niveles altos de fagocitosis de M.
tuberculosis y de produccion de IL-10 y TGF-B y bajos de IL-12 por los macréfagos
del grupo TB, sugieren una mayor densidad del receptor de manosa (Chang JS,
2006). Aunque Sanchez et al. (2006), no observaron diferencias en la densidad de
este receptor (CD206) entre monocitos de pacientes con tuberculosis activa y de
tuberculosis latente, pero si en las moléculas de superficie CD14, HLA-DR y CD36
que correlacionaron con apoptosis (Sanchez et al., 2006). No obstante, la accién
del IFN-y sobre los macréfagos incrementa su densidad o su actividad en mayor
grado en los macrofagos TB (Raveh et al., 1998). Por lo que resulta importante
estudiar la densidad de este y otros receptores de respuesta inmune de

macrofagos en el futuro.

La micobacteria crecié en forma mas abundante en los macréfagos del grupo TB
que en los macrofagos de los grupos control, de los cuales el grupo SNI fue el que
presentd el mejor control del crecimiento. En realidad, los macréfagos del grupo
TB son mas permisivos al crecimiento de M. tuberculosis aln con el tratamiento
previo de IFN-y. Estos resultados indican que la respuesta bactericida de los

macroéfagos al IFN-y es reducida en sujetos con TB activa.

El control de M. tuberculosis efectuado por los macrofagos de sujetos sanos en
este estudio, discrepa de la nocién previa que el IFN-y no mejora la respuesta
bactericida de los macréfagos derivados de monocitos de humano hacia M.

tuberculosis (Douvas et al., 1985, Rook et al., 1986). Esto puede deberse a que



los tiempos de evaluacién de la actividad micobactericida de los macrofagos en el
presente estudio son diferentes a los previamente publicados. Se observo que
después del tercer dia de infeccion las células comenzaron a morir, lo que afecta
el desempenfio del conjunto de células, por lo que se decidié realizar la evaluacién
dentro de las primeras 48 h permitiendo la multiplicacion de la bacteria sin afectar
significativamente la viabilidad del cultivo. Estd ampliamente documentado que la
infeccién por M. tuberculosis induce la muerte de macréfagos, que se acelera con
el IFN-y (Bonecini-Almeida et al., 1998, Placido et al.,, 1997). Al morir los
macrofagos en un cultivo disminuye el nimero y por lo tanto el ataque microbicida
y se incrementa la viabilidad de M. tuberculosis. Por lo que otros estudios
muestran que los macréfagos de humano tienen una reduccion ligera del
crecimiento de M. tuberculosis o inclusive hasta mayor en condiciones de cultivo
con IFN-y (Douvas et al., 1985).

Después de haber observado que los macréfagos controlaron el crecimiento de M.
tuberculosis por el efecto del IFN-y, se investigo la produccion de 6xido nitrico
(NO) como uno de los principales mecanismos bactericidas utilizado por los
macrofagos. Consistentemente, los cultivos de macréfagos con baja produccion de
NO tuvieron mayor namero de bacterias vivas (UFC), mientras que los altos
productores de NO tuvieron los menores. Por lo que sugiere que existe una alta
asociacion entre la produccion de NO y la viabilidad de la micobacteria.
Concordantemente, el tratamiento de IFN-y mostré que los macréfagos del grupo
de pacientes con TB activa fueron bajos productores de NO comparados con los
grupos CCS y SNI, siendo éstos ultimos los que produjeron mas NO (Figura 2).
Este resultado demuestra que la produccién de NO es reducida en los macréfagos
del grupo TB comparado con los sujetos sanos. También indica de forma
importante que no hay ausencia en la respuesta al IFN-y por parte de estos
macréfagos o interrupcion de su sefalizacién, debido a que el IFN-ytambién
indujo la produccion de TNF-a e IL-10 en estas células en mayor numero que las
células de los sujetos sanos (Figura 2). Mas bien lo que se sugiere es que

posiblemente existe una regulacién de la sefalizacion del IFN-y distinta en estas



células. Park GY et al. (2004), no encontraron diferencias en la produccion de
TNF-o después del estimulo con IFN-y previo al estimulo con LPS en macrofagos
de pacientes con TB clinica al compararse con los controles sanos (Park et al.,
2006). Sin embargo, el uso del LPS en ese estudio enmascara las posibles
diferencias entre ambos grupos en la induccion de TNF-a por el IFN-y, ya que el
LPS también es capaz de estimular su produccion por una ruta de sefiales distinta
que puede involucrar a la del IFN-y (Kovarik et al., 1998, Lee et al.,, 2001,
Okugawa et al., 2003).

Debido a que en este estudio los macrofagos de los pacientes con TB activa
respondieron al IFN-y de forma diferente a los grupos control y a lo previamente
publicado, se analizé la sefalizacion principal del IFN-y, la ruta Jak2/Statl en los
tres grupos a través de la técnica de retardo de movilidad electroforética en gel
(Electrophoretic Mobility Shift Assay — EMSA -). El EMSA permite evaluar la unién
de Statl con la secuencia consenso de ADN (GAS) de forma especifica. Se utilizé
el EMSA con extractos proteicos de nucleos purificados de los macrofagos y
permitié evaluar a Statl en su forma fosforilada, homo-dimerizada y trasladada al
nacleo, eventos esenciales para la activacion de la transcripcion génica por el IFN-
y. Sorpresivamente, no se encontraron diferencias entre los grupos ni entre los
individuos de cada grupo (Figura 3), lo que indica que las diferencias en la
respuesta al IFN-y no se deben a alteraciones en la funcionalidad de Statl. Estos
resultados confirman que la alteracion de la principal molécula en la ruta de
sefales del IFN-y no forma parte de la causalidad de TB pero si de susceptibilidad
a micobacteriosis atipicas y algunos virus (Dupuis et al., 2001, Dupuis et al.,
2003). Condos R et al., encontraron que la respuesta refractaria al IFN-y en
macréfagos alveolares de pacientes con tuberculosis resistente a mudltiples
farmacos, se restituyé con el tratamiento de IFN-yrecombinante por la re-
activacion de Statl y mejord el curso clinico de los pacientes (Condos et al.,
2003). Estos datos confirman no solo que el sistema de transduccion de sefales

del IFN-y es funcional y que este es esencial en el control de la enfermedad, pero



también que la respuesta de los macréfagos al IFN-y estd alterada en la
tuberculosis activa. Existen evidencias sobre la alteracion de la respuesta del
macréfago al IFN-y causada por la infeccion de éstos por M. tuberculosis (Ting et
al., 1999, Banaiee et al.,, 2006b, Fortune et al., 2004), lo que podria ser
considerado como la causa de la disfuncionalidad de los macréfagos en el control
de la infeccién y el progreso a la enfermedad clinica a pesar de la presencia del
IFN-y. No obstante, solamente el 10% de los individuos infectados manifiestan la
enfermedad clinica o activa, lo que indica que a pesar de los efectos deletéreos de
la micobacteria sobre la respuesta del macrofago al IFN-y, no es un evento que

resulte en la manifestacion de la enfermedad en la mayoria de los casos.

En realidad, nuestras observaciones describen una activacion alterada del
macrofago de TB por el IFN-y. (Como esta respuesta se relaciona con la bien
documentada activacion “clasica” del macrofago por el IFN-y? la cual involucra la
regulacion positiva de un gran nimero de genes cuyos productos tienen efectos
sobre el control de la infeccidn, aun no esta completamente claro. Una explicacién
posible es la regulacion de la ruta de sefiales del IFN-y por intercomunicacién con
otras cascadas de sefales (crosstalk signal transduction regulation), que resulta
en la represion de genes que habitualmente se activan o viceversa, por el mismo
estimulo en el macréfago (Hu et al., 2007). La sefalizacion del IFN-y esté regulada
por este mecanismo (Schroder et al., 2006, Ramana et al., 2000). En el presente
estudio se encontré que la activacion de Statl es reducida en los macréfagos del
grupo TB (Figura 4), que consecuentemente resulté en menor activacion de los
genes de NO (iNOS) e IL-12, como lo indican los bajos niveles de ambos
productos (Figura 3). Esto correlaciona la calidad de la sefial de Statl tanto con la
funcionalidad del macréfago como con el estado de infeccion del hospedero del
gue proviene. Esta bien documentado que mientras mayor la activacion de Statl
mayor la activaciéon de los genes dependientes de IFN-y relacionados con el

control de M. tuberculosis (Hu et al., 2002).



La activacion de otros factores de transcripcion corriente abajo de varias rutas de
seflales que convergen, es necesaria para activar, incrementar o inhibir la
transcripcion de genes que responden al IFN-y de forma dependiente de Statl
(Ramana et al., 2000, Ramana et al., 2001, Ramana et al., 2002). Ademas de la
ruta principal de sefiales Jak2-Statl, IFN-y activa también a otras cinasas como:
Pyk2, PI13-K/Akt, protein-cinasas activadas por mitdgenos (MAPK), incluyendo a
las cinasas reguladas por sefales extracelulares (ERK1/2), MAPK p38 y cinasas
c-Jun N-terminal/protein-cinasas activadas por estrés (JNKs/SAPKs) (Ramana et
al., 2002). La activacion de c-Jun es necesaria para la activacion de genes de
respuesta a IFN-y a través de AP-1, pero de forma independiente de la
sefalizacion de Statl (Gough et al., 2007). En este estudio se evidencié que en
los macréfagos de los individuos infectados sanos (CCS), c-Jun es activado con
mayor intensidad que en los macréfagos de individuos enfermos (TB) y aun mas
que en los de individuos sanos sin infeccion (SNI) los cuales fueron los que
presentaron mayor intensidad en la fosforilacion de Statl (Tyr 701) que los otros
grupos (Figura 4). Lo que demuestra que la activacién de c-Jun, en paralelo a
Statl, tiene una funcién importante en la respuesta al IFN-y, cuando los individuos
estan infectados por M. tuberculosis. Por otro lado, la activacion de AKT fue similar
entre los grupos, indicando que la modificacion observada en rutas de
sefalizacion alternas a Statl activadas por IFN-y es especifica y refuerza que
existe un mecanismo de regulacion de las sefiales que se relaciona con el estado
fisiopatolégico de la célula generado por la inflamacion o infecciébn en el
hospedero. En circunstancias fisiolégicas (no infeccion o enfermedad por
tuberculosis), el IFN-y induce la regulacién negativa del gene IL-10 en el
macrofago a través de GSK3. GSK3 reduce la expresion de AP-1 lo que
contribuye a la disminuciéon de su union con el ADN y por consecuencia baja
expresion de IL-10 (Hu et al., 2006). La induccién por IFN-y de altos niveles de IL-
10 junto con la baja activacion de c-Jun en macrofagos de sujetos con tuberculosis

(TB) sugiere que este mecanismo esta alterado.



Los resultados de este estudio proveen evidencia que la disfuncion de la
respuesta al IFN-y en los macrofagos de pacientes con tuberculosis activa, es
dependiente no solo de la sefalizacion por Statl, sino también de la activacion de
AP-1 (c-Jun). Actualmente, se desconoce disfuncién alguna de las proteinas c-Jun
con referencia a polimorfismos o mutaciones asociadas con susceptibilidad a
enfermedades por micobacterias (Fortin et al., 2007). Sin embargo, las
alteraciones en la regulacion de la expresion y activacion de proteinas AP-1 (c-
jun/c-fos) se han descrito ampliamente en patologias humanas de inflamacién
cronica, resultando en modificaciones de la funcionalidad del macréfago en
respuesta a estimulos o citoquinas inflamatorias (Wagner et al., 2005). La
heterogeneidad de fenotipos funcionales de macréfagos se ha visto alterada en
enfermedades inflamatorias cronicas tales como el asma, fibrosis de Organos,
artritis, obesidad y en enfermedades granulomatosas predominando un fenotipo
de macréfagos que responden de forma anti-inflamatoria a los estimulos pro-
inflamatorios y son reparadores de tejido (“healers” u “osteoclast-like”) (Gil et al.,
2007, Kawanaka et al., 2002, Scherberich et al., 1999). Los monocitos circulantes
de pacientes con tuberculosis activa, a diferencia de los de individuos sanos o con
infeccion latente por M. tuberculosis, son mas abundantes (Sanchez et al., 2006),
pero producen menos TNF-alfa y mas IL-10 y son mas propensos a morir por
necrosis en respuesta al estimulo con M. tuberculosis (Gil et al., 2004). Como
resultado de la inflamacién crénica en la tuberculosis, la pérdida de la homeostasis
en el hospedero conduce a una polarizacion de los fenotipos de macrofagos y
propicia poblaciones funcionales que responden diferente hacia el mismo
estimulo. Los fenotipos de macréfagos de humano que corresponden a esta
polarizacion fueron designados como poblaciones M1 y M2 (por transposicion
erronea de los fenotipos TH1 y TH2 de los linfocitos T). El fenotipo M2 es muy
similar al fenotipo de los macrofagos del grupo TB de este estudio; producen altos
niveles de IL-10 y muy bajos de IL-12, son mas fagociticos pero tienen menor
capacidad bactericida que el fenotipo M1, que esta mas relacionado al fenotipo de
activacion clasica del macrofago (Anderson et al.,, 2002). Adicionalmente, el

macrofago M2 presenta muy poco control del crecimiento de M. tuberculosis y esta



asociado al control deficiente de la enfermedad (Kahnert et al., 2006, Verreck et
al., 2004). Por otro lado, los macrofagos M1y M2 conservan su fenotipo funcional
opositor aun después de la activacion con estimulos como el LPS, zymosan, IFN-y
y CD40L (Verreck et al., 2006), lo que demuestra que su fenotipo no es transitorio
o reversible. En poblaciones humanas la polarizacion de macréfagos ha sido
previamente identificada tanto in vitro como in vivo al definir subpoblaciones de
monocitos con propiedades especificas diferentes y con marcadores de superficie
especificos (Passlick et al., 1989, Moreno-Altamirano et al., 2007). Tomando en
cuenta los antecedentes de polarizacion de los fenotipos funcionales del
macréfago en enfermedades inflamatorias crénicas y el parecido que existe entre
el fenotipo de los macréfagos M2 y los macrdéfagos de pacientes con tuberculosis
activa (TB), es posible postular que en estos individuos ocurre una polarizacion de
las subpoblaciones de monocitos en la que domina el fenotipo “reparador” o anti-
inflamatorio, que afecta la respuesta eficaz contra la infeccién por M. tuberculosis

inducida por estimulos conocidos como protectores como el IFN-y.

El presente estudio muestra que los macréfagos de pacientes con tuberculosis
activa responden al IFN-y de forma anti-inflamatoria y esto es derivado de la
alteracion en la sefializacion del IFN-y por la via del Statl y AP-1, sugiriendo un
mecanismo de regulacion alterado o diferente de estas rutas inducido por la propia

inflamacién cronica.
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Introduction

Summary

Studies of patients with active tuberculosis (TB) and infected healthy
individuals have shown that interferon (IFN)-y is present in sites of Myco-
bacterium tuberculosis infection in comparable levels. This suggests that there
is a deficiency in the macrophage response to IFN-y in TB patients. We used
recombinant human IFN-y to stimulate adherent monocyte-derived
macrophages from three groups of people: patients with active tuberculosis
(TBP), their healthy household contacts (HHC) and healthy uninfected
controls from the community (CC). We then evaluated the ability of the
macrophages to inhibit the growth of M. tuberculosis H37Rv as well as their
cytokine profile at early in infection (48 h). After IFN-y treatment, macroph-
ages of healthy individuals (HHC and CC) controlled M. tuberculosis growth
and produced mainly nitric oxide (NO) and interleukin (IL)-12p70, whereas
TBP macrophages did not kill M. tuberculosis. Additionally, TBP macrophages
produced low levels of NO and IL-12p70 and high levels of tumour necrosis
factor (TNF)-at and IL-10. Transforming growth factor (TGF)-P levels were
similar among all three groups. M. tuberculosis infection had little effect on
the cytokine response after IFN-y stimulus, but infection alone induced more
IL-10 and TGF-P in TBP macrophages. There were no differences in Statl
nuclear translocation and DNA binding between the groups. However, the
phosphorylated Statl and c-Jun (AP-1) in nuclear protein extracts was dimin-
ished in TBP macrophages compared to macrophages of healthy individuals.
These results indicate an impairment of Statl-dependent and Statl-
independent IFN-y signalling in macrophages of people with active tuber-
culosis, suggesting a different molecular regulation that could impact
macrophage functionality and disease outcome.

Keywords: healthy household contacts, IFN-y signalling, macrophage, TB
control, tuberculosis

This is due in part to the interaction of macrophages with
antigen-dependent interferon (IFN)-y-producing T cells

One-third of the total human population is infected with
Mpycobacterium tuberculosis. This bacterium causes illness in
up to 9 million people annually and is responsible for three
deaths every minute worldwide [1,2]. Tuberculosis (TB) is
a disease which infects people with apparently normal
immune systems [3]. Of all the population infected with M.
tuberculosis, approximately 10% progress to disease [2].
Characterization of immunity from infected but healthy
people (latency) has shown that M. tuberculosis persists
within professional phagocytes in granulomas organizing
the immune cell response to restrain bacterial growth [4].

[5-7] that mediate macrophage activation [5,8,9]. Activa-
tion of the macrophage with IFN-y prior to infection with
M. tuberculosis enables the host cell to overcome the block
in phagosome maturation, which leads to bacterial lysis
through the production of nitric oxide (NO) and reactive
oxygen intermediates (ROI) [10], thus preventing bacterial
dispersion and disease [11]. IFN-y also transforms the
macrophage into a potent antigen-presenting cell that
induces the adaptive immune response with a dominant
TH1 profile by releasing cytokines such as interleukin
(IL)-12 [12].
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Binding of IFN-y to its receptor induces transphosphory-
lation of the receptor-associated Janus kinase (Jak)-1 and
Jak2. The activated Jaks phosphorylate the intracellular
domain of the IFN-y receptor (IFNGR), which serves as a
docking site for Stat1. Stat1 is phosphorylated at tyrosine 701
(Tyr 701) by Jak2. Phosphorylated Statl then forms a
homodimer, translocates to the nucleus and regulates gene
expression by binding to gamma-activated sequence (GAS)
elements in the promoters of IFN-y-regulated genes. In
response to IFN-y, IENGR activates other kinases in a Stat1-
independent manner, including mitogen-activated protein
(MAP)-kinases such as c-jun N-terminal kinase (JNK),
phosphatidylinositol 3-kinase-AKT, Pyk2 and extracellular-
signal-regulated kinase 1/2 (ERK1/2) [13,14]. These kinases,
which are also integrated in macrophage Toll-like receptor
(TLR) signalling pathways, have important physiological
consequences during M. tuberculosis infection [15,16].

Examining the immune response in patients with active
tuberculosis has confirmed that IFN-y is compartmentalized
in infected lungs as well as in lymph nodes [17-23]. There-
fore, the basis for the failure to control M. tuberculosis despite
the action of IFN-y remains unknown. The present study
aimed to evaluate the phenotype and signalling cascades of
IFN-y-stimulated macrophages from patients with active
tuberculosis and healthy individuals.

Materials and methods

Patients and control subjects

A total of 14 tuberculosis patients (TBP), 15 infected but
healthy household contacts (HHC) and 14 naive controls
from the community (CC) were recruited for the donation
of whole blood to isolate and culture monocytes. Pulmonary
tuberculosis was diagnosed in all TBP by acid-fast screening
of a sputum smear, by being M. tuberculosis culture-positive
and by chest radiography. Additionally, they all reacted
within 72 h to an intradermal injection of 5 tuberculin units
of purified protein derivative from M. tuberculosis with
an average induration size above 17 mm in diameter
(tuberculin-positive; PPD*). None of the donors had a pre-
vious history of tuberculosis, nor were they under anti-
tuberculosis chemotherapy for longer than 1 week. Latently
infected healthy household contacts (HHC) [19] were
people who lived with a tuberculosis patient for more than 5
months, had both acid-fast sputum smear and M. tubercu-
losis culture negatives and were PPD*. Naive controls (CC)
were people who had no known contact with any tuber-
culosis patients and were tuberculin-negative (<5 mm
induration size; PPD") by testing twice with an interval of a
month. Subjects with any chronic or immunosuppressive
disease [human immunodeficiency virus/acquired immune
deficiency syndrome (HIV/AIDS), vascular hypertension,
diabetes, hepatitis, asthma] or taking immunosuppressive
medication (corticosteroids) were excluded. The median age

was 41 years (range 19-50) for the TBP group, 37 years
(range 23-50) for the HHC group and 27 years (range
23-34) for the CC group. All subjects provided informed
consent from protocols approved by the institutional review
boards of the National Institute of Respiratory Diseases
(INER) and National Autonomous University of Mexico
(UNAM).

Culture of human monocyte-derived macrophages and
IFN-y stimulation

PBMCs obtained from the whole venous blood of each
donor were layered over Ficoll-Hypaque (Pharmacia,
Uppsala, Sweden) and centrifuged for 25 min at 1200 g
at room temperature. After washing four times with
phosphate-buffered saline (PBS) containing 10% autolo-
gous plasma, peripheral blood mononuclear cells (PBMCs)
were incubated at 37°C in RPMI-1640 culture medium
supplemented with 5% fetal bovine serum (FBS) in
100 mm plastic Petri dishes. After 3 h the non-adherent
cells were washed with four changes of warmed RPMI-1640
medium. Adherent cells were >95% monocytes as deter-
mined by flow cytometry with anti-CD14 [phycoerythrin
(PE)-conjugated] and anti-CD11b (Alexa 488-conjugated)
antibodies (Beckton Dickinson, San Diego, CA, USA).
Human monocyte-derived macrophages (referred to here-
after as macrophages) were prepared by culturing mono-
cytes at 37°C in a humidified 5% CO, atmosphere for 7 days
in the presence of 20% FBS plus 2% human AB pooled
serum. Once differentiated, macrophages were stimulated to
induce cell size enlargement, membrane protrusions and
nitric oxide production by treating cells for 22 h in serum-
free RPMI-1640 medium containing human recombinant
IFN-y (500 U/ml; Peprotech, Rocky Hill, NJ, USA). Macro-
phages were certified as uninfected prior to our experiments
based on three assays: (i) inspection of adherent monocyte-
derived macrophages of each subject by viewing 100 micro-
scope fields after auramine-rhodamine staining, (ii) plating
serial dilutions of cell lysates onto Middlebrook 7H10 agar
and (iii) polymerase chain reaction (PCR) and DNA-
hybridization of the CFP-10 gene of M. tuberculosis (sensi-
tivity limit of 5 fg of genomic DNA) in DNA extracts of
1 X 10° macrophages.

Measurement of mycobactericidal response of human
macrophages

Our protocol was adopted from a previous study by Wong
et al. [24]. We quantified the M. tuberculosis growth index in
human macrophages. Briefly, we used live virulent M. tuber-
culosis H37Rv strain (ATCC 25618) grown to mid-log phase
in Middlebrook 7H9 broth (Difco, Detroit, MI, USA)
supplemented with 10% ADC (albumin, dextrose, catalase;
Becton & Dickinson, San Jose, CA, USA) and 0-05% Tween
80 (Sigma, St Louis, MO, USA). Bacteria were washed and
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suspended in RPMI-1640 medium. Suspensions of myco-
bacteria were sonicated to disperse clumps as described pre-
viously [25] and were added to triplicate batches of adherent
human macrophages at a multiplicity of infection (MOI) of
10 viable bacilli [colony-forming units (CFU)]. After 4 h of
incubation, cells were washed three times with pre-warmed
PBS to remove extracellular bacteria. This was considered
time 0. At times 0 and 48 h, infected macrophages were lysed
by incubating with PBS containing 0-1% Tween 20 for
10 min followed by pipetting. The organisms were then pro-
cessed for the CFU assay as described previously [25]. Serial
10-fold dilutions of the bacterial suspension were made and
plated on Middlebrook 7H10 agar plates supplemented with
10% of OADC (ADC plus oleic acid). After 21 days, dilutions
containing 10-200 colonies, each arising from a single
mycobacterium, were counted. As a control, equal inocula of
mycobacteria were added to wells without macrophages
and cultured under the same conditions as infected
macrophages. The growth index was defined as the number
of CFU at 48 h of culture with macrophages divided by the
number of CFU at 0h of culture with macrophages. A
growth index greater than 1 indicated that the strain multi-
plied inside human macrophages, whereas a growth index of
less than 1 indicated that the bacteria were engulfed and
gradually killed by macrophages [24].

Measurement of cytokines and nitric oxide

Supernatants from triplicate cultures of macrophages were
collected at 48 h post-infection. All supernatants were imme-
diately snap-frozen at —70°C before being tested. Cytokine
assays were performed for IL-10, IL-12p70, tumour necrosis
factor alpha (TNF-0) and transforming growth factor
(TGF)-B using a kit according to the manufacturer’s instruc-
tions (DuoSet ELISA development system; R&D Systems,
Inc., Minneapolis, MN, USA). Nitrite levels, as a stable
product of NO, were determined by the Griess assay as pub-
lished elsewhere [26]. The amount of NO was calculated
from a standard curve of NaNO,.

Preparation of nuclear and cytoplasmic extracts

Macrophage monolayers were washed and incubated for
10 min with ice-cold PBS, scraped into PBS with 1 mM
phenymethylsulphonyfluoride (PMSF) and pelleted by cen-
trifugation (500 g) at 4°C for 10 min. Cell pellets were resus-
pended in buffer A (20 mM HEPES, pH 7-9, 10 mM KCl,
0-1 mM ethylenediamine tetraacetic acid (EDTA), 1 mM
ethyleneglycol tetraacetic acid (EGTA), 1 mM sodium ortho-
vanadate, 50 mM NaF, 1 mM PMSE 20 mg/ml aprotinin,
20 mg/ml antipain, 20 mg/ml leupeptin and 10 mg/ml pep-
statin A) and incubated on ice for 10 min. Nonidet P-40 was
added to a final concentration of 0-2% and the cell suspen-
sion was passed through a 26-gauge needle to break open the
cells. After centrifugation (12 000 g, in a microcentrifuge) at

Macrophage responsiveness to IFN-y in patients with TB

4°C for 1 min, supernatants were collected as cytoplasmic
extracts, and the pellets (crude nuclei) were resuspended in
buffer B (20 mM HEPES, pH 7.9, 0-4 M NaCl, 1 mM EDTA,
1 mM EGTA, 1 mM dithiothreitol (DTT), 1 mM sodium
orthovanadate, 50 mM NaF and the same protease inhibitors
as in buffer A). After incubating for 60 min on ice, insoluble
materials were pelleted by centrifugation (15 000 g) at 4°C
for 10 min and supernatants were collected as nuclear
extracts.

Western blot and electrophoretic mobility shift assay
(EMSA)

Western blots using cytoplasmic and nuclear lysates, and
EMSAs with nuclear lysates were performed to determine
signal activation. Cells treated with 500 U/ml of IFN-y for
45 min were processed for cytoplasmic and nuclear extrac-
tion as mentioned above. Equal amounts of protein samples
were run on a 10% sodium dodecyl sulphate (SDS)-
polyacrylamide gel in reducing conditions followed by trans-
fer onto a polyvinylidene difluoride (PVDF) membrane. The
blots were blocked with 5% non-fat dry milk in Tris-buffered
saline (TBS) with 0-1% Tween 20. Western blots were then
probed with antibodies recognizing phosphorylated forms of
Statl (Tyr701) (1/200; Santa Cruz Biotechnologies, Santa
Cruz, CA, USA), AKT (1/1000; Cell Signaling Technology,
Danvers, MA, USA) and c-Jun (Cell Signaling Technology;
1/1000). The secondary antibodies used were horsera-
dish peroxidase (HRP)-conjugated anti-mouse (1/10 000;
Jackson, West Grove, PA, USA) or anti-rabbit (1/5000;
Zymed, San Francisco, CA, USA) and were detected by using
the Inmobilon Western system (Millipore, Billerica, MA,
USA). Membranes were subsequently stripped (100 mM [3-
mercaptoethanol, 2% SDS, 62-5 mM Tris-HCI; at 50°C for
30 min) and reprobed with antibodies that bound non-
phosphorylated forms of Statl, AKT and c-Jun (all at 1/200;
all from Santa Cruz Biotechnologies). EMSA was performed
with 10 ug of nuclear protein incubated with a **P-end-
labelled double-stranded DNA oligonucleotide (5’-CATG
TTATGCATATTCCTGTAAGTG-3’; underlining indicates
GAS binding site for Statl; Santa Cruz Biotechnology).
Binding reactions were performed for 10 min at room tem-
perature in 1X binding buffer (50 mM Tris-HCI, 20% glyc-
erol, 250 mM NaCl, 5 mM MgCI2, 2-5 mM EDTA, 1 mM
DTT, 1 mM PMSF), with 1 ug of poly(dI-dC) and 50- or
100-fold molar excess unlabelled competitor or Supershift
antibodies for Statl and phospho-Stat1 (Tyr 701) (1 pl; Santa
Cruz Biotechnology) when needed. Protein complexes were
separated from the free probe by electrophoresis in native 5%
polyacrylamide gels prepared with 0-5x Tris—borate—EDTA
(TBE) buffer and radiographed on X-ray film.

Statistical analysis

Data were analysed by Wilcoxon signed-rank test for paired
comparisons (resting versus activated), and Kruskal-Wallis
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test for differences between groups using spss software
(version 10).

Results

Mycobacterium tuberculosis survives well in
IFN-y-stimulated macrophages of patients with active
tuberculosis

We observed a higher number of M. tuberculosis H37Rv
CFUs in macrophages of patients with active tuberculosis
(TBP) with and without prior IFN-y stimulus both imme-
diately after removal of non-phagocytosed bacteria (Fig. 1a),
and after 48 h of growth than M. tuberculosis CFUs obtained
of macrophages from healthy subjects (Fig. 1b). Even though
TBP macrophages had more mycobacterial binding and
phagocytic activity, they were unable to control mycobacte-
rial growth when compared to macrophages from healthy
subjects, as indicated by the marked difference in mycobac-
terial load reduction by these cells pretreated with IFN-y
(P < 0-005, Wilcoxon signed-rank test; Fig. 1¢). Indeed, in
some cases M. tuberculosis grew better in IFN-y-stimulated
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Fig. 1. Interferon (IFN)-y allows the growth of Mycobacterium
tuberculosis in macrophages of patients with active tuberculosis. Boxes
of median-quartile range and whiskers of min to max were performed
with the 10 viable bacilli [colony-forming units (CFU)] mean of
triplicates of macrophage batches of each subject at 0 h (a) and 48 h
(b) post-infection and grouped in tuberculosis patients (TBP, n = 14),
healthy household contacts (HHC, n = 15) and healthy uninfected
community controls (CC, n = 14). Significant differences are at

*P < 0:05, **P < 0-01 and ***P < 0-001 with Wilcoxon signed-rank test
for comparisons within groups and with Kruskal-Wallis test for
comparisons between groups. M. tuberculosis growth index (c) is
expressed as the fold change over time of bacterial growth in
macrophages cultured in media alone (solid symbols) or with IFN-y
(empty symbols) and was calculated by dividing mean CFU at 48 h
(final load) by mean CFU at 0 h (initial load) for each donor.

TBP macrophages (Fig. 1¢). These results suggest that [FN-y
treatment in TBP macrophages did not induce the myco-
bactericidal mechanisms which presumably occurred in
macrophages of healthy infected (HHC) and uninfected
(CC) people. Interestingly, IFN-y-induced inhibition of
mycobacterial growth was more marked in macrophages of
subjects who were naive to infection (CC) (P <0-001,
Kruskal-Wallis test).

IFN-y induced low bactericidal mechanisms and a
dominant anti-inflammatory profile in macrophages of
TB patients

NO, which is produced from L-arginine in a reaction cata-
lyzed by inducible NO synthase (iNOS) in macrophages, is
an IFN-y induced endogenous free radical that mediates
mycobacterial killing, inflammation and cell signalling
which, together with cytokines such as IL-12p70 and TNF-o,
participates in the control and apparent inactivation of M.
tuberculosis. We observed that continuous stimulus with
IFN-y (500 U/ml for 22 h) induced macrophages of the TBP
group to produce low levels of NO and IL-12p70, but high
levels of TNF-o and IL-10 at 48 h after IFN-y removal. This
is contrary to what was observed for both healthy infected
(HHC) and uninfected (CC) groups, where macrophages
responded to IFN-y by producing higher levels of NO,
IL-12p70 and TGF-B and low levels of IL-10 and TNF-o
(Fig. 2). Interestingly, M. tuberculosis infection alone
induced TBP cells to produce more IL-10 and TGF-B than
macrophages of healthy subjects. However, M. tuberculosis
did not alter the overall responsiveness to IFN-y because
NO and cytokines were produced similarly in IFN-y-
prestimulated macrophages of all groups after M. tuber-
culosis infection. This reflects the macrophage bactericidal
responsiveness to IFN-y of each group; the more NO pro-
duced, the greater the inhibition of M. tuberculosis growth by
macrophages.

IFN-y-signalling is down-regulated in macrophages
from TB patients

Because we observed that TBP macrophages respond to
IFN-yin an opposite manner to HHC and CC macrophages,
we analysed their Statl-dependent and -independent signal-
ling pathways. Once it was shown that Statl signalling is
activated rapidly in an IFN-y-dependent manner (Fig. 3a
and b), we observed at the half of its signalling intensity
(45 min of exposure to IFN-y) (Fig. 3¢) that there were no
disruptions of such signal pathway in TBP macrophages, nor
were there any differences in DNA-binding ability of Statl
within the groups. These data indicate that the different
functionalities of those cells were independent of the ability
of Statl to translocate to the host cell nucleus and bind to
the consensus DNA sequence (GAS). Therefore, to deter-
mine the role of IFN-y induced Statl-dependent and
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Fig. 2. Anti-inflammatory response to interferon (IFN)-y and
Mycobacterium tuberculosis in macrophages of patients with active
tunerculosis. Plots are the mean of two replicate values of two
independent experiments of each subject. Lanes at median values of
each group. *p < 0-05 with the Kruskal-Wallis test.
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-independent signalling events in the phenotype of these
macrophages, we analysed the intensity of activation of
Statl, AKT and c-Jun by Western blotting for phosphory-
lated proteins in cytoplasmic and nuclear extracts. As shown
in Fig. 4, Statl and c-Jun are activated concomitantly by
IFN-y with low and prominent strength in TBP and HHC
macrophages, respectively, whereas in CC macrophages
both proteins are activated dissimilarly. The AKT activation
was relatively similar between groups, confirming that
macrophage-specific signalling pathways are regulated dif-
ferentially in relation to donor status.

Discussion

The data presented here show that IFN-yand M. tuberculosis
stimuli induce a different response on human monocyte-
derived macrophages of patients with active tuberculosis
than is induced on macrophages from healthy but M.
tuberculosis-infected (HHC) or uninfected (CC) human
controls. The comparisons between patients and controls
were focused upon three points: the capability of their mac-
rophages to limit the growth of the pathogen, their cytokine
response at early evaluation times and the intensity of intra-
cellular signals activated by IFN-y.

Macrophages and IFN-y-producing lymphocytes are
considered the main effectors of the protective immune
response against tuberculosis. These cells respond by con-
taining mycobacteria in granulomatous lesions, resulting in
a lack of clinical symptoms, otherwise known as latency [4].
However, in less than 10% of infected individuals, M. tuber-
culosis infection progresses to active disease in the face of a
prominent TH1 immune response with the presence of
IFN-v, indicating a deficiency in cell responsiveness to IFN-y.

Because IFN-y augments the bactericidal function of
macrophages by stimulating the synthesis of reactive oxygen
intermediates and nitric oxide, the level of intracellular
mycobacterial growth has been correlated with the intensity
of the immune response under physiological conditions
[25]. In our study, treatment with IFN-y led rapidly to a
decrease in growth of M. tuberculosis in macrophages from
both control groups but not in TBP macrophages (Fig. 1).
This effect was not due to phagocytosis, because IFN-y treat-
ment did not reduce the number of phagocytosed bacteria.
However, phagocytic activity was different between groups.
Macrophages of uninfected subjects (CC) with or without
IFN-y treatment phagocytosed fewer mycobacteria than
TBP, but not HHC macrophages. TBP and HHC macroph-
ages showed differences in phagocytosis only with IFN-y
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Fig. 3. Statl-dependent interferon (IFN)-7y signalling is accomplished in Mycobacterium tuberculosis-infected macrophages of patients with active
tuberculosis (TB) as healthy normal subjects. Ten micrograms of nuclear extracts were incubated with **P-labelled DNA probe containing the
gamma interferon activating sequence (GAS) and then assayed for electrophoretic mobility shift assay (EMSA) (a). Stat1-GAS specific binding
was corroborated by competing with the same unlabelled probe (cold probe) or with a probe mutated for GAS site (mutant probe) or by using
an anti-Statl antibody to produce a supershift (SS) in EMSAs of nuclear extracts of macrophages incubated 45 min with IFN-y (b). Statl
phosphorylation (Tyr701) was corroborated by Western blotting of nuclear extracts (c). EMSAs were performed with 10 ug of nuclear extracts of
M. tuberculosis-infected macrophages (48 h) incubated for 45 min with IFN-y in patients with active TB (TBP, n = 10), healthy household contacts
(HHC, n = 10) and healthy uninfected subjects (CC, n=12) (d).
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Fig. 4. Down-activation of Statl and c-Jun in interferon (IFN)-y-treated macrophages from patients with active tuberculosis (TB). Uninfected
macrophages of patients with active tuberculosis (TBP), healthy household contacts (HHC) and healthy uninfected subjects (CC) were incubated
with IFN-y (500 U/ml) for 45 min and processed for cytoplasmic and nuclear extraction (see Material and methods). Western blots were

assayed with 10 pg of cytoplasmic protein for phosphorylated AKT (p-Akt) (Thr308) and 10 pg of nuclear protein for phosphorylated Statl
(p-Stat1)(Tyr701) and phosphorylated c-Jun (p-c-jun) (Ser73). The blots were stripped and re-probed with antibodies against total AKT, Stat1
and c-Jun, respectively. Densitometry analysis was performed in blots and relative intensity units (RIU) were calculated by dividing values of
phosphorylated protein in values of total protein.
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treatment. Moreover, M. tuberculosis displayed better growth
in TBP macrophages than in HHC and CC macrophages,
which were more effective at controlling growth. Indeed,
when treated with IFN-y, TBP macrophages were highly per-
missive to M. tuberculosis growth, while the opposite was
true for CC macrophages. These results indicate that mac-
rophage bactericidal response to IFN-yis reduced in subjects
with active TB.

Differences in macrophage phagocytosis between patients
and controls may be related to the possibility of differences
in density of surface phagocytic receptors for M. tuberculosis,
in particular of those associated with its intracellular growth
permissiveness [27,28], like the TBP macrophage response
shown in our study. The human mannose receptor directs
mycobacterial-phagosome biogenesis [29] to M. tuberculosis
tolerance by inhibiting ligand-induced proinflammatory
effects on macrophages [30,31]. A reduction in surface
density of this receptor in macrophages reduces M. tubercu-
losis intake [27], thus an increase in M. tuberculosis phago-
cytosis, as observed for TBP macrophages, suggests an
increase in this receptor. Moreover, the highest levels of M.
tuberculosis-induced 1L-10 and TGF-f produced by TBP
macrophages (Fig. 2) are in agreement with the possibility
that differences in receptors are accounting for the differ-
ences in cell response at the ligand level [32]. Although we
did not evaluate density or functionality of any phagocytic or
innate immune receptor, it is an important factor that needs
future attention.

The improvement of M. tuberculosis killing by macroph-
ages of healthy subjects in our study disagrees with the prior
notion that incubation of monocyte-derived human mac-
rophages with IFN-y did not improve M. tuberculosis killing
[33,34]. Differences between these studies and our study may
be related to differences in the time used to evaluate myco-
bactericidal activity. The reason that other studies show a
slight reduction, or even an increase, in viability of M. tuber-
culosis is due to IFN-y-induced death of M. tuberculosis-
infected cells [7,35]. This macrophage death results in an
increase in the number of free-cell mycobacteria and there-
fore in an increase in the MOI, as reported by themselves
[33]. The increase in intracellular growth was probably
caused by increasing phagocytosis rates due to the higher
availability of bacteria, rather than a deficiency in controlling
its growth. Moreover, in our conditions of IFN-y with myco-
bacterial stimulation, cells began to detach after 3 days,
affecting their functionality. Therefore we decided not to
evaluate times beyond 48 h post-infection.

The mycobacterial growth control found in our study
led us to examine bactericidal mechanisms used by the
macrophages. Macrophages with low NO production har-
boured the highest mycobacterial loads, while high NO pro-
ducers had the lowest counts for living mycobacteria.
Concordantly, TBP macrophages are low NO producers and
HHC and CC macrophages are high NO producers. These
data indicate that activation or the strength of oxidative

Macrophage responsiveness to IFN-y in patients with TB

burst in TBP macrophages is reduced compared to cells from
healthy hosts. The data also indicate that there is not a lack of
response to IFN-y or impairment of its signal pathway in
TBP cells, because IFN-y treatment increased their TNF-a
and IL-10 production further with significant prominence
above HHC and CC macrophages (Fig. 2). This suggests a
dissimilar regulation of IFN-y response. Park et al. did not
find any differences in the rate in which TNF-o. production
increased between IFN-y-treated macrophages of patients
with clinical TB and controls with clear chest radio-
graphy prior to lipopolysaccharide (LPS) stimulation [36].
However, it is difficult to determine whether or not a subtle
change in the IFN-y response in TBP macrophages is
reflected in TNF-o. production, because of the LPS stimulus.
Moreover, the sample size of groups they used was too small
to determine a functional difference.

Due to the different functional responses of macrophages
observed in our study, we decided to evaluate M.
tuberculosis-infected macrophages from all groups for their
Statl-dependent IFN-y signal transduction pathway by
means of nuclear translocation and DNA binding. We did
not find substantial differences among individuals, indicat-
ing that there was no disruption of signal transduction or
dysfunction of this transcription activator in TBP cells
(Fig. 3). These results confirm that impairment of the IFN-y
signalling pathway does not account for cases of clinical TB.
Condos et al. [37] showed that the refractory response to
IFN-vy in alveolar macrophages from multi-drug resistance
tuberculosis patients reverted with aerosol treatment of
recombinant IFN-y that induced Statl activation and
improved the clinical course of patients. These data confirm
that the IFN-y signal transduction system is functional, and
suggests that a modification in the response to IFN-y,
beyond the deleterious effects caused by M. tuberculosis
[28,38,39], could be responsible for the development of
clinical tuberculosis, while the onset and establishment of
infection depends upon the nature of the pathogen.

In fact, our observations describe a non-classical response
to IFN-y in TBP macrophages. How this response to IFN-y
relates to its well-documented influence on macrophage
activation, which involves functional up-regulation of
several proinflammatory response genes, is not clear. One
possible explanation is through the regulation of signalling
pathways. Among the most important endogenous regula-
tory factors of signalling pathways is the signal transduction
cross-talk that results in the downstream activation of pro-
or anti-inflammatory genes [40]. Statl is considered one of
the cross-talk regulators that influence the activation or
repression of genes through synergism or antagonism with
transcription factors belonging to other signalling pathways
[41]. We found that although IFN-y-dependent Statl activa-
tion was reduced in TBP macrophages (Fig. 4), this resulted
in turn in less IFN-y-dependent gene activation of IL-12 and
iNOS, as suggested by the low levels of their final products
(Fig. 3). This correlates the quality of the signal activation

© 2009 British Society for Immunology, Clinical and Experimental Immunology, 158: 45-54 51



H. Esquivel-Solis et al.

with both the phenotype of the cell and the infection/
inflammatory status of the donor. It is well documented that
a sustained and strong activation of Statl leads to increased
IFN-y-dependent activation of genes related to M. tubercu-
losis protection [13]. Besides this, activation of other tran-
scription factors downstream of several signalling pathways
may enhance the response, inhibit it or be necessary for cells
to respond fully to the essential Statl IFN-y-dependent sig-
nalling [14,42]. In addition to the well known Jak2-Statl
signalling pathway, IFN-y activates Pyk2, PI3-K/Akt,
mitogen-activated protein kinases (MAPK) including extra-
cellular signal-regulated kinases (ERK1/2), p38 MAPK and
c-Jun N-terminal kinases/stress-activated protein kinases
(JNKs/SAPKs) [14,42]. Activation of c-Jun is required for
the activation of IFN-y response genes through AP-1, but is
independent of Statl signalling [43]. Here we present evi-
dence that c-Jun is activated differentially through IFN-y in
macrophages of patients with active disease, and in individu-
als with precedent of infection but without clinical disease
(HHC). Moreover, c-Jun is activated strongly in HHC cells
and minimally in cells of diseased individuals and naive
controls. These results show that activation of c-Jun plays
a key role in regulating IFN-y signalling in a Statl-
independent manner. Interestingly, the activation of other
Statl-independent signalling pathways such as PI3-K/AKT
are similar between groups, indicating that functional modi-
fication involves only particular signalling pathways, and
reinforcing the notion that a regulatory mechanism is related
to a precedent of infection. Under physiological circum-
stances (no tuberculosis infection or disease), the mecha-
nism of action of IFN-y on the macrophage results in IL-10
gene down-regulation by GSK3 activation which, in turn,
contributes to the inhibition of AP-I-DNA binding by
reducing AP-1 expression [44]. The elevated production of
IL-10 together with the diminished c-Jun activation induced
by IFN-y suggests that this mechanism is altered in TBP
macrophages.

Our results provide evidence that dysfunction of mac-
rophages in response to IFN-y is dependent not only on the
Statl signalling pathway, but on AP-1 activation. There has
not been a reported dysfunction of c-Jun proteins, referred
to as gene mutations or polymorphisms, associated with
susceptibility to mycobacterial diseases [45]. However, alter-
ations in the regulation of AP-1 proteins (c-jun/c-fos) are
well described in human pathologies of chronic inflamma-
tion, resulting in modification of macrophage functionality
in response to inflammatory stimulus or cytokines [46].
Macrophage heterogeneity has been altered in chronic
inflammatory diseases such as asthma, organ tissue fibrosis,
arthritis, obesity and even in granulomatous diseases
[47-49]. As a result of loss of equilibrium in host mecha-
nisms of inflammation, macrophages could be polarized
into functional populations that respond differently to the
same stimulus. Polarized human macrophage phenotypes
have been described previously and are named M1 and M2

macrophages [by transposition of T helper type 1 (Th1) and
Th2 phenotypes]. M1 and M2 populations are derived by
culturing with granulocyte-macrophage colony-stimulating
factor (GM—CSF) or M-CSF and produce mainly IL-12 or
IL-10, respectively [50]. Such phenotypes are preserved even
after their activation with different stimulus: LPS, zymosan,
IFN-y or CD40L. Macrophage polarization has been identi-
fied previously in human populations by defining monocyte
subsets through cell surface markers with specific differential
properties observed in vitro as well as in vivo [51,52]. Such
macrophage polarization could be present in individuals
with active tuberculosis, thus affecting the response of cells
to a protective signal such as IFN-y. Our results show a
non-classical IFN-y-response in monocyte-derived mac-
rophages from TB patients, derived from an altered regula-
tory mechanism in Statl-independent and -dependent
signalling pathways. Whether this is the reason for tubercu-
losis susceptibility or is a consequence of it still remains
unknown.
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