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Los extractos de Mycobacterium tuberculosis inducen la produccion

selectiva de citocinas inflamatorias y receptores de membrana

Alma Yolanda Arce Mendoza,* Adrian Geovanni Rosas Taraco,* Mario César Salinas Carmona,* Juan
Manuel Solis Soto*

RESUMEN

Antecedentes: en la etapa inicial de la tuberculosis aumenta la concentracién de citocinas inflamatorias, mientras que las Th1y Th2 se
producen después de activarse las células T. Los receptores CD14, CD64, CD206 y TLR4 participan en la respuesta contra patégenos
intracelulares.

Objetivo: analizar las fracciones de Mycobacterium tuberculosis que estimulan la expresién de CD14, CD64, CD206 y TLR4, y su influencia
en la produccion de IL-1p, IL-2, IL-4, IL-10, TNF-o € IFN-y.

Pacientes y métodos: se estimularon células mononucleares de sangre venosa periférica de voluntarios sanos PPD-positivos a M.
tuberculosis con: a) bacterias completas, b) proteinas secretoras-excretoras de la bacteria, c¢) extracto proteinico, d) extracto lipidico y e)
extracto de polisacaridos. Las citocinas del sobrenadante se cuantificaron mediante ELISA y las moléculas de superficie se analizaron
por citometria de flujo.

Resultados: las bacterias completas estimularon la expresion de CD14 y CD206 y la produccién de IFN-y, IL-1p3 e IL-2. El extracto
proteinico estimulé la expresion de CD14, CD206 y TLR4 y la produccién de IFN-g, TNF-a, IL-1p e IL-2. El extracto lipidico influyé en la
expresion de CD14, CD206 y en la produccion de IFN-y. El extracto polisacarido estimulé la produccion de IL-10 e IFN-y. Las proteinas
secretoras-excretoras estimularon la produccion de IFN-y e IL-2.

Conclusiones: los extractos proteinicos y de polisacaridos de M. tuberculosis estimulan la produccion de importantes citocinas inflamatorias
y la expresién de receptores en la membrana de fagocitos mononucleares para modular el sistema inmunitario del hospedero.
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ABSTRACT

Background: In the early stages of tuberculosis, the levels of inflammatory cytokines increase, while Th1 and Th2 cytokines are produced later
after T cells have been activated. CD14, CD64, CD206 and TLR4 receptors participate in the response against intracellular pathogens.
Objective: To analyze which fractions from Mycobacterium tuberculosis stimulate the expression of CD14, CD64, CD206, and TLR4, and
their influence in the production of IL-1beta, IL-2, IL-4, IL-10, TNF-alpha and IFN-gamma.

Methods: Peripheral mononuclear cells from healthy PPD-positive volunteers were stimulated with M. tuberculosis: a) whole bacteria,
b) secretory/excretory proteins from the bacteria, c) protein extract, d) lipidic extract, and e) polysaccharide extract. Cytokines from the
supernatants were determined by ELISA, and surface molecules were analyzed by flow cytometry.

Results: Whole bacteria induced the expression of CD14, CD206, and the production of IFN-gamma, IL-1beta and IL-2. The protein extract
induced the expression of CD14, CD206, and TLR4, and the production of IFN-gamma, TNF-alpha, IL-1beta and IL-2. The lipidic extract
induced the expression of CD14, CD206, and the production of IFN-gamma. The polysaccharide extract induced the production of IL-10
and IFN-gamma. Secretory/excretory proteins induced the production of IFN-gamma and IL-2.

Conclusions: The protein and polysaccharides extracts of M. tuberculosis stimulate the production of important inflammatory cytokines
and the expression of receptors in the membrane of mononuclear phagocytes to modulate the host's immune system.

Key words: Tuberculosis, cytokines, receptors, Th1, Th2, Mycobacterium.
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a infeccion por M. tuberculosis es todavia uno

de los mayores problemas de salud en todo el

mundo, pues una tercera parte de la poblacion esta

infectada actualmente. Algunas personas con M.
tuberculosis no llegan a padecer la enfermedad; el agente
patégeno puede permanecer en estado de latencia durante
varios afios en el huésped, pero en aquellos con sistema
inmunitario debilitado podria desencadenar la enfermedad.
La propagacion del VIH-SIDA y la resistencia a diferentes
farmacos empeoran la enfermedad. '

La funcidn de las citocinas en la infeccion micobacte-
riana es compleja, pues participan productos de células T
y propiedades de activacion y desactivacion.’ En modelos
animales la respuesta inicial de Th1 (produccion de IL-2
e IFN-y) es seguida de Th2 (produccién de IL-4, IL-5 e
IL-10), que parecen limitar la respuesta inflamatoria y
la lesion al tejido.* Los macrofagos producen citocinas
moduladoras de manera autocrina después de la interac-
cion directa con los productos de M. tuberculosis. Los
monocitos secretan citocinas inflamatorias, como TNF-a.,
IL-1, e IL-6, mientras que las células dendriticas derivadas
de monocitos producen IL-12, IFN-y que inducen una
respuesta especifica antimicrobiana en las células T.° La
IL-1 tiene funcion importante en la respuesta inmunitaria
contra M. tuberculosis.®” Los macrofagos internalizan M.
tuberculosis y estimulan su reproduccién intracelular.?
Se requiere la internalizacion de ésta y su subsecuente
procesamiento para la presentacion eficiente a las células
T cooperadoras. Ultimamente se ha tratado de aclarar la
funcioén de diversas proteinas y lipidos de M. tuberculosis
en la interaccion con el sistema inmunitario del huésped.
Existen reportes de un antigeno secretado de 10 kDa que
disminuye la produccion de citocinas proinflamatorias; de
una glucoproteina de 19 kDa que causa la apoptosis de
macrofagos; de un antigeno de 30 kDa que disminuye la
concentracion de IFN-y, pero eleva la de IL-10 en pacientes
con tuberculosis; de la proteina ESAT-6 que quiza tenga
futuro en el diagndstico por serologia; y de fibronectina y
proteinas del complejo antigénico de 85 kDa, similares a
las liberadas del fagosoma en compartimientos intracelu-
lares del macrofago.”!?

Los antigenos lipidicos tienen una funciéon importante
en la respuesta inmunitaria inicial contra la tuberculo-
sis, mediante la induccion de MCP-1 y TNF-a.'*" La
estimulacion de los macrofagos con lipopolisacaridos e
IFN-y eleva la absorcion de L-arginina y la sintesis de

intermediarios reactivos de nitrégeno.'® La produccion
de 6xido nitrico regula la amplificacion de la sintesis de
citocinas proinflamatorias, IL-1f3 y TNF-a..'” Ademas, los
antigenos lipidicos funcionan como blanco en la respuesta
secundaria a M. tuberculosis.'”® Se ha descrito una via de
presentacion de antigenos por CD1 a células T, donde
CDlc refuerza la presentacion de antigenos isoprenoides
de M. tuberculosis a células T."°

Se tienen pocos estudios de polisacaridos como deter-
minantes antigénicos. El polisacarido antigénico de pared
celular microbiana mas conocido es el arabinomanana,
pero se menciona frecuentemente como lipoarabiniomana-
na. Cuando tiene un oligosacarido con manosa (ManLAM),
es un factor de virulencia implicado en la fagocitosis de
M. tuberculosis.**?!

Los receptores del complemento, FcyR, CD14, CD206
(receptor de manosa), DC-SIGN y SR (receptores del
surfactante), entre otros, aumentan la respuesta innata y
adaptativa contra M. tuberculosis ¢ inducen la respuesta
inflamatoria.?? Los receptores TLR4 reconocen componen-
tes de M. tuberculosis en el sobrenadante de los cultivos,
indispensables para activar la respuesta inmunitaria contra
M. tuberculosis.***

El proposito de este estudio es determinar la fraccion de
M. tuberculosis (proteinas secretoras-excretoras, extracto
proteico, lipidico o polisacarido) implicada activamente
en la produccion de Thl y Th2 o en la expresion de los
receptores en monocitos de sangre periférica de volunta-
rios sanos PPD-positivos.

MATERIAL Y METODOS

Bacterias

La cepa de M. tuberculosis H37Rv (donada por el Dr.
Rojas Espinosa del Departamento de Inmunologia de la
Escuela de Ciencias Bioldgicas del Instituto Politécnico
Nacional) se sembr6 en el medio Lowenstein-Jensen (4
semanas) y cultivo en el medio modificado de Proskauer-
Beck Youmans (PBY). Después de seis a ocho semanas de
incubacion se aislo por centrifugacion a 4,100 x g durante
30 minutos.

Bacterias completas

Después del aislamiento se desecaron a temperatura am-
biente y se extrajeron 6 g del cultivo para disolverlas en
10 mL del medio de Proskauer-Beck Youmans con 5%
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de Tween 80. Esta suspension se agitdé con microesferas
de vidrio durante dos minutos para dispersar los grupos.
Se utilizd la tinciéon de Ziehl-Neelsen para el conteo
bacteriano.

Proteinas secretorias y excretorias

de M. tuberculosis

Posterior al periodo de incubacion se separaron los
antigenos del cultivo mediante filtracion en vacio (filtro
de 0.2 um) y se concentraron por evaporacion a 4°C.
Las proteinas filtradas se obtuvieron por precipitacion
con sulfato de amonio (v/v) a 4°C. El precipitado se
dializ6 con agua destilada hasta eliminar las sales. La
concentracion de proteinas se determind con el método
de Bradford. Después de la liofilizacién, se almacend la
fraccion a -20°C hasta su uso.”

Extracto de proteinas de M. tuberculosis

Después de cultivar y deslipidar las bacterias, se ma-
ceraron en un mortero para suspenderlas en 0.01 M de
Tris-HCI (pH7.4) con 0.01 M de acetato de magnesio.
Dicha suspension se agitd durante la noche a 4°C. Las
bacterias completas se extrajeron por centrifugacion
a 1,200 x g durante una hora a 4°C. La obtencion de
proteinas del sobrenadante del extracto celular se realizo
por precipitacion con sulfato de amonio (v/v) a 4°C. El
precipitado se dializ6 con agua destilada hasta eliminar
las sales. La concentracion de proteinas se determind
con el método de Bradford. Después de su liofilizacion
se almacen6 a -20°C hasta su uso.”

Extracto lipidico de M. tuberculosis
Las bacterias se deslipidaron tres veces con etanol-éter (1:1
la primera vez, 1:2 la segunday 1:3 la tercera), durante 10
minutos cada fase, mediante agitacion constante. El extrac-
to lipidico se deseco y resuspendid en dimetilsulfoxido al
10%. Se almaceno a -20° C hasta su uso.

Extracto polisacarido de M. tuberculosis

Después de cultivar y deslipidar las bacterias, se maceraron
en un mortero para suspenderlas en 3 M de KCl y agitarlas
durante 12 horas a 4°C. Las bacterias completas se extraje-
ron por centrifugacion a 1,200 x g durante una hora a 4°C.
Posteriormente se afiadi6é 10 mL de metanol al sobrenadante
y se agitd durante 24 h a 4°C. La suspension se centrifugod
a 500 x g durante 15 minutos a 4°C. Se dejo secar, se sus-

pendi6 en agua desionizada y se dializ6 con agua destilada.
Las proteinas se eliminaron con proteinasa K (50 mg/mL)
en solucion buffer de Tris-HCI (0.01 M) a pH de 7.4 du-
rante una hora a 55°C; el acido tricloroacético (0.11 M) se
utiliz6 para detener la digestion enzimatica (1 h a 4°C). La
suspension se centrifugd a 500 x g durante 15 minutos y se
dializ6 con agua destilada. La concentracion de polisacari-
dos se determino con el método de Dubois. Después de su
liofilizacion, se almaceno a -20°C hasta su uso.?

Células mononucleares de sangre periférica
(CMSP)

Se seleccionaron 15 estudiantes (varones) sanos de entre
21 y 23 afios de edad, PPD-positivos, para extraerles
30 mL de sangre venosa periférica, a la que se agrego
heparina y se diluyé con PBS (1:2). La muestra dilui-
da se afiadi6 lentamente a una solucion que contenia
Ficoll-diatrizoato sédico (Sigma) para formar un gra-
diente. Después de la centrifugacion (220 x g, 30 min)
se obtuvo la capa de células mononucleares de sangre
periférica y se resuspendidé en RPMI 1,640 con 10% de
suero fetal de ternera, 200 mM de glutamina, 100 U/mL
de penicilina, 100 ug/mL de gentamicina y 100 ug/mL
de estreptomicina (Sigma). Las células se contaron y
ajustaron a 1x10° células/mL.

Estimulacion de células mononucleares de sangre
periférica o sus extractos con M. tuberculosis

La concentracion de células mononucleares de sangre
periférica (1x10° células/mL), en el medio RPMI 1,640,
se incubo a 37°C (5% CO,,73% humedad) durante 24
horas con varios estimulos. La bacteria completa de M.
tuberculosis incluy6 4x10° células/mL de la cepa H37Rv
en 100 uL. Las fracciones bacterianas se utilizaron a una
concentracion de 10 ug/mL. El sobrenadante del cultivo se
obtuvo por centrifugacion a 220 x g durante cinco minutos
para cuantificar las citocinas. La expresion de receptores
se analizd por citometria de flujo.

Analisis de citocinas

La concentracion de citocinas de cada sobrenadante se
analiz6 por ELISA sandwich. Se cuantificaron la IL-3, IL-
2,1L-4,1L-10, IFN-y y TNF-a segtn las especificaciones
del estuche comercial (Pierce, Endogen). La densidad
optica de los pocillos (concentracion de las citocinas) se
determind con un lector de microplacas de ELISA.
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Analisis de la expresion de CD14, CD64, CD206 y
TLR4 por citometria de flujo
Después de incubar las células mononucleares de
sangre periférica o sus fracciones con M. tuberculosis
se realizé su analisis por citometria de flujo para de-
terminar la expresion de los receptores. Se incubaron
5x10° células/mL durante 60 minutos, en la oscuridad y
a temperatura ambiente con los siguientes anticuerpos
monoclonales: isotipo control (BD Biosciences Phar-
mingen San Diego, California, EU), anti-CD14-PE,
anti-CD64-FITC, anti-CD206-FITC (BD Biosciences
Pharmingen San Diego, California, EU) y anti-TLR4-PE
(Santa Cruz, California, EU). Las células se obtuvieron
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por centrifugacion entre 220 y 240 x g durante cinco
minutos y se lavaron dos veces con PBS a pH de 7.4.
Finalmente, las muestras se resuspendieron en 1 mL
de solucion FACS (BD Biosciences Pharmingen) para
su analisis citofluorométrico (FACS Sort Calibur, BD,
San José, California). Se analizaron 5,000 células, de
las cuales se obtuvo el valor promedio de la intensidad
de fluorescencia.

Analisis estadistico

Los datos se analizaron con la prueba de 7 de Student.
Todos los valores se expresaron en media + desviacion
estandar. Se consider6 significativa la p <0.05.
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Figura 1. Produccion de citocinas en respuesta a diferentes antigenos bacterianos (diferencia significativa®).
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RESULTADOS

Produccién de citocinas

Solo las bacterias completas y el extracto proteinico
estimularon la produccion de IL-1-f por células mononu-
cleares de sangre periférica (p <0.05). El extracto lipidico
y de polisacarido también incrementaron la produccion
de estimulo IL-1-f, pero no tuvo significacion estadistica
(figura 1).

Hubo produccién de IL-2 por el estimulo de la bacteria
completa, el extracto proteinico y las proteinas secretoras-
excretoras (p < 0.05). No hubo diferencia estadistica entre
la cantidad de IL-2 liberada por el extracto control, lipidico
y polisacaridos (figura 1).

Ninguno de los extractos o la bacteria completa esti-
mularon la produccion de IL-4 por células mononucleares
de sangre periférica (p > 0.05; figura 1). Solamente el
extracto del polisacarido estimul6 la produccion de IL-10
(» <0.05; figura 1).

Todos los extractos bacterianos, los de M. tuberculosis
completa y los productos secretados-excretados aumenta-

ron la produccion del TNF-a por células mononucleares
de sangre periférica, pero solo el extracto proteinico tuvo
significacion estadistica en comparacion con el control (p
<0.01; figura 1).

Todos los extractos bacterianos y de la bacteria com-
pleta completa estimularon la produccion de IFN-y por
cé¢lulas mononucleares de sangre periférica; su inductor
principal fueron las fracciones de proteinas secretoras-
excretoras (p < 0.01; figura 1).

Expresién de receptores de membrana

La expresion de CD14 se elevo con el extracto proteinico,
lipidico y la bacteria completa (p <0.01), y disminuyd con
el de proteinas secretoras-excretoras (p < 0.05; figura 2).

Ninguno de los extractos o la bacteria completa afectd
la expresion de CD64 (p > 0.05; figura 2).

La expresion de CD206 aumentd con el extracto
proteinico (p < 0.001), lipidico (p < 0.01) y la bacteria
completa (p < 0.05). El extracto polisacarido y los pro-
ductos excretados-secretados no alteraron su expresion
(figura 2).
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Figura 2. Expresion de receptores en respuesta a diferentes antigenos bacterianos (diferencia significativa®).
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El extracto proteinico bacteriano aumento la expresion
de TLR4 (p <0.001); ninguno de los estimulos adicionales
provoco cambios (figura 2).

DISCUSION

La variedad en produccion de citocinas inflamatorias (Th1
y Th2) y expresion de moléculas de superficie en respuesta
a los antigenos de M. tuberculosis muestran interacciones
complejas entre las células mononucleares de sangre peri-
férica y estrategias bacterianas de supervivencia.

El IFN-y tiene funcion importante en la inmunidad
adquirida contra micobacterias y otros agentes patdgenos
intracelulares.”’ Este hecho fue evidente, ya que todos los
antigenos de M. tuberculosis estimularon la produccion
de tal citocina. Al parecer, diversos antigenos micobacte-
rianos son reconocidos por los macrofagos y estimulan la
misma via metabolica que activa el gen del IFN-y.

El TNF-a es una citocina esencial para la regulacion de
quimiocinas que controlan la formacién y mantenimiento
de los granulomas producidos en respuesta a la infeccion
por M. Tuberculosis.*® En este estudio se observé que los
antigenos proteinicos provocaron la expresion del TNF-a.
En condiciones in vivo, estimula la produccion de otras
citocinas para formar los granulomas.

La IL-1p es una citocina que participa en la proteccion
contra micobacterias.” Los resultados de este estudio
muestran que el extracto proteinico y la bacteria completa
estimularon la produccion de dicha citocina en las células
mononucleares de sangre periférica. En el cuadro clinico
de tuberculosis hay fiebre y pérdida de peso por la accion
bioldgica de la IL-1f, que ademas estimula a los linfocitos
CD#4 para activar la respuesta celular. En esta respuesta
se produce IL-2 y al igual que el IFN-y se expresa en los
pacientes con tuberculosis.*® Este estudio senala que los
productos secretados-excretados de la bacteria, al igual que
los antigenos de superficie bacteriana y el extracto protei-
nico, estimulan la produccion de IL-2. Se ha demostrado
que diversos antigenos micobacterianos movilizan una
red de citocinas en las células mononucleares de sangre
periférica.

En este estudio no hubo concentraciones significati-
vas de IL-4 con ninguno de los extractos. Los estudios
in vivo muestran produccion significativa de IL-4 y se
sefiala que el dafio tisular se debe a sus efectos.’! Dicha
citocina pueden producirla diversas células, en estudios

in vivo, ademas, las células estan expuestas a diferentes
seflales que estimulan su produccidon y explica porqué
es alta su concentracion; sin embargo, en los estudios in
vitro, donde no aparecen ciertos estimulos para las células
mononucleares, su concentracion disminuye.

Las células mononucleares de pacientes con M. tuber-
culosis producen grandes cantidades de IL-10 al incubarlas
con antigenos de la pared celular.? En este estudio se
demostro que los polisacaridos estimularon la produccion
de IL-10, que es una citocina antiinflamatoria o reguladora
negativa de la activacion del sistema inmunitario. Los po-
lisacaridos se encuentran en grandes concentraciones en la
pared celular de la micobacteria; cuando hay una infeccion
muy bacilifera, el sistema inmunitario no responde ade-
cuadamente y los polisacaridos bacterianos se convierten
en moléculas que conducen a la anergia en pacientes con
tuberculosis miliar.

M. tuberculosis incrementa la expresion de CD14 en
la superficie de los monocitos.**** En este estudio, los
extractos proteinicos y lipidicos aumentaron su expresion.
Los CD14 son receptores para M. tuberculosis, de manera
que cuando el bacilo incrementa su expresion asegura la
entrada de mas bacterias al macrofago.

Una investigacion sefiala que la expresion del gen
CDO64 es clevada en los monocitos de pacientes con tu-
berculosis;* sin embargo, al analizar la proteina no hubo
produccion significativa en ninguno de los grupos tratados
con antigenos. Se requieren mas estudios para explicar
esta diferencia, pues quizds haya produccion de RNA
mensajero, pero no traduccion de éste.

La expresion de CD206 aumenté con los mismos
extractos (proteicos y lipidicos). Un estudio reportd que,
aunque el receptor de manosa CD206 es caracteristico de
células inmaduras, en condiciones inflamatorias aumenta
su expresion en los macrofagos y estimula otro mecanis-
mo para que la micobacteria ingrese a la célula huésped
(macrofago).’

Elreceptor TLR4 de fagocitos mononucleares reconoce
a M. tuberculosis y activa una respuesta que estimula la
respuesta inmunitaria innata y adquirida.’” En este estudio
se observo que los antigenos proteinicos elevaron la ex-
presion de dicho receptor. Poco se sabe de la funcion que
desempena la respuesta inmunitaria innata en la resistencia
a la infeccidn y su curacion, pero el hecho que TLR4 se
incremente con productos micobacterianos sugiere que
al iniciar la infeccion estimula un mecanismo natural de
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resistencia en el fagocito y cuando es superado se activa la
respuesta adquirida modulada por el resto de los receptores
y las citocinas que induce M. tuberculosis.

CONCLUSION

Los antigenos de diferente naturaleza quimica de M.
tuberculosis modifican selectivamente la produccion de
citocinas inflamatorias y la expresion de receptores de
membrana en las células mononucleares. Cuando estas
ultimas se interrelacionan, permiten la permanencia de
la infeccion, la respuesta inflamatoria granulomatosa y
la activacion adecuada o no de la respuesta inmunitaria
contra M. tuberculosis, segin la cantidad de bacilos in-
fectantes.
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