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RESUMEN

Antecedentes. Macrdfagos y neutrdfilos son fagocitos profesionales
que contribuyen en el control de la tuberculosis.

Objetivo. Comparar la produccion de citocinas proinflamatorias entre
ambos tipos de células.

Material y métodos. Se infectaron ratones Balb/c con la cepa virulenta
H37Rv y se realizo citofluorometria en células de lavado bronquial.
Resultados. Se observé mayor emigracion de neutrdfilos durante los
tres primeros dias postinfeccion, posteriormente disminuyo su niimero
mientras aumento el de los macrdfagos. El niimero de neutrdfilos
positivos para interleucina 1, factor de necrosis tumoral alfa e
interleucina 8, fue significativamente mayor durante la primera
semana de infeccion. En una segunda parte de este estudio, se trataron
ratones con el anticuerpo monoclonal citolitico de neutrdfilos RB6-
8C5 y se analizo la evolucion de la enfermedad. Los ratones
neutropénicos presentaron mds bacterias en los pulmonesy en el bazo,
menor inflamacion y tamario de los granulomas asi como disminucion
de la hipersensibilidad retardada.

Conclusiones. Estos resultados muestran que los neutrdfilos son las
células inflamatorias mds abundantes durante la infeccion tuberculosa
temprana en ratones, que contribuyen en la eliminacion bacilar,
participando en la contencion de la diseminacion hematdgena y que
sonunafuente importante de citocinas proinflamatorias que promueven
el reclutamiento y activacion temprana de linfocitos y macrdfagos.
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Introduccion

L a tuberculosis es una importante enfermedad infecto-
contagiosa que afecta principalmente a los pulmones y
produce profundas alteraciones en el sistema inmunoldgico.’
Actualmente se calcula que, a nivel mundial, esta enferme-
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SummARY

Background. Macrophages and neutrophils are professional phagocytes
that participate in the control of mycobacterial infection.

Objective. We compared the pro-inflammatory cytokine production of
both cell types during early pulmonary tuberculosis.

Material and methods. Balb/c mice were infected by intratracheal
route with the H37Rv virulent strain, and bronchial washing cells were
studied by cytofluorometry.

Results. A higher number of neutrophils with immunoreactivity against
interleukin 1, interleukin 8 and tumor necrosis factor alpha were
observed during the first week of infection. After, macrophages were
the predominant cell type. In a second part of the study, infected mice
were treated with the RB6-8C5 anti-neutrophil monoclonal antibody,
and the course of the infection was observed. In comparison with
controls, neutropenic mice showed higher bacillary loads in lungs and
spleen, lower inflammatory infiltrate, smaller granulomas and lesser
cutaneous delayed type hypersensitivity.

Conclusions. These results show that neutrophils are the most abundant
inflammatory cell type during early murine pulmonary tuberculosis,
and they participate in the lung bacilli clearance and prevention of
blood dissemination. Neutrophils are also an important source of
proinflammatory cytokines, contributing to the early recruitment and
activation of macrophages and lymphocytes, favoring cell mediated
immunity against mycobacterial infection.
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dad produce tres millones de defunciones y ocho millones de
nuevos casos por afo, lo cual la convierte en la enfermedad
infecciosa mas importante en la poblaciéon de mas de cinco
anos, por lo que la Organizacion Mundial de la Salud la ha
declarado emergencia mundial.?
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Tuberculosis pulmonar experimental

Los neutrofilos son las células inflamatorias distintivas de
la inflamacién aguda. Después de realizar los procesos de
adherencia, emigracion transendotelial y quimiotaxis, son
rapidamente reclutados en el sitio de la inflamacion donde
fagocitan y eliminan microorganismos a través de la genera-
cion de radicales libres de oxigeno y degranulacion lisosomal.
A pesar de que los neutréfilos son células de vida media corta
y de via final de diferenciacion, son capaces de sintetizar una
restringida pero importante variedad de proteinas importan-
tes en la regulacion de la respuesta inmunoldgica, tales como
las proteinas de clase 1 del complejo mayor de histocompatibi-
lidad y las citocinas como el factor de necrosis tumoral alfa
(TNF-a), la interleucina 1 (IL-1), la interleucina 8 (IL-8), el
factor de transformacion tumoral beta (TGF), factores estimu-
lantes de colonia, la interleucina 3, la interleucina 12, las
quimiocinas como la proteina inflamatoria macrofagica 1-
alfa®*® y los péptidos antimicrobianos como la defensina alfa,
un factor bactericida distintivo de la inmunidad innata el cual
es capaz de lisar micobacterias.™

En humanos y ratones, la infeccion por M. tuberculosis es
esencialmente controlada por linfocitos T, cooperadores de
clase 1 (Th-1), y por macrofagos activados. Elinterferén gama
(IFN-y) y el TNF-a tienen una participacion fundamental en
este proceso, debido a que inducen la activacion macrofagica
al aumentar la produccién de la enzima éxido nitrico sintetasa
inducible (iNOS) y del 6xido nitrico, factor esencial para la
destruccién de la micobacteria.'"'? Esta actividad protectora
es ineficiente si coexiste una alta produccién de citocinas pro-
ducidas por los linfocitos T, cooperadores de clase 2 (Th-2).'34
Este proceso complejo de interacciones celulares y molecula-
res del sistema inmunoldgico se reproduce fielmente en
ratones Balb/c con tuberculosis progresiva, inducida por una
dosis alta de la cepa virulenta de laboratorio H37Rv, adminis-
trada por inyeccion intratraqueal.’s"”

En este modelo experimental, se presentan una fase
temprana durante la cual predomina una alta produccion de
citocinas Th-1, TNF-o e iINOS con formacién de granulomas,
lo que permite controlar temporalmente la infeccién. Cuatro
semanas después se inicia la fase progresiva de la infeccion,
en la cual la presencia de las citocinas Th1, TNF-o. e iINOS
disminuye progresivamente mientras aumenta el nimero de
las citocinas Th-2. Se observa gradualmente un gran incre-
mento en la carga bacilar y del area pulmonar afectada por
la neumonia, produciendo insuficiencia respiratoria y muerte.

En las lesiones tuberculosas tempranas, tanto en la tuber-
culosis humana'® como en la experimental,'® existe infiltrado
abundante de neutrdfilos. Diversos estudios han mostrado
que estas células pueden tener una participacion importante
en la eliminacién de la micobacteria.2°

El objetivo del presente trabajo fue comparar la produc-
cion de citocinas proinflamatorias (IL-1, TNF-o, IL-8) entre
neutrdfilos y macroéfagos, estudiando células obtenidas por
lavado bronquial con citometria de flujo durante la fase
temprana (dia 1 a 21 postinfeccién) del modelo experimental
de tuberculosis pulmonar progresiva en ratones Balb/c. En
una segunda parte, se estudio la evolucion de la infeccion en
ratones en los cuales se eliminaron experimentalmente los
neutréfilos con la administracion intraperitoneal de anti-
cuerpos monoclonales especificamente citoliticos.
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Material y métodos

Modelo experimental de tuberculosis pulmonar
progresiva en ratones Balb/c

Aunque el modelo experimental de tuberculosis pulmonar ha
sido previamente descrito en detalle,'>"” se explicara breve-
mente: ratones machos singénicos Balb/c de 6 a 8 semanas
de edad fueron anestesiados con pentobarbital sédico por via
intraperitoneal (56 mg/kg). Posteriormente, se realiz6 una
pequefa incisidn quirurgica media en la cara anterior del
cuello a través de la cual se expuso la traquea. Se inyectaron
directamente en los pulmones de los ratones a través de la
traquea con una jeringa de insulina 1 x 10° bacterias vivas y
virulentas de la cepa prototipo H37Rv, suspendidas en 100
ul de solucién amortiguada de fosfatos (PBS). La herida
quirurgica se suturd con hilo de algodon estéril y los ratones
se mantuvieron en posicion vertical hasta desaparecer el
efecto de la anestesia. Finalmente se albergaron los anima-
les infectados en grupos de cinco en microaisladores conec-
tados a un sistema de presion negativa con flujo continuo de
aire. Se sacrificaron por exsanguinaciéon y bajo anestesia
gruposde 6ratonesenlosdias1,2,3,7, 14y 21 postinfeccion.
Todos los procedimientos de infeccidn y sacrificio se realiza-
ron en una campana de seguridad biolégica nivel 3, bajo
condiciones estrictas de bioseguridad. Los procedimientos
experimentales descritos fueron aprobados por el Comité de
Investigacion en Animales de Experimentacion del Instituto
Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion “Salvador Zubiran”,
siguiendo las normas internacionales.

Lavados bronquiales y estudios
de citometria de flujo

Después de sacrificar a los animales de experimentacion en
los diversos dias postinfeccion, se realizaron lavados bron-
quiales en tres ratones en dos experimentos diferentes con
el objetivo de realizar estudios de citometria de flujo compa-
rando macrofagos y neutréfilos en la produccion de las
citocinas TNF-o, IL-1 e IL-8. Para obtener las células
inflamatorias por lavado bronquial, se expuso la traquea
quirdrgicamente y a través de ella se insertd un catéter que
se conecto a una jeringa de insulina con la cual se perfundid
500 pl de medio RPMI 1640 (GIBCO, Invitrogen Corporation)
con 1500 U de colagenasa tipo 2 (Worthington, CLSS 2). El
medio se dejo por un minuto en los pulmones y posteriormen-
te se extrajo lentamente. Este procedimiento se repitié seis
veces. Posteriormente, se adicion6 a las células obtenidas 2
ml de solucidn de lisis (Cell Lysis Buffer, Becton Dickinson)
para eliminar eritrocitos y se lavaron dos veces con RPMI.
Después de centrifugar, el botén celular se suspendié de
nuevo en amortiguador de FACS (PBS 1X, pH 7.2, BSA 1%).
Las células se contaron y se ajustaron a una concentracion
de 10° para cada anticuerpo a determinar. El anticuerpo
monoclonal de ratén RB6-8C5 se uso6 para marcar especifica-
mente los neutréfilos; el anticuerpo monoclonal anti CD-11b-
FITC se us6 para marcar los macrdfagos. Las células se
incubaron con estos anticuerpos diluidos 1/300 en PBS a 6°C
por 20 minutos. Posteriormente se lavaron dos veces con
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amortiguador de FACS (10 veces el volumen). Después de
centrifugar, el botdn celular se suspendié de nuevo en 100 pl
de amortiguador de FACS con anticuerpo de conejo anti-IgG
de ratén marcado con FITC diluido 1/400y se incubé a 6°C por
20 minutos. Finalmente las células se lavaron dos veces y se
estudiaron con el citdmetro de flujo.

Para determinar las citocinas intracelulares, el botén celu-
lar se suspendio otra vez en 100 ul de saponina 0.1% en PBS
(Sigma, St Louis, USA) por 10 minutos a 6°C, después de
lavarlas extensamente éstas se incubaron por 10 min a 6°C
con los anticuerpos monoclonales de rata anti IL-8, IL-1y TNF-
o de ratén marcados con ficoeritrina (BD Pharmingen, Cal
USA) diluidos 1/300. Después de lavar las células, se suspen-
dieron otra vez en amortiguador de FACS y se analizaron
10,000 células por citocina en el citdmetro de flujo (FACS
Scalibur BD). Como control, se usé el mismo procedimiento
y células incubadas con anticuerpos control de isotipo (BD
Pharmigen).

Eliminacion experimental de neutrdfilos
con la administracion de anticuerpos
monoclonales citoliticos

El anticuerpo monoclonal de ratén RB6-8C5 es especifico de
los neutrdfilos y produce eficiente citolisis.

Para estudiar la participacion de los neutrdfilos en la res-
puesta inmunoldgica temprana en nuestro modelo experi-
mental, un dia antes de la infeccién, se administraron, a cada
animal de un grupo de 40 ratones Balb/c, 200 ug de este
anticuerpo diluidos en 400 pl de solucion salina estéril por via
intraperitoneal. Posteriormente se administrd, durante tres
semanas, la misma cantidad de anticuerpo monoclonal por
la misma via cada tercer dia después del primer dia de
infeccion.

Se sacrificaron grupos de seis ratones los dias 1, 2, 3, 7,
14 y 21 postinfeccion. Se perfundio a tres ratones el pulmon
derecho o el izquierdo con formaldehido al 10% en PBS para
realizar estudios histoldgicos, mientras que el otro pulmoén se
congeld por inmersion en nitrogeno liquido para cuantificar
el numero de bacterias vivas por la determinacion de unida-
des formadoras de colonia (UFC). Se extrajo el bazo a todos
los ratones y en estos se determinaron las UFC. El grupo
control tuvo un numero igual de ratones a los que se inyecto
por via peritoneal exclusivamente el solvente (solucién salina
fisiolégica).

Determinacion de la cantidad de bacterias vivas
en los pulmones por cuenta de Unidades
Formadoras de Colonia (UFC)

El pulmén derecho o izquierdo de cada ratén fue macerado
en 3 ml de solucion salina estéril con un homogenizador de
tejidos Politron (Kinematica, Luzern, Suiza). Posteriormente
se efectuaron diluciones seriadas decimales en solucion
salina fisiolégica estéril con Tween 80 al 0.05%. Se tomaron
20 ul de cada dilucion y del concentrado y se sembraron por
duplicado en medio 7H10 suplementado con &acido oleico,
albumina, dextrosa y catalasa (OADC, Difco Labs, Detroit MI,
USA). Una vez absorbidas en las placas, éstas se invirtieron
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e incubaron a 37° C en una atmoésfera de CO, al 5% durante
15-21 dias. Las colonias bacterianas fueron identificadas y
contadas en el dia 21 de cultivo.

Estudio morfométrico

De los pulmones incluidos en bloques de parafina se obtuvie-
ron cortes histolégicos con un micrétomo semiautomatico
(Leica RM 2145 Milton Keynes, Cambridge, UK), los cuales
se tiferon con hematoxilina-eosina. La medicién del area
ocupada por las células inflamatorias en los diferentes
compartimentos pulmonares (area perivascular y espacio
intersticial alveolo-capilar), asi como del tamafno de los
granulomas se hizo con analizadores de imagen
computarizados (Zidas Zeiss, Carl Zeiss Ltd., Herts, UK; Leica
QWin, Milton Keynes, Cambridge, UK). Las areasinflamatorias
en los diferentes compartimentos pulmonares se determina-
ron por cada pulmén en 10 campos seleccionados
aleatoriamente, en grupos de tres ratones por tiempo de
sacrificio en tres experimentos diferentes. Todos los
granulomas presentes en los cortes se midieron determinan-
do el area en micras cuadradas. Posteriormente se realizd
recuento diferencial de linfocitos y macréfagos en estas
mismas areas, que se expresaron en porcentajes.

Determinacion de la respuesta de
hipersensibilidad retardada a antigenos
micobacterianos solubles

Para evaluar in vivo la actividad de la inmunidad mediada por
células, se determind en tres ratones la respuesta de hiper-
sensibilidad tardia cutanea (DTH) inducida por antigenos
totales solubles de M. tuberculosis en dos experimentos
diferentes. En los dias postinfeccion establecidos, el grosor
del cojinete plantar de los ratones control y del grupo tratado
con los anticuerpos antineutréfilos fue medido con un
calibrador de ingeniero (Cddigo 7308, Mitutoyo, Japon).
Posteriormente se inyectaron subcutaneamente 20 ug de
antigenos micobacterianos solubles disueltos en 40 ul de
PBS. La inflamacion producida se determiné al medir el
cojinete plantar 24 horas después de la administracion de los
antigenos. La diferencia entre el grosor del cojinete plantar a
las 24 horas y al tiempo basal fue multiplicada por 25.4 para
obtener el diametro de induraciéon en micras.

Andlisis estadistico

Con la prueba de Kolmogorov-Smirnoff, se determiné norma-
lidad. Al encontrar distribucion normal de los datos, se realizd
prueba de ANOVA de dos vias para comparar la cantidad de
neutréfilos y macrofagos positivos para las citocinas y las
unidades formadoras de colonia, la hipersensibilidad tardia
cutanea y la morfometria de los animales infectados con M.
tuberculosis y tratados con el anticuerpo monoclonal RB6-
8C5 y de los ratones control no tratados. Se consideré como
significativa una p < 0.05.
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Resultados

Comparacion de la produccidn de citocinas

por macrofagos y neutrdfilos determinada

por citometria de flujo durante la fase temprana
de la infeccion

La figura 1 muestra la cinética de macrofagos y neutréfilos
durante las tres primeras semanas de infeccién. Los neutrdfilos
son mas abundantes que los macroéfagos en los dias uno 'y dos
postinfeccién, pero en el dia siete su numero se iguala con el
de los macréfagos y en los dias 14 y 21 disminuye en forma
acentuada. En comparacion, los macréfagos incrementaron
su numero progresivamente llegando a sumaximo en el dia 21.

La determinacion por citometria de flujo del numero de
neutrofilos y macréfagos con inmunorreactividad para IL-1
mostré mas del doble de neutréfilos positivos en los dias uno
y dos postinfeccion, el dia siete el numero se iguald al de los
macréfagos y los dias 7, 14 y 21 la cantidad de macréfagos
positivos fue significativamente mayor que la de los neutréfilos
(Figura 1). En relacion con la produccién de TNF-o, el dia uno
el numero de los neutrdfilos positivos fue tres veces mayor
que el de los macréfagos, posteriormente el niumero de
células TNF-a positivas fue muy similar hasta el dia 14,
mientras que el dia 21 la cantidad de macréfagos TNF-o.
positivos duplicé al de los neutrdfilos. La produccién de IL-8
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. 888
*

Dia1 Dia2 Dia7 Dia14 Dia21

1500 +

Células totales

Dial  Dia2  Dia3  Dia7  Dial4  Dia2l

se observo en ambos tipos de células exclusivamente duran-
te los tres primeros dias postinfeccion, pero el primer dia el
numero de neutrdfilos positivos fue cuatro veces mayor que
el de los macrofagos (Figura 1).

Analisis comparativo del curso de la infeccion en
animales neutropénicos y controles

La administracién intraperitoneal del anticuerpo monoclonal
RB6-8C5 generé una eliminacion del 98% de neutrdfilos
tanto en sangre periférica como en lavados bronquiales de
ratones infectados con M. tuberculosis (datos no mostrados).
En comparacién con los animales control, la cuantificacion de
bacterias vivas en los pulmones de los ratones tratados
mostro el doble de UFC en los dias dos y siete postinfeccion
(Figura 2A), mientras que en el bazo desde el dia uno
postinfeccién se observé el doble de UFC en los animales
tratados y el dia siete existieron cuatro veces mas UFC en los
animales neutropénicos que en los control. Posteriormente
en los dias 14 y 21 se determiné un nimero igual de UFC en
animales tratados y control (Figura 2B).

El estudio histolégico morfométrico mostré disminucion de
la inflamacién, aunque ésta no fue significativa, en el espacio
intersticial alveolo-capilar de los animales tratados, siendo
éste mas acentuado durante la primera semana postinfeccion
(Figuras 3 y 4). El andlisis diferencial in-situ de estas areas
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Figura 1. El panel superior izquierdo muestra la cinética comparativa de macrofagos (barras negras) y neutréfilos (barras
blancas) determinada en células de lavado bronquial por citometria de flujo durante las tres primeras semanas de la infeccion
en ratones Balb/c. La comparacién por la misma técnica del nimero de macréfagos y neutréfilos inmunorreactivos para factor
de necrosis tumoral alfa (TNF), interleucina 1 (IL-1) y 8 (IL-8) muestra mayor cantidad de neutrdfilos positivos sobre todo durante
los tres primeros dias postinfeccion. El asterisco indica significancia estadistica (p < 0.05)
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Figura 2. Comparacion del nimero de unidades formadoras de
colonia bacterianas (UFC) en pulmones (A) y bazos (B) de
ratones neutropénicos (cuadros negros) y controles (cuadros
blancos). Se presentan las medias y desviaciones estandar de
tres ratones por tiempo de sacrificio en dos experimentos
diferentes. El asterisco indica significancia estadistica (p < 0.05).

mostré disminucion no significativa en la cantidad de macréfagos
y linfocitos en los animales tratados. Curiosamente, el menor
numero de linfocitos en el espacio intersticial de los animales
tratados se observé el dia 21 postinfeccion (Figura 2).

La cuantificacion por morfometria automatizada de la
inflamacién perivenular mostré resultados similares. Los
ratones tratados mostraron, durante la primera semana
postinfeccidén, menor inflamacién perivenular que los ratones
control (Figuras 3y 4). El recuento diferencial in-situde macro-
fagos fue menor en los ratones tratados durante la primera
semana de infeccién, aunque no significativo (Figura 3), mien-
tras que los linfocitos existieron en menor numero en los
animales neutropénicos durante las tres semanas de obser-
vacion experimental (Figura 3).

En comparacion con los animales control, el tamarfio de los
granulomas fue 30% y 100% menor en los animales tratados
enlos dias 14y 21 postinfeccion respectivamente (Figuras 3y
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4), condisminucion de linfocitos en ambos tiemposy exclusiva-
mente de macrofagos en el dia 14.

Laprueba de hipersensibilidad tardia cutanea (DTH) induci-
daporantigenostotales de M. tuberculosisfue tres veces menor
enlosdiastresy siete postinfeccion enlos ratones tratados que
enlos animales control (Figura 5).

Discusion

Los macroéfagos son células esenciales en el proceso de elimi-
nacién de bacterias intracelulares como M. tuberculosis. Sin
embargo, existen estudios experimentales que también sefnalan
alos neutrdfilos como célulasimportantes en este proceso.®?!
Nuestros resultados confirman esto al mostrar que durante la
fase temprana de la infeccion pulmonar (dias uno a tres), los
neutréfilos son mas abundantes que los macréfagos. Este
incremento en el numero de los neutréfilos contribuye en la
disminucion rapida y temprana de micobacterias que hemos
previamente reportado en este modelo,' pues los animales
neutropénicos tuvieron un nimero mayor de bacterias vivas en
los pulmones durante las dos primeras semanas de la infeccion.
Después de la infeccion tuberculosa pulmonar se produce
diseminacion hematdgena temprana, pues en el bazo y el
higado se pueden cultivar bacterias vivas desde el primerdia de
la infeccion. Los resultados en los los ratones neutropénicos
también mostraron que los neutrdfilos son células importantes
en la contencion de la diseminacion hematégena temprana,
pues en los bazos de éstos se observé una mayor cantidad de
bacterias que en los ratones control, la cual fue de hecho
proporcionalmente mayor que la observada en los pulmones.
Ademas de los macréfagos, los neutrdfilos son células
capaces de sintetizary secretar citocinas diversas, sobre todo
citocinas proinflamatorias como IL-1, TNF-o. e IL-8.37 Por este
motivo, un objetivo importante del presente estudio fue la
comparacion de ambos tipos de células en la produccion de
estas citocinas. Nuestros resultados mostraron que los
neutrofilos son en efecto una fuente muy importante de
citocinas proinflamatorias durante la fase temprana de la
infeccion, y probablemente es a través de esta actividad
funcional como estas células también participan en la activa-
cion de la inmunidad celular protectora. Nuestros resultados
citofluorométricos mostraron que en comparacion con los
macrofagos, durante el primero y segundo dia postinfeccion
existe el doble de neutrdfilos positivos para IL-1 y hay tres
veces mas neutrofilos positivos para TNF-o.. Estos resultados
son importantes pues la IL-1 es una citocina esencial en la
estimulacion de los linfocitos Th1 induciendo la produccion
de IL-2y sureceptor, através de lo cuallos linfocitos proliferan.
El TNF-o. es una citocina esencial en la eliminacién de las
micobacterias por los macrofagos a través de su activacion y
mayor expresion de la iINOS,'"'2 ademas el TNF-a es funda-
mental en la formacién de los granulomas. En este modelo
experimental se hainformado que IL-1y TNF-atienen cinéticas
de produccion similares, pues se producen en gran cantidad en
eldia unoy tres postinfeccion (citocinas de alarma), y en el dia
14y 21, cuando los granulomas empiezan a formarse y alcan-
zan su maxima madurez respectivamente.'® Los resultados
muestran que ademas de los macréfagos, los neutrdfilos son
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Figura 3. Comparacion entre ratones neutropénicos (barras negras) y controles (barras blancas) del area ocupada por el
infiltrado inflamatorio en el intersticio alveolo-capilar y alrededor de las vénulas, asi como el tamafo de los granulomas
determinados por morfometria automatizada. En las mismas areas se determind el numero de linfocitos y macroéfagos. Los
animales neutropénicos tienen menos inflamacién con menor numero de linfocitos y macréfagos.

una fuente muy importante de ambas citocinas proinflamatorias,
sobre todo durante los tres primeros dias de infeccion. Sin
embargo, estaactividad de los neutréfilos deja de serimportante
después de la primera semana de contagio, al ser sustituidos
por los macréfagos.
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LalL-8quepertenece enrealidadalafamiliadelas quimiocinas,
es producida principalmente por los neutréfilos y su principal
actividad es la quimiotaxis y activacion de estas células, por lo
cual es un factor proinflamatorio importante.® Los resultados
mostraron que los neutréfilos son una fuente muy importante de
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Figura 4. Imagenes histoldgicas representativas de los ratones infectados por via intratraqueal con M. tuberculosis tratados
y no tratados (controles) con el anticuerpo RB6-8C5 para inducir neutropenia. (A) En el dia uno postinfeccion, el espacio
intersticial (flechas) de los ratones control tiene mas células inflamatorias que el de los ratones neutropénicos (B). (C) En el
dia tres postinfeccion, hay un numero mayor de células inflamatorias perivenulares en los ratones control que en los animales
neutropénicos (D). (E) El tamafio de los granulomas en el dia 21 postinfeccion en los ratones control es mayor que en los

animales neutropénicos (F).

IL-8 durante la tuberculosis temprana, sobre todo durante el
primerdiade lainfeccion, cuando hubo cinco veces mas neutrdfilos
positivos para IL-8 que macrdfagos. Posteriormente este porcen-
taje disminuyd acentuadamente.

La actividad promotora de inflamacion de los neutrdfilos
durante la primera semana de infeccién se demostrd con el

Gac Méd Méx Vol. 142 No. 4, 2006

estudio morfométrico comparativo entre ratones neutropénicos
y controles, pues el area ocupada por las células inflamatorias
en el espaciointersticial alveolo-capilary en el area perivenular
fue menor en los ratones neutropénicos y los recuentos
diferenciales mostraron disminucion tanto de linfocitos como
macrofagos. Es notable que el tamafo de los granulomas fue
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Figura 5. Determinacion de la hipersensibilidad tardia cutanea inducida por la administracion
subcutanea de antigenos solubles totales de M. tuberculosis en ratones neutropénicos
(cuadros negros) y animales control (cuadros blancos). Se presentan las mediasy desviaciones
estandar de tres ratones por tiempo de sacrificio en dos experimentos diferentes. El asterisco

indica significancia estadistica (p < 0.05).

también menoren los animales neutropénicos aexpensas de la
disminucion en el porcentaje de linfocitos y macréfagos. Esta
disminucion en la inflamacién producida en los animales
neutropénicos fue seguramente debida a la disminucion en
la concentracion de las citocinas IL-1 TNF-o e IL-8, pero
ademas también es probable que haya contribuido la dismi-
nucién de la concentracion de otros factores proinflamatorios
que no cuantificamos, como la quimiocina MIP-10.,2 que
también es producida por los neutrdéfilos activados por la
micobacteria o sus productos®y su concentracion es muy alta
en el primer dia postinfeccion de nuestro modelo.

La disminucion en la cantidad de linfocitos y macréfagos en
el pulmén de los ratones neutropénicos durante la infeccion
temprana también produjo menor actividad de la inmunidad
celular, manifestada por disminucion significativa de la DTH.
Esta disminucion también pudo ser producida por una menor
activacion de los linfocitos Th1, pues en estudios similares a
éste se ha demostrado menor produccion de IFN-y en los
animales neutropénicos.'® Ademas, los neutrdfilos también
producen IL-12,2" un factor importante en la activacién y dife-
renciacion de las células Th-1. Sin embargo, el dia 21
postinfeccion la presencia de macréfagos y linfocitos T activa-
dos en los ratones neutropénicos fue suficiente como para
generar una adecuada respuesta de hipersensibilidad tardia.

En conclusion, estos resultados experimentales en un
modelo murino bien caracterizado de tuberculosis pulmonar
progresiva muestran que los neutrdéfilos son el tipo de célula
inflamatoria mas abundante durante lainfecciontemprana, que
contribuyen a la eliminacion de las bacterias en los pulmonesy
en la contencion de la diseminacion hematégena, ademas
promueven el reclutamiento y activacion de linfocitos y macro-
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fagos durante el inicio del establecimiento de la respuesta
inmunoldgica protectora.
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