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Resumen
Objetivo: establecer los mecanismos molecu-
lares por los cuales la infección de macrófagos
murinos con Mycobacterium tuberculosis (Mtb),
inhiben la expresión de los antígenos del com-
plejo mayor de histocompatibilidad (MHC) in-
ducidos por Interferón gamma (IFNγ). Diseño:
experimental. Materiales y Métodos: la línea
celular de macrófagos murinos B10R se infec-
tó con Mtb cepa H37Rv, o se trató con
micobacterias muertas por calor, paredes ce-
lulares de M. bovis y lipoarabinomanan
manosilado (ManLAM) Mediciones: median-
te citometría de flujo y Northern-Blot se evaluó
la expresión superficial y los niveles de mRNA
para los antigenos del MHC. La expresión su-
perficial de las cadenas α y β del receptor de
IFNγ (IFNγR), se evaluó por citometría de flu-
jo. La evaluación de los niveles de fosforilación
de JAK2 y STAT1 se realizó por inmunoprecipi-
tación e inmunodeteccción. Para la estimación

de los niveles del mRNA para CIITA se utilizo
la técnica de RT-PCR. Resultados: La infec-
ción con Mtb resultó en una inhibición de la
expresión superficial de los antígenos clase I y
II, y de los niveles de mRNA para clase II.
Micobacterias muertas por calor y paredes ce-
lulares micobacterianas también causaron esta
inhibición, pero no el tratamiento con ManLAM.
La infección también causó una disminución
en la fosforilación de JAK2 y STAT1, pero no
una disminución en la expresión superficial del
IFNγR. Adicionalmente, los niveles de mRNA
para CIITA también fueron inhibidos. Conclu-
sión: La capacidad de la Mtb para evadir la
respuesta inmune puede deberse a su habili-
dad para alterar la respuesta al IFNγ, y la su-
presión de las moléculas clase II. Palabras
clave: Antígenos del MHC, M tuberculosis,
macrófagos, vía JAK-STAT. b
Infectio 2001; 5 (3): 145-156
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Introducción
Una de las estrategias más importantes desa-
rrollada por múltiples microorganismos, para
sobrevivir en la célula hospedera, incluyendo
virus, bacterias, y protozoos, es la inhibición de
la expresión de las moléculas del MHC (1-6).

Recientemente se ha reportado que la infección
in vitro de macrófagos de origen murino o huma-
no con micobacterias resulta en una inhibición
de la expresión, inducida por IFNγ, de los
antígenos del MHC (7-10). Entre los mecanis-
mos descritos se ha reportado la inhibición de la
expresión del IFNγR, y la subsecuente disminu-
ción en la fosforilación de las proteína tirosina
quinasas de la familia Janus JAK1 y JAK2, y del
factor de transcripcion STAT1, en macrófagos
murinos infectados con M. avium (10). Utilizan-
do macrófagos de origen humano infectados con
Mtb, varios mecanismos se han reportado. En el
primero de ellos, la inhibición de la expresión de
las moléculas clase II se correlacionó con la
intereferencia de los mecanismos de transporte
de estas moléculas, sin disminución de mRNA
para clase II y CIITA (11). De otro lado, la inhibi-
ción de la respuesta al IFNγ en monocitos infec-
tados con Mtb fue atribuída a la reducción de la
asociación, inducida por IFNγ, de STAT1 con su
coactivador transcripcional CBP/p300 (12). Sin
embargo, en este último caso, no se observaron
alteraciones en la via JAK-STAT, y tampoco se
determinó si la infección modulaba los niveles
de expresión de los antígenos MHC.

Para tratar de obtener mayor entendimiento so-
bre los mecanismos moleculares que inhiben la
expresión de los antígenos MHC, nosotros he-
mos utilizado macrófagos murinos infectados con
Mycobacterium tuberculosis H37Rv. Los resul-
tados obtenidos indican que la expresión super-
ficial, inducida por IFNγ, de los antígenos clase
II y I, así como los niveles de mRNA para clase
II, son significativamente inhibidos. Resultados
similares se obtuvieron en macrófagos tratados
con micobacterias muertas por calor y paredes
celulares micobacterianas, pero no con ManLAM,
uno de los principales componentes de las pare-
des celulares micobacterianas. Se encontró tam-
bién que la fosforilación de JAK2 y STAT1 estaba

reducida en los macófagos infectados. Sin em-
bargo, la expresión en superficie de las cadenas
α y β del IFNγR no se encontraron reducidas. La
disminución en los antígenos MHC puede ser
entonces una consecuencia de la reducida ex-
presión en el transactivador de clase II.

Materiales y Métodos

Línea celular

Los experimentos descritos en este artículo se
realizaron con la línea de macrófagos B10R, de-
rivada a partir de medula ósea de la cepa de
ratones B10A.Bcgr (13). Las células fueron man-
tenidas en DMEM suplementado con 10% de
suero bovino fetal (SBF), y 20mM de L-glutamina,
en ausencia de antibióticos. Las células se usa-
ron en los experimentos cuando ellas estaban
confluentes y con una viabilidad mayor al 90%.

Mtb y derivados de micobacteria

La cepa de Mtb H37Rv fue obtenida del Instituto
Nacional de Salud (Santafe de Bogotá). Las
micobacterias se crecieron hasta el final de la
fase logarítmica en medio líquido de Proskauer-
Beck (0.5% asparagina, 0.5% monofosfato de
potasio, 0.5% sulfato de potasio, 2.0% glicerol)
suplementado con 0.5% de Tween 80. Los lotes
de Mtb fueron alicuotados a una OD

600
 de 0.5

(aprox 3.7x108 CFU/ml) en DMEM conteniendo
30% de glycerol y se mantuvieron a –70°C. An-
tes de infectar los macrófagos, las micobacterias
fueron descongeladas a 4°C, lavadas para re-
mover el glicerol y los cúmulos fueron destrui-
dos mediante una sonicación breve (10s, 2.5 de
salida en sonicador Branson).

Para evaluar la eficiencia de la fagocitosis de la
micobacteria por la línea B10R, las micobacterias
fueron marcadas con acetato de fluoresceína (9),
y el porcentaje de las bacterias asociadas a
macrófagos fue evaluado por citometría de flujo.
El promedio de las células positivas fue de 70%
en ausencia y 65% en presencia de IFNγ .

Las micobacterias muertas fueron obtenidas
mediante calentamiento a 65°C durante 40 mi-

PATIÑO E., ET. AL.
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nutos. Las paredes micobacterianas fueron ob-
tenidas de Mycobacterium bovis BCG (Ribi
Immunochem Research). El lipoarabinoman
manosilado (ManLAM) de M.bovis fue obtenido
de G. Puzo ( IPBS, Toulouse, France).

Infección y estimulación de
macrófagos

Efecto de la infección con Mtb: 1x106 células
fueron sembradas en platos de cultivo de seis
pozos en 2 ml de medio completo y se les permi-
tió adherirse a 37°C, 95% de humedad y 5% de
CO

2
 durante 4 horas. Posteriormente las células

fueron estimuladas con una dosis óptima de IFNγ
(100 U/ml) y simultáneamente infectadas con
relaciones 1:1, 5:1, 10:1, 20:1 y 50:1 micobacteria:
macrófago, o tratadas con relaciones similares
de micobacterias muertas por calor. En experi-
mentos separados, las micobacterias fueron tra-
tadas con ManLAM (10 µg/ml) o con paredes ce-
lulares micobacterianas (10 µg/ml). Para deter-
minar el posible efecto no específico de la
fagocitosis en la expresión de superficie de las
moléculas MHC, las células fueron cultivadas en
presencia de diferentes relaciones (5:1 y 10:1)
de partículas fluorescentes e IFNγ. La expresión
en superficie fue evaluada 24 horas mas tarde
mediante citometría de flujo.

Expresión en superficie de las cadena ααααα y βββββ
del IFNγγγγγR: las células fueron estimuladas con
IFNγ (100 U/ml) y simultáneamente infectadas
con micobacterias vivas, utilizando una relación
de infección micobacteria: macrófago de 50:1.
La expresión en superficie de la cadena α y β fue
establecida mediante citometría de flujo 1, 4, 8,
y 24 horas después del tratamiento.

Tinción celular y análisis por citometría de flujo
Después de la estimulación y/o infección de los
macrófagos, el medio de cultivo fue retirado y
las células fueron resuspendidas en PBS suple-
mentado con 0.5% BSA y 0.1% de azida de sodio
(buffer de lavado). Posteriormente los macró-
fagos fueron removidos de los pozos e inmedia-
tamente fijadas con 0.5 % de p-formaldehido (pH
7.2) a 4°C durante 15 minutos. Las células fue-
ron lavadas dos veces, durante 1 minuto a 580 x

g utilizando buffer de lavado, los receptor Fc de
la IgG II/III (FcγRII/III) (antiCD16/CD32) fueron
bloqueados con un anticuerpo monoclonal espe-
cifico por medio de una incubación de 15 minu-
tos a 4°C. Los macrófagos fueron lavados tres
veces e incubados durante 30 minutos a 4 °C
con anticuerpos específicos para clase II y clase
I marcados ya sea con FITC o con R- PE.

La expresión en superficie de las cadenas α y β
del IFNγR fueron estudiadas por métodos indi-
rectos. Brevemente, después del bloqueo FcγRII/
III y del lavado, las células fueron incubadas du-
rante 30 minutos con anticuerpos policlonales
dirigidos contra la cadena α y β del receptor, la-
vados tres veces y entonces incubados durante
30 minutos a 4°C con el fragmento F(ab)

2
 de

cabra anti-conejo marcado con FITC.

Todas las tinciones fueron controladas utilizando
sus respectivos controles isotípicos. Las células
teñidas fueron analizadas utilizando un citómetro
de flujo Excalibur (Beckman-Coulter). Los resul-
tados fueron analizados utilizando el software
WinMDI 2.8.

Northern-Blot

El RNA total de los macrófagos estimulados con
IFNγ y/o infectados con Mtb vivas fue obtenido
mediante el reactivo Trizol, siguiendo las instruc-
ciones del fabricante. Diez a veinte microgramos
del RNA total fueron corridos en una electroforesis
en geles de formaldehido-agarosa al 1.2%. Pos-
terior a la transferencia capilar a membranas de
Nylon, el RNA fue fijado a la membrana por medio
de UV. La membrana fue prehibridada e hibridada
en el buffer HybyMax (Ambion), suplementado
con 100 µg/ml de esperma de salmón. Las son-
das de IAα, IAβ 

y GAPDH fueron marcadas utili-
zando Rediprime (Amersahm) y [32P]dCTP a una
concentración de 1x106 cpm/ml de buffer. Para
la autoradiografía se utilizaron películas Kodak
Biomax.

LA INHIBICIÓN DE LA EXPRESIÓN DE LOS ANTÍGENOS CLASE I Y CLASE II
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Transcripción Reversa
y amplificación por PCR

Con el fin de estudiar la expresión génica de
CIITA, el RNA total fue preparado como se
describió arriba. El DNA contaminante fue dige-
rido con la DNAasa RQ1 (Promega). Para la
trascripción reversa se utilizo SuperScript II
(Gibco, BRL) a 45°C. Para la amplificación de
CIITA y GAPDH se utilizo Taq polimerasa (Gibco)
y los siguientes primers: CIITA sentido
5’GAAATCAAAGACAAGGAGCTGCC 3’, CIITA
antisentido 5’ACACAGCTGAGTCCCACGAGG
3’. GAPDH sentido 5’ CCCTTCATTGACCTC-
AACTACATGG 3’ y GAPDH antisentido 5’
CCATCACTGCCACCCAGAAGACT 3’. La can-
tidad de cDNA a utilizar se normalizo según am-
plificación de GAPDH.

Inmunoprecipitación y Western-Blot

Los macrófagos fueron infectados con Mtb a una
relación de 20:1 micobacteria:macrófago y simul-
táneamente tratados con IFNγ (100 U/ml); des-
pués de 30 minutos de incubación la células fue-
ron lavadas con PBS frío y lisadas con buffer de
lísis frío (40 mM tris-HCl pH 8.0, 275 mM NaCl,
glicerol 20%, 2% NP40, 1mM PMSF, 20 µg/ml
aprotinina, 20 µg/ml ortovanadato sodico, 50mM
fluoruro de sodio) durante una hora en hielo con
agitación suave. El lisado fue posteriormente
centrifugado a 15000 x g durante 30 minutos y
un total de 500 mg de proteinas, fueron some-
tidos a inmunoprecipitación con anticuerpo
murino antifosfotirosina, como se describe (14).
Los inmunocomplejos fueron colectados por
incubación con proteína A/G Plus–Agarosa
durante 1 hora a 4°C. Posteriormente, los
lisados se corrieron en una electroforesis al 7
% SDS-PAGE y las proteínas separadas fue-
ron transferidas a una membrana de nitrocelu-
losa. Las membranas fueron bloqueadas toda
la noche a temperatura ambiente con gelatina
al 1% en Tris-buffer salino/Tween e incubadas
con anticuerpos antifosfotirosina, anti STAT1 o
anti JAK2. Para revelar los Western-Blot se utili-
zo el paquete ECL de quemoluminisencia, las
membranas fueron expuestas posteriormente a
las películas (Hyperfilm ECL, Amersham)

Análisis Estadístico

La significación estadística de los resultados ex-
perimentales fue calculada por ANOVA de una o
dos vías, dependiendo del diseño experimental.
La significación estadística fue considerada como
p<0.05 como valor crítico del pos-test de
Bonferroni o el pos-test de Dunnet. Para obtener
el porcentaje de inhibición, los datos fueron nor-
malizados sobre los valores obtenidos con IFNγ
100%. Los cálculos se realizaron utilizando el
Graphpad PRISM3 Software.

Resultados

La infección de los macrófagos con
Mtb virulenta inhibe la expresión de
los antígenos clase II

La línea celular de macrófagos murinos B10R
no expresa antígenos clase II en ausencia de
IFNγ, pero en presencia de esta citoquina hay un
incremento dosis dependiente de la expresión
superficial de estas moléculas (11,13,15). Para
examinar el efecto de la infección con Mtb sobre
la expresión de estas moléculas, las células fue-
ron infectadas con diferentes relaciones
micobacteria: macrófago (1:1, 5:1, 10:1, 20:1 y
50:1) y la expresión inducible con IFNγ fue de-
terminada 24 horas después de la infección.

El análisis por citometría de flujo y los niveles de
mRNA indicaron que no existía expresión basal
y que esta fue máxima con 100 U/ml de IFNγ. La
infección con Mtb viva inhibió de una manera
dependiente de dosis la expresión en superficie
de clase II. Se observó inhibición significativa con
relaciones de 5:1 o mayores (Figura 1A). Para
establecer si los niveles de inhibición de la ex-
presión superficial de clase II (I-A) se
correlacionaban con los niveles de mRNA, los
macrófagos fueron estimulados con IFNγ, en pre-
sencia o ausencia de la micobacteria viva, y 24
horas después los niveles del mRNA para IAα
fueron determinados por Northern-Blot.

Como se muestra en la Figura 1B, se encontró
una reducción en el mRNA de IAα

 
inducida por

la infección. Una relación de 5:1 micobacteria:

PATIÑO E., ET. AL.
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FIGURA 1A

Intensidad de fluorescencia

Los macrófagos B10R fueron estimulados con IFNγ (100 U/
ml) y simultáneamente infectados con Mtb (1:1,5:1,10:1,20:1
y 50:1 micobacterias:macrófagos). Veinticuatro horas después
del tratamiento, el promedio de intensidad de fluorescencia de
la expresión de clase II fue evaluada. La línea punteada repre-
senta el control isotípico con IgG2a, la línea delgada represen-
ta la expresión de clase II en presencia de IFNγ, la línea grue-
sa representa la expresión de clase II después de la infección
con las diferentes dosis de Mtb.

FIGURA 1B

La infección con Mtb inhibe la acumulación
de mRNA para IAα α α α α de una manera

dependiente de dosis

Las células fueron cultivadas durante 24 horas en ausencia o
presencia de IFN y/o Mtb ( 5;1, 10:1, 20:1 y 50:1
micobacterias:macrófago). Diez microgramos del RNA total
fueron transferidos a membranas de Nylon e hibridados con
una sonda [32P]cDNA IAα.

La expresión de las moléculas clase II del MHC es
inhibida en macrófagos B10R infectados con Mtb

macrófago fue suficiente para reducir la expre-
sión de IA. Los niveles máximos de inhibición se
alcanzaron con una relación 50:1.

Como control de los posibles efectos no especí-
ficos de la fagocitosis los macrófagos fueron in-
cubados con relaciones de 5:1 y 10:1 de partícu-
las fluorescentes simultáneamente con IFNγ. La
captación de las partículas sólo ejerció un leve
efecto en la expresión inducible de los antígenos
clase II cuando se utilizó una relación 10:1 de
partículas: macrófagos (datos no mostrados).

La micobacteria muerta por calor y
las paredes celulares
micobacterianas también inhiben la
expresión en superficie de los
antígenos clase II

Con el fin de determinar si la inhibición observa-
da era dependiente de la actividad metabólica
de la micobacteria, los macrófagos B10R fueron
tratados con micobacterias muertas por calor (re-
lación 50:1) e IFNγ. Como se observa en la Fi-
gura 2A, la fagocitosis de la micobacteria muer-
ta por calor resultó en una reducción parcial, de
la expresión superficial de las moléculas de cla-
se II. Estos resultados sugieren que tanto un com-
ponente estructural, como la actividad metabólica
de la micobacteria pueden estar involucrados en
la inhibición.

Para evaluar esta última hipótesis los macrófagos
fueron tratados simultáneamente con IFNγ y pa-
redes micobacterianas obtenidas de M.bovis
BCG. Como se muestra en la Figura 2B, este
tratamiento indujo una reducción significativa en
la expresión de los antígenos clase II.

ManLAM parece no ser el
componente de la pared celular
involucrado en la inhibición de las
moléculas clase II

El hallazgo de inhibición de la expresión de las
moléculas de clase II por las paredes celulares
nos llevó a evaluar si el ManLAM, uno de los
componentes inmunomoduladores principales de
la pared micobacteriana (16-18), estaba

LA INHIBICIÓN DE LA EXPRESIÓN DE LOS ANTÍGENOS CLASE I Y CLASE II

IFN 1:1 5:1

10:1 20:1 50:1
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FIGURA 2A

Efecto de la micobacteria muerta por calor
en la expresión en superficie inducida
por IFNγγγγγ de las moléculas de clase II

involucrado en la inhibición de la expresión de
estas moléculas. Como se observa en la Figura
2C, el tratamiento simultáneo de los macrófagos
con IFNγ y ManLAM no llevó a la inhibición
observada previamente, lo cual se sugiere que
otro componente(s) de la pared micobacteriana
deberán ejercer este efecto inhibitorio.

La infección con Mtb afecta los
eventos tempranos en la inducción
de las moléculas de clase II

Se conoce en la actualidad que la expresión de
las moléculas clase II en respuesta a IFNγ es
dependiente de la activación de JAK1 y JAK2
las cuales participan en la inducción de la
fosforilación posterior de STAT1 (19). Quisimos
entonces examinar la posibilidad de que la inhi-
bición de la expresión de clase II se debía a una
alteración de las señales a través de la vía JAK-
STAT. Los macrófagos fueron estimulados con
IFNγ y simultáneamente infectados con diferen-
tes relaciones micobacteria:macrófago. Después
de 30 minutos, los lisados celulares fueron ob-
tenidos y evaluados para la fosforilación en
tirosina de JAK2 y STAT1. Los resultados que se
muestran en la Figura 3 indican que la infección

El tratamiento de los macrófagos con las paredes celulares
micobacterianas inhibe la expresión en superficie de las molé-
culas clase II. Los macrófagos fueron tratados simultáneamente
con IFNγ (100 U/ml) y paredes micobacterianas(10 µg/ml). La
expresión en superficie de las moléculas clase II fue determi-
nada por citometría de flujo 24 horas más tarde. La línea pun-
teada representa el control isotípico con IgG2a, la línea delga-
da representa la expresión de clase II en presencia de IFN, la
línea gruesa representa la expresión de clase II después del
tratamiento con paredes micobacterianas.

Figura 2(A): el tratamiento de los macrófagos con
micobacterias muertas por calor resulta en una inhibición de la
expresión de los antígenos clase II. Los macrófagos fueron
tratados simultáneamente con IFN y micobacterias muertas
por calor (50:1). Veinticuatro horas más tarde la expresión de
las moléculas clase II fue determinada por citometría de flujo.
La línea punteada representa el control isotípico con IgG2a, la
línea delgada representa la expresión de clase II en presencia
de IFN, la línea gruesa representa la expresión de clase II des-
pués de la infección con 50:1 micobacterias:macrófagos.

Efecto de las paredes micobacterianas
en la expresión inducida por IFNγγγγγ

de las moléculas de clase II

FIGURA 2B

Los macrófagos fueron tratados simultáneamente con IFNγ
(100 U/ml) y ManLAM (10 µg/ml) durante 24 horas. La línea
punteada representa el control isotípico con IgG2a, la línea
negra delgada representa la expresión de clase II en presen-
cia de IFN, la línea negra gruesa representa la expresión de
clase II después del tratamiento con ManLAM.

FIGURA 2C

El tratamiento de los macrófagos con Man L AM
no induce inhibición en la expresión

de los antígenos clase II

Intensidad de fluorescencia

PATIÑO E., ET. AL.

Intensidad de fluorescencia
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con Mtb disminuye la fosforilación de la tirosina
de JAK2 y STAT1 disminución, dependiente de
la dosis de micobacteria utilizada.

La expresión en superficie del
receptor de IFNγγγγγ no fue inhibida por
la infección con Mtb

Algunas evidencias recientemente publicadas
han mostrado que la infección de macrófagos
con M.avium condujeron a una reducción en el
mRNA de las cadenas α y β del IFNγR (10). Con
el fin de determinar si este mismo mecanismo
operaba en estos macrófagos, las células fueron
infectadas con Mtb durante 1, 4, 8 y 12 horas en
presencia de IFNγ, y 24 horas después de la adi-
ción de la citoquina se determinó la expresión en
superficie de las cadenas α o β del receptor. Como
se observa en la Figura 4, no se observó reduc-
ción en el porcentaje de las células que expre-
san ya sea la cadena α o β del receptor en ningu-
no de los tiempos evaluados.

La expresión en superficie de los
antígenos del MHC clase I, también
se inhibe por la infección con Mtb

Previamente se ha demostrado que la regiones
promotoras de los antígenos clase I y II compar-
ten homología estructural, y que ellas son regu-
ladas por factores de transcripción comunes, in-
cluyendo CIITA (20-24) y el factor RFX5 (21). Se
decidió entonces evaluar si la expresión induci-
da por IFNγ de clase I era también inhibida por la
infección con Mtb.

Los resultados presentados en la Figura 5 mues-
tran la cinética de reducción observada en la
expresión de clase I inducida en el macrófago
por el tratamiento con IFNγ. De manera intere-
sante no se observó ninguna modulación en la
expresión basal de clase I.

La inhibición de los antígenos MHC
clase I y II por la infección con Mtb
se correlaciono con la inhibición de
la expresión de CIITA

Finalmente, nosotros evaluamos si la expresión

FIGURA 3

La infección con M. tuberculosis de los macrófagos
B10R bloquea la fosforilación
en tirosina de JAK2 y STAT1

Los macrófagos fueron estimulados con INFγ y simultánea-
mente infectados con Mtb en relaciones 5:1, 10:1, 20:1 y 50:1
micobacteria:macrófago. 30 minutos después del tratamiento
los lisados celulares fueron preparados e inmunoprecipitados
con anti-fosfotirosina e inmunodetectados con anti STAT1 y
anti JAK2.

FIGURA 4

La     expresión en superficie del IFNγR
no es inhibida por la infección con Mtb

Los macrófagos fueron estimulados con IFNγ (100 U/ml) e
infectados simultáneamente con micobacterias vivas. La ex-
presión en superficie de las cadenas α (barra blanca) y β (ba-
rra rayada) del receptor fue determinada por citometría de flujo
1, 4, 8 y 24 horas después del tratamiento.

LA INHIBICIÓN DE LA EXPRESIÓN DE LOS ANTÍGENOS CLASE I Y CLASE II
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de CIITA, el coactivador clave en la expresión
de ambos antígenos clase II y clase I era modu-
lada por la infección de los macrófagos B10R
infectados con el bacilo tuberculoso. Como se
observa en la Figura 6, los niveles del mRNA
para CIITA inducidos por IFNγ disminuyeron de
una manera dependiente de la relación de infec-
ción.

Discusión

Los mecanismos moleculares por los cuales las
infecciones micobacterianas inhiben la expresión
de las moléculas del MHC en macrófagos han
comenzado a ser exploradas recientemente.
Cuando se evaluaron macrófagos derivados de
monocitos humanos infectados con Mtb, se ob-
servó un efecto inhibitorio en las señales de IFNγ,
el cual se atribuyó a la interferencia de la
micobacteria con la interacción de CBP/p300 con
STAT1, interaccion necesaria para la expresión
de los genes inducidos por IFNγ (12). En el caso
de macrófagos murinos infectados con M. avium
se encontró una disminución en la cantidad
citoplasmática de las cadenas α y β del IFNγR,
lo que podría explicar la reducción observada en
la fosforilación de JAK1, JAK2 y SAT1, con la
consecuente disminución de los genes inducidos
por IFNγ, incluyendo clase II, IRF1 y CIITA (10).
Nuestros resultados utilizando Mtb corroboran
que las infecciones micobacterianas interfieren
con la cascada de señales disparadas por el IFNγ
a través de la inhibición de la vía JAK-STAT. Sin
embargo, nosotros no pudimos detectar una dis-
minución en la expresión en superficie de las
cadenas α y β del receptor en todos los períodos
de tiempo estudiados, por ende nuestros resul-
tados utilizando los macrófagos B10R no pue-
den ser explicados por disminución en el IFNγR
como previamente se ha informado con la infec-
ción por M.avium (10).

Nuestros datos indican que tanto micobacterias
vivas como muertas inducen una inhibición sig-
nificativa. Sin embargo, la micobacteria viva in-
duce una mayor inhibición de los antígenos cla-
se II del MHC, comparada con la micobacteria
muerta como se había reportado previamente (9).

Los macrófagos fueron infectados con micobacterias vivas 1,4,
8, y 12 horas previas al estimulo con IFNγ. Veinticuatro horas
después de la estimulación con la citoquina la expresión en
superficie de los antígenos clase I fue evaluada por citometría
de flujo.

FIGURA 5

La infección de los macrófagos B10R con Mtb
 interfiere con la expresión inducible

por IFN g de los antígenos clase I

Los macrófagos B10R fueron estimulados con IFNγ (100 U/
ml) e infectados simultáneamente con micobacterias vivas.
Veinticuatro horas después de la estimulación el RNA fue ob-
tenido y los niveles de CIITA y GAPDH fueron determinados
por RT-PCR semicuantitativo.

FIGURA 6

La expresión del transactivador de clase II (CIITA)
está disminuida en macrófagos infectados

con micobacterias vivas

PATIÑO E., ET. AL.
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El hallazgo de la disminución de la expresión de
las moléculas de clase II en macrófagos murinos
infectados con Mtb, se correlaciona con hallaz-
gos en mononucleares provenientes de pacien-
tes tuberculosos (31) o monocitos de pacientes
sanos infectados con Mtb (32), en los que se
observó una disminución en la expresión del HLA-
DR. Los mecanismos de esta regulación negati-
va de las moléculas del MHC en el sistema hu-
mano, están en proceso de ser clarificados. En
individuos con tuberculosis se ha encontrado
aumento en la producción de IL-10 y TGFβ que
pudieran explicar esta reducción, pero ella po-
dría ser una consecuencia directa de la infec-
ción. Así el evento de la inhibición de la expre-
sión de los antígenos del MHC puede tener im-
portantes consecuencias inmunológicas en los
humanos infectados con Mtb. b

  Abstract

The results of this investigation shows a novel
mechanism by which infection of macrophages
with M. tuberculosis results in IFN-γ-induced MHC
down regulation. After infection of the macro-
phages, class II surface protein and mRNA, and
surface class I are inhibited in a dose-dependent
manner. Incubation of macrophages with dead
mycobacteria and mycobacterial cell walls but not
mannosylated lipoarabinomannan (ManLAM)
caused this inhibition. Kinetic analysis indicated
that early events subsequent to IFN-γ stimulation
of macrophages might be compromised by
infection with M. tuberculosis. Tyrosine
phosphorylation of Janus kinase JAK2 and of the
transcription factor STAT1 was reduced in a dose-
dependent manner upon infection with the virulent
bacteria. However, surface expression of the α
and β chains of the IFN-γR were not reduced in
infected macrophages during the periods of time
studied. The down-regulation of class II and class
I antigens may be a consequence of the reduced
gene expression levels of the coactivator CIITA
in macrophages infected with M. tuberculosis.
These results indicate that M. tuberculosis may
subvert the host immune response by down
regulating the response induced by IFN-γ. Key
words: MHC antigens, Mycobacterium tubercu-
losis, macrophages, JAK-STAT pathway.

Estas observaciones sugieren que los efectos de
la infección de macrófagos B10R con Mtb de-
penden al menos parcialmente de la actividad
metabólica del microorganismo.

Nosotros también investigamos si el ManLAM,
uno de los constituyentes de la pared micobac-
teriana y conocido como un potente desactivador
del macrófago (16-18), se relacionaba con la in-
hibición observada en los antígenos clase II.
Nuestros resultados indican que el tratamiento
con ManLAM no inhibe la expresión de antígenos
clase II. Resultados similares han sido reporta-
dos para la expresión del FcRγI en macrófagos
humanos (12). Dado que los efectos desactiva-
dores del ManLAM han sido observados cuando
los macrófagos han sido tratados por varias ho-
ras antes de la adición del IFNγ, y/o con la adi-
ción de altas dosis de ManLAM (16,17), es posi-
ble que nuestros resultados se deban a un efecto
del tratamiento simultáneo, combinado con la
utilización de dosis menores de ManLAM. Sin
embargo, el hecho de que la preinfección con
Mtb tenga un impacto dramático sobre la expre-
sión de los MHC, podría sugerir la activación de
proteína fosfatasas tales como SHP-1, como se
ha observado con ManLAM (18). Evidencias pu-
blicadas recientemente (14) indican que la infec-
ción de macrófagos murinos con Leishmania
donovani induce rápidamente la activación de
SHP-1, con una defosforilación simultánea en
tirosina y una inhibición de la actividad tirosina
quinasa.

Una explicación alternativa a la inhibición de la
expresión de los MHC en los macrófagos B10R
infectados con Mtb sería la inducción de la pro-
ducción de citoquinas desactivadoras del
macrófago, tales como IL-10 y TGFβ (26-28).
Previamente se ha descrito que la infección de
macrófagos con Mtb induce la producción de
TGFb (29) y además que el TGFβ induce una
disminución en CIITA y por ende en los antígenos
clase II (30). Además se ha descrito recientemen-
te que la IL-10 puede disminuir la expresión de
antígenos clase II, ya sea inhibiendo el transpor-
te intracelular de las vesículas que llevan nue-
vas moléculas de clase II (28), o a través de la
inhibición de la fosforilación de STAT1 (27).

LA INHIBICIÓN DE LA EXPRESIÓN DE LOS ANTÍGENOS CLASE I Y CLASE II
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