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FRECUENCIA EN LA EXPRESION DE TIM3 Y GALECTINA 9 EN DIFERENTES POBLACIONES
DE ORIGEN LINFOIDE Y MIELOIDE DE PACIENTES CON TUBERCULOSIS PULMONAR.

INTRODUCCION: Las proteinas de la familia TIM  (T-cell immunoglobulin domine por sus siglas en ingles) han
sido descritas de manera reciente como importantes reguladoras de la respuesta inmune. TIM3 es una
molécula que fue identificada por su expresion selectiva en linfocitos T CD4+ tipo TH1 terminalmente
diferenciados y que tiene la capacidad de inducir muerte celular una vez que interacciona con su ligando
conocido: galectina 9 (también conocido como LGALS?). Recientemente se establecid un modelo
experimental de infeccion in vitro con una cepa patdégena de Mycobacterium tuberculosis (H37Rv) en
macréfagos peritoneales para evaluar el control del crecimiento intracelular bacteriano. Los resultados
mostraron que los macréfagos infectados con M.tb que fueron cultivados durante 72 hrs con esplenocitos
provenientes de un ratén que sobre-expresa TIM3 no solo controlaron el crecimiento intracelular de M.tb sino
que indujeron su muerte. Posteriormente, se utilizé una proteina de fusidbn construida con la porcién
extracelular de TIM3 unida a una inmunoglobulina (TIM3-IgG) vy frataron a los macréfagos infectados con
diferentes concentraciones de dicha proteina en ausencia de linfocitos T. Tres dias después se evalud el
crecimiento bacteriano y se encontrd que el tratamiento de los macréfagos infectados con la proteina de
fusidon (TIM3-Ig) indujo muerte de M.tb en ausencia de linfocitos T en todas las concentraciones probadas.
Esta es una aportacién novedosa ya que en macréfago existen pocos mecanismos exitosos capaces de
eliminar a M.tb. Consideramos que es indispensable identificar si la interaccién entre TIM-3 y su ligando
Galectina -9 es igualmente funcional en un sistema experimental que utilice células mononucleadas
humanas, de ser asi, se podria en un futuro disefar una nueva opcidn terapéutica para la tuberculosis
pulmonar susceptible y multifarmacoresistente.
OBJETIVO GENERA L: Identificar la frecuencia en la expresion de Tim3 y su ligando Galectina 9 en células
mononucleadas de sangre periférica de pacientes con tuberculosis pulmonar.
OBJETIVO PARTICULAR:
1.- Medir la frecuencia de expresion de TIM3 y Galectina 9 en linfocitos T CD4+, CD8+, monocitos y células
NK de sangre periférica.
2.- Medir los niveles de IFN-y en suero de pacientes con tuberculosis pulmonar.
HIPOTESIS: La infeccién con Mycobacterium tuberculosis induce una reduccién en la expresiéon de TIM3 y
Galectina 9 en linfocitos T CD4+, CD8+, monocitos y células Nk que se asocia a menor control del
crecimiento bacteriano.
DISENO DEL ESTUDIO: Descriptivo, Transversal y Prospectivo.
PACIENTES Y METODOS:
Se incluirdn 12 pacientes con tuberculosis pulmonar activa sin tratamiento anti tuberculosis que acudan al
Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias de manera consecutiva y se compararan con un grupo
control constituido por 12 sujetos sanos en el periodo entre octubre 2008 vy julio 2009.
A todos se les extraerd una muestra de 10ml de sangre venosa para:

1. Obtencién de células mononucleadas (CMN)

2. Medicién de la expresion de Tim3 y Galectina 9 en CMN.

3. Medicién de los niveles de IFN-yen suero de pacientes con tuberculosis pulmonar.
Criterios de inclusion: Pacientes mayores de 18 aios con fuberculosis pulmonar activa diagnosticada clinica,
radiolégica y microbioldgicamente.
Sin tratamiento anti tuberculosis o en la primera semana del mismo y que acepten participar en el protocolo
firmando el consentimiento informado.
Los controles serdn individuos clinicamente sanos sin tuberculosis y sin VIH.
Criterios de exclusion: Pacientes con VIH, Pacientes que estuviesen recibiendo tratamiento anti tuberculosis;
Mujeres embarazadas y/o en periodo de lactancia.
RESULTADOS: 1) los pacientes con TB tienen una menor frecuencia de células Tim3+, 2) la reduccion en la
frecuencia de células Tim3+ se encuentra principalmente localizada en los monocitos y en las células NK, 3)
los monocitos y las células NK también tienen una menor frecuencia en la expresion de Galectina 9 y 4) los
pacientes con tuberculosis pulmonar tienen niveles de IFN-y sérico mayores que los sujetos control.
CONCLUSIONES: Mds estudios son necesarios para identificar si la menor expresién de Tim3 y Galectina 9 en
células humanas reduce el control del crecimiento bacteriano intracelular o la muerte de M.tb.



.  ANTECEDENTES

La tuberculosis pulmonar continda siendo la segunda causa de muerte por
enfermedadesi nfecciosas a Irededord el mundo (WHO Repor t2008, Gl obal
Tuberculosis Cont rol, Surveillance, Pl anning, Financing). En anos recien tesla
emergencia de cepas resistentes y extremadamente resistentes se ha incrementado
con un estimado de 489 000 casos nuevos en el ano 2006 (Zignol, Hosseini et al. 2006).
En la mayoria de los individuos infe ctados con Mycobacterium tuberculosis (M .tb) la
respuesta inmunol égica e s capaz de inhibir e | cre cimiento bact eriano llevando al a
infeccion la tente. El pa pel que juega la inmunidad innat a du rante la  tuberculosis
pulmonar la tente y /o d urante la enfermedad ac tiva n o se ha co mprendido por
completo, sin emb argo; en los Ultimos anos se han e studiado con mayor profundidad
diversos mecanismos in munoldgicos mediad os po r cél ulasy mo léculas d el si stema
inmune innato que son capaces de mediar una respuesta protectora contra M.tb
(Flynn and Chan 2001; Divangahi, Mostowy et al. 2008; Korbel, Schneider et al. 2008).
Las proteinas de la familia TTM  (T-cell immunoglobulin domine por su s siglas en ingle s)
han sido descritas de manera reciente como importantes reguladoras de la respuesta
inmune innat a. E n e lrat én e xisten 4 ge nes que codific an para |l as protei nas Tl M:
HAVCR1 (hepatitis A virus cellular rece ptor 1; también conocido como Timd1; el cu al
codifica para | a proteina TIM1), Timd2 (el cual codifica para Tl M2), Haver2 (también
conocido como Timd3; y codifica para TIM3) y Timd4 (el cual codifica para TIM4). En el
humano se han descrito 3 genes que codifican para las proteinas TIM: HAVCR1 (el cual
codifica para Tl M1), HAVCR2 (el cual codifica para Tl M3) y TIMD4 (el cu al codifica
para TIM4) (Kuchroo, Umetsu et al. 2003). Como su nombre |o indica, estas proteinas
fueron inicialmente descritas como moléculas presentes en la superficie de los linfocitos
Ty de hecho Tl M1, TIM2 y TIM3 son expresadas en los linfocitos T. Sin embargo, con el
paso del tiempo se observd que las proteinas TIM también se expresan en otras células
delsistemainmu  ne, principalmente encé lulas pre sentadorasde anti geno
(CPA)(Kuchroo, Dardalhon et al. 2008).



En la tabla siguiente se muestran los diferentes miembros de la familia TIM.

Proteina Expresién en células Inmunes Ligando Funcién

TIM

TIM1 Activa células T Tim-4 Regula la respuesta celular de TH2
Th2> Th1

TIM2 Celulas B H-ferritin Regulador n egativo de respues tas
Células Th2 Sema4A celulares TH2

TIM3 Células Thi Galectino-9 Regulador negativo de células TH1
Células Dendriticas

TIM4 Células p resentadoras d e Promueve la co-es timulacion para
antigenos la pro liferacién y supe rvivencia de

células T

El esquema siguiente re presenta al os 4 mi embros de la f amilia TIM con sus ligandos
conocidos.

RCC000CCO00CC000OC000RCOOENCO000C0000000
QCGO00QCOOOFIOO00OCORIVGOO0O00C0CO00ACOOURCOOEICO00ACO00OCOD
) v

QOOCEO0000000000000C00000
0000@O000GO000C0000000000

Ligando desconocido

Cuerpeo
Apoptotico
Cuerf

Apoptotico
08000080000800008C0008300004

QC00000C0000C0000C0000C00004

DOOOS0000SCROOS00003D000S000080000C00ROSO000SC0008300080000050
POOOCO000CCR0ACO000GDO0ACO000CO00ACCON00C0000C0000C0000000000

Representacion esquemadatica de las proteinas pertenecientes a la familia TIM

TIM3 es una pro teina que fue id entificada por su  expresidn sele ctiva en linfocitos T
CD4+ tipo TH1 (Thelp er 1 porsussiglas  eningl és) dife renciadosy qu e tienela
capacidad de indu cir mue rte cel ular una vez que interaccionac onsu  ligando
conocido: galec tina 9 (fambién conocido como LG ALS9) (Monney, Sabat os et al .
2002). De manera mds re ciente se ide ntificd que TIM3 también puede expresarse en
células dendriticas (DC por sus siglas eningles) CD11c+ y en monocitos humanos. De
hecho, la estimulacién de TIM3 en monocitos humanos induce la secr ecion de

citocinas p roinflamatorias como el Fa ctor de N ecrosis Tumo ral-alfa  (TNF-alfa),




sugiriendo que TIM3 puede tener funciones opuestas en la inmunidad innat a versus la
inmunidad adquirida (Anderson, Anderson et al. 2007). Dentro de las funciones que se
han d escrito para la proteina TIM3 s e encuentran: 1) Induccién d e unare spuesta
proinflamatoria mediada por DC d ebido a su actividad sinérgica con los TLRs (Toll like
receptors) (receptor tipo Toll por sus siglas en ingles) (Anderson, Anderson et al. 2007) y
2) regulador nega tivo de lar espuesta inmune tipo TH1 al interactuar con su ligando
Galectina 9 (Gal?) (Monney, Sabatos et al. 2002; Zhu, Anderson et al. 2005).

Resultados preliminares obt enidos del modelo e xperimental de infeccion in-v itro que
utiliza macr éfagos peritoneales de ratdn y esplenocitos virgenes pro venientes de un
ratén transgénico que sobreexpresa TIM3 mostraron control del crecimiento intracelular
de M.tb enun 75% (reduccién de las unidades formadoras de colo nias), mientras que
los e splenocitos virgenes d el raton silvestre sélo lo hi cieron en un 40%. Las uni dades
formadoras de colonias obtenidas en el dia 4 fueron, en todos los casos inferiores que
aquellas encontradas en el dia 1 post infeccién, reflejo de muerte bacteriana mds que
del control de crecimiento intracelular (Manuscrito en preparacion).

Posteriormente y utilizando el mismo modelo experimental, los macréfagos peritoneales
infectados fueron fratados con una proteina de fusion de Tim3 o con una IgG humana
como control. Esta proteina se construyo con la pocion extracelular de Tim3 unida a la
porcién Fc de una inmunoglobulina. Las unidades formadoras de colonias obtenidas al
dia 4 post infeccion mostraron un 73% de reduccién comparadas con el inoculo inicial
traduciendo muerte de M.tb (Manuscrito en preparacién).

Esta es una aportacidén novedosa y relevante debido a que solo existen 5 mecanismos
conocidos a través de los cuales el hospedero inhibe o elimina a M.tb. 1) La accién de
la sintetasa indu cible de &xido nit rico (INOS) y | a liberacién de éxi do nit rico (ON)
secundarios a la produccion de IFN-gamma 2) Otro de los mecanismos que dependen
de la produccién de IFN-gamma para el control o eliminaciéon de M.tb es mediado por

la GTPasa de 47 kDa LRG-47, 3) Dentro de los mecanismos que son independientes de
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la produccién de IFN-gamma, tfenemos la actividad antimicrobicida de monocit os y
macréfagos humanos cont ra M.tb inducida por v itamina-D (Rook, Steele et al. 1986;
Crowle, Ross et al. 1987), 4) Otro mecanismo independiente de | a produccién de IFN-
gamma para inhibira M.tb es mediado porla proteina granulisina. La granul isina e s
una proteina que se encuentra en los grdnulos de las células asesinas naturales (NK por
sus siglas eningles), linfocitos T CD4, TCD8 y NKT en humanos y que al igual que la
proteina LL- 37 forma poros membr anales qu e inducen m uerte bac teriana (Gansert,
Kiessler et al. 2003). 5) Por Ultimo tenemos la apoptosis de macréfagos infectados como
un mecanismo gue pue de p orsi mismo re ducirla viabilidad de M. tb ademds de

favorecer la presentacién de antigenos a los linfocitos T CD8+.

1) ROS/RNS ’/”:W
SRS € o
(IFN -dependiente) @ £ CTL
D \
2) Péptidos antimicrobianos 4) Apoptosis

*TLR2-,vit. D y catelicidina
*Producciénde granulisinapor linfocitos T CD8+

3) Fusion fagolisosomal
*Autofagia(IFN »dependiente)
*LRG47 (IFNj-dependiente)

Mecanismos conocidos a través de los cuales el m acréfago puede controlar el crecimiento
intfracelular bacteriano.

Los resu ltados preli minares s ugieren que el efecto mi cobactericida d e TIM3 p uede
estar mediado por un mecanismo diferente a los descritos previomente, sugiriendo que
la produccién de oxido nitrico se desenc  adena por una via independiente de la

produccidén de IFN-gamma. Previamente se ha descrito que los pa cientes co n TBP
tienen una produccién disminuida de IFN-gamma y que éste puede ser considerado
como un marcador indirecto de gravedad de la enfermedad (Sodhi, Gong et al.
1997). Si la interaccién de TIM-3 con TIM3 ligando (Galectina 9) activa un mecanismo
micobactericida que no requiere la presencia de IFN-gamma y que induce la muerte
de M.t b, é ste podri a se r utilizado para g enerar nuev as mo Iéculas o compuest os
quimicos que se an utilizados como un tratamiento novedoso en la TBP y/o e n otras

patologias de origen infeccioso.



II.LPLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Cudles es la frecuencia en la expresion de las moléculas TIM3 y Galectina 9 en
células linfoides y mieloides de sangre periférica de pacientes con tuberculosis

pulmonar?

Il. HIPOTESIS

La infeccion con Mycobacterium tuberculosis induce una reduccidon en la
expresion de TIM3 y Galectina 9 en linfocitos T CD4+, CD8+, monocitos y células
NK que se asocia a menor control del crecimiento bacteriano.

IV. OBJETIVOS
Objetivo General
Identificar la frecuencia en la expresidon de Tim3 y su ligando Galectina 9 en
células mononucleadas de sangre periférica de pacientes con tuberculosis

pulmonar.

Objetivos Particulares
1.- Medir la frecuencia de expresion de TIM3 y Galectina 9 en linfocitos T CD4+,
CD8+, monocitos y células NK de sangre periférica.

2.- Medirlos niveles de IFN-y en suero de pacientes con tuberculosis pulmonar.



V. JUSTIFICACION

En la act uvalidad la Organizacién Mundi al de la Salud consi dera ala
tuberculosis pulmonar como una epidemia global, con 2 billones de individuos
infectados de los cuales al menos el 10% est dn enri esgo de desarrollar la
enfermedad. En los Ul timos 125 anos de i nvestigacion bdsica se des cubrid a
Mycobacterium tuberculosis como el agente causal de la tuberculosis, se
desarrollé la prueba cutdnea de la tuberculina, la vacuna BCG, la mayoria de
los anti bidticos que se uti lizan para tratarlat uberculosisy se cara cterizd el
genoma de la ba cteria. Sin embargo, todos estos avances cientificos no han
sido suficientes para reducir los 92,2 millones de casos nuevoy 1.7 millones de
muertes que la O.M.S. informo en el ano 2006. Mdas aun, la necesidad de utilizar
3 a 6 medicamentos en un periodo de 6- 9 meses aunado al po bre apego ha
favorecido el desa  rrollo de cepas micobacterianas mu lfiresistentes o
extremadamente resistentes. Estos son los pri ncipales motivos por los cuale s la
mayor parte de los programas nacionales e infernacionales de lucha contra la
tuberculosis han destinado su pr esupuesto para cubrir las necesidades de dos
rubros principales: prevencion y tratamiento.

Este trabagjo has ido di senado paraestudi arlas nuev as vias de
activacién celular en poblaci ones de linfocitos y de células presentadoras de
antigeno (monocitos, macréfagos y células dendriticas) que lle van al cont rol
del creci miento infracelular y/o la muerte de  Mycobacterium tuberculosis y

gue sean mediadas por la interacciéon entre TIM3 y TIM3 ligando.



VI. PACIENTES Y METODOS

DISENO DEL ESTUDIO:

Prospectivo, descriptivo y transversal

GRUPOS DE ESTUDIO:
I.  Pacientes con tuberculosis pulmonar

Il.  Sujetos sanos

CRITERIOS DE INCLUSION:

1. Individuos de ent re 1 8 y 60 an os de e dad de cualquier género qu e
hayan acudido al Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias con
sospecha de tuberculosis pulmonar.

2. Baciloscopia positiva en expectoracion espontdnea por la técni ca de
Ziehl-Nielsen.

3. Cultivo positivo para Mycobacterium tuberculosis.

CRITERIOS DE EXCLUSION:

1. Que el paciente rehUse a participar en el estudio.

2. Pacientes admitidos en la unidad de cuidados intensivos y/o intermedios

3. Tuberculosis extrapulmonar



ANALISIS ESTADISTICO:

Las variables normalmente distribuidas, evaluadas a través de la prueba de
sesgo Yy kurtosis, se presentan en media y desviaciéon estdndar. Para
distribuciones no normales se utilizd la mediana y el rango intercuartilar. La
comparacion entre grupos se realizd por medio de la prueba de suma de
rangos de Wilcoxon (U de Mann-Whitney) para variables no normales y por
medio de la prueba t de student para variables con distribucién normal. Para
el andlisis de los datos se utilizd el programa GraphPad Prism 5.0 y se considerd

como significancia estadistica a una p < 0.05.

CONSIDERACIONES ETICAS:
Este protocolo fue aprobado por el Comité de Ciencia y Bioética del Instituto

Nacional de Enfermedades Respiratorias.

REACCIONES ADVERSAS:
La Unica intervencion realizada en los sujetos es una venopuncion, la cual se
realiza por personal experto y con material estéril. La venopuncidn solo genera

dolor leve y en algunos casos excepcionales pequenos hematomas.

PACIENTES:

En este protocolo participaron individuos con diagndstico de tuberculosis
pulmonar, provenientes de la Consulta Externa y del Servicio Clinico 2 del
Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias. El diagndstico de tuberculosis
pulmonar se establecid por la confirmacidn del crecimiento de M.tb en cultivo
de esputo. Todos los pacientes incluidos fueron clasificados como clase 3 y
categoria | segun la Sociedad Americana del Térax, es decir, todos los
pacientes fueron casos nuevos de TB activa. Los individuos que participaron
como parte del grupo control fueron voluntarios, adultos saludables y firmaron

una carta de consentimiento informado.

REACTIVOS
Anficuerpos monoclonales conjugados al isotiocianato de fluoresceina (FITC)
dirigidos contra CD3, CDI14, CD16 y TIM3, anficuerpos monoclonales

conjugados a ficoeritrina (PE) dirigidos contra CD8, CD4 y anficuerpo



monoclonal conjugado a PerCp-Cy5.5 dirigidos confra Galectina 9 fueron
obtenidos de PharMingen BD (San Diego, CA, USA). El medio de cultivo RPMI-
1640, penicilina, saponina, paraformaldehido, suero fetal bovino, azul de
tripano vy las sales utilizadas para la preparacion de los amortiguadores fueron
obtenidos de Sigma-Aldrich (St.Louis, MO, USA). El piruvato de sodio, L-

glutamina y 2-mercaptoetanol fueron de Gibco BRL (Rockville, MD, USA).

Obtencién de células mononucleadas y medicion de la frecuencia de células
TIM3+ y Galectina 9+.

A partir de una muestra de 10 ml de sangre periférica se obtienen las células
mononucleadas (CMN) por centrifugacion en un gradiente de densidad de
FicolFHypaque (1.077) durante 30 minutos a 4°C. Posteriormente se
resuspenden en medio de cultivo complementado (RPMI 1640, HEPES 1T0mM, L-
glutamina 200 mM). Se evalua la viabilidad celular por la técnica de exclusion
del colorante azul tripano y se ajusta la concentracidon a 1X10¢ células /ml.
Posteriormente se realizaron ensayos de inmunofluoresencia directa e indirecta
para la fenotipificacion celular acorde a la metodologia siguiente. Las células
purificadas se finen durante 30 minutos con anticuerpos monoclonales dirigidos
contra los marcadores de superficie: CD3, CD4, CD8, CD14, CD16, CD56, TIM3
(extracelular) y contra galectina 9 (infra y extracelular). Para cada una de las
tinciones se incluyen los respectivos controles de isotipo. Después de la tincion
las células se lavan 2 veces con buffer salino-fosfato (PBS) y se fijan en
paraformaldehido al 1%. Las muestras se adquieren en un cytémetro de fipo

FACSAria (BD Biosciences) y se analizaran con el software FlowlJo (Tree Star).

Evaluacion de la citocina IFN-y en suero de pacientes con tuberculosis
pulmonar.

Se realizara un ELISA sdndwich para la citocina IFN-y acorde a las instrucciones
del fabricante. Las citocinas son cuantificadas en base a una curva estadndar
que se realiza por friplicado para cada experimento. Los resultados son leidos

en un lector de ELISA.
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VII. RESULTADOS

CARACTERISTICAS DEMOGRAFICAS

Se incluyeron 12 pacientes con diagndstico confirmado de tuberculosis
pulmonar los cuales fueron considerados como casos nuevos y por lo tanfo. La
edad promedio de este grupo fue de 42.5 £+ 16 anos. El grupo testigo estuvo
conformado por 15 individuos sanos que tuvieron una edad promedio de 34.8
+ 8.6 (p=0.02). En la Tabla 1 se muestran las caracteristicas generales del grupo

de pacientes con fuberculosis pulmonar.

VARIABLE PACIENTES CONTROLES

Sexo masculino

No/Total (%) 12/45 (26.66) 10/45 (22.22)
Sexo femenino

No/Total (%) 6/45 (13.33) 17/45 (37.77)
Edad

Media 42.5* 34.9

DE 16 8.9
Pacientes

No/Total (%)

>18< 25 2/45 (4.4) 7/45 (15.5)
>25< 35 6/45 (13.33) 11/45 (24.44)
>35 <45 2/45 (4.4) 6/45 (13.33)
>45<55 1/45 (2.2) 3/45 (6.66)
>55 4/45 (8.8) 0/45

Tabaquismo

No/Total (%) 6/45 (13.33) 5/45 (11.11)
Diabéticos

No/Total (%) 6/45 (13.33) 0/45
Adicciones

No/Total (%) 3/45 (6.66) 0/45
Hemoglobina *

Media 12.4

DE 2.1

Albumina *

Media 3.09

DE 0.7

Leucocitos

Media 10.2

DE 7.07

Linfocitos *

Media 1.3

DE 0.4
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En la Figura 1 se observa un ejemplo del tipo de andlisis que se realizo para
datos provenientes de citometria multiparamétrica, esto es, tinciones celulares
que comprenden el uso de mds de 4 fluorocromos al mismo tiempo. En primer
lugar se identificaron las “células vivas” en base a sus caracteristicas de
tamano y complejidad. A partir de esta ventana de “células vivas” se
identifican las siguientes poblaciones: linfocitos CD3+ y CD3- (los cuales
comprenden a los linfocitos B, monocitos, células NK, y granulocitos), linfocitos T
CD4+ y CD8+, monocitos (CD14+) y células NK (CD16+CD56+). Posteriormente
a cada una de estas poblaciones se les midid la expresion de Tim3 y Galectina
9.

FRECUENCIA EN LA EXPRESION DE TIM3 EN CELULAS MONONUCLEADAS

81.1 0.65

SAPC-CyT-A2; CD4

43.5

S55C-A

=APC-A>= CD3

Figura 1. Distribucion de células linfoides y mieloides a partir de células mononucleadas totales. Las
diferentes subpoblaciones fueron identificadas en base a la expresion de sus marcadores tipicos de
superficie. El porcentaje de células positivas a cada marca se encuentra indicado en el recuadro

correspondiente de cada grdfico. Este experimento es representativo de 12 experimentos independientes.
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En la Figura 2 se puede observar que los pacientes con tuberculosis pulmonar
tienen una menor frecuencia de células CD3+Tim3+ y CD3-Tim3+ que los
controles sanos. La mediana fue de 7.5% para los pacientes [rango inter
cuartilar: rig 3.9-9.7] y 2.1% para los controles sanos [rig 1.3-5.2]. Las diferencias

fueron estadisticamente significativas (p<0.05).
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Figura 2. Frecuencia de células CD3+ Tim3+ y CD3- Tim3+. A. Las grdficas de puntos representan el
porcentaje de células CD3+ Tim3+ y CD3- Tim3+ proveneintes de un individuo sano y un paciente con
tuberculosis. B. La frecuencia de células CD3+ Tim3+ y CD3- Tim3+ se obtuvo a partir de doble
inmunofluoresencia directa en células mononucleadas de sangre periférica. La tincidn no-especifica se
identifico utilizando un control de isotipo. Los datos son el resultado del promedio de 12 experimentos

independientes. Los datfos son expresados como medianas y rango intercuartilar.
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Tim3 es una molécula que fue descrita como un marcador de superficie
presente en linfocitos T CD4+ tipo TH1 terminalmente diferenciados, por este
motivo decidimos analizar dicha marca en linfocitos T CD4+ y CD8+. No

encontramos diferencias estadisticamente significativas.
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Linfocitos T CD4+ Linfocitos T CD8+

Figura 3. Expresion de Tim3 en linfocitos T CD4+ y CD8+. La frecuencia de células Tim3+ se obtuvo a partir de
triple inmunofluoresencia directa en células mononucleadas de sangre periférica. La tincidon no-especifica se
identfifico ufilizando confrol de isofipo para cada anticuerpo. Los datos son un promedio de 9 experimentos

independientes. Los datos son expresados como medianas.

FRECUENCIA EN LA EXPRESION DE GALECTINA ¢
Galectina 9 es ligando conocido para Tim3 y puede ser expresado en una
gran variedad de células incluyendo las de origen mieloide. Nuestro siguiente
objetico fue identificar el perfil de expresidon de Tim3 y Galectina 9 en células
NK y en monocitos. Ambas subpoblaciones tienen una funcién relevante en la

inmunopatogenesis de la tuberculosis.
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Figura 4. Expresion de Tim3 y Gal9 en monocitos y células NK. Las células mononucleadas totales fueron
tefidas segun la metodologia descrita previamente. Los monocitos y las células NK fueron analizados a
partir de una ventana de células CD3 negativas y su marcador especifico de superficie (CD14+ para
monocitos y CD16+CD56+ para las células NK). La tincidon no-especifica se identifico utilizando controles de
isotipo. Los datos son un promedio de 5 experimentos independientes. Los datos son expresados como

medianas *rig.
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NIVELES SERICOS DE IFN-y

IFN-y es una citocina que induce la expresidn de Galectina 9 por este motivo
consideramos importante analizar los niveles de IFN-y presentes en el suero de
los pacientes con tuberculosis pulmonar.
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Figura 5. Niveles de IFN-y en suero de pacientes con tuberculosis pulmonar. La produccién de IFN-y fue
analizada mediante ELISA. Los datos estdn representados como mediana + riq. Los datos provienen de 12
muestras independientes.
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VIII. DISCUSION Y CONCLUSIONES

El objefivo de este estudio fue analizar la expresion de TIM3 y su ligando
Galectina-? en células linfoides y mieloides de sangre periférica proveniente
de pacientes con tuberculosis pulmonar activa y controles sanos. Nuestros
principales resultados fueron: 1) los pacientes con TB tienen una menor
frecuencia de células Tim3+, 2) la reducciéon en la frecuencia de células Tim3+
se encuentra principalmente localizada en los monocitos y en las células NK, 3)
los monocitos y las células NK también tienen una menor frecuencia en la
expresion de Galectina 9 y 4) los pacientes con tuberculosis pulmonar tienen
niveles de IFN-y sérico mayores que los sujetos control.

Tim3 es una molécula que fue inicialmente descrita como miembro de la
familia TIM expresada en linfocitos CD4+ tipo TH1 terminalmente diferenciados,
y en células dendriticas (Anderson, Anderson et al. 2007; Kuchroo, Dardalhon
et al. 2008). En ratones, el gen que codifica para Tim3 tiene una variante
alternativa que produce una forma soluble de la proteina (sTim3) ademds de
la forma completa (flTim3). En el humano Tim3 es preferencialmente expresado
en linfocitos T CD4+ tipo TH1 asi como en linfocitos T CD8+ (Monney, Sabatos et
al. 2002). Tim3 es también expresado en macréfagos, células dendriticas y
células NK. En el ano 2005, Zhu, et al identificaron a Galectina 9 como el
ligando de Tim3 (Zhu, Anderson et al. 2005). Galectina 9 es expresada en la
superficie de una gran variedad de células pero puede también puede ser
producida como una molécula soluble que reconoce carbohidratos en la
superficie de las células (Wada and Kanwar 1997). La expresion de Galectina 9
en las células del sistema inmune es incrementada por IFN-y (Asakura, Kashio et
al. 2002). Previamente nosotros demostramos en un modelo murino de
infeccion in vitro con Mycobacterium tuberculosis, desarrollado en macréfagos
peritoneales de ratdén que la interaccidén entre Tim3 y Galectina 9 controla el
crecimiento bacteriano intracelular e induce la muerte de la bacteria. Esta
respuesta parece estar mediado por un mecanismo independiente de la
produccion de IFN-y (manuscrito en preparacion).

Nosotfros aqui demostramos que la frecuencia en la expresion de TIM 3 se
encuentfra disminuida en células CD3+ y CD3- de pacientes con TB activa
cuando se compara con sujetos control (p=0.01 y p=0.001 respectivamente).

Cuando analizamos la expresion de Tim3 en los linfocitos T CD4+ y CD8+ no

17
Vil



encontramos diferencias estadisticamente significativas. Esta reduccién en
Tim3 fue principalmente evidente en monocitos y células NK. La misma
tendencia se observo con respecto a la expresion de Galectina 9, el ligando
conocido de Tim3.

Anderson et al, demostraron que la expresion de Tim3 en células del sistema
inmune (monocitos y células dendriticas) induce la produccién de citocinas
proinflamatorias (Anderson, Anderson et al. 2007). Por otra parte, Hirashima M
et al, demostraron que Galectina 9 media la maduraciéon de células
dendriticas in vitro evaluado por un incremento en la expresion de moléculas
co-estimuladoras e IL-12 (Dai, Nakagawa et al. 2005). Nosotros hemos
demostrado en el modelo murino que cuando Tim3 interacciona con
Galectina 9 en el macréfago infectado se estimula la produccion de la citicina
IL-1B la cual media la muerte de M.tb por un mecanismo que no ha sido
completamente esclarecido (manuscrito en preparacién). En este trabajo
nosotros mostramos que los pacientes con TB tienen una reduccidn en la
expresion de ambas moléculas, Tim3 y Galectina 9 en dos subpoblaciones
cuya funciéon es fundamental en la inmunopatologia de la tuberculosis. Una de
las caracteristicas mds importante de la respuesta inmune celular en
tuberculosis es la activaciobn de monocitos/macréfagos y  células  NK,
subpoblaciones que cuentan con los mecanismos necesarios para eliminar a
M.tb. Nosotros desconocemos hasta el momento si esta reduccién en la
expresion de Tim3 y Galectina 9 tiene una implicacion directa en la capacidad
de estas células para eliminar a M.tb.  Mdas estudios son necesarios para
identificar si la expresion reducida de Galectina 9 se asocia a una
incapacidad del monocitos/macréfago para diferenciarse en una célula
capaz de producir citocinas proinflamatorias y eliminar a la bacteria.
Galectina 9 es una lectina que tiene gran afinidad por las B-galactosidasa
cuya expresion es inducida por IFN-y y que es conocida como un factor
quimio-atrayente para eosindfilos (Kageshita, Kashio et al. 2002). Galectina 9 se
encuentra presente en una gran variedad de células y puede ser secretada
para interaccionar con su ligando Tim3, esta interaccion selectivamente
induce apoptosis de los linfocitos tipo TH1 (Zhu, Anderson et al. 2005).
Actualmente no existe informacion disponible en la literatura que sugiera un

papel relevante para Galectina 9 o Tm3 en una patologia como la
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tuberculosis, sin embargo nosotros consideramos que la interaccidon entre
ambas moléculas puede ser relevante en la inmunopatogenesis de la
enfermedad. Es posible que M.tb este mediando por algin mecanismo no
conocido la reduccidon la expresion de Tm3 y Galectina 9 como un
mecanismo de defensa. Galectina 9 es una molécula cuya expresion es
inducida en presencia de IFN-y, por este motfivo nosofros medimos 10s niveles
séricos de esta citocina en los pacientes con TB. Nuestros resultados mostraron
que los pacientes tienen niveles séricos de IFN-y mayores que los controles
(p<0.0001) sugiriendo que existe algun ofro mecanismo inmunoldgico que estd
controlando la expresion de Galectina 9 y por lo tanto impidiendo su
inferaccion con Tim3 para poder eliminar a M.tb.

En conclusion, mds estudios son necesarios para identificar si la menor
expresion de Tim3 y Galectina 9 en células humanas reduce el control del

crecimiento bacteriano intracelular o la muerte de M.tb.
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X. ANEXOS
Carta de Consentimiento Informado.

No. ial Version: 2

Acepto participar en el estudio *Activacion de monocitos y macréfagos inducida por TIM3 que lleva a la
muerte de Mycob er is: una nueva oportunidad terapéutica” que realiza el Instituto
Nacional de Enfermedades Respiratorias (INER) con el objetive de identificar los mecanismaos inmunolégicos
que puedan mediar la muerte de Mycobacterium tuberculosis.

Estoy enterado que personas de entre 18 y 65 afios de edad seran invitadas a participar voluntariamente en el
estudio. Este estudio esta planeado para que se incluyan 100 sujeto sanos y 100 pacientes con tuberculosis.
Estoy enterado de que mi participacién en el estudio no tiene costo para mi y consiste en lo siguiente:

PROCEDIMIENTOS:

* Primero contestaré a unas preguntas simples sobre mi historia médica.

* En seguida me realizaran una puncién venosa para abtencién de una muestra de 10 ml de sangre
venosa periférica.

« Entiendo que mi participacion en el estudio no implica un beneficio directo a mi persona, sin embargo,
con mi participacion contribuyo a que los investigadores conozcan mas acerca de la tuberculosis ¥,
eventualmente, eso ayudara a muchas personas en todo el mundo.

DURACION:;

+ Laduracién total del estudio que me realizaran varia, perc en general es menor de 30 minutos, yla

toma de la muestra sanguinea sera (nica

POSIBLES REACCIONES A LA TOMA DE LA MUESTRA:
+ Se me ha informade que al momento de puncionar la vena del brazo podria desarrollar un leve moretén
en el sitio de la puncién y que se me pasara en unos dos dias. También me informaron que no habra
riesgo de contaminacion de ninguna enfermedad porque se usaran jeringas nuevas y estériles.

COSTOS:
» No tendré que pagar por la realizacion del pr dimiento.

AUTORIZACION PARA PARTICIPAR:
Entienda que mi participacién es voluntaria y que soy libre para refiramme en cualquier momento sin que sean afectados mi
cuidado médico y derechos legales.
Estoy de acuerdo en participar en este estudio y cooperar completamente. Estoy de acuerdo en proporcionar al investgador
cualquier informacion que pueda ser importante para el estudio.
Entiendo que la informacién colectada durante mi participacién en este estudio es dasificada como datos personales
sensibles y que no se hara referenciaaniparsonapornimmbteenBbasededatosde!estudiooenalgﬂnreporteo
publicacion relacionada a este estudio. Yo entiendo que la informacion sera usada en cumplimiento de las leyes y
regulaciones aplicables.
Estoy de acuerdo en que mis datos médicos estén disponibles para los miembros del Comité de Ciencia y Bioética y que
en caso de duda sobre mis derechos como sujeto en investigacion podre consultar al Presidente Dra. Rocio
Chapela Mendoza, Tel 54 87 17 69 y autoridades sanitarias,

en que si me retiro del estudio, los dalos del estudio colectados antes de mi refiro pueden aun ser
procesados con ofros datos colectados como parte del estudio clinico.

Nombre del Paciente

LR L |

Firma del P_acientle Fecha I.N.E '.:-}

TITLUTO MACION,
enc RV babEs RESPIR o
[]
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