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ADC AlbUmina-dextrosa-catalasa
ADN Acido desoxirribonucléico
AralAM Lipoarabinomanana con una molécula de arabinosa
APC Aloficocianina
ARN Acido ribonucléico
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CcD Células dendriticas
CD4 Designacion de grupo 4
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EDTA Acido etilendiaminotetracético
ESM Sociedad Europea de Micobacteriologia
FBS Suero fetal bovino
Fc Fraccién cristalizable
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GL
GM-CSF
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HCP
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HGF
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Precursor Hematopoyético
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Interferdn alfa

Interferébn gamma
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Motivos de inhibicion basados en tirosina
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Células de Langerhans

Ladmina propia

Lipopolisacdrido

Asesina Natural

Nédulos linfaticos mesentéricos

Molar

Complejo macromolecular de dcidos micdlicos-arabinogalactano-
peptidoglicano

Lipoarabinomanana manosilada
Complejo principal de histocompatibilidad
Minutos

Mililitros

Milimetro

Milimolar

Micobacterias No Tuberculosas
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Resumen

La vacuna BCG (Bacilo Calmette y Guérin) es la Unica empleada en humanos para
prevenir la tuberculosis, sin embargo, existe controversia sobre esta vacuna, ya que se
ha observado variabilidad en su eficacia. Actualmente, la hipdtesis mds aceptada,
atribuye esa variacion a la interaccién enfre la vacuna BCG y las Micobacterias No
Tuberculosas (MNT) presentes en el ambiente. Varias lineas de evidencia han
concluido que las MNT ejercen un efecto modulador en la eficacia protectora de
BCG, con la regulacién negativa de la respuesta de INF-y inducida por la vacunacion.
No obstante, si las células dendriticas (CD) tienen un papel en la modulacién de la
respuesta de las células T CD4+ BCG-especificas, asi como las moléculas involucradas
no ha sido investigado extensamente. Las CD y su estado de activacion, son uno de
los puntos de control para iniciar inmunidad o regulacién inmunoldgica, ya que
pueden actuar como moduladores de la respuesta inmune por ser la conexién entre

la respuesta inmune innata y adaptativa.

En este estudio se determind la influencia de las MNT (Mycobacterium avium,
Mycobacterium smegmatis y Mycobacterium nonchromogenicum) sobre la respuesta
de las CD y la consecuencia funcional en la activacién o modulacién de la respuesta

de célulasT.

Los resultados mostraron que M. avium indujo la activacion diferencial de las CD,
comparada con BCG Phipps, M. smegmatis y M. nonchromogenicum; esta activaciéon
fue caracterizada por la expresion alta de la molécula coinhibidora PD-L2 vy
producciéon de IL-10, ambas involucradas en la inhibicidon de la respuesta inmune. Por
el contrario, la expresion de moléculas implicadas en la activacion de la respuesta
inmune como CD86, CD80, CD40 e IL-12 fue minima. Se determind que la via TLR2-

MAP cinasa p38 participa en la induccion de este fenotipo modulador en las CD.

En respuesta a una segunda estimulacion, las CD expuestas a M. avium fueron
incapaces de responder a BCG Phipps como segundo estimulo, ya que los niveles de
moléculas coestimuladoras y citocinas proinflamatorias fueron minimos, mientras que

la expresion de PD-L2 y produccion de IL-10 se mantuvieron altas, indicando que M.



Dendriticas, MNT y BLG. Doctorado en Ciencias Biomédicas.

avium mantuvo un fenotipo modulador en las CD. En la caracterizacion funcional del
fenotfipo de las CD inducido por M. avium y BCG Phipps, demostramos que la
modulaciéon in vitro de la respuesta Th1 a BCG fue manejada sdlo por el fenotipo

inducido por M. avium a través de la interaccién PD-1:PD-L e IL-10.

La modulacién de la respuesta Th1 a BCG (baja proliferacién y baja producciéon de
INF-y de células T CD4+ BCG-especificas), también fue observada en ratones
expuestos a M. avium previo a la inmunizacidon con BCG. En contraste, se observaron
porcentajes significativos de células T CD4+ CD25+ Foxp3+.Los datos presentados aqui
muestran el potencial de la MNT M. avium para modular negativamente la respuesta
inmune a fravés de la activacion diferencial de las CD y su consecuencia en la
disminucién de la respuesta de células T CD4+ efectoras. La activacion pro-
inflamatoria de las CD por M. smegmatis y M. nonchromogenicum sugiere la

incapacidad de estas MNT para interferir con la respuesta inmune a BCG.
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Abstract

The only available vaccine to prevent tuberculosis (Tb) in humans that is routinely used
is the attenuated Mycobacterium bovis strain Bacillus Calmette-Guérin (BCG). A
remarkable aspect of this vaccine is its variable efficacy, as observed in some fropical
regions. While the cause of this variability in populations is not well understood, it may
be related to prior exposure to Nontuberculous Mycobacteria (NTM). It has been
suggested that prior exposure to NTM may reduce the protective efficacy of the BCG
vaccine. Several studies in animal models have provided evidence that prior contact
with NTM may interfere with the effective generation of adaptive immunity to BCG
through the down-regulation of the interferon-gamma (IFN-y) responses induced by
vaccination. Nevertheless, the interaction of NTM with innate immune cells, particularly
dendritic cells (DCs), and the contribution of these cells to the regulation of the
immune response to BCG have not been extensively studied.

In this study, we characterized the interaction between the NTM (Mycobacterium
avium, Mycobacterium smegmatis and Mycobacterium nonchromogenicum) and
bone marrow-derived DCs (BMDCs), we found that M. avium induces high levels of co-
inhibitory molecule PD-L2, which was dependent on IL-10 production through the TLR2-
P38 MAPK signaling pathway. This was not observed after of the stimulation with M.
smegmatis, M. nonchromogenicum or BCG, which induced high expression of co-
stimulatory molecules CD86, CD80, CD40 and production of IL-12.

Additionally, on response to second stimulation, we observed neither significant
expression of CD86, CD80, CD40 or IL-12 production by BMDCs in response to BCG
when the BMDCs were first exposed to M. avium. However, the expression of PD-L2 was
not affected, and we observed high production of IL-10. We show that PD-L2
expression in BMDCs exposed to M. avium and their interaction with PD-1 of T cells is
crucial in the down-modulation of the BCG CD4+ T cell response.

The down-regulation of the Th1 response to BCG was also observed on mice exposed
fo M. avium previous to immunization with BCG; this down-regulation was

accompanied by significant percentage of CD4+ CD25+ Foxp3+ T cells.

10
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Together, this result suggests that a M. avium-induced phenotype in DCs might be

implicated in the induction of mechanisms of tolerance that could impact the T cell
response.

11
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Antecedentes

La Tuberculosis

La tuberculosis (Tb) se define como una enfermedad crénica infecto-contagiosa que
afecta principalmente a la poblacién econdémicamente activa (20 — 60 anos). La Tb se
manifiesta en cualquier érgano del cuerpo, sin embargo, la manifestacién mds comun es
en el pulmén. La Tb se identifica por la presencia de lesiones semejantes a tubérculos y
necrosis caseosa. Es causada por el "Complejo Mycobacterium tuberculosis”, el cual
consiste de micobacterias que presentan un 99.9% de identidad a nivel de nucledtidos vy
secuencias idénticas de ARN ribosomal 16S, pero difieren en su hospedero, fenotipo vy
patogenicidad. De estas micobacterias, las especies M. fuberculosis, Mycobacterium
canetti y Mycobacterium africanum tienen como hospedero al humano; Mycobacterium
pinnipedii y Mycobacterium microti a roedores; Mycobacterium caprae a rumiantes vy

Mycobacterium bovis a bovinos [1,2].

La Tb representa un problema serio de salud a nivel mundial. Anualmente esta
enfermedad sigue cobrando alrededor de 3 millones de victimas, por lo que desde 1993 la
OMS la reconsiderd como una enfermedad emergente [3,4]. La Tb se presenta en todo el
mundo, sin embargo, la mayor incidencia se concentra en los paises en vias de desarrollo
(Figura 1); es frecuentemente asociada a las clases socioecondmicas bajas, siendo
caracteristicos la desnutricién, el hacinamiento humano y las malas condiciones de
higiene en estas regiones [5]. El grupo de mayor riesgo para padecer la Tb lo constituyen
las personas con el Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA), en los que se
incrementa en 7-10% el riesgo anual de desarrollarla, ya sea por reactivacién enddégena o

por re-infeccién [5].

12
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Figura 1. Distribucion mundial de la tuberculosis. En la figura se muestran los casos de tuberculosis por cada
100,000 habitantes estimados para el ano 2005. OMS, 2007.

El género Mycobacterium

El género Mycobacterium es el Unico miembro que pertenece a la familia
Mycobacteriaceae, la cual pertenece al orden de los Actinomycetales y a la clase
Actinomycetes [6]. La definicion del género Mycobacterium estd basada en tres criterios:
dcido alcohol resistencia, estructura de los dcidos micdlicos y proporcién de guanina-
citocina (GC) en el ADN [7]. Esta clasificacién es a menudo complicada, ya que suele
clasificarse al género Mycobacterium con otros géneros como Corynebacterium,
Caseobacter, Nocardia, Rhodococcus y Tuskamurella, también del orden
Actinomycetales [8]. Mycobacterium tuberculosis fue la primera especie descrita en 1882
y es la especie tipo de este género [3]. Dentro del género Mycobacterium se han descrito
mdas de 150 especies, algunas de ellas son patdgenos estrictos del hombre y de animales
como M. tuberculosis, M. africanum, M. bovis, M. ulcerans, M. leprae, M. paratuberculosis y
M. microti. Otras especies, las mds numerosas, frecuentemente denominadas como
Micobacterias No Tuberculosas (MNT), son saprdfitas o patdgenos oportunistas del homlbre

y los animales [3,9].

Las micobacterias son bacterias aerdbicas, aunque algunas tienen la capacidad de
sobrevivir en condiciones de microaerofilia. Son bacilos inmdviles, no esporulados y sin

cdpsula, ligeramente curvos o rectos que miden de 0.2 a 0.6 um de ancho por 1 a 10 um
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de largo aproximadamente [10]. La composicidn lipidica de la pared de las
micobacterias les confiere su dcido alcohol resistencia. La pared micobacteriana consta
de una capa externa y una interna alrededor de la membrana plasmdtica. La capa
externa estd conformada por lipidos y proteinas. Los lipidos constituyen el 60% de su peso
seco, se encuentran asociados a la pared con algunos dcidos grasos de cadena larga y
corta. Los lipidos unidos a polisacdridos son la lipoarabinomanana (LAM), lipomanana,
ftiocerol dimicocerosato, dimicolato de trehalosa (factor corddn), sulfolipidos y mandsidos
de fosfatidilinositol. La LAM es una molécula que se halla anclada a la membrana
plasmdtica, es considerada como el equivalente micobacteriano del lipopolisacdrido
(LPS) de las gram negativas. En las especies patdgenas, la arabinosa terminal de LAM estd
recubierta con residuos de manosa (manLAM), a diferencia de las cepas no patdgenas
que carecen de ese residuo y en su lugar contienen una molécula de fosfoinositol y una
arabinosa (PILAM o AraLAM). La capa interna presenta un complejo molecular de &cidos
micodlicos-arabinogalactano-peptidoglicano. Los dcidos micdlicos son dcidos grasos de 60
a 90 dtomos de carbono. El arabinogalactano, un polimero de arabinosa y galactosa, es
el principal polisacdrido de la pared micobacteriana eindispensable para preservar la
estructura y para anclar a los dcidos micdlicos al peptidoglicano. El peptidoglicano
consiste en unidades repetidas de N-acetilglucosamina acopladas al dcido N-
acetimurdmico [11]. La composicidn de esta pared celular le confiere a la micobacteria
una escasa permeabilidad celular a muchos compuestos quimicos y fadrmacos. Las
moléculas LAM vy el factor corddn juegan un papel fundamental durante la vida
intfracelular y en la patogénesis, ya que interaccionan con algunos componentes del

sistema inmune e inhiben sus funciones efectoras [12].

La clasificaciéon de las micobacterias se basa en la velocidad de crecimiento, importancia
médica y el riesgo de infeccidn. Las micobacterias se dividen en especies de lento (mds
de 7 dias) o de rdpido crecimiento (menos de 7 dias), dependiendo de su tiempo de
generacién que es de 13 hrs y de 2-5 hrs, respectivamente [6,8,13]. De acuerdo a su
importancia médica, a las micobacterias se les ha subdividido en tres categorias: 1) Las
micobacterias responsables de la tfuberculosis en el hombre y en los animales, clasificadas
en el complejo M. tuberculosis, constituido por M. fuberculosis, M. bovis, M. africanum, M.
cannetii y M. microti; 2) Segin el riesgo de infeccion: La sociedad europea de
micobacteriologia (European Society for Mycobacteriology, ESM) clasifica a las
micobacterias en tres grupos de riesgo: Grupo . El riesgo de infeccion para el individuo y
la poblacién es bajo, raramente son responsables de enfermedad (patdgenos

ocasionales); Grupo Il. El riesgo es moderado para el individuo (patégenos oportunistas);
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Grupo lll. El riesgo de transmisién por via aérea es alto. La enfermedad después de la
infeccion puede ser grave para el individuo pero moderado para la poblacién
(patdgenos estrictos); 3) Las MNT se clasifican de acuerdo al esquema propuesto por
Runyon, basado en el tiempo de crecimiento y la cromogenicidad [6,8,14]. Inicialmente a
este tercer grupo se le denomind micobacterias atipicas, ya que se pensaba que se
trataba de cepas de M. tuberculosis inusuales. Desde su identificacion se les ha conocido
con diversos nombres: micobacterias andnimas, micobacterias ambientales,
micobacterias oportunistas, bacilos MOTT (por sus siglas en inglés Mycobacteria Other
Than Tuberculosis), Micobacterias No Tuberculosas. Actualmente no existe un término
universal para referirlas, sin embargo el de MNT acuiado por la Sociedad de Térax

Americana es el mds aceptado [6,8,15,16].

Las MNT incluyen aquellas especies del género Mycobacterium que no pertenecen al
complejo M. tuberculosis, de ahi el término. Las MNT se encuentran ampliamente
distribuidas en la naturaleza y han sido aisladas de una amplia variedad de reservorios
ambientales tales como el agua, suelo, plantas, animales y el hombre [6,16-19]. Son
abundantes en los nichos ecolégicos en donde las condiciones son las adecuadas para
suU crecimiento y sobrevivencia. Algunas especies establecen relaciones con amibas vy
protozoarios [17,20]. Las MNT también se han adaptado a los ambientes creados por el
hombre como son los sistemas de distribucidn de agua urbanos, los canales de aguas
negras, las albercas y los acuarios [21]. Las MNT sobreviven en los sistemas de distribucion
de agua para uso y consumo humano, debido a la resistencia que presentan al cloro, lo

que explica porqué son recuperadas frecuentemente de estos sistemas [22-26].
La vacuna BCG

Albert Calmette y Camile Guérin entre 1908 y 1921 desarrollaron la vacuna BCG (Bacilo
Calmette y Guerin) mediante 230 cultivos sucesivos in vitro de una cepa de M. bovis
aislada de un caso de mastitis bovina. Durante |la primera mitad del siglo XX, la vacuna
BCG se distribuyd a diferentes paises para su uso y produccion en los laboratorios locales.
Durante este tiempo, cada laboratorio utilizd distintos métodos tanto de preparacion
como de conservaciéon y debido a la carencia de métodos de preservacidon de
microorganismos, estas cepas fueron conservadas por subcultivos; como consecuencia, la
vacuna BCG presentd cambios fenotipicos y genotipicos que generaron variantes de la
BCG original (que ya no existe), estas variantes son conocidas como subcepas de BCG
[27,28].
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La vacuna BCG es un liofilizado de bacterias vivas derivada de una cepa atenuada de M.
bovis. La BCG es la Unica vacuna con la gue cuenta el mundo para la prevencién de la
tuberculosis. Desde que fue desarrollada, se ha aplicado a mdas de mil milones de
personas, es inocua y su administraciéon evita las manifestaciones graves de tuberculosis
como lo son la tuberculosis meningea vy la tuberculosis miliar [29]. En torno a su eficacia en
la prevencién de la tuberculosis pulmonar, han surgido controversias. Estudios realizados
en diversas dreas geogrdficas y en distintas poblaciones mostraron que su eficacia es
variable (0% - 80%) [30]. El meta-andilisis de los estudios de proteccién concluyd que la
vacuna BCG reduce en un promedio de 50% el riesgo de desarrollar tuberculosis [31].
Numerosas hipdtesis han surgido para explicar dicha variaciéon, entre las mds aceptadas
se encuentran: 1) La susceptibilidad genética del hospedero; 2) La pérdida progresiva de
la inmunidad inducida por la vacuna; 3) La prevalencia de la infeccidn por M. tuberculosis
en la regidon estudiada; 4) El surgimiento de cepas de M. tuberculosis con mayor virulencia;
5) La utilizacién de distintas vacunas BCG que inducen inmunidad protectora en grados

diferentes; y 6) La exposicion a MNT [32-35].
La vacuna BCG y las MNT

La hipdtesis mds aceptada y que prevalece atribuye esa variacién a la interaccidon entre
la vacuna BCG vy las MNT presentes en el ambiente [36]. Esta hipdtesis plantea que las MNT
interfieren con la vacunacion. En las regiones tropicales en donde se encuentra la mayor
diversidad y abundancia de MNT, y por lo tanto la exposicion a éstas es comun, la
proteccién contra la tuberculosis es menor [37-39]. Algunos estudios basados en pruebas
cutdneas (DTH -hipersensibilidad de tipo retardada-) contra antigenos de MNT, han
evidenciado que los individuos que habitan estas regiones han sido expuestos a estas
micobacterias, ya que muestran reactividad contra esos antigenos [40]. La manera en
gue se da esta exposicidn no se ha determinado y hasta el momento no se ha confirmado
que la transmision de MNT sea de persona a persona, por lo que se ha sugerido al agua
como vehiculo principal de fransmisidon, ya que se ha observado una mayor coincidencia
de MNT con ésta, es decir los aislamientos mds frecuentes de MNT han sido no sélo de
fuentes de agua naturales, sino también de sistemas de distribucién de agua que llega a

los hogares [23-26].

La inmunidad protectora contra la infeccién por M. tuberculosis tanto en el ratén como en
el humano se ha asociado con la induccién de una respuesta de tipo celular, y en
particular con la producciéon de interferon-y (INF-y) [41,42]. Los estudios de evaluacion de

la respuesta de INF-y atribuible a una subsecuente vacunacién con BCG en individuos
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residentes de las regiones tropicales (con evidencia de exposicion a MNT), han mostrado
que la respuesta de INF-y esta disminuida [34,43--44]. Este fendmeno no ha sido observado
en individuos que residen regiones templadas (sin evidencia de exposicion MNT) [45],
soportando la hipdtesis de que la exposicidon a MNT interfiere con la respuesta inmune
inducida por BCG.

Dada la importancia de las evidencias obtenidas en poblacién humana sobre la
interferencia de las MNT en vacunacion, algunos modelos animales han sido utilizados
para determinar cémo las MNT interfieren sobre la eficacia de BCG. Un estudio en
cobayos demostrd que la exposicidn con la MNT Mycobacterium avium previa a la
vacunacion con BCG, indujo un bajo nivel de proteccién (evaluado por la presencia de
lesiones macroscopicas y cuentas bacterianas en bazo y puimdn) en contra del desafio
con M. bovis. Es decir, la eficacia de BCG fue comprometida, contrario a la eficacia
observada en ausencia de exposicidon [46]. En el modelo murino, en los ratones expuestos
a las especies de MNT pertenecientes al complejo M. avium, BCG sdlo es capaz inducir
una respuesta inmune transitoria con baja frecuencia de células antigeno especificas,
ademds de la carencia de inmunidad protectora contra M. tuberculosis. Estos resultados
indicaron que el contacto con M. avium previo a la vacunacion bloquea completamente
la actividad de BCG [35]. Se ha determinado también que la respuesta de INF-y especifica
a BCG disminuye notablemente cuando hay un contacto previo con M. avium y como
consecuencia la proteccion contra una infeccidn con M. tuberculosis es nula [47]. El
efecto de interferencia de M. avium sobre la respuesta inducida por BCG también se ha
observado cuando la exposicion es posterior a la vacunacién; los ratones vacunados con
BCG vy subsecuentemente expuestos con dosis repetfidas de M. avium presentan una
reduccién en el nUmero de células T productoras de INF-y [48]. Experimentos en bovinos
también han provisto un modelo para investigar el efecto de las MNT sobre la respuesta
inducida por vacunacién. En estos animales se ha evidenciado su exposicion con
micobacterias del complejo Mycobacterium avium-Mycobacterium intracellulare de
manera natural, al igual que en poblacidn humana [40]. Los bovinos vacunados con BCG
en los que se evidencid el contacto con M. avium presentaron proteccién minima en
contra de un desafio con M. bovis. La proteccidn minima fue acompanada por una
reduccién significativa de la produccion de INF-y en respuesta a antigenos de BCG [49].
Todos estos estudios en modelos animales han demostrado el impacto negativo como
consecuencia de la exposicion a M. avium sobre la eficacia protectora promovida por
BCG.
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Las evidencias indirectas observadas en poblacién humana soportan la hipdtesis de que,
la exposicion previa a M. avium interfiere con la respuesta inmune inducida por
vacunacion, aunadamente, las evidencias experimentales proporcionadas por los
modelos animales han generado un peso significativo a favor de dicha hipdtesis. El
impacto negativo observado sobre la respuesta inmune normalmente inducida por
vacunacion, principalmente en la disminucidon de la respuesta de células T antigeno
especifica a micobacterias, nos lleva a sugerir la posible induccién de algdn mecanismo
modulador hacia antigenos que estdn presentes también en BCG [50]. Es decir, que las
MNT induzcan una respuesta inmune “inadecuada™ que incrementa la susceptibilidad a

M. tuberculosis [51].

Células dendriticas

Las células dendriticas (CD) son células presentadoras de anfigeno (CPA) de origen
hematopoyético (HPC), ampliamente distribuidas en el organismo, representan un
pequeno porcentaje (0.1-1%) de las células en los tejidos linfoides y no linfoides. Las CD se
originan en la médula ésea [52], a partir de un progenitor HPC, bajo el control de factores
de crecimiento y el contacto con las células estromales de la médula ésea. De este
progenitor pluripotente se derivan dos lingjes: el progenitor comun linfoide (da origen a
células B, Ty natural killer [NK]) y el progenitor comun mieloide (da origen a granulocitos,
monocitos, macréfagos, eritrocitos y megacariocitos) [53,54]. Las CD pueden generarse
partir de ambos progenitores [55]. Las CD, granulocitos y macréfagos pueden obtenerse
de precursores de médula ésea en presencia del factor estimulador de colonias de
granulocitos y macréfagos (GM-CSF), lo que confirma que estds células tienen un
precursor en comun [56].

Las CD exhiben una gran heterogeneidad, se han descrito varios subtipos. Estos estdn
definidos por su fenotipo, funcionalidad y presencia en los tejidos linfoides [57]. Las CD en
el ratén expresan la integrina CD11c vy niveles altos de la molécula del complejo principal
de histocompatibilidad I (MHC 1) [58]. Los marcadores CD4, DEC205, 33DI, Langerina
(CD207) y el homodimero CD8a, han sido utilizados para definir los subtipos de CD [59-61].
Las CD del bazo y de los ganglios linfdticos (GL), tienen un fenotipo predominantemente
CD4-CD8a+DEC205+. En los GL que drenan la piel (periféricos), las CD son CD8- pero
expresan CD4+33DI o CD11b+33DI [61,62]. En GL periféricos también se pueden encontrar
2 subtipos de CD que derivan de células de Langerhans (LC) y CD dermales de la piel. Las
LC se localizan en la epidermis, mientras que las dermales en la dermis, ambas en un

estado no activado. Estas células pueden expresar bajos de niveles de DEC205 y CD8a
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[63]. El marcador Langerina puede distinguir estas dos poblaciones, las LC la expresan
mientras que las dermales no lo hacen [60].

Las CD son reconocidas por su capacidad de iniciar una respuesta inmune y estimular
respuestas de memoria al activar células T virgenes y células T activadas y/o efectoras,
respectivamente. Las CD poseen ciertas caracteristicas que les proporcionan la facultad
para desempenarse como células presentadoras de antigeno especializadas e inductoras
de la respuesta inmune: 1) las CD se localizan en las mucosas y en los tejidos linfoides, esto
les permite capturar los antigenos; 2) las CD poseen un sistema endocitico y de
procesamiento especializados indispensables para la presentaciéon de los antigenos; 3) las
CD se activan en respuesta a un gran espectro de microorganismos y estimulos
ambientales. La activacién de las CD puede determinar la especializacion funcional de
las células T; 4) las CD se dividen en subpoblaciones, cada una con propiedades distintas
que pueden inducir también respuestas inmunes distintas [64].

Las CD se dividen en dos: células inmaduras y células maduras. Las CD inmaduras se
encuentran distribuidas ampliamente en tejidos linfoides y no linfoides, con una tasa de
recambio relativamente rdpida. Esta alta tasa de recambio estd asociada a una de las
caracteristicas particulares de esta poblacidn celular, que es su capacidad de “transitar”
y “migrar” de un tejido a ofro. La migracién estd asociada a cambios fenotipicos vy
funcionales, lo que las hace instrumento fundamental para ejercer su funcidn como
células centinelas del sistema inmune [65-67].

En la periferia, las CD funcionan como “centinelas” monitoreando la exposicion en las
superficies del cuerpo a los antigenos. En esos sitios, las CD se consideran inmaduras,
poseen altos niveles de ARN mensajero que codifica para el MHC Il en el citoplasma, pero
baja expresidn en la membrana. Ademds, las CD inmaduras se caracterizan por la baja
expresion en la superficie de moléculas coestimuladoras y no son capaces de producir la
interleucina 12 (IL-12), citocina necesaria para la proliferacion de células T. Las CD
inmaduras presentan una gran capacidad para fagocitar microorganismos y antigenos
[68. 69], pero son pobres estimuladoras de la respuesta por células T [70].

Las CD son estimuladas a migrar por dano al tejido, inflamacion o infeccidn. El proceso de
migracién de la periferia, via vasos linfaticos aferentes a los ganglios linfaticos estd
asociado con su maduracién fenotipica y funcional. Bajo el arribo al ganglio linfético, la
CD adquiere la capacidad para estimular eficientemente a células T “naive” o virgenes.
Esta activacion estd relacionada con la regulacion positiva de la expresidon de moléculas
de superficie en la CD, involucradas en la interaccién y estimulacién de células T [70]. Los

altos niveles de expresion de moléculas MHC I, asi como de moléculas coestimuladoras
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que incluyen CD80, CD86 y CD40, han sido considerados como las moléculas que

contribuyen a la eficiencia de las CD como células presentadoras de antigeno [70].

Adicional a su capacidad como células inmunogénicas, las CD también pueden actuar
como moduladores de la respuesta inmune por ser la conexidn entre la respuesta inmune
innata y adaptativa. La respuesta inmune innata de las CD a los antigenos microbianos
puede polarizar la respuesta de células T virgenes hacia un fenotipo T “helper” o
cooperadoras 1 (Th1) o Th2. Esta polarizacién estd ligada a la capacidad de la CD a
producir citocinas como la IL-12 e INFa, que pueden regular de manera positiva la
produccion de INFy por células Ty células NK, la cual estd implicada en dirigir la respuesta
hacia una del tipo Th1 [71,72]. En los Ultimos anos se ha estudiado el papel de las CD en el
control de autoinmunidad y tolerancia inmunoldgica. La induccidén de tolerancia de
células T antigeno-especifico y su mantenimiento en la periferia es un hecho critico para la
prevencion de fendbmenos y patologias autoinmunes.

Las CD no sélo inician la respuesta inmune al presentar el antigeno, sino que también son
las responsables de “silenciar” la respuesta de células T [73,74], enfatizando su importancia
en la prevencién de autoinmunidad.

Las caracteristicas precisas presentes en las CD que conlleven a la induccién o no de una
respuesta, no son del todo claras. La bUsqueda de evidencia experimental que responda
a esta interrogante ha sido enfocada en los diferentes estados de maduracion de las CD.
No obstante, la presencia de CD “especiales” ¢ “especificas” que induzcan un estado de
no respuesta se ha convertido también en una idea de busqueda. Aunado a esto, las CD
fenotipicamente activadas y su asociacidén con la tolerancia han generado confusion,
dado que las CD activadas usualmente se han asociado a inmunidad. Ha sido propuesto
que, la inducciéon de tolerancia puede estar definida por el balance de sefales negativas
contra positivas en el momento de la interaccion de la CD y la célula T. Conjuntamente, la
influencia del microambiente con el cual las CD interaccionan de manera constante ha
despertado el interés de definir si dicho entorno es determinante en la generaciéon de una
respuesta inmune protectora o la induccidn de tolerancia. Debido a todas estas
observaciones es crucial tomar en cuenta que la descripcidn fenotipica no

necesariamente se traduce en la funcionalidad de la CD (inmunidad/tolerancia).

Los diferentes estados de maduracion de las CD (inmaduro vs maduro) y su asociacion

con tolerancia inmunolégica.
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Participaciéon de CD inmaduras en tolerancia.

La tolerancia inmunoldgica se ha definido como un estado fisiolégico de no respuesta. Los
fres mecanismos descritos hasta el momento involucrados en la generacién de tolerancia
son: la eliminacién clonal, la anergia clonal y la induccién de un tipo de células T referidas
como reguladoras. En concordancia al concepto de que, el estado de maduraciéon de
las CD es el punto de control en la bifurcacién entre inmunidad vy tolerancia, las CD
inmaduras invariablemente desempenan un papel importante en tolerancia central.

La eliminacién clonal ha sido descrita como el principal mecanismo de tolerancia central
en el timo, sin embargo, también opera en la periferia. Ademds de las CD derivadas de
médula ésea, las células epiteliales medulares también participan en su induccién. Por
este mecanismo se elimina a aquellas células T que reconocen antigenos propios unidos a
moléculas de MHC clase | y Il presentes en la superficie de la CPA. Algunos experimentos
sugieren que, las CD junto con las células epiteliales medulares son pivotes en la induccién
de tolerancia central [75-77]. La actividad funcional de la CD en dependencia de su
estado de activacion y/o maduracién es crucial para identificar las caracteristicas que
conllevan a su participacion en tolerancia. Inicialmente se definieron a las CD inmaduras
como las encargadas de mantener la tolerancia inmunoldgica no sélo central sino a nivel
periférico, reconociendo que las CD juegan un papel central en el sistema inmune en el

mantenimiento de la autotolerancia en la periferia [78].

Las células T con un fenotipo CD4+CD25+ son generadas durante el desarrollo en el timo,
pero también pueden ser expandidas o inducidas de novo de células T CD4+CD25- en la
periferia [79-81]. La anergia ha sido descrita principalmente en la periferia. Un proceso
importante durante el desarrollo de las células T, es la generacion de células T
reguladoras. Hasta el momento dos poblaciones de células T con funciones reguladoras
han sido descritas, una de ellas generada en el timo durante el desarrollo de células T con
el fenotipo CD4+CD25+; la segunda poblacion de células reguladoras llamadas Trl
pueden ser generadas de precursores CD25-. La funcidon de esas células es bloquear la
funcién de otras células T con caracteristicas efectoras. Ambas poblaciones han sido
implicadas en la supresién de la respuesta inmune [82,83], sin embargo, el mecanismo de
accién de ambas poblaciones parece ser distinto; después de la senalizacién disparada
por el TCR las células CD4+CD25+ inhiben la respuesta inmune a través de un mecanismo
antigeno-MHC no especifico, a diferencia de las células Tr1 que suprimen la respuesta
antigeno-especifica por un mecanismo dependiente de citocinas como IL-10 y el factor

de crecimiento tumoral (TGF-B) [84,85]. Las CD del timo son las responsables directas en la
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generacién de células T reguladoras CD4+CD25+ [86], asi como también las CD con un
fenotipo inmaduro han sido implicadas en la generacion y expansion de Trl1 [87-89]. Estos
hallazgos enfatizan la participacion de CD inmaduras en el mantenimiento de tolerancia

por induccidén de células T reguladoras.

La primera etapa que hay que considerar en la induccién de tolerancia al antigeno, es su
incorporacién por receptores endociticos, la cual es seguida por el procesamiento y
presentacion del antigeno a linfocitos T antigeno-especificas de péptidos unidos a las
moléculas MHC. Las CD son eficientes para capturar antigenos y procesarlos. Al igual que
la induccién de tolerancia en el timo, la presentacién de antigenos exdgena por CPA en
la periferia es un punto crucial en la induccidon de tolerancia inmune especifica; la
captura de antigenos por receptores endociticos en CD vy su posterior presentacion por
moléculas MHC clase | y Il es esencial.

La CD expresa diferentes grupos de receptores, algunos de los cuales capturan antigenos,
otros estdn involucrados en el incremento de la eficiencia de la presentacion por clase | 'y
Il. La presentacion de antigenos por ambas vias es crucial para la induccién de tolerancia
de células T CD4+ y CD8+. Los grupos principales de receptores involucrados en la
induccién de tolerancia son: lectinas tipo-C; integrinas, las cuales contribuyen a la
incorporacién de células apoptdticas in vitro y los receptores Fc, que unen complejos de
antigeno con anticuerpos. Con respecto al primer grupo, la CD expresa receptores lectina
fipo-C (CLR) que contienen dominios de reconocimiento a carbohidratos [90]. Los CLR
unen estructuras de los patdégenos, asi como también glicoproteinas propias [91] vy han
sido involucrados en la endocitosis para la presentacidon de antigenos por moléculas clase
I, entre ellos el receptor de manosa (MR), DEC-205, DC-SIGN (Dendritic Cell-Specific
Intercellular adhesion molecule-3-Grabbing Non-integrin) y BDCA-2 [92-96]. Una
caracteristica importante de algunos CLR es, su habilidad de enviar senales al fiempo de
la captura. Los motivos citoplasmdticos con capacidades de senalizacion han sido
descritos en algunos de estos receptores (DC-SIGN y MR), presentan residuos de tirosina
que forman parte de los motivos de activacidén basados en tirosina (ITAM) conocidos
como inmuno-receptores, asi como también motivos inhibidores (ITIM) [97,98]. La expresidon
de estos receptores es alta en CD inmaduras y decrece con la maduracion, y de manera
importante presentan la caracteristica de no inducir una respuesta inflamatoria. En un
estado de reposo, la CD reconoce e incorpora los antigenos a través de los CLRs
manteniendo de esta forma la folerancia.

Las CD en un estado de reposo (inmaduro) son capaces de inducir tolerancia periférica,

sin embargo, no se han definido completamente las moléculas de superficie en CD vy
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células T importantes para esta inactivacién. Una de las explicaciones mds simples que
surgieron, es la que aftribuye a la diferencia en cuanto al nivel de moléculas
coestimuladoras expresadas por CD en reposo y activadas. Considerando a la CD en
reposo como inmadura o semi-inmadura con baja expresion de moléculas
coestimuladoras, comparada con la CD madura o actfivada, es posible explicar esa
diferencia (inmunidad vs tolerancia) en el resultado de la interaccion con la célula T
(segunda sefal). Para explicar la tolerancia a lo propio (discriminacién de lo propio y lo no
propio) se propuso inicialmente el concepto de “segunda senal” [99], el cual provee un
modelo para determinar la activacion de células o la induccidén de tolerancia
inmunolégica [100]. La activacién éptima de células T antigeno-especifico requiere
inicialmente del reconocimiento del antigeno (sefal 1), provista por la interaccién del
MHC unido al antigeno peptidicocon el receptor de células T (TCR), y las senales
adicionales (senal 2), comUnmente conocida como coestimulacion; dichas seiales son
liberadas a las células T a través de las moléculas de la superficie celular expresadas en la
CD. Las CD inmaduras que no expresan esas moléculas coestimuladoras carecen por
tanto de la capacidad para liberar de manera positiva la segunda senal a la célula T
durante su interaccién. La evidencia experimental fuertemente sugiere la participacion de
CD inmaduras en la induccién de tolerancia periférica [101-105]. Los experimentos iniciales
en los cuales se evalud la consecuencia de la liberacion del antigeno especifico a CD en
reposo in situ fueron Hawiger y colaboradores. La transferencia adoptiva de células T
CD45.1* CD4* transgénicas especificas a HEL (lisozima) en un ratén inyectado con el
péptido HEL anti-DEC-205, fue posible determinar proliferacion vigorosa de células T
antigeno-especifica. Las células T especificas a HEL no se detectaron a los 7-14 dias
después de la inyeccidon inicial con anti-DEC-HEL. Esas células fueron incapaces de
responder a un desafio posterior con el péptido HEL [106]. Esos estudios fueron
confirmados utilizando la proteina OVA (ovoalbUmina) conjugada con anti-DEC205. En
este caso, las células inducidas fueron células T CD8+ especificas a OVA, demostrdndose
que la incorporacion de antigenos por DEC-205 puede inducir tolerancia también en
compartimentos CD8+ [107]. A pesar de que esos resultados mostraron que CD en reposo
son eficientes presentadoras de antigenocapaces de inducir proliferacién de células T, la
consecuencia final de la presentacion de antigeno fue una ausencia de respuesta
antigeno-especifica, lo que enfatizd la importancia de las segundas senales en la
activacion completa de los linfocitos T que permitieran no sélo su sobrevivencia, sino

también la generacién de una respuesta inmune efectora.
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Las CD maduras también exhiben capacidad tolerogénica.

Recientemente se ha determinado que la ausencia de una segunda senal provista por las
moléculas coestimuladoras tradicionales no necesariamente conlleva a la induccion de
tolerancia periférica (como lo es la ausencia de la via B7-CD28). Cuando se estimula
solamente a través del TCR, las células T CD4+ responden pobremente pero no son
tolerantes, respondiendo de manera similar a las células T virgenes, lo cual apoya la
nocién de que no es necesariamente la carencia de moléculas coestimuladoras lo que
conlleva a un estado de no respuesta, sino la presencia de ofro disparador capaz de
interaccionar con la célula T, el cual envia senales negativas induciendo tolerancia mds
que inmunidad [108]. Las segundas senales positivas promueven la activacion de la célula
T, sin embargo, las segundas senales negativas promueven la tolerancia. La via B7-CD28-
CTLA-4 es la via mejor caracterizada de coestimulacidn y es crucial tanto en la activacién
como en la induccidén de tolerancia [109-111]. Esta via de activacién incluye 2 miembros
de la familia B7: B7-1(CD80) y B7-2 (CD86) [112], que tienen especificidad a 2 miembros de
la familia CD28 [113] y el receptor inhibidor CTLA-4 [114]. B7-1 y B7-2 presentes en la CD
activada proveen senales coestimuladoras que aumentan y sostienen la respuesta de la
célula T via interaccién con CD28 [115]. La molécula CD28 transmite una sefal que
sinergiza con la senal del TCR promoviendo la activacion de la célula T, optimiza la
respuesta por la inducciéon de IL-2 y de manera importante su sobrevivencia [116]. CTLA-4
por el confrario transmite sefales negativas inhibiendo la fransduccion de sefales
mediadas por CD28 y el TCR, inhibe la sintesis de IL-2, asi como la progresién del ciclo
celular y por ende la respuesta de la célula T [117-119]. De esta manera, la presencia de
CTLA-4 representa un papel crucial en la induccién de la tolerancia periférica de células T
[120]. De manera aun mds interesante, la tolerancia inducida a través de la sefalizacion
disparada por CTLA-4, puede presentarse aun en presencia de las moléculas
coestimuladoras B7-1 y B7-2 [121], es decir, la inhibicidn de la activacion se presenta ain
en un contexto de maduracién de la CD, debido a que B7-2 es el ligando de CTLA-4. Se
ha demostrado que el bloqueo de CTLA-4 in vivo aumenta la inmunidad antitumoral y
exacerba la respuesta autoinmune [122,123].

En células T, la asociacién de las células T citotdxicas con CTLA-4 (CD152) ha mostrado
participar en la tolerancia a lo propio, ya que ratones deficientes en esta molécula
desarrollan autoinmunidad [124,125]. Otra molécula involucrada en el control negativo de
la respuesta de la célula T es la proteina PD-1 (programmed cell death). Los ligandos de
PD-1 son PD-L1 (B7-H1) y PD-L2 (B7-DC) expresadas también por la CD. Ambas moléculas

CTLA-4 y PD-1 son los candidatos mds apropiados que se sugieren participan en la
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induccidén de tolerancia. La interaccién de PD1 con PD-L1 y/o PD-L2 inhibe la proliferacion
y produccién de citocinas en células T activadas previamente, asi como también dirigen
el arresto del ciclo celular [126-128]. Estas evidencias muestran la capacidad de la via PD-
L : PD-1 (CD:Célula T) para antagonizar la sefal activadora a través de B7-CD28,
indicando su papel clave en regulaciéon de la respuesta de células T. La participaciéon de
estas moléculas en la funcidn de las células T reguladoras CD4+CD25+ ha sido sugerida,

ya que el bloqueo de PD-L revierte el efecto inhibidor [129].

El papel inhibidor de esos receptores soporta la idea de que un balance entre las senales
negativas y positivas contempordneas durante la interaccién CD-célula T es sumamente
importante para la “decision” de induccién de tolerancia o inmunidad [130]. El resultado
de una respuesta inmune parece involucrar un balance entre la activacién de la célula T
mediada por CD28 vy la inhibicidn mediada por CTLA-4, es decir, el balance entre las
senales positivas y negativas es crucial para maximizar la respuesta inmune protectora, si
se inclina hacia lo positivo, pero al mismo tiempo mantener tolerancia inmunolégica y
prevencion de inmunidad si la inclinacion se da hacia lo negativo. Es asi que las CD vy su
estado de activacion, asi como la liberacidén de segundas senales son eventos
indispensables que directamente conllevan a la induccién de respuesta inmune efectora

o tolerancia inmunoldgica.

Especificidad de funcién en relacién a la subpoblacion de CD.

El sistema de CD consiste en distintas subpoblaciones celulares, las cuales pueden derivar
tanto de precursores mieloides como linfoides [131]. En el ratdn, esos dos tipos de CD han
mostrado expresar niveles altos de las moléculas CD11b+ (mieloides) o bien CD8a+
(linfoides), respectivamente. Se ha descrito una tercera poblacién de CD que no expresan
ninguno de esos dos marcadores, denominadas doble negativas (CD11b-/CD8a-, DN)
[132]. Experimentos con tincidn por inmunoflorescencia de algunas secciones del tejido de
las placas de Peyer (PP) han encontrado que las subpoblaciones de CD mieloides estdn
localizadas en el domo subepitelial (DSE), a diferencia de las CD linfoides las cuales se
localizan en regiones interfoliculares y las CD DN, en ambos sitios. La subpoblacién
definida como CDI11c+/MHC lI+ aislada de las PP in vitro son capaces de diferenciar
células T virgenes a células T colaboradoras productoras de INF-y, IL-4 y niveles altos de IL-
10, mientras que las CD con el mismo fenotipo de bazo activan a las células T para
secretar predominantemente INF-y [133]. Estos resultados han sugerido que, las CD de las

PP presentan una capacidad intrinseca Unica para inducir respuesta en células T que
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proveen la diferenciacién de células B secretoras de IgA vy lo mds importante de regular la

respuesta inmune sistémica via la produccién de IL-4 e IL-10.

Las caracteristicas del fenotipo y funcidon de las distintas subpoblaciones de las CD
mieloides, linfoides y DN de las PP han descrito que todas las subpoblaciones mantienen
un fenotipo de superficie maduro bajo estimulacién in vitro con la expresidon de moléculas
como MHCII+, CD86, CD80, CD40, PD-L1 y PD-L2, sin embargo secretan un patrdn distinto
de citocinas bajo exposicién a células T y estimulos microbianos. Sélo las CD mieloides
producen IL-10 bajo estimulaciéon con CD40L y/o productos microbianos. En contraste, las
CD linfoides y DN producen IL-12p70 seguido de la estimulacion [134]. Las CD mieloides de
PP son particularmente capaces de activar a células T virgenes para que secreten niveles
significativos de IL-10 e IL-4, comparado con sitios no mucosales, mientras que las CD
linfoides y DN de todos los tejidos activan la produccién de INF-y por células T virgenes
[135]. Estas evidencias han sugerido que las distintas subpoblaciones de CD dentro de los

sitios de mucosas tienen capacidades inductoras Unicas.

El mecanismo especifico por el cual la tolerancia inmunoldgica es inducida por alérgenos
incorporados por via aérea no es claro [136], sin embargo, CD de pulmdn de ratones
expuestos a los antigenos por esta via son productoras de IL-10 y al igual que las CD en PP,
mantienen un fenotipo maduro. La transferencia de CD de pulmén productoras de IL-10
en ratones expuestos a los antigenos via aérea induce una respuesta tolerogénica, por lo

que la produccién de IL-10 por CD es critica para su induccion [137].

Ha sido identificada una subpoblacidén de CD murinas que se asemejan a las células
plasmacitoides humanas (pCD), las principales células productoras de INF-a en sangre.
Estds células (CD11c+/B220+) fueron identificadas en el DSE y en las regiones
interfoliculares de las PP. Andlisis por citometria de flujo revelaron que esas CD carecen de
la expresion de marcadores asociados con CD mieloides (CD11b+) y ademds expresan
bajos niveles de los marcadores de CD linfoides (CD8at). Presentan la peculiar
caracteristica de expresar bajos niveles de moléculas coestimuladoras, por lo que
proveen una deficiente coestimulacién a las células T. Bajo la estimulacién con el virus
simple del Herpes esta subpoblacién produce y secreta INF-a [138], sin embargo, son
incapaces de responder a una re-estimulacién. Se ha observado que cuando son co-
cultivadas con células T alogénicas no inducen su proliferacién, ni su polarizacién hacia

una respuesta Th1 [139]. Esta novedosa subpoblacién de CD puede jugar un papel
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importante en respuesta inmune innata y adaptativa del sistema inmune intestinal y en la

regulacion de las reacciones inmunes en mucosas.

Algunos estudios han mostrado la existencia de CD con fenotipo tolerogénico, las cuales
han sido nombradas CD tolerogénicas por su habilidad a diferenciar a las células T
virgenes en células T reguladoras. La evidencia inicial de la generacion de CD con
funciones tolerogénicas surgié de cultivos in vitro de CD derivadas de médula dseq, la
presencia de CD con funciones tolerogénicas también ha sido determinada in vivo. Se ha
encontrado la presencia de CD con un fenotipo inmaduro con baja expresion de CD11cy
expresion alta de CD45RB, esas células inducen tolerancia a través de la diferenciacién
de células Tr1 [140]. Poblaciones de CD reguladoras con la habilidad de secretar IL-10
pero no IL-12 han sido identificadas en vias aéreas y en el tracto intestinal [137,141], en
donde el balance entre la respuesta inmune vy la tolerancia ha sido inclinado hacia la
tolerancia para prevenir una extensa y permanente inflamacion. Estds observaciones
iniciales sugieren que, ambos fenotipos de CD, las de un estado en reposo y aquellas con
potencial tolerogénico son sumamente importantes e indispensables en la induccién vy
mantenimiento de la tolerancia, modulando la respuesta inmunoldgica contra antigenos
propios y extranos [142,143], que en el caso de los antigenos extranos puede favorecer la

persistencia del patdégeno [144].

El microambiente como un inductor clave de tolerancia inmunolégica.

Los tejidos linfoides asociados con el intestino estdn expuestos continuamente a los
antigenos. Linfocitos han sido encontrados en tejidos organizados como las PP vy los
nédulos linfoides mesentéricos (NLM), asi como también en la Idmina propia (LP) y en el
epitelio de la mucosa. Estas poblaciones de linfocitos presentan caracteristicas inusuales
ya que el sistema inmune intestinal es funcional y anatdmicamente distinto de otros
compartimentos del sistema inmune periférico. La base anatdmica y funcional de esas
diferencias, con un énfasis particular en los factores microambientales, parecen
determinar el cémo los tejidos linfoides intestinales discriminan enfre microorganismos
patdégenos y no patdbgenos. Los antigenos que son incorporados por esta via
“normalmente” inducen tolerancia inmunoldgica, ya que una respuesta inmune
inapropiada puede ser la responsable de patologias. Las interacciones entre células
inmunes locales, el tejido epitelial y las CPA es critico durante la induccidon de tolerancia
y/o de inmunidad de mucosas. Se ha determinado que bajo condiciones fisioldgicas, la

respuesta inmune a los antigenos provenientes de la ingestion de comida asi como de
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bacterias comensales, es prevenida por mecanismos reguladores comunes en los cuales
el TGF-B juega un papel critico [145]. La habilidad de la tolerancia oral a modular
enfermedades inflamatorias y autoinmunes en modelos experimentales ha enfocado la
investigacién a conocer el mecanismo responsable de la induccién de tolerancia
sistémica vy la razdn por la cual es el mecanismo cldsico de la mayoria de los antigenos
incorporados por esta via. Los primeros estudios sugieren que las células T CD8+
“supresoras” son importantes; sin  embargo, posteriormente se aceptd que ofras
poblaciones de células T estaban involucradas (células T CD4+ anérgicas y reguladoras)
que se caracterizan por la produccion de IL-10 y TGF-B. La habilidad de inducir tolerancia
se ha mostrado reflejada por la incorporacion de antigenos por CPA en reposo en el
intestino, y cuya presentacion a células T en ausencia de coestimulacién y/o la presencia
de moléculas coinhibidoras conlleva a este estado. Las CD de PP y LP continuamente
estdn expuestas a inmunomoduladores como lo son la prostaglandina E2 (PGEz) y el TGF-8,
producidas tanto por células epiteliales como por células mesenguimales intestinales. La
exposicidén de las CD a estos factores induce un fenotipo tolerogénico incapaz de activar
a las células T [146]. Las citocinas son importantes mediadores de la regulaciéon intestinal,
siendo el TGF-B la citocina reguladora central inmune en el sistema intestinal. La tolerancia
oral y las respuestas inflamatorias en el intestino estdn reguladas a través del balance de
la respuesta de linfocitos Th1, Th2 y Th3, balance que es influenciado fuertemente por este
factor, ya que activa vias de transduccién de sefales que resultan en la inhibicion de la
proliferacién [147-148]. Actualmente, se ha acumulado evidencia indicando que las CD
tanto inmaduras como maduras pueden inducir un incremento significativo en el nUmero
de células T productoras de IL-10 y TGF-B. Se ha observado que este fendmeno estd
mediado por una exposicidon constante de las CD a moduladores de la respuesta como
PGE2 y el mismo TGF-B. Estos factores y otros como el factor estimulador de colonias de
granulocitos (G-CSF), el factor de crecimiento de hepatocitos (HGF), el péptido intestinal
vasoactivo (VIP), modulan la maduracion de las CD y favorecen la diferenciacion de CD

tolerogénicas [149-151].
CD parcialmente maduras.

Las CD parcialmente maduras expresan niveles bajos a intermedios de moléculas
coestimuladoras y citocinas proinflamatorias, no obstante, niveles altos de la citocina
antiinflamatoria IL-10 [152]. Anunado a las moléculas coestimuladoras, las CD activadas
pueden también expresar PD-L1 y PD-L2, las cuales son consideradas moléculas

coinhibidoras debido a su capacidad de unidn a PD-1 en células T. PD-L2 posee
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propiedades coinhibidoras sobre la respuesta de células T [153]. La hipo-respuesta o no
respuesta de células T efectoras se ha observado seguido de la estimulacion con CD
parcialmente maduras [154-155]. CD con fenofipo parcialmente maduro pueden ser
generadas in vitro por el tfratamiento con IL-10, TGF-B, vitamina D3 y glucocorticoides.
Microambientes tumorales también pueden generar este fenotipo parcialmente maduro
[156-158]. Como una estrategia de sobrevivencia, algunos pardsitos protozoarios vy

helmintos pueden inducir maduracién parcial de CD [159].
Las CD y las Micobacterias.

Estudios previos han demostrado que la interaccién de CD con M. tuberculosis o BCG
resulta en su activacion y maduracién [160,161]; ademds, CD infectadas con BCG son
inductores potentes de una respuesta inmune celular en contra de la infeccidn in vivo por
M. tuberculosis [162]. En contraste, aunque la infeccidn con M. avium subespecie
paratuberculosis induce maduracion de CD bovinas, el fenotipo resultante en las CD es
similar a de las CD parcialmente maduras, con la inducciéon de IL-10, pero inhibicion de la
produccion de IL-12 [163]. La cepa WAQ206 de M. avium es incapaz de inducir in vitro la
expresion de marcadores de superficie en CD, asi como la produccion de citocinas
proinflamatorias en co-cultivos de CD-macréfagos murinos; aunado a ésto, los ratones
pre-inmunizados con esta cepa no responden eficientemente a BCG [164]. CD derivadas
de monocitos humanos infectadas con M. smegmatis producen IL-10, pero retienen la
capacidad para producir IL-12. Consecuentemente, estas células polarizan a los linfocitos
T virgenes hacia una mezcla de respuesta inmune Th1/Th2, induciendo tanto la
produccién de INF-y como de IL-4 [165]. Estos hallazgos sugieren que, la exposiciéon a MNT
puede modular la activacidn de las CD, y subsecuentementela respuesta inmune
adaptativa. No obstante, no se ha determinado la relacién entre el fenotipo de CD
inducido por MNT vy la modulacién negativa de la respuesta Th1 a BCG, asi como

tampoco el mecanismo involucrado en dicha modulacién. .

Aunado, la maduracion y funcién de las CD puede ser modulada negativamente por la
exposicidn contfinua al antigeno, por ejemplo al LPS, esta exposicidn puede inducir un
estado de hipo-respuesta en CD modificando su capacidad para dirigir la respuesta Th1
[166]. La carencia de respuesta por CD a un estimulo subsecuente, también ha sido
observada después de la exposicion a células tumorales [167]. Es posible que, la
exposicion continua a MNT pudiera inducir un estado de hipo-respuesta en CD, que

afecte su capacidad para inducir una respuesta de células T apropiada.
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Planteamiento del problema

La exposicidon a algunas especies de MNT presentes en el ambiente como las del
complejo M. avium y M. fortuitum influyen en la respuesta generada confra la vacuna
BCG vy en la especificidad de la respuesta contra M. tuberculosis. La exposicion de estas
MNT induce un mecanismo modulador, evitando que la respuesta inmune Thl inducida
por vacunacién permanezca. Las CD inmaduras han sido implicadas en la modulacién de
la respuesta inmune contra antigenos propios y extranos. Existen evidencias de CD
maduras que modulan la respuesta inmune, indicando la presencia de un “disparador”
que puede enviar seiales negativas al linfocito T, lo que conlleva a la modulacion de la
respuesta inmune mds que a la inmunidad [108, 168]. Es asi que, las CD dependiendo de
su estado de activacion vy liberacién de segundas senales guian al sistema inmunoldgico.
Las CD representan un sistema vital que dirige el resultado inmunoldgico final (inmunidad
vs tolerancia). La consecuencia inmunolégica gobernada por las CD, puede a su vez, ser
consecuencia de una instruccién previa proporcionada a la CD por diversos factores
presentes en su microambiente, siendo susceptibles a cualquier cambio generado en su

entorno y determinante para inducir los mecanismos reguladores de la respuesta inmune.

La alta incidencia de tuberculosis en paises tropicales podria estar asociada a la
induccidén de mecanismos moduladores como resultado de la exposicion a MNT, que
interfieren con la respuesta generada por BCG. Para determinar de qué forma estdn
interactuando las MNT con la respuesta inmune inducida por vacunacion, se definird si la
exposicion a MNT induce la modulacién inmunoldgica vy si las CD juegan el papel central

en este proceso.
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Hipotesis

El fenofipo inducido en las células dendriticas por exposicion a

Mycobacterium avium modulard la respuesta Th1 inducida por BCG.
Objetivo General

Determinar el fenotipo y la funcidn de las células dendriticas expuestas a
Mycobacterium avium en la modulacion de la respuesta Th1 inducida por
BCG.

Objetivos especificos

» Determinar el fenotipo de las células dendriticas inducido in vitro por
exposicion al aislado ambiental de Mycobacterium avium y ofras

MNT (Mycobacterium smegmatis y M. nonchromogenicum).

= Determinar el fenotipo de las células dendriticas inducido in vitro por

exposicion a BCG Phipps.

= Determinar el fenofipo de las células dendriticas inducido in vitro por
exposicion a M. avium previa y posterior a la exposicion con BCG

Phipps.

» Determinar in vitro si las células dendriticas expuestas a M. avium

modulan la respuesta Th1 inducida por BCG Phipps.

» Determinar ex vivo la modulacion de la respuesta Th1 inducida por
BCG Phipps como consecuencia de la pre-inmunizaciéon con M.

avium.
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Material y Métodos
Micobacterias

Mycobacterium bovis BCG (subcepa Phipps) fue seleccionada de acuerdo a un estudio
previo en el que se compard la eficacia protectora de diez subcepas BCG en un modelo
murino de tuberculosis pulmonar progresiva; la subcepa Phipps indujo la mayor proteccién
contra la infeccidn con M. tuberculosis [169]. Andlisis protedmicos de esta subcepa han
evidenciado que expresa mds proteinas relacionadas con sobrevivencia bajo estrés
oxidativo en comparacién con la subcepa BCG Dinamarca [170]. De acuerdo con la
genealogia refinada de las subcepas BCG basada en regiones de diferencia (RD), BCG

Phipps ha sido posicionada en el grupo IV DU2 (designada como una cepa tardia) [171].

En el Programa de Inmunologia Molecular Microbiana de la Facultad de Medicina de la
UNAM, las MNT Mycobacterium avium subespecie hominisuis (M. avium), Mycobacterium
nonchromogenicum y Mycobacterium smegmatis fueron aisladas con mds frecuencia del
agua de los canales de Xochimilco (Ciudad de México, México). La identificacién de las
micobacterias fue confirmada por andlisis del polimorfismo de los genes hspé5, recA, ropB
y 16S RNAr (Castillo-Rodal, resultados no publicados). La subcepa BCG Phipps se cultivd
hasta la fase media logaritmica en caldo de cultivo Middelbrook 7H? (DIFCO Laboratories,
Detroit Ml USA) suplementado con albumina-dextrosa-catalasa [ADC (Becton Dickinson,
Ireland)] y 0.05 % de Tween-80 (Sigma, St. Louis, USA). El cultivo se mantuvo en agitacién
constante (150 rom) a 37°C con 5% de CO2. Una vez que el cultivo alcanzd la fase
logaritmica (media logaritmica, dia 14, datos no mostrados), las bacterias fueron
cosechadas por centrifugacién a 5000 x g a 4°C durante 15 min. El paguete bacteriano se
someti® a 3 lavados con solucién salina amortiguadora de fosfatos (PBS pH 7.4, 0.01 M) y
se resuspendid en la misma solucidn con glicerol al 10%. El pagquete bacteriano se

distribuyd en alicuotas de 1 mL, las cuales se almacenaron a -70° C hasta su uso.

La recuperacion de las MNT se realizd en caldo de cultivo Middelbrook 7H9
suplementado. Los cultivos se mantuvieron bagjo las condiciones de agitacién y
temperatura mencionadas para los cultivos de BCG. Los cultivos se mantuvieron hasta
alcanzar una densidad éptica (DOesoonm) de 0.6. Las bacterias fueron cosechadas bajo las
condiciones antes mencionadas y el paguete bacteriano se distribuyd en alicuotas de 1

mL, las cuales se almacenaron a -70° C hasta su uso. La adaptacion de las MNT al medio
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de cultivo Sauton (medio no enriquecido) se realizé a partir de un inoculo del cultivo
recuperado, bajo las condiciones antes mencionadas. El paguete bacteriano obtenido se
utilizd para la cinética de crecimiento. La cinética de crecimiento de las MNT M. avium, M.
smegmatis y M. nonchromogenicum se realizd en medio de cultivo Sauton. Los cultivos se
mantuvieron bagjo las condiciones de agitacién y temperatura utilizadas en la
recuperaciéon de la cepa. El monitoreo del crecimiento por DO¢oonm se inspecciond cada
12 hrs (M. smegmatis) o 24 hrs (M. avium y M. nonchromogenicum). Una vez obtenida la
cinética de crecimiento, las micobacterias fueron cosechadas y el paguete bacteriano

fue almacenado a -70° C hasta su uso.

La vialibilidad y la cuenta de BCG Phipps y MNT se realizaron por plagueo de diluciones
seriadas de 10" a 108 en medio Middelbrook 7H10 (DIFCO Laboratories, Detroit MI, USA)
suplementado con dcido oleico-albUmina-dextrosa-catalasa ([OADC] Becton Dickinson,
Ireland). Las placas se incubaron a 37°C con 5% de CO2. La cuenta de colonias se realizd

el dia 21 para determinar las UFC/mL.

Animales de estudio

Ratones Balb/c machos de 6-8 semanas de edad utilizados en este estudio fueron
proporcionados por el Bioterio de la Unidad de Medicina Experimental de la Facultad de
Medicina de la UNAM, ubicado dentro de las instalaciones del Hospital General de
México. Los animales fueron mantenidos en cajas de aislamiento dentro del biotero. Todos
los experimentos fueron llevados a cabo segun las normas de ética locales del bioterio de

la Unidad de Medicina Experimental de la Facultad de Medicina de la UNAM.

La inmunizacion de los ratones se realizé de la siguiente manera: una alicuota de BCG
Phipps o M. avium se descongeld y se ajusté a 105 UFC/mL diluyéndola en PBS pH 7.4,
0.01M. Grupos de 3-5 ratones fueron inmunizados por via subcutdnea en la base de la
cola. A cada animal se le administré una dosis de 10> UFC/100 uL de cada una de las
cepas. Para los experimentos de una segunda dosis, grupos de 3-5 ratones fueron
inicialmente inmunizados con 105 UFC/100 uyL de BCG Phipps o M. avium.
Subsecuentemente, al dia 15 post-inmunizacién, los ratones fueron inmunizados
nuevamente con BCG Phipps. Al dia 30 posterior a la primera inmunizacion se extrajeron el

bazo y los ganglios linfaticos drenantes al sitio de inoculacion.

Obtencién de CD a partir de precursores de médula dsea

Las CD fueron obtenidas a partir de precursores de médula dsea de ratones Balb/c

machos de 6-8 semanas de edad con el método descrito por Lutz y colaboradores con
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ligeras modificaciones [172]. Se obtuvieron los fémures y tibias completamente libres de
tejido muscular. Los huesos fueron colocados en PBS pH 7.4, 0.01 M. Las epifisis de ambos
extremos fueron cortadas y se extrajo la médula ésea por irrigaciones sucesivas con medio
RPMI 1640 (GIBCO, BRL) suplementado con 10% de suero fetal bovino [FBS (GIBCO, BRL)],
2mM L-glutamina, 100 U/mL de penicilina, 100 ug/mL de estreptomicina (las tres de GIBCO,
BRL) utilizando una jeringa de 1 ml con aguja 25G 5/8. Las epifisis se disgregaron sobre una
malla de nylon vy la suspensién celular se colocd junto con la anterior en un tubo de 15 mL.
A las células se les realizdé dos lavados con RPMI 1640 suplementado y fueron contadas en
cdmara de Neubauer. Para la obtencién de CD de leucocitos de médula dsea, 5 x 10¢
células fueron cultivadas en presencia de GM-CSF en placas de Petri bacterioldgicas de
15 x 100 mm de didmetro en 9 mL de medio RPMI 1640 suplementado y 10% de
sobrenadante de cultivo de células CHO (células de ovario de hdmster) recombinantes
productoras de GM-CSF. El cultivo se mantuvo a 37° C con 5% de CO2 hasta el dia 3 en el
que se agregd 7 mL de RPMI 1640 suplementado por placa. Las CD fueron cosechadas all
dia 5 y utilizadas para los distintos experimentos. La pureza de células CD los cultivos fue
de 60% analizada por tincién con el anticuerpo monoclonal para el marcador CD11c (a-

CD11c-APC, Pharmigen-BD Biosciences).

Citometria de Flujo

La expresién de los marcadores de superficie fue determinada por inmunofluorescencia y
analizada por citometria de flujo utilizando anticuerpos marcados con ficoeritrina (PE) a-
CDB86-PE, a-CD80-PE, a-CD40-PE, a-PD-L1-PE, a-PD-L2-PE o con un control de isotipo (todos
de Pharmingen-BD Biosciences)]. Las células también fueron marcadas con el anticuerpo
anti-CD11b  (a-CD11b-FITC) y anti-CDl11c (a-CD11c-APC). Para el marcaje de las
moléculas, 1 x 106 células se incubaron por 20 min a 4°C con los anticuerpos (dilucion
correspondiente para cada uno). Las células fueron lavadas y resuspendidas en FACS
buffer (PBS, 5% FBS, 0.1% azida de sodio) para su andlisis por citometria de flujo (FACS
Calibur flow cytometer [BD Biosciences]). Los resultados fueron evaluados utilizando el

software FlowJo (Tree Star Inc, Ashland, Oregon, USA).

Para la determinacién de la produccidon de citocinas intracelulares, 2.5 ug/mL de
Brefeldina A (BFA, Sigma-Aldrich) se agregd en las Ultimas 12 hrs de cultivo. Las CD fueron
cosechadas y tedidas inicialmente para las moléculas de superficie CD11b y CD1l1c (a-
CD11b-FITC y a-CD11c-APC, respectivamente). Posteriormente se realizd la tincién
infracelular permeabilizando vy fijando previamente a las CD utilizando el kit de finciéon

intfracelular (Cytofix/Cytoperm [BD Biosciencies]). La deteccién de las citocinas fue
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realizada con los antficuerpos marcados con PE anti-IL-12 o TNF [a-IL-12p40/70-PE; o-TNF-PE
(Pharmingen-BD Biosciences)]. Los resultados fueron evaluados utilizando el software

FlowJo (Tree Star Inc, Ashland, Oregon, USA).
Determinacién de la secrecioén de citocinas

La secrecion de las citocinas fue determinada por CBA (Cytometric Bead Array) vy
analizada por citometria de flujo utiizando el kit de inflamacion de BD (Mouse
Inflammmation Kit, Pharmingen-BD Biosciences). La deteccidon de las citocinas en el
sobrenadante de cultivo fue readlizada con una mezcla de perlas acopladas con los
anticuerpos marcados con PE anfi-IL-6, IL-10, MCP-1, INF-y, TNF e IL-12p70 (Pharmingen-BD
Biosciences). La cantidad de cada citocina en los sobrenadantes fue extrapolada
utiizando una curva estdndar basada en cantidades conocidas de citocinas
recombinantes. El rango de las concentraciones de los estdndares fue de 20 a 5000
pg/mL. Los resultados fueron evaluados utilizando el software FlowJo (Tree Star Inc,
Ashland, Oregon, USA) (Figura 2).

Perlas Muestra Andlisis ]
acopladas (citocinas) . por ) Concentracion
alos Ac citometria de flujo

3 e -
.< Lavados
Wty |

”"" m /- — l l

Anﬁcuefpos Los Ac acoplados a las
detectores perlasse unen alas
citocinas, las cuales son a
su vez detectadaspor los -
Ac detectores (PE) Concentracién (pg/mL)
Curva estandar

perlas

Figura 2. Deteccién de citocinas por CBA.

Co-cultivo de las CD con las micobacterias

Al dia 5 de cultivo, 5 x 106 CD inmaduras fueron expuestas a BCG Phipps, M. avium, M.
nonchromogenicum o M. smegmatis a una relacién 1:1 (CD:Micobacteria) por 24 hrs a
37°C. La incubacion fue realizada en 10 mL de medio RPMI 1640 suplementado con 10%
de suero fetal bovino, 2mM L-glutamina, 100 U/mL de peniciina y 100 pg/mL de
estreptomicina. Las células fueron cosechadas y marcadas con anticuerpos fluorescentes

(descritos a detalle en el apartado “citometria de flujo”) para determinar la expresién de
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CD86, CD80, CD40, PD-L1 y PD-L2, asi como la produccién de IL-12p40 y TNF por citometria
de flujo. El lipopolisacdrido [LPS (Salmonella typhimurium), donado por el Dr. Rodolfo
Pastelin, Facultad de Quimica, UNAM] se utilizdé como un control positivo de activacién de
las CD a una concentracion de 0.1 ug/mL.

Para los ensayos de re-estimulaciéon, al dia 5 de cultivo, 5 x 10¢ CD inmaduras fueron
expuestas o no a M. avium, M. nonchromogenicum o BCG Phipps a una relacién 10:1 (CD:
Micobacteria) por 3 hrs. La incubacion fue realizada en 10 mL de medio RPMI 1640
suplementado. Las células fueron cosechadas y seleccionadas positivamente con
microesferas magnéticas recubiertas con el anticuerpo anti-CD11c [CDl11c MACS
microbeads (Miltenyi Biotec, USA)] y plagueadas nuevamente para su re-estimulacion con
BCG Phipps por 18 hrs. Brevemente, las CD fueron lavadas con PBS pH 7.4, 0.01 M vy
resuspendidas en MACS Buffer (PBS, 0.5% BSA, 2mM EDTA) a una concentracion de 1 x 107
células en 80 uL. Posteriormente se incorporaron 20 UL de las microesferas magnéticas
recubiertas con el anticuerpo anti-CD11c y se incubaron durante 20 min a 4°C. A las
células se les realizé 2 lavados con MACS Buffer y se resuspendieron en 500 uL del mismo
buffer, previo a la aplicacién de un campo magnético con la utilizacién de las columnas
MINIMACS (Miltenyi Biotec, USA) para la purificacion por seleccion positiva de las células
CD11c+ (Figura 3).

La determinacion de la expresion de los marcadores de superficie se realizd por citometria
de flujo. El sobrenadante de esos cultivos se conservd a -70° C para su posterior

evaluaciéon de la secrecion de las citocinas utilizando el kit de CBA.

En algunos experimentos, las CD fueron incubadas con o sin el anficuerpo contra TLR2 (a-
TLR2, 10 ug/mL, T2.5, BioLegend), con un control de isotipo o con un inhibidor de Ia MAP
cinasa p38 (SB203580, 2 ug/mL, InvivoGen) por 1 hr previo a la exposicidn con M. avium o
BCG. Adicionalmente, las CD fueron incubadas con o sin el anficuerpo contra el receptor

de la IL-10 (a-IL-T0R [10 ug/mL, 1B1.3a, BioLegend) o con un control de isotipo.

36



Dendriticas, MNT y BLG. Doctorado en Ciencias Biomédicas.

Microperla magnética
acoplada al Ac monoclonal

\ Marcaje Magnético
Las células de interés son
marcadas

magnéticamente con
de

A microperlas que tienen
Células

O acoplado a un Ac
monoclonal.

Poblacién O
Heterogénea

Separacién Magnética
Las células son
separadas en una
columnaala cualse le
aplicaun campo
magnético. Las células
no unidas al Ac son
eluidas através del flujo.y
eliminadas de las células

Magnetos /

Células elvidas marcadas.
no unidas al Ac
Elucién de la fraccién

marcada.
- Lacolumna es separada
del campo magnético.
Las células retenidas son

6 eluidas de forma

enriquecida; fraccién de

células seleccionadas
positivamente.
Células elvidas
unidas al Ac

Enriquecimiento de células
por seleccién positiva.

Figura 3. Seleccidn positiva de células con microesferas magnéticas recubiertas con el anticuerpo.

Enriquecimiento de células T CD4+

La preparacién de la suspensidn enriquecida con células T fue obtenida del bazo y de los
ganglios linfaticos de ratones Balb/c inmunizados con BCG Phipps o con M. avium. El bazo
y los ganglios de los animales fueron colocados en placas de Petri de 60 mm con 7 mL de
medio R5 (RPMI 1640 suplementado con 5% de FBS, L-glutamina vy
penicilina/estreptomicina). Los dérganos fueron disgregados mecdnicamente vy la
suspensiéon celular obtenida fue centrifugada a 1500 rpm por 10 min. Los eritrocitos fueron
eliminados por lisis utilizando un buffer de lisis (20 mM Tris-HCL pH 7.5, 150 mM NaCl, TmM
EDTA, 2.5 mM fosfato de sodio, 1% Tritén), la reaccion fue neutralizada con medio R5. La

separacion de células T CD4+ de la suspensidn celular total fue realizada por deplecién de
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macréfagos, células T CD8+, células NK y células B por incubacién con una mezcla de
sobrenadantes de hibridomas conteniendo anticuerpos monoclonales especificos para
cada tipo celular (T CD8 [ATCC TIB 105], células B [ATCC RA3-6B2], MHC Il [ATCC NIMR4] y
macréfagos [ATCC F4/80] por 30 min a 37° C. Posterior a la incubaciéon, a la suspension
celular se le realizaron dos lavados con PBS y fue resuspendida en 2.5 mL de RPMI
suplementado y extendida en placas de Petri bacterioldgicas (15 x 100 mm de didmetro)
previamente tratadas con 50 mg/mL de a-IgG de rata (MP Biomedicals, Solon, Ohio, USA).
Las placas fueron incubadas por 30 min a 37° C. Las células no adherentes (T CD4+) fueron
recuperadas de las placas (seleccion negativa) y lavadas tres veces. La poblacion
resultante fue analizada por tincidn con un anticuerpo monoclonal anti-mouse para el
marcador CD4 (a-PE-CD4 [Pharmingen-BD Biosciences]). La pureza de las células CD4 fue

de 95% - 98% determinada por citometria de flujo.
Marcaje de células con CFSE

Para el marcaje de las células T CD4+, éstas fueron lavadas con PBS vy resuspendidas a una
concentracién de 107 cel/mL. Las células fueron incubadas con CFSE a una
concentracién de 5 uyM durante 10 min a 37°C. La reaccion fue frenada con suero fetal
bovino. Posteriormente, las células fueron lavadas tres veces con PBS y contadas en

cdmara de Neubauer.
Co-cultivo de CD con células T CD4+

Al dia 5 de cultivo, 5 x 106 CD inmaduras fueron expuestas o no con M. avium o BCG
Phipps a una relacién 10:1 (CD:Micobacteria) por 3 hrs. Las células fueron cosechadas,
seleccionadas positivamente con CD11c MACS y plaqueadas nuevamente para su re-
estimulacion con BCG por 18 hrs. Las células fueron cosechadas nuevamente, 1 x 106 CD
fueron cultivadas con células T CD4+ marcadas con CFSE de ratones inmunizados con
BCG Phipps o M. avium una relacién 1:3 (CD:célula T) por 5 dias. La incubacién fue
realizada en microplacas de 96 pozos en 200 uL de medio RPMI 1640 suplementado con
10% de suero fetal bovino, 2mM L-glutamina, 100 U/mL de penicilina y 100 pyg/mL de
estreptomicina. Las células fueron cosechadas y marcada con el anticuerpo a-CD4 (a-PE-
Cy7-CD4, Pharmingen-BD Biosciences). A las células se les realizaron lavados y fueron
resuspendidas en FACS buffer (PBS, 5% FBS, 0.1% azida de sodio) para su andlisis por
citometria de flujo. En algunos experimentos las células fueron marcadas con los
anficuerpos a-CD4, a-CD25 y a-Foxp3 (a-CD4-PE-Cy7, a-CD25-APC, a-Foxp3-PE [todos de
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Pharmingen-BD Biosciences]), para la determinacion de células T CD4+ con fenotipo

regulador.

Los sobrenadantes de los co-cultivos fueron analizados para determinar los niveles de INF-
v, INF e IL-10 por CBA.

En determinados experimentos, los co-cultivos fueron incubados o no con un anficuerpo
contra el receptor de IL-10 (a-IL-10R [10 ug/mL, 1B1.3a, BioLegend), a-PD-1 (10 ug/mL,
RMP1-14, BioLegend) o con una mezcla de ambos o con controles de isotipos al dia 0 y al
dia 3 de incubacién de los co-cultivos, con el objetivo de determinar su contribucién en la

modulacién de la respuesta Th1 a BCG Phipps.
Andlisis estadistico.

La significancia estadistica de las diferencias encontradas en la expresion de moléculas
coestimuladoras, produccién de citocinas y proliferacion de células T, se determind por
andlisis de varianza (ANOVA de una via). Las diferencias inducidas entre las especies de
micobacterias evaluadas, se determinaron posteriormente con la aplicacién de la prueba
de Tukey. Los valores de p menores o iguales a 0.05 fueron considerados estadisticamente

significativos.
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Resultados

Apartado I: Micobacterias
I.A. Cinética de crecimiento.

La fase logaritmica de las tres especies de MNT evaluadas en este estudio (M. avium, M.
smegmatis y M. nonchromogenicum) fue determinada una vez graficados los resultados
obtenidos de su cinética de crecimiento. Durante esta fase logaritmica, las micobacterias
comienzan su crecimiento y duplicacion después de haberse “ambientado” o adaptado
a las condiciones impuestas in vitro; en esta fase, las bacterias se dividen a una velocidad
constante y este crecimiento se puede medir por el aumento en la densidad 6ptica (DO).
Los datos de DOeoornm fueron graficados en una funcidon logaritmica dependiente del
tiempo -en este caso en dias-. Los puntos en los que la DO incrementd y en el que la
pendiente se mantuvo sin relativo cambio fueron considerados la fase logaritmica (Figura
4).

M. avium y M. nonchromogenicum presentaron caracteristicas de crecimiento lento
(después de los 7 dias de cultivo) en comparacién con M. smegmatis que presentd
caracteristicas de crecimiento rdpido (antes de los 7 dias de cultivo). El tiempo requerido
para completar las fases de crecimiento (fase lag o inicial, logaritmica o exponencial y
estacionaria) de M. avium y M. nonchromogenicum fue de aproximadamente 40 dias; en

contraste, sélo se requirieron aproximadamente 25 dias para M. smegmatis (Figura 4).

La cosecha de las micobacterias se realizd en el punto medio de la fase logaritmica
determinada para cada especie (Tabla 1). Las micobacterias cosechadas se cuantificaron
por plagqueo de las diluciones seriadas en medio Middlebrook 7H10. Los resultados

obtenidos asi como las caracteristicas microscdpicas se muestran en la Tabla 1.
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Figura 4. Cinética de crecimiento de M. avium, M. nonchromogenicum y M. smegmatis. Las micobacterias
se cultivaron en medio Sauton y el monitoreo del crecimiento por DOsoonm se inspecciond cada 12 hrs (M.
smegmatis) o 24 hrs (M. avium y M. nonchromogenicum). La grdfica representa la DOsoonm como funcidn
logaritimica con respecto al tiempo (xDS) de tres experimentos independientes para cada especie de
micobacteria. Las flechas indican la fase media logaritmica.

Velocidad de Fase media Morfologia
Especie crecimiento logaritmica UFC/mL microscopica
(D.0.)
Bacilos cortos y
M. avium Lento 0.6 6x 107 agregados en
cumulos

Bacilos largos,

M. nonchromogenicum Lento 0.6 7 x 108 delgados, en
cumulos
Bacilos largos,
M. smegmatis Rd&pido 1.4 5x 107 anchos, en
cumulos

Tabla I. Caracteristicas generales de las MNT.
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Apartado ll: Células Dendriticas y Micobacterias
Il. Evaluacién del fenotipo inducido por MNT en CD.
Il.LA. Induccién de marcadores de superficie indicadores de activacion.

Inicialmente se evalud la habilidad de M. avium, M. smegmatis y M. nonchromogenicum
para inducir la expresion de las moléculas coestimuladoras y/o coinhibidoras, asi como de
CD40 en CD, comparada con BCG Phipps. Para este fin, CD derivadas de médula dsea
fueron expuestas con las MNT o BCG Phipps a una relacién 1:1 (CD:Micobacteria) por 24
hrs previo a la determinacién de la expresion de moléculas de superficie por citometria de
flujo. El tiempo de exposicion de 24 hrs fue establecido de acuerdo con los resultados

obtenidos previamente de la cinética de expresion (véase anexo |).

Como se puede observar en la Figura 5, la exposicion de las CD con BCG Phipps indujo
un incremento significativo en la expresion de las moléculas CD86 (8 veces), CD80 (9
veces), CD40 (8 veces) y PD-L1 (7 veces) en comparaciéon con el control no estimulado
(p<0.05). No se observd un incremento significativo en la expresion de PD-L2 (Figura 5b).
Los niveles de expresidon de CD86, CD80, CD40 y PD-L1 en CD en respuesta a BCG Phipps,
M. smegmatis y M. nonchromogenicum fueron similares a los niveles observados en

respuesta al LPS (utilizado como control positivo de activacion) (Figura 5a y b; p<0.05).

La exposicion con M. avium indujo expresion minima de CD86, CD80 y CD40 comparada
con las CD sin estimulaciéon. No obstante, M. avium indujo un incremento significativo de la
expresion de las moléculas coinhibidoras PD-L1 (7 veces, p<0.05) y PD-L2 (~15 veces,

p<0.01; Figura 5a vy b).
II.B. Induccién de citocinas proinflamatorias

Una vez que se determind la expresidn de moléculas coestimuladoras y/o coinhibidoras en
CD expuestas a las MNT, posteriormente se evalué la produccidon de citocinas
proinflamatorias importantes en la activacién de las células T como IL-12 y TNF. Para este
fin, CD de médula ¢sea fueron expuestas a M. avium, M. smegmatis y M.
nonchromogenicum a una relacidén 1:1 por 12 hrs o 24 hrs (tiempos establecidos
previamente, véase anexo ) y la produccién intracelular de TNF vy IL-12p40 fue

determinada por citometria de flujo.
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Los resulfados mostraron que, comparado con el control no estimulado, las CD expuestas
a BCG Phipps, M. smegmatis y M. nonchromogenicum incrementaron significativamente
la produccion de estas citocinas (Figura 6a y b; p<0.05). En comparacion, en las CD
expuestas a M. avium, la produccién de IL-12p40 y TNF fue menor y no se encontraron
diferencias significativas al ser comparada con el control sin estimular (Figura éb). La baja
produccion de IL-12p40 y TNF inducida por M. avium, fue observada también a dosis bajas
de M. avium (relacién 10:1 [CD:Micobacteria]; Figura éb), aunque las diferencias no fueron

estadisticamente significativas.
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Figura 5. Expresion de moléculas coestimuladoras y/o coinhibidoras en CD expuestas a las diferentes
micobacterias. CD derivadas de médula ésea fueron expuestas con las MNT o BCG Phipps por 24 hrs a una
relacion 1:1 (CD:Micobacteria) previo a la determinacién de la expresidon de los marcadores de superficie por
citometria de flujo. a) Histograma representativo (seleccion de células CD11b+ CD11c+) de fres experimentos
independientes. La intensidad media de fluorescencia (IMF) es indicada en el extremo derecho de cada
histograma. b) Incremento (# de veces) de la expresion del marcador de superficie seguido de los diferentes
estimulos comparado con el control no estimulado. Los datos son presentados como la media (xDS) de tres
experimentos independientes. El LPS (1ug/ml) se utilizd como control positivo de activacién de CD.
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Figura 6. Produccion intracelular de IL-12 y TNF en CD expuestas a las diferentes especies de micobacterias. CD
derivadas de médula ésea fueron expuestas por 12 hrs (TNF) o 24 hrs (IL-12p40) con las MNT o BCG Phipps a una
relacion 1:1 y 10:1 (CD:Micobacteria) previo a la determinacion de la produccién intracelular de las citocinas por
citometriia de flujo. a) Dot plot representativo (seleccion de células CD11b+ CDI11c+) de tres experimentos
independientes. El porcentaje de produccién intracelular es indicado en la parte superior derecha de cada
grafico. b) La media (xDS) de produccion de las citocinas de tres experimentos independientes es mostrada
como porcentaje de células positivas productoras de IL-12p40 y TNF. El LPS (1ug/ml) se utilizd como control
positivo de activacién de CD.
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II.C. Induccién de IL-10

Una vez determinada la produccion de las citocinas proinflamatorias IL-12 y TNF, se evalud
la induccién de la citocina anti-inflamatoria IL-10 bajo exposicidn a las diferentes
micobacterias. Las CD de médula dsea fueron expuestas a M. avium, M. smegmatis, M.
nonchromogenicum o BCG Phipps a una relacién 1:1 por 24 hrs previo a la determinaciéon
de la secrecidon de IL-10 por CBA. A diferencia de IL-12p40 y TNF, cuya produccidon se
evalud de manera intracelular, la IL-10 se determind como producto de secrecién en
sobrenadantes de cultivo debido a que no logramos detectarla de manera intracelular

(datos no se muestran).

Como se observa en la Figura 7, las CD expuestas a M. avium secretaron
significativamente (p<0.01) mds IL-10 comparada con las CD sin estimular. No se
observaron diferencias de secrecion de IL-10 en CD expuestas a BCG Phipps, M.

smegmatis y M. nonchromogenicum en comparacién con CD sin estimulo (Figura 7).

Las diferencias observadas en CD expuestas a M. avium en comparacion con BCG
Phipps, M. smegmatis y M. nonchromogenicum, como la expresidn alta de la molécula
coinhibidora PD-L2 (Figura 5) y secrecién significativa de IL-10 (Figura 7) pero con la
expresion baja de CD86, CD80 y CD40 (Figura 5) y produccion baja de IL-12 y TNF (Figura

6), indican una activacién diferencial de las CD inducida por M. avium.
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Figura 7. Secrecion de la citocina anti-inflamatoria IL-10. IL-10 (pg/mL) en sobrenadantes de cultivos de CD
expuestas por 24 hrs a BCG Phipps, M. avium, M. smegmatis y M. nonchromogenicum a una relacién 1:1
(CD:Micobacteria) determinada por CBA (cytometric bead array). Los datos son representados como la media
(£DS) de tres experimentos independientes.

I1.D. Evaluacion del fenotipo de las CD en respuesta a una segunda exposicion.
I1.D1. Expresion de marcadores de superficie.

Una vez determinado que, en comparacién con el fenotipo en CD inducido por BCG
Phipps, M. smegmatis o M. nochromogenicum (caracterizado por la alta expresién de
CD86, CD80 y CD40, asi como la produccién de IL-12 y TNF), M. avium indujo en las CD un
fenotipo caracterizado por la alta expresidon de PD-L2 y produccién de IL-10, evidencia
clara de una activacion diferencial. El siguiente objetivo fue evaluar si el fenotipo en CD
inducido por M. avium pudiera ser dominante sobre el fenotipo inducido por BCG Phipps,
o bien sila capacidad de las CD a responder a un segundo estimulo pudiera ser afectada
por la exposicién previa a M. avium. Para cumplir este objetivo, CD de médula dsea
fueron expuestas inicialmente a M. avium por 3 hrs —establecimos este tiempo debido a
que durante este lapso no se observd alguna consecuencia de sefalizaciéon, como por
ejemplo, la expresion de moléculas de superficie y/o produccién de citocinas (datos no
mostrados), no obstante, es posible que las vias de sefalizacion hayan sido activadas
[173]-; posteriormente las CD (CDl11c+) fueron seleccionadas positivamente con
microperlas y expuestas por segunda ocasion a BCG Phipps por 18 hrs (expresado como
M. avium / BCG). Las CD fueron andalizadas por citometria de flujo para determinar la
expresidon de CD86, CD80, CD40 y PD-L2.
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Las CD expuestas inicialmente a M. avium no fueron capaces de responder a BCG Phipps
como segundo estimulo, ya que los niveles de CD86, CD80 y CD40 fueron minimos; en
contraste, la expresidon de PD-L2 fue similar a la expresidn observada en CD expuestas
Unicamente a M. avium (- / M. avium) (Figura 8a y b).

Para determinar si la incapacidad de las CD a responder a BCG Phipps como segunda
estimulacion fue consecuencia de la exposicidon inicial especifica a M. avium o de la
exposicion inicial a cualquier micobacteria, las CD fueron expuestas inicialmente a BCG
Phipps o M. nonchromogenicum y re-estimuladas con BCG Phipps como segundo estimulo
(BCG / BCG o M. nonchr / BCG, respectivamente). Por la similitud de fenotipo en CD
inducido por M. smegmatis con el inducido por BCG Phipps y por tratarse de una especie
de la cual se tiene conocimiento de su papel como inductora de maduracion de CD
[167] (a diferencia de M. nonchromogenicum), se determind que para los siguientes
experimentos sélo se evaluaria a M. avium y M. nonchromogenicum. Los resultados
mostraron que, en las CD expuestas inicialmente a BCG Phipps o M. nonchromogenicum
la expresidn de CD86, CD80 y CD40 no fue considerablemente modificada, los niveles
fueron equivalentes a los determinados en respuesta a BCG Phipps como Unico estimulo (
-/ BCG) (Figura 8ay b).

La expresion minima de CD86, CD80 y CD40 también fue observada en CD que fueron
expuestas a M. avium posterior a BCG Phipps (BCG / M. avium); no asi con las CD que
fueron expuestas a M. nonchromogenicum posterior a BCG Phipps (BCG / M. nonchr)
(Figura 8a y b).

Estos resultados juntos indican que, la carencia de expresion de moléculas
coestimuladoras en las CD en respuesta a un segundo estimulo depende de la presencia

de M. avium.

* 11.D2. Deteccién y Cuantificacién de citocinas.

Similar a la expresidn minima de CD86, CD80 y CD40 en respuesta a BCG por CD
expuestas a M. avium / BCG, tampoco se observd incremento en la produccion de IL-
12p40 en estas CD (Figura 2a y b) comparado con las CD sin estimular (- / - ), asi como
con CD expuestas a BCG como Unico estimulo. No obstante, la produccion de IL-10
incremento significativamente (Figura 9c; p<0.01). Resultados similares se observaron en
CD expuestas a BCG / M. avium (Figura 9). En confraste, en CD expuestas a BCG / BCG o
M. nonchr / BCG se observaron modificaciones en la produccidn de IL-12p40,

comparado con las CD expuestas a BCG Phipps como Unico estimulo (Figura 9a y b). En
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cuanto a la produccién de TNF, en CD expuestas a M. avium previo o posterior a BCG
Phipps se observé una disminucion de su produccién, sin embargo, esta no fue

estadisticamente significativa (Figura 9d y e).

Los resultados obtenidos indican que, la pre-exposiciobn de CD a M. avium induce la
expresion minima de CD86, CD80 y CD40, asi como de la produccién minima de IL-12p40
en respuesta a una segunda estimulacion con BCG Phipps. No obstante, las CD retienen la
habilidad para expresar PD-L2 y producir IL-10. En conclusién, el fenotipo de CD inducido

por M. avium es dominante sobre el fenotipo que inducido por BCG Phipps.
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Figura 8. Expresion de moléculas coestimuladoras y/o coinhibidoras en CD en respuesta a un segundo estimulo.
CD derivadas de médula ésea fueron o no expuestas a M. avium, BCG o M. nonchromogenicum a una relacién
10:1 (CD:Micobacteria) por 3 hrs. Subsecuentemente las células CD11c+ fueron seleccionadas positivamente
con microperlas y re-estimuladas con BCG, M. avium o con M. nonchromogenicum (relacién 1:1) como segundo
estimulo por 18 hrs. Las CD fueron analizadas por citometria de flujo para determinar la expresion de los
marcadores de superficie. a) Histograma representativo (CD11c+ enriquecidas) de tres experimentos
independientes. La IMF es indicada en el plot. b) Incremento (# de veces) de la expresidén del marcador de
superficie seguido de los diferentes estimulos comparado con el control no estimulado. Los datos son
presentados como la media (xDS) de tres experimentos independientes.
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Figura 9. Produccién de citocinas en CD en respuesta a un segundo estimulo. CD derivadas de médula ésea
fueron o no expuestas a M. avium, BCG Phipps o M. nonchromogenicum a una relacién 10:1 por 3 hrs.
Subsecuentemente las células CD11c+ fueron seleccionadas positivamente con microperlas y re-estimuladas
con BCG, M. avium o con M. nonchromogenicum (relacién 1:1) como segundo estimulo por 18 hrs. Las CD fueron
analizadas por citometria de flujo para determinar la produccion intracelular de IL-12 y TNF. a) Dot plot
representativo (CD11c+) de la producciéon de IL-12p40 de tres experimentos independientes. El porcentaje de
produccién es indicado en el plot. b) La media (+DS) de produccidn intracelular de IL-12p40 de tres experimentos
independientes es mostrada como % de células positivas. €) IL-10 (pg/mL) en sobrenadantes de cultivos de CD
expuestas a las diferentes combinaciones de estimulo determinada por CBA. La media de tres experimentos
independientes es mostrada. d) Dot plot representativo (CD11c+) de la produccidn de TNF de tres experimentos
independientes. El porcentaje de produccion es indicado en el plot. €) La media (£DS) de produccién
infracelular de TNF de tres experimentos independientes es mostrada como porcentaje de células positivas.
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Apartado lil:

Interaccion entre Células dendriticas y Células T

lll. Evaluacion de la interaccion de CD con células T
lll.LA. Respuesta proliferativa de células T inducida por los diferentes fenotipos de CD

Para determinar de manera preliminar la capacidad de activacion de células T
CD4+ en respuesta a las CD expuestas a BCG Phipps como Unico estimulo, o a las CD
expuestas a M. avium o M. nonchromogenicum previo a estimulacién con BCG Phipps, se
realizaron co-cultivos con células T CD4+ obtenidas de ratones inmunizados con BCG
Phipps (relacién 1:3) por 5 dias y se monitored la respuesta proliferativa como signo de
activacion. Como se observa en la Figura 10a, comparado con las CD sin estimular, sdlo
las CD expuestas a BCG Phipps presentaron la capacidad de inducir proliferacién de
células T CD4+ BCG-especificas (p<0.05). En contraste, las CD expuestas a M. avium /

BCG, asi como a M. nonchr / BCG no indujeron proliferacion de las células T CD4+.
Ill.B. Respuesta de produccion de citocinas

En asociacion con el incremento de moléculas coestimuladoras y de la produccién de IL-
12p40, comparado con los co-cultivos con CD sin estimular, en los co-cultivos con CD
activadas con BCG Phipps se detectaron niveles significativos de INF-y (Figura 10b;
p<0.05). A pesar de que en las CD expuestas a M. nonchromogenicum previo a BCG se
determind el incremento en la expresidn de moléculas coestimuladoras y produccion de
IL-12p40 (Figura 5y 6), en los co-cultivos con estas CD no se observd un incremento en los

niveles de INF-y (Figura 10b).

En los co-cultivos con CD expuestas a M. avium previo a BCG Phipps, los niveles de INF-y
no incrementaron, opuesto a los niveles de IL-10, los cuales incrementaron

significativamente (Figura 10; p<0.05).
l1.C. Respuesta proliferativa de células T CD4+ M. avium-especificas

De acuerdo a los resultados preliminares con respecto a la carencia de respuesta de las
células T CD4+ BCG-especificas, carencia mediada por CD expuestas inicialmente a M.

avium (las cuales presentaron un fenotipo modulador con la expresion de PD-L2 vy
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produccién de IL-10), se realizaron co-cultivos con células T CD4+ obtenidas de ratones
inmunizados con M. avium para determinar si la carencia de respuesta se debid a la falta
de reconocimiento de antigeno, o bien, si estaba mediada por el fenotipo inducido en la
CD.

Los resultados mostraron que, las CD activadas por BCG estimularon la respuesta
proliferativa de manera significativa (0<0.05) tanto de las células T CD4+ BCG-especificas
como de las células T CD4+ M. avium-especificas (Figura 11a y b). En contraste, en los co-
cultivos con CD expuestas a M. avium / BCG, la respuesta proliferativa de las células T
CD4+ antigeno-especificas no incrementd significativamente, ya que los porcentajes de
proliferacién fueron similares a los observados en los co-cultivos con CD sin estimular
(Figura 11a y b). Se incluyeron también algunos co-cultivos de células T CD4+ con CD
expuestas a BCG / BCG y con CD expuestas sélo a M. avium. La estimulaciéon tanto de
células T CD4+ BCG- como de M. avium-especificas con CD pre-estimuladas con BCG
indujeron su proliferacion (Figura 11a 'y b); no obstante, en co-cultivos con CD expuestas a
M. avium / BCG no observamos proliferaciéon de las células T antigeno-especificas (Figura
1Tayb).

l.D. Produccién de INF-y e IL-10

En los co-cultivos tanto de las células T CD4+ provenientes de ratones inmunizados con
BCG Phipps asi como con M. avium, las CD expuestas a BCG Phipps como Unico estimulo
o expuestas a BCG / BCG, estimularon la secrecién predominante de INF-y y TNF (Figura
12a y b; p<0.05); opuesto a lo observado en los co-cultivos con CD expuestas a M. avium
como Unico estimulo o previo a BCG Phipps, en los cuales la baja produccién de INF-y y
TNF fue acompanada por un incremento significativo de la produccién de IL-10 (Figura
12¢; p<0.05).

En conclusion, la proliferacién minima de las células T CD4+, asi como su produccion
minima de INF-y por CD expuestas a M. avium como Unico estimulo o previo a BCG Phipps,

indican que el fenotipo de CD inducido por M. avium impacta en la respuesta Th1.

En nuestra busqueda de los fenotipos en CD relacionados con modulacién de la
respuesta inmune adaptativa y de acuerdo con los resultados observados sobre la
participacion de las CD expuestas a M. avium, las cuales presentaron un fenotipo

modulador con la expresion de PD-L2 y produccién de IL-10 y con la capacidad de
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impactar negativamente sobre la respuesta Th1 BCG-especifica, nos enfocamos sélo a

este fenotipo de CD para las siguientes evaluaciones.
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Figura 10. Respuesta de las células T CD4+ a los diferentes fenotipos de CD. CD derivadas de médula ésea fueron
expuestas o no a M. avium o M. nonchromogenicum por 3 hrs. Subsecuentemente, las células CD11c+ fueron
seleccionadas positivamente con microperlas y re-estimuladas con BCG Phipps como segundo estimulo por 18
hrs. Las CD fueron co-cultivadas con células T CD4+ ratones inmunizados con BCG Phipps marcadas con ester
carboxifluoresceina succimidil (CFSE) por 5 dias. a) Proliferacién de células T CD4+ BCG-especificas determinada
por dilucién del CFSE. Histograma representativo de dos experimentos independientes (panel izquierdo). El
porcentaje de proliferacién de cada condicién es indicado a la izquierda. Primer y segundo estimulo en CD es
mostrado a la derecha. Dot plot representativo de dos experimentos independientes indicado en el panel
derecho. b) Niveles (pg/mL) de INF-y e IL-10 en sobrenadantes de co-cultivos tratados como en a) fueron
determinados por CBA.
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Figura 11. Proliferacion de las células T CD4+ de ratones inmunizados con BCG Phipps y M. avium en respuesta a
los diferentes fenotipos de CD. CD derivadas de médula ésea fueron expuestas o no a M. avium o BCG Phipps
por 3 hrs. Subsecuentemente, las células CD11c+ fueron seleccionadas positivamente con microperlas vy re-
estimuladas con BCG Phipps como segundo estimulo por 18 hrs. Las CD fueron co-cultivadas con células T CD4+
ratones inmunizados con BCG Phipps y con M. avium marcadas con ester carboxifluoresceina succimidil (CFSE)
por 5 dias. a) Proliferacién de células T CD4+ BCG-especificas determinada por dilucion del CFSE. Histograma
representativo (panel izquierdo) de dos experimentos independientes. El porcentaje de proliferacién de cada
condicién es indicado a la izquierda. Primer y segundo estimulo en CD es mostrado a la derecha. Dot plot
representativo es mostrado en el panel derecho. b) Proliferacién de células T CD4+ M. avium-especificas tratadas
como en q).
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Figura 12. Secrecién de citocinas pro y antiinflamatorias en co-cultivos de células T CD4+ de ratones inmunizados
con BCG Phipps y con M. avium. Niveles (pg/mL) de INF-y, TNF e IL-10 en sobrenadantes de co-cultivos tratados
como en la figura 9 determinados por CBA.
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Apartado IV:

Fenotipo de superficie de las células T CD4+

IV.A. Fenotipo de superficie de células T CD4+ de ratones inmunizados con BCG

Phipps y con M. avium

Las diferencias observadas en la respuesta proliferativa y produccidn de citocinas en
células T CD4+ BCG- y M. avium-especificas como consecuencia de su interaccién con el
fenofipo de CD inducido por M. avium (fenotipo modulador) o BCG (fenofipo activador),
y determinado que la hipo-respuesta de las células T CD4+ co-cultivadas con CD
expuestas a M. avium como Unico estimulo o previo a BCG Phipps , decidimos evaluar el
fenotipo de superficie de las células T CD4+ expandido por cada fenotipo de CD, con la
busqueda especifica de marcadores presentes en células T reguladoras como CD25 vy

Foxp3.

Los resultados mostraron que, en comparacion con células T CD4+ de ratones inmunizados
con BCG Phipps co-cultivadas con CD sin estimular o con CD expuestas a M. avium o M.
avium / BCG, los mayores porcentajes de células T CD4+ CD25¢dtes Foxp3+ se determinaron
en los co-cultivos con CD expuestas a BCG Phipps como Unico estimulo o con BCG / BCG
(Figura 13). Resultados similares fueron observados con células T CD4+ obtenidas de
ratones inmunizados con M. avium, no obstante, los porcentajes de células T CD4+
CD25qdltes Foxp3+ fueron mayores que los observados en células T obtenidas de ratones

inmunizados con BCG Phipps (Figura 14).

IV.B. Respuesta proliferativa de células T de ratones expuestos in vivo a M. avium

previo a la inmunizacién con BCG Phipps.

Para determinar si M. avium también tenia un impacto sobre la respuesta Th1 inducida por
BCG in vivo, se expusieron ratones a M. avium previo a la inmunizacién con BCG Phipps y
se evalud in vitro tanto la respuesta de proliferacion como la re-estimulacién de células T
CD4+ CD25dtes Foxp3+. Como se muestra en la Figura 15¢, en los ratones expuestos a M.
avium previo a la inmunizacién con BCG Phipps, la respuesta proliferativa fue menor
independientemente del fenotipo de CD utilizado, es decir, los porcentajes de
proliferacién estimulados por CD expuestas a BCG Phipps se observaron similares a los

inducidos por las CD no estimuladas o por las CD expuestas a M. avium / BCG. En
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contraste, la respuesta proliferativa de células obtenidas de ratones expuestos a BCG
Phipps previo a la inmunizacién con BCG incrementd significativamente bajo la

estimulacion con CD expuestas a BCG Phipps (Figura 15d).

IV.C. Produccién de INF-y e IL-10 en co-cultivos de células T de ratones expuestos

in vivo a M. avium previo a la inmunizaciéon con BCG Phipps.

El impacto de M. avium también fue observado en la produccién de INF-y; en la Figura
16a se observa que en los co-cultivos con células T CD4+ de ratones expuestos a M. avium
previo a la inmunizacién con BCG Phipps, la produccién de INF-y en respuesta a las CD
estimuladas con BCG Phipps es menor, comparado con la produccién observada en los
co-cultivos con células T de ratones expuestos a BCG Phipps previo a la inmunizaciéon con
BCG; no obstante, se observd un incremento significativo en la producciéon de IL-10
(p<0.05) (Figura 16b).

IV.D. Estimulacién in vitro de células T CD4+ CD25¢s Foxp3+ como consecuencia

de la exposicién a M. avium previo a la inmunizacion con BCG Phipps.

De acuerdo con los resultados obtfenidos previamente en los que observamos un
incremento en el porcentaje de células T CD4+ CD25+ Foxp3+ de ratones inmunizados con
M. avium; en ratones expuestos inicialmente a M. avium y posteriormente inmunizados con
BCG Phipps, los porcentajes de éstas células también se incrementaron comparado con
los ratones inmunizados sélo con BCG o expuestos a BCG previo a la inmunizacién con
BCG (Figura 17).

En conclusion, juntos estos resultados sugieren que M. avium tiene la capacidad para
inducir in vivo la diferenciacion de una poblacién células T CD4+ con un fenotipo
regulador como CD25+ Foxp3+ y aunado a que no se observd la re-estimulacion de
células T efectoras in vitro por CD, aun con un fenotipo activador o proinflamatorio, es
posible que esta poblacién de células T reguladoras tenga la capacidad de modular in
vivo a la poblacion de células T efectoras inducidas por la inmunizacién por BCG,

modulacién que no pudo ser revertida in vitro.
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Figura 13. Determinacién de células T CD4+ CD25¢%s Foxp3+ de ratones inmunizados con BCG estimuladas in vitro
por los diferentes fenotipos de CD. CD derivadas de médula dsea fueron expuestas o no a M. avium o BCG
Phipps por 3 hrs. Subsecuentemente, las células CD11c+ fueron seleccionadas positivamente con microperlas y
re-estimuladas con BCG Phipps como segundo estimulo por 18 hrs. Las CD fueron co-cultivadas con células T
CD4+ ratones inmunizados con BCG Phipps marcadas con ester carboxifluoresceina succimidil (CFSE) por 5 dias
previo a la determinacién de marcadores de superficie por citometria de flujo. Dot plot representativo de dos
experimentos independientes de la proliferacién de células T CD4+ BCG-especificas determinada por dilucién
del CFSE (panel derecho); Dot plot del porcentaje de células T CD4+ CD25¢as en el panel central; Dot plot del
porcentaje de células T CD4+ CD25¢qles Foxp3+ en el panel izquierdo. Primer y segundo estimulo en CD es
mostrado a la derecha.
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Figura 14. Determinacién de células T CD4+ CD25¢s Foxp3+ de ratones inmunizados con M. avium estimuladas in
vitro por los diferentes fenotipos de CD. CD derivadas de médula ésea fueron expuestas o no a M. avium o BCG
Phipps por 3 hrs. Subsecuentemente, las células CD11c+ fueron seleccionadas positivamente con microperlas y
re-estimuladas con BCG Phipps como segundo estimulo por 18 hrs. Las CD fueron co-cultivadas con células T
CD4+ ratones inmunizados con M. avium marcadas con ester carboxifluoresceina succimidil (CFSE) por 5 dias
previo a la determinacién de marcadores de superficie por citometria de flujo. Dot plot representativo de dos
experimentos independientes de la proliferacion de células T CD4+ BCG-especificas determinada por dilucién
del CFSE (panel derecho); Dot plot del porcentaje de células T CD4+ CD25¢%s en el panel central; Dot plot del
porcentaje de células T CD4+ CD25¢qtes Foxp3+ en el panel izquierdo. Primer y segundo estimulo en CD es
mostrado a la derecha.
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Figura 15. Respuesta proliferativa de las células T CD4+ de ratones expuestos in vivo a M. avium previo a la
inmunizacién con BCG Phipps. CD derivadas de médula ésea fueron expuestas o no a M. avium por 3 hrs.
Subsecuentemente, las células CD11c+ fueron seleccionadas positivamente con microperlas y re-estimuladas
con BCG Phipps como segundo estimulo por 18 hrs. Las CD fueron co-cultivadas por 5 dias con células T CD4+
marcadas con ester carboxifluoresceina succimidil (CFSE) de ratones expuestos in vivo a M. avium o BCG Phipps
y posteriormente inmunizados con BCG Phipps. a y b) Proliferacién de células T CD4+ BCG- y M. avium-
especificas determinada por dilucidon del CFSE. Histograma representativo (panel izquierdo) de dos experimentos
independientes. El porcentaje de proliferacion de cada condicién es indicado a la izquierda. Primer y segundo
estimulo en CD es mostrado a la derecha. Dot plot representativo es mostrado en el panel derecho. ¢ y d)
Proliferaciéon de células T CD4+ ratones expuestos a M. avium o BCG Phipps y subsecuentemente inmunizados
con BCG Phipps.
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Figura 16. Secrecion de INF-y e IL-10 en co-culfivos de células T CD4+ de ratones expuestos in vivo a M. avium
previo a la inmunizacién con BCG. CD derivadas de médula dsea fueron expuestas o no a M. avium por 3 hrs.
Subsecuentemente, las células CD11c+ fueron seleccionadas positivamente con microperlas y re-estimuladas
con BCG como segundo estimulo por 18 hrs. Las CD fueron co-cultivadas con células T CD4+ de rafones
inmunizados con BCG, M. avium, M. avium previo a la inmunizacién con BCG, o BCG previo a la inmunizacién

con BCG por 5 dias. Niveles (pg/mL) de INF-y (a) e IL-10 (b) en sobrenadantes de co-cultivos determinados por
CBA. La media (+DS) de dos experimentos independientes es mostrada.
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Figura 17. Determinacion de células T CD4+ CD25¢%ss Foxp3+ estimuladas in vitro obtenidas de ratones expuestos
a M. avium previo a la inmunizacién con BCG. CD derivadas de médula ésea fueron expuestas o no a M. avium
por 3 hrs. Subsecuentemente, las células CD11c+ fueron seleccionadas positivamente con microperlas y re-
estimuladas con BCG Phipps como segundo estimulo por 18 hrs. Las CD fueron co-cultivadas con células T CD4+
marcadas con ester carboxifluoresceina succimidil (CFSE) de ratones inmunizados con BCG Phipps, con M.
avium, con M. avium previo a la inmunizacién con BCG o con BCG previo a la inmunizacién con BCG por 5 dias.
Dot plot representativo de dos experimentos independientes de la proliferaciéon de células T CD4+ BCG- y M.
avium-especificas determinada por dilucién del CFSE (panel derecho); Dot plot del porcentaje de células T CD4+
CD25¢ss en el panel central; Dot plot del porcentaje de células T CD4+ CD25¢qltas Foxp3+ en el panel izquierdo.
Primer y segundo estimulo en CD es mostrado al costado de cada cuadrante.
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Apartado V:
Activacion diferencial de CD: Mecanismo implicado
V. Participacion del TLR2 y la MAP cinasa p38

V.A. Expresion de marcadores de superficie

Para evaluar el posible mecanismo involucrado en las diferencias observadas en la
activacion de las CD por M. avium versus BCG Phipps, y de acuerdo a estudios previos
qgue han indicado que M. avium activa macréfagos preferentemente a través de la
activacion del TLR2 y la MAP (Mitogen-activated protein kinases, por sus siglas en inglés)
cinasa p38 [174, 175], con el objetivo de determinar si también participan en la activacién
de las CD inducida por el aislado ambiental M. avium, se realizaron experimentos
utilizando un anticuerpo a-mouse a TLR2 (clona T2.5, véase Materiales y Métodos) vy el

inhibidor de la cinasa p38 (SB203580) previo a la exposicién de CD con M. avium.

Como se muestra en la Figura 18a, en presencia del anticuerpo a-TLR2 se observéd
expresion baja de PD-L2, pero mayor expresion de CD86, CD80 y CD40 en CD expuestas a
M. avium, comparado con el control de isotipo. Resultados similares fueron observados en
presencia del inhibidor de la cinasa p38 (Figura 18a). El fratamiento con el anticuerpo a-
TLR2 no modificé la expresidon de ninguna de las moléculas analizadas en CD expuestas a
BCG, comparada con la expresion en CD estimuladas con BCG Phipps sin ningun
fratamiento (Figura 18a). CD expuestas a M. avium vy re-estimuladas con BCG Phipps
fratadas con el anticuerpo a-TLR2 o con el inhibidor de la cinasa p38, también mostraron
expresidn menor de PD-L2, expresidon que fue acompanada de un incremento en la
expresion de CD86, CD80 y CD40, comparada con las CD expuestas a M. avium / BCG sin

fratamiento (Figura 18b).

Estos resultados indican que las diferencias de expresion de CD86, CD80, CD40 y PD-L2 en
CD inducidas por M. avium comparado con BCG Phipps, estdn mediadas por la via de

sefalizacién TLR2-p38 MAP cinasa.
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V.B. Papel de IL-10 en la expresion incrementada de PD-L2

Considerando que la expresion de PD-L2 en CD expuestas a M. avium fue dependiente de
la ligacién del TLR2 y la activaciéon de la cinasa p38 y, aunado a estudios previos que han
determinado que M. avium induce la produccién de IL-10 en macréfagos humanos a
través de la activacién de la MAP cinasa p38 [175], subsecuentemente evaluamos la
expresion de PD-L2 en CD bajo el tratamiento con el anticuerpo a-mouse al receptor de la
IL-10 (IL-10R, clona 1B1.3a), con la finalidad de determinar si IL-10 pudiera participar de
manera indirecta en la expresion de PD-L2.

En presencia del anticuerpo o-IL-10R, la expresion de PD-L2 en CD expuestas a M. avium
fue menor comparado con el control de isotipo; en contraste, se olbservd mayor expresion
de CD86, CD80 y CD40 (Figura 19a). Adicionalmente, los niveles de IL-10 también fueron
menores en presencia del anticuerpo a-IL-10R (Figura 19b).

Ademds, evaluamos la produccién de IL-10 en presencia del anticuerpo a-TLR2 y del
inhibidor de la cinasa p38. La Figura 19c muestra que la produccién de IL-10 en CD
expuestas a M. avium fue menor en presencia del anticuerpo o del inhibidor, comparado
con las CD expuestas a M. avium sin tratamiento. En contraste, la baja produccion de IL-10
en CD expuestas a BCG no fue modificada en presencia de ninguno de los tfratamientos.
La baja produccién de IL-10 también fue observada en CD expuestas a M. avium vy re-
estimuladas con BCG en presencia del antficuerpo a-TLR2 o del inhibidor de la cinasa p38

(Figura 19d).

Juntos, estos resultados indican que M. avium como Unico estimulo o previo a BCG, a
fravés de via TLR2-MAP cinasa p38 induce la producciéon de IL-10 y ésto tiene un impacto

sobre el incremento de la expresidon de PD-L2.
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Figura 18. Participacién de la via TLR2-MAP cinasa p38 en el fenotipo de superficie de CD inducido por M. avium.
Células CD11c+ seleccionadas positivamente (CD11c+) con microperlas fueron tratadas o no con el anticuerpo
a-TLR2 (10 ug/mL, clona T12.5), con un confrol de isotipo o con el inhibidor de la MAP cinasa p38 (SB203580) previo
a la exposicién a M. avium o BCG Phipps. Subsecuentemente las células CD11c+ fueron o no re-estimuladas no
con BCG Phipps por 18 hrs. Las CD fueron analizadas por citometria de flujo para determinar la expresion de los
marcadores de superficie. a y b) Histograma representativo de dos experimentos independientes. La IMF es
indicada en el histograma.
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Figura 19. Papel de la IL-10 sobre expresion de PD-12. Células CD11c+ seleccionadas positivamente (CD11c+)
con microperlas fueron tratadas o no con los anticuerpos a-IL-10R, a-TLR2, control de isotipo o con el inhibidor de
la MAP cinasa p38 SB203580, previo a la exposicion a M. avium o BCG Phipps. Subsecuentemente las células
CD11c+ fueron o no re-estimuladas con BCG Phipps por 18 hrs. Las CD fueron analizadas por citometria de flujo
para determinar la expresién de los marcadores de superficie y la produccidon de IL-10. a) Histograma
representativo de dos experimentos independientes. La IMF es indicada en el hisfograma. b, ¢ y d) Niveles de
(pg/mL) IL-10 en sobrenadantes de co-cultivos determinados por CBA. La media (£DS) de tres experimentos
independientes es mostrada.
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Apartado ViI:

Modulacion de la respuesta Th1 inducida por BCG: Mecanismo implicado

VI.A. Coniribucion de PD-12 e IL-10 en la modulacion de la activacion de las

células T

De acuerdo con la observacién de que el fenotipo de CD inducido por M. avium es
crucial en el deterioro de la activacion de las células T CD4+ y debido a la alta expresidon
de PD-L2 y produccién de IL-10, se realizaron experimentos de blogueo del receptor de IL-
10, de PD-1 o ambos durante la interaccién de las CD con células T CD4+ de ratones
inmunizados con BCG Phipps. Para ello, CD expuestas a M. avium como Unico estimulo o
previo a BCG Phipps fueron co-cultivadas con dichas células T CD4+ durante 5 dias en
presencia del anficuerpo a-PD-1, o a-IL-10R, o una mezcla de a-PD-1/a-IL-10R, o con los

confroles de isotipo.

Los resultados mostraron que, la presencia del a-PD-1 o a-IL-10R indujo mayor proliferacion
de células T CD4+ BCG-especificas en co-cultivos con CD expuestas a M. avium como
Unico estimulo o previo a BCG Phipps, en comparacién con el control de isotipo (Figura
20a). La mezcla de a-PD-1 y a-IL-10R en los co-cultivos indujo mayor proliferacién de las
células T CD4+ BCG-especificas comparada con los co-cultivos con a-PD-1 o a-IL-10R por
separado. En contraste, la proliferacion de las células T CD4+ co-cultivadas con CD

expuestas a BCG Phipps no fue afectada por la presencia de los anticuerpos (Figura 20a).

En cuanto a las citocinas, en co-cultivos con CD expuestas a M. avium / BCG o M. avium
como estimulo Unico, la produccién de INF-y fue significativamente mayor (p<0.01) en
presencia del anticuerpo a-PD1 o a-IL-10R, o ambos (Figura 20b). La produccién de INF-y
no fue afectada por la presencia de los anticuerpos en los co-cultivos con CD expuestas a
BCG (Figura 20b). Resultados similares fueron observados con la produccion de TNF (Figura
20c; p<0.05). En contraste, comparada con el control de isotipo, la produccién de IL-10
fue significativamente reducida (p<0.05) cuando las células T CD4+ fueron co-cultivadas
con CD expuestas a M. avium como Unico estimulo o previo a BCG en presencia de los
anticuerpos (Figura 20d); estos resultados fueron mds evidentes (p<0.01) con la mezcla de
a-IL-10R y a-PD1 (Figura 20d).
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Estos resultados indican que, durante la interaccion CD-Células T CD4+, la interleucina IL-
10 vy la interaccién PD-1:PD-1L (PD-L2) son cruciales para la modulacién de la respuesta Th1

especifica a BCG.

70



Dendriticas, MNT y BLG. Doctorado en Ciencias Biomédicas.

a-PD-1
a +
a-PD-1 a-IL-10R a-IL-T0R Conftroles de isotipo ler / 2do
100+
. M.avium BCG
O -
= M.avium
o)
g BCG
T CD4+ iniciales
b Nk NF ©
6000+ * % 6000+
— _* 2k —
E 4000+ g 4000+
o) [9)
Q Q
2000 2000
o- o
Controlesdeisotipo + = = = + = = = + = = = + = = = + = = =+ =« ==+ ==« + = = = Controlesdeisotipo
QPD-1 =+ =+ =+ =+ =+ =+ = 4+ = + =+ =+ =4 =+ =+ =+ = + = + OPD-]
QL-TOR = = ++ = = + + = = + 4+ = = + + == 4+ + = =4+ ==+ + = =+ + cIL-I0R

d
oo IL-10 O M. avium / BCG
% | M. avium
—% O BCG

— 600 —_—
g —k o /.
> -
O 400

200+

Contfrolesdeisotipo + = = = + = = = + = = = + = = =
GPD-1 =+ =+ =4+ = + =+ = + = + = +
QIL-TOR = = ++ = = + + = = + + = = + +

Figura 20. Contribucién de PD-L2 e IL-10 en la modulacién de la respuesta Th1 inducida por BCG. CD derivadas
de médula dsea fueron expuestas o no a M. avium por 3 hrs. Subsecuentemente, las células CD11c+ fueron
seleccionadas positivamente con microperlas y re-estimuladas con BCG Phipps como segundo estimulo por 18
hrs. Las CD fueron co-cultivadas por 5 dias con células T CD4+ de ratones inmunizados con BCG Phipps
marcadas con ester carboxifluoresceina succimidil (CFSE) en presencia o no de los anticuerpos bloqueadores a-
PD-1, a-IL-TOR o una mezcla de los anticuerpos, o controles de isofipo a) Proliferacién de células T CD4+ BCG-
especificas determinada por dilucidén del CFSE. Histograma representativo de dos experimentos independientes.
El porcentaje de proliferacion de cada condicidn es indicado a la izquierda. Primer y segundo estimulo en CD es
mostrado a la derecha. Niveles (pg/mL) de INFy (b), TNF (c) e IL-10 (d) en sobrenadantes de co-cultivos
determinados por CBA. La media (xDS) de dos experimentos independientes es mostrada. Las combinaciones de
estimulo en CD son mostradas con pequenos cuadros en el panel derecho.
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Discusion

Mycobacterium bovis BCG es la Unica vacuna disponible contra la infeccién por M.
tuberculosis. Una caracteristica que destaca de esta vacuna es la variacidén observada en
su eficacia, con proteccidén minima o nula en algunas regiones tropicales [29]. La causa
de este fracaso no ha sido definida, sin embargo, se ha asociado con la exposicion a
Micobacterias No Tuberculosas (MNT), debido a que en las poblaciones en las se ha
evidenciado dicha exposicidn, la vacunacion por BCG induce baja proteccién [40]. Varios
estudios sugieren que la exposicion a MNT reduce la eficacia protectora de BCG [43-45].
Recientemente, estudios en animales han provisto evidencia de que la exposicion con
MNT puede tener un efecto directo en la vacunacion con BCG. Estos estudios muestran
que las MNT ejercen un efecto modulador en la eficacia protectora de BCG, con la
regulacion negativa de la respuesta de INF-y inducida por vacunacién [45-49]. No
obstante, en estos hallazgos alun no se ha determinado el mecanismo inmune

involucrado.

Las células T CD4+ con un fenotipo Th1 han mostrado ser importantes en la respuesta
inmune protectora contra M. tuberculosis [42]. El mecanismo celular involucrado en la
activacion de la respuesta de las células T, posterior a la inmunizacién con BCG no ha sido
determinado. Se ha provisto evidencia de la contribucién de las CD en el desarrollo de la
inmunidad protectora contra M. tuberculosis [176]. Las células dendriticas (CD) son células
presentadoras de antigeno (CPA) capaces de inducir respuesta inmune primaria de
células T virgenes [64]; no obstante, la activacién de las CD es critica para la estimulacion
de la respuesta efectora de células T antigeno-especifica [177]; mientras las CD maduras
inducen una respuesta inmune Thi, las CD inmaduras o parcialmente activadas pueden
inactivar la respuesta de células T [105]. En este estudio, mostramos que la interaccion de
CD con BCG Phipps y las MNT Mycobacterium avium, Mycobacterium smegmatis o
Mycobacterium nonchromogenicum indujo su activacién diferencial; mientras que la
exposicién de CD con BCG Phipps, M. smegmatis y M. nonchromogenicum resultd en el
incremento significativo de moléculas coestimuladoras, asi como de citocinas
proinflamatorias, ambas necesarias para la activacién de la respuesta de células T [64]; la
exposicién a M. avium indujo principalmente la expresion de moléculas asociadas con la
inhibicion de la respuesta inmune como PD-L1 y PD-L2 [153], asi como la produccién de IL-

10 a través del uso de la via de senalizacion TLR2-MAP cinasa p38.
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Aunado, las CD expuestas previamente a M. avium no presentaron la capacidad de
responder a BCG como segundo estimulo. El fenotipo en CD inducido por M. avium
afectd negativamente la proliferacién y diferenciaciéon de células T CD4+ BCG-especificas
a través de la interaccion PD1:PD-1L y la produccién de IL-10. Por ofra parte mostramos
que, la pre- o inmunizacién con M. avium indujo porcentajes altos de células T con un
fenotipo CD4+ CD259es Foxp3+.

Ha sido reportado que la cepa WAg206 de M. avium es un débil inductor de la activacion
de CD in vitro, tanto murinas como humanas [164,178]. Ademds, CD bovinas expuestas a
M. avium subsp. paratuberculosis expresan niveles bajos de IL-12, pero niveles altos de IL-10
comparado con la estimulacién con LPS [163]. En este trabajo, se muestra que, adicional
a la expresién baja de las moléculas coestimuladoras y de CD40 en CD, la MNT ambiental
M. avium induce la alta expresidn de la molécula coinhibidora PD-L2 vy la produccién de
IL-10. Este fenotipo en CD inducido por M. avium fue diferente comparado con el inducido
por estimulacién con BCG Phipps, M. smegmatis y M. nonchromogenicum, con expresiéon
minima de PD-L2 e IL-10 pero altos niveles de CD86, CD80 y CD40, asi como alta
produccién de IL-12p40 y TNF. Estas diferencias en el fenotipo de las CD inducido por M.
avium pueden explicarse por el reconocimiento diferencial de la micobacteria por
receptores expresados en la CD. Estudios del papel de los TLRs en el reconocimiento a
BCG han demostrado que TLR2, TLR4 y TLR? son esenciales para la induccién de TNF e IL-12
en CD murinas [179-181]. En contraste, M. avium activa células mononucleares
preferencialmente via ligacién con TLR2 [174]; asi mismo, la produccién de IL-10 en
macréfagos inducida por M. avium depende de la activacién de la via de sefalizacion
MAP cinasa p38 [175]. Algunos estudios han mostrado que la sefalizacién a través del TLR2
atenVUa la actividad antimicobacteriana en el macréfago, asi como la subsecuente
induccién de la respuesta Th1 [182]. En este estudio mostramos que, el tfratamiento con el
anticuerpo a-TLR2 afectd negativamente la expresion de PD-L2 y la produccién de IL-10,
no obstante, la expresion de las moléculas coestimuladoras se incrementd. Resultados

similares se observaron en CD fratadas con el inhibidor de MAP cinasa-p38.

Juntos, estos resultados indican que las diferencias de activacion de las CD inducidas por
M. avium comparado con BCG Phipps estdn mediadas por la via de sefalizacién TLR2-
MAP cinasa p38.

Demostramos también que M. avium indujo y mantuvo un estado de no respuesta en CD,
lo que se evidencid porque las CD no respondieron a una segunda estimulacién por BCG

Phipps; no se observd incremento en la expresidon de moléculas coestimuladoras, asi como
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tampoco en la produccién de la citocina IL-12p40, no obstante, la expresién de PD-L2 y
produccién de IL-10 se mantuvieron en niveles altos. En contraste, las CD en contacto
previo con BCG Phipps o M. nonchromogenicum no mostraron alteraciéon en su respuesta
a un segundo estimulo. La expresion alta de PD-L2 y produccidn de IL-10 argumenta en
contra del agotamiento de las CD debida a la sobreestimulacion. Estos resultados indican
gue los efectos moduladores en CD fueron especificos de la interaccién con M. avium.
Esta micobacteria mantuvo un estado de respuesta no inflamatorio, adn en presencia de
un estimulador potente como BCG Phipps. Una posible explicacidén es que M. avium a
fravés de la via de senalizacién TLR2-MAP cinasa p38 induzca la expresidn de proteinas de
la familia SOCS (suppressor of cytokine signaling), las cuales han sido identificadas como
reguladores negativos de la senalizacién dependiente de TLRs [183]. M. avium y ManLAM
inducen SOCS-1 y SOCS-3 a través de la activacién de MAP cinasa p38 en macréfagos
humanos [184]. En nuestros experimentos, nosotros observamos que la via TLR2-MAP cinasa
P38 también participa en la induccidn de una respuesta anti-inflamatoria en CD. La
carencia de activacién de las CD en respuesta a un estimulo posterior, ha sido observada

también en otros modelos experimentales [167,185,186].

La carencia de respuesta proinflamatoria de las CD a BCG Phipps como consecuencia
del contacto previo con M. avium, sugiere el uso de ofros receptores con capacidad de
modular la sefalizacién mediada por TLRs. El receptor DC-SIGN modula la activacién
mediada por el TLR4 por ManLAM de M. tuberculosis en CD humanas [187]. Dada la
presencia de ManLAM en M. avium [188], es posible que el receptor DC-SIGN, adicional a
la via de senalizacién TLR2-MAP cinasa p38 pudiera contribuir en la carencia de la

respuesta de las CD a BCG Phipps.

De acuerdo con la observaciéon de que la produccion de IL-10 en CD se redujo en
presencia del anticuerpo o-TLR2 o del inhibidor de la cinasa p38, subsecuentemente
evaluamos la relacién de IL-10 y la expresion de PD-L2. Un impacto significativo en la
expresidon de PD-L2 fue observado por el bloqueo del receptor de la IL-10 (IL-10R),
indicando que la alta expresidon de PD-L2 estd mediada indirectamente por la expresion
de IL-10; sin embargo, aunque la expresidon de PD-L2 se redujo por el bloqueo del receptor
de IL-10, los niveles de expresidn se mantienen por encima de los niveles inducidos por
BCG Phipps, lo que sugiere dos cosas: 1. Que el bloqueo del IL-10R no fue completa o 2.
Que la activacion de la via TLR2-MAP cinasa p38 pudiera directamente estar implicada en
la expresion de PD-L2, aungue la relacién entre la expresion de PD-L2 vy la via TLR2-p38 no

han sido establecida aun. Recientemente se ha demostrado que la expresidn de PD-L1 es
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dependiente de la via MAPK p38/STAT-3 [189], lo que sugiere fuertemente la relacion de
esta via con la expresién también de PD-L2. Adicionamente encontramos que con el
blogueo del IL-10R, la produccién de IL-10 es menor en CD expuestas a M. avium, lo que
indica que esta produccion es también consecuencia de una retroalimentacion via

senalizaciéon del receptor de la IL-10.

La modulacién de la respuesta inducida por la inmunizacidn con BCG ha sido
evidenciada in vivo por la pre-inmunizacién de ratones con la cepa WAg206 de M. avium.
En ese estudio, M. avium fue capaz de disminuir la produccién de INF-y BCG-especifica de
linfocitos estimulados con PPD (derivado proteico purificado) de M. bovis [164]. Nosotros
demostramos que la modulacién de la respuesta a BCG es dependiente del fenotipo de
las CD, ya que la exposicion de CD a M. avium como Unico estimulo o previo a BCG
Phipps afectd la activacion y diferenciacion de células T; reafirmando con esto que el
estado de activacién proinflamatorio en CD es crucial para la activacién éptima de la

respuesta antigeno-especifica de células T [190].

Se observdé modulacién negativa tanto de la respuesta proliferativa como de la
produccidén de INF-y por CD expuestas a M. avium, lo cual fue consistente con la expresién
minima de moléculas coestimuladoras y produccidén de citocinas proinflamatorias. En
contraste, las CD expuestas a BCG Phipps estimularon a las células T BCG-especificas a
proliferar y producir INF-y. Resultados similares fueron observados con células T M. avium-
especificas, indicando que el deterioro de la activacidén de células T no estd relacionado
con el reconocimiento del antigeno. Andlisis in silico de especificidad antigénica han
mostrado que los principales antigenos de células T expresados en BCG estdn
conservados en M. avium, con un grado significativo en identidad de secuencia [47], lo
gue indica que M. avium invoca el reconocimiento cruzado de antigenos compartidos
con la vacuna. El efecto inhibitorio de M. avium sobre la respuesta inducida por BCG
probablemente dependa del extenso reconocimiento de antigenos conservados con la

vacuna.

La produccién de INF-y por las células T CD4+ subsecuente a la interaccién con CD
activadas por BCG Phipps posiblemente sea reflejo de la capacidad de estas CD de
producir IL-12, indicando el papel crucial de esta citocina en la re-activacion de células T
capaces de mediar proteccién [191]. La modulacién de la produccién de INF-y fue
acompanada por un incremento en la secrecion de IL-10, lo que sugiere que este

incremento contribuye en la modulacién de la respuesta Th1 [192]. La produccién de IL-10
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por CD expuestas a M. avium podria ser un factor determinante en el deterioro de las CD
para re-activar la respuesta Th1 [192]. El incremento en los porcentajes de proliferaciéon y
produccién de INF-y de las células T CD4+ estimuladas con CD expuestas a M. avium
(Unico estimulo o previo a BCG Phipps) en presencia del anticuerpo a-IL-10, demuestra la
participacion de la IL-10 en el deterioro de la respuesta de las células T. Resultados
similares fueron observados con el bloqueo de PD-1, indicando también la participacion
de PD-L2 en la modulacién. La interaccién PD-1:PD-L ha sido asociada con la carencia de

respuesta de células T en la infeccidon tuberculosa [193], sugiriendo su papel inhibidor.

El efecto sinérgico de IL-10 y PD-L2 en la hipo-respuesta de células T fue demostrado por el
blogueo de ambas moléculas durante la interaccién de CD y células T; los porcentajes de
proliferacién, asi como los niveles de INF-y se observaron mayores que los observados con

el blogueo por separado de cada molécula.

Juntos, estos hallazgos sugieren que el fenotipo resultante de la interaccién de BCG Phipps
o M. avium con CD juega un papel crucial en la subsecuente activacion y/o modulacién

de la respuesta de células T.

En este estudio se demostrdé también que M. avium impactd in vivo sobre la respuesta
protectora generada por BCG Phipps, como ya se ha mostrado en otfros estudios [46-49].
La produccién de INF-y antigeno-especifica inducida subsecuente a la inmunizaciéon es
considerada un componente esencial de la proteccion mediada por la vacuna BCG [47];
la respuesta de INF-y atribuible a BCG Phipps se observd disminuida en ratones expuestos a
M. avium previa a la inmunizacién con BCG Phipps. Sin embargo, demostramos que, en
estos ratones se observd una dominancia en los niveles de IL-10 sobre los de INF-y. Esto
sugiere la induccién in vivo de IL-10 como consecuencia de la pre-inmunizaciéon con M.
avium, la cual también sugiere su contribucién en la regulacién negativa de la respuesta

Th1 a BCG.

Estudios previos han propuesto que M. avium tiene la capacidad de inducir respuesta
inmune hacia antigenos compartidos con BCG, la cual conlleva a la eliminacion de BCG
antes de que ésta pueda generar la respuesta inmune protectora [35, 47]; otros estudios
han propuesto la induccidn de una respuesta moduladora [164]. Nuestros resultados estdn
inclinados hacia la modulacion de la respuesta de células T por M. avium a través de la
induccién de PD-L2 y produccién de IL-10 en CD. Nosotros observamos la hipo-respuesta
proinflamatoria tanto de células T BCG Phipps- como de M. avium-especificas, no

obstante, también se observaron células T CD4+ Th1 después de la inmunizacién con M.
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avium, por lo que es posible que M. avium induzca una respuesta inmune suficiente para
controlar la replicacién de BCG y de manera adjunta inducir, a través de las CD la
modulacion de la respuesta de células T, que en combinacién modulan negativamente la
respuesta Th1 a BCG. Se requieren experimentos que determinen si la modulacién de la
respuesta a BCG mediada por el fenotipo en CD inducido por M. avium a través de la
interaccién PD-1:PD-L (como se determind in vitro) pudiera estar implicada en la induccién
de tolerancia in vivo, como consecuencia de la sensibilizacién con M. avium previo a la

inmunizacién con BCG.

Una frecuencia significativa de células T CD4+ CD25¢qltes Foxp3+ fue observada en ratones
inmunizados o pre-inmunizados con M. avium. La generacion y expansiéon de células T
reguladoras se han relacionado con la participacion de CD con un fenotipo inmaduro
89.,90]. En ratones transgénicos, la concentracién de péptido requerido para activar a las
células T reguladoras Foxp3+ péptido-especifico para ejercer supresion in vitro ha sido
estimada de 10 a 100 veces menor que la concentraciéon necesaria para activar células T
naive o virgenes con la misma especificidad antigénica [194]. Estos hallazgos sugieren que
las células T reguladoras Foxp3+ pueden ser activadas aun por CD inmaduras o aquellas
cuya expresion de CD80/CD86 y MHC/péptido sean también bajos [194]. Sin embargo,
nosotros determinamos que la expansion de células T CD4+ CD25¢dltes Foxp3+ in vitro fue
manejada por CD con un fenotipo maduro, los mayores porcentajes se observaron bajo la
re-estimulaciéon con CD expuestas a BCG Phipps. Pese a ello, estos resultados indican la
generacién de células T con fenotipo regulador manejadas por la inmunizacién con M.
avium in vivo, posiblemente la generacion de las células T reguladoras CD259ltes Foxp3+ in
vivo sea consecuencia de la interaccién de células T con CD con un fenotipo regulador,
el cual pudo ser inducido por el contacto inicial con M. avium, similar al determinado in

vitro.

La expansidn de células T con un fenotipo regulador sugiere la participaciéon de estas
células en la modulacién in vivo de la respuesta a BCG. Se ha demostrado que la
sensibilizacién de ratones con Mycobacterium chelonae induce células T reguladoras
CD25+ Foxp3+ con actividad supresora de la respuesta Thl inducida por BCG in vitro e in
vivo [195].

El entendimiento de cémo M. avium puede comprometer la respuesta inmune inducida
por BCG se extiende con los resulfados presentados en este tfrabajo, debido a que
proporciona informacién acerca de las consecuencias de la interaccién de M. avium con

las CD, mismas que resultaron ser determinantes para comprometer dicha respuesta.
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Nuestros resultados enfatizan el potencial de M. avium para modular la respuesta Thl y
sugieren un mecanismo por el cual se puede llevar a cabo este fendmeno, a través de la
activaciéon diferencial de CD con la induccidn de un fenotipo modulador que promueve

el cambio de una respuesta proinflamatoria en una predominantemente supresora.
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Conclusiones

e Mycobacterium avium activa diferencialmente a las células dendriticas
comparado a BCG, con la induccién de un fenotipo asociado con inhibicidon de la

respuesta inmune a través del uso preferencial de la via TLR2-MAP cinasa p38.

Mycobacterium smegmatis y M. nonchromogenicum inducen un fenotipo
proinflamatorio en células dendriticas similar a BCG, fenotipo asociado con induccién

de respuesta inmune.

e Las células dendriticas expuestas a M. avium mantienen un fenotipo anti-
inflamatorio en respuesta a BCG como segundo estimulo; las células dendriticas
expuestas a M. smegmatis y M. nonchromogenicum mantienen un fenofipo

proinflamatorio.

e El fenotipo de las células dendriticas inducido por M. avium es el responsable de la
modulacién negativa in vitro de la respuesta Th1 a BCG. La interaccién PD-1:PD-L y

la senalizacién por IL-10 son cruciales en la hipo-respuesta de células T CD4+.

e La pre- y/o inmunizacidén con M. avium induce la generacién de células T con un

fenoftipo regulador.

e La exposiciobn a M. avium previa a la inmunizacién con BCG impacta en la

respuesta Th1 BCG-especifica.
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Anexo

= A.1. Cinética de expresidon de CD86, CD80 y CD40

La evaluacién preliminar de la expresidon de las moléculas de superficie en CD inducida
por exposicion a MNT o BCG Phipps se realizdé con respecto al tiempo, con el objetivo de
establecer el pico mdximo de expresion para cada una de las moléculas. Para ello, CD de
médula dsea fueron expuestas a M. avium, M. smegmatis, M. nonchromogenicum o BCG
Phipps por 12, 24 y 96 hrs previa a la determinacién de la expresion de CD86, CD80 y CD40
por citometria de flujo. La expresion de CD86 y CD80 en CD inducida por BCG Phipps, M.
smegmatis y M. nonchromogenicum incrementé significativamente (p<0.05) con respecto
al tiempo (12, 24 y 96 hrs); no obstante, sélo se observd un incremento significativo en la
expresion de CD40 a las 24 hrs (Anexo; Figura 1). En contraste, la expresiéon de CD86, CD80
y CD40 inducida por M. avium en CD se mantuvo baja a todos los tiempos evaluados

(Anexo; Figura 1).

El incremento de expresidén de las moléculas de superficie en CD en nUmero de veces
(xDS) comparado con las CD sin estimular a las 12, 24 y 96 hrs se resume en la siguiente
tabla.

CD86 CD80 CD40

Micobacteria / Tiempo 12 hrs 24 hrs 96 hrs 12 hrs 24 hrs 96 hrs 12 hrs 24 hrs 96 hrs

BCG Phipps 52+0.6* 80%x04* 135%x12* 39+10 97%1.1* 13.6%1.9* 21:03 85+08* 4.0%0.3*
M. avium 43+14 38+07  238%09 21+08 45%15 23+09 21+05 40%13 20403
M. smegmatis 45+05 81%1.6* 11.8%27* 34+05 75%1.5% 122%11* 32+07 75%05* 18%07

M. nonchromogenicum 53+18 80%1.2* 18.0%15* 38+1.0 85x05* 23.6%32* 1205 9.0%1.0* 37%0.5

*p<0.05

Acorde a estos resultados se observaron diferencias en los mdximos de expresion; en CD
expuestas a BCG Phipps, M. smegmatis y M. nhonchromogenicum los picos mdaximos de
expresion de CD86 y CD80 fueron observados a las 96 hrs, no obstante, también se
observo un incremento significativo a las 24 hrs. La expresidon de CD40 se observd a las 24
hrs; asimismo, la induccidn de las tres moléculas por exposicion a M. avium a pesar de ser
baja en comparacion con las otras MNT evaluadas, si se observd un méximo de expresion
en CD a las 24 hrs, al igual que con la estimulacién con LPS. Con la finalidad de igualar
condiciones, establecimos 24 hrs como el tiempo de exposicién de CD a BCG Phipps, M.
avium, M. smegmatis, M. nonchromogenicum y al LPS previo a la determinacién de la

expresion de moléculas de superficie (Figura 5 en el texto principal).

94



Dendriticas, MNT y BLG. Doctorado en Ciencias Biomédicas.

A.2. Cinética de produccion de citocinas proinflamatorias

El mdximo de produccion de IL-12p40 se observd a las 24 hrs en CD expuestas a BCG, M.
avium y M. smegmatis; mientras que en CD expuestas a M. nonchromogenicum el méximo
de produccidn se observd desde las 12 hrs, manteniéndose hasta las 24 hrs (Anexo, Figura
2). La baja produccién de IL-12p40 inducida en CD por M. avium se mantuvo baja a todos

los tiempos evaluados, no obstante se observa un mdéximo a las 24 hrs (Anexo, Figura 2).

A diferencia de IL-12, el mé&ximo de produccidon de TNF se determind a las 12 hrs post-
exposicion a todas las micobacterias evaluadas; este mdximo de produccidon declind a las
24y 96 hrs (Anexo, Figura 2). Acorde a estos resultados, establecimos 12 y 24 hrs como el
tiempo de exposicibn de CD a BCG Phipps, M. avium, M. smegmatis, M.
nonchromogenicum y al LPS, previo a la determinacion de la produccién de TNF e IL-

12p40, respectivamente (Figura é en texto principal).
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Figura Anexo 1. Expresion de CD86, CD80 y CD40 en CD a las 12, 24 y 96 hrs. Incremento (# de veces) de la
expresion del marcador de superficie inducido por los diferentes estimulos comparado con el contfrol no
estimulado. Los datos son presentados como la media (£DS) de tres experimentos independientes.
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Figura 2. Produccién intracelular de IL-12 y TNF a las 12, 24 y 96 hrs. Media (£DS) de produccién intracelular
mostrada como porcentaje de células positivas productoras de IL-12p40 y TNF. Los datos son resultado de tres
experimentos independientes.
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