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Prélogo

La tuberculosis es una enfermedad infecciosa, en la actualidad se le atribuyen
[2.2 millones de decesos anuales a nivel mundial. El principal agente etioldgico de
la enfermedad es el bacilo Mycobacterium tuberculosis, este bacilo ha logrado
establecer una relacion parasitaria con el humano; aunque se ha estudiado esta
relacion no se ha esclarecido con exactitud los mecanismos que le dan este éxito
de sobrevida.

Un estudio preliminar de nuestro laboratorio mostré que los monocitos de
pacientes con tuberculosis pulmonar morian por una via independiente del MHC-I,
al estar en cocultivo con linfocitos T CD8+ autologos. El objetivo de esta tesis fue
esclarecer cual subpoblacion de linfocitos T CD8+ realizaba citotoxicidad
independiente al MHC-I, ademas, evaluar las moléculas que se han relacionado
bajo diferentes contextos al proceso de muerte celular, por ejemplo, NKG2D, CD1,
MICA/B, TLR2.

La redaccion de la presente esta dividida en 3 capitulos:

El capitulo 1 comienza con una introduccion general sobre la tuberculosis, aqui
describo brevemente la respuesta inmunitaria celular que se activa ante la
infeccion por el bacilo, incluyo una descripcion de la participacion de las linfocitos
T (CD4+, CD8+ 0 el TCR yd) y de las células presentadoras de antigeno.
Asimismo, hay una descripcién breve de los principales mecanismos de evasion
gue Mycobacterium tuberculosis ha desarrollado para sobrevivir en el hospedero.
Al final del capitulo se incluye un articulo de revision (Gac Med Mex. 2009 Jul-Aug;
145(4):323-30), producto del desarrollo de esta tesis, en donde se detallan estos
mecanismos de evasion.

En el segundo capitulo mi objetivo fue esclarecer cuales moléculas participan en la
actividad citotoxica de los linfocitos T CD8+ sin restriccion al MHC-I en enfermos
de tuberculosis pulmonar. Para esto, se realizaron cocultivos de linfocitos T CD8+
con monocitos autélogos estimulando con el filtrado de cultivo de la cepa H37Rv.
Nuestros resultados de fenotipificacion muestran un incremento de linfocitos T
CD8+ TCRap aunado a disminucion de células NK en enfermos con tuberculosis
pulmonar, al compararlos con los de sujetos control. Ademas los linfocitos T CD8+
provenientes de enfermos de tuberculosis pulmonar llevan a cabo su mayor
capacidad citotdxica con 20 pg/mL de filtrado de H37Rv; mientras que las células
provenientes de sujetos control requieren de 40 pug/mL. Otro hallazgo relevante
gue mostraron los ensayos de citotoxicidad fue que los monocitos de pacientes
con tuberculosis pulmonar mueren por un mecanismo dependiente del receptor
Toll tipo 2 (TLR2). Al final del capitulo se incluye un articulo de revision (Cell Mol
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Immunol. 2009 Feb;6(1):15-25), donde se discuten los mecanismos de
citotoxicidad que utilizan las células para inducir muerte celular.

En el tercer y altimo capitulo mi objetivo fue esclarecer la muerte de monocitos, via
TLR2, al ser estimulados con antigenos solubles micobacterianos. Para esto se
realizaron cultivos de monocitos incubados con antigenos micobacterianos o
ligandos sintéticos para TLR2. La caracterizaciéon fenotipica mostré que los
enfermos de tuberculosis pulmonar tienen mayor frecuencia de células CD14+ en
sangre; ademas, un mayor porcentaje de monocitos que expresan las moléculas
CD1b, MICA/B y TLR2 comparado con células provenientes de sujetos control.
Estos enfermos también tienen concentraciones de TNF-a sérico. Los resultados
mostraron que los monocitos de enfermos de tuberculosis pulmonar son células
caspasa 9+ citocromo c+ y tienen mayor susceptibilidad a la muerte en ausencia
de estimulo antigénico, lo que sugiere dafio mitocondrial. Al final de este capitulo
anexo 2 articulos, en el primero mostramos que los pacientes con tuberculosis
tienen un porcentaje incrementado de monocitos CD1B+ pero no a otras isoformas
de esta molécula (Neumol Cir Torax, 2010; Vol. 69 (3): 163-169); en el segundo,
mostramos que los monocitos de enfermos de tuberculosis pulmonar presentan
mayor tasa de muerte, alin en ausencia de estimulo antigénico y esto puede ser
mediado por la molécula TLR2 (Immunology. 2012 Apr;135(4):299-311).

\



Capitulo 1. Tuberculosis

La tuberculosis (TB) es una enfermedad infecciosa que afecta a la poblacion
mundial, el panorama internacional sobre TB lo informa la Organizacion Mundial
de la Salud (OMS), quien en 2008 reportd que anualmente se diagnostican ~9.2
millones de casos nuevos y mueren 1.7 millones (1). En México, el anuario de
morbilidad de 2008 inform6é que hay una incidencia de tuberculosis pulmonar
(TBP) de 14.09 por cada 100,000 habitantes, la edad en que prevalece la
enfermedad es entre 25 y 44 afos (2). Si consideramos que en este intervalo de
edad la poblacién es econ6micamente activa, deducimos que esta enfermedad

genera serias repercusiones econémicas.

El principal agente etiolégico de TBP en el humano es Mycobacterium tuberculosis
(Mtb), patogeno intracelular que tiene la capacidad de persistir de manera
indefinida dentro de las células mononucleadas del hospedero (3). Pertenece al
orden de los actinomicetos y a la familia Mycobacteriaceae, algunas de las
especies que conforman esta familia son: M. tuberculosis, M. bovis, M. africanum,
M. microti, M. canettii, M. caprae, M. pinnipedii. Morfolégicamente Mtb es un bacilo
que mide entre 1-10 um de largo y 0.2-0.6 um de ancho (4). Son bacterias de lento
crecimiento, posee una compleja pared celular que es abundante en lipidos,
glicolipidos y polisacaridos, los cuales son parte de los antigenos que secreta e

importantes inductores de la respuesta inmune (5,6).



1.1 Respuesta inmune frente a Mtb.

La infeccibn por Mtb ocurre cuando un sujeto inhala bacilos que han sido
exhalados al ambiente en gotas de saliva, las cuales permanecen por varias horas
en el aire; estimaciones de dosis minima de infeccién indican que es suficiente 1

bacilo inhalado para que la infeccion se establezca (7).

Una vez que la bacteria es inhalada, el bacilo llega a los alveolos pulmonares
donde es fagocitado principalmente por macrofagos alveolares o células
dendriticas. Posteriormente se induce una respuesta inflamatoria localizada, la
cual promueve el reclutamiento de células mononucleadas a partir de los vasos
sanguineos vecinos (8). Inicialmente se forma una masa amorfa de macréfagos y
monocitos, luego llegan los linfocitos al sitio de la infeccion para formar una
estructura celular altamente organizada denominada granuloma, el cual ayuda a
detener el progreso de infeccion a enfermedad y es una lesion caracteristica de
TBP (3,7,8). El granuloma esta conformado basicamente por macréfagos y
linfocitos, los macréfagos se diferencian en varios tipos celulares especializados
como las células gigantes multinucleadas, macrofagos espumosos (foamy) y
macrofagos epiteloides. Todas estas células rodean un centro necrético caseoso

caracteristico de los granulomas. (Figura 1)



Figura 1. Participacion celular para la formacion del granuloma. Tomado

directamente de Science. 2010;328(5980):852-6.

La participacion de las células fagociticas como macréfagos y células dendriticas
para controlar el crecimiento de Mtb ha sido claro. Sin embargo, la participaciéon de
los linfocitos no fue apreciado hasta 1975 cuando se documenté que éstos eran
necesarios para proporcionar inmunidad frente a Mtb (9). Actualmente se conoce
que el macrofago o la célula dendritica que fagocita al bacilo migra hacia los

ganglios linfaticos para activar a los linfocitos T y generar células efectoras.



Posteriormente, los linfocitos T efectores salen a circulacién y migran al sitio de la

infeccion para proveer de una eficiente proteccion (10). (Figura 2)

Figura 2. Participacion de linfocitos T en la respuesta inmune a Mtb. Tomado

directamente de Annu Rev Immunol. 2009;27:393-422.

Los linfocitos Taf3 CD4+ expresan en la superficie celular el correceptor CD4 vy el
receptor de células T (TCR, por sus siglas en ingles) con las cadenas a y
ademéas del CD3. Su funcién principal es secretar citocinas que regulan los
procesos inmunitarios, su activacion esta restringida a la interaccion de su TCR
con un antigeno especifico presentado a través de moléculas del complejo

principal de histocompatibilidad clase 1l (MHC-II) (11). Estos antigenos son de



naturaleza proteica y son degradados por el sistema fago-lisosoma (12). En TBP,
la respuesta protectora estd mediada por los linfocitos Ta CD4+ que secretan
citocinas, principalmente de tipo Thl como IFN-y, IL-2, TNF-a y TNF-3, lo que
favorece la activacion de otras poblaciones celulares (13,14). También existen
reportes que indican que los linfocitos Ta3 CD4+ inducen muerte de células

fagciticas en respuesta a la infeccion por Mtb (15).

Otra poblacion linfocitaria relevante en la inmunidad contra Mtb son los linfocitos
Tap CD8+ (16,17), los cuales reconocen al antigeno mediante la interaccion de su
TCR con el péptido antigénico unido a las moléculas MHC de clase | (MHC-I) (18).
El origen de los antigenos presentados por MHC-I es proteico y enddgeno, son
marcados por un proceso de ubiquitinacion y degradados por el proteasoma (12).
Aunque algunos reportes indican que esta poblacién celular libera citocinas como
IFN-y y TNF-a (14), su principal funcion consiste en lisar células infectadas, por lo
gue son denominados linfocitos citotdéxicos. Generalmente este proceso ocurre por
la liberacion de granulos liticos que tiene almacenados en su citoplasma y de
manera menos frecuente ocurre por la interaccion Fas/FasL (19). En los ultimos
afios, se ha demostrado que existe un proceso denominado “Presentacion
cruzada”, en donde antigenos de origen exdégeno son presentados a traves de

moléculas MHC-I o CD1 y reconocidos por linfocitos Tap CD8+ (20-22).

Los linfocitos T cuyo TCR esta conformado por cadenas ydtambién son
importantes en la respuesta inmune frente a Mtb (23, 24). Se ha encontrado que

los linfocitos Tyd reconocen antigenos de origen no proteico como los glicolipidos y



los fosfolipidos que son presentados en el contexto de moléculas de la familia CD1
(25, 26). Se considera a los linfocitos Tyd una poblacion celular citotéxica, ya que
almacena grandes cantidades de granulisina (27). Aparentemente esta funcion la
realizan principalmente por la via de secrecion de granulos (28, 29). A diferencia
de los linfocitos T citotoxicos clasicos (a CD8+), la funcion citotoxica de los
linfocitos T yd al parecer esta condicionada a la presencia de la molécula NKG2D,

al menos en modelos de cancer (30).

Diversos reportes muestran que los linfocitos T yd son la principal fuente de IL-17
en infecciones por micobacteria (31, 32), lo que sugiere que estas células tienen
una funcion importante para el proceso inflamatorio y la formacion del granuloma
(33). Por otro lado, se ha reportado que esta poblacidén celular es una importante
fuente de IFN-y (34), citocina que entre otras funciones es necesaria para activar

mecanismos bactericidas en el macréfago infectado (35).

1.2 Mtb inhibe la respuesta inmune

A pesar que el sistema inmune del hospedero es eficiente para controlar la
infeccion por Mtb no es suficiente para eliminar al patdgeno (36). La bacteria ha
desarrollado mecanismos que le han permitido su éxito de sobrevida en el

humano, y establece una relacion parasitaria que beneficia al bacilo.

Mycobacterium tuberculosis evade la respuesta inmune mediante diversos
mecanismos, una revision mas detallada de estos mecanismos ha sido publicada

en la Gaceta Médica de México (anexo al final del capitulo). Algunos de los puntos



mas importantes sobre los mecanismos de evasién de la respuesta inmune por

Mtb se describen a continuacion:

)

Mtb elimina a los Intermediarios Reactivos del Nitrégeno e
Intermediarios Reactivos del Oxigeno: En 1997 se reporté que el gen
noxR1 de Mtb le confiere confiere resistencia contra los radicales libres
por un mecanismo no esclarecido (37). Posteriormente, se describié que
Mtb tiene el sistema de secrecion SecAz2, el cual libera a las enzimas
superéxido dismutasa (SodA) y catalasa peroxidasa (KatG) (38),
enzimas que se encargan de mantener el fagosoma sin radicales libres.
Mtb inhibe la maduracién del fagosoma : Inicialmente se observo que
la falta de acidificacion en los fagosomas que contenian a la
micobacteria se debia a una exclusiéon de la ATPasa vacuolar (39).
Posteriormente, se demostr6 que el 90% de los fagosomas que
contienen bacilos vivos retienen una proteina denominada TACO
(Tryptophane aspartate-containing coat protein), sugiriendo que TACO
es capaz de evitar la fusion fagolisosomal porque regula procesos de
sefalizacion dependientes de calcio (40,41). También fue descrito que
el lipoarabinomanana (glicolipido de la pared de Mtb) inhibe la fusién
fagolisosomal debido a que tiene la capacidad de modificar tamario,
peso y estructura de los dominios ricos en colesterol-esfingomielina
(Raft lipidico ) de las membranas fagosomales lo que impiden una fusion

adecuada (42).



ii)

Mtb regula de manera negativa la expresion de moléculas MHC-II
Hmama Z y colaboradores informaron que los macrofagos infectados in-
vitro con Mtb disminuyen la expresion de MHC-II probablemente por un
defecto en el transporte endocitico (43). Posteriormente se demostré en
modelo murino que las células dendriticas infectadas con Mtb no
presentan disminucion en la expresion de MHC-II, pero son ineficientes
para activar a los linfocitos T CD4+ probablemente por una respuesta
disminuida al IFN-y (44).

Mtb incrementa la muerte por necrosis y disminuye la apoptosis
Chen M y colaboradores demostraron que la cepa patégena H37Rv
desencadena la formacion de un poro que afecta tanto a membrana
interna como externa de la mitocondria, o que ocasiona pérdida del
potencial de membrana y genera un gradiente de protones que altera la
cadena respiratoria; y finalmente se incrementa la produccion de
aniones superoxido que ocasiona la muerte por necrosis (45). Otro
mecanismo descrito mediante el cual las cepas patdégenas, como
H37Rv, favorecen la necrosis es inducir la sobre expresion de Mcl-1
(molécula anti-apoptotica de la familia bcl-2) asi como la disminucion en

el RNAm para Fas (46,47).
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RESUMEN

En la actualidad, la tuberculosis pulmonar es considerada un
problema grave de salud mundial. Para entender el proceso
infeccioso de la tuberculosis es necesario conocer las interacciones
entre la respuesta inmune del hospedero y su agente causal.
Actualmente se han realizado grandes avances en la identificacion
de nuevas moléculas y genes que participan activamente en los
mecanismos de evasion, generando la posibilidad de que en un
Sfuturo proximo se disefien diversos compuestos quimicos para el
desarrollo de vacunas o terapias que tengan como blanco estas
moléculas o genes. Sin embargo, no se han esclarecido completa-
mente los diversos mecanismos con que cuenta la micobacteria
para evadir la respuesta inmune del hospedero. En esta revision se
discute la evidencia experimental reciente sobre los mecanismos
propuestos para el éxito de la bacteria.

Palabras clave:
Mycobacterium tuberculosis, evasion respuesta
inmune, tuberculosis

Introduccién

E | dltimo informe de la Organizacién Mundial de la Salud
indica que cada afio hay 9.2 millones de casos nuevos
de tuberculosis a nivel mundial.® Si se considera que solo 5
a 10 % llega a desarrollar la enfermedad, debe existir
alrededor de 92 millones de individuos infectados por Myco-
bacterium tuberculosis (M. tuberculosis) anualmente. En la
mayoria de los casos el proceso infeccioso es controlado por
el sistema inmune.??

M. tuberculosis es un patégeno intracelular que tiene la
capacidad de sobrevivir y persistir dentro de las células
fagociticas mononucleadas del hospedero. Esto se debe en
parte a que su pared celular es abundante en lipidos bioacti-
vos que le confieren baja permeabilidad y algunos estan
relacionados con la patogénesis.*¢ La primera interaccion que
tiene M. tuberculosis con el hospedero es con componentes

Aceptado: 15 de mayo de 2009 —

SUMMARY

Pulmonary tuberculosis is currently considered a serious health
problem worldwide. To understand tuberculosis infection we need
to know the interaction between the host’s immune response and the
microorganism causing tuberculosis. Ample research has been
carried out to identify new molecules and genes involved in the
evasion mechanism of the host’s immune response. This knowledge
has generated the possibility that future therapeutic schemes will
be designed to fight these particular molecules or genes. We
reviewed recent experimental evidence on the mechanisms that will
successfully fight against mycobacteria.

Key words:
Mycobacterium tuberculosis, avoid immune
response, tuberculosis

del sistema inmune innato, como macréfagos alveolares y
células dendriticas (DC) a través de receptores como los tipo
Toll (TLR). Estos receptores promueven la transcripcion de
genes que favorecen la secrecion de citocinas y quimiocinas
e inducen apoptosis, entre otras reacciones, con la finalidad
de regular la respuesta inmune adaptativa.”!! La interaccion
entre M. tuberculosis y el sistema inmune innato inicia la
respuesta inflamatoria local, que se caracteriza por un reclu-
tamiento exagerado de células mieloides al pulmén.? Poste-
riormente, las bacterias viables se diseminan hacia los gan-
glios linfaticos regionales, donde los linfocitos T son activados
via MHC y se generan linfocitos T efectores que también
seran reclutados al pulmén.?32 En la respuesta inmune
adaptativa las principales poblaciones celulares que intervie-
nen son los linfocitos T CD4+, cuya funcion principal es
secretar citocinas tipo Thl (TNFa, IFNy e IL2) y los linfocitos
T CD8+, que llevan a cabo su actividad citotéxica contra

*Correspondencia y solicitud de sobretiros: Ricardo Lascurain. Departamento de Bioquimica, Facultad de Medicina, Universidad Nacional
Autonéma de México, Ciudad Universitaria, México, D.F., México. Fax: (55) 5665 4623. Correo electrénico: rlascurainl@yahoo.com.mx
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Evasién de la inmunidad por M. tuberculosis

células infectadas.®!? Existen otras subpoblaciones celulares
que también participan en el control de la tuberculosis pulmo-
nar pero en bajo porcentaje; un ejemplo de estas subpobla-
ciones son los linfocitos T yd y los linfocitos NKT, que no
presentan restriccion a moléculas MHC para reconocer al
antigeno.®14

La participacion de las diferentes poblaciones celulares
en larespuestainmune a M. tuberculosis ha sido ampliamen-
te documentada. Sin embargo, la bacteria tiene gran capa-
cidad para persistir de manera indefinida dentro de los
macréfagos?® gracias a una variedad de mecanismos que ha
desarrollado para evadir la respuesta inmune del hospedero.
Por tal motivo, en esta revisién se discutiran los mas relevan-
tes que M. tuberculosis utiliza para favorecer su vida intrace-
lular por largos periodos.

M. tuberculosis inhibe a los intermediarios
reactivos del nitrégeno e intermediarios
reactivos del oxigeno

Los macréfagos son considerados células altamente dinami-
cas que desempefan un papel fundamental en la defensa
del hospedero contra M. tuberculosis. Una vez que los
macréfagos alveolares fagocitan a M. tuberculosis se inicia
una serie de mecanismos bactericidas por parte del sistema
inmune innato.2'? Uno de los mas importantes se conoce
como “estallido respiratorio”, cuyo objetivo es la eliminacion
de las bacterias fagocitadas.'® EI mecanismo requiere el
adecuado ensamblaje y activacion de la enzima NADPH
oxidasa para producir anion superoxido (O,)""y de la sintasa
inducible de 6xido nitrico (iNOS) para producir 6xido nitrico
(NO).*® En 1997 se identifico el gen noxR1 en M. tuberculo-
sis, el cual codifica para la proteina NoxR1,*° dicho gen solo
se ha encontrado en cepas virulentas de M. tuberculosis y al
parecer le confiere resistencia contra los radicales libres.

iINOS es una enzima cuya funcion en macréfagos es
inducida por el estimulo de citocinas proinflamatorias como
TNFa e IFNy. Su funcion es favorecer la formacion de NO-20
cuando es reclutada en los fagosomas. Sin embargo, eviden-
cia experimental sugiere que los fagosomas donde se en-
cuentra M. tuberculosis excluyen a iNOS.# Aparentemente la
presencia de la enzima iNOS en el fagosoma es dependiente
de una proteina llamada EBP50 (Ezrin/radixin/moesin-bin-
ding phosphoprotein 50).%2 La funcién de EBP50 es mantener
a las proteinas celulares ancladas a la actina del citoesquele-
to. Sin embargo, los fagosomas que contienen a M. tubercu-
losis no retienen a EBP50 y en consecuencia se excluye a
iNOS del fagosoma.??

M. tuberculosis secreta proteinas con propiedades anti-
génicas a través de diversos sistemas de secrecion como
Sec, SecA2, ESX1.%22 Se ha descrito que el sistema SecA2
es importante para la liberacion de las enzimas superoxido
dismutasa (SodA) y catalasa peroxidasa (KatG).? La funcion
de ambas enzimas es mantener el fagosoma sin radicales
libres. Debido a que SodA actia sobre O, para convertirlo en
H,0,y O,,H,O,inmediatamente es transformado en H,0y O,
por la enzima KatG.? De esta manera, el ambiente intracelular
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esta exento de radicales libres, lo cual es benéfico para la
sobrevivencia de la bacteria.?*2

Recientemente se describié que el sistema de secrecion
SecA2 también es un mecanismo importante que evita que el
macrofago infectado produzca citocinas inflamatorias. Se ha
observado que macréfagos infectados con la cepa H37Rv
deficiente de secA2 fueron capaces de controlar el crecimien-
to intracelular bacteriano, incrementando de manera conside-
rable la produccion de TNFa e IL6. Asimismo, aumento la
expresion de moléculas MHC-II e intermediarios reactivos del
nitrégeno.? La disminucién de iNOS también ha sido informa-
da en ratones deficientes de MyD88”,%” por lo que en este
contexto es de interés evaluar la participacion de otras vias de
sefializacion como las dependientes de TLR (Figura 1).

M. tuberculosis inhibe la maduracién del
fagosoma

La fagocitosis de M. tuberculosis es un proceso activo que
depende de la interaccion con diversos receptores de super-
ficie expresados en las células presentadoras de antigeno,
ejemplos de estos receptores son el receptor 3 de comple-
mento (CR3), el receptor de manosa DC-SIGN y los recep-
tores Fc.?8%0 Sin embargo, cada uno puede tener un efecto
distinto en la sobrevida de M. tuberculosis una vez que se
encuentre dentro del macréfago. Se ha propuesto que la
fagocitosis de patégenos a través de receptores Fc induce el
estallido respiratorio y favorece la respuesta inflamatoria en
macréfagos, mientras que la fagocitosis dependiente de

Figura 1. M. tuberculosis inhibe la formaciéon de radicales
libres. A) El gen noxR1 de micobacterias patdégenas inhibe la
formacion de radicales libres. B) El fagosoma infectado no
retiene EBP50 y en consecuencia iNOS no ingresa al fagoso-
ma para realizar su funcién. C) El sistema de secrecion SecA2
de M. tuberculosis libera las enzimas SodA y KatG, las cuales
neutralizan el efecto de los radicales libres. D) La deficiencia
de moléculas MyD88 afecta la expresion de INOS aunque se
desconoce si algin TLR participa en regular a iNOS.
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CR3 evita la activacion del macréfago.3* Shilamaday colabo-
radores® informaron que el receptor de manosa puede
inducir sefiales que inhiben la fusion fagolisosomal de una
manera dependiente de glucofosfolipidos. Por lo tanto, el
receptor que utiliza M. tuberculosis para ingresar a la célula
hospedera puede ser una estrategia benéfica que le ayuda a
evadir su eliminacion inmediata o a largo plazo.

Una vez que la bacteria se encuentra en el fagosoma se
inicia un proceso de maduracion cuya finalidad es la fusion del
fagosoma con lisosomas. Los lisosomas contienen una gran
cantidad de enzimas liticas que trabajanapH de 4.5a5, lo que
favorece un ambiente acido idoneo para la degradacion de las
particulas fagocitadas.®> No obstante, desde la década de
1990 se ha demostrado que M. tuberculosis tiene la capacidad
de detener el proceso de maduracion fagosomal permane-
ciendo en un estadio de fagosoma temprano.*® Inicialmente se
observo que la falta de acidificacion en los fagosomas que
contenian a la micobacteria se debia a una exclusion de la
ATPasa vacuolar.® La falta de acidificacion por exclusién de
ATPasa vacuolar tiene efectos negativos porque la degrada-
cién y presentacion de antigeno no es eficiente. En 2006,
Singhy colaboradores®® demostraron que la ATPasa vacuolar
es necesaria para la degradacién de antigenos de M. tubercu-
losis, como el antigeno de 85 kDa.

Otra estrategia propuesta como responsable de evitar la
fusion fagosoma-lisosoma fue descrita por Ferrari y colabo-
radores,® quienes demostraron que cerca de 90 % de los
fagosomas que contienen bacilos vivos retienen una protei-
na denominada TACO (tryptophane aspartate-containing
coat protein, también llamada P57 o coronina 1). La funcién
de TACO es mantener unida la membrana plasmatica con el
citoplasma celular para de esta manera integrar las sefiales
recibidas de manera extracelular con el citoplasma.®” Otra
observacion aportada por el grupo de Ferrari es que cuando
el macrofago fagocita a M. tuberculosis, la proteina tubulina
se disocia inmediatamente de TACO y es liberada hacia el
citoplasma, mientras que TACO permanece retenida en el
fagosoma. No es claro si TACO modifica la polimerizacion
de la tubulina y en consecuencia se inhiben algunas funcio-
nes de movilidad en el citoesqueleto, o si TACO bloquea
algln receptor importante para que se lleve a cabo la fusion.
Otro posible mecanismo de accion de TACO en la infeccion
por M. tuberculosis fue propuesto por Jayachandran y cola-
boradores;*® ellos sugirieron que TACO es capaz de evitar la
fusion fagolisosomal debido a que regula procesos de sefia-
lizacién dependientes de calcio. Asi, una vez que el macroé-
fago ha sido infectado ocurre un influjo normal de calcio, sin
embargo, al estar TACO retenida en el fagosoma hay
ausencia de ésta en el citoplasma, en consecuencia, en
ausencia de esta molécula no hay actividad de la calcineu-
rina, la cual es necesaria para la fusién fagolisosomal. En
infecciones por Mycobacterium leprae se observd que la
retencion de TACO se asocia a productos de secrecion de la
micobacteria en el fagosomay no por una interaccion directa
con la micobacteria,® por lo que seria interesante determinar
si los productos de secrecion de M. tuberculosis también son
eficientes para retener a TACO. Se ha propuesto que TACO
permanece retenida en el fagosoma debido a que las mico-
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bacterias patégenas liberan una enzima llamada LpdC (li-
poamide dehydrogenase C), la cual se une a TACO mediante
interacciones dependientes de colesterol e IFNy.*°

Otras proteinas del macrofago son las llamadas Rab, las
cuales son GTPasas de bajo peso molecular que forman
parte de la superfamilia de las proteinas Ras y estan
relacionadas en el proceso de fusion de membranas y
transporte vesicular.** Estas proteinas se han identificado
como marcadores importantes de la maduracion fagosomal,
por ejemplo: Rab5 se encuentra en fagosomas tempranos,
mientras que Rab7 en fagosomas tardios.*>*® Sun y colabo-
radores publicaron que la micobacteria secreta un factor que
inactiva la interaccion de Rab7 con RILP (Rab7-interacting
lysosomal protein), unién necesaria para que ocurra la fusion
con los lisosomas.** También existe evidencia experimental
que sugiere que Rab14 es reclutada y mantenida por largos
periodos en los fagosomas que contienen M. tuberculosis; al
parecer la bacteria inhabilita a Rab14 para que promueva la
interaccion fagosoma-lisosoma.*

Recientemente, Master y colaboradores describieron que
M. tuberculosis expresa un gen denominado zmpl, el cual
codifica para la metaloproteasa Zn(z+), cuya funcién es evitar
el procesamiento de la IL1[3 que promueve un efecto negativo
para la activacion del inflamosoma y esto a su vez retarda la
maduracion fagosomal.“® Sin embargo, Makino y colaborado-
res*” demostraron in vitro que cuando los monocitos precurso-
res de DC son incubados con IL13, la DC es ineficiente para
estimular linfocitos T. Por lo que la funcién de la IL1B en el
contexto de la tuberculosis pulmonar no es concluyente.

Por otra parte, algunos glucolipidos de la pared micobac-
teriana pueden interactuar con diversos receptores en la
célula hospedera, importantes para iniciar la respuesta inmu-
ne. Por ejemplo, los TLR pueden iniciar sefiales significativas
de activacion en la célula.'* Posterior a la interaccion TLR/
ligando se inducen sefiales de activacion celular en donde
participa la via de las MAPK cinasas. No obstante la activa-
cién de esta via, puede interferir con la fusion del fagosoma
porque la via de las MAPK cinasas converge con la via de las
moléculas EEA1 (early endosome autoantigen 1) y Rab5,
deteniendo el proceso de maduracion fagosomal.*® Al respec-
to, Jung y colaboradores informaron que cuando se activa la
via de las MAPK como consecuencia de la interaccion de las
glucoproteinas de 38 kDa de M. tuberculosis con TLR2 o
TLR4, se favorece la secrecion de citocinas proinflamatorias
como TNFa e IL6.° De manera mas reciente, Souza y
colaboradores demostraron que la acidificacion fagosomal
es parcialmente dependiente de TLR2; la evidencia experi-
mental sugiere que el bloqueo de este receptor incrementa
la acidificacién de los fagosomas.*°

Las citocinas también ejercen un efecto importante so-
bre el transporte endocitico; se ha sefialado que la citocina
IL6 induce la expresion de Rab5, lo que estimula comparti-
mentos en etapas tempranas.s! Sobre esta misma citocina
previamente se informé que cuando es secretada por ma-
crofagos infectados, tiene la capacidad de inducir una res-
puesta subdptima al IFNy en macréfagos no infectados.5?

Ademas de las funciones que se modifican en el macro-
fago a consecuencia de la infeccion por M. tuberculosis, se
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han estudiado componentes de la micobacteria que pueden
ser responsables de la inhibicién de la fusion fagolisosomal.
Por ejemplo, lipoarabinomanana (LAM) es un glucolipido de
membrana secretado dentro del fagosoma que contiene a la
bacteria.>® Se ha propuesto que LAM inhibe la fusién fagoli-
sosomal debido a que tiene la capacidad de modificar
tamafio, peso y estructura de los dominios “raft” ricos en
colesterol-esfingomielina de las membranas fagosomales;
estas modificaciones impiden una fusion adecuada,® aun-
que falta definir si estos raft “modificados” estan involucra-
dos pararetener a la proteina TACO en el fagosoma. Existen
informes donde células suprimidas de colesterol disminuyen
su capacidad de fagocitosis pero promueven una adecuada
fusion fagosomal.®>5¢ Por otra parte, la molécula fosfatidilino-
sitol 3-fosfato (P13-P) es un lipido que se genera de manera
local en las membranas fagosomales y es el sitio de anclaje
de proteinas como EEALl y Hrs (early endosome antigen 1y
hepatocyte growth factor-regulated tyrosine kinase substra-
te, respectivamente), las cuales estan involucradas en el
proceso de maduracion fagosomal,®’® siendo necesaria la
presencia de PI3-P en el fagosoma para promover la fusion
fagolisosomal. En este sentido, Vergne y colaboradores
demostraron que M. tuberculosis secreta al citosol la fosfa-
tasa lipidica SapM, la cual hidroliza al PI13-P, lo que promue-
ve que continuamente PI3-P se esté eliminando de los
fagosomas que contienen a la micobacteria, y en conse-
cuencia no hay anclaje de las proteinas mencionadas para
formar el fagolisosoma.*® Este mecanismo de exclusion de
PI3-P puede ser mediado principalmente por LAM.®° La
proteina PknG (eukaryotic-like serine/threonine protein kina-
se G) de M. tuberculosis también es secretada dentro del
fagosoma y participa en la inhibicién de la fusién fagosomal
por un mecanismo poco claro.®* No obstante, Majlessi y
colaboradores corroboran que la proteina PknG participa en
la inhibicién fagosomal sin afectar la presentacion antigénica
restringida al MHC-I1.62

MacGurn y colaboradores demuestran que las micobac-
terias deficientes del sistema de secrecion ESX-1 son menos
eficientes para sobrevivir dentro del macréfago y observaron
que hay una fusién fagolisosomal efectiva, por lo que propo-
nen que las proteinas liberadas por el sistema ESX-1 inhiben
dicha maduracion.®® Xu y colaboradores® demuestran que a
través del sistema de secrecion ESX-1 en M. marinum se
liberan cuatro proteinas: CFP10, ESAT6, MM1553y Mh3881c,
esta Ultima es homdloga de Rv3881c en M. tuberculosis. Los
autores sefialan que la porciéon c-terminal de la proteina
Mh3881c es requerida para que sea secretada ESAT6 y
participe en la inhibicion de la fusion fagolisosomal®®&
(Figura 2).

Regulacion negativa de moléculas MHC-

Los linfocitos T CD4+ son una poblacion celular ampliamen-
te estudiada en tuberculosis pulmonar; reconocen antigenos
peptidicos presentados por moléculas MHC clase Il y poste-
riormente secretan citocinas tipo Thl como TNFa, IFNy e
IL2,%56¢ promoviendo la activacion y proliferacion de macré-
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fagos y otras poblaciones linfocitarias. Hmama y colabora-
dores informaron que los macréfagos infectados in vitro con
M. tuberculosis disminuyen la expresion de MHC-II proba-
blemente por un defecto en el transporte endocitico.®” Pos-
teriormente, Sanchez y colaboradores observaron que mono-
citos de sangre periférica de pacientes con tuberculosis pul-
monar también tienen una expresion disminuida de MHC-II,
especificamente la isoforma DR, aunque los niveles 6ptimos
fueron recuperados después de iniciado el tratamiento antitu-
berculoso.% La disminucion en la expresion de MHC-II dismi-
nuye la presentacion de antigenos a los linfocitos T CD4+, en
consecuencia hay menor activacién celular, produccién de
citocinas y reduccion de los mecanismos micobactericidas,
favoreciendo la sobrevida de M. tuberculosis dentro de los
macroéfagos infectados. Se ha informado que los linfocitos

Figura 2. Inhibicion del proceso de maduracion fagolisoso-
mal. A) M. tuberculosis favorece una fagocitosis mediada por
receptor de manosa (MR) y este receptor puede evitar la
fusién fagolisosomal. B) Los fagosomas infectados excluyen
ATPasas, lo que evita una acidificacién. C) La proteina TACO
permanece retenida en el fagosoma, al parecer por la protei-
naLpdC, lo que promueve liberacion de tubulinay un probable
movimiento ineficiente del citoesqueleto. D) TACO regula los
movimientos del citoesqueleto dependientes de calcio, pero
al estar retenida en el fagosoma no ocurren estos movimien-
tos. E) El gen zmp de M. tuberculosis puede inducir un retardo
en la maduracién fagosomal. F) LAM induce una modificacion
en los lipidos de la membrana fagosomal y en consecuencia
no hay fusion con los lisosomas. G) SapM hidroliza a PI3-P,
liberdndose de la membrana fagosomal y, por lo tanto, no hay
sitio de anclaje para moléculas que participan en la fusion
fagolisosomal. H) ESAT6 requiere la porcion c-terminal de
Mh3881c para poder inhibir la fusién fagolisosomal. También
es liberada la proteina PknG pero se desconoce su funcion.
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T CD4+ de pacientes con tuberculosis pulmonar que son
activados por el complejo HLA-DR2/péptido-M. tuberculo-
sis, regulan de manera negativa la activacion de células
citotoxicas, dichos linfocitos TCD4+ reducen la produccién
de IFNy e IL12,%® aunque se requiere mayor evidencia
experimental para determinar el papel de la isoforma DR2
en la infeccion por M. tuberculosis.

En el modelo murino se ha descrito que después de la
infeccion in vitro por M. tuberculosis las DC no disminuyen la
expresion de MHC-II, pero al igual que los macréfagos infec-
tados son ineficientes para activar a los linfocitos T CD4+
probablemente por una respuesta disminuida al IFNy.”® Diver-
sa evidencia experimental demuestra que la via de sefializa-
cion dependiente de TLR2 es importante para que se respon-
da de manera deficiente al IFNy.”*”® Se ha descrito que
algunos antigenos de M. tuberculosis pueden interactuar con
TLR2, entre éstos las lipoproteinas LpgH (19 kDa) y LprG.77®
De manera mas reciente se aislé una tercera proteina deno-
minada LprA, cuya funcién no es completamente clara debido
a que al estar en co-cultivo con células dendriticas promueve
un incremento en la expresion de las moléculas coestimulado-
ras CD80 y CD86, pero cuando LprA se pone en contacto con
macro6fagos induce disminucion en la expresion de moléculas
MHC-Il y en consecuencia hay menor presentacion de antige-
no.”® Aunque la disminuciéon de moléculas MHC-II es un
mecanismo de defensa que utiliza M. tuberculosis para sobre-
vivir y modificar la respuesta inmune, no es completamente

Figura 3. Regulacion negativa de la expresion de moléculas
MHC-II. A) M. tuberculosis puede afectar el transporte endo-
citico de moléculas MHC-II. B) Los antigenos de la micobac-
teria al interactuar con TLR2 promueven una respuesta
disminuida al IFNy, lo que causa la disminucion de MHC-II.
C) En el macréfago LprA induce una disminucion en la expre-
sion de MHC-II. MR = receptor de manosas. MHC-II = molécu-
las del complejo principal de histocompatibilidad clase II.
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clara la participacion de los diferentes antigenos de M. tuber-
culosis y su impacto en la expresion de MHC-II (Figura 3).

Necrosis versus apoptosis

Uno de los mecanismos que utiliza el hospedero para
defenderse de M. tuberculosis es la muerte celular por
apoptosis,”” "8 la cual puede ser desencadenada por dos vias
distintas: la intrinseca (dependiente de dafio mitocondrial) o
la extrinseca (dependiente de receptores de muerte). La
apoptosis depende de la activacién de una cascada de
proteinas llamadas caspasas, las cuales mediante una serie
de procesos enziméticos degradan el ADN e inducen la
formacién de cuerpos apoptoticos que son fagocitados por
otras células para evitar que se libere el contenido intracelu-
lar. Otro tipo de muerte celular es por necrosis, proceso que
ocurre en menos tiempo y permite que el contenido intrace-
lular se libere debido a que la célula “estalla”.” En la
infecciéon por M. tuberculosis esta ampliamente documenta-
do que las cepas patogenas evaden frecuentemente la
apoptosis con la finalidad de disminuir la presentacién
antigénica y favorecen la necrosis para facilitar la infecciéon
de nuevas células.®82

Existen informes de antigenos de M. tuberculosis que
tienen la capacidad de inducir apoptosis, por ejemplo, Lopez
y colaboradores informaron que la porcion proteica de la
lipoproteina de 19 kDa induce apoptosis en células fagoci-
ticas por un mecanismo que depende de la interaccién con
TLR2 y de la participacion de la caspasa-8, pero no de la
caspasa-9.% A diferencia de este informe, Lee y colaborado-
res describieron una apoptosis independiente de caspasas y
al parecer dependiente de proteasas lisosomales, que puede
observarse cuando infectan macréfagos murinos con alto
MOI (multiplicities of infection).®* Al respecto, O'Sullivan y
colaboradores coinciden en que altos MOI de infeccién
promueven una apoptosis independiente de caspasas pero
no la apoptosis clasica, ya que carece de caracteristicas
fundamentales de este proceso, por ejemplo, no ocurre la
fragmentacion nuclear.®

Un mecanismo asociado a mayor necrosis de macréfagos
infectados fue descrito por Chen M y colaboradores, quienes
demuestran que la cepa patégena H37Rv promueve la forma-
cién de un poro mitocondrial que afecta ala membrana interna
y externa de la mitocondria, lo que ocasiona pérdida del
potencial de membrana y en consecuencia se genera un
gradiente de protones que altera la cadena respiratoria, esto
aumenta la produccién de anion superoxido y, finalmente, la
muerte por necrosis.®® Park JS y colaboradores concluyeron
que las células fagociticas infectadas con cepas clinicas
virulentas morian en su mayoria por necrosis.®’

Otras tacticas que utiliza M. tuberculosis para inhibir el
proceso apopt6tico han sido analizadas a través del estudio
de ciertos genes. En 2007 se identificé el gen nuoG que solo
esta presente en las cepas patdgenas de M. tuberculosis, el
cual al parecer le confiere la propiedad de evadir la apop-
tosis en macréfagos infectados.® El mecanismo de eva-
sion puede estar asociado a la sobreexpresion de la molé-
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Figura 4. Necrosis versus apoptosis en infeccion por M.
tuberculosis. A) Al interactuar TLR2 con la lipoproteina de 19
kDa induce muerte celular a través de caspasa-8. B) También
se ha observado muerte independiente de caspasas sin frag-
mentacion de ADN. C) M. tuberculosis puede dafiar la capa
externa e interna de la mitocondria, lo que favorece la pérdida
del potencial de membrana, aumento de anién superoxido y
finalmente necrosis. D) El gen nuoG favorece la necrosis por
un mecanismo no esclarecido. E) También hay aumento de la
molécula antiapoptética Mcl-1 y disminucion de RNAm para
Fas y moléculas Bax y Bad, lo cual favorece la inhibicion de la
apoptosis.

cula antiapoptética Mcl-1, cuya funcion es promover la
integridad de la membrana mitocondrial. Parece que solo
las cepas patégenas como H37Rv son capaces de inducir
la sobreexpresion de Mcl-1.8° Asociado al incremento en la
expresion de Mcl-1 se ha encontrado que hay disminucién
en el RNAm para Fas, proceso que favorece la proliferacion
bacteriana intracelular.®® En diversos modelos de infeccion
con M. leprae se ha descrito que aunado al incremento de
Mcl-1, la bacteria es capaz de inducir disminucion de las
moléculas proapoptéticas Bad y Bax,* siendo necesario
realizar una caracterizacion completa de las diferentes
moléculas involucradas en un proceso de apoptosis duran-
te la infeccién por M. tuberculosis, lo cual puede facilitar el
desarrollo de futuros blancos terapéuticos para inducir
apoptosis, evitar la muerte por necrosis y un mejor control
en la replicacién de M. tuberculosis (Figura 4).

Conclusiones

M. tuberculosis es un patégeno intracelular cuyo éxito de
sobrevida consiste en su gran capacidad para evadir la
respuesta inmune de su hospedero. En este sentido se han
descrito vias de secrecion en la micobacteria que liberan
enzimas que neutralizan los radicales libres. Este efecto
puede también ser mediado por el gen noxR1. El proceso de
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inhibicion de la fusion fagolisosomal es otro mecanismo por
el que la micobacteria permanece en el macréfago, y puede
ser consecuencia de proteinas del microambiente intracelu-
lar como TACO, EBP50 o PI3-P, o extracelulares como L6,
o incluso por efecto de genes propios de la bacteria como
zmpl. Otra estrategia eficiente para M. tuberculosis es
inducir disminucién en la expresion de moléculas MHC-II, ya
que de esta manera evita la activacion de poblaciones
celulares e induce que su célula hospedero tenga una
respuesta disminuida a IFN o mediante un transporte endo-
citico ineficiente. Finalmente, aunque existen informes res-
pecto a que en la infeccion por M. tuberculosis se promueve
la muerte por necrosis mediante dafio mitocondrial, al pare-
cer esto le da ventaja para infectar nuevas células vecinas,
asi también se informan procesos de apoptosis que no
presentan caracteristicas propias de este tipo de muerte.
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Capitulo 2. LINFOCITOS T CITOTOXICOS EN TUBERCULOSIS
2.1 Antecedentes

La citotoxicidad es un proceso fundamental para mantener la homeostasis en el
organismo; mediante esta funcion se eliminan células dafadas o infectadas (48).
Cuando los linfocitos T citotoxicos (linfocitos T CD8+af3+) interaccionan con
antigenos presentados por la célula blanco a través de las moléculas MHC-I, se
activan y liberan el contenido de sus granulos liticos; los cuales contienen
proteinas como perforina, granzimas y granulisina. La granulisina es importante en
el control de infecciones micobacteriales (49), es miembro de la familia de las
proteinas parecidas a las saposinas, formar poros en la membrana por sus
interacciones electrostaticas con los lipidos (50). La perforina polimeriza en la
membrana celular para formar poros que funcionan como un conductor pasivo de
Granzimas (51). Sin embargo existe controversia en cuanto a la formacidn exacta
del poro de perforina tal y como fue discutido en una revisibn previa (anexo
articulo al final del capitulo). Las Granzimas son proteinas de la familia de
proteasas de serina, las méas abundantes dentro del granulo litico son la
Granzima-A que induce apoptosis independiente de caspasas pero dependiente
de un complejo denominado SET, el cual se transloca del reticulo endoplasmico al
nacleo, mientras que la Granzima-B induce apoptosis dependiente de caspasas y
dafio mitocondrial (52-54). Los granulos liticos estan rodeados por una bicapa
lipidica que expresa glicoproteinas de membrana asociadas a lisosomas como
CD107a, CD107b y CD63, por lo que la expresion de estas moléculas se utiliza

como marcador de la degranulacion (55).



La via dependiente de la interaccion Fas-FasL consiste en la union de FasL,
presente en la membrana del linfocito citotoxico, con su receptor Fas expresado
en la célula blanco. Esta union causa un reclutamiento de dominios de muerte
asociados a Fas (FADD), la caspasa 8 hidroliza a la molécula Bid (56), Bid
activada interacciona con las moléculas BAX y BAK en la membrana externa de la
mitocondria, lo que lleva a la formacion de un poro que permite la liberacion de
citocromo ¢ (57). Aunque no esta esclarecido si BAX y BAK polimerizan para
formar el poro o si regulan poros preexistentes en la membrana de la mitocondria,
si es claro que la principal consecuencia de la liberacion de citocromo ¢ es la
activacion de caspasa 9, molécula que interacciona con caspasa 3 para que

ocurra la degradacion de DNA nuclear (58).

La participacion de los linfocitos T CD8+af+ para proveer una mejor respuesta
inmune en las infecciones con Mtb estd ampliamente documentada (59,60). Sin
embargo, también se ha demostrado que en infecciones por Mtb los linfocitosTyd
pueden llevar a cabo funcion citotbéxica, aunque para esto requieren de la

participacion de otras moléculas como NKG2D y MICA/B (30).

2.2 Antecedentes:

En estudios preliminares de citotoxicidad encontramos que linfocitos T CD8+ lisan
a monocitos autélogos en presencia del Filtrado de cultivo de la cepa H37Rv de
Mtb y que el 100% de la lisis celular se inhibe con anticuerpos anti-HLA-A,B,C en
células de individuos sanos, mientras que en células de enfermos de TBP, esta

inhibicion no ocurre. Los resultados sugieren una citotoxicidad celular realizada
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por subpoblaciones de linfocitos T CD8+ sin restriccion al MHC-1,por ejemplo,
linfocitos T CD8+ que expresen TCR yd. Por lo que resulta importante esclarecer
el mecanismo y moléculas involucradas en la citotoxicidad generada por los

linfocitos T CD8+ ante la infeccion por Mtb.
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Figura 1. La citotoxicidad de los linfocitos T CD8+ de enfermos de tuberculosis
pulmonar es independiente de la molécula MHC-I. Co-cultivo de linfocitos T CD8+
y monocitos autélogos estimulados con proteinas de filtrado de cultivo de la cepa
H37Rv de Mtb durante 4 hrs de incubacion. Técnica utilizada: liberacion de

deshidrogenasa lactica.

Justificacion

Los diferentes mecanismos de citotoxicidad que llevan a cabo los linfocitos T
CD8+ son una actividad de inmunidad protectora necesaria para conservar la
salud del paciente. Pero también debemos estudiar las diferentes subpoblaciones

que realizan citotoxicidad, principalmente las que nos proporcionan una alternativa

11



contra diferentes grupos de antigenos de Mtb, y asi conocer cuando esta actividad

puede resultar patolégica y de que subpoblacién se origind.

Planteamiento del problema

Conocer la subpoblaciéon de linfocitos T CD8+ y las moléculas de superficie
involucradas en la actividad citotoxica que permanece después de bloquear el

MHC-I en células de enfermos de TBP.

2.3 Hipotesis

Si hay linfocitos T CD8+ sin restriccion del MHC y hay linfocitos Tyd que tienen
actividad citotoxica, entonces los linfocitos T CD8+ que expresan TCRyd podrian
ser los responsables de reconocer al antigeno y generar la citotoxicidad mediante
una via no clasica.

2.4 Objetivo general

Evaluar moléculas involucradas en la actividad citotoxica que realizan las

subpoblaciones de linfocitos T CD8+ en sangre venosa de enfermos de TBP.

2.5 Objetivos particulares

1. Identificar la frecuencia de linfocitos T CD8+ (TCRap+ y TCRafp-) y
linfocitos T yd a través de citometria de flujo (inmunofluorescencia directa)
en enfermos de TBP y en sujetos control.

2. ldentificar la expresion de las siguientes moléculas: FasL, CD25, CD69,

NKG2D y NKG2A a través de citometria de flujo (Inmunofluorescencia

12



directa e indirecta) en linfocitos T CD8+ de enfermos de TBP y en sujetos
control.

3. Evaluar la actividad citotoxica* en las diferentes subpoblaciones linfocitarias
(linfocitos T CD8+ TCRap+, TCRap- y linfocitos T yd) de enfermos de TBP y
de sujetos control, mediante el bloqueo de:

a) Moléculas HLA-I

b) Moléculas TLR-2y 4

*Estos experimentos se realizaran en condiciones basales y estimulando con
antigenos solubles derivados de un filtrado del sobrenadante del cultivo de la cepa
H37Rv de M. tuberculosis (Filtrado H37Rv). Previamente se determinara la

concentracion optima de antigeno para la realizacion del ensayo.

Disefio
Se tratd de un estudio de caracter prospectivo, observacional, transversal y

comparativo.

Andlisis estadistico

Las graficas y el andlisis estadistico se realizaron con el programa GraphPad
Prism version 5. Se analizé la distribucion de las variables con la prueba Shapiro-
Wilk para conocer el comportamiento de normalidad. Para comparar dos grupos
se utilizé la prueba U de Mann-Whitney para datos no paramétricos o una prueba
t-student para datos paramétricos de dos muestras independientes. Para
comparaciones multiples se utilizé una prueba ANOVA seguida de una Dunn. La
significancia estadistica sera P < 0.05.
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Grupos

Se incluyeron dos grupos:
l. Individuos sanos de entre 18 a 60 afios.
Il. Enfermos de TBP sin antecedentes de tratamientos antituberculosos
previos, sin tratamiento en la actualidad o en la primera semana del
mismo.

Criterios de inclusion para enfermos de TBP

a. Individuos de entre 18 y 60 afios de edad, cualquier género que hayan
acudido a la Unidad de Atencion en Tuberculosis del Instituto Nacional
de Enfermedades Respiratorias.

b. Sospecha clinica de tuberculosis pulmonar.

c. Baciloscopia positiva por la técnica de Ziehl-Neelsen.

d. Ausencia de otra co-morbilidad (HIV+, diabetes+, cancer).

Criterios de exclusion

a. Que el paciente rehuse a participar en el estudio.
b. Enfermos admitidos en la UC Intensivos y/o Intermedios
c. Demostracion de tuberculosis extrapulmonar

Criterios de eliminacion

a. Cultivo negativo para Mycobacterium tuberculosis después de 70 dias.

2.6 MATERIAL Y METODOS

Obtencion de células mononucleadas (CMN).
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Las CMN se obtuvieron a partir de una muestra de 30 mL de sangre periférica
mediante un gradiente de densidad con Ficoll-Hypaque de densidad de 1.077
provisto por Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA), fueron centrifugadas 350g 30
minutos a 15°C. Se recuperaron las células de la interface, 3 lavados con solucién
salina de fosfatos 1X a pH 7.2 (PBS), finalmente, las células se cuantificaron en
una camara de Neubauer. La viabilidad celular fue valorada por el método de

exclusién del colorante azul de tripano al 0.4% en PBS.

Inmunofluorescencia directa:

Para la inmunofluorescencia se utilizaron anticuerpos acoplados a un fluorocromo
como isotiocianato de fluoresceina (FITC), ficoeritrina (PE), ficoeritrina con cianina
5 (PECy5). Los anticuerpos utilizados estaban dirigidos contra las siguientes
moléculas y conjugados a los fluorocromos indicados: CD3-PECy5, CD8-PECYy5,
CD8-PE, CD8-FITC, TCRap-FITC, TCRyd-PE, CD28-FITC, CD69-FITC, CD25-PE,
CD95L-PE, CD56-PE, CD56-FITC, CD16-PE, NKG2D-PE, NKG2A-PE, CD161-
FITC. En cada experimento se utilizaron controles de isotipo conjugados a los
fluorocromos FITC, PE, PECy5. Todos los anticuerpos fueron obtenidos de BD

Bioscience Pharmingen (San diego, CA, USA).

Las CMN (2 X 10°) se centrifugaron a 200g 5 minutos, se decanté el sobrenadante
y al “boton” celular (en [0 pL de PBS) se adiciond la concentracion optima de los
anticuerpos (previamente estandarizada). La células se incubaron 20 minutos en
hielo (para la reaccion antigeno-anticuerpo), se les adicioné 300 pL de PBA (PBS
1X + 0.2% Azida de sodio + 0.2% Albumina), se centrifugaron 5 minutos a 200g

Finalmente, las células se resuspendieron en solucion de FACS Flow para su
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analisis por citometria de flujo. Las células que fueron analizadas horas después,

se les adicion6 100 pL de p-formaldehido al 1% en PBS.

Adquisicion y analisis de CMN:

Las muestras fueron analizadas en un citbmetro FACS Calibur de Becton
Dickinson con software Cell Quest. Se obtuvieron 10,000 células, en una grafica
de puntos de tamafio celular contra granularidad celular se delimité la region de
linfocitos. Los controles de isotipo se incluyeron para verificar que los flurocromos
utilizados no proporcionaban una fluorescencia inespecifica. Posteriormente se
grafic6 CD8+ versus la molécula a identificar acorde a los objetivos particulares
(TCRapB, TCRy9), FasL, CD25, CD69, NKG2D o NKG2A). Para realizar triple
fluorescencia se grafico CD8+ versus tamafio celular y se delimit6 una segunda
region y a partir de ésta, se realizaron los analisis correspondientes. Mediante
graficas para las canales de fluorescencia del citometro (FL1, FL2 y FL3), los
datos fueron nuevamente analizados en el programa FlowJo (Tree Star) version
9.0.2 para evaluar los porcentajes de expresion de las moléculas identificadas por
los anticuerpos.

Purificacion de células CD14+.

Las células CD14+ se obtuvieron a partir de las CMN mediante el método de
inmunomagneto seleccion positiva (MACS) siguiendo las indicaciones del
proveedor (Miltenyi, Germany). Brevemente, las CMN se incubaron 20 minutos a
4T con un anticuerpo anti-CD14 acoplado a perlas m agnéticas. Posteriormente,

se les adicion6 1 mL de PBS a las células y fueron centrifugadas a 200g por 5

16



minutos a 15 C, al “botdn” celular se le adicioné 1.0 mL de PBS y la suspension
celular fue colocada en una columna magnética sobre un iman y eluida con 3 mL
de PBS para eliminar todas aquellas células que no se retuvieron en la columna.
Finalmente, la columna fue retirada del iman y las células retenidas (CD14+)
fueron recuperadas mediante la adicion de 1 mL de PBS. El grado de pureza de
las células CD14+ (monocitos) fue verificada por citometria de flujo usando

anticuerpos anti-CD14.

Purificacion de linfocitos T CD8+

Las células CD14- fueron centrifugadas a 350g 5 minutos a 15T, se resuspendio
en 1 mL de PBS, las células se cuantificaron en la cAmara de Neubauer. Por el
método de inmunomagneto seleccion positiva (MACS) se obtuvieron linfocitos T
CD8+ siguiendo las indicaciones del proveedor (Miltenyi, Germany). Brevemente,
las células CD14- se incubaron 20 minutos a 4C con un anticuerpo anti-CD8
acoplado a perlas magnéticas, posteriormente se les adicion6 1 mL de PBS a las
células y fueron centrifugadas a 200g por 5 minutos a 15 <C, al “boton” celular se
le adicion6 1.0 mL de PBS y la suspension celular fue colocada en una columna
magneética sobre un iman y eluida con 3 mL de PBS para eliminar las células que
no se retuvieron en la columna. Finalmente, la columna fue retirada del iman y las
células retenidas (CD8+) fueron recuperadas mediante la adiciéon de 1 mL de PBS.
La pureza de las células CD8+ (célula efectora) fue verificada por citometria de

flujo usando anticuerpos anti-CD8.

Tincién de linfocitos T CD8+ con CFSE:
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Los linfocitos T CD8+ purificados fueron cuantificados, se tifieron con 200nM/mL
de 5-carboxifluoreceina diacetato succinimidil ester (CFSE), se incubaron 15
minutos en constante agitacion. Para detener la reaccion del CFSE, se
adicionaron 10 mL de medio de cultivo RPMI-1640 al 10% SFB (61,62) y
centrifugaron a 350g durante 5 minutos a 10 C. Finalmente, el “botén” celular se
resuspendio en RPMI-1640 10% SFB, el volumen del medio de cultivo se ajustd a
1X10° linfocitos TCD8+CFSE+ por cada 100 pL. Antes de continuar con el ensayo
de citotoxicidad se verifico por microscopia de fluorescencia que los linfocitos

TCD8+ estaban tefiidos con CFSE (linfocitos T CD8+CFSE+).
Ensayo de citotoxicidad:

Se realizaron cocultivo de células CD14+ y células CD8+CFSE+ por 4hrs a 37C
con 5% de CO; en presencia 0 ausencia de antigeno proveniente de Filtrado de
H37Rv (63). Al termino del tiempo de cultivo las células se recuperaron y se les
adicion6 300 pL de PBS, se centrifugaron a 350g 5 minutos a 15 €, al “boton”
celular se le agregd 3ul de 7-AAD 20 minutos a 4C en oscuridad, se realiz6 un

lavado con PBS, el “boton” celular fue resuspendido en 250 pL de Facs Flow y

adquiridos mediante citometria de flujo (62). El andlisis de porcentaje (%) de
muerte especifica a antigeno se obtuvo a través del calculo que se describe a

continuacion:

100 x (% lisis de muestra - % de lisis basal)

% de Lisis especifica =
100 - % lisis basal

Lisis de muestra = Lisis celular en presencia de blanco-efectoras.
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Lisis basal = Lisis celular en ausencia de efectoras.

2.7 Estandarizacion

Region de células CD8+.

En las siguientes gréficas de puntos mostramos un ejemplo representativo de
como delimitamos la region de linfocitos. Realizamos una grafica de puntos por
tamafo contra granularidad celular se delimité la region de linfocitos, a partir de
esta region analizamos la reaccion inespecifica conferida por los controles de
isotipo, con esto mostramos que los fluorocromos no proporcionen un fondo
positivo. Posteriormente en la misma region de linfocitos hacemos una region para
células CD8+ y analizamos la expresion de las otras moléculas como se muestra a

continuacion.
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Figura 2: Uso de controles de isotipo y delimitacion de la regién de linfocitos.
Grafica de puntos obtenida por citometria de flujo donde indicamos el uso de los
controles de isotipo y, la delimitacién de la region de linfocitos para dobles o triples

inmunofluorescencias.

Concentracion 6ptima de cada anticuerpo.

Para cada anticuerpo iniciamos con una grafica de puntos de tamafio contra
granularidad celular para delimitar la regiébn de la poblacion de linfocitos.
Posteriormente, colocar los cuadrantes de la grafica de acuerdo a los controles de
isotipo, la curva de estandarizacién generalmente fue iniciada con 5y 10 ul de una

dilucion 1:10 (Anticuerpo:PBA) y volumenes de anticuerpo sin diluir (2-5 pl).
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Figura 3: Identificacion de la concentracion oOptima de anticuerpo. Gréafica de
puntos obtenida por citometria de flujo, imagen representativa del procedimiento
que se realizo para identificar la concentracion éptima de cada anticuerpo utilizado

para inmunofluorescencias.

Pureza de linfocitos T CD8+ (Célula citotoxica) y células CD14+ (monocito)

Después de realizar la inmunomagneto seleccion positiva a las células CD14-,
como se describié en material y métodos, la pureza de las células CD8+ se verifico
mediante citometria de flujo. Como se muestra a continuacidn nuestros datos
indican que la pureza de células CD8+ que se obtienen con la técnica de
inmunomagneto seleccion positiva fue de al menos 90% y la pureza de células

CD14+ fue de [(P4% .
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Figura 4: Pureza de células CD8+ y CD14+ para ensayos de citotoxicidad.
Histogramas obtenidos por citometria de flujo, indican que la pureza de las
poblaciones celulares para los ensayos de citotoxicidad fue de al menos el 90%

para las células CD8+ (panel A) y de 94% para las CD14+ (panel B).
Tincion de linfocitos T CD8+ con CFSE

A la poblacién celular CD8+ purificada por inmunomagneto seleccion positiva se
incuban con 200 nM de CFSE por cada 1X10° células CD8+, nuestros datos
muestran que las células CD8+ fueron tefidas eficientemente con el CFSE, esto
fue corroborado por microscopia de fluorescencia (Figura 5 panel B) y por

citometria de flujo graficando CD8 versus CFSE (Figura 5 panel A).
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Figura 5: Las células CD8+ se tifien eficientemente con 200 nM de CFSE. El panel
A muestra una gréafica de puntos obtenida por citometria de flujo, se grafic6 CD8+
versus CFSE. En el panel B se observa mediante microscopia de fluorescencia

células CD8+ tefidas con CFSE.

Concentracion 6ptima de uso de CFSE

Para identificar citotoxicicidad celular dependiente de antigeno, mediante
citometria de flujo, se requiere que la célula efectora (linfocitos citotoxicos) sea
identificada con el colorante CFSE y asi excluir a las células efectoras de la
muerte de las células blanco (monocitos). La estandarizacion de CFSE consistio
en tefir células CD8+ con diferentes concentraciones del colorante hasta obtener

como concentracion optima 200nM.

Figura 6: La concentracion optima de CFSE es 200 nM. Graficas de puntos
obtenidas por citometria de flujo, usando concentraciones de 0.5 mM, 100 pM y
200 nM, estos datos indican que 200 nM es la concentracion Optima para tefir las

células CD8+.

Con esta concentracion de CFSE (200 nM) observamos por citometria que al

parecer existian 2 poblaciones en linfocitos TCD8+ purificados. Sin embargo, al
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considerar que el CFSE se une de manera inespecifica a proteinas, existia la
posibilidad de que no fueran 2 poblaciones celulares, sino células CD8+ se
encontraban en diferente ciclo celular y por lo tanto hay unas con mayor o menor
cantidad de CFSE. Para comprobar esto decidimos incubar las células con
colchicina a una concentracion de 2.5 puM (64) para sincronizarlas y

posteriormente tefirlas con CFSE 200nM

Figura 7: Células en misma fase del ciclo celular son homogéneas a la tincion por
CFSE. Gréficas de puntos e histograma obtenidos por citometria de flujo, al ser
sincronizadas en el mismo ciclo celular la tincion de CFSE para las células CD8+

se observa homogénea.

Este experimento demostr6 que al sincronizar las células se obtiene una sola
poblacion tefiida con CFSE, esto, aunado al porcentaje de pureza obtenido por
citometria de flujo en la poblacién purificada se demostr6 que son linfocitos T

CD8+ tefiidos con CFSE.

Concentracion 6ptima de antigeno.

Para encontrar la concentracion Optima de antigeno realizamos ensayos de

citotoxicidad en sujetos sanos y enfermos. La curva de concentracion de proteina
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de antigeno fue entre 0 a 50 pg. Estos datos indicaron que la concentraciéon

Optima de proteina de antigeno a utilizar es de 20 pug/mL.
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Figura 8: 20 pg/mL de proteina antigénica se observa el mayor porcentaje de
citotoxicidad. Ensayos de citotoxicidad especifica al antigeno indican que con 20
ug de proteina antigénica los linfocitos T CD8+ de enfermos de TBP llevan a cabo

su mayor actividad citotoxica.
Concentracion 6ptima de anticuerpo para bloquear HLA-I

Para conocer la concentracion éptima del anticuerpo para bloquear HLA-I primero
se realizdé una incubacién con un anticuerpo anti HLA-I unido a un fluorocromo
(FITC), para conocer el porcentaje basal de expresion de esta molécula en células
CD14+ purificadas. Posteriormente, 1 X 10° células CD14+ se incubaron con
diferentes concentraciones de anticuerpo bloqueador anti HLA-I, transcurridos 15
minutos (para la reaccion antigeno-anticuerpo) las células fueron lavadas con PBS
y posteriormente se incubaron con el anticuerpo anti HLA-I unido a un fluorocromo

y asi se identificd la concentracion a la cual el anticuerpo bloqueador bloquea la
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mayor cantidad de expresion de estas moléculas. Los resultados obtenidos indican

gue con 3ug/mL de anticuerpo bloqueamos [(B8% de las moléculas HLA-ABC.

Figura 9: Con 3ug/mL del anticuerpo bloqueador anti HLA-ABC se bloquea el 98%
de las moléculas HLA-ABC. Graficas de puntos obtenidas por citometria de flujo
donde indican el porcentaje de expresion de moléculas HLA-ABC después de

utilizar un anticuerpo blogueador para esta misma molécula.

2.8 Resultados y discusion

> Porcentaje de expresion TCR af o TCRyd en células CD8+
Para conocer los porcentajes de células CD8+ con TCRaB o TCRyd se realizo
triple inmunofluorescencia en CMN obtenidas de sangre periférica de enfermos de
TBP y sujetos control. Como fue descrito en la seccién de estandarizacién, se
inicid6 con una grafica de puntos de tamafio contra granularidad -celular,
posteriormente fue delimitada la regién de linfocitos. Inicialmente se adquirieron

los controles de isotipo para colocar los cuadrantes en el lugar que limita la auto
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fluorescencia. Posteriormente se graficO tamafo celular versus CD8+ para hacer
una nueva region en la fraccién positiva para CD8, y finalmente graficar TCRaf
versus TCRyd en la region de células CD8+, y asi se obtuvo el porcentaje de

linfocitos T CD8+ que expresan TCRaf3 o TCRyd.

Figura 10. Enfermos de TBP tienen mayor porcentaje de linfocitos TCD8+ TCR
ap. Panel A, Graficas de puntos representativas para obtener el porcentaje de
expresion de TCRap o TCRyd en regién de células CD8+. Panel B, porcentaje de
expresion de TCRap, yd o sin expresion de TCR, respectivamente, en células

CD8+. Los datos representados son medianas + intervalo intercuartilico (25-75), el

valor de P obtenido mediante la prueba U de Mann-Whitney.

Cuadro 1

Expresion de TCR en células CD8+
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Poblacion | Sano (n=18) | Enfermo (n=14) | Valor de P

TCRaB | 46 (35-56) 63 (54-68) 0.0029
TCR V& 4 (3-5) 2 (2-4) 0.0946
TCRneg. | 44 (30-55) 25 (20-29) 0.0020

Nuestros datos mostraron que los enfermos de TBP tienen un mayor porcentaje
de linfocitos T CD8+ TCR af+, aunque con este resultado no podemos afirmar
gue es una expansion clonal (porque se requiere medir las variables de la cadena
B de TCR), este resultado concuerda parcialmente con lo observado por Jocobsen
M y colaboradores (65), en donde demuestran que nifios con tuberculosis

pulmonar presentan una expansion clonal de linfocitos T CD8+.

Por otro lado, a pesar que en la literatura se ha reportado un incremento en el
porcentaje de células con TCR yd en enfermos de tuberculosis (66,67), nosotros
no encontramos alguna diferencia estadisticamente significativa, argumentamos
gue esta discrepancia de resultados se debe a que en otros trabajos las células yd
que se evaltan son las dobles negativas para el receptor CD4 o CD8 de los
linfocitos y nosotros lo que evaluamos son los linfocitos T que expresan el receptor
CD8 y ademas TCRyd. Por lo que basicamente concluimos que no hay diferencia
en el porcentaje de células T CD8+ TCRyd+ en enfermos de TBP comparados con

sujetos control.

Debido a que la gréaficas de puntos indican un porcentaje de células CD8+ sin
expresion de TCR (af o yd) e interesantemente ese porcentaje de células
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resultaba menor en enfermos de TBP decidimos explorar a mayor detalle esta
poblacion celular. Considerando que las células NK (natural killer) expresan la
cadena a de la molécula CD8 (68) y nuestro anticuerpo comercial reconoce la
misma cadena entonces se infirio que la poblacidén celular CD8+ que no expresa

TCR son células NK y se encuentran disminuidas en el paciente con tuberculosis.

Para poder demostrar nuestra hipétesis se realizé doble inmunofluorescencia
utilizando anticuerpos dirigidos a la molécula CD8 y CD3 para que nos mostrara
cual era la porcion de células CD8+ que indudablemente eran linfocitos T CD8+
asi como incluir anticuerpos para detectar moléculas relacionadas a las células NK

como CD16, CD56 y CD161.

Figura 11. Graficas de puntos representativas del porcentaje de expresion de

CD16, CD56 y CD161 en células CD8+.

Estos experimentos sugieren que las células CD8+ que no expresan TCR son
células NK, ya que la misma fraccion de células CD3 negativas (molécula
fenotipica de linfocitos T) si expresan CD16 y CD56. Comparando con células de
sujetos control, el porcentaje de células NK en enfermos de TBP esta disminuido

(44 [30-55] versus 25 [20-29] sano y enfermo, respectivamente).
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» Expresion de la molécula NKG2D y NKG2A en linfocitos T CD8+
Para identificar la expresion de las moléculas de la familia NKG2 se realiz6 doble
inmunofluorescencia, utilizando anticuerpos anti-CD8 versus anti-NKG2D o anti-
NKG2A, de acuerdo con la literatura todas las células CD8+ expresan NKG2D (69)

pero no NKG2A.

Figura 12. Enfermos con TBP tienen el mismo porcentaje de linfocitos
TCD8+NKG2D+ y TCD8+NKG2A+ que los sujetos control. Panel A, Grafica de
puntos representativas del porcentaje de co-expresion de las moléculas NKG2D vy
NKG2A, respectivamente, en células CD8+. Panel B, porcentaje de expresion de
NKG2D y NKG2A, respectivamente, en células CD8+. Los datos representados
son medianas * intervalo intercuartilico (25-75), el valor de P obtenido mediante la

prueba U de Mann-Whitney.

Cuadro 2

Expresion de moléculas de la familia NKG2 en linfocitos T CD8+
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Poblacion | Sano (n=4) Enfermo (n=7) | Valor de P
NKG2D 38 (28-57) 30 (25-36) 0.3152
NKG2A 2 (1-3) 1(1-1) 0.2000

Estos datos concuerdan con

lo previamente

reportado por

Bauer S vy

colaboradores (69), debido a que no encontramos diferencia estadisticamente

significativa en la expresion de moléculas NKG2D o NKG2A en células CD8+ de

enfermos de TBP comparada con sujetos control.

» Expresion de las moléculas CD69 y CD25 en linfocitos T CD8+

La expresion de las moléculas CD69 y CD25 son marcadores de activacion celular

temprana y tardia respectivamente (70), nuestro objetivo fue evaluar si los

linfocitos T CD8+ de sangre periférica expresan alguna de estas moléculas con la

finalidad de esclarecer si cursan por un proceso de activacion, la expresion de

moléculas se realizé en las células obtenidas de sangre periférica, en cultivo de

24 horas a 37C, 5% de CO, y en células que se estimularon con filtrado de cultivo

de la cepa H37Rv, PMA-10 (como control de activacién) y sin estimulo.
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Figura 13. Grafica de puntos representativa del porcentaje de co-expresion de la
molécula CD25 (graficas superiores) y CD69 (graficas inferiores) en células CD8+.
Estas graficas muestran que utilizando un activador inespecifico (PMA-IO,
columna intermedia) la expresion de CD69 (marcador de activacion temprana)
ocurre de manera eficiente, comparado con la expresiéon per se de las moléculas
de activacion (primer columna). A pesar del estimulo de PMA-IO no hay expresion
de CD25 (marcador de activacion tardia). Finalmente estimular el cultivo con el
filtrado de cultivo de H37Rv (Ultima columna) tampoco hay expresion de moléculas
de activacion, probablemente el tiempo de activacion (24 hrs) es insuficiente ya
gue algunos reportes indican que la expresién de éstas moléculas en respuesta a

antigenos ocurre posterior a las 96 hrs (70).
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Figura 14. Enfermos de TBP tienen el mismo porcentaje de linfocitos TCD8+
CD25+ y TCD8+CD69+ que los sujetos control. Panel A, porcentaje de expresion
de CD25 en células CD8+. Panel B, porcentaje de expresion de CD69 en células
CDB8+. Los datos representados son medianas + intervalo intercuartilico (25-75), el

valor de P obtenido mediante la prueba U de Mann-Whitney.

Cuadro 3

Expresion de moléculas de activacion en linfocitos T CD8+

Poblacion | Sano (n=10) | Enfermo (n=10) Valor de P

CD25 1(1-3) 2 (1-2) 0.8792

CD69 1(1-2) 2 (1-5) 0.3071

Nuestros datos muestran que los linfocitos T CD8+ de enfermos de TBP no se
encuentran en un estado de activacion diferente al de los sujetos controles, lo que
podria afectar la respuesta citotoxica al presentarle células infectadas (para los
ensayos de citotoxicidad), las células provenientes de enfermos de TBP o sujetos
control responden de manera eficiente a estimulo inespecifico (PMA-10), este

resultado concuerda con lo reportado por Antas PR y colaboradores (70) quienes
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encuentran que tanto linfocitos T CD4+ como linfocitos T CD8+ expresan
eficientemente CD69 después de un estimulo de 24 hrs con PHA

(Phytohaemagglutinin).

» ENSAYOS DE CITOTOXICIDAD, CO-CULTIVOS DE MONOCITOS Y
LINFOCITOS TCD8+
Los ensayos de citotoxicidad se realizaron con una pureza de poblaciones
celulares (efectora y blanco) mayor al 90%, posteriormente identificamos la

concentracion optima de antigeno y de anticuerpos bloqueadores.

» Concentracion 6ptima de antigeno para los ensayos de citotoxicidad
de co-cultivos de linfocitos T CD8+/monocitos autélogos
Para los ensayos de citotoxicidad se realiz6 una curva de concentracion de
proteina de antigeno para conocer la concentracion optima a utilizar, la curva fue a
concentraciones crecientes de proteina, partimos de 0 (sin estimulo), 10, 20, 30,

40 y 50 ug de proteina del Filtrado H37Ruv.
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Figura 15. Porcentaje de muerte celular al utilizar diferentes concentraciones de
Filtrado H37Rv. Los datos representados son promedio + desviacién estandar, el
valor de P fue obtenido mediante ANOVA seguida de una Dunn para

comparaciones multiples.

Cuadro 4

Porcentaje de actividad citotoxica a diferentes concentraciones de antigeno.

Poblacion 0 pg prot. 10 pg prot. 20 pg prot. 30 pg prot. 40 pg prot. 50 pg prot.
Sano n=4 2+3 6+6 206 25+5 29+8 16+11
Enfermo n=4 7+6 13+13 31+13 20+2 209 13+9

De acuerdo a los datos obtenidos en la curva de concentracién de proteina de
Filtrado H37Rv se determiné que la concentracion de proteina a utilizar en los
ensayos de citotoxicidad seria 20 pg, porgue a esa concentracion se observo el
mayor porcentaje (31 + 13) de citotoxicidad en enfermos de TBP.
Interesantemente, en los sujetos control se requiere del doble de concentracion de
proteina antigénica para que se observe el mayor porcentaje de citotoxicidad (29 +
8), es decir, los sujetos control requieren de 40 pg de antigeno proteico para llevar

a cabo su maxima capacidad de citotoxicidad.

» Ensayo de citotoxicidad en co-cultivo de linfocitos T CD8+/CD14+
Los cocultivos de linfocitos TCD8+/monocito se realizaron como fue explicado en
la seccién de material y métodos. Brevemente, se realizé un co-cultivo de célula
efectora (CD8+) teflido con CFSE y célula blanco (CD14+) en una relacion 1:1
(condiciones utilizadas en nuestro antecedente), se estimuld6 con 20 mg de
proteina de Filtrado H37Rv durante 4 hrs a 37C y 5% CO2. Se recuperaron las

células y fueron tefiidas con 7-AAD durante 20 minutos a 4T en oscuridad.
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Finalmente fueron analizadas en un citometro de flujo y reanalizadas en el

programa Flow Jo.

Figura 16. La citotoxicidad de los monocitos de paciente con TBP es dependiente
de HLA-I y de TLR2 (panel derecho) a diferencia de lo observado para los
monocitos de sujetos control que solo depende de HLA-I (panel izquierdo). Los
datos representados son medianas = intervalo intercuartilico (25-75), el valor de P

fue obtenido mediante la prueba U de Mann-Whitney.

Nuestro resultado muestra que en sujetos control la muerte de monocitos en
presencia de linfocitos TCD8+ solo depende de la molécula HLA-I. Sin embargo,
los monocitos que provienen de enfermos de TBP, sufren un proceso de muerte

que es dependiente de HLA-1y de TLR2.

Aunque nuestro antecedente indica que en enfermos de TBP esta citotoxicidad no
es bloqueada en presencia de anti-HLA-I, nuestros datos muestran que si se

inhibida la citotoxicidad, aunque se observa una mayor dispersion de los datos en
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la muerte celular de enfermos de TBP al bloquear HLA-I. Esta discrepancia de
resultados puede atribuirse a la diferencia de técnica utilizada, es decir, en el caso
del antecedente se utilizo la técnica de liberacién de deshidrogenasa lactica,
mientras que para nuestros experimentos decidimos utilizar una técnica por
citometria de flujo. EI cambio de técnica estuvo fundamentado en que los
enfermos de TBP normalmente cursan por un estado linfopenico (71), asi que al
purificar las poblaciones celulares la cantidad final obtenida es baja y debido a que
en la técnica de liberacién de deshidrogenasa lactica lo ideal es realizar cada
condicidon por triplicado, consideramos necesaria la adaptacion de una nueva
técnica que no requiriera los triplicados y de esta manera llevar a cabo la mayor
cantidad de condiciones en el mismo sujeto. Por lo que con el cambio de técnica
nuestros datos indican que los monocitos de enfermos de TBP sufren una muerte
celular que en presencia de linfocitos T CD8+ esté restringida a la molécula HLA-I.
Un resultado que cabe resaltar es la muerte de monocitos que depende de la
molécula TLR-2. Hasta el momento no se ha descrito que los linfocitos T CD8+
expresen un ligando para TLR2 y, que el resultado de esta interaccién sea una via
a través de la cual se active la citotoxicidad del linfocito. Con esto, resulta
necesario identificar si para que ocurra esta muerte del monocito se requiere la
participacion de los linfocitos T CD8+ o0 es una muerte celular que ocurre en los
enfermos de TBP por una via que depende de la cascada de sefializacién de

TLR2.
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2.9 Conclusion

En conjunto, nuestros datos muestran que los enfermos de TBP tienen en
circulaciébn mayor porcentaje de células T CD8+ TCRaf+, mientras que para los
linfocitos T CD8+ TCRyd+ no existe diferencia estadistica significativa al comparar

los datos de enfermos de TBP y sujetos control.

Aunque hay un incremento de células T CD8+ TCR af3+ en sangre, éstas no
muestran activacion en enfermos de TBP al ser comparadas con las células de los
sujetos control. Sin embargo, son células que responden a menor concentracion
de antigenos solubles de Mycobacterium tuberculosis. Finalmente, los ensayos de
citotoxicidad indicaron que la muerte de los monocitos cocultivados con linfocitos
CD8+ es completamente dependiente de la molécula HLA-I en los sujetos control.
A diferencia de los controles, la citotoxicidad que llevan a cabo los linfocitos CD8+
de enfermos de TBP cocultivados con monocitos aut6logos no solo depende de la
via del HLA-I, sino también de la molécula TLR2, asi que consideramos necesario

esclarecer la muerte celular que ocurre por esta ultima via.

38



Cellular & Molecular Immunology

Review

15

Cell Death Mechanisms Induced by Cytotoxic Lymphocytes

Chévez-Galan L', Arenas-Del Angel MC!, Zenteno E? Chavez R? and Lascurain R* %3

One of the functions of the immune system is to recognize and destroy abnormal or infected cells to maintain
homeostasis. This is accomplished by cytotoxic lymphocytes. Cytotoxicity is a highly organized multifactor process.
Here, we reviewed the apoptosis pathways induced by the two main cytotoxic lymphocyte subsets, natural killer
(NK) cells and CD8" T cells. In base to recent experimental evidence, we reviewed NK receptors involved in
recognition of target-cell, as well as lytic molecules such as perforin, granzymes-A and -B, and granulysin. In
addition, we reviewed the Fas-FasL intercellular linkage mediated pathway, and briefly the cross-linking of tumor
necrosis factor (TNF) and TNF receptor pathway. We discussed three models of possible molecular interaction
between lytic molecules from effector cytotoxic cells and target-cell membrane to induction of apoptosis. Cellular &

Molecular Immunology. 2009;6(1):15-25.

Key Words: apoptosis, cytotoxic cell, granule-dependent exocytosis, FasL, TNF

Introduction

Cytotoxic function constitutes an important part of the
cell-mediated immune system. Cytotoxicity is a highly
organized multifactor process performed by different cells
from the immune system. This process consists in inducing
target cell death through cytotoxic effector cells. Natural
killer (NK) cells and CD8" T cells are two of the main cell
populations considered as cytotoxic cells, because their most
important activity is to remove abnormal or infected cells to
prevent the development of malignancies, and to eliminate
intracellular pathogens (1-4).

NK cells are large, granular lymphocytes that mediate
crucial functions of innate immunity mainly against viral
infections (4). NK cells destroy target cells negatively or
deficiently expressing classical and non-classical major
histocompatibility complex class I (MHC-I) molecules, such
as human leukocyte antigens HLA-A, HLA-B, HLA-C,
HLA-E and HLA-G (5-8). Somatic cells express HLA-A, -B,
-C, and -E, whereas HLA-G is found in the human placenta
(9). NK cell cytolytic activity is also induced through the
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expression of cell stress-induced MHC class I-related chain A
(MICA) and B (MICB) proteins (10). In contrast, CD8* T
cells kill target cells by recognition of MHC-I restricted
peptide antigens or CD1-restricted nonpeptide antigens (11,
12). For the recognition of antigens, CD8" T cells use an
antigen-specific receptor, which is the outcome of genomic
segment recombination during the development (13).

NK cell activity occurs in an antigen-nonspecific manner
mediated by a wide range of inhibitory and activating surface
receptors. These NK receptors have been grouped in: a)
C-type lectin-like receptors (CD94 and NKG2 family); b)
immunoglobulin-like transcripts (ILTs) or leucocyte immuno-
globulin-like receptors (LILRs); and c) killer immuno-
globulin-like receptors (KIRS).

Regarding the first group, CD94 molecule forms a
hetero-dimeric complex with any member of the NKG2
family (NKG2-A, -B, -C, -D, -E, and -F). The activating or
inhibitory function of the heterodimer complex depends on
the cytoplasm region of NKG2 molecules. Accordingly,
NKG2A and B have immunoreceptor tyrosine-based
inhibition motif (ITIM) groups that act as inhibitors (14-16),
whereas NKG2C, NKG2D, and NKG2E lack ITIMs, instead
they transmit activating signals (17-19). NKG2C is
associated with a 12 kDa DNA-activating protein (DAP-12),
a factor containing an immunoreceptor tyrosine-based
activating motif (ITAM) that provides cellular activating
signals (17). Although NKG2D lacks ITAMs, it forms an
activating receptor complex with a 10 kDa DAP (DAP-10),
which contains a binding site for the recruitment of the
phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K) required for signal
transduction (18, 20). NKG2E is similar to NKG2C in its
cytoplasmic domain (19), which allows its association with
DAP-12 (21). It seems that, NKG2F could regulate cell
activation by competition for DAP12 with other receptors,
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such as NKG2C and NKG2E, although its exact function is
not fully known (21).

NKG2A, B, C, E, or F receptors are expressed on NK
cells, CD8" TCR af and y& lymphocytes, CD4" T cell
subsets, and NKT cells (1, 10, 22-25), all of which recognize
HLA-E (17, 21, 26-28) complexed to an MHC class | leader
sequence (29). In this fashion, they monitor the expression of
MHC-1 molecules on target cells. Likewise, NKG2D is also
expressed on NK cells, y5 T cells, and CD8" ap T cells,
which recognize MICA and MICB ligands on stressed cells
(30).

The second group of NK cell receptors corresponds to
ILTs, also known as LILRs. The ILT cell surface molecules
constitute a family of activating and inhibitory receptors
expressed on myeloid and lymphoid cells. ILT1 (LIR7) is a
receptor expressed on myeloid and lymphoid cells, but that
lacks ITIMs (31). It has been reported that ILT1/LIR7
activates human eosinophils and basophils (32, 33). ILT7 is a
similar activating receptor that has been proposed as a
marker for plasmacytoid dendritic cells (34, 35). ILT1 and
ILT7 are associated with the FceRI-y adaptor molecule in
their cytoplasmic tails (31, 34). Regarding other members of
this family, ILT2 (LIR1), ILT3, ILT4 (LIR2), and ILT5 are all
polymorphic inhibitory receptors containing ITIMs in their
cytoplasmic tails (36). ILT2 is expressed on NK cells,
dendritic cells, and all T cells (37), whereas ILT4 is found
mainly in monocytes (38). ILT2 and ILT4 bind preferentially
to the nonclassic MHC molecule HLA-G, with a higher
affinity than to classic MHC-I, suggesting that these
molecules can regulate the immune response in the
maternal-fetal interface (38-40). ILT3 is a receptor expressed
on dendritic cells, monocytes, and endothelial cells (41). It
has been reported that ILT3 expression on endothelial cells is
induced by interleukin (IL)-10 and interferon (IFN)-a. (42,
43). ILT6 is a receptor with scarce polymorphism (44) that
activates T cell proliferation when produced by macrophages
in a soluble form (45). Other receptors have also been
identified, including ILT8, ILT9, and ILT10, but their
functions are still unknown (46, 47).

Concerning KIRs, these molecules possess a characteris-
tic structure of immunoglobulin domains in the extracellular
region. They have also a cytoplasmic tail that determines
their biological function (48). Long cytoplasmic domains
contain ITIM groups that cause inhibitory effects, while short
domains are activators and contain a lysine residue
comparable to those from the NKG2 activator group to which
DAP is linked. KIR molecules are denominated either short
(S) or long (L), for example KIR3DL, based on the
extracellular domain number and the length of the cytoplasm
domain. Classic and non-classic MHC-I molecules are KIR
ligands, such as HLA-G and HLA-Cw3, which are
recognized by KIR2DL4 and KIR2DL2, respectively (6, 40).

In spite that CD8" T cells and NK cells differ in the target
cell-recognition and activation mode, their effector functions
are carried out in the same way (Figure 1). A final
consequence from cytotoxic activity is target cell death.
However, the exact nature of how cell death occurs is very
important, since this determines the amount of damage

Cell Death Mechanisms Induced by Cytotoxic Lymphocytes

inflicted upon neighboring cells. Cell death can be caused by
either necrosis or apoptosis.

Necrosis: In this process, cells undergo irreversible
morphological changes that take place in a fast and
disorderly manner. A large number of intracellular
components are released into the intercellular space due to
cell burst. Necrosis causes damage to the surrounding tissue
because it promotes an inflammatory process (49).

Apoptosis: Cells also undergo morphological changes,
but these take place in a programmed and controlled fashion.
Initially, there is a limited chemical alteration on the
apoptotic cell membrane, followed by nuclear chromatin
condensation, cytoplasmic shrinking, dilated endoplasmic
reticulum and, finally, a packaging of intracellular contents
into cell bladders denominated “apoptotic bodies”. These
apoptotic bodies are then phagocyted by surrounding
phagocytes, thus preventing the release of the cytoplasmic
content to the outside. Hence, the development of an
inflammatory response and damage to the neighboring cells
are avoided (49, 50).

Apoptosis can be induced by three pathways: a) granule-
dependent exocytosis pathway, b) Fas-FasL intercellular
linkage-mediated pathway, and c) cross-linking of TNF and
TNFR type I.

Granule-dependent exocytosis pathway

This pathway is established through intracellular signaling
after target cell recognition by a cytotoxic lymphocyte (NK
or cytotoxic T cell). In exocytosis or degranulation, there is
microtubules mobilization that leads the preformed granules
or lysosomes of the cytotoxic cell towards the point of
contact with the target cell, releasing stored lytic molecules
(51, 52). Degranulation can be detected by exposure of the
lysosomal-membrane-associated  glycoproteins, CD107a,
CD107b, and CD63, on the lymphocyte surface (53). These
molecules are found in the granule-membrane inner surface
and are exposed onto the lymphocyte surface through
degranulation (53-55). It has been suggested that lysosomal-
membrane-associated glycoproteins and the soluble protein
cathepsin-B play an important role in avoiding lymphocyte
self-destruction. The lytic granule contains a proteoglycan
matrix that maintains protease enzymes in an inactive stage
(56). The lytic granules mature through an hMuncl3-4-
dependent maturation process that is required to efficiently
release lytic molecules on the target cell (57). The lytic
molecules stored in granules that induce apoptosis are
perforin, granzymes (Grzs), and granulysin.

Perforin

The importance of this molecule has been evaluated in
animal models or human disease observations. Mice with
perforin deficiency develop spontaneous lymphoma (58) and,
in patients with familial hematophagocytic lymphohistio-
cytosis, a mutation in the perforin gene causes evident
diminution of their immune response to infections by
intracellular pathogens (59).
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Figure 1. CD8" T cells and NK cells recognize the target cell through different receptors. Although both cytotoxic cells act upon target
cells inducing apoptosis, the mechanism of lymphocytes mediated-cell recognition is different. NK cells kill target cells in an
antigen-nonspecific manner regulated by a wide range of inhibitory and activating surface receptors. In contrast, CD8" T cells destroy target
cells by recognition of HLA class | restricted peptide antigen. Fas molecule is expressed on target cells, whereas FasL molecule is expressed
on cytotoxic cells. TCR, T cell receptor; ILT, immunoglobulin-like transcripts; NKG2, NK cell group 2 transmembrane receptors; KIR, killer

immunoglobulin-like receptor.

Despite to be the first protein isolated from lytic granules,
perforin has caused controversies because its structure, action
mechanism, and synergism with other molecules are unclear
(60). Structurally, perforin has an N-terminal domain with
lytic ability, and then a region of 150 amino acid residues
whose function remains unknown (61). In the middle of
perforin there is an o-helix amphipathic domain that
regulates its transmembranal insertion and confers the
stability required to form pores upon the target cell
membrane (62). Finally, it has a C-terminal domain, this
region is able to make catenary’s interactions of calcium-
dependent membrane binding (63). The second domain of the
latter region is essential for the binding between cell
membrane and perforin; at the end of the 20 amino acid
residues, there is a signal sequence for N-glycosydic linkage
and a breaking site considered important for perforin
activation (64).

Perforin is found in a soluble monomer shape within
granules and, after the cytotoxic-cell/target-cell junction,
perforin is released by exocytosis (54). Once it is anchored,
perforin begins the polymerization in the presence of Ca* to
form cylindrical pores with an internal diameter of 5 to 20
nm (63, 65, 66). The perforin pores can serve as passive
conductos of granzymes and granulysin through the target
cell membrane and could also allow an ionic exchange,
which causes an osmotic unbalance and in consequence, the
cell death (Figure 2A) (65). However, in spite of this being
the most accepted hypothesis, there is little experimental
evidence to support it. The controversy lies in the mechanism
and function of perforin. Motyka et al. have shown that in the

absence of perforin, granzyme (Grz)-B is introduced into the
target cell because granzyme forms a complex with the
mannose-6-phosphate receptor independently from cations.
Subsequently, the complex is internalized by endocytosis.
Once inside the cell, the granzymes and granulysin are
released favoring interaction with their substrate to induce
apoptosis (Figure 2B) (67). However, Trapani et al. suggest
that the mannose receptor is not nessesary for the entry of
Grz-B into the target cell (68). Keefe D et al. showed
evidence that Grzs adhere to the cell surface by electrostatic
linkage, whereas the perforin pore induces Ca** flow from
the extracellular towards the intracellular environment (69).
Ca®* entrance causes activation in the target cell, which
attempts to amend the pore in the cell membrane to avoid
necrosis (69). In consequence, the Grzs are internalized
together with perforin and are released in the cytoplasm of
the target cell (Figure 2C). However, the presence of perforin
is required to induce apoptosis (70). The evidence indicates
that perhaps perforin is not essential for the entrance of
proteases into the target cell, but it is required for cytolysis.
In different proposed models, the function of perforin is not
elucidated, and has been limited to cell surface, or to
endosome membrane, or both. The query remains about how
granzymes are released from the endosome (whether they are
internalized by endocytosis) because their dimensions and
molecular structure would prevent their passing through the
perforin pore. It could be speculated at least a chemical or
physical factor (pH, other proteins, etc.) originated from the
intracellular trade, might be altering the structure and/or the
size of either the Grzs or the pore (Figure 2).
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Figure 2. Three proposed models for internalization of lytic molecules. (A) Perforin polymerizes on the target cell membrane forming a
pore through which granzymes (Grz)-A, -B, and granulysin enter to induce apoptosis. (B) The target cell membrane expresses
mannose-6-phosphate receptor that forms a complex with Grz-B, which is then internalized together with Grz-A and granulysin inside
vesicles and released by pore-forming perforin into the cytoplasm, where these molecules exert their function. (C) The pore formed by
perforin allows the entry of extracellular Ca?* activating the target cell, which attempts to repair the damage and endocytoses the membrane
region together with lytic molecules adhered by electrostatic linkages. TCR, T cell receptor; red sphere, Ca®" ions; > [Ca?"], high
concentration of calcium ions; < [Ca2+], low concentration of calcium ions.

Concentration of the perforin released at the contact site
between the cytotoxic effector cell and the target cell is still
unknown. For functional studies on the role of perforin,
dose-response assays are needed, which, in consequence
could help to determine its optimal concentration for future
experiments. At the sublytic concentration of perforin, a 10%
necrotic cell death is observed, and the range varies from 50
to 500 ng/ml. At a lower concentration, the granzymes are
not released, whereas, at a higher concentration, perforin
causes necrosis on most cells. Perforin is an unstable
molecule; therefore, the amounts vary according to the
cytotoxic cell population (69, 71).

Granzymes
Granzymes are soluble proteins of a globular structure,
belonging to the serine-proteases family. Grz-A and Grz-B
are the most abundant within lytic granules (72). Grazymes
are released as a multi-molecular complex, inducing
apoptosis by caspases-independent or -dependent pathways
(71). Caspases are found in cell cytoplasm as inactive
precursor molecules that need to be hydrolyzed to begin their
activity. According to their function, Grzs are grouped as
follows: a) inflammatory, b) initiator (of stress signals), and c)
effector (of apoptosis) (71, 73).

Grz-A induces caspase-independent apoptosis, activating
a slow process of cell death. It cleaves single-stranded DNA,

and hydrolyzes proteins containing basic amino acids such as
arginine or lysine (74, 75). Grz-A activates an endoplasmic
reticulum associated complex (the SET complex), which is
conformed by two tumor-suppressor proteins, phospho-
protein 32 (pp32) and nonmetastatic protein 23 homologue 1
(NM23-H1), and three Grz-A substrates: oncoprotein SET,
high mobility group 2 (HMG-2) protein, and apurinic
endonuclease 1 (Apel) (74, 76, 77). A characteristic of
apoptosis is the increase of reactive oxygen species (ROS)
and decrease of the mitochondrial membrane potential, a
process that seems to play a pivotal role in the SET
translocation into cell nucleus via mechanism that is not fully
understood (Figure 3) (74, 75, 78). Once inside the cell
nucleus, Grz-A cleaves SET (specific inhibitor for
NM23-H1), and the cleavage of SET releases NM23-H1,
which degrades chromosomal DNA (Figure 3) (74, 76). It is
also postulated that Grz-A cleaves to histone 1, modifying the
nucleosomal center, so chromatin is relaxed and DNA is
fragmented by endonucleases (79). Extracellular activity of
Grz-A has been also reported by either fragmenting the IL-1
pro-peptide at the Aspl16 site to give rise to the active form
of IL-1 or activating fibroblasts to secrete cytokines, such as
IL-6, IL-8 and IFN-y (74, 76, 80, 81).

Grz-B cleaves protein substrates in the carboxyl side on
acidic amino acids, especially aspartic acid; some Grz-B
substrates appear in pre- or post-mitochondrial phase (71).
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Figure 3. Mechanisms by which lytic molecules act upon target
cell. Once inside the target cell, Grz-A activates an endoplasmic
reticulum (ER) associated complex, which is conformed by
phosphoprotein 32 (pp32), nonmetastatic protein 23 homologue 1
(NM23-H1), oncoprotein SET, high mobility group 2 (HMG-2)
protein, and apurinic endonuclease 1 (Apel). The increase of
reactive oxygen species (ROS) and less of the mitochondrial
membrane potential induce the translocation of the SET/NM23-H1
complex into cell nucleus by an unclear mechanism. Then, Grz-A
cleaves SET, which activates NM23-H1, an endonuclease that
fragments chromosomal DNA. In addition, Grz-B cleaves Bid or
activates caspase 3 directly, which degrades DNA. Truncated-Bid,
in turn, causes permeability of the mitochondrial outer membrane
and cytochrome-C release with a diminution of mitochondrial
function. Cytochrome-C induces activation of caspase 9 that
enhances the apoptosis process by downstream activation of caspase
3. TCR, T cell receptor.

Grz-B can induce apoptosis rapidly through two pathways. In
the first, it activates caspase 3 directly, which promotes the
fragmentation of DNA, or of nuclear membrane crucial
components or of the cytoskeleton (82, 83). In the second
pathway, Grz-B promotes permeability of the mitochondrial
outer membrane and cleaves Bid, a molecule from the Bcl-2
family (82). In turn, Bid induces cytochrome-C release from
mitochondria and other apoptogenic intermembrane
molecules, such as HtrA2/Omi, endoG, and AIF into the
cytoplasm (84). Cytochrome-C is important to trigger the
formation of apoptosomes and activation of caspase 9, which
enhances caspase 3 activation, decreasing mitochondrial
function and, in consequence, causing cell death (83) (Figure

19

Figure 4. Apoptosis mediated by Fas-FasL pathway. The
interaction of the FasL trimer with Fas induces the trimerization of
Fas-associated death domain (FADD) molecules that recruit
procaspase 8 or 10. Then, procaspase 8 or 10 is activated. Increase
of intracellular signaling enhances the recruitment of FADD
molecules. Caspase 8 activates procaspases 3, 6 or 7, and activates
Bid promoting cytochrome-C release. Caspase 8 also cleaves
procaspase 9, which also becomes activated. Finally, activated
caspases 3, 6, and 7, degrade chromosomal DNA leading to target
cell death.

3). It has been reported that caspase 8 is activated under
physiologic conditions in order to accelerate the target cell
destruction (82). Some authors propose that Grz-B
preferentially triggers apoptosis due to an alteration of the
mitochondrial membrane rather than by the direct action of
caspases (71, 73). However, it continues to be a controversial
topic.

Although it has been reported that the activity from both
granzymes, Grz-A and Grz-B, is dependent on cathepsin-C,
Sutton et al. observed that in cathepsin-C-knockout mice,
apoptosis is induced by Grz-B, pointing out that only Grz-A
is cathepsin-dependent, suggesting that wild-type cytotoxic
cells secrete more Grz-B for DNA fragmentation in a
caspase-dependent manner (85).

Lytic granule contains also orphan granzymes, but their
function is less been defined. However, these molecules are
essential for cytolysis of the target cell in knockout mice. In
humans, Grz-K is a trypsin-like protease that induces
apoptosis by Bid-dependent mitochondrial outer membrane
damage (86). Grz-H is a chymotrypsin-like protease
(chymase) that seems to have synergistic functions with
Graz-B (87). Grz-M is a serine protease highly expressed in
NK cells, and it induces cell death without DNA frag-
mentation (88). Grz-M cleaves the actin-plasma membrane
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linker, ezrin, and the microtubule component a-tubulin,
disorganizing the microtubule network (89). In mice, there
are other granzymes such as C, D, E, F, G, and K; and rats
have granzymes C, I, K and M, which show distinct
structural and functional characteristics (90).

Granulysin

As a cytolytic molecule and member of the saposin-like
proteins family, granulysin is a small cationic protein
encoded in the human chromosome 2 (there is no
homologous molecule in the mouse). Granulysin is stored in
granules from NK cells, cytotoxic T cells, helper T cells, and
NKT cells; its active form weighs 9 kDa and it is expressed
from 3 to 5 days after cell activation (91). Because
granulysin has a structural similarity to the saposins. It has
been suggested that its lytic activity occurs when its
interactions, mainly with negative charges from target-cell
mitochondrial membrane lipids, induce cell membrane
damage (91). This mechanism induces release of
cytochrome-C and decreases of mitochondrial function,
which is related with the perforin-pore (92). Recently, Walch
et al. showed that the granulysin-dependent cell lysis
augments in the presence of perforin (93). Another
mechanism by which this molecule induces cell death is
through caspase-3 activation (92). The function of granulysin
is not only limited to cytolysis but is also a leukocyte
chemoattractant or activator at hano-molar concentrations in
an inflammatory environment (94). In just micromolar
concentrations, granulysin causes cellular lysis, thus this
molecule plays an important role in the field of rejecting
allografts (95). It has also been reported that granulysin level
in blood serum is an important marker of immunological
status in gastric carcinoma patients (96).

Fas-FasL intercellular linkage-mediated pathway

This apoptosis pathway is important in the control of
constantly stimulated T cells, and in promoting tolerance to
self-antigens, aside from being a homeostatic mechanism of
the cytotoxic T cell activity. In defects of this pathway, mice
develop lymphoproliferative disorders, and humans develop
the autoimmune lymphoproliferative syndrome, of which
there are various types (la, 1b, 11, 111, and 1V) depending on
the site at which the mutation is found. All of these processes
are controlled by one punctual mutation (97). Other
pathologic disorders reflect the importance of molecules
involved in this pathway; for instance, when mice Ipr and gdI
genes are altered (human Fas and FasL homologous), they
develop proliferative disease of the renal tubule (98).
Likewise, there is over-expression of Fas in infected CD4" T
cells from patients with HIV (99).

Effector T cells and NK cells express FasL (CD178),
whereas target cells express Fas (CD95 or Apo-1), thus these
cells are susceptible to apoptosis mediated by this pathway
(100, 101). Fas molecule is a cell surface protein that weighs
45 kDa. It was identified by an apoptosis-inducing antibody
on human cell lines (102). Fas belongs to the tumor necrosis
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factor receptor (TNFRY)-I type family. It has one extracellular
domain rich in cysteins that binds FasL, and another
cytoplasm domain involved in death signals (103). FasL is an
inductive molecule expressed on T cells, and weighs 40 kDa.
It is homologous to the cytokine tumor necrosis factor (TNF),
and is a member of the TNFR-II type family (102). FasL is
constitutively expressed on cells of immune privileged
organs, such as brain, anterior chamber of eyes, and testes. In
consequence, FasL protects these privileged sites from the
action of immune system cells, as an additional regulatory
mechanism of self-tolerance (104). The FasL expression
depends on the transcription factors level. The positive
regulators are NFAT, Egr2/Egr3, NFkB, AP-1, c-myc SP1,
and B1/Cdk1, whereas the negative regulators are c-Fos and
CIITA (105-107). Some regulatory factors function by
binding directly to FasL DNA, while others indirectly
regulate transcription factors (107).

FasL can be expressed in three ways: the first as highly
arranged trimers anchored on the cell surface membrane, it is
a primary mediator of apoptosis. In the second, FasL is
anchored to intracellular membrane microvesicles, where it is
stored until expressed on the cell surface in response to
physiological stimuli. The last corresponds to a soluble FasL,
which is generated by degradation of the membranous shape
(during the first minutes of expression) due to the activity of
a metalloprotease matrix whose function is to catalyze the
degradation of extracellular matrix proteins (108-111). The
soluble FasL molecule has either pro-apoptotic or anti-
apoptotic properties since soluble FasL is an inefficient
homotrimer binding to Fas. When these molecules interact,
the outcome is null signaling with no apoptosis. On the
contrary, soluble FasL can induce apoptosis after its
association or aggregation with extracellular matrix proteins.
In addition, apoptosis is induced when soluble FasL forms
tetramers or highly arranged structures (111). Fas/FasL
pathway plays an important role in graft rejection (112),
where soluble FasL can be chemotactic to neutrophils, during
the acute rejection of a graft transplant (113).

Binding of Fas with FasL causes trimerization and
recruitment of Fas-associated death domain (FADD) proteins
through homotypic death domain interactions. In turn,
trimerized FADD recruits either procaspase 8 or 10, which
undergo a process of autoproteolysis to become an activated
caspase (114). Assembly of these components results in the
formation of a death-inducing signaling complex (DISC),
which is pivotal in the receptors-dependent apoptosis (114).
Caspase 8 interacts with procaspases 3, 6, or 7 and, through a
process of transproteolysis, they become activated caspases.
Finally, these effector caspases cleave DNA (Figure 4).
Caspase 8 can also hydrolyze Bid, which causes damage to
the mitochondrial outer membrane and trigger cytochrome-C
release (115, 116) (Figure 4).

Besides FasL, another member of the TNFR family is the
TNF-related apoptosis-inducing ligand (TRAIL), also known
as Apo-2L (117). TRAIL has two receptors, TRAIL-R1
(death receptor 4, DR4) and TRAIL-R2 (DR5), which belong
to the TNFR family too (118, 119). Once linked to TRAIL,
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these receptors engage FADD proteins in their cytoplasmic
portion. Then FADD proteins recruit procaspase 8 that is
activated within the DISC (120, 121). Caspase 8 is able to
trigger the apoptosis process either through interaction with
procaspases 3, 6, 7 or Bid cleavage, as mentioned above.

It has been reported that induction of apoptosis by death
receptors occurs in two modes, dependent on the cell type.
Cells that die due to apoptosis accompanied by large amounts
of active caspase-8 originated at the DISC are denominated
type |, whereas cells wherein receptor-mediated death relies
mostly on the release of pro-apoptotic factors from the
mitochondria are denominated type Il (122). Type | cells
rapidly internalize Fas into an endosomal compartment in a
clathrin-actin  dependent manner (123), which is a
requirement to assemble of DISC components. Thus, type |
cells require Fas internalization to enhance signaling events
toward the apoptosis process (124). In contrast, FasL-
stimulated type Il cells require amplifying the apoptosis
signal through a contribution from the mitochondria (123).
Recently, it has been shown that FasL-induced endocytic
vesicles reach the mitochondrial compartment leading to type
Il cell demise (125).

Regarding TRAIL receptors, the same biological
phenomenon appears to occur. Kohlhaas et al. reported that
the TRAIL receptor internalization is not necessary for DISC
formation and apoptosis induction (126). However, the
TRAIL-induced apoptosis entails a loss of mitochondrial
membrane potential (127) perhaps by caspase 8 activity.
Caspase 8 can induce a loss of mitochondrial membrane
potential, which promotes releasing of cytochrome-C (83,
122). The cytochrome-C is important to trigger apoptosis
process in the target cell by downstream activation of caspase
3 (83, 128) (Figure 4).

One evident difference between the Fas-FasL intercellular
linkage-mediated pathway and the granule-dependent
exocytosis pathway is the persistent induction of apoptosis by
FasL in cytotoxic T cells. The elimination of FasL from the
cell surface requires 2 to 3 hours, this period permits to
continue exerting cytotoxicity even in the absence of
stimulus via TCR (129). Thus, Fas-expressing neighbor cells
could be eliminated, though they did not express the specific
antigen recognized by T cytotoxic cell. This explains the
promiscuity of this pathway as compared to the granule-
dependent pathway (130). Recently, Cunningham et al.
showed that PI-9 (proteinase inhibitor 9) expression, an
inhibitor of the human Grz-B, blocks cytotoxicity exerted by
both the Fas-FasL pathway and the granule pathway in cell
lines (131). This suggests that granzymes play an important
role in the death receptor pathway or that PI-9 acts in an
additional manner on caspases.

Cross-linking of TNF and TNFR type | dependent
pathway

TNF is a cytokine produced by activated cells that induces
cell apoptosis, inflammatory processes, cell activation, and
differentiation (132, 133). The TNF molecule can induce
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receptor oligomerization increasing the ligand binding
affinity (134). The receptors of TNF (TNFR) can be grouped
into three classes: 1) having cytoplasmic death domains, 2)
linked to adaptor molecules denominated TNF receptor
associated factors (TRAFs), and 3) soluble receptors (135,
136).

In TNF-induced apoptosis by contribution of FADD
molecules, initially after interaction with TNF, the TNFR
undergoes multimerization to form the DISC signaling
downstream through the caspase activation cascade and
mitochondrial changes (137). Moreover, the TNF-TNFR
complex also leads to the recruitment of TRAF molecules
that signal downstream, activating the transcription factors
NF-xB and JNK (138, 139). Chandel et al. suggest that
TRAFs play an important role in regulating the increase of
intracellular reactive oxygen species (ROS), and that TRAFs
regulate the cellular redox status (140).

TNF-TNFR complex has also been shown to enhance
NADPH oxidase activity promoting a burst of oxidative
stress and leading to necrotic cell death (141, 142).

Summary

Cytotoxicity is an activity performed by specialized cells
such as NK cells and CD8" T cells. NK cells show diverse
receptors for the recognition of altered-cells; these receptors
activate or inhibit NK cell-cytotoxicity depending on
signalization by ITAM or ITIM groups in the cytoplasmic
portion, respectively.

NK cells and CD8" T cells, despite of acting upon target
cells in the same way, inducing apoptosis, the mechanisms of
lymphocytes mediated-cell recognition are different. NK
cells destroy target-cells deficiently expressing molecules
involved in antigen presentation, such as classic and non-
classic MHC. This NK cell activity occurs independently of
the presented specific antigen. In contrast, cytotoxic T cells
kill target-cells processing and presenting specific antigen
through MHC class | or CD1 molecules.

Apoptosis can be induced by three pathways: a)
granule-dependent  exocytosis pathway, b) Fas-FasL
intercellular linkage-mediated pathway, and c¢) cross-linking
of TNF and TNFR type I. In the first pathway, lytic
molecules such as perforin, granzymes, and granulysin
participate. However, just how these molecules access the
target-cell has not been clearly elucidated so far. In the
second and third pathways, Fas or TNFR receptors
trimerization is required to lead intracellular signalization
towards the apoptosis process.

Elucidation of the molecular mechanisms of apoptosis
will allow gaining precise knowledge on the participating
phenomena. On the other side, their elucidation will shed
light on the biological problems involved in infectious and
lymphoproliferative processes.
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Capitulo 3. RECEPTORES TIPO TOLL (TLRs) EN TUBERCULOSIS

3.1 Introduccion

Las células presentadoras de antigeno expresan diversas moléculas para
reconocer patrones conservados de patdgenos, una familia de estas moléculas
son los receptores tipo Toll (TLR, por sus siglas en inglés), éstos son proteinas
transmembranales cuya funcion esta relacionada principalmente a la secrecion de

citocinas (72).

En el contexto de la infeccién por Mtbh se demostré la importancia del TLR2 que
reconoce a LAM (Lipoarabinomanana), glicolipido abundante en la pared celular
de las micobacterias (73) y TLR4 que, aunque se asocia a lipopolisacérido,
también se ha descrito puede reconocer peptidoglicano, importante componente

de la pared celular de las micobacterias (74,75).

En el caso de TLR4 existe controversia en cuanto a su participacioén, por un lado
Branger J y colaboradores reportan que ratones deficientes de TLR4 son mas
susceptibles a enfermar de TB (76). Sin embargo, Shim TS y colaboradores
informan que en modelo murino, TLR4 no tiene un papel relevante en la proteccion
a Mtb (77). Evidencia experimental ha mostrado que TLR4 es inductor de
autofagia, proceso que disminuye la viabilidad bacteriana intracelular, debido a la
liberacion de conjugados ubiquitinados a los lisosomas, lo que incrementa la

capacidad bactericida en este compartimento celular (78,79).

La participacion de TLR2 en infecciones micobacterianas es mas consistente. En

2005, Roura-Mir C y colaboradores (80) describieron que lipidos polares de Mtb
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inducen la sobreexpresion de moléculas de la familia CDla través de TLR2,
favoreciendo la presentacién de antigenos de origen lipidico y activar células T
especificas al antigeno (81). También se informé que TLR2 interacciona con la
proteina PPE18 de Mtb que induce la produccién de IL-10 en el macréfago, y asi

favorece una respuesta de tipo TH2 (82).

En los udltimos afios, en modelos in vitro, se ha demostrado que TLR2 puede
inducir la muerte de macréfagos infectados por Mtb. Inicialmente se demostré que
el lipopéptido sintético Pam3CSK4 induce apoptosis via TLR2 en la linea de
monocitos humanos THP-1 (83), y que en esta via participan las moléculas MyD88
y los dominios de muerte asociados a Fas (FADD, por sus siglas en inglés), asi
como caspasa 8 y hay produccion de IL-1-3 (84). En la infeccion por Mtb, se ha
demostrado que cuando interacciona la fraccion peptidica de la lipoproteina de
19kDa de Mtb con TLR2 induce apoptosis de macrofagos diferenciados de la linea
celular THP-1. Esta via es dependiente de caspasa 8 pero no de caspasa 9,
implicando que la interaccion 19kDa/TLR2 lleva a una muerte celular sin dafio
mitocondrial (85). Posteriormente, Ciaramella A y colaboradores (86) demuestran
que la interaccion 19kDa/TLR2 es la sefial principal para iniciar apoptosis y
liberacion de IL-1 B en estados tempranos de la infeccion de macréfagos
derivados de monocitos humanos de individuos sanos. De manera mas reciente,
Sanchez Ay colaboradores (87) mostraron que el antigeno lipoproteico de 38 kDa
también induce apoptosis via TLR2, en macrofagos derivados de monocitos de
sujetos control, esta muerte es depende de caspasas (8 y 9), participa TNF-a y

Fas. Cabe sefialar que Esquivel-Solis H y colaboradores (88) reportaron que
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macrofagos de enfermos de TBP tienen una disminucion en la fosforilacion del
factor nuclear c-JUN (AP-1), molécula importante en la via de sefializacion por
TLRs (89); posiblemente esto tiene un impacto negativo en la funcionalidad de las
células para controlar el crecimiento bacteriano. Con estos antecedentes
consideramos que probablemente los monocitos de enfermos de TBP mueren via

TLR2 con estimulos provenientes de Mtb.

2.2 Antecedentes:

En resultados previos mostramos que ocurre muerte del monocito al estar en
cocultivo con linfocitos T CD8+ autélogos estimulados con Filtrado H37Rv. Esta
muerte se inhibe al bloquear las moléculas HLA-ABC en células de individuos
control. Sin embargo, en los monocitos de enfermos de TBP, la muerte se inhibe
tanto con el bloqueo de las moléculas HLA-ABC como con el bloqueo de TLR2
(Figura 16, capitulo 2). Considerando que no hay antecedentes de que los
linfocitos T CD8+ tengan un ligando para TLR2, es importante esclarecer quiénes

participan en la muerte celular via TLR2.

3.3 Hipotesis

Los monocitos de enfermos de TBP mueren via TLR2 al ser estimulados con

antigenos de micobacteria en ausencia de linfocitos T CD8+

3.4 Objetivo general

Evaluar la muerte de monocitos de enfermos de TBP via TLR2

3.5 Objetivos particulares
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. Identificar la expresion de las siguientes moléculas: TLR2, TLR4, Fas
(CD95), CD1b, MIC-A y MIC-B, HLA-ABC, HLA-DR,DP,DQ+ a través de
citometria de flujo (Inmunofluorescencia directa) en monocitos de enfermos
de TBP y en sujetos control.

. Evaluar la muerte de monocitos de enfermos de TBP y de sujetos control,
mediante el bloqueo de:

a) Moléculas TLR2

b) Moléculas TLR4

. Cuantificar la concentracion de TNF-a mediante una técnica de ELISA en

plasma de enfermos de TBP y sujetos control.
. Identificar la presencia de pro caspasa y caspasa 8, pro caspasa y caspasa
9, citocromo ¢, ASK1, p38 fosforilado mediante la técnica de western blot en

monocitos de enfermos de TBP y en sujetos control.

DISENO

Se trat0 de un estudio de caracter prospectivo, transversal y comparativo.

ANALISIS ESTADISTICO

Las graficas y el andlisis estadistico se realizaron con el programa GraphPad

Prism version 5. Se analizé la distribucion de las variables con la prueba Shapiro-

Wilk para conocer el comportamiento de normalidad. Para comparar dos grupos

se utilizé la prueba U de Mann-Whitney para datos no paramétricos o una prueba

t-student para datos paramétricos de dos muestras independientes. Para realizar

la comparacién de varios grupos se utilizé una prueba ANOVA seguida de una
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Bonferroni. Se consider6 la significancia estadistica cuando la probabilidad fue

menor a 5 centésimas (P < 0.05).

Grupos

Mismos que para el capitulo 2, asi como los mismos criterios de inclusion,
exclusion y eliminacion.

3.6 Material y métodos

Obtencion de células mononucleadas (CMN).

Las CMN se obtuvieron a partir de una muestra de 30 mL de sangre periférica
mediante un gradiente de densidad con Ficoll-Hypaque de densidad de 1.077)
provisto por Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA), fueron centrifugadas 350g 30
minutos a 15°C. Se recuperaron las células de la interface, 3 lavados con solucién
salina de fosfatos 1X a pH 7.2 (PBS), finalmente, las células se cuantificaron en
una camara de Neubauer. La viabilidad celular fue valorada por el método de

exclusion del colorante azul de tripan en PBS (0.4%).

Inmunofluorescencia directa.

Para la inmunofluorescencia se utilizaron anticuerpos acoplados a un fluorocromo
como isotiocianato de fluoresceina (FITC), ficoeritrina (PE), ficoeritrina con cianina
5 (PECy5), Alexa Fluor 488 y Allophycocyanin (APC). Los anticuerpos utilizados
estaban dirigidos contra las siguientes moléculas y conjugados a los fluorocromos
indicados: CD95-FITC, CD14-PE, CD14-FITC, TLR2-PE, TLR2-AlexaFluor 488,
TLR4-PE, CD1b-FITC, MICA/B-PE, CD80-PE, CD83-APC, CD86-PE, HLA-A,B,C-
PECy5 y HLA-DR,DP,DQ-FITC. En cada experimento se utilizaron controles de
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isotipo conjugados a los mismos fluorocromos FITC, PE, PECy5, Alexa Fluor 488
0 APC. Todos los anticuerpos fueron obtenidos de BD Bioscience Pharmingen

(San diego, CA, USA).

Las CMN (2 X 10°) se centrifugaron a 350g por 5 minutos, se decantd el
sobrenadante y el “botdén” celular (en [0 yuL de PBS) se resuspendid con la
concentracion Optima de los anticuerpos (previamente estandarizada). La células
se incubaron 20 minutos a 4°C (para la reaccion antigeno-anticuerpo) y se lavaron
mediante la adicion de 300 pL de PBA (PBS con 0.2% Azida de Sodio y 0.2%
Albumina) y centrifugacion por 5 minutos a 200g; cuando las células se analizaron
horas después de la ultima incubacion, fueron resuspendidas en 100 uL de p-

formaldehido al 1% en solucion salina.

Andlisis por citometria de flujo.

Las muestras fueron analizadas en un citometro FACS Calibur de Becton
Dickinson con software Cell Quest. Se obtuvieron 10,000 células, en una grafica
de puntos de tamafio celular contra granularidad celular y se delimito la region de
monocitos. Los controles de isotipo se incluyeron para verificar que los
flurocromos utilizados no proporcionaban una fluorescencia inespecifica.
Finalmente, se verifico que la region delimitada fuera positiva al menos en un 90%
para la molécula CD14 (marcador fenotipico de monocitos) y asi poder analizar la
coexpresion de CD14 versus las diferentes moléculas antes mencionadas en
nuestros objetivos particulares. Una vez que se analizaron las células en el

citometro, los datos fueron nuevamente analizados en el programa FlowJo (Tree
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Star) version 9.0.2 para evaluar los porcentajes de expresion de las moléculas

identificadas por los anticuerpos.

Purificacion de células CD14+.

Como se describié previamente en material y métodos de capitulo 2.
Ensayos de muerte celular de monocitos

Las células CD14+ (1X10°) se incubaron en placas de baja adherencia de 96
pozos (Costar Inc. Lowel, MAJUSA) y en medio de cultivo RPMI-160
suplementado (1 mM de piruvato de sodio, 2 mM L-glutamina y 50 pM 2-
mercaptoetanol provistos por Gibco BRL, Rockville, MD; 100 1U/ml penicilina, 100
ug/ml y estreptomicina provistos por In vitro, México; y 10% de suero fetal bovino,
provistos por Hyclone Laboratories Inc., Logan, UT, el cual fue inactivado por
calor). En algunos experimentos las células CD14+ se incubaron sin presencia de
estimulo antigénico durante 24 y 48 horas a 37°C en atmésfera hiumeda de 5%
CO,. Para evaluar la muerte celular inducida por antigeno, las células fueron
estimuladas mediante 20 ug de proteina de filtrado de sobrenadante de cultivo de
28 dias, de la cepa H37Rv de Mycobacterium tuberculosis (Filtrado H37Rv) por 4
h a 37°C en atmésfera humeda de 5% CO2 (63). En algunos pozos de la placa de
cultivo se les adiciono individualmente anticuerpos bloqueadores anti-TLR2 (3ug),
anti-TLR4 (1pg) o el control de isotipo 15 previos a la incubacién con el Filtrado
H37Rv. Para evaluar el mecanismo mediado por TLR2 se usaron ligandos
sintéticos para esta molécula, provistos por InvivoGen, San Diego, CA: 5 ug/mL de
Pam3CSK4 (lipopeptido Tripalmitoylated-CysSerLys4), 5 pg/mL de FSL-1
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(dipalmitoylated-CGDPKHPKSF fibroblast-stimulating lipopeptide-1) o 5 ng/mL de
LM-MS (lipomanana de Mycobacterium smegmatis); para estos ensayos no se
bloqueo TLR2 pero se cultivaron bajo las mismas condiciones (4hs, 37C, 5% de
COy,). Al término del tiempo de cultivo, las células se recuperaron y lavaron con
300 pL de PBS centrifugando a 350g por 5 minutos a 15C. Se descarto el
sobrenadante y al “boton” celular se le agreg6 3ul de 7-AAD 20 minutos a 4C en
oscuridad, se realizdé un lavado con PBS, el “botén” celular fue resuspendido en
250 pL de FACS Flow para ser adquiridas mediante citometria de flujo (62). El
analisis de porcentaje (%) de muerte especifica a antigeno o especifica a tiempo

se obtuvo a través del calculo previamente descrito en el capitulo 2.

Western blot

Para el andlisis por western blot realizamos el ensayo de muerte celular de
monocitos en las condiciones previamente descritas y las variables fueron:
monocitos sin estimulo, con estimulo de Filtrado H37Rv y con estimulo de Filtrado

H37Rv bloqueando TLR2.

Después del cultivo, se recuperaron las células, el “botdn” celular fue
resuspendido en solucidon de Laemmli (Bio-Rad) con [(-mercaptoetanol, las
muestras fueron incubadas 10 minutos a 1007, la pr oteina total fue separada en
un gel SDS-PAGE. Segun el peso molecular de las moléculas a identificar se
realizaron geles de acrilamida-bis al 10% o al 15%. Posteriormente, las proteinas
del gel se transfirieron a una membrana Immobilon PVDF (Polyvinylidene fluoride,

Millipore corporation). La membrana se incubé toda la noche con una solucion al
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1% Albimina en PBS, posteriormente se lavo con PBS-TWEEN?® 0.5% (3 veces
de 10 minutos cada una), la membrana se incub6 2 horas con el anticuerpo
primario, nuevamente se lavdé con PBS-TWEEN 0.5%, se incubd el anticuerpo
secundario acoplado a HRP (Horseradish peroxidase) 1 hora, se eliminé el exceso
de anticuerpo secundario con 3 lavados de PBS-TWEEN? 0.5% (10 minutos cada
lavado). La membrana se reveldé mediante quimioluminiscencia (Thermo Scientific,
Pierce Biotech. Rockford, IL, USA) utilizando peliculas Kodak Biomax MR Film
(Carrestream Health Inc. Rochester, NY, USA). La densidad de las bandas de
proteinas sobre la pelicula se analizaron mediante una densitometria utilizando el
software ImageJ 1.39c (http://rsd.info.nih.gov/ij) como fue descrito por Luke Miller

(http://www.lukemiller.or/journal/2007/08/quantifying-westernblots-without.html).

Los anticuerpos primarios anti: caspasas 8, caspasa 9, citocromo c
desnaturalizado, ASK1 (apoptosis signal-regulating kinase 1), p38 fosforilado
(phospho-p38a) y MAP14-cinasa; asi como los anticuerpos secundarios anti 1gG
conejo y anti IgG ratdon acoplados a HRP (horseradish peroxidase) fueron
adquiridos de R&D Systems Inc. (Minneapolis, MN, USA). El anticuerpo anti
GAPDH (Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase) fue adquirido de Invitrogen

Co. (Camarillo, CA, USA).
3.7 Estandarizacién
Region de células CD14+.

A partir de una gréfica de puntos de tamafo contra granularidad celular se delimito

la regibn de monocitos, en ésta se colocaron los caudrantes basados en los
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valores obtenidos previamente con controles de isotipo. Finalmente se confirmé

que la region presentara al menos un 90 % de células CD14+.

Figura 1: Region de células CD14+ con pureza mayor al 90%. Gréaficas de puntos
obtenidas por citometria de flujo, la region de monocitos se limita al sitio que
muestre por lo menos 90% de positividad a la expresion de molécula CD14,

posterior al adecuado uso de controles de isotipo.

Pureza de células CD14+ (monocitos).

Después de separar las células CD14+ mediante seleccion positiva usando
anticuerpos conjugados a perlas magnéticas, la pureza se verificO6 mediante

citometria de flujo, tal y como se mostré en la figura 4 del capitulo 2.

Concentracion 6ptima de antigenos del  Filtrado H37Rv

La concentracion de antigeno, proveniente del Filtrado H37Ryv, utilizada para los
ensayos de muerte de células CD14+ fue 20 pg/mL, porque es la concentracion
gue induce mayor porcentaje de muerte celular tal y como se muestra en la figura

8 del capitulo 2.
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Anticuerpos para bloquear TLR2

Para conocer la concentracion 6ptima del anticuerpo para bloquear TLR2 primero
se realizd una incubacién con un anticuerpo anti-TLR2 unido a un fluorocromo
(FITC), y asi conocer el porcentaje basal de expresién de esta molécula en células
CD14+ purificadas. Posteriormente, 1 X 10° células CD14+ se incubaron con
diferentes concentraciones de anticuerpo bloqueador anti-TLR2, transcurridos 15
minutos (para la reaccién antigeno-anticuerpo) las células fueron lavadas con PBS
y posteriormente se incubaron con el anticuerpo anti-TLR2 unido a un fluorocromo
con lo que se identifico la concentracién a la cual el anticuerpo bloqueador inhibid

la mayor cantidad de expresion de estas moléculas.

Figura 2: Con 3 pug/mL de anticuerpo bloqueador anti-TLR2 se evita en un 85% la
expresion de TLR2 en células CD14+. Graficas de puntos obtenidas por citometria
de flujo, se evalla la expresion de TLR2 unido a un fluorocromo posterior al uso

de un anticuerpo para bloquear esta misma molécula.
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Anticuerpos para bloquear TLR4

Para estandarizar la concentracion de anticuerpo bloqueador anti-TLR4 se siguio
el mismo procedimiento que para TLR2, pero los anticuerpos utilizados eran anti-

TLRA4.

Figura 3: Con 1 pg/mL de anticuerpo bloqueador anti-TLR4 se evita en un 90% la
expresion de TLR4 en células CD14+. Graficas de puntos obtenidas por citometria
de flujo, se evalla la expresion de TLR4 unido a un fluorocromo posterior al uso

de un anticuerpo para bloguear esta misma molécula.

Ensayos con 7-AAD

El colorante 7-AAD utiliza el mismo fundamento que la mayoria de los colorantes
para evaluar muerte celular. Esto es, unirse DNA cuando la membrana celular esta

altamente permeable, fendmeno comun en los procesos de muerte celular (90,91).
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Para verificar que el colorante 7-AAD se une eficientemente al DNA de células
dafiadas se purificaron CMN como se describié en material y métodos; 1 X10°
CMN se incubaron 20 minutos a 60C y otra alicuota de CMN estuvo a
temperatura ambiente, posteriormente se siguid el protocolo de tincién con 7-AAD
como se describi6 en material y métodos. Nuestros datos muestran que el
colorante 7-AAD se unié al DNA de células con dafiadas por calor (Panel C) a

diferencia de las que no fueron sometidas a calor (Panel B).

Figura 4: ElI 7-AAD solo tifie el DNA cuando la célula esta dafiada. Grafica de
puntos obtenida por citometria de flujo, las células fueron tefiidas con 7-AAD sin

ser sometidas a calor (panel A) y, sometidas a calor (panel C).

3.8 Resultados y discusion

Debido a que la expresion de la molécula CD14 es una caracteristica de los
monocitos de sangre periférica (92), decidimos evaluar en la region de células
CD14+ la expresion de las moléculas mencionadas en los objetivos particulares

(TLR2, TLR4, Fas (CD95), CD1b, MIC-A y MIC-B, HLA-ABC, HLA-DR,DP,DQ).
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» Frecuencia de células CD14+ en sangre periférica
Los analisis fueron iniciados con la valoracion de la frecuencia de células CD14+

presentes en sangre periférica.

Figura 5. Enfermos de TBP tienen mayor frecuencia de células CD14+ en sangre
periférica que los sujetos control. Panel A y B, grafica de puntos representativa de
un individuo sano y de un enfermo, respectivamente. Panel C muestra el
porcentaje de monocitos en los grupos, de individuos control y enfermos con
tuberculosis. Los datos representados son promedio + desviacion estandar, el

valor de P fue obtenido mediante la prueba t de student.

Cuadro 1. Frecuencia de células CD14+ en sangre periférica

Poblacion Sano (n=20) Enfermo (n=26) | Valor de P

CD14+ 9+4 18 +11 0.0047

Nuestros datos muestran que existe un aumento significativo en la frecuencia de

células CD14+ presentes en sangre periférica de los enfermos, lo que concuerda
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con los datos publicados por Sanchez y colaboradores (93), ellos reportan un

incremento en el porcentaje de células CD14+ en enfermos de TBP.

» Expresion de TLR2 y CD14
Debido a la importancia de TLR2 en infecciones por Mtb (80-82, 85-87) se
contindo con la evaluacion de la expresion de TLR2 en células CD14 provenientes

de sangre periférica.

Figura 6. Monocitos de enfermos de TBP tienen mayor porcentaje y densidad de
expresion TLR2. Panel A, gréfica de puntos representativa de un control (superior)
y un enfermo (inferior) donde se grafica CD14 versus TLR2. Panel B, porcentaje
de monocitos que expresan TLR2. Panel C, histrograma representativo de un

control (linea delgada) y un enfermo (linea gruesa). Panel D, IMF de la expresién
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de TLR2 en células CD14+. Los datos representados son promedios + desviacion

estandar, el valor de P obtenido mediante la prueba t de student.

Cuadro 2. Expresion de la molécula TLR2 en células CD14+

Poblacién Sano (n=28) | Enfermo (n=37) | Valor de P

TLR2+ CD14+ (MFI) 16 £12 29+21 0.0193

TLR2+ CD14+ (%) 54 + 28 77 £ 22 0.0010

Nuestros resultados muestran que existe diferencia estadistica significativa en el
porcentaje de monocitos de sangre periférica que expresan TLR-2 (P < 0.05),
Prabha y colaboradores previamente reportaron que enfermos de tuberculosis
pleural mostraban un incremento en el porcentaje de monocitos TLR2+ (94).
Interesantemente, la diferencia no solo estd en el porcentaje de expresion,
también existe una diferencia estadistica significativa (P < 0.05) en la intensidad
media de fluorescencia (IMF), esto significa que los paciente con TBP tienen un
mayor porcentaje de células TLR2+CD14+ y ademas cada monocito tiene una

mayor cantidad de TLR2 en su superficie.

» Expresion de TLR4y CD14
La participacion de TLR4 en las infecciones por Mtb es menos concluyente que
TLR-2 (76,77), sin embargo debido a que existen reportes que demuestran que a
través de esta via se pueden activar mecanismos de defensa frente a Mtb

decidimos incluir ésta molécula en la evaluacion de monocitos.
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Figura 7. Monocitos de paciente con TBP tienen mayor densidad de expresion de
TLR4. Panel A, grafica de puntos representativa de un control (superior) y un
enfermo (inferior) donde se grafica CD14 versus TLR4. Panel B, porcentaje de
monocitos que expresan TLR4. Panel C, histrograma representativo de un control
(linea delgada) y un enfermo (linea gruesa). Panel D, IMF de la expresién de TLR4
en células CD14+. Los datos representados son promedios * desviacién estandar,

el valor de P obtenido mediante la prueba t de student.

Cuadro 3. Expresion de la molécula TLR4 en monocitos CD14+

Poblacion Sano (n=28) | Enfermo (n=32) | Valor de P

TLR4+CD14+ (MFI) 10+6 19+17 0.0128
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TLR4+CD14+ (%) 36 +28 41 + 25 0.4104

Los resultados obtenidos, contrario a lo observado con la molécula TLR2, indican
que existe una diferencia estadistica significativa (P < 0.05) para la IMF pero no en
el porcentaje (P > 0.05) de células TLR4+CD14+. Esto significa que los enfermos
de TBP al compararlo con sujetos control tienen el mismo porcentaje de células
TLR4+ CD14+ en sangre periférica, pero los monocitos de paciente con TBP

tienen mayor cantidad de esta molécula en su superficie.

» Expresion de CD95y CD14
La molécula CD95 (Fas) esta involucrada en la induccion de apoptosis por la via
que requiere su interaccion con el ligando de Fas, este ultimo expresado en los
linfocitos T. En las infecciones por Mtb se ha descrito que el antigeno de 38 kDa

induce apoptosis por una via que es parcialmente dependiente de Fas (87).

Figura 8. Enfermos de TBP tienen el mismo porcentaje de monocitos CD95+ que
los sujetos control. El panel A, grafica de puntos representativa donde se grafica

CD14 versus CD95. Panel B, porcentaje de monocitos que expresan CD95. Los
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datos representados son medianas = intervalo intercuartilico (25-75), el valor de P

obtenido mediante la prueba U de Mann-Whitney.

Cuadro 4. Expresion de la molécula CD95 en monocitos CD14+

Poblacion Sano (n=12) | Enfermo (n=12) | Valor de P

CD95+CD14+ | 70 (41-83) 88 (37-91) 0.2364

Nuestros datos muestran que no existe diferencia estadistica significativa en el
porcentaje de células CD14+CD95+ en sangre periférica de enfermos de TBP
cuando son comparados con sujetos control. Budak y colaboradores reportaron
que enfermos de TB pleural tienen incrementados los niveles de ligando de Fas
soluble pero no los niveles de Fas soluble (95), resultado que es semejante a lo
gue nosotros encontramos, porque ambos resultados indican que la molécula de
Fas ni en su forma unida a la membrana o en su forma soluble estan

incrementadas.

» Expresion de CD1B y CD14
Los miembros de la familia de moléculas CD1 son importantes presentadoras de
antigenos lipidicos, estos ultimos son abundantes en la pared celular de las
micobacterias. Algunos reportes sugieren que la expresion de la isoforma CD1B
puede ser regulada por una via de sefalizacion dependiente de TLR2 (80),
favoreciendo un mecanismo de presentacion de antigeno independiente de las

moléculas MHC.
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Figura 9. Enfermos de TBP tienen mayor porcentaje de monocitos CD1B+ que los
sujetos control. Panel A, grafica de puntos representativa donde se grafica CD14
versus CD1B. Panel B, porcentaje de monocitos que expresan CD1B. Los datos
representados son medianas * intervalo intercuartilico (25-75), el valor de P

obtenido mediante la prueba U de Mann-Whitney.

Cuadro 5. Expresion de la molécula CD1B en monocitos CD14+

Poblacién Sano (n=5) | Enfermo (n=10) | Valor de P

CD14+CD1B+ | 1 (1-2) 9 (5-14) 0.0058

Nuestros datos muestran que un pequefio porcentaje de monocitos de enfermos
de TBP expresan la molécula CD1B, valor que al compararlo con los sujetos
control es estadisticamente significativo. Previamente Tentori y colaboradores
reportaron que la rifampicina induce un incremento de monocitos que expresan la
molécula CD1B en sangre periférica (96), sin embargo nuestro resultado no se
puede atribuir a dicho farmaco porque la mayoria de los enfermos aun no iniciaban

el tratamiento, probablemente es simple consecuencia de la infeccion por Mtb
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(Anexo al final del capitulo articulo publicado sobre la expresion de CD1 en

enfermos de TBP).

» Expresion de MIC A/By CD14

Las moléculas MIC A y B son importantes ligandos para la molécula NKG2D, se

ha descrito que esta interaccion favorece la funcidn citotoxica por una via

independiente del TCR (30).

Figura 10. Enfermos de TBP tienen mayor porcentaje de monocitos MICA/B+ que

los sujetos control. Panel A, grafica de puntos representativa donde se grafica

CD14 versus MIC A/B. Panel B, porcentaje de monocitos que expresan MIC A/B.

Los datos representados son medianas * intervalo intercuartilico (25-75), el valor

de P obtenido mediante la prueba U de Mann-Whitney.

Cuadro 6. Expresion de la molécula MIC A/B en monocitos CD14+

Poblaciéon

Sano (n=6)

Enfermo (n=11)

Valor de P

CD14+MIC A/B+

1 (1-3)

13 (9-17)

0.0011
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Nuestros datos muestran que los enfermos de TBP tienen en sangre periférica un
mayor porcentaje de monocitos MICA/B+, esto puede ser parcialmente consistente
con lo publicado por Das y colaboradores quienes demuestran que en modelo de
infeccion por Mtb in vitro induce la expresion de MICA en células dendriticas, las
cuales interaccionan con la molécula NKG2D y asi se establece una adecuada

respuesta inmune innata (97).

» Expresion de HLA-ABC y CD14
La molécula HLA-I es la clasica molécula presentadora de antigeno a través de la
cual reconocen los linfocitos T CD8+, las isoformas mas abundantes de esta son
la A, B y C. Considerando lo relevante que resulta conocer si existe alguna
diferencia basal en la expresion de las moléculas HLA-I en monocitos decidimos

incluir esta molécula en la caracterizacion de los monocitos de sangre periférica.

Figura 11. Enfermos de TBP tienen el mismo porcentaje de monocitos HLA-A,B,C
gue los sujetos control. Panel A, grafica de puntos representativa donde se grafica

CD14 versus HLA-A,B,C. Panel B, porcentaje de monocitos que expresan HLA-
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A,B,C. Los datos representados son medianas * intervalo intercuartilico (25-75), el

valor de P obtenido mediante la prueba U de Mann-Whitney.

Cuadro 7. Expresion de la molécula HLA-A,B,C en monocitos CD14+

Poblacién Sano (n=9) | Enfermo (n=9) | Valor de P

CD14+HLA-A,B,C+ | 91 (68-99) 98 (95-99) 0.2973

Nuestros datos muestran que no existe diferencia en el porcentaje de células
CD14+HLA-ABC+ que se encuentran en circulacion en sangre periférica al

comparar los enfermos de TBP versus sujetos control.

» Expresion de HLA-DR,DP,DQ y CD14
Las moléculas HLA-II son moléculas presentadoras de antigeno a través de las
cuales reconocen los linfocitos T CD4+, los isoformas clasicas son DR, DP y DQ.
Nosotros decidimos evaluar la expresion de esta molécula en los monocitos de
sangre periférica porque también puede ser indicativo de que estas células se

encuentren en un proceso de activacion.
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Figura 12. Enfermos de TBP tienen el mismo porcentaje de monocitos HLA-
DR,DP,DQ+ que los sujetos control. Panel A, grafica de puntos representativa
donde se grafica CD14 versus HLA-DP,DQ,DR. Panel B, porcentaje de monocitos
gue expresan HLA-DP,DQ,DR. Los datos representados son medianas = intervalo
intercuartilico (25-75), el valor de P obtenido mediante la prueba U de Mann-

Whitney.

Cuadro 8. Expresion de la molécula HLA-DP,DQ,DR en monocitos CD14+

Poblacién Sano (n=6) | Enfermo (n=6) | Valor de P

CD14+HLA-DR,DP,DQ+ | 51 (29-60) 62 (47-88) 0.2403

Aunque Sanchez y colaboradores publicaron que los monocitos de enfermos de
TB tienen disminuida la expresion de la molécula HLA-DR (93), nuestros datos
muestran que los enfermos de TBP y sujetos control tienen el mismo porcentaje
de células CD14+HLA-DR,DP,DQ+ en sangre periférica, inferimos que esta
disparidad de datos puede deberse a que el anticuerpo que nosotros utilizamos
reconoce las 3 principales isoformas de HLA-II (DP,DR y DR) mientras que el

grupo antes mencionado utilizé un anticuerpo que solo reconoce la isoforma DR.

» Monocitos de enfermos de TBP muestran mayor tasa de muerte aun
en ausencia de Filtrado H37Rv
Para iniciar la evaluacion de la muerte celular de los monocitos decidimos partir de
la cuantificacion del porcentaje de muerte celular que ocurre en los monocitos
provenientes de sangre periférica sin presencia de estimulos antigénicos, dejando

las células en cultivo celular durante 24 y 48 hrs en las condiciones previamente
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se explica en material y métodos (37C y 5%CO ;). Para todos los ensayos de
muerte celular de monocitos que realizamos en este capitulo, utilizamos el mismo
calculo que se utiliz6 para obtener la muerte celular especifica al estimulo
antigénico (capitulo 2). Asi, la muerte basal no se grafica porque para realizar el
calculo del incremento de porcentaje de muerte celular, esta tiene un valor de cero

(segun la formula explicada en la seccion de material y métodos).

Figura 13. Monocitos de paciente con TBP mueren a mayor tasa que los de

sujetos control, ain en ausencia de estimulo antigénico (n=4).

Nuestros datos indican que los monocitos de enfermos de TBP tienen un
porcentaje de muerte basal de 4.9 = 1.9% mientras que los monocitos de sujetos
control muestran 3.4 + 1.0%, después de 24 horas de cultivo sin presencia de
estimulo la tasa de muerte celular incrementa en los enfermos de TBP, al hacer
nuestro calculo de muerte celular de 24 y 48 hrs, segun nuestro calculo explicado

en material y métodos, obtenemos los porcentajes de muerte de 4.5+1.9%y 1.2
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*+ 1.2% (enfermo y control, respectivamente) a las 24 horas. Este incremento es
mas evidente después de 48 horas de cultivo, obteniendo porcentajes de muerte
celular de 7.0 £ 2.9% y 2.7 £ 0.5% (paciente y control, respectivamente), con un
valor de P=0.01 al comparar la tasa de muerte celular de los monocitos
provenientes de controles contra la muerte de los monocitos provenientes de
enfermos de TBP (Figura 13 panel B), lo que indica que los monocitos de estos

enfermos mueren a mayor velocidad que los que provienen de sujetos control.

> Los monocitos TLR2 * TLR4™ son més susceptibles a la muerte celular
Para esclarecer si los monocitos que mueren expresan TLR2 realizamos
nuevamente los cultivos de monocitos durante 24 y 48 horas, las células fueron

incubadas con el colorante 7-AAD y con los anticuerpos anti-TLR2 y anti-TLR4.

Figura 14. Monocitos TLR2'TLR4" son mas susceptibles a la muerte celular (n=3)

Estos resultados indican que los monocitos que mueren a las 0 y 24 horas son
TLR'TLR4", mientras que los que mueren a las 48 horas son TLR2TLR4, la
muerte celular de los monocitos simples positivos para alguna de estas moléculas
se mantiene constante durante este tiempo. Estos datos también indican que son

la misma poblacion celular la que muere tanto en enfermos de TBP como en
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controles, aunque cabe recordar que la cantidad de células que mueren es mayor

en los enfermos que en los controles (Figura 13 panel B).

» Monocitos de enfermos de TBP mueren con estimulos de Filtrado
H37Rv via TLR2
Considerando que en modelos in vitro se ha demostrado que antigenos de
micobacterias inducen muerte de células presentadoras de antigeno y, como
nuestros datos indican que los monocitos de enfermos de TBP son mas
susceptibles a la muerte y tienen incrementada la expresién de TLR2, decidimos
evaluar si antigenos solubles de la cepa H37Rv pueden inducir muerte en
monocitos de sangre periférica via TLR2. Hemos incluido el bloqueo de las
moléculas TLR2 y TLR4, porgue aunque existe mayor evidencia experimental para
proponer a TLR2 como molécula que activa procesos de muerte, la literatura ain
es controversial en cuanto a la participacion de TLR4 y considerando que el efecto
de inducir muerte via TLR se pudiera deber a alguna molécula que tuvieran en
comun los TLR, por ejemplo MyD88, decidimos incluir los 2 TLRs de superficie
celular que bajo diferentes circunstancias han sido considerados importantes en la

infeccion por Mtb (72, 76-78, 83-87).

Para evaluar la muerte celular dependiente de TLR2 se realizaron cultivos de
monocitos, al igual que en la figura 13 la muerte basal no es graficada ya que el
valor de la muerte basal seria cero. Cabe sefialar que los valores de la muerte
basal en estos experimentos fue de: Sujetos control 8 (intervalo intercuartilico 5-

11), enfermos 11 (intervalo intercuartilico 3-12).
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Figura 15. Monocitos de enfermos de TBP mueren via TLR2 al ser estimulados
con Filtrado H37Rv. Monocitos de enfermos de TBP mueren al ser estimulados 4
hrs con filtrado H37Rv, esta muerte se inhibe al bloquear TLR2 pero no TLR4

(n=5).

Como se observa en la figura 15, monocitos estimulados durante 4 hrs con
Filtrado H37Rv, provenientes de sujetos control, no incrementa de manera
significativa la muerte especifica de antigeno (adicional a la muerte basal,
incrementa 3 [1-4]), cuando bloqueamos TLR2 6 TLR4 précticamente no hay
ningun efecto (TLR2, 1[1-3]; TLR4, 1[0-3]). Contrario a los sujetos control, los
monocitos de enfermos de TBP mostraron un incremento importante de la muerte
especifica de antigeno (adicional a la basal incrementa 7 [6-9]), al bloquear TLR2
la disminucion de la muerte es estadisticamente significativa (2 [0-4]), mientras
que al bloquear TLR4 basicamente se mantiene la muerte especifica de antigeno

(6 [4-7]). Nuestros resultados muestran que los monocitos de enfermos de TBP
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son mas sensibles a la muerte por estimulos de Mtb por una via que depende de

TLR2 de manera significativa (P=0.01).

» Evaluacion de la participacion de caspasa 8 y caspasa 9 en la muerte
de monocitos de paciente con TBP
Como ya mencionamos, es claro que la via de TLR2 puede activar mecanismos
de muerte celular en macréfagos derivados de monocitos humanos sanos, linea
celular THP-1 o macrofagos de raton. Sin embargo, existe discrepancia en la
participacion de caspasa 9 6 caspasa 8, nosotros decidimos evaluar la presencia
de estas moléculas mediante western blot, y asi esclarecer si la muerte celular que
ocurre en los monocitos de enfermos de TBP y que es dependiente de TLR2

ocurre por la via extrinseca (caspasa 8) o intrinseca (caspasa 9).

Figura 16. Monocitos de paciente con TBP son caspasa 9+, citocromo c

desnaturalizado+ (n=3)
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Nuestros resultados muestran que los monocitos de paciente con TBP tienen altas
concentraciones de caspasa 9 y citocromo ¢, comparado con los provenientes de
sujetos control, ain cuando estos no han sido estimulados con el filtrado de
H37Rv. Aunque no hay diferencia estadistica significativa, al bloquear TLR2
observamos una tendencia a disminuir la caspasa 9+ pero no disminuye el
citocromo c (Figura 16 panel B y C), lo que sugiere que los monocitos de enfermos
de TBP presentan dafio mitocondrial. Este resultado concuerda con aquél
obtenido en la figura 13, donde el porcentaje de muerte celular incrementa en los
monocitos de enfermos de TBP aun en ausencia de estimulo antigénico. En
relacion a la caspasa 8, consideramos que esta molécula no participa en este
proceso de muerte celular, al menos no en la muerte que es mediada por TLR2,
porque las concentraciones de caspasa 8 son practicamente iguales en los
monocitos de enfermos de TBP versus sujetos control, asi la presencia de esta
molécula puede ser consecuencia de la muerte celular basal que ocurre en ambas

poblaciones en estudio.

» Evaluacion de la participacion de TNF- a, ASK1 y p-38 en la muerte de
monocitos de enfermos de TBP
Se ha demostrado en macréfagos murinos, que la infeccibn por micobacterias
induce la secrecién de TNF-a de una manera dependiente de TLR2 y con ello se
activa la via de las MAPK cinasas (98). Posteriormente se esclarecio, en modelo
murino pero infectando con BCG (Mycobacterium bovis bacillus Calmette-Guérin),
las sefiales iniciadas por TLR2 activan la secrecion de TNF-a, lo que a su vez

incrementa los niveles de radicales libres y con ello la activacion de la molécula
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ASK1 (apoptosis-regulating signal kinase 1). ASK1, interacciona con la molécula
TRAF6 (TNF receptor-associated factor), la cual promueve la muerte celular
programada. Por lo que la via de sefializacion de TLR/Radicales libres/ASK1 es

importante para controlar el crecimiento intracelular de la micobacteria (99).

Con estos antecedentes, decidimos evaluar algunas de las principales moléculas
de la via de las MAPK cinasas, ASK1 y la fosforilacion de p-38 (P-p38) mediante
western blot, para identificar la via de sefializacion que se lleva a cabo para la

muerte de monocitos de enfermos de TBP.

Debido a que el TNF-a es una importante citocina que puede favorecer la
activacion de la via de las MAPK cinasas y ademas se ha descrito que participa en
la activacion de procesos de muerte celular, también incluimos medir la
concentracion de ésta mediante la técnica de ELISA en el suero de nuestras
poblaciones de estudio con la finalidad de esclarecer si se encuentra
incrementada, lo que podria favorecer el alto grado de susceptibilidad a la muerte
celular que presentan los monocitos de paciente con TBP, al parecer por un dafio

mitocondrial.
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Figura 17. Monocitos de enfermos de TBP tienen altos niveles de TNF-a en suero

pero no se incrementan molécula de la via de las MAPK (n=3).

Nuestros datos muestran que los enfermos de TBP a diferencia de los sujetos
control (p< 0.05) tienen altas concentraciones de TNF-a en circulacion sanguinea,
lo que sugiere que sus monocitos estan constantemente sometidos a estimulos

mediados por esta citocina (Figura 17, panel D).

» Evaluar la participacion de los heterodimeros TLR2/TLR1 y TLR2/TLR6
para inducir muerte celular
Recientemente se ha demostrado que los heterodimeros que forma TLR2 son
importantes porque activan diferentes mecanismos de control bacteriano, por un
lado Palma C y colaboradores demostraron en macrofagos derivados de médula
Osea de raton que cuando se activa a la célula via TLR2/TLR6 se lleva a cabo un
eficiente mecanismo bactericida que depende de la via de especies reactivas del
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oxigeno (100). Por otro lado, Liu PT y colaboradores demostraron en monocitos de
sujetos control que el heterodimero TLR2/TLR1 favorece un mecanismo
microbicida en donde participa la defensina 4 y la citocina IL1-B, este ultimo
importante activador del inflamosoma (101,102). Con esto, decidimos activar los
hetodimeros con el uso de ligandos sintéticos para evaluar 1) si solo 1
heterodimero era el que favorecia la muerte celular o si este fenOmeno era
independiente de TLR1 y TLR6 y, 2) si al usar algun ligando sintético se
incrementaba la presencia de caspasa 9 ya que cuando al cultivo se le adiciona
Filtrado de cultivo de H37Rv éste disminuye, probablemente porque el filtrado

tiene otro factor que afecta esta via.

Figura 18. Ligandos sintéticos para el heterodimero TLR2/TLR1 induce muerte

celular. (n=3).
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Nuestros datos muestran que al activar el heterodimero TLR2/TLR1 (ligando
Pam3CSK4c) se lleva a cabo el proceso de muerte celular tanto en enfermos de
TBP como en los sujetos control. En el caso de los enfermos este porcentaje de
muerte es practicamente igual al inducido por el estimulo proveniente de
micobacteria (Figura 18 Panel A). Aunque al parecer la muerte celular solo ocurre
con el heterodimero TLR2/TLR1 los datos del western blot muestran que los
controles aun presentan la pro caspasa 9 y dependiendo del ligando utilizado hay
diferentes concentraciones de caspasa 9 (Figura 18 Panel B y C), pero los
monocitos de enfermos de TBP muestran que el uso de cualquiera de los
ligandos favorece que la procaspasa 9 se convierta su forma activa de caspasa 9
aunque el uso Pam3CSK4c incrementa ligeramente esta conversion (Figura 18
Panel B y D). Estos datos sugieren que al estimular el heterodimero TLR2/TLR1

se activa la muerte de los monocitos (Figura 18 D).

Conclusién

En conjunto, nuestros datos muestran que los enfermos de TBP tienen en
circulacion mayor porcentaje de monocitos que expresan moléculas que pueden
ayudar a la presentacion de antigenos lipidicos (CD1B), quiza como un
mecanismo alterno para que linfocitos T especificos a lipidos, reconozcan células

infectadas.

Los monocitos también expresan moléculas que se presentan cuando las células
estdn bajo condiciones de estrés (MICA/B) y que son importantes para una

adecuada respuesta inmune innata.
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Los enfermos de TBP tienen altas concentraciones de TNF-a en plasma, lo que
probablemente sea uno de los factores que favorece la presencia de monocitos
con dafio mitocondrial (caspasa 9+, citocromo c¢ desnaturalizado+), haciéndolos

mas susceptibles a la muerte.

El ligando sintético para el heterodimero TLR2/TLR1 indujo la muerte celular, lo
que sugiere que la muerte del monocito dependiente de la via TLR2 es favorecida

por la presencia de antigenos triacilados en el filtrado de H37Rv de Mtb.
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Introduction

Summary

Experimental models have shown that lipoproteins from Mpycobacterium
tuberculosis induce apoptosis via Toll-like receptor 2 (TLR2) in the THP-1
cell line and in monocyte-derived macrophages from healthy volunteers.
We found an increased percentage of circulating monocytes in patients
with tuberculosis (TB) in comparison to healthy controls. Patients with
TB showed a higher TLR2 and TLR4 expression density on monocytes,
and a higher proportion of TLR2* monocytes, as well as increased serum
tumour necrosis factor-a level. In culture, monocytes from TB patients
were more susceptible to death than monocytes from healthy controls.
Moreover, death-susceptible monocytes were positive to both TLR2 and
TLR4 at the start of culture. Freshly obtained monocytes from TB
patients exhibited cleaved caspase 9 and denaturalized cytochrome c. For
levels of caspase 8, apoptosis-regulating signal kinase 1, and phospho-p38
mitogen-activated protein kinase there was no difference between samples
from TB patients and from healthy controls. The culture filtrate antigen
extract from M. tuberculosis H37Rv strain induced the death of mono-
cytes from patient with TB after a 4-hr incubation, which was abrogated
by neutralizing antibodies for TLR2 but not TLR4. Similarly, Pam3CSK4,
a synthetic agonist triacylated ligand to TLR2, also induced the death of
monocytes, although it did not increase levels of cleaved caspase 9. Our
findings suggest that monocytes from TB patients are more susceptible to
death, probably through mitochondrial damage, and that cell death
increases in the presence of mycobacterial antigen by a TLR2-dependent
pathway.

Keywords: apoptosis; monocytes; Mycobacterium tuberculosis; Toll-like
receptor 2

bacterial ligands by TLR2 or TLR4 causes activation of
macrophages,™ which can control intracellular growth of

Human tuberculosis (TB) is an infectious disease caused
mainly by Mycobacterium tuberculosis, a slow-growing
pathogenic intracellular bacillus. The World Health Orga-
nization estimates 9-4 million new cases of clinical disease
and 1-3 million deaths each year; consequently, TB repre-
sents a serious public health problem." In the innate
immune system response against M. tuberculosis infection,
macrophages play an important role during the early
interaction with mycobacteria.> Human and murine mac-
rophages recognize mycobacteria via toll-like receptor
(TLR) proteins, which bind different mycobacterial
ligands such as lipoproteins.” The recognition of myco-

the bacilli by producing pro-inflammatory cytokines and
activating antimicrobial effector pathways.>® The interac-
tion of TLR4 and TLR2 with diverse mycobacterial
ligands triggers signalling that leads to activation of p38
mitogen-activated protein kinase (MAPK), apoptosis-reg-
ulating signal kinase 1 (ASK1) and p47phox pathways, as
well as production of pro-inflammatory cytokines in
human monocytes.”® There is evidence that the synthetic
bacterial lipopeptide Pam3CSK4 induces TLR2-mediated
apoptosis in the human pro-monocytic THP-1 cell line.’
Other studies have shown that a 19 000 molecular weight
(MW) M. tuberculosis lipoprotein induces apoptosis in
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differentiated cells of the THP-1 cell line and monocyte-
derived macrophages mediated by TLR2.'”'" The 19 000
MW lipoprotein-induced macrophage apoptosis is exerted
through a pathway involving caspase 8, but not caspase
9. Similarly, a 38 000 MW M tuberculosis lipoprotein
has been reported to be apoptogenic for human mono-
cyte-derived macrophages through TLR2."? In that study,
apoptosis was dependent on both caspase 8 and caspase
9, implicating tumour necrosis factor-o (TNF-o) and its
receptors TNFR1 and TNFR2, as well as Fas ligand and
its receptor Fas.'” These data strongly suggest that myco-
bacterial antigens induce apoptosis via TLR2 in mono-
cytes/macrophages from patients with TB. Our objective
was to examine monocytes from patients with TB with
respect to their percentage in peripheral blood, propor-
tion of cell death in the absence of stimulus, percentage
and density of TLR2 and TLR4 expression, evaluation of
apoptosis-related molecules, and cell death through myco-
bacterial antigens via TLR2.

Materials and methods

Patients

The study population consisted of 54 patients with active
TB, who were recruited from the Instituto Nacional de
Enfermedades Respiratorias Ismael Cosio Villegas in Mex-
ico City. Diagnosis of TB was based on clinical history,
physical examination, chest X-rays and identification of
acid-fast bacilli in sputum. In all the cases, the diagnosis
was confirmed by M. tuberculosis growth in sputum cul-
ture. Patients were classified as having TB class 3 category
I disease, according to the American Thoracic Society."?
The specific enrolment criteria were defined as adult indi-
viduals and absence of other diseases, such as multidrug-
resistant TB, human immunodeficiency, pulmonary
cancer or diabetes mellitus. The healthy control group
consisted of 44 unrelated healthy volunteers, who had
received the Mycobacterium bovis bacillus Calmette—Gué-
rin vaccine during childhood. General data from TB
patients and healthy controls are shown in Table 1. The
institutional Medical Ethics Committee approved the

Table 1. General data from healthy controls and patients with tuber-

culosis
Healthy controls Tuberculosis
(n = 44) patients (n = 54)
Age (years) 31+7 41 + 17
Gender
Male 23 (52%) 29 (54%)
Female 21 (48%) 25 (46%)
Tuberculosis
Pulmonary - 51 (94%)
Pleural - 3 (6%)

study and all study participants provided written
informed consent.

Antibodies and reagents

Fluorescein isothiocyanate (FITC)-labelled mouse mono-
clonal antibodies (mAbs) to human CD14 (clone M5E2)
and HLA-DR, -DP, -DQ (clone Tii39); phycoerythrin
(PE)-labelled mAbs to CD86 (clone 2331/FUN-1) and
CD14 (clone M5E2); PE-Cy5-labelled mAb to HLA-A, -B,
-C (clone G46-2.6); AlexaFluor 488-labelled mAb to
TLR2 (TLR2/CD282) (clone 11G7); allophycocyanin-
labelled mAb to CD83 (clone HB15e); FITC-, AlexaFluor
488-, allophycocyanin-labelled mAbs (clone MOPC-21),
and PE-labelled mAb (clone MOPC-31C) isotype con-
trols; purified mAb (clone G155-178) as functional assay
isotype control; and 7-aminoactinomycin-D (7-AAD)
staining solution were purchased from BD Biosciences
Pharmingen (San Diego, CA). The PE-labelled mAb to
TLR4 (CD284) (clone HTA125) and functional blocking
purified mAbs to TLR2 (clone TL2.1) and TLR4 (clone
HTAI125) were acquired from eBioscience Inc. (San
Diego, CA). The PE-labelled mAb to CD80 (clone 2D10)
was from BioLegend (San Diego, CA). Tripalmitoylated-
CysSerLys4 (Pam3CSK4) lipopeptide, dipalmitoylated-
CGDPKHPKSEF fibroblast-stimulating lipopeptide-1 (FSL-1),
and lipomannan of Mycobacterium smegmatis (LM-MS)
were obtained from a human and mouse TLR2 agonist
kit from InvivoGen (San Diego, CA). Mouse mAbs to
human caspase 8 (clone 84131.11), caspase 9 (clone
LAP6) and denaturalized cytochrome ¢ (clone 7H8.2C12);
sheep polyclonal antibodies to human ASK1; rabbit poly-
clonal antibody to human phospho-p38x MAP14-kinase;
horseradish peroxidase-labelled goat anti-IgG rabbit and
anti-IgG mouse polyclonal antibodies were acquired from
R&D Systems Inc. (Minneapolis, MN). Glyceraldehyde 3-
phosphate dehydrogenase (GAPDH) was acquired from
Invitrogen Co. (Camarillo, CA). A CD14" cells positive
isolation kit in a magnetic antibody cell sorting (MACS)
system was acquired from Miltenyi Biotec (Bergisch Glad-
bach, Germany). Lymphoprep (Ficoll 1.077 density) was
from Axis-Shield PoC As (Oslo, Norway). RPMI-1640
culture medium, trypan blue dye, p-formaldehyde, BSA
fraction V, SDS, Tween 20, glycine, and salt reagents were
all obtained from Sigma-Aldrich (St Louis, MO). Lae-
mmli sample buffer for SDS-PAGE was acquired from
Bio-Rad Laboratories (Hercules, CA). Sodium pyruvate,
L-glutamine and 2-mercaptoethanol were from Gibco BRL
(Rockville, MD) and penicillin/streptomycin solution was
from In Vitro (Mexico City, Mexico). Fetal calf serum
was from Hyclone Laboratories Inc. (Logan, UT). Culture
filtrate antigen extract (CFAE) from M. tuberculosis
H37Rv strain (ATCC 27294) was kindly provided by Dr
Diana Aguilar, Instituto Nacional de Ciencias Médicas y
de la Nutricién Salvador Zubiran in Mexico City.
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Preparation of mycobacterial antigen

The CFAE from M. tuberculosis was obtained according to
standard procedures. Briefly, bacteria were grown at 37° in
Middlebrook 7H9 medium enriched with OADC (Difco
Laboratories Inc., BD Diagnostic Systems, Detroit, MI)
until the mid-logarithmic phase. Two rounds of filtration
through 0-45-pum and 0-22-pm pore-size membranes (Mil-
lipore Corp., Billerica, MA) removed the bacillary material,
the protein concentration was adjusted to 2 mg/ml and
samples were stored at —20° until required.

Cells

Peripheral blood mononuclear cells (PBMC) were isolated
from 30 ml heparinized whole blood by Ficoll density
gradient centrifugation for 30 min at 500 g and 16°."*
After centrifugation, the interface cells were collected,
washed three times in PBS (0-01 M sodium phosphate,
0-15 M sodium chloride, pH 7-2) and counted in a Neu-
bauer chamber, determining cellular viability by trypan
blue dye exclusion method.

Cell surface marker staining

The percentage of CD14 expression versus CD80, CD83,
CD86, HLA-A, -B, -C, HLA-DR, -DP, -DQ, TLR2, and
TLR4 expression in PBMC was analysed by double or triple
immunofluorescence. Briefly, PBMC were suspended in PBS
containing 0-2% BSA and 0-2% sodium azide (PBS-BSA
buffer) and stained with fluorescent mAbs against the respec-
tive molecules for 15 min at 4°. After incubation, cells were
washed twice in PBS-BSA buffer, fixed in 1% p-formalde-
hyde in PBS, and acquired with a FACSCalibur flow cytome-
ter (BD Biosciences, San Jose, CA). In each case, 10 000
events were counted in linear mode for side scatter and log
amplification for CD14 expression. Then, CD14" cells were
gated and analysed by cell surface molecule expression as
described above. Fluorochrome-labelled isotype-matched
control mAbs were used to evaluate background staining.

Purification of monocytes

The PBMC were suspended in PBS supplemented with
0-5% BSA and 2 mm EDTA at a concentration of
1 x 107 cells/0-1 ml and were incubated with microbeads
coated with antibodies to CD14 in a MACS system. The
purity percentage of CD14" cells isolated from PBMC
was always > 90%, as measured by flow cytometry using
FITC-labelled or PE-labelled anti-human CD14 mAbs.

Assessment of cell death

Purified CD14" cells (1 x 10°) were cultured without
stimulus in 96-well flat-bottomed cell culture plates with

ultra-low attachment surface (Costar Inc., Lowell, MA) in
100 ul RPMI-1640 culture medium supplemented with
1 mm sodium pyruvate, 2 mum L-glutamine, 50 UM 2-mer-
captoethanol, 100 IU/ml penicillin, 100 pg/ml streptomy-
cin and 10% heat-inactivated fetal calf serum for 24 and
48 hr at 37° in a humidified atmosphere containing 5%
CO,. Ending the culture, cells were harvested, washed in
PBS, and incubated with 3 pl 7-AAD solution for 20 min
at 4° in the dark. The percentage of dead cells was mea-
sured through 7-AAD staining by flow cytometry. The
percentage of cell death was calculated as follows: '

% death rate
100 x (% cell death at 24 or 48 hr — % cell death at 0 hr)
N 100 — % cell death at 0 hr

In another analysis, monocytes were stimulated with
either 20 pg/ml CFAE from M. tuberculosis strain H37Rv
or agonist ligands to TLR2, 0-5pg/ml FSL-1 or
Pam3CSK4 synthetic lipopeptide, or 5 ng/ml LM-MS dur-
ing 4 hr under the same conditions. To establish the opti-
mal dose of mycobacterial protein, antigen-induced cell
death experiments were also carried out over a 4-hr per-
iod using from 10 to 50 pug/ml CFAE from M. tuberculo-
sis. The percentage of antigen-induced specific death was
calculated in similar way to that indicated above; where
% specific death = 100 X (% cell death in the presence of
CFAE — % cell death in the absence of CFAE)/(100 — %
cell death in the absence of CFAE).

To inhibit antigen-induced monocyte death, cells were
incubated with 3 pg TLR2-blocking mAb or 1 ug TLR4-
blocking mAb for 20 min before mycobacterial antigen.
The optimal dose of mAb to block TLRs was obtained by
staining cells with fluorescent mAb to TLR2 or TLR4
after incubating with different protein concentrations of
TLR-blocking mAbs. The absence of staining on mono-
cytes pointed out the optimal dose of TLR2 or TLR4
blocking mAb. Isotype-matched mAbs to unrelated mole-
cules were used as experimental controls.

Western blot

Purified CD14" cells (1 x 10°) were stimulated with
mycobacterial antigen in the presence or absence of TLR2
blocking mAbs for 4 hr at 37° in a humidified atmo-
sphere containing 5% CO,. In another analysis, cells were
stimulated with agonist ligands to TLR2, Pam3CSK4,
FSL-1 or LM-MS, under the same conditions. After stim-
ulation, cells were washed once with ice-cold PBS and
lysed in Laemmli sample buffer (Bio-Rad). All cellular
protein extracts were separated by SDS-PAGE and trans-
ferred to 0-45-um pore-size PVDF Immobilon-P mem-
branes (Millipore Corp.) with 25 mm Tris-base (pH 8-0)
containing 150 mm glycine and 20% (volume/volume)
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methanol.'® Membranes were blocked with 1% BSA in
PBS and individually incubated with antibodies to caspase
8, caspase 9, denaturalized cytochrome ¢, ASK1 and phos-
pho-p38a. Membranes were then washed twice with 0-5%
Tween-20 in PBS. Protein bands were detected by incu-
bating with horseradish peroxidase-labelled antibodies
and visualized with enhanced chemiluminescence reagent
(Thermo Scientific, Pierce Biotech., Rockford, IL) using a
Kodak Biomax MR Film (Carrestream Health Inc.
Rochester, NY). Band densities in the film were analysed
by densitometry using the macer 1.39c software (http://
rsd.info.nih.gov/ij) as described by Miller (http://
www.lukemiller.or/journal/2007/08/quantifying-western-
blots-without.html).

Statistical analysis

Data were evaluated by GRAPHPAD PRISM 5 software (La Jo-
lla, CA), using a Shapiro—Wilk test to discover population
distributions. Student’s #-test was performed for compari-
son of variables that were symmetrically distributed, and
values are shown as mean + standard deviation (SD). To
compare groups, an analysis of variance test followed by
Bonferroni’s multiple comparison test was performed.
Differences between groups were considered statistically
significant at P < 0-05.

Results

Increased percentage of peripheral blood monocytes
in TB patients

First, we assessed the proportion of CD14" cells in PBMC
from patients with TB and in healthy control individuals.
The percentage of circulating monocytes was found to be
increased, there was a twofold increase in the number of

(a) Healthy control
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monocytes in TB patients (Fig. 1a), which showed a sig-
nificant statistical difference compared with cells from
healthy controls (18-9 + 10-6% versus 9-3 £ 4-1%, respec-
tively, P = 0-0005) (Fig. 1b). We also observed that
monocytes from some TB patients exhibited a higher cell
granularity than monocytes from healthy controls
(Fig. 1a), which suggested a cell activation status. For this
reason, we measured CD80, CD83, CD86, HLA-A, -B, -
C, and HLA-DR, -DP, -DQ expression in freshly
obtained monocytes, but no difference was found
between study groups (Table 2). These data indicate that
TB patients have an increased number of peripheral
blood monocytes.

Increased percentage and expression density of TLR2"
monocytes in TB patients

We next analysed the phenotype of monocytes from TB
patients, evaluating TLR2 and TLR4 expression, which
has been associated with the immune response to
M. tuberculosis.”"” An important dissimilarity was found
in the TLR2 expression; the percentage of TLR2" cells in
gated CD14" cells from TB patients was 1-4 times
greater than in those

cells from healthy controls

Table 2. Expression of activation molecules on monocytes

Molecule Healthy controls Tuberculosis patients
CD80 39 £ 23 27 £ 10
CD83 0.2 + 0.005 0.3 +0.2
CD86 69 + 16 71+3
HLA-DR, DP, DQ 33 £11 46 £ 8
HLA-A, B, C 90 + 12 91 + 18
The numbers denote mean percentage + SD.
TB patient (b)
P = 0-0005
17% 50
40
2
8 30
+
<
a
8 20
3
10
0
102 103 104 Healthy B
controls patients

Figure 1. Cells from patients with tuberculosis (TB) show an increased percentage of monocytes. Freshly obtained peripheral blood mononuclear
cells (PBMC) were incubated with FITC-labelled antibodies to human CD14 and analysed by flow cytometry. (a) Representative contour plot for

side scatter and CD14 expression in PBMC from healthy controls and TB patients. Percentage is shown in gated CD14" cells. (b) Proportion of
CD14" cells from 41 healthy controls and 51 TB patients. The bars denote mean * standard deviation. The P-value of the difference between TB

patients and healthy controls is shown.
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Figure 2. Monocytes from patients with tuberculosis (TB) display increased percentage and expression density to Toll-like receptor 2 (TLR2).
Monocytes were isolated from peripheral blood mononuclear cells by magnetic bead-labelled antibodies, incubated with AlexaFluor 488-labelled
antibodies and analysed by flow cytometry. (a) Representative contour plot for TLR2 versus CD14 expression in cells from healthy controls
(upper panel) and TB patients (lower panel). (b) Representative histogram for TLR2 expression in cells from healthy controls (thin line) and TB
patients (thick line). Dotted line indicates the background level of cells incubated with isotype-matched control antibody. (c) Proportion of
TLR2" CD14" cells from 41 healthy controls and 51 TB patients. (d) Mean fluorescence intensity (MFI) to TLR2 expression in cells from healthy
control and TB patients. The bars denote mean * standard deviation. The P-value of the difference between TB patients and healthy controls is

shown.

(77-4 £ 22:7% versus 54-1 £ 28-5%, respectively, P =
0-003) (Fig. 2a,c). In addition, mean fluorescence inten-
sity (MFI) to TLR2 was also higher in monocytes from
TB patients in comparison to cells from healthy controls
(28-9 MFI £ 21-8 versus 16-8 MFI * 12-5, respectively,
P =0-03) (Fig. 2b,d). However, there was no difference
in the percentage of TLR4" monocytes between both
study groups. Whereas 41 + 25-6% of monocytes were
TLR4" in patients, 36 + 28% corresponded to those cells
in healthy controls (Fig. 3a,c). On the contrary, as
observed in Fig. 3(b,d), MFI to TLR4 exhibited an
increase in monocytes from TB patients (19 + 17) in
comparison to cells from healthy controls (10 £ 6) that

© 2011 The Authors. Immunology © 2011 Blackwell Publishing Ltd, Immunology, 135, 299-311

was statistically significant (P = 0-02). Interestingly, the
percentage of TLR2" monocytes was 1:9-fold higher than
that of TLR4" monocytes in TB patients (77-4 + 22:7%
versus 41 + 25-6%, respectively), showing a significant
difference (P = 0-0001) (Fig. 4a). Likewise, TLR2 expres-
sion was 1-5-fold higher than TLR4 expression in mono-
cytes from TB patients (28-9 MFI + 21-8 versus 19 * 17,
respectively; P = 0-01) (Fig. 4b). The data showed that
patients with TB have a greater percentage of TLR2"
monocytes and a greater expression density of TLR2 and
TLR4 than healthy controls. In addition, TLR2 expres-
sion was higher than TLR4 expression in the cells from
TB patients.
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Figure 3. Monocytes from patients with tuberculosis (TB) show increased expression density to Toll-like receptor 4 (TLR4). Monocytes were iso-
lated from peripheral blood mononuclear cells by magnetic bead-labelled antibodies, incubated with AlexaFluor 488-labelled antibodies and anal-
ysed by flow cytometry. (a) Representative contour plot for TLR4 versus CD14 expression in cells from healthy controls (upper panel) and TB

patients (lower panel). (b) Representative histogram for TLR4 expression in cells from healthy controls (thin line) and TB patients (thick line).
Dotted line indicates the background level of cells incubated with isotype-matched control antibody. (c) Proportion of TLR4" CD14" cells from
41 healthy controls and 51 TB patients. (d) Mean fluorescence intensity (MFI) to TLR4 expression in cells from healthy controls and TB patients.

The bars denote mean * standard deviation. The P-value of the difference between TB patients and healthy controls is shown.

Increased percentage of death in monocytes from TB
patients

To obtain insights about the death of circulating monocytes
in TB patients, we evaluated this in cell culture for 24 and
48 hr in the absence of stimulus. The percentage death of
freshly purified monocytes at the beginning of culture was
34+ 1-:0% in healthy controls and 49 £ 1-9% in TB
patients. Although, an increased death of monocytes from
TB patients was observed at 24 hr, there was no significant
difference in the comparison between TB patients and
healthy controls (4-5 + 1.9% versus 1-2 + 1-2%, respec-
tively) (Fig. 5). This observed increase in cell death was
only statistically significant until 48 hr of culture
(P = 0-01). The rate of monocyte death in patients with TB
was 2-5-fold greater than that of cells from healthy controls

304

(7-0 £ 2:9% versus 2.7 + 0-5%, respectively). Under the
same conditions, dying cells were positive to both TLR2
and TLR4 at the beginning of culture; but after 48 hr, the
damaged cells corresponded to TLR2™ TLR4™ cells (Fig. 6).
Although, it was less in healthy controls than in TB patients
(Fig. 5), the type of cells undergoing death was similar in
both study groups. Interestingly, TLR2 or TLR4 single-
positive cells survived throughout the culture (Fig. 6).
These results point out that TLR2" TLR4" monocytes from
TB patients were more susceptible to death.

Monocyte death in TB patients because of
mycobacterial antigen via TLR2

We evaluated the phenomenon of cell death induced by
TLR2, because our results indicate that there is an

© 2011 The Authors. Immunology © 2011 Blackwell Publishing Ltd, Immunology, 135, 299-311
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Figure 4. Percentage and expression density of Toll-like receptor 2 (TLR2) is higher than TLR4 in monocytes from patients with tuberculosis
(TB). Monocytes were isolated from peripheral blood mononuclear cells by magnetic bead-labelled antibodies, incubated with AlexaFluor 488-
labelled antibodies and analysed by flow cytometry. (a) Proportion of TLR2" and TLR4" monocytes. (b) Mean fluorescence intensity (MFI) to
TLR2 and TLR4 in monocytes. Circles represent the measure of TLR2 or TLR4 in monocytes from each TB patient. The bars denote
mean + standard deviation. The P-value of the difference between groups is indicated.
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Figure 5. Monocytes from patients with tuberculosis (TB) show increased death rate in the absence of mycobacterial antigen. Monocytes were
isolated from peripheral blood mononuclear cells by magnetic beads-labelled antibodies, and incubated with culture medium alone for 24 or
48 hr at 37°. After the culture, cells were stained by 7-aminoactinomycin-D (7-AAD) and analysed through flow cytometry. (a) Representative
contour plots for forward scatter versus 7-AAD-stained cells from healthy controls (right panels) or TB patients (left panels). (b) The bars denote
cell death rate in cells from healthy control patients (open bars) or TB patients (hatched bars). The P-value of the difference between bars is
shown, n = 3.

increase in TLR2 expression in monocytes from TB incubated with the medium alone (7:9 £ 3:5% versus
patients, and because other groups have demonstrated 8-3 + 5-3%, respectively). Hence, this cell death percent-
that TLR2 is linked to cell death induced by mycobacte- age was taken as the background rate when calculating
rial antigen in in vitro models.''>'® Purified monocytes the death rate caused specifically by stimulating CFAE.
were incubated with CFAE in the presence or absence of With this calculation, CFAE-incubated monocytes from
either anti-TLR2 or anti-TLR4 mAbs. No difference was TB patients showed a cell death rate 3-1-fold higher than
observed between the percentage of death affecting cells from healthy controls (Fig. 7); the difference was statisti-
from TB patients and those from healthy controls, when cally significant (7-2 + 1.9% versus 2-3 £ 1-6%, respec-
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Figure 6. Monocytes positive to both Toll-like receptor 2 (TLR2) and TLR4 are cells in the death process. Monocytes were isolated from periph-

eral blood mononuclear cells by magnetic bead-labelled antibodies and stained by triple fluorescence before and after being cultured without
stimulus for 24 or 48 hr at 37°. Cells were stained by AlexaFluor 488-labelled monoclonal antibody to TLR2, phycoerythrin (PE) -labelled mono-
clonal antibody to TLR4, and 7-aminoactinomycin-D (7-AAD) followed by flow cytometry analysis. Cells positive to 7-AAD were gated from
contour plot for forward scatter versus 7-AAD staining (left panel), and analysed by TLR2 and/or TLR4 expression in healthy controls (medium

panels) and patients with tuberculosis (TB) (right panel). Symbols represent the mean and standard deviation of cell subsets, n = 3.
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Figure 7. Monocytes from patients with tuberculosis (TB) undergo
death induced through mycobacterial antigen via Toll-like receptor 2
(TLR2). Monocytes were isolated from peripheral blood mononu-
clear cells by magnetic bead-labelled antibodies, and incubated with
culture filtrate antigen extract (CFAE) from Mycobacterium tubercu-
losis H37Rv strain in the presence or absence of anti-TLR2 or anti-
TLR4 antibodies for 4 hr at 37°. The bars denote cell death rate in
cells from healthy controls (open bars) or TB patients (hatched
bars). The P-value of the difference between bars is shown, n = 5.

tively, P =0-01). As expected, when cells from TB
patients were incubated with CFAE in the presence of
anti-TLR2 mAD, the cell death rate diminished signifi-
cantly, 3-4-fold (P = 0-01), which was not observed in the
presence of either anti-TLR4 mAb or isotype-matched
control antibody (Fig. 7). Regarding healthy control cells
no difference was observed under any of the conditions
tested. These data indicate that mycobacterial antigens
increase death of monocytes from patients with TB by a
TLR2-dependent pathway, but not through TLR4.

Monocytes from TB patients were positive to cleaved
caspase 9 and denaturalized cytochrome c

To clarify whether monocyte death occurred through
extrinsic or intrinsic pathways, we evaluated, by Western
blot, the intracellular level of caspase 8 and caspase 9 in
monocytes incubated for 4 hr in the presence or absence
of CFAE and/or anti-TLR2 mAbs. The results showed
unexpectedly a thick band corresponding to cleaved cas-
pase 9 in TB patient cells incubated with the medium
alone (Fig. 8a), which apparently diminished in the pres-
ence of CFAE or CFAE plus anti-TLR2 mAb, but the sta-
tistical analysis did not show any difference (Fig. 8c). In
contrast, the sample from healthy controls exhibited a
very thin band for cleaved caspase 9, which did not
change in any of the tested conditions (Fig. 8a,c). To con-
firm mitochondrial injury by the intrinsic pathway, cyto-
chrome ¢ was evaluated by using an antibody that
recognizes the denaturalized shape. We found high levels
of denaturalized cytochrome ¢ in samples from TB
patients, and, contrary to caspase 9, the use of anti-TLR2
mADb had no effect, suggesting persistence of mitochon-
drial damage (Fig. 8a,b). Although in Fig. 8(a), cleaved
caspase 8 is not observed, the density analysis showed
background levels of this protein, with no difference
between samples from TB patients and from healthy con-
trols (Fig. 8d).

Monocytes from patients with TB are exposed to high
levels of serum TNF-a but show levels of ASK1 and
phospho-p38 MAPK similar to healthy control
monocytes

Yuk ef al. demonstrated that M. bovis BCG stimulation in
macrophages results in secretion of TNF-o in a TLR2-
dependent and TLR4-dependent manner, which leads to
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Figure 8. Monocytes from patients with tuberculosis (TB) exhibit cleaved caspase 9 and denaturalized cytochrome c¢. Monocytes from TB patients
or healthy controls, were isolated from peripheral blood mononuclear cells by magnetic bead-labelled antibodies. (a) Western blot for pro-caspase
8, cleaved caspase 8, pro-caspase 9, cleaved caspase 9, and denaturalized cytochrome ¢ of the supernatants of monocyte lysates after stimulation
with medium alone or culture filtrate antigen extract (CFAE) from Mycobacterium tuberculosis H37Rv strain in the presence or absence of anti-
Toll-like receptor 2 (TLR2) antibodies for 4 hr at 37°. Total protein was determined and glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH)
was used as a loading control. (b—d) Band densities of denatured cytochrome ¢, cleaved caspase 9, and cleaved caspase 8 in the Western blots
were normalized against GAPDH by densitometry analysis. Results are shown in relative units of concentration using the 1MAGEy 1.39¢ software
in samples from healthy controls (open bars) and TB patients (hatched bars). Each bar represents the mean + SD of three independent experi-

ments.

activation of ASK1 upstream of the p38 MAPK." Hence, a cell death comparable to that caused by CFAE on TB
we decided to assess whether this pathway is triggered in patient-monocytes. In contrast, the FSL-1 diacylated
monocytes from TB patients after incubation for 4 hr in ligand induced a fivefold lower rate of cell death than the
the presence or absence of CFAE and/or anti-TLR2 mAb. Pam3CSK4 triacylated ligand (1.0 £ 1-0% versus 5-0 £
Although we found increased TNF-« levels in serum from 1-0%, respectively), which was statistically significant
TB patients (1-4 + 1-4 pg/ml versus 0-2 + 0-08 pg/ml, (P =0-04). The LM-MS had no effect on TB patient
P =0-0001) (Fig. 9d) no difference was observed in either monocytes, but, in monocytes from healthy controls the
ASK1 or phospho-p38ua levels (Fig. 9a—c). These observa- cell death rate was similar to that for FSL-1-induced
tions suggest that even though monocytes from TB death (Fig. 10a). On the other hand, the stimulation of
patients are exposed to high concentrations of serum monocytes by Pam3CSK4, FSL-1, or LM-MS showed pro-
TNF-a, this does not affect the levels of ASK1 and phos- caspase 9 levels only in the group of healthy controls
pho-p38 MAPK in the cytoplasm. (Fig. 10b). Conversely, in unstimulated monocytes from

healthy controls, the cleaved caspase 9 level was undetect-
able, whereas a thick band was observed in TB patients
(Fig. 10b). Although to a minor extent for samples from
healthy controls, the protein density analysis in Western

Pam3CSK4 synthetic lipopeptide induces monocyte
death but does not increase caspase 9 level

To examine whether agonist ligands to TLR2 increase the blot revealed that cleaved caspase 9 levels were similar in
cleaved caspase 9 level, monocytes were stimulated with any of the conditions tested in both study groups
either Pam3CSK4 or FSL-1 or LM-MS for 4 hr. As shown (Fig. 10c,d). Neither denaturalized cytochrome ¢ levels
in Fig. 10a, the Pam3CSK4 synthetic lipopeptide induced nor cleaved caspase 8 levels showed differences after
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Figure 9. Monocytes from patients with tuberculosis (TB) patients and healthy controls exhibit similar apoptosis-regulating signal kinase 1
(ASK1) and phospho-p38 mitogen-activated protein kinase (MAPK) levels in spite of exposure to high levels of serum tumour necrosis factor-o
(TNF-a). Monocytes from TB patients or healthy controls were isolated from peripheral blood mononuclear cells by magnetic beads-labelled anti-
bodies. (a) Western blot for ASK-1 and phospho-p38 MAPK of the supernatants of monocyte lysates after stimulation with medium alone or cul-
ture filtrate antigen extract (CFAE) from Mycobacterium tuberculosis H37Rv strain in the presence or absence of anti-Toll-like receptor 2 (TLR2)
antibodies for 4 hr at 37°. Total protein was determined and glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) was used as a loading control.
(b, ¢) Band densities of ASK-1 and phospho-p38 MAPK in the Western blots were normalized against GAPDH by densitometry analysis. Results
are shown in relative units of concentration using the 1MAGE] 1.39¢c software in samples from healthy controls (open bars) and TB patients
(hatched bars). Each bar represents the mean + SD of three independent experiments. (d) TNF-o concentration in sera from 41 healthy controls

and 51 TB patients. The P-value of the difference between TB patients and healthy controls is shown.

monocyte stimulation with any of the aforementioned
ligands to TLR2 (data not shown). These findings indicate
that monocyte death is augmented by addition of
Pam3CSK4 triacylated lipopeptide, which did not cause
modification in cleaved caspase 9 levels.

Discussion

Innate immune defence mechanisms cooperate to eliminate
infected cells but M. tuberculosis uses strategies to prevent
macrophage apoptosis and the balance between survival
and death in macrophages can determine the outcome of
infection. However, these pathways still remain poorly
understood in cells from TB patients. In this study we
found a significant increase of peripheral blood monocytes
in TB patients. This result is consistent with observations
from Sanchez et al. and Janols et al.?>%!, who reported an

increase of circulating monocytes in TB patients in both
percentage and absolute numbers, respectively. However,
Sanchez et al.”® showed also a decreased expression of
HLA-DR using an anti-HLA-DR mAb in monocytes from
TB patients, which we did not find; perhaps, this difference
is because we used an antibody recognizing the three major
isoforms of HLA class II molecules (HLA-DR, -DP, -DQ).

Concerning TLR2 in monocytes from TB patients, we
found an increased proportion of TLR2" monocytes
(77-4%) in patients with pulmonary tuberculosis. In con-
trast, another group reported approximately 50% of
monocytes expressing TLR2 in patients with tuberculous
pleuritis.”* The percentage difference might be the result
of factors such as tuberculosis type or M. tuberculosis vir-
ulence. In this regard, Rocha-Ramirez et al.® showed that
lipid fractions can regulate TLR2 and TLR4 expression
depending on the virulence grade of bacteria.
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Figure 10. The synthetic lipopeptide Pam3CSK4 induces monocyte death but does not increase caspase 9 levels. Monocytes were isolated from
peripheral blood mononuclear cells by magnetic bead-labelled antibodies, and cultured in the presence or absence of mycobacterial antigen (using
culture filtrate antigen extract; CFAE) from Mpycobacterium tuberculosis H37Rv strain or agonist ligand to Toll-like receptor 2 (TLR2)
[Pam3CSK4, fibroblast-stimulating lipopeptide-1 (FSL-1), and lipomannan of Mycobacterium smegmatis (LM-MS)] for 4 hr at 37°. (a) Graphic
showing death rate percentage in cells from healthy control (open bars) or patients with tuberculosis (TB) (hatched bars). The P-value of the dif-
ference between bars is shown, n = 3. (b) Western blot for pro-caspase 9, and cleaved caspase 9 of the supernatants of monocyte lysates after
stimulation with medium alone, or CFAE, or ligands to TLR2. Total protein was determined and glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase
(GAPDH) was used as a loading control. (¢, d) Graphics representing band densities of cleaved caspase 9 in the Western blots normalized against
GAPDH by densitometry analysis. Results are shown in relative units of concentration using the 1MaGEey 1.39¢ software in samples from healthy
controls (open bars) and TB patients (hatched bars). Each bar represents the mean + SD of three independent experiments.

When we compared density expression, both TLR2 TNF-o. and interleukin-6, in response to diverse myco-
and TLR4 were significantly higher in monocytes from bacterial antigens in human monocytes or murine mac-
TB patients than in those cells from healthy controls. rophages.””*° However, different mycobacterial antigens
Moreover, the proportion of TLR2" monocytes was can also induce apoptosis by TLR2 in either a human
higher than that of TLR4" monocytes in TB patients. THP-1 monocytic line or monocyte-derived macrophag-
These data suggest a strong association between TRL2 es.''2% We found that the mycobacterial antigens from
expression and tuberculosis disease. It has been shown M. tuberculosis H37Rv strain caused a 7-2% death rate in
that TLR2-deficient mice succumb to M. tuberculosis circulating monocytes from TB patients, which was abro-
infection,” and that, human TLR2 polymorphism is gated by neutralizing antibodies for TLR2 but not TLR4.
associated with susceptibility to tuberculosis.”>** How- Our results suggest that mycobacterial antigens to TLR4
ever, the role of TLR2 in the protective immune response are not involved in inducing cell death in human
to tuberculosis remains controversial, because other tuberculosis.
authors have shown a TLR2-independent immune An interesting finding from our study is that freshly
response to M. tuberculosis infection models.””?® It has obtained monocytes from TB patients showed denatural-
been demonstrated that TLR2 is required for the produc- ized cytochrome ¢ and cleaved caspase 9 levels in the
tion of diverse cytokines, for example interleukin-12, absence of mycobacterial antigens. In contrast, we did
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not observe this difference when cleaved caspase 8 levels
were analysed in the presence or absence of mycobacte-
rial antigen and anti-TLR2 mAb, probably because the
level of capase 8 comes from background cell death.
Caspases are cytoplasmic cysteine proteases synthesized
as zymogens (pro-caspases), which turn into active
enzymes (cleaved caspases) after a limited proteolysis.”"
Activated caspase 8 or caspase 9, in turn, cleaves effector
pro-caspases propagating the death signalling cascade.
The presence of cleaved caspase 8 corresponds to intra-
cellular signalling from the apoptosis extrinsic pathway,
whereas cleaved caspase 9 and cytochrome c levels are
associated with mitochondrial injury (intrinsic path-
way).”! Hence, levels of activated caspase 9 and cyto-
chrome ¢ in monocytes from patients with TB suggest a
pre-apoptotic primed status, which is also suggested by
the percentage of cell death that occurs during the 24—
48 hr of culture in the absence of antigen. Perhaps this
pre-apoptotic status induces monocytes from TB patients
to respond rapidly to TLR2 ligation with CFAE, leading
to cell death that is avoided by neutralizing antibodies
for TLR2. Moreover, the cleaved caspase 9 level in
unstimulated monocytes from TB patients was similar to
that obtained for cells stimulated with CFAE or distinct
agonist ligands to TLR2 (Figs 8 and 10). Similar results
were observed when we analysed the denaturalized cyto-
chrome ¢ levels, which persisted under the same condi-
tions. In contrast, the denaturalized cytochrome ¢ and
cleaved caspase 9 values in samples from healthy con-
trols indicated a minimal level, which supports our pre-
vious result of low percentage of cell death at 24 or
48 hr of culture. Taken together, our results suggest the
persistence of mitochondrial damage and activated cas-
pase 9 interactions with other apoptotic process mole-
cules.’

An important point that should be considered in our
results is the standard deviation, which, although minimal
in healthy controls, reached high values in samples from
TB patients and showed great dispersion, perhaps because
of intrinsic factors in the immune response.

In addition, the majority of unstimulated cells that
were damaged at the beginning of culture corresponded
to TLR2" TLR4" monocytes in both patients and con-
trols. Our results suggest that interaction between TLR2-
mediated signalling pathways and TLR4-mediated signal-
ling pathways are involved in monocyte death, perhaps in
the same way as reported in an M. fuberculosis infection
model of murine macrophage lines.””

Based on reports indicating that 19 000 MW and
38 000 MW M. tuberculosis lipoproteins cause activation
of caspase 8 and caspase 9 in both THP-1 cells and
monocyte-derived macrophages through TLR2,'®"? we
decided to evaluate whether a TLR2-dependent cell death
pathway occurs in TB patient monocytes stimulated with

mycobacterial antigens. Our results regarding activated
caspase 8 levels were equivalent in samples from both TB
patients and healthy controls; hence, caspase 8 does not
seem to be required initially for death by TLR2 in mono-
cytes from TB patients. On the other hand, cell death is
prevented by the anti-TLR2 mAb decreasing cleaved cas-
pase 9 levels, which suggests that caspase 9 is associated
with TLR2-dependent cell death induced by antigens from
M. tuberculosis.

Several authors have reported activation of ASK1 and
p38 MAPK through TLR2 signalling in human primary
monocytes stimulated with purified protein derivative
tuberculin or murine macrophages stimulated with
M. bovis BCG.>" Likewise, a previous report suggests that
TNF-a plays an important role in the induction of
macrophage apoptosis.”® For this reason, we examined
concentrations of phospho-p38 MAPK and ASKI in
monocytes from patients with TB. However, no difference
was observed in any conditions tested in spite of high
serum TNF-o levels in patients with TB (Fig. 9).

Finally, another finding was that both CFAE and
Pam3CSK4 induced the death of monocytes from TB
patients in a similar way, whereas FSL-1 showed only a
slight effect. This outcome could be the result of the abil-
ity of the cytoplasmic TLR2 domain to form functional
heterodimeric complexes with TLR6 or TLR1.”®> Previous
reports have shown that Pam3CSK4 is a synthetic triacy-
lated lipopeptide recognized by the TLR2/TLRI hete-
rodimer,’® whereas FSL-1 (Pam2CGDPKHPKSF) is a
synthetic diacylated lipopeptide recognized by the TLR2/
TLR6 heterodimer.”” These data suggest that triacylated
lipopeptides from M. tuberculosis increase the death pro-
cess in monocytes from TB patients.

Our report offers new insight into the cell death of
monocytes from TB patients; probably, these cells have
undergone mitochondrial injury, leading to a constant
release of cytochrome ¢ and production of cleaved caspase
9, thereby becoming more susceptible to death.
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RESUMEN. Antecedentes: Las proteinas de la familia CD1 participan en la respuesta inmune celular, presentan antigenos glicolipidicos y
activan linfocitos T-antigeno especificos. La identificacion de antigenos lipidicos en la pared celular de Mycobacterium tuberculosis, asi como
la presencia de linfocitos T restringidos a CD1 en pacientes con tuberculosis pulmonar sugiere que este sistema de reconocimiento participa
activamente en la respuesta inmune celular en contra del bacilo. El objetivo de este trabajo fue identificar el perfil de expresion de las isoformas
de CD1 en monocitos de sangre periférica de pacientes con tuberculosis pulmonar.

Material y métodos: Se obtuvieron muestras sanguineas de 20 pacientes con tuberculosis pulmonar y 20 individuos sanos. Aislamos células
mononucleadas y se incubaron con anticuerpos monoclonales dirigidos contra CD14, CD1a, CD1b, CD1d y HLA-ABC. Se analizaron mediante
citometria de flujo.

Resultados: Los pacientes con tuberculosis pulmonar mostraron mayor porcentaje de células CD14+ (monocitos) que expresan CD1b (5, igr 3-6)
comparado con individuos sanos (2, igr 1-3) (p = 0.0003). Con respecto a CD1a, CD1d y HLA-ABC no se encontraron diferencias significativas.
Conclusiones: Los pacientes con tuberculosis pulmonar tienen incrementada la frecuencia de monocitos CD1b+, lo que podria favorecer la
activacion de linfocitos T-antigeno especificos para mediar una respuesta inmune mas eficiente.

Palabras clave: CDla, CD1b, CD1d, monocitos, tuberculosis.

ABSTRACT. Background: Proteins of the CD1 family participate in the cellular immune response and present glycolipid antigens to activate
antigen specific T lymphocytes. The identification of lipids antigens in the cell wall of Mycobacterium tuberculosis, as well, as the presence of
CD1-restricted T lymphocytes in patients with pulmonary tuberculosis; suggests that this system participates actively in the cellular immune
response against the bacillus. Our aim in this study was to identify the expression profile of CD1 isoforms in peripheral blood monocytes from
pulmonary tuberculosis patients.

Methods: Peripheral blood was obtained from 20 tuberculosis patients and 20 healthy individuals. Mononuclear cells were isolated and incubated
with monoclonal antibodies against to CD14, CD1a, CD1b, CD1d and HLA-ABC. Cells were analyzed by flow cytometry.

Results: Tuberculosis patients showed a greater percentage of cells CD14 + (monocytes) expressing CD1b (5, igr 3-6) when compared with
healthy individuals (2, igr 1-3) (p = 0.0003). Regard to CD1a, CD1d and HLA-ABC expression we did not find statistical significant differences.
Conclusions: Patients with pulmonary tuberculosis have high frequency of CD14+ CD1b+ monocytes, which would be able to activate antigen
specific T lymphocytes to induce a more efficient immune response.

Key words: Tuberculosis, monocytes, CD1a, CD1b, CD1d.

INTRODUCCION

La tuberculosis pulmonar (TBp) es una enfermedad
infecciosa cuyo agente etiologico es el bacilo Mycobac-
terium tuberculosis (M. tuberculosis). De acuerdo con
la Organizacion Mundial de la Salud, en el afio 2008 se
identificaron 9.4 millones de casos nuevos y 1.3 millo-
nes de decesos, por lo que la TBp continda siendo un
problema de salud publica.! La identificacion de cepas
micobacterianas resistentes a multiples farmacos y la

coinfeccién con el virus de la inmunodeficiencia humana
son factores que agravan la situacion de la tuberculosis
a nivel mundial.? El desarrollo de la respuesta inmune
celular es fundamental para el control adecuado de la
infeccidn por M. tuberculosis, en ella participan diversas
poblaciones de células T, cada una con propiedades
Unicas y funciones especializadas.® Previo al descubri-
miento de la familia CD1, se consideraba que todos los
linfocitos T reconocian antigenos de naturaleza proteica,
los cuales eran presentados por las moléculas HLA (del

Este articulo puede ser consultado en versiéon completa en http://www.medigraphic.com/neumologia
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inglés human leukocyte antigen) clase | y clase Il. En
la actualidad, sabemos que existen linfocitos T que re-
conocen antigenos de naturaleza lipidica y glicolipidica
gue pueden ser presentados a través de las moléculas
de la familia CD1.#

La familia CD1 estd conformada por un grupo de
proteinas integrales de membrana tipo I, que estructu-
ralmente estan constituidas por una cadena pesada que
forma tres dominios extracelulares (¢1, a2 y a3); la cual
esta asociada de manera no covalente a la $2-microg-
lobulina.® La familia CD1 esta integrada por 5 isoformas
denominadas: CD1la, CD1b, CD1c, CD1d y CD1e. Estas
proteinas se expresan en todas las especies de mami-
feros estudiadas; sin embargo, el perfil de expresion de
cada isoforma varia entre las especies.®” El humano
expresa las 5 isoformas de las proteinas CD1, mientras
gue los roedores sélo expresan CD1d.2 A excepcidn de
CD1e que tiene una localizacién intracelular, las otras
isoformas se encuentran en constante reciclaje entre
la membrana celular y los diferentes compartimentos
endosomales.® Las proteinas CD1 se clasifican en dos
grupos: el grupo 1, incluye a las isoformas CD1a, CD1b
y CDlc, las cuales se expresan preferencialmente en las
células presentadoras de antigeno profesionales, tales
como las células dendriticas. El grupo 2, incluye sola-
mente a CD1d y se expresa en varias células de origen
no hematopoyético.® Los principales antigenos lipidicos
presentados por las moléculas del grupo 1 incluye &ci-
dos micdlicos y otros componentes de la pared de M.
tuberculosis.’® Para la molécula CD1d se ha identificado
a la alfa-galactosilceramida, glicolipido que deriva de la
esponja marina asi como algunos glicolipidos derivados
de Borrelia burgdorferi y Leishmania donovani .12

Previamente se describié que las poblaciones de
linfocitos T que reconocen antigenos glicolipidicos pre-
sentados por las isoformas CD1a, CD1b y CD1c pueden
ser CD4+, CD8+ o dobles negativos (CD4- CD8-), y
su participacion en la inmunidad antimicobacteriana
es relevante debido a su capacidad para lisar células
infectadas.®*3 Los antigenos glicolipidicos presentados
por laisoforma CD1d son reconocidos por una subpobla-
cion de linfocitos T llamados linfocitos NKT invariantes,
estas células participan en la respuesta inmune frente a
bacterias, virus y hongos debido a que secretan grandes
cantidades de citocinas como interferon gamma (IFN-
y), interleucina-2 (IL-2) y factor alfa de necrosis tumoral
(TNF-g).2418

En diversos estudios previamente publicados, se
ha descrito que si los monocitos de sangre periférica
provenientes de individuos sanos estan en contacto con
antigenos micobacterianos se modifica su capacidad
de diferenciacion y disminuyen su capacidad funcional,
lo cual podria limitar el desarrollo de una adecuada

Neumonitis por hipersensibilidad

respuesta inmune celular.l®*'’ Por otro lado, Tentori et al
describieron en 1998 que cuando los monocitos eran
incubados con interleucina 4, factor estimulante de las
colonias de granulocitos y macréfagos, y rifampicina se
incrementaba la expresion de la molécula CD1b. Los
autores proponen que este antibiético ayuda, al menos
teéricamente, al desarrollo de una respuesta inmune
mas eficiente al favorecer la inmunidad celular mediada
por linfocitos T CD1b-restringidos.'®

Es posible que cambios en la expresion de estas
moléculas presentadoras de antigeno sea secundario a
un proceso infeccioso como la TBp, lo cual podria tener
como consecuencia modificaciones en la activacién de
linfocitos Ty NKT y por lo tanto, en la respuesta inmune
celular. Hasta la fecha, no se ha descrito si los pacientes
con TBp cambian la expresion de las moléculas CD1 en
monocitos de sangre periférica como una consecuencia
del proceso infeccioso. Por este motivo, en este estudio
nos propusimos analizar la expresién de estas proteinas
en pacientes con diagnéstico de TBp y compararlo con
individuos sanos.

MATERIAL Y METODOS
Pacientes

Se incluyeron 20 pacientes con diagnostico de TBp y 20
individuos sanos, durante el periodo de enero de 2008
a marzo de 2009. El diagnostico de TBp se sustent6
con base en la sintomatologia y corroboré mediante los
siguientes criterios diagndsticos: baciloscopia positiva,
radiografia de térax con datos sugestivos de TBp y cul-
tivo positivo para M. tuberculosis. Todos los pacientes
fueron casos nuevos y virgenes a tratamiento (clase 3
categoria | de acuerdo con los lineamientos de la So-
ciedad Americana del Térax), y no presentaban alguna
otra comorbilidad.® El grupo control estuvo conformado
por sujetos clinicamente sanos, con antecedentes de
haber recibido la vacuna de Calmette y Guérin (BCG)
al nacimiento y por ser PPD+. Todos los participantes
firmaron una hoja de consentimiento informado. Los
pacientes fueron evaluados en el Instituto Nacional
de Enfermedades Respiratorias Ismael Cosio Villegas
(INER), ciudad de México. Este protocolo fue autorizado
por el comité de bioética del INER, No. B32-08.

Reactivos

Ficoll-hypaque (densidadl1.07), azul tripano, albimina
sérica bovina fraccion 1V, p-formaldehido, azida de
sodio, cloruro de sodio, cloruro de potasio, fosfato mo-
nopotasico y fosfato disédico anhidro fueron adquiridos
de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). Los anticuerpos
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monoclonales contra las moléculas CD14 (clona M5E2),
CD1a (clona HI149), CD1b (clona M-T101), CD1d (clona
CD1d42) y HLA-ABC (clona G46-2.6) conjugados a dis-
tintos fluorocromos como isotiocianado de fluoresceina,
ficoeritrina o ficoeritrina Cy5 fueron provistos por BD
Biosciencies (San José, CA, USA).

Obtencion de células mononucleadas e
inmunofenotipificacion

A partir de una muestra de 10 mL de sangre periférica
se obtuvieron las células mononucleadas (CMN) por
centrifugacién (Ficoll hypaque, densidad 1.07). Poste-
riormente, se resuspendieron en medio de cultivo suple-
mentado (RPMI 1640, HEPES 10 mM, L-glutamina 200
mM, antibiético 100 mM, aminoacidos esenciales 50X,
amoniacidos no esenciales 100X, piruvato de sodio 100
mM) y se evalud la viabilidad celular por el método de
exclusién del colorante azul tripano. Para la inmunofe-
notipificacién, las células se tifieron durante 30 minutos
con anticuerpos monoclonales dirigidos contra las
siguientes moléculas: CD14, CDla, CD1b, CD1d y HLA-
ABC (HLA clase ). Para cada una de las tinciones se
incluyeron los respectivos controles de isotipo y FMO
(del inglés fluorescense minus one). Posteriormente,
las células se lavaron con buffer salino-fosfato (PBS)
y se fijaron en paraformaldehido al 1%. Las muestras
fueron adquiridas en un citometro FACSAria (BD Bios-
ciences) y se analizaron con el programa FlowdJo (Tree
Star). Para el analisis se realiz6 un gréafico de puntos de
dispersién frontal (FSC, forward scatter) vs dispersion
lateral (SSC, side scatter), a partir del cual se selec-
cionaron las células positivas para el marcador CD14
y asi delimitar una ventana que presentara al menos
90% de células CD14+ (monocitos). A partir de esta

region se analiz6 el porcentaje de células positivas para
HLA clase I, CD1a, CD1b y CD1d, mediante una gréfica
de tamafo celular contra expresion de las moléculas
mencionadas. Para el andlisis de la intensidad media
de fluorescencia (IMF) se realiz6 un histograma desde
la region de células CD14+, posteriormente se obtuvo
la mediana de expresién y finalmente se calculé la IMF
de expresion.

Analisis estadistico

Las variables continuas se expresan como mediana e
intervalo intercuartilar. Las proporciones se expresan
como porcentaje. Las diferencias entre dos grupos fue-
ron exploradas mediante una prueba U de Mann Whit-
ney. Se consideré como significativo a un valor de p <
0.05 a dos colas. Los datos fueron analizados utilizando
el programa GraphPad (version 5.3) y Stata (versién 9).

RESULTADOS

Se incluyeron a 20 pacientes con diagnéstico de TBp (12
hombres) y 20 individuos sanos (9 hombres). La media
de edad en el grupo de pacientes con TBp fue de 40 +
20 afios, mientras que en el grupo control fue de 32 + 7
afnos (p = 0.09) (tabla 1).

Expresién de HLA clase | en células CD14+

La expresion de CD14 y HLA-ABC se evalio en CMN
totales. Las CMN fueron identificadas a partir de una
ventana hecha en un gréfico de puntos de dispersion
frontal (FSC, forward scatter) vs dispersién lateral (SSC,
side scatter), a partir de la cual se seleccionaron las
células positivas para el marcador CD14. Se documento6

Tabla 1. Caracteristicas demogréficas. El numero (n) total de individuos que formaron parte del estudio es indicado. La edad
se muestra en promedio + desviacion estandar para cada grupo. El valor de la probabilidad (p) se obtuvo con el andlisis
estadistico U de Mann-Whitney. En el género se muestra el nimero de individuos y entre paréntesis el porcentaje del total,
para obtener el valor de p se realiz6 una prueba ANOVA.

Variable Sano (n = 20) Enfermo (n = 20) Valor de p
Edad (afios) 32+7 40 + 20 0.0995
Genero
Hombre 9 (45%) 12 (60%) 0.6838
Mujer 11 (55%) 8 (40%)
Tuberculosis No Pulmonar (75%) pleural (25)
Tratamiento anti tuberculoso No No (90%) ler. Semana de tratamiento (10%)
Tratamiento con esteroides No No
VIH+ No No
Diabetes mellitus+ No No

Neumol Cir Torax, Vol. 69, No. 3, Julio-septiembre 2010
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la frecuencia de expresion de la molécula HLA-ABC en
células CD14+ en pacientes con TBp comparado con el
grupo control (99%, 90-100 vs 99%, 80-100) (p = 0.9137)
[figura 1A, C]. Posteriormente, mediante un histograma
comparamos la intensidad media de fluorescencia para
la misma molécula y no identificamos diferencias esta-
disticamente significativas (p = 0.7972) [figura 1B, D].

Expresién de las isoformas de CD1 en células CD14+

La expresioén de las moléculas CDla, CD1b y CD1d se
evalu6 en CMN totales. Las CMN fueron identificadas a
partir de una ventana hecha en un grafico de puntos de
dispersién frontal (FSC, forward scatter) vs dispersion
lateral (SSC, side scatter), a partir de la cual se selec-
cionaron las células positivas para el marcador CD14.
Posteriormente, se realizd el andlisis de la coexpre-
sién de los marcadores CD14 vs CDla, CD1b y CD1d.
Comparado con el grupo control, los monocitos CD14+
provenientes de pacientes con TBp tuvieron una mayor
expresién de la isoforma CD1b (5%, 3-6 vs 2%, 1-3) (p
= 0.0003) [figura 2]. Sin embargo, no se identificaron
diferencias estadisticas significativas al comparar los

Neumonitis por hipersensibilidad

valores obtenidos de pacientes con TBp vs individuos
sanos en la expresion de las moléculas CDla (1, 0.7-2
vs 0.8, 0.3-2, p =0.3158) y CD1d (1, 0.5-2vs 1,0.8-2, p
= 8495) [figura 3].

DISCUSION

Los principales resultados de este trabajo son: 1) los
pacientes con TBp tienen una mayor expresion de la
molécula CD1b, y 2) los pacientes con TBp muestran
los mismos niveles de expresion de las moléculas HLA-
ABC, CDlay CD1d cuando se comparan con individuos
sanos.

Previo al descubrimiento del sistema de presenta-
cion de antigenos via CD1, se consideraba que todo
el reconocimiento de los linfocitos T estaba dirigido
contra pequefos péptidos presentados por moléculas
del complejo principal de histocompatibilidad clase | y
clase Il (MHC por sus siglas en inglés). La identificacion
de moléculas capaces de presentar antigenos lipidicos
y de linfocitos T capaces de reconocerlos ha sido un
hallazgo que ha modificado nuestra comprensién sobre
la complejidad de la respuesta inmune celular. La na-
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turaleza de las moléculas presentadas por las distintas
isoformas CD1 va desde &cidos grasos simples hasta
glicolipidos mas complejos, incluyendo micolatos y
lipopéptidos.® Varios estudios previos demuestran que
las moléculas del grupo 1 (CDla, CD1b y CD1c) son
pobremente expresadas en monocitos provenientes de

individuos sanos; sin embargo, en este estudio hemos
identificado que los pacientes con TBp cursan con una
mayor frecuencia de monocitos CD14+ CD1b+.2°Este es
un hallazgo relevante ya que los linfocitos T, que reco-
nocen antigenos lipidicos presentados por esta isoforma
tienen la capacidad de secretar citocinas de tipo TH1
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gue son fundamentales para favorecer la eliminacion
del bacilo.?22En el caso de los pacientes con TBp des-
cartamos el efecto de la rifampicina sobre la expresion
de la molécula CD1 debido a que el grupo de pacientes
incluido se encontraba sin tratamiento antifimico o en
la primera semana del mismo.

Es posible que algunos pacientes con TBp presenten
una frecuencia incrementada de linfocitos T especificos
para antigenos lipidicos provenientes de M. tuberculosis
y que de esta manera participen en el desarrollo de una
adecuada respuesta inmune celular contra el bacilo.
Otra posible explicacién para este resultado es que la
expresion de CD1b sea parte de los mecanismos de de-
fensa del hospedero para eliminar a M. tuberculosis, ya
gue el reconocimiento de células infectadas, via CD1b,
por parte de linfocitos T CD8+ activaria mecanismos
citotéxicos que serian eficientes para limitar el proceso
infeccioso. Estas poblaciones de linfocitos T restringidos
a CD1 (grupo 1) ya han sido descritas con anterioridad
como importantes mediadoras de la respuesta inmune
innata ante diversos patdgenos.?24 No es sorprendente
identificar que los monocitos CD14+ de pacientes con
TBp no muestren una mayor expresion de la molécula
HLA clase | y las isoformas CDla o CD1d ya que previa-
mente se habia descrito que algunos patégenos intra-
celulares como M. tuberculosis, Leishmania donovani o
Leishmania major, pueden regular de manera negativa la
expresién de moléculas de la familia CD1, lo que limita
el proceso de diferenciaciéon y maduracién de monocitos
hacia células dendriticas como un mecanismo de eva-
sion de la respuesta inmune.?2” Es importante recordar
gue M. tuberculosis ha desarrollado diversos mecanis-
mos de evasion de la respuesta inmune, uno de ellos
es interferir con la presentacion de antigenos via MHC
clase 11,22 moléculas que se expresan preferencialmente
en células presentadoras de antigeno profesionales y
Su expresién se incrementa gracias a la produccion de
IFN-y.2° En la infeccién crénica de los macrofagos por
M. tuberculosis se inhibe la presentacion de antigenos
restringidos a las moléculas clase Il, este fenédmeno
puede ser consecuencia de: 1) secuestro intracelular de
moléculas clase II; 2) disminucion en la expresién del
transactivador clase Il (CIITA, por sus siglas en inglés); y
3) inhibicidn en la sefalizacion intracelular dependiente
de IFN-vy.3°31 En infecciones por M. tuberculosis, a dife-
rencia de lo observado para MHC-II, se ha demostrado
que la expresion basal de moléculas MHC de clase
| en monocitos de sangre periférica provenientes de
pacientes con TBp no tiene valores diferentes a los que
provienen de sujetos sanos,*? resultado que concuerda
con nuestro hallazgo.

En cuanto a la expresion de la isoforma CD1b los
estudios in vitro no son concluyentes, en el afio 2001

Giuliani et al describieron que Mycobacterium bovis
BCG regula de manera negativa la expresion de CD1b
en macrofagos derivados de monocitos de individuos
sanos.®® Estudios posteriores sugieren que los lipidos
provenientes de M. tuberculosis si pueden incrementar
la expresion de la molécula CD1b por un mecanismo
dependiente del receptor tipo Toll TLR2.3* En este estu-
dio, nosotros hemos identificado ex vivo que la isoforma
CD1b es expresada en monocitos de sangre periférica de
pacientes con TBp, probablemente en consecuencia a
la exposicion de estimulos microbianos. Aunque desco-
nocemos cual es el estimulo antigénico micobacteriano
que en pacientes con tuberculosis induce la expresion
de CD1b, es posible que estos monocitos activen linfo-
citos T antigeno especificos para que participen en la
respuesta inmune celular contra M. tuberculosis lisando
a las células infectadas y, por lo tanto, controlando el
crecimiento micobacteriano.

Son necesarios mas estudios para identificar el com-
portamiento temporal de la expresion de las moléculas
CD1 en los monocitos, asi como su impacto en la acti-
vacién de la respuesta inmune celular una vez que los
pacientes con TBp han iniciado su tratamiento.
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