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INTRODUCCION

La TB es una enfermedad infecciosa causada por el bacilo Mycobacterium
tuberculosis. A pesar de gque existen tratamientos farmacéuticos y una vacuna
para controlar la enfermedad anualmente se reportan cerca de 12 millones de
personas infectadas, de las cuales 1.2 millones de personas mueren a causa de
la enfermedad por lo que esta enfermedad sigue siendo un problema de salud a
nivel mundial. En el control de la enfermedad, el sistema inmune juega un papel
importante; inclusive, la mayoria de los individuos que se encuentran expuestos al
bacilo no desarrollaran la enfermedad debido a que los mecanismos de la
respuesta inmune innata son suficientes para eliminar al bacilo, sin embargo, este
ha desarrollado factores de virulencia que le permiten evadir la respuesta inmune
llegando a permanecer en un estado latente durante afos. Los factores de
virulencia se encuentran localizados en la pared del bacilo siendo de interés como
reguladores de la respuesta inmune los glicolipidos micobacterianos, de los
cuales, los glicolipidos estudiados en este trabajo se encuentran presentes en las
cepas virulentas de Mtb y en la cepa vacunal. Se ha demostrado que los
glicolipidos de la cubierta celular son capaces de alterar la funcion de los
macréfagos, células presentadoras de antigeno que tienen la funcién de eliminar
al bacilo; especificamente en nuestro grupo de trabajo, hemos demostrado que
DAT y TAT alteran la produccién de iNOS y por lo tanto, la produccion de ON, un
mecanismo que es utilizado por el macréfago para la eliminacion de patégenos.
Otras células importantes en la respuesta inmune son las células dendriticas ya
gue estas se encargan del desarrollo de la respuesta inmune celular; también se
ha reportado que existen glicolipidos como las lipoarabinomanas o los fosfatidil

inositol manosidos que pueden alterar la funcion de estas células, principalmente



inducen la produccion de citocinas anti-inflamatorias y afectan su maduracién. Por
otra parte la generacion de un perfil tolerogénico en las CDs es un mecanismo,
ligado al estado de maduracion de las CDs, que es utilizado por algunos
mircoorganismos incluyendo a Mtb. Por ello, en este trabajo se plantea que los
glicolipidos estudiados, ademas de alterar la funcion inmunogénica de las CDs,
también inducen un perfil tolerogénico en estas, teniendo como consecuencia la
produccion de moléculas inmunoreguladoras como la L-kinurenina, que participa,
junto con la produccidon de citocinas anti-inflamatorias como la IL-10, en la
generacion de linfocitos T reguladores, los cuales tienen un papel importante en la
regulacion de la respuesta inmune hacia el bacilo, lo que contribuye a la
generacion de un estado de latencia en este y por lo tanto a una posible
reactivacion de la enfermedad en eventos donde el sistema inmune se ve
alterado. La identificaciébn de factores de virulencia es de interés para generar

vacunas gue sean efectivas.



RESUMEN

La TB es una enfermedad infecciosa causada por Mtb, un bacilo que tiene
la capacidad de inducir la una respuesta inmune en el individuo pero que cuenta
con factores de virulencia como los glicolipidos en su cubierta celular que alteran
esta misma respuesta.

Anteriormente, hemos demostrado que los glicolipidos micobacterianos
como DAT y TAT pueden alterar la funcion de los macréfagos y por lo tanto
proponemos que también pueden ejercer un efecto sobre las CDs, alterando su
funcién inmunogénica. A este estudio se suma el DMT que es un glicolipido de
gran abundancia en Mtb.

En este proyecto se purific6 a DAT y a TAT de la cepa Mycobacterium
fortuitum por cromatografia en columna y se evalué el efecto de estos lipidos junto
con DMT, sobre la maduracion de las CDs diferenciadas de monocitos de ratén y
se evalud la expresiéon de moléculas presentadoras de antigeno, moléculas co-
estimuladoras, produccion e citocinas como IL-10, IL-12 y TNF-a. Posteriormente
se evalu6 la generacién de un perfil tolerogénico mediante la produccion de
moléculas co-inhibitorias que dieran como resultado la proliferaciéon de linfocitos T
reguladores. Los resultados obtenidos muestran que de los tres glicolipidos
evaluados, DAT tiene la capacidad de inducir un perfil tolerogénico en las CDs
asociado a la activacion del eje AhR/Indoleamina. Esto pone a DAT como un
factor de virulencia que compromete la funcidbn de las CDs hacia un perfil
tolerogénico, esto es de interés ya que propone un mecanismo de evasion de la
respuesta inmune; el entendimiento de estos mecanismos puede plantear nuevas

estrategias en la generacion de una vacuna efectiva.



l. MARCO TEORICO
1. Generalidades de la tuberculosis

La TB es una enfermedad que representa un problema de salud a nivel
mundial y es una de las primeras causas de muerte causadas por un agente
infeccioso [1]. Desde que Robert Koch descubrié Mtb, agente causal de la TB, a
finales del siglo XIX; se han hecho grandes avances en el estudio de la
enfermedad desarrollandose métodos de diagndstico y tratamiento mas eficaces;
sin embargo, la erradicacion de la TB aun esta lejos de lograrse [2]. Un factor
importante que complica los esfuerzos de erradicacion de la enfermedad es la
generacion de cepas de Mtb resistentes a los medicamentos en uso, y la
capacidad intrinseca del bacilo de permanecer en estado latente por tiempos muy
prolongados [3]. La TB se encuentra ampliamente distribuida en el mundo
teniendo mayor impacto en paises en vias de desarrollo; esto se debe a
condiciones de salubridad deficientes, alimentacion inadecuada y a carencia de
métodos de deteccidn y tratamiento adecuados; por lo anterior se ha considerado
a la TB como un indicador de pobreza (Fig. 1) [4]. La Organizacion Mundial de la
Salud (OMS) estima que cerca de dos tercios de la poblacion mundial esta
infectada por Mtb. En 2018 hubo cerca de 10 millones de casos de TB y 1.3

millones de decesos [2].
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Figura 1. Tasa de incidencia de la TB. La TB es una enfermedad que se encuentra distribuida a
nivel mundial, teniendo una mayor incidencia en paises en vias de desarrollo, especialmente en
paises sudafricanos, las islas del pacifico y en menor medida en paises de Asia central y
Sudameérica. [Tomado de 2].

Para el tratamiento de la TB, se prescriben por tiempos muy prolongados
medicamentos como el etambutol, isoniazida, pirazinamida y rifampicina; en el
caso de la TB por micobacterias multidrogorresistentes se utilizan
fluoroquinolonas, amikacina, caperomicina y kanamicina [5]. En la prevencion de
la TB se ha usado con éxito variable la vacunacion con Mycobacterium bovis
BCG, una cepa atenuada de M. bovis desarrollada en el Instituto Pasteur por
Ledn Charles Albert Calmette y Camile Guérin entre 1908 y 1919 después de
realizar 230 pases en medio papa con bilis [6]. A partir de la cepa original, se han
generado cepas que actualmente son utilizadas en la produccion de vacunas,
como la cepa Danesa 1331, Rusa BCG-I, Moreau RDJ, Glaxo 1077, Tokyo 172-1
y la Pasteur 1173 P2 [7]; siendo las ultimas tres las mas utilizadas [8]. Estas
cepas presentan diferencias en la delecion de diversas regiones de su genoma
como lo muestra la tabla 1 [9]; sin embargo todas tienen en comun la deleciéon de
la region RD-1 lo que evita la expresion de CFP-10 y ESAT-6, [10]; estas

proteinas forman parte del sistema de secrecion ESX-1 presente en las cepas



virulentas de Mtb [11]. La vacuna ha tenido éxito en la prevencion de la TB en
nifios [12]; sin embargo no ha resultado eficiente en la profilaxis de la TB en el
adulto [13]. Se ha propuesto que la variacion en la efectividad de la vacuna se
debe a que las propiedades bioquimicas e inmunogénicas de estas varian entre
cepa y cepa [9]; también las condiciones de cultivo pueden alterar de manera
importante la efectividad de la cepa; se ha observado que las bacterias crecidas
en medio Sauton sobreviven mas en macréfagos en comparacion con las
bacterias crecidas en medio Middlebrook 7H9, también pueden inducir una mayor

produccién de citocinas pro-inflamatorias [14].

Tabla 1. Diferencias en la delecién de genes de las cepas de M. bovis BCG [Tomado de 9].

Cepa (sin6nimo) Regiones Genealogia
eliminadas
Pasteur RD1,RD2, RD14 3 A O
Phipps (Filadelfia) _ RDI, RD2 T
Frappier (Montreal) RD1, RD2, RDS, ROFrappier RS
RD Frappier "
Connaught (Toronto) RD1, RD2, RD8
Tice (Chicago) RD1, RD2
Danish 1331 RD1, RD2 -
(Dinamarca) RDDenmark r
Birkhaug RD1
Sweden RD1
(Gothenburg) roze
Moreau (Brazil) RD1, RD16 )

También se ha planteado que el poco éxito de la vacuna es atribuible a la
presencia de glicolipidos que se encuentran en la pared de Mtb y que se han

identificado como factores de virulencia que modulan la respuesta inmune [15].

2. Mycobacterium tuberculosis
El agente etiologico de la TB fue descubierto en 1882 por Robert Koch y un
afio después se pudo confirmar la existencia del bacilo gracias a la técnica de

tincion desarrollada por Ziehl-Neelsen [16]. Por microscopia de campo claro se



pudo describir su morfologia microscépica como la de un bacilo de 1-10 mm de

longitud y 0.2-0.6 mm de ancho (Fig. 2) [17].

B
Syl ‘,»\;%i" i <
Figura 2. Morfolo‘grié de Mtb. Corte de pulmén con bacilos tefiidos por la técnica de Ziel-Neelsen
(A). Por microscopia de electrones se demuestra la morfologia de Mtb en la fase logaritmica de

crecimiento (B) [Tomado de 17].

Mtb forma parte del complejo M. tuberculosis, que incluye a Mycobacterium
bovis, Mycobacterium africanum, Mycobacterium microti y Mycobacterium canetti
[18]. Existen otras especies sapréfitas como Mycobacterium avium,
Mycobacterium marinum y Mycobacterium kansasii; que pueden causar

enfermedades en individuos inmunosuprimidos [19]

3. La pared celular de M. tuberculosis

Una caracteristica particular de Mtb es su pared celular. El bacilo pertenece a
la familia de las Actinobacterias las cuales tienen una pared compuesta por una
capa de peptidoglicana, acidos micdlicos y arabinogalactanas. La peptidoglicana
esta compuesta por moléculas de N-acetilglucosamina y N-acetilmuramico y
cumple con las funciones de dar forma a la bacteria y protecciéon en condiciones
ambientales [20]. La capa de peptidoglicana se encuentra unida de manera
covalente a la arabinogalactana, la cual sirve como sitio de anclaje para los acidos
micolicos; este conjunto es conocido como el nucleo de la pared celular. En la

parte mas superficial estan lipidos libres que no estan unidos de manera



covalente al nacleo de la pared celular [21]. Esta conformacion le da a la pared de

Mtb un parecido a la de las bacterias Gram negativas (Fig. 3) [22].

Bacteria Gram positiva Micobacteria Bacteria Gram negativa

Porin

Figura 3. Diferencias estructurales entre bacterias Gram positivas, Gram negativas y
Micobacterias. A pesar de que Mtb pertenece al grupo de las bacterias Gram-positivas, el arreglo
entre la peptidoglicana, la arabinogalactana y los lipidos libres que posee su pared es parecido al
arreglo que tienen las bacterias Gram negativas. AG, arabinogalactana; GL, glicolipido; LAM,
lipoarabinomana; LP, lipoproteina; LPS, lipopolisacarido; LTA, éacido lipoteicoico; MA, acido
micélico; MAP, proteina asociada a membrana; OM, membrana externa; PG, peptidoglicana; PM,
membrana plasmatica; TA, acido teicéico [Tomado de 22].

En 1982, Minnikin y col. describieron una segunda bicapa lipidica
constituida por acidos micolicos unidos covalentemente a la peptidoglicana en la
parte interna y por lipidos libres en la parte externa [23]. Por medio de la
microscopia de crio-electrones, Niederweiss y col confirmaron este modelo al
presentar imagenes detalladas de la membrana externa la cual tiene un grosor de

8 nm y una morfologia simétrica (Fig. 4) [24].



Figura 4. Microscopia de crio-electrones de de la cubierta celular de las micobacterias.
Visualizacién de la membrana externa de M. bovis BCG en crio cortes en donde se puede
observar la membrana externa (A) y por tomografia de electrones se construye el modelo
tridimensional de la cubierta celular (B) [Tomado de 24].

4. Lipidos de la pared de M. tuberculosis

Los lipidos de la pared de Mtb constituyen el 40% del peso seco del bacilo
[25]. La membrana plasmética estd compuesta por glicerofosfolipidos como el
fosfatidilinositol, fosfatidilglicerol, fosfatidilserina, fosfatidiletanolamina, cardiolipina
y formas manosalidas del fosfatidilinositol [26]. Estos lipidos constituyen una
barrera semipermeable importante en el transporte de electrones, formacion de
ATP y en la biosintesis de diversos componentes celulares [27].

Entre los lipidos libres estdn los manosidos de fosfatidil inositol (PIMs),
dimicoserosatos de ftioserol (PDIMs), glicolipidos fendlicos (PGLSs),
lipoarabinomananas cubiertas con manosa (ManLAM) y varios tipos de acil

trehalosas (Fig. 5) [28].
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Figura 5. Esquema de la pared de Mth. La parte mas interna es la membrana plasmatica
constituida principalmente por fosfolipidos. La segunda capa es el nucleo de la pared compuesta
de peptidoglicana (PG) unida a la arabinogalactana (AG). La membrana externa estad compuesta
por lipidos como el monomicolato y dimicolato de trehalosa (TMM y TDM), di y poliacil trehalosas
(DAT y PAT), dimicoserosato de ftiocerol (PDIM), glicolipidos fendlicos (PGL) y sulfolipidos (SL)
[Tomado de 26].

Se desconoce si Mtb requiere lipidos como el fosfatidilglicerol, cardiolipina
y fosfatidiletanolamina para su crecimiento; sin embargo, se ha demostrado que
requiere PIMs, lipoarabinomananas (LAM) y ManLAM [29]. Los PIMs juegan un
papel importante en la permeabilidad de la célula, en la integridad de la
membrana interna y en la regulacion de la division celular [30]. Por otra parte, las
LAMs y ManLAMs son importantes en la resistencia los antibidticos beta-
lactamicos [31]. Las micobacterias poseen esteres de trehalosa como el
monomicolato de trehalosa (MMT), el DMT, DAT, TAT, las poliaciltrehalosas, los
sulfolipidos, los PDIMs, glicolipidos fendlicos y lipooligo polisacaridos (Fig. 6) [26].
Estos lipidos pueden ser solubilizados con solventes no polares, mientras que el
nacleo de la cubierta permanece intacto gracias a sus enlaces covalentes con la

peptidoglicana [32].
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Figura 6. Estructura de los lipidos de Mtb. Estructura de las acil trehalosas: monomicolato de
trehalosa (MMT), dimicolato de trehalosa (DMT), sulfolipido (SL-I), di acil trehalosa (DAT), poliacil
trehalosas (PAT), lipooligosacaridos (LOS) de Mtb canetii (A). La trehalosa de DAT esta
esterificada con acido palmitico y con ramas de acidos micosanoicos. Estructura de los ftioserol
dimicoserosatos (PDIM) vy glicolipidos fendlicos (PGL) de Mtb (B). Estructura de manosil-p-1-
fosfomicocétido (MPM) presente en Mtb H37Rv (C). Estructura de fosfatidilinositol dimandsido
triacilado (PIM) producido por Mtb (D) [Tomado de 26].

5. Patogenia de la tuberculosis

Se considera que Mtb tiene una relacion comensalista con su hospedero
pues, en la mayoria de los casos, el sistema inmune del individuo es capaz de
controlar la infeccién en estado latente produciéndose enfermedad en menos del
10% de las personas infectadas [33]. Dependiendo del estado de la infeccion,
habr& variaciones en la sintomatologia; la cual incluye tos crénica, expectoracion,
anorexia, pérdida de peso, fiebre, sudoracion profusa y hemoptisis. También hay
variaciones en el diagnéstico y el tratamiento a utilizar lo cual varia dependiendo

de la carga bacteriana (Fig. 7) [34].
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Figura 7. Dinamica de la infeccion en la TB. Dependiendo de la competencia del sistema
inmune del individuo, la infeccién puede ser progresiva o permanecer en un estado de latencia.
Para evaluar el estado de la infeccion micobacteriana se recurre a la prueba de la tuberculina y a
la medicion del interferbn gamma en el suero. TST, Prueba de tuberculina; IGRA, prueba de
liberacion de IFN-y [Tomada de 1].

La patogenia de la enfermedad es una relacion compleja entre el bacilo y el
hospedero. A pesar de que el sistema inmune es suficiente para controlar la
infeccion, el bacilo cuenta con mecanismos para regular la respuesta inmune del
hospedero [35].

El bacilo se transmite por via aérea; se estima que una persona enferma es
capaz de expulsar en un acceso de tos hasta 400 bacilos [36]. La infeccion se
establece en tres etapas; en la primera las células epiteliales de los alveolos
entran en contacto con el bacilo [37], sin embargo carecen de la capacidad para
eliminarlo [38]. Estudios in vitro han demostrado la presencia de DNA del bacilo
dentro del epitelio alveolar de individuos infectados [39], y se ha demostrado que
tasa de crecimiento del bacilo en estas células es 50 veces superior a la
observada en los MOs alveolares [40]. Una funcién importante de las células
epiteliales es la liberacién de quimiocinas como CCL-2, CXCL-10 y CCL-5, que

contribuyen al reclutamiento de los linfocitos T CD4+ al sitio de infeccion [41].
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La siguiente etapa de la infeccion consiste en el establecimiento de una
respuesta inmune con formacién de granulomas cuya funcion principal es
contener la infeccion. El granuloma tuberculoso esta constituido por una zona
central necroética, rodeada por MOs activados, células dendriticas y linfocitos T
[42]. En individuos inmunocompetentes, los granulomas son pequefios Yy
caracterizados por la presencia de linfocitos T CD4 productores de IFN-y, mientras
que en individuos inmunodeficientes los granulomas tienden a ser mas grandes y
estdn compuestos de MOs activados y la presencia de linfocitos es menor [43].
También es indispensable la participacién de citocinas pro-inflamatorias ya que
juegan un papel importante para la formacion del granuloma [44].

La etapa final de la infeccion se caracteriza por producir un estado de latencia
que ocurre en 2 tercios de la poblacién a nivel mundial [1]. La reinfeccién se
caracteriza por la reactivacion de la enfermedad cuando hay factores de riesgo
gue pueden afectar el funcionamiento del sistema inmune [45]. Por ejemplo, la
co-infeccién con el virus de inmunodeficiencia humana es un factor importante en
la reactivacién de la enfermedad al disminuir significativamente la cantidad de
linfocitos T CD4 que son fundamentales en el control de la infeccién [46]. En estas
circunstancias, el granuloma pierde su capacidad de contencion y los bacilos
pueden diseminarse, dando como resultado la reactivacion de la infecciéon y su

diseminacion sistémica [46].

6. Respuesta inmune innata en la tuberculosis
La respuesta inmune es efectiva para controlar la infeccion inicial por la Mtb
siendo la respuesta innata importante en el reconocimiento y la eliminacion del

bacilo mientras que la respuesta inmune adaptativa participa en la proteccion a
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largo plazo [47]. En la respuesta inmune innata participan neutréfilos, células NK,
CDs y los macrofagos (MO) alveolares, las primeras células en reconocer al
bacilo [48].

Los receptores con los que cuentan los MOs son los receptores de tipo Toll
(TLRs), NOD (NLRs) y C-lectina (CLRs), los cuales sirven para reconocer
componentes del bacilo como son los glicolipidos, lipoproteinas y carbohidratos
[49]. El bacilo es internalizado dentro de fagosomas los cuales maduran para
convertirse en fagolisosomas en donde, ademéas de ser privado de nutrientes,
esta expuesto a los mecanismos microbicidas del MO que incluyen la disminucion
del pH y exposiciobn a enzimas. Adicionalmente el MO libera quimiocinas que
atraen a otras células del sistema inmune al sitio de la infeccién [50]. Otro
mecanismo utilizado por el MO es la produccién de radicales libres de oxigeno y
nitrégeno, la acidificacion del fagosoma y la autofagia del bacilo que ha sido
fagocitado [51]. También se pueden generar MOs de dos tipos, los M1y M2 [52];
los primeros tienen una funcién importante en el control de la TB y pueden ser
inducidos por componentes bacterianos o citocinas, mientras que los M2 son
supresores de las respuestas tipo Thl y mantienen el equilibrio entre el control de
la infeccién y el dafio causado por la respuesta inmune [53].

Otras células importantes en la respuesta innata son los neutrofilos ya que son
las primeras células que se infiltran en los pulmones siendo las mas abundantes
en los lavados broncoalveolares y en el esputo de pacientes con TB activa. Su
reclutamiento es regulado por varias citocinas, quimiocinas y alarminas [54]. Estas
células liberan elastasa, colagenasa y mieloperoxidasa las cuales afectan al
bacilo y al tejido, por ello los neutrofilos son en parte responsables de la

inmunopatologia caracteristica de la infeccion por Mtb. [55]. Se ha demostrado
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una relacion inversa entre el numero de neutrdéfilos y la gravedad de la infeccion
[56].

Otras células que participan en la respuesta innata son las células NK las
cuales poseen gran capacidad citolitica, actian en la fase temprana de la
infeccion y no estan restringidas al reconocimiento del complejo mayor de
histocompatibilidad (MHC) [57]. Las células NK pueden reconocer a los acidos
micdlicos del bacilo por medio del receptor de citotoxicidad natural NKp44 [58].
Ademas producen perforina, granulisina y granzima; asi mismo producen IFN-y e
IL-22, que promueven la fusion fagolisosomal en el MO, lo que inhibe la
proliferacion intracelular del bacilo. Ademas las células NK promueven la

proliferacion de los linfocitos Ty al producir CD54, TNF-a,, GM-CSF e IL-12 [59].

7. Respuesta inmune adaptativa en la TB

La respuesta inmune adaptativa en contra de Mtb es mediada principalmente
por los linfocitos T CD4 y T CD8, la cual puede requerir de 5 a 6 semanas para su
establecimiento en humanos [60]. Los linfocitos CD4 producen las citocinas pro-
inflamatorias IL-12 y TNF-a que, en sinergia con el IFN-y, inducen intermediarios
reactivos de oxigeno y nitrégeno [61]; estas citocinas participan en la formacién
del granuloma promoviendo el reclutamiento de células inmunocompetentes al
sitio de la infeccion [62].

Los linfocitos T CD4 se dividen en subtipos dependiendo de su perfil de
citocinas: linfocitos T cooperadores tipo 1 (Thl), tipo 2 (Th2), Thi7 y T
reguladores (Treg) [63]. Las células Thl producen IFN-y, TNF-a e IL-2 y
contribuyen a la activacion de MOs y a la formacion de granulomas, mientras que

las células Th2 producen IL-4, IL-5, y IL-10, lo que contribuye al desarrollo de la
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inmunidad mediada por anticuerpos la que no es efectiva en contra de la infeccién
por Mtb [64]. En lo que respecta a los linfocitos Thl7, se ha demostrado su
presencia y una produccion incrementada de IL-17 en pacientes con TB latente en
comparacion con pacientes con TB activa [65]. La interaccion de Mtb con el
receptor dectina-1 de las CDs promueve la proliferacion de linfocitos Th17 [66].

Los linfocitos T CD8 juegan un papel importante en el control de la
infeccion ya que, al ser un microorganismo intracelular, los antigenos de Mtb
pueden ser presentados y reconocidos por los linfocitos T CD8 por medio del
MHC-1 [67]. Estas células pueden lisar a los MOs infectados por medio de
perforinas [68] y granzimas que se encuentran localizadas en granulos y que son
liberados cuando hay reconocimiento via TCR eliminando directamente al bacilo
dentro de las células infectadas [69].

La produccion de citocinas juega un papel importante en el control de la
infeccion, en las tablas 2 y 3 se enlistan las principales citocinas y quimiocinas

gue se producen en la infeccion por Mtb [44].
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Tabla 2. Efectos positivos y negativos de las citocinas producidas en la TB. [Tomado de 44].

Citocina Receptor/Sefial Efecto enla TB
TNF-o TNFR1, TNFR2 Positivo: Inicio de la respuesta inmune innata
JNK, p38, NFKB  mediada por citocinas y quimiocinas.
Activacion de fagocitos.
Negativo: Causa dafio en tejidos.
IFN-y IFNGR1, Positivo: Coordina y mantiene la inflamacion
IFNGR2 mononuclear. Producido por linfocitos T
JAK/STAT especificos a antigenos.
Negativo: Potencialmente patogénico.
IFN-o/IFN-B  IFNAR1, IFNAR2, Positivo: Contribuye al reclutamiento de

JAK, TYK, ISG, fagocitos en el pulmon.

ISRE Negativo: Su sobreexpresion contribuye al
reclutamiento de fagocitos permisivos y a la
regulacién de los linfocitos T.

IL-6 IL-6R, gp130, Positivo: Potencia la inmunidad temprana, no

JAK, STAT3, es esencial a menos de que la infeccion sea

MAPK elevada.

IL-1o/1L-18  IL-1R1, IL- Positivo: Induce IL-17 y promueve a PGE2
1RAcP, MyD88,  para limitar a los IFNs de tipo |

IRAK4, NFKkB

IL-18 IL-18Ralfa, IL- Positivo: Puede aumentar la produccion de
18Rbeta, MyD88, IFN-y. Regula la acumulacién de

IRAK, NFKkB neutréfilos/monocitos. Induce la produccion de
IFEN-y en linfocitos T

IL-12p40, IL-12Rbetal, IL- Positivo: Mediadores en la activacion,
p35 12beta2, JAK2, polarizacion y sobrevivencia de los linfocitos T.

TYK2, STAT4 Negativo: La sobreexpresion tiene efectos
toxicos.

IL-23 IL-23R, IL- Positivo: Necesario para la produccién de IL-
12Rbetal, JAK2, 17 e IL-22 durante la infeccion.

TYK2, STAT3 Negativo: Contribuye a la patologia en
infecciones cronicas.

IL-27 EBI3, IL-27Ralfa, Positivo: Controla la inflamacion y reduce la
p28 gp130, JAK1/2, patologia.

TYK2, STAT1/3 Negativo: Regula la inmunidad protectora
limitando la migracién y la supervivencia de los
linfocitos en el sitio de inflamacion

IL-35 p35, IL-12Rbeta2, Positivo: Regula la disponibilidad de las

EBI3 gpl30 STAT1/4 subunidades de IL-12 e IL-27
Negativo: Funcion potencialmente regulador

IL-17A/F IL-17RC, IL-17RA Positivo: Induce y mantiene los gradientes de
guimiocinas para la migracion de linfocitos T
Negativo: Produce patologia via S1I00A8/A9 y
neutrofilos.

IL-22 IL-22R1, IL-10R2, Positivo: Induccion de péptidos

TYK2, JAK1,
STAT3

antimicrobianos, promueve la reparacion
epitelial e inhibe el crecimiento intracelular en
MOs
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Tabla 3. Efectos positivos y negativos de las quimiocinas producidas en la TB. [Tomado de
44]

Citocina Receptor/Senal Efectoen laTB

CCL-3,-4,-5 CCR1 Positivo: Aumenta durante la infeccion

CCL-2,-7,- CCR2 Positivo: Maximiza y organiza la

12 acumulacion de MOs y linfocitos T en el
pulmén.

Negativo: Puede reclutar fagocitos
permisivos en el pulmon.

CCL-17,-22 CCR4 Positivo: Media la formacién de
granulomas en respuesta a antigenos
micobacterianos.

Negativo: Puede limitar la proliferacion de
linfocitos T via linfocitos Treg.

CCL-3,-4,-5 CCR5 Positivo: Puede mediar la acumulacion de
células dendriticas en el ndédulo linfoide.
CCL-20 CCR6 Positivo: Expresion de CCR6 en linfocitos
T especificos a antigenos de Mtb
CCL-19,-21 CCRY Positivo: Induce la migracion de CDs y la
activacion de linfocios T especificos a Mtb
CXCL-1,-2,- CXCR1, CXCR2 Positivo: Induce la acumulacion de
3,-5,-6,-7,-8 neutrofilos

Negativo: La ausencia de CXCR2 o
CXCL5 reduce la acumulacion de

neutrofilos
CXCL-9,-10,- CXCR3 Positivo: Requerido para la formacion del
11 granuloma. Requerido en el reclutamiento
temprano de linfocitos T al pulmon.
CXCL-13 CXCRS3 Positivo: Requerido para la localizacién de

los linfocitos T dentro de los granulomas.

8. Células dendriticas

Las CDs son células presentadoras de antigeno que tienen la capacidad de
reconocer y fagocitar a Mtb [70]; también son células especializadas en la
presentacion de antigeno a los linfocitos T por lo que son un puente entre la
respuesta innata y la respuesta adaptativa [71]. Se caracterizan por su morfologia
y por la expresion de los marcadores CD11c y MHC-II; aunque no hay un
marcador de superficie que identifique a todas las CDs debido a que son un grupo
heterogéneo de células [72]. Hay dos grupos: las CDs clasicas (cCDs), también

llamadas convencionales y las CDs plasmacitoides (pCDs) que tienen como
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caracteristica principal la produccion de interferones de tipo | como el IFN-a [72].
Se originan a partir de precursores hematopoyéticos localizados en la médula
O0sea y su diferenciacion requiere del factor FIt3L y del factor estimulante de

colonias para granulocitos-monocitos (GM-CSF) (Fig. 8) [73].

Figura 8. Diferenciaciéon de las CDs a partir de precursores de la médula ésea. Cultivo de
células de la médula ésea por 24 h con GM-CSF (A). Cultivo de precursores de médula 6sea por 6
dias con GM-CSF observandose células con baja adherencia (B) con la capacidad de formar
grumos en donde se pueden ver células con proyecciones citoplasmaticas (C). Las CDs
inmaduras son positivas para MHCII a los 6 dias de cultivo (D). La expresién de esta molécula
puede aumentar considerablemente al tratar las CDs con LPS durante 2 h (E). La tincién con azul
de toluidina muestra una gran cantidad de proyecciones citoplasmaticas en la célula (F). [Tomado
de 62].

Dependiendo del 6rgano en el que se encuentren, las CDs expresan
diferentes marcadores de superficie [72]; en el pulmén expresan CD45" CD103"
CD24* CD36" CD11c™ MHC-1I" [52]. Las CDs se encuentran en contacto con el
epitelio respiratorio de la nariz, nasofaringe, trdquea, bronquiolos y en el intersticio
alveolar. (Fig. 9) [74]. A través de las uniones epiteliales las CDs emiten
proyecciones citoplasmaticas que alcanzan la luz alveolar para asi entrar en

contacto con bacilos localizados en el alveolo [75].
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Figura 9. Localizacién de las CDs en pulmén. Las CDs se encuentran distribuidas en el tracto
respiratorio. La densidad poblacional de las CDs disminuye en la parte terminal del tracto
respiratorio (A). Hay 2 subtipos de CDs mieloides en la lamina propia: las CD103+ (azul) y las
CDs CD11b™ (naranja) ademas de las CDs plasmacitoides (amarillo) (B). [Tomado de 75].

En el pulmén, las CDs se encuentran en estado inmaduro y poseen
receptores que le permiten reconocer y capturar antigenos que lleguen a la luz
alveolar y que pueden inducir la maduracion de las CDs [75]. Los receptores mas
importantes son TLRs, el DEC-205 y receptores de tipo C-lectina como el DC-
SIGN y el receptor de manosa [76].

Para desarrollar una respuesta inmune efectiva en contra del bacilo las
CDs reconocen estructuras asociadas al patogeno (PAMPs) por medio de
receptores como TLR-2 y TLR-4 [77]. En la sefializacibn mediada por TLRs estan
involucradas la cinasa activada por mitégeno (MAPK), el factor nuclear kappa-B
(NF-kB) y los factores reguladores de interferén (IRF) [78]. La activacion de NF-kB
induce la produccion de citocinas pro-inflamatorias como TNF-a, IL-12 e IL-6, lo
gue induce una una respuesta del tipo Th1 [79].

Durante la maduracion de las CDs se producen guimiocinas gue juegan un
papel importante en la respuesta inmune. La expresion de CCR-7, un receptor de

guimiocinas, permite a las CDs que han capturado antigeno migrar hacia los
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ganglios linfaticos en donde realizan la funcion de presentacion de antigeno a los
linfocitos T naive y generar una respuesta inmune adaptativa [80]. Ademas, las
CDs incrementan la expresiéon de moléculas de presentaciéon de antigeno las
cuales son necesarias para llevar a cabo la presentacion de estos por medio de la
sinapsis inmunolégica que consta de tres sefiales [79].

La primera sefal es la presentacion de antigenos que ingresan por via
endocitica que son procesados y presentados por el MHC-II a los linfocitos T CD4
[76]; mientras que la presentacion de antigenos solubles intracelulares via el
MHC-I favorece la respuesta celular mediada por linfocitos T CD8 [81].

La segunda sefial es mediada por moléculas de co-estimulacion como
CD40, un receptor transmembranal que pertenece a la superfamilia de receptores
de TNF y que tiene como ligando a CD154, también conocido como CD40L [82].
La sefializacién producida por la union de CD40 con su ligando activa multiples
genes importantes en la funcién de las CDs. La porcion citoplasmica de CD40
contiene sefiales de reclutamiento para proteinas de la familia de factores
asociados al receptor de TNF (TRAFs). El reclutamiento de TRAFs resulta en la
activacion de genes involucrados en la produccion de citocinas pro-inflamatorias,
y en la expresion de otras moléculas co-estimuladoras como CD80 y CD86 [83].
Estas moléculas pertenecen a la familia B7 que al unirse al CD28 en los linfocitos
T, promueven la produccion de citocinas como la IL-2, ademas de la activacion de
genes anti-apoptogénicos [84]. De la misma manera, estas moléculas se pueden
unir a CTLA-4, un receptor inducible de las células T lo que resulta en la inhibicion
de las CDs [85]. CD80 y CD86 se unen a los mismos receptores; mientras que

CD86 tiene mayor afinidad por CD28, CD80 la tiene por CTLA-4 [86]. Digiliou y col
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demostraron que la inhibicion de CD86 resulta en una mayor activacion de los
linfocitos T [87].

La tercera sefial es mediada por citocinas cuya funcién es orientar el tipo
de respuesta celular que se producira ya sea del tipo Thl, Thl7 o Treg. Las CDs
producen citocinas como TNF-a, IL-10, IL-12, IFN-y, IL-8, e IL-6 [88]. Por otro lado
el reconocimiento del bacilo puede interferir con la funcion de las CDs ya que
cuando es por medio de receptores tipo lectina puede inhibir su maduracion [71];
por ejemplo, el reconocimiento por medio de DC-SIGN induce la produccion de IL-

10 al bloquear la activacion de TNF«B [89].

9. Células dendriticas en la tolerancia inmunoldgica.

Ademas de tener un papel importante en el establecimiento de la respuesta
inmune adaptativa, las CDs también participan en su control adoptando un perfil
tolerogénico (tCDs) necesario en la tolerancia central y periférica [80]. Estudios
hechos en raton demostraron que la disminucion de la poblacion de CDs
predispone al desarrollo de enfermedades autoinmunes [90]. En la tolerancia
central son eliminados los linfocitos con potencial autoreactivo por medio de la
delecion clonal; ademas participan en la diferenciacion de linfocitos T reguladores
[91]. Esto depende de la presentacion de auto antigenos a los linfocitos por medio
de las células epiteliales en el timo por las CDs residentes CD8a'SIRPa por
medio de células presentadoras de antigeno [92]. Estas células participan
presentando supe antigenos enddgenos por medio del MHC-II [93]. También
puede haber presentacion cruzada de antigenos derivados de sangre y antigenos
especificos de las células epiteliales del timo [94]. Ademas de participar en la

delecién clonal, las CDs timicas residentes y migratorias seleccionan linfocitos T
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reguladores a partir de timocitos. Las CDs residentes promueven la supervivencia
de los linfocitos por medio de la expresién de CD70 que interacciona con CD27
[95].

En lo que respecta a la tolerancia periférica, las CDs en ausencia de un
estimulo inflamatorio pueden presentar auto antigenos a los linfocitos T
induciendo anergia y/o apoptosis inducida por activacién de Fas, Bim y TNF [96].
Estas células permanecen en un estado inmaduro, expresando marcadores de
maduracion en bajas cantidades adquiriendo un perfil tolerogénico [97].

La cualidad de mantenerse en un estado inmaduro depende de la dosis, la
intensidad de la sefial y el tiempo de exposicién [98]. Un perfil tolerogénico puede
también ser favorecido por citocinas anti-inflamatorias como IL-10 y TGF-,
prostaglandina E2 y Vitamina D3 [99]. Las tCDs pueden modular las respuestas
efectoras mediadas por los linfocitos T a través de mecanismos como la
produccion de factores anti-inflamatorios capaces de atenuar los efectos de la
respuesta inmune inducida o mediante la activacion de linfocitos T reguladores
[100].

Por otra parte, se puede inducir tolerancia por la activacion prolongada de
TLRs como es el caso de TLR-2, en donde se induce la produccion de IL-10 y la
induccion de linfocitos T reguladores (Treg) [101]. La estimulacion persistente via
TLRs produce una respuesta reguladora a largo plazo, lo que ocurre en
infecciones persistentes producidas por microorganismos capaces de evadir los

mecanismos microbicidas del sistema inmune como es el caso de Mtb [102].
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10.Tolerancia mediada por la enzima Indoleamina 2, 3 dioxigenasa y el receptor
aril hidrocarburo.

Un mecanismo importante de regulacion de la respuesta inmune ejercido por
las tCDs es llevado a cabo por la enzima Indoleamina 2, 3 dioxigenasa (IDO) y el
receptor aril hidrocarburo (AhR). La IDO es una enzima citosélica que regula la
degradacion de triptéfano a N-formil kinurenina (Fig. 10) [103]. La enzima es
codificada por el gen IDO1 localizado en el cromosoma 8 [104]. Hay dos
isoformas de la enzima, IDO1 e IDO2, ambas tienen la misma funcion a diferente
escala. En humanos la IDO es expresada por varias células entre las que se

encuentran las células endoteliales, fibroblastos, MOs y CDs [105].
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Figura 10. Ruta metabdlica del triptéfano. Del tript6fano obtenido en la dieta, 99% es
metabolizado via IDO vy la triptéfano 2, 3 dioxigenasa (TDO) para formar productos como la
kinurenina (Flechas rojas). Otras enzimas en la ruta metabdlica como la kinurenina
aminotransferasa (KAT), monoamino oxidasa (MAOQO), acido quindlico fosforibosil transferasa
(QRPT) y la acido 3-hidroxiantranilico oxidasa (HAO) promueven la supresién de la respuesta
inhibiendo la funcién de los linfocitos T pro-inflamatorios e induciendo linfocitos Tregs. [Tomado
de 103].

Inicialmente se describié a IDO como parte de un mecanismo para el control
de las infecciones que privaba de triptéfano a microbios intracelulares en células
estimuladas con IFN-y [106]. Actualmente se ha reconocido su importancia en la

generacion de tolerancia dirigida a proteger al hospedero de reacciones inmunes
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post-infeccion. IDO participa en mecanismos de evasion de la respuesta inmune
por células cancerosas, trasplantes y en la tolerancia materna hacia el feto [107].
La expresion de IDO esta regulada por sefales pro-inflamatorias como el IFN- a,
IFN-y y TNF-a [108]. La disminucion del triptéfano induce la activacion de la
cinasa GNC2 la cual se une al tRNA que no se encuentra cargado; esto
disminuye la expresion de la cadena zeta en CD3 de linfocitos CD8 [109], inhibe
la diferenciacion de linfocitos Th17 [110] e incrementa la proliferacion de linfocitos
Tregs [107].

La kinurenina favorece la proliferacion de los linfocitos Tregs interactuando con
el receptor AhR [111]. Este receptor pertenece a la superfamilia de las proteinas
con la conformacion hélice-bucle-hélice que se encuentra localizado en el
citoplasma acoplado a moléculas chaperonas como la proteina de choque térmico
90 (hsp90), p23 y la proteina de interaccion con AhR (AIP) [112]. EI AhR
inicialmente fue descrito en el reconocimiento de contaminantes ambientales, en
particular, hidrocarburos poliarométicos halogenados (HPH) como las dibenzo-p-
dioxinas, dibenzo-p-furanos y bifenilos policlorados utilizados en la industria. Entre
ellos, el mas importante es el 2,3,7,8 tetraclorodibenzo-p-dioxina (TCDD) que
posee propiedades teratogénicas y carcinogénicas; también puede alterar el
sistema endocrino y causar hepatotoxicidad en diversos organismos [113].

Una vez que el AhR reconoce a su ligando, se trasloca al nucleo, dimerisa con
el traslocador nuclear de AhR (ARNT) e induce la transcripcion de genes al unirse
al DNA promotor de la region que codifica elementos xenobioticos (XREs) [112].
El producto es la expresion de enzimas del metabolismo de farmacos de fase | y
II, siendo citocromo P450 CYP1Al y CYP1A2 las mas importantes; también se

promueve la expresion de proteinas relacionadas con la regulacion del
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crecimiento y diferenciacién celular (Fig. 11) [112]. Otro producto es el represor
del AhR, que es un componente regulador de la sefializacion del AhR que
bloguea la expresion de genes mediada por XRE [112]. Es complicado el estudio
de este receptor debido a que su activacion esta relacionada con otras vias de
sefializacion, ya sea por citocinas, factores de crecimiento o activacion por

ligandos como los polifenoles [114].
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Figura 11. La via de sefializacién del AhR. Cuando el ligando atraviesa la membrana plasmética
(ej. difusiéon pasiva) se une al AhR localizado en el citoplasma lo que permite la traslocacion del
complejo ligando-receptor al ndcleo; en el nucleo el AhR heterodimeriza con el ARNT (HIF-1). Este
heterodimero reconoce a la secuencia especifica en el ADN conocida como la region de respuesta
a xenobiéticos (XRE, 5-TA/TGCGTG-3'). AhR-ARNT induce la transcripcion de genes reclutando
otros componentes como CBP/p300, SRC-1, p160/bHLH-PAS, NCoA2/GRIP1/TIF2 y p/CIP, junto
con otros coactivadores como RIP140. Después de ser exportada fuera del nucleo, el AhR es
degradado radpidamente en el compartimento citoplasmico por el proteasoma. [Modificado de 111].

AhRRepresor
CYP1A1
CYP1A2

Recientemente se han caracterizado varios ligandos sintéticos y naturales para
el AhR. Estos pueden tener grandes variaciones en su estructura quimica y de la
misma forma puede variar su afinidad que puede ir de 10 y 10° M (Fig. 12)
[115]. Asi mismo, se han descrito antagonistas del AhR con efectos diversos
sobre el sistema inmune incluyendo la promocion de una respuesta de tipo Thil,
Th2 y Th1l7 [116]. En la actualidad, existen diversos antagonistas como la ao-
naftoflavona [117] o la 6,2’,4’ Trimetoxiflavona [118]. La activacion del AhR en las

CDs tiene diversos efectos; por ejemplo, la activacion de CDs derivadas de
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médula 6sea con TCDD altera su diferenciacion con disminuyendo la expresion

de CD11c, ademas de inducir la expresion de IDO [119].
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Figura 12. Estructura y afinidad de ligandos del AhR. Las afinidades de la unién se basan en
los valores de la media de la concentracion maxima efectiva (ECsg) determinada por la induccién o
inhibicién de la expresién de CYP1Al [Tomado de 115].

11.Modulacion de la respuesta inmune por M. tuberculosis

Una de las propiedades que tiene Mtb es su capacidad para evadir los
mecanismos de la respuesta inmune y asi establecerse de manera latente en el
individuo infectado [120]. Muchos de estos mecanismos se desencadenan desde
el momento en el que el bacilo es reconocido por las células de la respuesta
inmune innata por medio de diversos receptores como los TLRs o los receptores
de tipo C-lectina, teniendo como consecuencia diversos efectos en las células

fagociticas (Fig. 13). [121].
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Figura 13. Principales receptores de reconocimiento de Mth y sus vias de sefializacion. El
primer estimulo que reciben las células del sistema inmune esta mediado por el reconocimiento de
los glicolipidos que se encuentran en la membrana externa del bacilo. El reconocimiento de
moléculas como el factor cuerda por medio del receptor de tipo lectina MINCLE induce la
transcripcion de genes que promueven un perfil pro-inflamatorio (A). Heterodimeros de TLR-2 con
TLR-1 o TLR-6 pueden reconocer lipoproteinas di- y tri-aciladas, lipomananas vy
lipoarabinomananas, resultando en la activacién de NF-kB y la produccion de citocinas (B).
Fragmentos de ADN del bacilo resultan en la dimerizaciéon de TLR-9 dentro de endosomas, lo cual
promueve la produccion de interferones de tipo | por medio de la activacion de IRF7 (C). La
permeabilizacion de la membrana fagosomal, la cual es inducida por ESAT-6, activa a NLRP3 y
recluta a ASC y la pro-caspasa-1 para formar el inflamosoma, el cual activa a caspasa-1 y genera
las formas activas de IL-1$3, IL-18 e IL-33 que son secretadas (D) [Tomado de 120]

La pared de Mtb, y en particular los glicolipidos que se encuentran
localizados en esta estructura, juegan un papel importante tanto en el
reconocimiento del bacilo por el sistema inmune como en la estrategia del bacilo
para evadir la respuesta inmune [122]. Las LAMs se consideran las moléculas
mas potentes en la modulacién de la respuesta inmune, sobre todo las ManLAMs
tienen la capacidad de inhibir la activacion de los linfocitos T al reducir la
fosforilacidon de ZAP-70, Lck y LAT en la sefalizacion via TCR [123]. Las LAMs
también puede alterar la fusion fagolisosomal en los MOs [124] y al igual que
ManLAM, al unirse a DC-SIGN puede alterar la maduracién de las CDs haciendo
gue estas produzcan IL-10 [125].

Mtb cuenta con una variedad de glicolipidos que contienen trehalosas, que

son disacaridos de glucosa no reductores (a-D-Glcp-(1<->1)-a-D-Glcp). Se
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encuentran libres en el citosol de la micobacteria o esterificados en una variedad
de grupos grasos y sirven como una fuente de almacenamiento de energia y son
protectores de estrés [126]. Entre las aciltrehalosas mas importantes esta el DMT,
también conocido como factor cuerda debido a que este glicolipido es
responsable del crecimiento del bacilo en forma de cordones [127]. Este lipido es
reconocido por el receptor inducible de monocitos tipo C-lectina (Mincle) [128] y
se ha descrito que interfiere con la maduracion del fagolisosoma en MOs [129];
ademas de promover la produccion de citocinas pro-inflamatorias como TNF-q,
IFN-y e IL-12 [130]. Otras trehalosas de interés son DAT y TAT, que se localizan
en la pared celular de cepas virulentas del complejo Mtb [131]. DAT y TAT son
regulados por el sistema de dos componentes PhoP/PhoR los cuales sirven para
mediar sefiales de transduccion para funciones metabdlicas o relacionadas con el
crecimiento de Mtb [132]; se ha demostrado que la delecion del gen phoP provoca
la disminucion de la virulencia sin afectar la viabilidad del bacilo [133]. DAT y TAT
también inducen una respuesta inmune humoral, ya que en pacientes infectados
con cepas virulentas de Mtb se han encontrado titulos altos de anticuerpos
dirigidos contra estos glicolipidos [134]. También se ha demostrado que inhiben la
proliferacion de linfocitos T inducida por concanavalina A interfiriendo en la via de
sefializacion MAPK-ERK 1/2 [135]. También disminuyen la expresién de la sintasa

de 6xido nitrico y la produccion de 6xido nitrico en MOs [136].
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Il. HIPOTESIS
Los glicolipidos micobacterianos DAT, TAT y DMT al ser reguladores de la funcion

de células de la respuesta inmune, pueden modificar la funcién de las CDs.

Il OBJETIVOS
General
Evaluar el efecto de los glicolipidos micobacterianos DAT, TAT y DMT en CDs de

raton para determinar su posible efecto tolerogénico

Particulares
-Obtener antigenos micobacterianos inductores maduracién a partir de paredes
de M.bovis BCG desprovistas de lipidos
-Purificar los glicolipidos DAT y TAT a partir de M. fortuitum
-Estudiar el efecto de los glicolipidos sobre la funcién de CDs de ratdn activadas
con antigenos de M. bovis BCG y agonistas de TLR-2 y TLR-4 analizando:
-Induccién de la maduracién de las CDs a través de la expresion de moléculas
de presentacion de antigeno y co-estimuladoras
-Evaluar la produccion autocrina de citocinas
-Evaluar la produccion de moléculas inmunoreguladoras.

-Caracterizar el fenotipo de linfocitos inducidos por las CDs tratadas con los

glicolipidos.
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V. MATERIALES Y METODOS

A continuacion se presenta el diagrama de flujo seguido con la estrategia

metodoldgica que se empled para cumplir los objetivos:

DIAGRAMA DE TRABAJO
PURIFICACION DE
DAT Y TAT A P.ARTIR OBTENCION DE CDs DE
DE M. fortuitum MEDl:ILA OSEA DE
Obtencion del RATON [E3ralLlo)
extracto lipidico total
con solventes Diferenciacion con
organicos GM-CSF durante 6
l dias.
Elucién del OBTENCION DE ANTIGENOS
extracto lipidico MICOBACTERIANOS A
por cromatografia PARTIR DE M. bovis BCG
en columna
Efecto de DAT, TAT Deslipidizacion con
\L y DMT sobre la solventes organicos
maduracién de las
Analisis por CDs \L
cromatografia en — .
capafinay Efecto sobre la maduracion Caracterizacion de
espectrofotometria de las CDs (Expresion de _antigenos
infrarroja moléculas de presentacion micobacterianos
4 de antigeno y co- (Western blot)
\L / estimuladoras) l
Identificacionde l
eluciones con / Induccion de
los lipidos de Efecto sobre la maduracion de CDs
interés. maduraciéninducida con antigenos
Conservacion por los antigenos micobacterianos
hasta su uso. micobacterianos (Citometria de flujo)
Efecto de DAT, TAT y DMT sobre
la maduracion via TLR-2 y TLR-4
Efecto de DAT y TAT sobre la Efecto de DAT, TAT y DMT sobre la
maduracion inducida por LTA (Expresioén |—| maduraciéon inducida por LPS (Expresion de
de moléculas de presentacion de moléculas de presentacion de antigeno y
antigeno y co-estimuladoras) co-estimuladoras)
Observacién de efecto
inhibitorio por DAT
Proliferacion de Efecto de DAT sobre la
linfocitos Treg produccién de citocinas
inducida por CDs D S inducidas por antigenos
tratadas con DAT micobacterianosy por agonistas
(MLR) de TLR
Evaluaciéon de DAT como
inductor de tolerancia en las CDs
Efecto en I? produccion !Efec.t'o enla a':g\'/m:gg:%f.r Efecto sobre la
) dg molgculas co- S act|ya0|on dg AhR —>| quimicade AhR |—>| expresion de IDO
inhibitorias (PD-L1, (M|croscop|§ de (Microscopia de y su actividad
CD25y CD25s) fluorescencia) fluorescencia) enzimatica
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1. Purificacion de DAT y TAT a partir de Mycobacterium fortuitum

Por razones de seguridad biolégica y de rendimiento, se utilizd la cepa
saprofita M. fortuitum ATCC 6841, la cual expresa DAT y TAT con una estructura
e inmunogenicidad muy semejante al de Mtb [134]. La cepa fue cultivada en
medio Sauton a 37°C durante dos semanas. Transcurrido ese tiempo, los cultivos
fueron esterilizados con calor himedo y se recuperd la biomasa utilizando un
papel filtro. Los glicolipidos totales fueron extraidos incubando la biomasa con una
mezcla de cloroformo/metanol (JT Baker Center Valley, PA, USA) (1:2, vol/vol)
durante 1 hora a 50°C; posteriormente se recuperd la biomasa por filtracion, el
solvente se recuper6 en un matraz y fue evaporado a 70°C. La biomasa
recuperada se traté con cloroformo/metanol (2:1, vol/vol) durante 1 hora a 50°C y
se recupero el solvente por filtracién para evaporarlo nuevamente. Se juntaron los
extractos lipidicos obtenidos en las dos extracciones y se les sometio a un lavado
de Folch con la finalidad de eliminar cualquier residuo acuoso, solubilizando los
lipidos en una mezcla de cloroformo/metanol/agua (4:2:1 vol/vol/vol). La
separacion de la fase acuosa y la fase organica se realiz6 toda la noche a 4°C. Al
dia siguiente se recupero la fase organica que es en donde se encuentran los
glicolipidos. Para purificar a DAT y TAT, el extracto lipidico se disolvié en
cloroformo y se aplicd a una columna de vidrio empacada con Florisil (Biotecha
Corp., Miami, FL, USA). La cantidad de Fluorisil empleado fue 30 veces el peso
del lipido. Los lipidos fueron obtenidos de la columna eluyendo el extracto lipidico
total con cloroformo y metanol a diferentes proporciones (Tabla 4); el
fraccionamiento de los lipidos fue monitoreado mediante una cromatografia en

capa fina (CCF) en placas de Silica-gel 60 F2s4 (E. Merck, Darmstadt, Germany) y
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como fase movil se utilizd una mezcla de cloroformo/metanol/agua (60:16:2
vol/vol/vol).
Tabla 4. Perfil de elucion en la cromatografia en columna. Por cada volumen se

ocuparon 430 mL. En todos los casos los voliumenes hechos para cada elucion se
recuperaron en el mismo matraz.

Solventes Proporcion Volumen
Cloroformo-Metanol 100:0 5
Cloroformo-Metanol 98:2 4
Cloroformo-Metanol 95:5 3
Cloroformo-Metanol 92.5:7.5 3
Cloroformo-Metanol 90:10 3
Cloroformo-Metanol 87.5:12.5 3
Cloroformo-Metanol 85:15 3
Cloroformo-Metanol 80:20 3

Los lipidos se visualizaron en la placa con antrona al 2% en H,SO4, seguido
de calentamiento a 110°C. Las trehalosas aciladas aparecen como lipidos
positivos a la reaccion con antrona, expresado en manchas de color azul y con un
tiempo de retencion (Rf) de 0.33 para DAT y 0.66 para TAT [134]. Las fracciones
con los lipidos de interés se juntaron y se filtraron en una segunda columna de
vidrio empacada con Fluorisil, cuya cantidad fue nuevamente calculada de
acuerdo al peso del lipido obtenido. La elucion se realizé utilizando
cloroformo/metanol a diferentes proporciones. Las fracciones enriquecidas con
DAT y TAT fueron eluidas en una columna Sep-Pak (Waters Corp, Milford MA,
USA). De estas eluciones se eligieron aquellas que presentaban una mancha
Gnica para analizarlas mediante espectroscopia infrarroja con transformada de
Fourier (FTIR) en un espectréometro Vector 33 FTIR (Bruker Corporation, Billerica,
MA, USA), equipado con un mddulo de reflexiéon total atenuada. Cerca de 0.5 mg
de la muestra se disolvieron en 200 ul de cloroformo/metanol (9:1 vol/vol) y se
colocé en la celda. La medicién del espectro de absorcion se llevd a cabo en un

intervalo de nimero de onda (V) de 4000-450cm™. La ausencia de endotoxinas en
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las fracciones de DAT y TAT se determind por la prueba del lisado de amebocitos

de Lymulus (LAL) (Lonza Anaheim, CA, USA).

2. Obtencion de CDs inmaduras a partir de precursores de médula 6sea de
ratones C57BL/6

El método de obtencion de las CDs es el descrito por Inaba y col [137]. Para
ello, se obtuvieron los fémures y tibias de ratones hembra de la cepa C57BL/6L.
Se extrajo la médula 6sea con una jeringa utilizando medio RPMI-1640 con 5% de
suero fetal bovino (SFB) inactivado por calor a 56°C (Gibco BAL Products USA);
las células se colocaron en cajas de cultivo con medio completo, 0.023 mM de
bicarbonato de sodio, 10 mM HEPES, 50 yM 2-mercaptoetanol y 20 pg/ml sulfato
de gentamicina y se cultivaron toda la noche a 37°C con 5% de CO,. Al dia
siguiente las células se recolectaron mediante un pipeteo suave y fueron
centrifugadas a 1500 rpm durante 5 min y el sobrenadante fue desechado. Las
células recuperadas se contaron en una camara de Neubauer. Enseguida se
colocaron 20x10° células en cajas Petri con medio suplementado como se
describié anteriormente; adicionalmente se agregé 1000 U/ml de GM-CSF
(Peprotech, Rocky Hill, NJ) y las células se incubaron a 37°C con 5% CO,. Al
tercer dia se adicion6 a las células 10 ml de medio suplementado con 2000 U/mi
de GM-CSF y se incubaron a 37°C con 5% de CO,. Al sexto dia se recuperaron
las células raspando suavemente las placas y se centrifugaron a 1500 rpm
durante 5 min. Las células fueron contadas con la camara de Neubauer para ser
utilizadas en los experimentos. También se analiz6 la diferenciaciéon de las células
por citometria de flujo en un citémetro FACS Calibur (Beckton Dickinson, San
Diego CA, USA), utilizando un mAb contra CD11c (PE, Biolegend, San Diego CA,

USA) y MHC-Il (APC, Tonbo biosciences, San Diego CA, USA). La viabilidad de
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las CDs se verifico por medio de la exclusion de azul tripano y por citometria de
flujo se determiné la apoptosis y necrosis utilizando mAbs anti-Anexina V (FITC) y

7-Aminoactinomicina D (7-AAD) (Biolegend, San Diego CA, USA).

3. Obtencion de antigenos micobacterianos inductores de maduracion de las
CDs a partir de Mycobacterium bovis BCG.
Se ha demostrado que M. bovis BCG puede inducir la maduracién de las CDs

[138]. Por ello decidimos obtener antigenos micobacterianos de M. bovis BCG
(antigenos de BCG) con la capacidad de inducir la maduracién de las CDs.
Debido a que M. bovis BCG posee glicolipidos que pueden afectar la maduracién
de las CDs [139]. Realizamos el mismo tratamiento de deslipidizacion utilizado
con M. fortuitum. Se obtuvo la biomasa de M. bovis BCG y se eluyeron los
glicolipidos con solventes no polares. Por CCF se confirmé la presencia de los
glicolipidos en los extractos polares. Para obtener los glicolipidos
micobacterianos, la biomasa sobrante fue tratada con un sonicador (Sonics Vibra
Cell. Newton, CT, USA). Los antigenos fueron caracterizados por medio de un

Western-blot utilizando un anticuerpo policlonal anti-BCG.

4. Ensayos para estudiar el efecto del DAT, TAT y DMT sobre la maduracion de
las CDs
Para estudiar el efecto de los glicolipidos sobre la maduracion de las CDs, los

lipidos fueron disueltos en hexano/etanol (1:1 vol/vol) y se agregaron 10 ug de los
glicolipidos purificados por cromatografia en columna y de DMT (Sigma-Aldrich
St. Louis MO. USA) en cajas de cultivo de 24 pozos y el solvente se dej6é evaporar
a temperatura ambiente; esta concentracion se tomo en base al antecedente de la
estandarizacion de DAT realizada en el trabajo de maestria [140] Posteriormente,

se agrego6 a los pozos un volumen de 500 ul de medio completo, al cual se le
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adicionaron 5x10° CDs obtenidas a los 6 dias de cultivo y se incubaron durante 24
h a 37°C con 5% de CO,. Transcurrido el tiempo de incubacion, se midio la
expresion de moléculas de presentacion de antigeno y moléculas coestimuladoras
por citometria de flujo. La expresion de moléculas se estudié en células CD11c".

Los mAbs utilizados para marcar las moléculas fueron las siguientes:

mAb Fluorocromo Clona Proveedor

CD11c PE N418 Tonbo biosciences
MHC-I APC A16.88.5.53 Ebioscience
MHC-II APC M5/114.15.2 Tonbo biosciences
CD40 PE/Cy5 3/23 Biolegend

CD80 PE/Cy5 2D10 Biolegend

CD86 APC GL-1 Tonbo biosciences

5. Induccion de la maduracion de las CDs con antigenos de BCG

Para inducir la maduracion de las CDs con los antigenos deslipidizados de
BCG, se estandarizé la cantidad de antigenos a utilizar de manera que estos
indujeran la maduracion de las CDs y no causaran apoptosis 0 necrosis en las
células. Para ello, las CDs obtenidas al 6to dia de cultivo fueron colocadas con
medio RPMI completo a una concentraciéon de 1x10° células/ml en cajas de 24
pozos. A las células se les agregd una concentracion de 10, 20 y 50 pug y se
incubaron durante 24 h a 37°C con 5% de CO,. Por citometria de flujo se evalu6
la maduracion utilizando a CD40 como marcador. Por otra parte se evaluo la
viabilidad de las células utilizando Anexina V y 7-AAD. En analisis se realizé en

células CD11c".

34



6. Efecto de los glicolipidos sobre la maduraciéon inducida por antigenos
micobacterianos

Para evaluar el efecto de los glicolipidos sobre la maduracion inducida por los
antigenos de BCG, las CDs fueron pre-incubadas con 10 ug de los glicolipidos en
cajas de 24 pozos durante 1 h a 37°C con 5% de CO,. Posteriormente se
agregaron 10 ug de antigenos de BCG y las células se incubaron durante 24 h a
37°C con 5% de CO,. Transcurrido el tiempo de incubacion, se midio la expresion
de moléculas de presentacion de antigeno y moléculas co-estimuladoras por

citometria de flujo. La expresion de moléculas se estudio en células CD11c".

7. Efecto de los glicolipidos sobre la maduracién inducida por agonistas de

receptores tipo Toll

En la infeccién por Mtb las CDs pueden madurar gracias a que el bacilo
cuenta con antigenos que pueden ser reconocidos por los receptores tipo Toll;
siendo en la TB TLR-2 y TLR-4 los més importantes en el reconocimiento del
bacilo [141]. Para ello se utilizaron agonistas de estos receptores para inducir la
maduracion de las CDs. Como inductor de TLR-2 se utilizé al acido lipoteicoico de
Staphylococcus aureus (LTA) (Sigma-Aldrich. St. Louis MO. USA). Como inductor
de TLR-4 se utilizo el lipopolisacarido de Escherichia coli B55:05 (LPS) (Sigma-
Aldrich, St Louis, MO, USA). Para evaluar el efecto de los glicolipidos sobre la
maduracién inducida por los agonistas de TLR, las CDs fueron incubadas durante
1 h con el glicolipido, posteriormente a las células se les agregd 1 ug de los
agonistas. Por citometria de flujo se evalud la expresion de moléculas de

presentacion de antigeno y co-estimuladoras en células CD11c".
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8. Andlisis del perfil de citocinas generado en CDs tratadas con los glicolipidos

Para caracterizar la produccion de citocinas en las CDs tratadas con los
glicolipidos, se analizaron los sobrenadantes de las CDs sin tratamiento y las que
fueron incubadas con los glicolipidos, los antigenos de BCG, los agonistas de
TLR y la combinacion de los glicolipidos con los inductores de maduracion.
Debido a que la produccion de citocinas es un fendmeno dinamico que cambia
con el tiempo pasando de un perfil pro-inflamatorio a uno anti-inflamatorio [142],
los sobrenadantes se tomaron a las 6 y 24 horas de incubacion. Las citocinas se
analizaron utilizando kits para TNF-a, IL-12 e IL-10 (Biolegend. San Diego CA,

USA) y la determinacion se hizo segun las instrucciones del fabricante.

9. Andlisis del perfil tolerogénico de las CDs

Para determinar el posible perfil tolerogénico que produce DAT en las CDs se
evaluo la produccion de PD-L1, una molécula expresada por las CDs y que tiene
importancia en la regulacion de la repuesta inmune induciendo apoptosis en los
linfocitos al reconocer el ligando que estos tienen [143]. Para ello se midi6 la
expresion de PD-L1 en las CDs tratadas con los lipidos por citometria de flujo
utilizando un anticuerpo monoclonal anti-PD-L1 (PE/Cy7, Biolegend San Diego
CA, USA). Otra molécula reguladora estudiada fue el CD25 soluble (sCD25) y de
membrana (MCD25). CD25 es la sub-unidad alfa del receptor de IL-2, una citocina
de suma importancia en la proliferacién de los linfocitos efectores o reguladores
[144]. Se ha reportado que el CD25 expresado por las CDs tiene efectos
inmunoreguladores, especialmente la forma soluble ya que esta puede competir
por la IL-2 que se encuentra en el medio [145]. El analisis del mCD25 se hizo por

citometria de flujo utilizando un anticuerpo monoclonal anti-CD25 (PE/Cy7, Tonbo
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biosciences, San Diego CA, USA). En el caso del sCD25, se estudié utilizando el
método de ELISA utilizando como anticuerpo de captura un anticuerpo anti-CD25
(Clona PC61.5, eBiosciences San Diego CA, USA) y a un anticuerpo anti-CD25
marcado con biotina como anticuerpo deteccion (Clona 7D4 eBiosciences San
Diego CA, USA); también se utilizd un estandar de sCD25 (Biolegend. San Diego

CA, USA) para hacer la curva estandar.

10. Andlisis de la activacion del receptor Aril hidrocarburo

El receptor Aril hidrocarburo es un receptor intracelular que se encuentra en el
citosol y que al activarse se trasloca al nucleo dando como consecuencia la
expresion de proteinas de la familia del citocromo P450 y la IDO [146]. Para
determinar la activacion del AhR se analizdé la expresion y traslocacién del
receptor al nacleo por microscopia de fluorescencia. Para ello, las CDs fueron
tratadas con DAT durante 24 h. Posteriormente las CDs se recuperaron y se
fijaron con buffer de fijacibn/permeabilizacion (Biolegend San Diego CA, USA)
durante 20 min en oscuridad. Posteriormente las células se centrifugaron, lavaron
y fueron tratadas con buffer de permeabilizacion (Biolegend San Diego, CA USA).
Las CDs se marcaron con anti-AhR (AlexaFluor 488 eBiosciences. San Diego
CA, USA). Por cytospin, las CDs se montaron en laminillas con el medio de
montaje VectaShield con 4', 6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) (Abcam, Cambridge

UK) Las laminillas se observaron con un microscopio de fluorescencia.

11.Anélisis de la expresion y actividad enzimatica de la Indoleamina 2, 3
dioxigenasa

Uno de los mecanismos de inducciéon de tolerancia en las CDs se encuentra

mediado por la enzima IDO, la cual tiene la funcién de convertir al L-triptéfano en
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L-kinurenina [147] En este trabajo se evalué la expresion y la actividad
enzimética de la IDO, para ello las CDs fueron tratadas con DAT y con los
inductores de maduracién durante 24 h en medio RPMI completo. Para medir la
expresion, las CDs fueron recuperadas y lisadas con buffer RIPA; las proteinas
obtenidas fueron incubadas con un anticuerpo anti-IDO (Clona mIDO-48
Biolegend San Diego CA, USA) durante toda la noche. Para determinar la
actividad enzimatica, a las CDs tratadas se les retir6 el medio RPMI y este fue
remplazado por solucion de Hanks (NaCl 0.137M, KCI 5.4M Glucosalg, Na,PO,
0.025mM, KH,PO4 0.44mM, CaCl, 1.3mM, MgSO4+7H,0 1mM, NaHCO3; 42mM) y
se les agreg6 100 mM de L-triptéfano (Sigma-Aldrich St. Louis MO. USA), el cual
funciona como sustrato de la IDO, y las CDs se incubaron nuevamente a 37°C. A
los 15, 30, 60 y 120 min se recuperaron 50 ul del sobrenadante y estos se
trataron con la misma cantidad de acido tricloroacético y se centrifugaron a 8000
g durante 5 min. El sobrenadante se recuperd y se colocé en una placa de 96
pozos. A 50 uL de las muestras se les agrego la misma proporcion de reactivo de
Ehrlich (2%) en &acido acético glacial. Al tener un cambio de coloracion a amarillo,
la placa se ley6 en un lector de ELISA a una longitud de onda de 450 nm. Para
preparar la curva estandar se utilizé un estandar de L-kinurenina (Sigma-Aldrich

St. Louis MO. USA) a concentraciones de 30, 50, 80 y 100 mM.

12.Inhibicién del quimica del AhR

Se ha descrito que el AhR es un receptor que cuenta con una gran
variedad de ligandos que provocan su activacion. Uno de los mas importantes es
la 2,3,7,8 Tetraclorodibenzo-p-dioxina (TCDD) la cual es utilizada como activador

del AhR. También se han descrito antagonistas que contrarrestan el efecto de la
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TCDD, entre ellos se encuentran la alfa-naftoflavona (a-NF) y la 3,5,7
Trimetoxiflavona (TMF). Para saber si el AhR tiene una participacion en el efecto
tolerogénico que produce DAT, se hicieron experimentos de inhibiciéon de este
receptor con los antagonistas mencionados. Para ello se utilizaron las CDs fueron
tratadas con 50 mM de los inhibidores a-NF y TMF durante 1 hora incubandolas a
37°C. La concentracion indicada es la que estd4 reportada en la literatura.
Posteriormente las CDs fueron sembradas en cajas de 24 pozos de baja
adherencia con medio RPMI en las mismas condiciones de incubacion. Las
células fueron tratadas con DAT (10 ng), paredes de Mycobacterium bovis BCG
(BCG) (20 pg) y LPS (1 nug). El efecto de la inhibicion se evalué por citometria de

flujo midiendo la expresion de CD40, cuya expresion se ve afectada por DAT.

13. Analisis de la proliferacion de linfocitos T

Para evaluar la capacidad de las CDs tratadas con DAT para inducir la
proliferacion de linfocitos T reguladores, se realizé la reaccion mixta de linfocitos
(MLR) utilizando linfocitos obtenidos del bazo de ratones C57BL/6 que expresan
la proteina verde fluorescente como gen reportero de la expresion de FoxP3, el
marcador de linfocitos T reguladores. Los bazos fueron perfundidos en medio
RPMI, y las células fueron tratadas con solucion de lisis para eliminar los
eritrocitos (EDTA 1 mM, KHCO3; 0.01 M, NH,CI 1.7M en H,O, pH=7.3) a
temperatura ambiente con pipeteo constante. Posteriormente las células fueron
contadas y marcadas con el anticuerpo anti-CD4 (PE) para purificar los linfocitos
T; la incubacion se llevo a cabo durante 30 minutos a 4°C en oscuridad. Las
células también fueron marcadas con Dye eFluor 670 (eBiosciences, San Diego
CA, USA) un marcador que permite evaluar la proliferacion de células; el marcaje
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se realiz6 durante 5 min. Las células se recuperaron por medio de un cell sorting
en un citdbmetro FACS Aria (Beckton Dickinson, San Diego CA, USA). Las células
recuperadas fueron aquellas que tuviesen la marca CD4'Dye670". Los linfocitos
purificados fueron incubados en una placa de 96 pozos en proporcion 10:1 con las
CDs, es decir: 2.5x10° linfocitos con 2.5x10* CDs tratadas con los glicolipidos, asi
como con la combinacion de estos con los inductores de maduracion de las CDs
en 200 ul de medio RPMI 10% SFB, también se les agregé 60 unidades
internacionales/mL de IL-2 y se incubaron 3, 5y 7 dias a 37°C con 5% de CO,,
pasado el tiempo de incubacion se recuperaron los linfocitos y se incubaron con
un anticuerpo anti-CD25 para determinar la proliferacion de linfocitos T
cooperadores  (CD4'CD25'FoxP3) y reguladores (CD4'CD25'FoxP3")

respectivamente.

14. Analisis estadistico

Los datos fueron analizados utilizando el programa GraphPad Prism (version
5.01, San Diego, CA, USA). Los valores de significancia fueron calculados

mediante la prueba t Student pareada con un valor de P<0.05.
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V. RESULTADOS

1. Purificacion de DAT y TAT a partir de M. fortuitum

Para la obtencion de los glicolipidos DAT y TAT, se utilizé a M. fortuitum ya
que es una bacteria de rapido crecimiento y baja virulencia. Para obtener los
glicolipidos, la biomasa de M. fortuitum fue deslipidizada con una mezcla de
solventes organicos. A partir de ese extracto, se purific6 DAT y TAT por
cromatografia en columna utilizando una mezcla de solventes orgénicos para eluir
los lipidos. El monitoreo de las eluciones obtenidas se realiz6 por TLC (Fig. 14A).
Las eluciones enriquecidas con los lipidos de interés se identificaron en base a la
reaccion con la antrona que resulta en una mancha de color azul y al valor Rf
obtenido, en este caso de 0.33 y 0.66 para DAT y TAT respectivamente. Las
eluciones fueron tratadas en columnas Sep-pak para hacer la purificacion de los
lipidos DAT y TAT. Se trabaj6é con las eluciones en donde se encuentran las
manchas Unicas de color azul y con el valor Rf correspondiente para cada lipido

(Fig. 14B y C).
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Figura 14. Purificacién de DAT y TAT por cromatografia en columna. La purificaciéon se hizo
en una columna con Fluorisii como fase estacionaria y la mezcla de solventes orgénicos
(cloroformo y metanol) con un aumento gradual en la polaridad donde se encontraron fracciones
enriquecidas con TAT (marco azul) y DAT (marco rojo) (A). Los extractos enriquecidos con DAT
(B) y TAT (C) fueron eluidos en columnas Sep-pak por separado para purificar estos lipidos
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Finalmente, se caracterizO a DAT y a TAT mediante espectroscopia
infrarroja con transformada de Fourier (FTIR). Ambos espectros comparten
bandas caracteristicas de lipidos glicosilados. Las bandas caracteristicas a 3320 y
3350 cm! indican la presencia de un enlace oxigeno-hidrégeno en los grupos
hidroxilo (-OH) en los compuestos azucarados de DAT y TAT, respectivamente.
Las bandas con un v de 2922 cm-1 y 2853cm-1 fueron asignadas a los grupos
alifaticos metileno (-CH2-) y metilo (-CH3) respectivamente. El pico localizado al v
de 1647cm-1 indica la presencia de grupos ester-carboxilo (-CO-O-). Finalmente,
la banda caracteristica de las trehalosas aciladas se encuentra en la region que
va del valor de v 1500 a 500cm-1 (Fig. 15). Finalmente, los lotes obtenidos de
DAT y TAT fueron analizados para descartar la presencia de endotoxinas

mediante la prueba de LAL; el nivel de endotoxinas fue indetectable.
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Figura 15. Caracterizacion de DAT y TAT mediante espectroscopia infrarroja con
transformada de Fourier. El espectro obtenido muestra bandas a una v de 3320 y 3350 cm™,
caracteristicos de grupos hidroxilo (-OH); hay bandas de absorcion a una Vv de 2922 cm™ y
2853cm™ que corresponden a los grupos alifaticos metileno (-CH2-) y metilo (-CH3). La banda con
una v de 1647cm™ indica la presencia de grupos ester-carboxilo (-CO-O-). En la region de con
valores de 7 de 1500 a 500cm™ se obtienen bandas caracteristicas de las acil trehalosas.
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2. Obtencion de antigenos micobacterianos inductores de maduracion de las
CDs a partir de M. bovis BCG

Con el proposito de tener un inductor de maduracion de las CDs que
sirviera de control positivo, se utilizaron paredes de M. bovis BCG obtenidas por
sonicacion de los bacilos. Debido a que la pared de M. bovis BCG posee
glicolipidos que pudieran tener un efecto sobre la maduracion de las CDs, la
biomasa fue deslipidizada de la misma manera que la biomasa de M. fortuitum. Al
hacer el corrimiento del extracto lipidico y revelarlo con antrona se observé la
presencia de diversos glicolipidos (Fig. 16A). Posteriormente, la estructura
antigénica de las paredes se estudi6 por western-blot, con un anticuerpo
policlonal anti-BCG. El analisis de las paredes que no fueron tratadas con las
paredes (carril 1) muestra una menor presencia de antigenos en comparacion de

las paredes tratadas con los solventes (carril 2), por ello se decidi6 trabajar con

estos sonicados en los siguientes experimentos (Fig. 16B).
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Figura 16. Obtencién de antigenos micobacterianos de paredes de M. bovis BCG. Utilizando
solventes organicos, los glicolipidos de la pared de M. bovis BCG fueron removidos. El analisis por
TLC muestra la presencia de glicolipidos (A). Por Western-blot, se observa la presencia de
antigenos micobacterianos en donde se observa una mayor presencia de antigenos en las
paredes deslipidizadas (carril 2) (B).
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Una vez obtenidos los antigenos micobacterianos, se estandarizé la
cantidad a utilizar para inducir la maduracion de las CDs. Como criterio de
eleccion se evalué el indice medio de fluorescencia (IMF) para evaluar la
expresion de CD40 como indicador de maduracion. Adicionalmente se analizo la
capacidad de generar apoptosis y necrosis. Estos indicadores se evaluaron por
citometria de flujo; para hacer el andlisis se hizo una ventana en el dot plot de
tamafo (FSC-H) vs granularidad (SSC-H) para excluir a los restos celulares. De
esta poblacion se hizo el andlisis en la poblacion CD11c” (Fig. 17A) y se hizo el
andlisis de la intensidad de fluorescencia para CD40 (Fig. 17B) y el porcentaje de
apoptosis (Anexina V) (Fig. 17C) y necrosis (7-AAD) (Fig. 17D). Se utiliz6 1 nug de
LPS para comparar la maduracion de las CDs. El resultado obtenido muestra que
una concentracion de 10 ug de paredes indujeron la maduracion de las células al
mismo nivel que el LPS (Fig. 17E); asi mismo los niveles de apoptosis y necrosis
que provocan son los mismos que las células sin tratamiento (Fig. 17F, G). Esta

concentracion fue utilizada en los siguientes experimentos.
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Figura 17. Induccion de maduracién de las CDs con paredes de BCG deslipidizadas. Se
estandariz6 la concentracién de paredes de BCG para inducir la maduracion de las CDs y no
inducir la muerte de las células por citometria de flujo (A-D). Se evalu6 el indice medio de
fluorescencia de CD40, siendo la linea roja el estimulo con 10 pg de antigenos y linea gris las CDs
sin tratamiento (B, E), y los porcentajes de apoptosis y necrosis (F, G). Analisis por t Student no
pareada P<0.05. Los datos son el promedio de tres experimentos independientes expresados
como media £+ SEM.

3. Efecto de DAT, TAT y DMT sobre la maduracién de las CDs

Se evalud el efecto de los glicolipidos purificados y del DMT sobre la
maduracion de las CDs y se comparé con la maduracion inducida por los
antigenos de BCG. Para ello se hizo el analisis por citometria de flujo; la
estrategia de andlisis se realiz6 midiendo la intensidad media de fluorescencia
(IMF) de MHC-I, MHC-II, CD40, CD80 y CD86 en células CD11c+ (Fig. 18A, B), y
se determino el incremento de esta con respecto a las CDs sin tratamiento. Los
resultados obtenidos muestran que los glicolipidos no afectaron significativamente
la expresion de MHC-I y MHC-II (Fig. 18C, E). En el caso de CD40 se observo
que DMT increment0 significativamente su expresion (***P=<0.0001) (Fig. 18E).
Aunque no hubo cambios para CD80 (Fig. 18F), TAT y DMT incrementaron

45



significativamente la expresion de CD86 (*P=0.0134 vy **P=0.0047

respectivamente) (Fig. 18G).

FL2-H- FL2-H+
BSD H11,0 89,0

100

Count

] T ]
1] 200 400 600 800 10K 10 10 102 10 10
FSC-H CD11e-PE

MHCI I

o
1

Fold increase (IMF)
°

w
3

2.0

()

1
-
o

1

-
=]
I

0.5

Fold increase (IMF)

Figura 18. Efecto de los glicolipidos micobacterianos sobre la maduracién de las CDs. Para
medir la expresion de moléculas de presentacion de antigeno y co-estimuladoras, la estrategia de
andlisis utilizada fue a partir de la poblacion “Dendritic cells” en el dot plot FSC-H/SSCH (A); de
esta poblacion se separaron las células CD11c” (B). El andlisis del incremento de la intensidad de
fluorescencia sobre los niveles basales muestra que los tres glicolipidos no afectan la expresion de
MHC-I, MHC-II (C y D); mientras que DMT incrementa la expresién de CD40 y CD86 (E, G). TAT
también tuvo efecto en la expresion de CD86 (F). Analisis por t Student no pareada P<0.05. Los

datos son el promedio de cuatro experimentos independientes expresados como media + SEM.

Posteriormente se estudié el efecto que tienen los glicolipidos sobre la
maduracion inducida por BCG. Se observa que todos los glicolipidos
disminuyeron la expresion de MHC-I, pero TAT la disminuyo de manera
significativa (*P=0.0197) (Fig. 19A). En MHC-II no se observaron efectos (Fig.

19B). Para CD40, DAT y TAT disminuyeron la expresion de esta molécula aunque
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no de manera significativa; sin embargo DMT incrementdé notablemente Ila
expresion de la misma (Fig. 19C). En el caso de CD80 TAT disminuyo
significativamente la expresion de esta molécula (*P=0.0163) y DMT aumenté
considerablemente la expresion de esta (Fig. 19D). Para CD86 s6lo DMT tuvo un
efecto sinérgico con las paredes de BCG incrementando significativamente la
expresion de esta molécula (*P=0.0028) (Fig. 19E). Estos resultados muestran
que tanto DAT y TAT pueden tener un efecto inhibitorio sobre los antigenos
micobacterianos, mientras que DMT puede tener un efecto sinérgico en la
produccion de moléculas co-estimuladoras. Por otra parte, los antigenos
micobacterianos son una mezcla de antigenos que tienen diversos efectos sobre

la respuesta inmune tanto inmunosupresores como inmunogeénicos.
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Figura 19. Efecto de los glicolipidos micobacterianos sobre la maduracidon inducida con
paredes de BCG. Por citometria de flujo se analizé la expresién de moléculas de presentacién de
antigeno y co-estimuladoras en células CD11c". El andlisis del incremento de la intensidad de
fluorescencia sobre el efecto inducido por los antigenos de BCG muestra que TAT disminuye
significativamente la expresion de MHC-I (A), y CD80 (D); mientras que DMT incrementa
notablemente CD40 y CD86 (C, D) y significativamente a CD86 (E). Andlisis por t Student no
pareada P<0.05. Los datos son el promedio de cuatro experimentos independientes expresados
como media + SEM.
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4. Efecto de DMT, DAT y TAT sobre la maduracion inducida por agonistas de
TLR en las CDs

M. tuberculosis cuenta con antigenos que pueden activar a las CDs por
medio de receptores tipo Toll, en particular a TLR-2 y TLR-4. Por citometria de
flujo, se realizaron estudios del efecto de DAT, TAT y DMT sobre la maduracion
de la CDs inducida por LPS que es un activador de TLR-4, evaluando la expresion
de las moléculas de presentacion de antigeno y moléculas co-estimuladoras. En
el caso de DMT, se observa que este glicolipido incrementd de manera discreta la
expresion de MHC-I (Fig. 20A). Sin embargo no tuvo efecto en las otras moléculas

inducidas por LPS.
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Figura 20. Efecto del DMT sobre la maduracion de CDs inducida por LPS. Por citometria de
flujo se analiz6 la expresién de moléculas de presentacién de antigeno y co-estimuladoras en
células CD11c". El andlisis del incremento de la intensidad de fluorescencia sobre el efecto
inducido por LPS en donde se observa que DMT no tienen un efecto sobre la maduracion de las
CDs. Analisis por t Student no pareada P<0.05. Los datos son el promedio de siete experimentos
independientes expresados como media + SEM.

Ademas de evaluar el efecto sobre la maduraciéon de LPS también se

evaluo el efecto de DAT y TAT sobre la maduracion inducida por el LTA que es un
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activador de TLR-2. En cuanto a TAT se observé que solamente disminuyo la

expresion de CD40 inducida por LPS (Fig. 21C).
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Figura 21. Efecto del TAT sobre la maduracion de CDs inducida por agonistas de TLR. Por
citometria de flujo se analiz6 la expresibn de moléculas de presentacién de antigeno y co-
estimuladoras en células CD11c". El andlisis del incremento de la intensidad de fluorescencia
sobre el efecto inducido por LPS en donde se observa que TAT no tiene efecto sobre la
maduracion de las CDs inducida por los agonistas de TLR. Andlisis por t Student no pareada
P<0.05. Los datos son el promedio de cuatro experimentos independientes expresados como

media + SEM.

Finalmente en lo que respecta a DAT se observa que este disminuy6 de
manera significativa la expresion inducida por LPS de moléculas como MHC-,
MHC-II, CD40, CD80 y CD86 (*P=0.0469, *P=0.0349, *P=0.0115, *P=0.0388 vy
*P=0.0142 respectivamente), de manera interesante, no se observd un efecto

inhibitorio con LTA (Fig. 22A, C-E).
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Figura 22. Efecto de DAT sobre la maduracién inducida con agonistas de TLR-2 y TLR-4. Por
citometria de flujo se analiz6 la expresion de moléculas de presentacién de antigeno y co-
estimuladoras en células CD11c". El anélisis del incremento de la intensidad de fluorescencia
sobre el efecto inducido por LPS y LTA en donde se observa que DAT disminuye
significativamente la expresion de las moléculas inducidas por LPS pero no por LTA (A-E). Andlisis
por t Student no pareada P<0.05. Los datos son el promedio de cinco experimentos

independientes expresados como media £ SEM.

5. Efecto de DAT sobre la produccion de citocinas inducidas por BCG

Con los resultados anteriores decidimos concentrarnos en estudiar la
capacidad de DAT en la induccién de un perfil tolerogénico en las CDs. Primero
se analizo la produccion autdcrina de citocinas pro-inflamatorias TNF-a e IL-12, y
de la citocina anti-inflamatoria IL-10 por el método de ELISA en CDs tratadas con
DAT y se compard con la produccion inducida por los antigenos micobacterianos.
Para TNF-a se observd que DAT induce su produccién a las 6 h (**P=0.0025) y a
las 24 hr y no tiene un efecto en la produccion inducida por BCG (Fig. 23A). Con
IL-12, se observd que a las 6 hr DAT disminuy6 significativamente la produccion
inducida por BCG (*P=0.0157) (Fig. 23B). Contrastando con estos resultados, se

observé que a las 6 hr DAT incrementd la produccién de IL-10 y aumenté la
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produccion inducida por BCG (***P=<0.0001 y **P=0.0062, respectivamente) (Fig.
23C). Posteriormente se evalué la produccién de citocinas comparando la
produccion inducida por los agonistas de TLR-2 y TLR-4. Se observé que la
produccion de TNF-a a las 6 y a las 24 horas no se ve afectada por DAT (Fig.
23D). Sin embargo para IL-12, DAT disminuy6 su produccion a las 6 horas, y este
efecto se vuelve estadisticamente significativo a las 24 horas en células tratadas
con LPS (*P=0.0157) (Fig. 23E). En cuanto a IL- 10, se observa que a las 6 horas,
DAT incrementa la produccion de esta citocina inducida por LPS de manera
significativa, a las 6 h y 24 h significativamente (**P=0.0022 y **P=0.0023,
respectivamente); también se observdé un incremento a las 24 h en las CDs
tratadas con LTA (***P=0.0016) (Fig. 23F).
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Figura 23. Efecto de DAT sobre la produccion de citocinas en CDs. Por el método de ELISA
se evalud la produccion de TNF-a, IL-12 e IL-10 comparando la produccién con células tratadas
con antigenos micobacterianos (A-C) y con agonistas de TLR 2 y TLR-4 (D-F). ). Analisis por t
Student no pareada P<0.05. Los datos son el promedio de cinco experimentos independientes

expresados como media + SEM.
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6. Generacién de un perfil tolerogénico en las CDs inducido por DAT

Los resultados obtenidos muestran que DAT interfiere con la maduracion de
las CDs. Una propiedad que tienen las CDs inmaduras es tener una funcion
reguladora de la respuesta inmune por medio de moléculas que llevan a cabo
esta funcion. Por citometria de flujo se evalu6 la expresion de PD-L1 en CDs
tratadas con DAT. Los resultados muestran que DAT no incrementa la expresion
de este molécula y tampoco tiene influencia sobre el estimulo dado por los
inductores de maduracion (Fig. 24A). Por otra parte también se hizo el andlisis de
la expresion de CD25 de membrana (CD25m) por citometria de flujo y la forma
soluble (CD25s) por el método de ELISA en sobrenadantes obtenidos a las 6 y 24
horas. Los resultados obtenidos muestran que con excepcion de LTA, los
inductores de maduracién incrementan la expresion de esta molécula, sin
embargo DAT no tuvo ningun efecto en la expresion de la misma (Fig. 24B). Por
otra parte, la produccion de CD25s es la misma en todas las condiciones a las 6
horas, sin embargo, a las 24 horas incrementa en las células tratadas con los
inductores de maduracion, adicionalmente DAT disminuyé la produccion de

CD25s inducida por LPS (Fig. 24C).
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Figura 24. Efecto de DAT sobre la expresion de moléculas inmunoreguladoras. Por
citometria de flujo se analiz6 la expresién de PDL-1 (A) y CD25 de membrana (B); por el método
se ELISA se evalué la produccién de CD25s (C). En los tres casos no se observa un efecto de
DAT en la expresion de estas moléculas. Andlisis por t Student no pareada P<0.05. Los datos son

el promedio de cinco experimentos independientes expresados como media + SEM.
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7. Efecto de DAT en la activacion del AhR

Para saber si el eje AhR/IDO participa en la generacion de un perfil
tolerogénico en las CDs, se analiz6 la expresion y traslocacion del AhR en CDs
tratadas con DAT. Para ello se analizd la localizacién de AhR en las CDs por
microscopia de fluorescencia. Los resultados obtenidos muestran que las células
sin tratamiento expresan la marca de AhR tanto en el citoplasma como en el
nacleo (Fig. 25A). Al tratar las CDs con los antigenos de BCG se observa que
varias células muestran colocalizacion de AhR en el nucleo sin embargo, también
se observan células que no expresan el receptor (Fig. 25B). Al tratar las CDs con
LPS se observa que la mayoria de las células no expresan el receptor (Fig. 25C).
Finalmente, las CDs tratadas con DAT muestran que la marca de AhR en el
citoplasma se mantiene pero la colocalizacion en el nacleo es menor comparada

con las CDs sin tratamiento (Fig. 25D).

Sin tratamiento BCG

LPS DAT

Figura 25. Efecto de DAT sobre la expresion del receptor AhR por microscopia de
fluorescencia. Las CDs fueron permeabilizadas y marcadas con un anticuerpo anti-AhR marcado
con FITC. Aumento 20x.

53



8. Efecto de DAT sobre la expresion y actividad enzimatica de la IDO

Otra molécula de interés en el estudio del perfil tolerogénico de las CDs
generado por DAT es la enzima IDO; para ello se estudié su expresion y su
actividad enzimética en las CDs. La expresion de la enzima se analiz6 mediante
Western-blot. Los resultados muestran que IDO no se expresa a niveles basales,
sin embargo al ser tratadas con DAT, los inductores de maduracion y la
combinacion de estos con el glicolipido, se induce la expresion de esta enzima
(Fig. 26A). Por otra parte, también se estudio la actividad enzimética de la IDO
por medio de un método colorimétrico en donde se observa la produccion de L-
kinurenina utilizando una solucion de reactivo de Ehrlich en acido acético glacial.
La produccion se compard con una curva estandar de L-kinurenina (Fig. 26B). Los
resultados muestran que los inductores de maduracion incrementaron la actividad
de IDO, mientras que LPS la disminuye; también, DAT aument6 de manera
significativa la produccién de L-kinurenina (***P=<0.001). De la misma forma
también incremento la actividad de IDO en CDs tratadas con LPS (***P=<0.0001)

y LTA (**P=0.0015), pero no con BCG (Fig. 26C).
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Figura 26. Efecto de DAT sobre la expresion y actividad enzimatica de IDO. Se analizé la
expresion de IDO por Western-blot utilizando un anticuerpo anti-IDO (A). Para determinar la
actividad enzimética de IDO se estandariz6é el método colorimétrico basado en la deteccion de L-
kinurenina utilizando reactivo de Ehrlich en acido acético glacial. Para cada determinacion se
compard con una curva estandar de L-kinurenina (B). Grafica de actividad enzimatica de la IDO.
Andlisis por t Student no pareada P<0.05. Los datos son el promedio de siete experimentos

independientes expresados como media + SEM.

9. Efecto de la inhibicién quimica de AhR sobre DAT

Otra forma de demostrar la participacion del eje IDO/AhR en la generacién de
tolerancia ejercido por DAT es por medio de la inhibicion del AhR. Para ello se
utilizé un inhibidor quimico 6,2’,4" Trimetoxiflavona (TMF) y se analiz6 el efecto
gue tiene DAT sobre la IMF de CD40. Los resultados obtenidos muestran que al
comparar las CDs que fueron pre-tratadas con el inhibidor se observa que el
efecto de DAT se inhibe en las CDs tratadas con DAT/LPS (Fig. 27B).
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Figura 27. Efecto de la inhibicion quimica del AhR sobre el efecto de DAT en las CDs. Por
citometria de flujo se analizé la expresion de CD40 en células CD11c". Se compard el efecto entre
células sin inhibidor (A) y tratadas con TMF (B). Andlisis por t Student no pareada P<0.05. Los
datos son el promedio de cuatro experimentos independientes expresados como media + SEM.
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10.Efecto de DAT sobre la proliferacion de linfocitos T

Una caracteristica importante que tienen las CDs tolerogénicas es su
capacidad de inducir la proliferacion de linfocitos T reguladores. Para estudiar la
capacidad de las CDs para inducir la proliferacion de linfocitos T efectores o
reguladores, se realiz6 una MLR; en este experimento se utilizaron CDs obtenidas
de ratones C57BL/6 con la capacidad de expresar la proteina verde fluorescente
junto con el factor de transcripcion FoxP3 (marcador de linfocitos T reguladores).
Los linfocitos marcados con un anticuerpo monoclonal anti-CD4 fueron purificados
por cell sorting obteniendo las poblaciones CD4*FoxP3" y CD4'FoxP3"; con el
propdsito de evaluar la proliferacién de los linfocitos, estos fueron marcados con
eDye Fluor 670. Los linfocitos fueron incubados con las CDs a una proporcion
1:10 y la reaccion se llevo a cabo durante 3 dias. Transcurrido ese tiempo se
recuperaron los linfocitos y fueron marcados con CD25 para hacer el analisis. La
estrategia de andlisis se llevo a cabo analizando la poblaciéon CD4"; a partir de
esta se determind el dot plot de la poblacion CD4'CD25'FoxP3* y CD4'CD25
FoxP3", y en estas se hizo el analisis de la dilucion del eDye 670. La proliferacion
se determindé mediante el porcentaje de division celular (Fig. 28A). Los resultados
obtenidos muestran que DAT incrementa el porcentaje de divisién de la poblacion
CD4"CD25"FoxP3" sobre los niveles basales (*P=0.0424); también se observa un
incremento notorio al comparar las CDs tratadas con DAT/BCG y un incremento
significativo con CDs tratadas con DAT/LPS (*P=0.0463) (Fig. 28B).
Adicionalmente se hizo el andlisis de la produccion de IFN-y e IL-10, los
resultados obtenidos muestran que la producciéon de IFN-y incrementan de
manera significativa en CDs tratadas con DAT/LPS en comparacion con las

células tratadas con LPS (*P=0.0476) (Fig. 28C); finalmente, el analisis de
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produccion de IL-10 muestra un incremento generalizado en la produccion de esta
citocina en todos los tratamientos, siendo el mas notorio en el cultivo con CDs

tratadas con DAT/LPS (*P=0.0285) y con DAT/LTA (*P=0.0250) (Fig. 28D).
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Figura 28. Efecto de DAT sobre la proliferacion de linfocitos T. Analisis del porcentaje de
proliferacion de linfocitos por el método de dilucién del eDye Fluor 670 (A) en poblaciones
CD4+CD25+FoxP3- (B) y CD4+CD25+FoxP3+ (C). Los resultados son expresados como
porcentaje de division de 4 experimentos independientes. Produccién de IFN-[1 (C) e IL-10 (D)
en cultivos de linfocitos con células dendriticas determinado por el método de ELISA. Los
datos son el promedio de 5 experimentos independientes.
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VI.  DISCUSION

M. tuberculosis es un bacilo que ha logrado coevolucionar con el ser humano a
tal punto de desarrollar factores de virulencia que le permiten evadir la respuesta
inmune innata, la cual es responsable de controlar la infeccion [148]. Entre estos
factores se encuentran los lipidos que se encuentran en su pared celular los
cuales pueden manipular la respuesta inmune del individuo [139]. Se ha descrito
que los lipidos de Mtb pueden modular la funcion de las CDs cuando hay
interacciéon por medio de receptores como DC-SIGN [125]; la interaccion con
lipidos como las LAMs inducen la produccion de IL-10 [125] y disminuyen la
produccion de IL-12 [149]; las ManLAMs también regulan la produccion de TNF e
IL-12 [150]. Estos factores que se encuentran en la superficie del bacilo sirven
para regular la funcion de las CDs en la respuesta inmune en contra del bacilo y
es una estrategia importante para su supervivencia.

En este proyecto nos interesé evaluar el efecto de los glicolipidos
micobacterianos localizados en la membrana externa de la cubierta del bacilo:
DMT, TAT y DAT, cuya actividad inmunoreguladora ya ha sido descrita en células
de la respuesta inmune innata como son los macrofagos [129, 136]; al igual que
estas células, las CDs se encargan de reconocer al bacilo y tienen la funcion ser
un puente entre la respuesta inmune innata y adaptativa en contra del bacilo [71];
para ello estas células deben madurar a un perfil inmunogénico, cuya induccion
se puede ver alterada por los glicolipidos [125]. Como trabajo previo, durante la
maestria se sentd un antecedente sobre el efecto de DAT en las CDs observando
la inhibicion de la maduracion de estas células y se proponia que estas podian
desarrollar un perfil tolerogénico [140], el cual sirve a Mtb para evadir a la

respuesta inmune [151].
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Estos glicolipidos también se encuentran presentes en la cubierta de M. bovis
BCG [139]; el hecho de que estos se encuentren presentes en la cepa vacunal
pueden ser una razén importante para que la efectividad de la vacuna sea baja
[14]. Recientemente se ha planteado como estrategia para la generacién de una
vacuna efectiva, la eliminacion de los glicolipidos libres de la cepa vacunal [152].

El primer paso fue comparar el efecto que tienen estos glicolipidos con CDs
cuya maduracion es inducida con antigenos proteicos de M. bovis BCG la cual es
utilizada como cepa vacunal [6]. Tomando en cuenta lo anterior, utilizamos
sonicados de BCG que previamente fueron deslipidizados con solventes
organicos, y al analizarlos por western-blot utilizando un anticuerpo monoclonal
anti-BCG en estos sonicados se puso de manifiesto la presencia de diversas
proteinas que, por su peso molecular, sugiere la presencia de proteinas como
PstS-1 [153], APA [154] o LpgH [155] por mencionar algunas, las cuales también
tienen efectos sobre el funcionamiento del sistema inmune. Estos sonicados
lograron inducir la maduracion de las CDs y sirvieron como punto de referencia
para estudiar el efecto de los glicolipidos.

Uno de los glicolipidos mas estudiados es el DMT también conocido como
factor cuerda; por una parte se ha dado énfasis al efecto toxico que produce al ser
administrado en ratones debido a la respuesta pro-inflamatoria que produce [156],
ademas de su capacidad de inducir la produccién de citocinas pro-inflamatorias
como TNF-a, IL-8 e IL-1B [127]; al ser el glicolipido que se libera con mas
abundancia, se ha descrito que tiene un papel importante en la tuberculosis
secundaria y que este es responsable de la necrosis caseosa y la generacion de
cavidades en el pulmén [157]. En este trabajo, al comparar el efecto que tiene

sobre la maduracion de las CDs se observé que el DMT induce de manera
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significativa la expresion de CD40 y CD86, también indujo la expresion de estas
moléculas al comparar con la expresion inducida por BCG. Este glicolipido es
reconocido por el receptor Mincle, cuya interaccién induce una respuesta del tipo
Th1 [158] lo cual va relacionado con la induccion de CDA40; esto le permite a las
CDs producir citocinas pro-inflamatorias, entre ellas TNF-a la cual es necesaria
para establecer la formacion del granuloma [41, 129]; si bien se ha establecido
que esta estructura es importante para contener la infeccion en un sitio, también
se ha descrito que este sirve como un nicho en donde el bacilo puede mantenerse
latente [159].

TAT y a DAT son glicolipidos libres cuyos efectos inmunoreguladores han
sido descrito anteriormente en trabajos previos del laboratorio en donde se ha
demostrado que puede alterar la proliferacion de los linfocitos T [135] y que inhibe
la produccion de iINOS en los macrofagos [136]. En primera instancia, se observa
gue los glicolipidos no tienen un efecto sobre la maduracion de las CDs al analizar
la expresion de moléculas de presentacion de antigeno y de co-estimulacién; sin
embargo, al hacer el reto con los antigenos micobacterianos se observa una
disminucién en la expresion de MHC-lI, CD40 y CD80. La alteracién de los
procesos de maduracibn es importante para varios microorganismos
intracelulares para evadir la respuesta inmune [120]. Ademas de Mtb, otros
microorganismos utilizan una estrategia similar en las CDs como Helicobacter
pylori [160] o Bordetella pertussis [161] las cuales generan un estado inmaduro en
las CDs. Es importante sefalar que las CDs que se encuentran inmaduras
también tienen la capacidad de ejercer un efecto tolerogénico [91].

Dado que los antigenos micobacterianos son una mezcla compleja de

proteinas que pueden ser reconocidas por diversos receptores en las CDs [162],
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decidimos evaluar el efecto de los glicolipidos sobre los TLRs, cuya activacion es
importante en la generacion de CDs maduras [80] siendo TLR-2 y TLR-4 los
receptores de maduracion mas importantes en el reconocimiento del bacilo [141].
Se observé que DAT redujo significativamente la expresion de las moléculas de
presentacion de antigeno y co-estimuladoras en las CDs estimuladas por LPS
pero no asi con LTA sugiriendo que este lipido tiene efectos sobre la via de TLR-
4. Aunque en la via de sefializacion de TLR-2 y TLR-4 se comparte la activacion
de moléculas como NF-kB o MAPK [163], la activacién entre estos receptores
resulta en diferencias en la produccién de citocinas, particularmente la produccion
de IL-12 aumenta mas al activar TLR-4 [164]. En este contexto, DAT contribuye a
regular la respuesta inmune disminuyendo la produccion de IL-12 para favorecer
la produccion de IL-10, una citocina importante en la regulacion de la respuesta
inmune [165] sirviendo como un primer paso en la generacion de CDs
tolerogénicas.

Después de establecer que DAT altera la maduracion de las CDs,
pensamos que este glicolipido podria estar generando un perfil tolerogénico en
estas células. Existen enfermedades virales que utilizan este mecanismo para
modular la funcién de las CDs [166]; también la generacion de tolerancia es un
mecanismo utilizado por las células cancerigenas para evitar su eliminacion [167].
Como parte de la generacion de un perfil tolerogénico, el eje AhR/IDO juega un
papel importante que culmina en la produccion de linfocitos T reguladores [113].
Por microscopia de fluorescencia se visualizo la expresion del receptor AhR, el
cual se encuentra en el citoplasma y que al activarse se trasloca al nucleo [168].
Las CDs sin tratamiento mostraban una colocalizacion de la marca fluorescente

del AhR junto con la del nucleo, mientras que con los inductores de maduracion el
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namero de células que mostraban la marca de AhR en el citoplasma disminuye.
Esto se puede deber a que las mismas células que se encuentran en estado
estacionario también tienen un alto potencial tolerogénico [119]. Finalmente en lo
que respecta a DAT, se observa que hay marca de AhR en el citoplasma pero no
hay tanta colocalizacién de la marca en el nucleo.

Para complementar este estudio, se analizd6 la expresion y actividad
enziméatica de la IDO, teniendo como resultado que todos los tratamientos inducen
la expresion de esta enzima, por otra parte al analizar la actividad enzimatica se
observa que DAT induce de manera significativa la produccion de L-kinurenina
sobre los niveles basales y con los inductores de TLR. Esta molécula es muy
importante ya que es un receptor de AhR que promueve la diferenciacion de los
linfocitos Tregs [110].

Finalmente otra caracteristica importante de las CDs tolerogénicas es su
capacidad de inducir la diferenciacion y proliferacién de linfocitos Treg, los cuales
son importantes en la tolerancia periférica [91]. Los resultados obtenidos
muestran que DAT es capaz de inducir la proliferacion de estos linfocitos, también
se observa este efecto al utilizar CDs que fueron tratadas con DAT/LPS. En el
MLR también se observé una elevada produccién de IL-10 con CDs tratadas con
DAT, DAT/LPS y DAT/LTA. La obtencién de células reguladoras con CDs tratadas
con DAT se puede deber a la combinacion de factores como la produccion de IL-
10 [163] y de moléculas reguladoras como la L-kinurenina [110]. Estos linfocitos
tienen un papel importante en la regulacion de la respuesta inmune contra el
bacilo ademas de que el nimero de estas células se encuentra elevado en
pacientes con la enfermedad [169]. Aunque no hay estudios especificos sobre la

generacion de linfocitos T reguladores por los glicolipidos, se ha propuesto que
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estos al producir un ambiente anti-inflamatorio, pueden participar de manera
indirecta en la generacion de linfocitos reguladores [170] y se ha demostrado que
lisados de Mtb que contienen glicolipidos pueden inducir la proliferacion de Tregs
[171].

Estas observaciones demuestran que DAT, un glicolipido localizado en la
cubierta celular de Mtb, se comporta como un factor de virulencia que modula la
funcién inmunogénica de las CDs al inhibir su maduracion, inducir la produccion
de IL-10 promoviendo la generacion de un perfil tolerogénico con la produccion de
factores como la L-kinurenina y la promoviendo la proliferacion de linfocitos T
reguladores. La importancia de conocer el efecto que ejercen estos glicolipidos de
la superficie como los estudiados en este proyecto radica en que estas moléculas
tengan una participacion importante en el establecimiento de la latencia del bacilo,
en este caso al generar un estado de tolerancia hacia este. También es
importante ahondar en el efecto de los glicolipidos de localizados en la superficie
ya que estos también se encuentran presentes en la cubierta de M. bovis BCG y
este puede ser un elemento adicional a la variabilidad que tiene la vacuna para
dar proteccion, en este contexto, es importante conocer la interaccion que existe
con estos lipidos para asi disefiar una vacuna con cepas que no contengan este

tipo de glicolipidos.
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VIl.  CONCLUSIONES
-DMT puede inducir la expresion de moléculas de co-estimulacion en las CDs
como CD40 y CD86 lo cual puede contribuir a la produccion de TNF-a, una
citocina que es inducida por este glicolipido.
-TAT no tiene efecto sobre la maduracion de las CDs.
-DAT es un glicolipido inductor de tolerancia debido a que:
Altera la maduracion de las CDs.
Induce la produccion de la citocina inmunosupresora IL-10.
Induce la expresién de IDO y la produccién de L-kinurenina.

Induce la proliferacion de linfocitos T reguladores.

Vill. PERSPECTIVAS
-Definir la participacion del eje AhR/IDO como mecanismo de tolerancia
provocado por DAT.
-Estudiar el posible efecto tolerogénico de los extractos lipidicos de cepas

vacunales en MOs y CDs.
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