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RESUMEN

M. tuberculosis es una bacteria patogena catalogada como el agente etiolégico de
la tuberculosis, una enfermedad que inicia por el depdsito de la micobacteria en las
superficies alveolares pulmonares donde es reconocida principalmente por
macrofagos y células dendriticas, los cuales participan en la destruccion de M.
tuberculosis mediante fagocitosis, o bien, en el aislamiento de la bacteria en
granulomas. Sin embargo, la micobacteria ha desarrollado mecanismos para
promover su supervivencia que evaden las respuestas inmunes del huésped,
estableciendo un ambiente antiinflamatorio a través de promover la expresién de
citocinas antiinflamatorias como IL-10 y TGFpB. Previamente se demostré que la
expresion del factor transcripcional KIf10 permite la supervivencia de M. tuberculosis
en el macréfago al inhibir la produccion de IFNy y no inducir la macropinocitosis. A
su vez, se conoce que KIf10 es un gen de respuesta temprana inducible por TGFf3
en osteoblastos fetales humanos. En el presente trabajo buscamos dilucidar si a
través de TGF[3, M. tuberculosis induce la expresion del factor transcripcional KIf10
en macréfagos murinos para impedir una respuesta inflamatoria y promover su
sobrevivencia.

Utilizando macrofagos derivados de médula ésea de ratones infectados con la cepa
H37Ra de M. tuberculosis o estimulados con TGFB1 recombinante, y mediante
técnicas como PCR cuantitativay ELISA, identificamos que: i) tanto la infeccion con
M. tuberculosis como la estimulacion con TGFB1 recombinante promueven la
expresion del gen KIf10 en macrofagos a tiempos tempranos, ii) la expresion de
KIf10 inducida por la micobacteria no involucra a TGFf, ya que la infeccidén de los
macrofagos con M. tuberculosis a los tiempos en los que KIf10 se expresa, no se
induce la expresion del mRNA de Tgff ni incrementa los niveles proteicos de TGF[3.
Asi, en conjunto nuestros datos indican que la expresién de KIf10 en macréfagos
infectados por M. tuberculosis es mediada a través de un mecanismo independiente
TGFB.



INTRODUCCION

Tuberculosis

La tuberculosis es una de las enfermedades mas antiguas y mortales de la
humanidad, que actualmente representa un importante reto sanitario, social y
econdmico a nivel mundial, principalmente en los paises de ingresos bajos. Esta
enfermedad figura dentro de los principales padecimientos que derivan en
fallecimientos en todo el mundo, antes de la pandemia por coronavirus (COVID-19)
era la principal enfermedad mortal causada por un solo agente etiolégico, es decir,
un microorganismo viable capaz de producir una enfermedad.

La probabilidad de desarrollar tuberculosis activa es mucho mayor entre las
personas que padecen VIH, desnutricién, diabetes, tabaquismo, alcoholismo,
cancer y sistema inmune deprimido (OMS, 2022). De acuerdo con la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) (2022), durante 2021, a nivel mundial, se estima que
10.6 millones de personas enfermaron de tuberculosis y 1.3 millones de personas
murieron a causa de esta enfermedad. Geograficamente, en 2021, la mayoria de
los casos de tuberculosis se produjeron en las regiones de la OMS de Asia
Sudoriental (43 %), Africa (25 %) y el Pacifico Occidental (18 %), con porcentajes
menores en el Mediterraneo Oriental (8,3 %), el América (3,0%) y Europa (2,3%)
(Figura 1).
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Figura 1. Incidencia de tuberculosis en 2021 por cada 100 000 habitantes. Se observa un mayor
numero de casos en paises del continente africano y del continente asiatico y un menor nimero de

casos en paises del continente europeo. Tomada de OMS (2022).

Esta enfermedad tiene diversas manifestaciones que afectan distintas areas del
cuerpo como los huesos, el sistema nervioso central, riidn y muchos otros 6rganos;
sin embargo, es una enfermedad principalmente pulmonar que inicia por el depdsito
de M. tuberculosis en las superficies alveolares. A partir de este punto, la progresion
de la enfermedad esta determinada por la respuesta del sistema inmunolégico del
huésped (Smith, 2003); de esta forma, la infeccion por M. tuberculosis sera
asintomatica siempre y cuando el sistema inmune logre eliminar o contener a la
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bacteria en granulomas. Por el contrario, si el sistema inmune no logra detener la
infeccion, la bacteria se disemina a otros 6rganos provocando sintomas en el
paciente como tos persistente, pérdida de peso, fiebre, fatiga o debilidad,
inflamacion de los ganglios linfaticos, etcétera. (Suarez et al., 2019).

Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis)

Es una bacteria Gram positiva, aerobia estricta, de crecimiento lento, intracelular
facultativa y prototrofa (Koch & Mizrahi, 2018). Su genoma es un cromosoma
circular unico y, a diferencia de la mayoria de las bacterias, M. tuberculosis no lleva
a cabo una transferencia genética lateral, no presenta plasmidos y no realiza
reordenamientos del genoma sino una expansion clonal, por lo tanto, presenta una
baja diversidad genética. Sin embargo, es importante mencionar que la tasa de
evolucion del genoma de esta bacteria esta relacionada con la aparicion continua
de mutaciones y rearreglos cromosomicos (Galagan, 2014; Madigan et al., 2015).

Una de las principales caracteristicas de esta bacteria es su envoltura celular, la
cual esta conformada principalmente por azucares complejos y lipidos organizados
en cuatro capas principales (Figura 2): (i) la membrana plasmatica 0 membrana
interna, (ii) el complejo peptidoglicano-arabinogalactano, (iii) la membrana externa
que esta unida covalentemente al complejo peptidoglicano-arabinogalactano a
través de acidos micdlicos, y (iv) la capsula, cuyos componentes median en las
interacciones con las células fagociticas (Kalscheuer et al., 2019). En conjunto, la
envoltura celular le confiere una naturaleza hidréfoba a la superficie celular, por lo
cual la bacteria presenta resistencia a la resequedad, tiene una facil unién celular
al hospedero y su supervivencia se ve favorecida (Koch & Mizrahi, 2018).

M. tuberculosis es un patdégeno intracelular que infecta principalmente los pulmones
del hospedero, en este sitio la bacteria es reconocida por células del sistema inmune
que participan en la fagocitosis e internalizacion de la bacteria en una estructura
conocida como fagosoma que, al fusionarse con los lisosomas, forma un complejo
llamado fagolisosoma vy tiene por objetivo degradar a la bacteria (Rohde et al.,
2007). Sin embargo, M. tuberculosis ha desarrollado mecanismos a través de los
cuales evade las respuestas inmunes innatas y adaptativas del huésped que le
permiten permanecer viable y establecer una infeccion exitosa y persistente.
Capsule

e o k. o ! i C/meoc acids
N SO .

B
< —AG+PG
( <—cm
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Figura 2. M. tuberculosis y las capas de su envoltura celular. A. Micrografia electrénica de M.
tuberculosis. B. Modelo de las cuatro capas principales de la envoltura de M. tuberculosis: i) la
membrana celular (CM); ii) el complejo arabinogalactano (AG) - peptidoglicano (PG); iii) la
micomembrana, que es una membrana externa asimétrica formada de acidos micdlicos; y iv) la
capsula. Tomada de Kalscheuer et al., (2019).

M. tuberculosis invade a los macréfagos del hospedero y es capaz de

sobrevivir dentro de ellos eludiendo la respuesta inmune
Cuando el hospedero inhala aerosoles contaminados con la bacteria, estos
alcanzan la zona alveolar del pulmon. En este sitio la bacteria interacciona con
macréfagos alveolares mediante distintos receptores de reconocimiento de
patrones (PRR), por ejemplo, receptores scavenger (SR), sensores de DNA
citosdlico, receptores de lectina tipo C (CLR), receptores Fc (FcR) y receptores tipo
Toll (TLR), receptores de manosa, receptores de proteina surfactante A, CD14,
CDA43, receptores de inmunoglobulina y receptores del complemento (Songane et
al., 2012; Nasiruddin et al., 2017; Queval et al., 2017; Torres-Huerta, 2017). Algunos
de los ligandos microbianos que reconocen estos receptores son proteinas,
glicoconjugados vy lipidos complejos, como lipopolisacaridos, acidos lipoteicoicos y
lipidos micobacterianos (Wilson et al., 2015). Es importante resaltar que ninguno de
los receptores es imprescindible para que se lleve a cabo la unidn e internalizacion
de la bacteria. Este proceso, por lo tanto, involucra mas de un receptor y, segun
Brennan & Nikaido (1995), el hecho de que haya multiples receptores para
internalizar M. tuberculosis se relaciona con la compleja estructura de la superficie
celular de la bacteria.

Una vez que la micobacteria ha sido reconocida por los receptores de los
macroéfagos, da inicio la fagocitosis, que se define como la captacion celular de
particulas (>0,5 ym) dentro de una envoltura de membrana plasmatica (Gordon et
al., 2016). A continuacion, se describen los puntos clave del proceso de fagocitosis
(Figura 3):

- Como primer paso, lleva a cabo la formacion de la copa fagocitica. Para ello
se necesita de la polimerizacion de actina en el sitio de ingestion; este
proceso es regulado por las GTPasas Rho, las cuales actuan en respuesta a
estimulos extracelulares, por ejemplo, ligandos de la micobacteria. En este
punto también ocurre un estallido de superoxido, el cual es generado por el
complejo NADPH ensamblado en la copa fagocitica.

- Posteriormente, la copa fagocitica se cierra y forma un fagosoma, el cual
tiene asociadas V ATPasas que bombean protones al compartimiento interior
de la estructura y acidificando el medio.

- Luego, los fagosomas experimentan eventos de fusidn transitoria con
multiples organulos intracelulares, incluida la maquinaria endosomal de
reciclaje, el aparato secretor sintético que incluye el reticulo endoplasmico,
los lisosomas secretores y los cuerpos multivesiculares.

- Finalmente, el fagosoma se fusiona con cuerpos lisosomales densos
preexistentes lo que da lugar a un fagolisosoma. El interior de esta estructura
se caracteriza por ser un ambiente acido y oxidante, que puede degradar su
contenido usando una variedad de enzimas hidroliticas.
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Figura 3. Fagocitosis. La internalizacion de particulas exdgenas (por ejemplo, M. tuberculosis) es un
proceso dinamico de invaginacion, gemacion y fusion de la membrana plasmatica con membranas
vesiculares intracelulares que resulta en la formacion del fagosoma. Asi mismo, ocurre una
acidificacion progresiva, que culmina en la fusion y digestion fagolisosomal. Tomada de Gordon et
al. (2016).

Sin embargo, algunos bacilos pueden sobrevivir en este ambiente, de esta forma
pueden permanecer en el pulmén o diseminarse a otros 6rganos del cuerpo
(Kaufmann, 2001; Russell, 2001; Pieters, 2008).

Pieters (2008) sefiala que el reconocimiento de lipidos y glicolipidos de la superficie
celular de la bacteria activan vias de senalizacion que aumentan las probabilidades
de supervivencia de M. tuberculosis una vez dentro del macrofago. Por esta razon,
la pérdida de componentes de la pared celular de las micobacterias se correlaciona
con una virulencia reducida. En especifico, el lipoarabinomanano y la fosfatasa
acida de tipo eucariota (SapM) son componentes de la pared celular de M.
tuberculosis que interfieren con la fusion fagosoma-lisosoma. Esto lo hacen,
evitando la acumulacion de fosfatidilinositol 3-fosfato, el cual es un componente
esencial para la generacién de fagolisosomas (Saleh y Belisle, 2000; Vergne et al.,
2005).

Otro mecanismo para eludir la respuesta inmune innata es llevado a cabo por la
proteina cinasa G (PknG), la cual es secretada por M. tuberculosis cuando se
encuentra en los fagosomas. Esta proteina se une al complejo de Golgi de los
macroéfagos e inhibe el reclutamiento de factores clave en la fusion del fagosoma
con los lisosomas, por ejemplo, la fosfoinositol 3 cinasa, el autoantigeno 1 del
endosoma temprano y la proteina 2 de membrana asociada al lisosoma (Walburger
et al., 2004; Pradhan et al., 2018). Dado lo anterior, se ha demostrado que las
micobacterias deficientes en PknG no pueden resistir la transferencia lisosomal y se
degradan rapidamente. Ademas, el bloqueo de PknG permite a los macrofagos
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redirigir a las micobacterias a los lisosomas, induciendo asi su destruccion (Pieters,
2008; Walburger et al., 2004) (Figura 4).

pathogenic mycobacteria

v

macrophage
cytosol
phagosume
PknG
lysosome %
Survival

Figura 4. Modelo de la actividad de PknG para promover la supervivencia de M. tuberculosis. La
micobacteria es fagocitada por los macrofagos, la proteina PknG se secreta en el citosol y evita la
fusion del fagosoma micobacteriano con los lisosomas, lo que da como resultado la supervivencia
de M. tuberculosis. Tomada de Sherr (2008), basada en Walburger et al., (2004).

M. tuberculosis también puede hacer uso de moléculas del hospedero para
promover su supervivencia, este es el caso de coronina 1 (también conocida como
P57 o TACO, por sus siglas en inglés, tryptophane aspartate-containing coat
protein). De acuerdo con Gatfield y colegas (2005), una vez ocurrida la fagocitosis,
la coronina 1 se acopla en la superficie citosolica del fagosoma e induce flujos de
calcio. Estos flujos de calcio activan la fosfatasa calcineurina dependiente de Ca?*,
la cual actua en la desfosforilacion de proteinas involucradas en la fagocitosis. Asi,
se bloquea la formacion del fagolisosoma (Figura 5) (Deghmane et al. 2007;
Jayachandran et al., 2007; Pieters, 2008).
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Figura 5. Modelo de la actividad de la coronina 1 en macréfagos infectados con M. tuberculosis. Tras
la entrada de las micobacterias en los fagosomas de los macréfagos mediada por receptores de
macréfagos, coronina 1 es reclutada por el fagosoma donde estan contenidas las micobacterias, la
retencion de coronina 1 conduce a la activacion de la fosfatasa calcineurina dependiente de Ca?*,
que es responsable de bloquear la fusién fagosoma-lisosoma, lo que permite la supervivencia de M.
tuberculosis (Tomada de Pieters, 2008).

Dado que la actividad antimicobacteriana de los macrofagos también esta modulada
por citocinas inflamatorias, como interferon gamma (IFNy, por sus siglas en inglés)
y TNF (factor de necrosis tumoral, por sus siglas en inglés), y otras senales
exogenas, como la vitamina D (Yuk et al. 2009; Upadhyay et al., 2018), M.
tuberculosis ha desarrollado mecanismos a través de los cuales puede evadir la
respuesta inmune adaptativa.

Por ejemplo, la activacién prolongada del receptor tipo Toll 2 por la bacteria puede
regular negativamente la expresidon de algunas moléculas del MHC-II que
normalmente serian inducidas por la sefializacion de IFNy en macrofagos (Harding
y Boom 2010). Asi mismo, los macréfagos reducen la expresion del MHC-II cuando
son infectados por M. tuberculosis; de esta forma se disminuye su capacidad de
presentar antigeno y, consecuentemente, existe una menor activaciéon de linfocitos
(Fulton et al., 2004).

M. tuberculosis también es capaz de promover la produccion de citocinas con
actividad inmunosupresora, por ejemplo, el factor de crecimiento transformante 3
(TGFB, por sus siglas en inglés) impide la proliferacion de los linfocitos T y B,
disminuye la produccion de IFNy y participa en la desactivacion del macréfago
(Olobo et al., 2001). Por otra parte, los componentes de la pared celular de M.
tuberculosis estimulan la produccion de IL10, que inhibe la sintesis de TNF e
IFNy por parte de linfocitos T, monocitos y macréfagos (O’Leary et al., 2011).

Villasefior y colaboradores (2019) dilucidaron algunos factores clave en la
regulacion de la expresion de IL10. Partieron del hecho de que la produccion de
IL10 en respuesta a la infeccion por M. tuberculosis depende de la activacion de
SYK (Zhang et al. 2009). Syk a su vez regula positivamente la actividad
transcripcional de STAT3 en macréfagos. Los autores indican que la actividad de la
isoforma PKC clasica (PKCa y PKCB) también es necesaria para mantener la
actividad de SYK, la activacion de NF«B y la fosforilacion de STAT3 que da como
resultado la expresion del gen de IL10. Por lo tanto, se concluye que al disrumpir
las actividades de SYK y PKC, los niveles de IL10 se reducirian, y esto podria
atenuar el ambiente antiinflamatorio y limitar la supervivencia y el crecimiento
intracelular de las micobacterias.

El sistema inmune y su papel en el control de la infeccion por M.
tuberculosis
El sistema inmune comprende los mecanismos de defensa de los organismos
multicelulares que permiten reconocer lo propio de lo extrafio, y asi eliminar
patogenos de manera eficiente. En general, existen dos tipos de respuestas del
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sistema inmune, las cuales estan estrechamente relacionadas y actuan en conjunto
para proteger al organismo (Kindt et al., 2007):

A. Larespuesta inmune innata, la cual involucra los mecanismos moleculares y
celulares que se encuentran en un individuo antes de que ocurra una
infeccion, y actua de forma rapida y no especifica para eliminar al agente
infeccioso, evitando asi su propagacion. Este tipo de respuesta agrupa a
diferentes tipos celulares (por ejemplo, macréfagos, neutrofilos, eosindfilos,
basdfilos, células dendriticas y células cebadas).

B. La respuesta inmune adaptativa, que incluye a células y moléculas que se
dirigen especificamente al patégeno que esta causando la infeccién, por lo
tanto, se encarga de reconocer, suprimir y, posteriormente, recordar al
agente infeccioso. Este tipo de respuesta depende de la accién de los
linfocitos B, que son precursores de células plasmaticas, las cuales secretan
anticuerpos que se unen especificamente al patégeno. También se necesita
de las actividades de los linfocitos T: i) citotoxicidad, es decir, las células
matan otras células que estan infectadas con patdégenos intracelulares que
portan el antigeno; ii) cooperacion, esto es, las células proporcionan sefiales,
en forma de citocinas, que activan las funciones de otras células, como la
produccion de anticuerpos por parte de las células B y la eliminacion de los
patdogenos mediante fagocitosis por los macrofagos; v iii) regulacion, o sea,
las células suprimen la actividad de otros linfocitos y ayudan a limitar el
posible dafo de las respuestas inmunes (Alberts et al., 2015; Murphy et al.,
2009).

El primer contacto de M. tuberculosis al ingresar al organismo se realiza con las
células epiteliales de las vias respiratorias, las cuales funcionan como barreras
fisicas y, a pesar de que son consideradas “células inmunes no profesionales”, son
capaces de percibir la presencia de la micobacteria a través de un receptor de
reconocimiento de patrones (PRR) y cambiar la composicién del liquido de la
superficie de las vias respiratorias, mejorando su capacidad antimicrobiana (Li et
al., 2012). Ademas, participan en la produccién de citocinas inflamatorias y en la
activacion de células T invariantes asociadas a la mucosa que estimulan la
produccion de TNF e IFNy (Harriff, 2014).

Cuando la micobacteria llega a la zona de los alvéolos pulmonares se encuentra
con una poblacién diversa de células inmunes compuesta principalmente por
células dendriticas y los macrofagos, también hay presencia de neutrdfilos,
eosindfilos, linfocitos y células asesinas naturales, pero estas células tienden a ser
menos prominentes en ausencia de inflamacion (Smith, 2007).

Particularmente, los macrofagos son células mononucleares que, al reconocer un
antigeno, en este caso a M. tuberculosis, pasan a un estado de activacion y
experimentan rearreglos de la membrana plasmatica y del citoesqueleto dando
lugar a la fagocitosis, la cual se encarga de la absorcién y degradacion de antigenos.
Asi mismo, los macrofagos en estado activo expresan una mayor cantidad de
moléculas del MHC-II que les permiten funcionar eficazmente como células
presentadoras de antigeno (Kindt et al., 2007). También los macr6fagos son

16



capaces de producir distintas moléculas inmunorreactivas, por ejemplo: i) citocinas,
que estimulan y dirigen la respuesta inmune adaptativa (Kindt et al., 2007); ii)
sustancias citotdxicas, capaces de destruir a M. tuberculosis, mediante mecanismos
dependientes (el estallido respiratorio) e independientes de oxigeno (produccion de
lisozimas que digieren péptidos de las paredes bacterianas y funcionan como
agentes antimicrobianos no especificos) (MacMicking et al., 1997); y iii) defensinas,
las cuales son péptidos pequefios que forman canales permeables a iones en la
membrana de las bacterias (Murray and Wynn, 2011).

Las actividades de los macrofagos se ven favorecidas por la presencia del IFNy y
de TNF, y hace que las células sean capaces de mejorar su capacidad fagocitica,
incrementar su habilidad para eliminar a los microbios ingeridos, aumentar la
secrecion de mediadores inflamatorios y mejorar su facultad de activar células T
(Alberts et al., 2015; Kindt et al., 2007; Pavén Romero et al., 2016).

También hay otras células del sistema inmune innato que participan en el curso de
la infeccion por M. tuberculosis. Por ejemplo, las células dendriticas son células
fagociticas, al igual que los macréfagos, las células dendriticas se encuentran en un
estado inactivo hasta que ocurre un reconocimiento de PAMPs a través de un PRR.
Esto incrementa la capacidad fagocitica, induce la expresion del complejo mayor de
histocompatibilidad se inicia una cascada de transduccion de sefiales en las células
huésped que culmina en la activacion del factor nuclear NFkB y la posterior
induccion de varios genes relacionados con la inmunidad (incluidas las citocinas,
quimiocinas y moléculas coestimuladoras). De esta forma las células dendriticas
participan tanto en la fagocitosis del patdgeno como en la presentacion de antigenos
y, por tanto, en la induccion de una respuesta especifica de antigeno, ademas
participan en la produccion de citocinas con actividad sobre linfocitos T CD4* (Khan
et al., 2016).

Por su parte, los linfocitos T CD4*, en particular las células Th1, desempefan un
papel fundamental durante la infeccién por M. tuberculosis al mediar la proteccién,
contribuir a la inflamacion y regular la respuesta inmunitaria (Lyadova & Panteleev,
2015). Los linfocitos T CD4* Th1 contribuyen a la proteccion contra la tuberculosis
al secretar citocinas Th1 (por ejemplo, TNF e IFNy), por lo cual juegan un papel
fundamental en el proceso de activacion de macrofagos y en la maduracion del
fagosoma. Para que los linfocitos lleven a cabo sus funciones es necesario que se
encuentren en un estado activo, para ello las células dendriticas, fagocitan a la
bacteria en el sitio de la infeccion y se trasladan a los ganglios linfaticos para realizar
la presentacion de antigenos a los linfocitos T CD4" virgenes (mediante el MHC-II).
Consecuentemente, esta células experimentan un proceso de activacion y
expansion de las poblaciones especificas para los antigenos de la micobacteria,
iniciando asi la respuesta inmune adaptativa (De Martino et al., 2019; Jasenosky et
al., 2015).

En particular, el IFNy es sumamente relevante en el control de infecciones causadas
por bacterias intracelulares como M. tuberculosis. La interacciéon de esta citocina
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con su receptor activa a los macrofagos alveolares al inducir la expresion de genes
que codifican para proteinas involucradas en la respuesta inmune (por ejemplo,
MHC-II). Asimismo, induce la acidificacion del fagosoma y la fusién fagosoma-
lisosoma y disminuye la disponibilidad de hierro intracelular (Herrera-Barrios et al.,
2005; Boehm et al. 1997). Estudios realizados por Cooper y colaboradores (1993)
demostraron que los ratones que carecen del gen funcional para el IFNy son
incapaces de contener y controlar la infeccion por M. tuberculosis. Esto ocurre
debido a que no es posible activar adecuadamente tanto los macréfagos infectados
como los monocitos que llegan para detener el crecimiento progresivo de la
infeccion. lgualmente, el IFNy producido por los linfocitos T CD4* Th1 es necesario
para el control 6ptimo a largo plazo de la carga bacteriana (Green et al., 2013); esto
se debe a que el IFNyinhibe la replicaciéon intracelular de M. tuberculosis en los
macrofagos.

El granuloma

Una vez implantadas las respuestas inmunes innatas y adaptativas se establece un
mecanismo complejo y bien coordinado entre ambas respuestas que terminara por
destruir o confinar a M. tuberculosis en granulomas (De Martino et al., 2019). Un
granuloma es un agregado compacto y organizado de células inmunes que surge
en respuesta a un estimulo persistente. El granuloma se forma mediante la invasion
de macrofagos infectados con M. tuberculosis al epitelio pulmonar. Posteriormente,
algunas de estas células sufren transformaciones para dar lugar a células
epitelioides (que poseen una membrana celular que puede unirse a células
adyacentes), células gigantes multinucleadas (resultado de la fusion de varios
macrofagos) o células espumosas (macrofagos que se caracterizan por la
acumulacion de lipidos). Estas células inducen una respuesta inflamatoria mediante
la produccién de TNF, IL6 e IL12. Esto provoca el reclutamiento de neutrdfilos,
células NK, linfocitos B, linfocitos T CD4", linfocitos T CD8", fibroblastos y células
que secretan componentes de la matriz extracelular, las cuales rodean a los
macrofagos infectados, formando asi los granulomas maduros (Figura 6). Estas
estructuras generalmente se generan cuando el sistema inmune intenta aislar
patogenos extranos que no pudo eliminar eficazmente. Al formarse el granuloma, el
sistema inmune mantiene confinada a la bacteria, evitando que infecte a otras
células, de esta forma el bacilo puede permanecer latente y la infeccién ser
asintomatica y no contagiosa. Sin embargo, esta estructura se puede ver
comprometida por malnutricion, envejecimiento o inmunodeficiencia. En estos
casos, el granuloma pasa a una fase de decaimiento y se vuelve una masa amorfa
de desechos celulares, liberando a los bacilos, volviendo asi a su forma infecciosa
(Ramakrishnan, 2012).
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Figura 6. Estructura y componentes celulares del granuloma. El granuloma tuberculoso es un
agregado compacto y organizado de células epitelioides, macrofagos (que sufren o no una
transformacion), neutrofilos, células dendriticas, linfocitos B y T, células NK, fibroblastos y células
que secretan componentes de la matriz extracelular (Tomada de Ramakrishnan, 2012).

KIf10 es un gen inducible por TGF que inhibe la respuesta inflamatoria
TGF es una citocina antiinflamatoria que presenta tres isoformas (TGFB1, TGFp2
y TGFB3), las cuales estan codificadas por genes distintos, sin embargo, todas son
mediadoras primarias de la sefalizacion de esta citocina. TGFB puede ser
producido por multiples linajes de leucocitos y células del estroma, se secreta de
forma latente como un complejo formado por un dimero de TGF( unido con la
proteina asociada a la latencia (LAP, por sus siglas en inglés) y la proteina de unién
a TGFp latente (LTBP, por sus siglas en inglés). Es importante destacar que TGF[3
unicamente puede unirse a sus receptores cuando se libera de la union de LAP y
LTBP (Figura 7) (Li & Flavell, 2008).
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Figura 7. Regulacion en la sintesis de TGFB. TGFf se sintetiza de forma inactiva debido a su
asociacion con las proteinas LAP y LTBP, la degradacion o alteracion de la conformacion de estas
proteinas por parte de un activador de TGFB (TA) en respuesta a sefiales ambientales permite que
TGF se pueda unir a sus receptores (Tomada de Li & Flavell, 2008).

Las isoformas de TGF[3 son reconocidas por los tres receptores de TGF( (TGFBR1,
TGFBR2 y TGFBR3), de los cuales TGFBR1 y TGFBR2 son serinal/treonina y
tirosina quinasas, y regulan procesos celulares fundamentales como la proliferacion,
diferenciacion, apoptosis, organizacion citoesquelética, adhesion y migracion. Asi
mismo, estas isoformas estan relacionadas con activinas, algunos factores de
crecimiento y diferenciacion (GDFs) y proteinas morfogenéticas 6seas (BMPs)
(Memon & Lee, 2018; Schmierer & Mill, 2007).

Las proteinas Smad son los principales mediadores intracelulares de la via de
sefalizacion candnica de TGF[3, esta inicia cuando una de las tres isoformas de
TGFB se une a TGFBR2, que recluta y fosforila TGFBR1, el cual, a su vez, fosforila
a Smad2 y Smad3; posteriormente se recluta a Smad4 que, en conjunto con Smad2
y Smad3, se transloca al nucleo para regular la transcripcion de genes diana de
TGFB. Smad7 es un regulador negativo de la senalizacion canodnica de TGFf al
inducir la degradacion de TGFBR1. Asi mismo, la union de TGF[3 con sus receptores
también puede activar vias de sefalizacién independientes de las proteinas Smad
(senalizacion no canonica), estimulando una variedad de cinasas. Estas cinasas
son capaces de fosforilar a Smad2 y Smad3, las cuales podran unirse a Smad4 para
trasladarse al nucleo y llevar a cabo la regulacién de la transcripcidn de genes diana
de TGFB (Vander-Ark et al., 2018).
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Fig. 8. Sefalizacion candnica y no canénica de TGF. La sefalizacion candnica se ejecuta a través
de las proteinas Smad para controlar la transcripcion de sus genes diana. La sefalizacién no
candnica se lleva a cabo a través de una variedad de cinasas (serina-treonina cinasas (AKT),
fosfoinositol 3-cinasas (PI3K), c-Jun N-terminal cinasas (JNK), cinasas activadas por mitdgenos
(MAPK), cinasas reguladas porsefales extracelulares(ERK), cinasas P38 activadas por mitégenos
(P38), cinasas activadas por TGF (TAK), cinasas asociadas a Rho (ROCK)) y otras proteinas como
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las GTPasas Rho, las proteinas adaptadoras Shc, las proteinas unidas al factor de crecimiento (Grb),
los factores asociados al receptor del factor de necrosis tumoral (TRAF) y el factor de intercambio
de nucledtidos de guanina (SOS). EMT, transicion epitelial-mesenquimal; en circulos verdes,
fosforilacion de tirosina quinasa; en circulos naranjas, fosforilacion de serina/treonina quinasa
(Tomado de Vander-Ark et al., 2018).

Kulkarni y colaboradores (1993) visualizaron algunas funciones especificas de
TGFp al generar ratones Tgf31 -/ los cuales desarrollaron un sindrome inflamatorio
multifocal con infiltracibn masiva de linfocitos y macréfagos principalmente en el
corazdon y los pulmones, por lo cual, se concluyd que TGF@ tiene un papel
importante en la regulacion homeostatica de la proliferacion y extravasacion de
células inmunitarias en los tejidos. Por otro lado, Werner y colegas (2000)
demostraron que TGFf inhibe varias citocinas inflamatorias inducidas por LPS en
macrofagos y contribuye a resolver la inflamacion.

Ahora bien, de acuerdo con Olobo y colaboradores (2001), TGF3 se expresa en
sitios de infeccidn por M. tuberculosis y tiene un papel fundamental en la
inmunopatogénesis de la tuberculosis. Esta idea se sustenta en estudios realizados
por Toossi y Ellner (1995) que demostraron que los monocitos de pacientes con
tuberculosis tienen una mayor capacidad para secretar TGFf3 tras la estimulacion in
vitro con antigenos micobacterianos. Ademas, TGFf altera la produccion y funcion
de TNF, tiene un efecto inhibidor en la induccion del receptor de interleucina 12 y
se requiere para la polarizacion de macrofagos M2 (Gong et al., 2012).

Cuando TGF se une a sus receptores (TGFBR1 y TGFBR2), se activa la via de
sefalizacion de Smad (canonica) y, con ello, la expresion de KLF10 (TIEG1, gen de
respuesta temprana inducible por TGF) (Figura 9) (Subramaniam et al., 2010).
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Figura 9. KLF10 y la via de sefializacion canénica de TGFB. TGFf se une a sus receptores TGFBR1
(R1) y TGFBR2 (R2) activando asi la via de sefializacion candnica a través de las proteinas Smad;
consecuentemente, se induce la expresion del mensajero de KIf10, el cual se traduce en la proteina
KLF10, que actua como represor de la expresion del gen Smad7 y, como activador del gen Smad2
(Tomado de Subramaniam et al., 2010).
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KLF10 es un factor transcripcional que pertenece a la familia de factores tipo
Kruppel (KLFs, por sus siglas en inglés), la cual agrupa una serie de reguladores
transcripcionales que se caracterizan por tener en el extremo carboxilo tres dedos
de zinc tipo C2H2, estos permiten la unién al DNA en secuencias ricas en GC, como
los elementos CACCC presentes en los promotores proximales de genes
eucariotas. En el extremo amino terminal de los KLFs se ubican los dominios
reguladores que les permiten interactuar con coactivadores y/o correpresores,
culminando en la activacién o represiéon de una determinada actividad promotora
(Swamynathan, 2010). Hasta el momento, se han identificado un total de 18
miembros de KLFs de mamiferos y, segun la nomenclatura, se denominan KLF1-
KLF18 (Memon & Lee, 2018). Cada miembro de la familia presenta dominios
reguladores variables, por lo que tienen una secuencia del DNA propia; asi mismo,
tienen modificaciones post-traduccionales distintas (Bialkowska et al., 2017,
Pearson et al., 2008).

KLF10 inicialmente se identific6 en el nucleo de osteoblastos fetales humanos.
Posteriormente, mediante estudios inmunohistoquimicos, se reconocio su presencia
en ceélulas epiteliales de la placenta, mama y pancreas, asi como en células de
musculo liso y esquelético, células cardiacas, células gliales, fibroblastos, células
de carcinoma pancreatico, células de la corteza cerebral y del cerebelo, células
mieloides, osteoblastos y células de la médula 6sea (Subramaniam et al., 2010).
Recientemente se observo que en respuesta a una infeccion con M. tuberculosis se
induce la expresion de KIf10 macréfagos broncoalveolares de raton (Madrid-Paulino
et al., 2022), asi mismo, se incrementan los niveles de mMRNA de KLF10 después
de una infeccion con la micobacteria en macrofagos esplénicos humanos (Lépez-
Agudelo et al., 2022) y en células de lavados broncoalveolares de primates no
humanos (Mehra et al., 2015).

KLF10 funciona como regulador de la transcripcibn de genes que participan
principalmente en la proliferacion celular y en la induccion de la apoptosis. Por lo
tanto, tiene un papel importante en multiples procesos biologicos y estados
patolégicos, por ejemplo, la apoptosis, la proliferacion, la diferenciacion, el
desarrollo neuronal y la inflamacion (Subramaniam et al., 1995; Cao et al., 2009;
Biology et al., 2016). Los ratones deficientes en KIf10 se describieron por primera
vez por Subramaniam vy colaboradores (2005) y actualmente se utilizan
ampliamente para determinar su papel en diferentes procesos celulares y
enfermedades. De acuerdo con Subramaniam y colegas (2010), la ablacion del gen
KIf10 en ratones da como resultado multiples fenotipos, incluidos defectos en el
esqueleto, el corazdn y los tejidos conectivos.

En 2015 Papadakis y colaboradores observaron que ratones deficientes de KIf10
tienen un mayor numero de células T CD8" efectoras y de memoria y producen mas
IFNy después de la estimulacion con péptidos virales in vitro. Asi mismo, KLF10
juega un papel importante en la diferenciacion de los macréfagos intestinales hacia
un fenotipo antiinflamatorio que contribuye a la regulacion de la colitis in vivo (Cao
et al., 2010). Esto sugiere que KLF10 es un represor transcripcional de citocinas
inflamatorias en macréfagos (Zhang et al.,, 2013). De acuerdo con esto, en

22



respuesta a la infeccion por M. tuberculosis, los macrofagos deficientes de KIf10
producen mayores niveles de citocinas inflamatorias y menores niveles de citocinas
antiinflamatorias que los macrofagos silvestres (Madrid-Paulino et al., 2022).

Asi mismo, KLF10 puede participar en la regulacion de genes diana de TGF@ al
unirse a regiones promotoras de genes que codifican componentes de la via de
sefalizacion de TGF, regulando asi la duracion e intensidad de la respuesta de
TGFB y originando estado de retroalimentacién positiva (Spittau & Krieglstein,
2011). Cao y colaboradores (2009) demostraron que KLF10 se une a la region
promotora del gen TgfB1 para aumentar la expresion y la posterior liberacion de
TGFB1 de las células T CD4"*. En este sentido, TGFB1 actua de manera autocrina
para activar la via de senalizacion de TGF[3 y esto conduce a respuestas mejoradas
de TGFB. Ademas, este estudio indica que KLF10 sirve como una molécula
antiinflamatoria para mejorar la sefalizacion de TGFB y suprimir las respuestas
inflamatorias de las células inmunes.

Otra forma en la que KLF10 puede influir en la sefializacién de TGFf3 en una célula
es regulando la expresién de los receptores de TGF(. Papadakis y colegas (2015)
demostraron que KLF10 puede unirse directamente al promotor del gen Tgf3r2 en
las células T, y al hacerlo, se produce una mayor expresion génica del receptor. Por
lo tanto, al aislar células T CD8" del bazo de ratones KIf10/ se encontraron niveles
mas bajos de TGFBR2, lo cual sugiere que KLF10 tiene un papel fundamental en la
activacion transcripcional del gen Tgf3r2 en células T CD8".
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ANTECEDENTES

M. tuberculosis es el agente causal de la tuberculosis, la cual es una enfermedad
principalmente pulmonar y, cuya progresidon puede tener varios resultados,
determinados en gran medida por la respuesta del sistema inmune del huésped
(Smith, 2003). En la mayoria de los casos, la infeccion puede ser controlada gracias
a mecanismos que involucran tanto a la respuesta inmune innata como a la
respuesta inmune adaptativa, de esta manera, la bacteria puede ser reconocida,
eliminada y/o confinada en granulomas.

Sin embargo, la micobacteria ha desarrollado estrategias para evadir las respuestas
inmunes del hospedero, por ejemplo, evitando la maduracion de los fagosomas,
eludiendo la fusion fagosoma-lisosoma, promoviendo la secrecion de citocinas
antiinflamatorias como TGF, que impide la proliferaciéon de los linfocitos T y B,
disminuye de la produccion de IFNy y participa en la desactivacion de macréfago
(Olobo et al., 2001).

Ahora bien, KLF10 es un factor transcripcional que fue identificado en osteoblastos
fetales humanos como un gen inducible por TGFf3, por la cual también es llamado
TIEG1 (Subramaniam et al., 1995). Este factor transcripcional funciona como
regulador de la transcripcion de genes que participan principalmente en la
proliferacion celular y en la induccion de la apoptosis, por lo tanto, tiene un papel
importante en multiples procesos biologicos y estados patoldgicos. Recientemente
se describio la induccion de KIf10 en respuesta a una infeccién con M. tuberculosis
en macréfagos broncoalveolares de raton (Madrid-Paulino et al., 2022).

La ausencia del gen KIf10 incrementa la activacion proinflamatoria de los
macrofagos, lo cual se sugiere que es un represor transcripcional clave de citocinas
inflamatorias en macrofagos (Zhang et al., 2013; Papadakis et al., 2015). De
acuerdo con esto, en respuesta a la infeccion por M. tuberculosis, los macrofagos
deficientes del gen KIf10 producen mayores niveles de citocinas inflamatorias y
menores niveles de citocinas antiinflamatorias que los macréfagos silvestres
(Madrid et al., 2022).

Asi mismo, KLF10 participa en la regulacion de genes diana de TGF y unirse a las
regiones promotoras de genes que codifican componentes de la via de sefializacion
de TGFp, regulando asi la duracion e intensidad de la respuesta de TGF y
originando estado de retroalimentacién positiva (Spittau & Krieglstein, 2011).

Dado que: i) la supervivencia de M. tuberculosis dentro del macrofago depende de
establecer un ambiente antiinflamatorio; ii) esta bacteria induce la produccion de la
citocina antiinflamatoria TGF(, que a su vez regula la expresion de KIf10; y iii) este
factor de transcripcional atenua la produccion de citocinas proinflamatorias, este
trabajo busca dilucidar si a través de TGF(, M. tuberculosis induce la expresién de
KIf10 en macrofagos murinos para impedir una respuesta inflamatoria y promover
Su sobrevivencia.
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HIPOTESIS
TGFp induce la expresion del factor transcripcional KIf10 en respuesta a la infeccion
de macréfagos murinos con M. tuberculosis.

OBJETIVO GENERAL
Demostrar si la expresion de KIf10 en respuesta a la infeccion de macrofagos
murinos con M. tuberculosis se debe a la presencia de TGF[3.

OBJETIVOS PARTICULARES
e Evaluar si M. tuberculosis induce la expresion de KIf10.
e Evaluar si M. tuberculosis induce la expresion de Tgf3r2.
e Evaluar si M. tuberculosis induce la expresion de TgfB1 y la produccion
proteica TGF.
e Determinar si la expresion de KIf10 depende de TGFB en una infeccién por
M. tuberculosis.
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METODOLOGIA

Linea celular L929

Se cultivaron células de la linea celular L929 (fibroblastos de raton) productoras de
M-CSF (Macrophage colony stimulating factors) en medio DMEM (GIBCO-
Invitrogen) suplementado con suero fetal bovino al 10% (subproductos FBS),
penicilina (100 ug/mL) - estreptomicina (100 pug /mL) (GIBCO-Invitrogen) y glutamina
2 mM (Sigma-Aldrich) y se incubaron a 37°C en aire humidificado con 5% de CO..
Para generar el medio condicionado L929, el cual sirve para diferenciar macrofagos
derivados de médula ésea, se sembraron 5x10° células en un matraz de 75 cm? con
30 mL de medio DMEM suplementado durante 7 dias. Transcurrido este tiempo, se
recolectd el medio condicionado (sobrenadante), se filtré con un filtro de 0,22 ym y
se almaceno a -20°C hasta su uso.

Diferenciacion de macroéfagos derivados de médula 6sea (BMDMs)
Todos los procedimientos de manipulacion de animales que se describen a
continuacion fueron aprobados previamente en la autorizacibn numero 284
expedida por el Comité de Bioética del Instituto de Biotecnologia (UNAM).

Se sacrificaron ratones BALB/c WT de 8 a 10 semanas de edad de los cuales se
obtuvieron los fémures al diseccionar ambas patas y separar los musculos de los
huesos y, una vez realizado esto, los fémures se colocaron en un tubo falcon de 15
mL con PBS 1X estéril. Bajo condiciones controladas de esterilidad, se colocaron
los huesos en etanol al 70% por 1 minuto, se retiraron ambas epifisis y se
enjuagaron los huesos con PBS 1X estéril contenido en una jeringa estéril de 1 mL
acoplada a una aguja de jeringa de tuberculina para extruir la médula ésea en un
tubo de polipropileno de 50 mL. Las células fueron centrifugadas a 1200 rpm durante
5 minutos a temperatura ambiente, posteriormente se descart6 el sobrenadante y
se resuspendieron en medio de diferenciacion. Se sembraron 5x10° células en una
placa de Petri de plastico con baja adherencia junto con 10 mL de medio de
diferenciacion y se incubaron a 37°C en aire humidificado con 5% de COs..

El medio de diferenciacion estaba compuesto por 70% de medio DMEM (GIBCO-
Invitrogen) suplementado con suero fetal bovino al 10% (subproductos FBS),
penicilina (100 ug/mL) - estreptomicina (100 ug / mL) (GIBCO-Invitrogen), glutamina
2 mM (Sigma-Aldrich) y 30% de medio condicionado proveniente de la linea celular
L929, el cual funciona como factor de crecimiento de estimulacién de colonias de
macrofagos.

Cuarenta y ocho horas después de la siembra, se descartaron 5 mL del medio
contenido en la placa de Petri y se reemplazaron con 5 mL de medio de
diferenciacion fresco, este paso se repitio 48 horas después. Al dia 7 se descarto
todo el medio de la placa de Petri, las células se lavaron con PBS 1X estéril, se
separaron de la superficie de la placa de Petri pipeteando suavemente por toda la
caja y se colocaron en un tubo falcon de 15 mL (Figura suplementaria 1).
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Enseguida se procedio a contabilizar los BMDMs, para ello se tomé una alicuota de
1 mL del tubo falcon que contenia a las células previamente resuspendidas y se
colocé en un tubo eppendorf de 1.5 mL. Esta alicuota se resuspendid y se tomd otra
alicuota de 20 pL, la cual se puso en un tubo eppendorf de 0.6 mL junto con 20 pL
de azul de tripano. Se mezclaron ambos volumenes perfectamente, se tomaron 10
uL que fueron colocados en la camara de Neubauer y se procedié a contabilizar las
células de los cuatro cuadrantes. Una vez obtenido el numero de células en la
camara Neubauer, se aplico la siguiente formula para conocer el numero total de
células presentes en el tubo falcon inicial:

(Total de células contadas) (2)
4

Numero total de células = (: )(10,000)(Numero de mlL totales)

Posteriormente se centrifugaron las células contenidas en el tubo falcon de 15 mL
a 1200 rpm durante 5 minutos, se resuspendieron en medio RPMI suplementado
con suero fetal bovino descomplementado al 10% (subproductos FBS), penicilina
(100 pg/mL) - estreptomicina (100 pg/mL) (GIBCO-Invitrogen), glutamina 2 mM
(Sigma-Aldrich) y B-mercaptoetanol (50 uM) y se coloco el volumen necesario para
tener 1x10° células en cada placa de Petri de 35 mm. Los BMDMs fueron incubados
una noche antes del procedimiento experimental a 37°C en aire humidificado con
5% de CO:..

Cepa H37Ra de M. tuberculosis
Las alicuotas de la cepa H37Ra de M. tuberculosis usadas en el presente trabajo
fueron proporcionadas por el laboratorio del Dr. Rogelio Hernandez Pando (Instituto
Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion "Salvador Zubiran®).

Historicamente, la cepa H37Ra es una cepa no virulenta que deriva de bacilos
envejecidos de la cepa virulenta H37 y se ha usado como referencia para estudiar
la virulencia y la patogenia de M. tuberculosis; en comparacion con su contraparte
virulenta (cepa H37Rv) presenta caracteristicas diferenciales como una morfologia
de colonia elevada, una disminucion de la supervivencia en condiciones
anaerobicas o dentro de los macrofagos, una alteracion de la capacidad para
romper las membranas fagosomales y una pérdida de virulencia en cobayos y
ratones (Zheng et al., 2008).

Infeccién de macréfagos derivados de médula 6sea (BMDMs) con la

cepa H37Ra de M. tuberculosis
Dado que la infeccidén de los BMDMs se llevo a cabo a una MOI de 5:1, es decir 5
bacterias por cada macrofago, y en cada placa de Petri habia 1x10°® macrofagos, se
usaron 5x10° bacterias para infectar cada placa. Inicialmente se descongelaron
alicuotas de la cepa de H37Ra de M. tuberculosis, estas se centrifugaron a 5000
rom durante 5 minutos a 4°C. En condiciones de esterilidad, se descartd el
sobrenadante procurando no desechar el pellet, se afadi® medio RPMI sin
suplementar y se disgrego el pellet al vortexear vigorosamente durante 3 minutos
(medio de infeccion).
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Se descartd el medio de los BMDMs previamente incubados, se realizdé un lavado
con PBS 1X estéril y se coloco el volumen necesario de medio de infeccion para
infectar a una MOI de 5:1. Los BMDMs se incubaron durante 1 hora a 37°C en aire
humidificado con 5% de CO.. Transcurrido este tiempo, se realizaron dos lavados a
las células, uno con PBS 1X estéril + penicilina (100 ug/mL) - estreptomicina (100
ng/mL) (GIBCO-Invitrogen) y otro con PBS 1X estéril, después se anadié medio
RPMI (GIBCO-Invitrogen) suplementado con suero fetal bovino descomplementado
al 10% (subproductos FBS), penicilina (100 ug/mL) - estreptomicina (100 ug/mL)
(GIBCO-Invitrogen), glutamina 2 mM (Sigma-Aldrich) y B-mercaptoetanol (50 puM).
Se incubaron las células a 37°C en aire humidificado con 5% de CO durante 30
minutos, 1, 2, 4, y 12 horas, respectivamente. Finalmente se descart6 el medio, se
realiz6 un lavado con PBS 1X estéril y se procedio a realizar la extraccion de RNA.

Extraccion de RNA

El RNA total se aisl6 de los BMDMs infectados con la cepa H37Ra de M.
tuberculosis usando TRIzol reagent (Thermo Fisher Scientific, 15596026) siguiendo
las instrucciones del fabricante, las cuales se dividen en 5 partes:

a. Homogeneizacion
Se anadieron 200 uL de TRIzol a cada placa de Petri, la cual contenia a las células
experimentales y se procedid a realizar un raspado de la superficie de la placa de
Petri hasta que el TRIzol adquiri6 una consistencia viscosa. El volumen se coloco
en un tubo eppendorf de 1.5 mL.

b. Separacién de fases
Se incubaron las muestras homogeneizadas durante 5 minutos a temperatura
ambiente para permitir la disociacion completa de los complejos de nucleoproteinas,
se agregaron 40 uL de cloroformo y se vortexe06 vigorosamente la muestra hasta
adquirir un aspecto lechoso y homogéneo. Nuevamente se incubaron las muestras
a temperatura ambiente durante 5 minutos y posteriormente se centrifugaron las
muestras a 14.000 rcf durante 15 minutos a 4°C. Después de la centrifugacion, la
muestra se separo en una fase inferior roja de fenol-cloroformo, una interfase y una
fase acuosa superior, la cual se transfirié a un tubo eppendorf nuevo de 1.5 mL.

c. Precipitacion de RNA
Se anadieron 100 uL de isopropanol a cada uno de los tubos que contenian la fase
acuosa superior y se vortexeo brevemente para mezclar. Se incubé a 4°C durante
1 hora y, una vez transcurrido este tiempo, se centrifugaron las muestras a 18 000
rcf durante 10 minutos a 4°C.

d. Lavado de RNA
Se retiro el sobrenadante, se afadio 250 uL de etanol al 100% y se centrifugaron
las muestras a 18.000 rcf durante 5 minutos a 4°C. Nuevamente se retird el
sobrenadante, se agregaron 250 uL de etanol al 70% y se centrifugd la muestra de
nueva cuenta a 18.000 rcf durante 5 minutos a 4°C.

e. Resuspension de RNA
Se retird el sobrenadante con la micropipeta de 1000 uL, luego se centrifugaron las
muestras a 18.000 rcf durante 2 minutos a 4°C. Nuevamente se retird el
sobrenadante con la micropipeta de 200 puL, se destaparon todos los tubos y se
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permitid la evaporacion de los restos de alcohol de la muestra durante 3 minutos.
Se disolvio el pellet de RNA en 21 puL de agua libre de RNAsas (o agua DEPC)
resuspendiendo la solucion varias veces por las paredes del tubo eppendorf. Se
tomdé 1 uL de cada una de las muestras para su lectura en el NanoDrop 2000
(Thermo Fisher Scientific) y, asi, determinar la concentracion de RNA y pureza de
la muestra, esta ultima variable se estableci6 mediante la relacion 260/280 y la
relacion 260/230.

Posteriormente se realizé una electroforesis en gel desnaturalizante para evaluar
visualmente la calidad del RNA extraido de las muestras. El fundamento de este
tipo de electroforesis es usar un reactivo toxico, como hipoclorito de sodio al 6 %
(blanqueador comercial) para interrumpir la estructura secundaria del RNA, lo que
permite observar las bandas de RNA ribosémico 28S y 18S después de realizar una
electroforesis horizontal en gel de agarosa; asi mismo, al usar este reactivo se
protege al RNA de la degradacion por RNAsas durante la electroforesis. Para
analizar la calidad del RNA de nuestras muestras se sigui6 el protocolo descrito en
el trabajo de Aranda y colaboradores (2012):

e Preparacion del gel desnaturalizante
En un matraz se anadieron 50 mL de buffer TBE (Tris-Borato-EDTA) 1Xy 0.5 g de
agarosa para elaborar un gel de agarosa al 1%. Esta mezcla se calentd y agit6 hasta
su homogenizacion y se dejé enfriar por algunos minutos; una vez ocurrido esto se
afadieron 500 uL de hipoclorito de sodio al 6 % (blanqueador comercial), de esta
forma nuestro gel tuvo una concentracién final de blanqueador igual al 1% (v/v).
Posteriormente se vertio la mezcla en un molde y se permitié su solidificacion.

e Cargay corrida de las muestras
Se tomaron 500 ng de cada muestra de RNA, los cuales se mezclaron con loading
buffer para DNA 10X (xileno cianol 1.9 mM, azul de bromofenol 1.5 mM, 25 % de
glicerol en dH20 estéril) (Sigma-Aldrich), y se llevo a cabo una electroforesis en gel
horizontal en buffer TBE (Tris-Borato-EDTA) 1X a 120V durante 20 minutos.
Transcurrido este tiempo, el gel se tifiid con bromuro de etidio (10mg/mL) durante 5
minutos y se reveld en un transiluminador UV (Figura suplementaria 3).

Finalmente, se todas las muestras se llevaron a una concentracion final de 100
ng/uL afadiendo el volumen necesario de agua DEPC.

Transcripcion inversa
Para la transcripcién inversa se tomaron 500 ng de RNA total de cada muestra y se
afnadio el volumen necesario de agua destilada estéril para tener un volumen igual
a 12.5 mL. Posteriormente se afiadio 1 mL de dNTPs (10mM) y 1 mL de oligo dT
(100 pmol) y 1 mL de random hexamers (100 pmol); esta mezcla se calenté a 65°C
por 5 minutos en el termociclador. Transcurrido el tiempo, la reaccion fue colocada
en hielo durante 2 minutos y se afadieron: i) 4 uL de RT buffer 5X, ii) 0.5 uL de la
enzima REVERTAID RT vy, iii) 4.5 uL de agua destilada estéril para tener un volumen
final igual a 20 uL. Luego se programé el termociclador de la siguiente forma:

a. 25°C por 10 minutos

b. 42°C por 60 minutos
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c. 70°C por 10 minutos
Una vez que finalizado el programa, se transfirié el volumen de la reaccion a un tubo
eppendorf de 1.5 mL junto con 180 mL de agua destilada estéril para tener un
volumen final de 200 mL de cDNA, el cual se resguardo a -20°C hasta su uso.

Diseio de primers para qPCR

Los primers son secuencias cortas de DNA de una sola cadena que establecen la
especificidad de la secuencia a amplificarse (gen de interés) cuando se realiza una
PCR. Los genes que fueron el objeto de estudio en este trabajo y para los cuales
se disefiaron primers fueron Actb, KIf10, Tgff y Tgffr2. Cada uno de estos genes
se busco Ensembl (https://www.ensembl.org) especificando la especie (raton) y la
cepa (BALB/c) del genoma de referencia para analizar dicho gen. A partir del mapa
de exones de cada gen, se seleccionaron los dos exones que se encuentran mas
alejados entre si y se copiaron sus secuencias en Primer3Plus
(http://www.bioinformatics.nl/primer3plus). Esta interfaz web permite el disefio de
primers a partir de una secuencia dada, ademas, se puede configurar el tamarfio del
producto, la Tm y el % GC deseados. Se tomd uno de los pares de primers que
Primer3Plus diseid y llevd a cabo su validacion en Primer BLAST
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) para verificar su especificidad en
un genoma de referencia (raton).

A continuacion, se describen los primers disefiados para los genes que fueron
objeto de estudio en el presente trabajo:

Organismo | Gen Tipo Secuencia Tm Exon ID del Tamaiio Eficiencia
transcrito del
amplicon
Actb Forward | CTAAGGCCAA | 638 |3 ENSMUSTO0000 | 125 96.6%
CCGTGAAAAG 0100497.10

Reverse | CATCACAATGC | 62 4

CTGTGGTAC
KIf10 Forward | CTTCTCTCCAG | 64.7 | 1 ENSMUSTO0000 | 90 95.3%
CAAGCTTCG 0074043.7

Reverse | TCTGCTCAGCT | 65.3 | 2

TTGTCCCA
Ratén

TgfB1 Forward GCGGACTACT 612 |1 ENSMUST0000 | 122 106.4%
ATGCTAAAGA 0002678.10
GG

Reverse | CGAATGTCTG 60.3 | 2

ACGTATTGAAG

TgfBr2 Forward GGGAACGGCA | 605 | 5 ENSMUSTO0000 | 160 91%
AGATACAT 0035014.8

Reverse | GGGCTCGTAA | 60.2 | 6
TCCTTCAC
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gPCR

Para la qPCR se uso el kit Maxima SYBR Green/ROX qPCR Master Mix (2X)
(Thermo Fisher Scientific, KO221) siguiendo las instrucciones del fabricante. En
primer lugar, se preparo la mezcla maestra usando para cada muestra 5 uL de
Maxima SYBR Green/ROX qPCR Master Mix (2X), 0.5 uL del mix de primers (0.5
mM) forward/reverse del gen a analizar y 3.5 uL de agua destilada esteéril.
Posteriormente se sirvi6 la mezcla maestra a tubos para PCR (0.1 mL) y se afadid
1 pL del cDNA (diluido 1:10 de la reaccion final de transcripcion inversa) de cada
una de las muestras, respectivamente. Después se centrifugaron las placas por
algunos segundos para llevar todo el volumen de la reaccion al fondo de los tubos
y se colocaron en el equipo StepOne Real-Time PCR (Thermo Fisher Scientific,
4376357). El termociclador siguio el siguiente programa:

Etapa Temperatura Tiempo Ciclos
Desnaturalizacién inicial 95°C 10 minutos 1
Desnaturalizacion 95°C 15 segundos 40
Alineamiento 60°C 30 segundos
Extension 72°C 30 segundos

La adquisicion de los datos se llevo a cabo una vez terminada el paso de extension.

ELISA

Para medir los niveles de TGFB1 secretados por los macrofagos expuestos a la
cepa H37Ra de M. tuberculosis (MOI 5:1) se usaron kits de ELISA para TGFf1 tipo
sandwich (Thermo Fisher Scientific, #88-8350), siguiendo las instrucciones del
fabricante. Para empezar, se colocaron 100 uL del anticuerpo de captura (1:250) en
una microplaca para ELISA de 96 pozos y se dejo incubando durante toda la noche
a 4°C. Al dia siguiente se hicieron 3 lavados con 200 pL de buffer de lavado (PBS
1X, 0.05% Tween) y se bloquearon los pozos incubando durante 1 hora temperatura
ambiente con 200 uL de de diluyente ELISA (1:5).

Mientras transcurria este tiempo se descongelaron los sobrenadantes de 1x108
BMDMs tratados con el vehiculo (control) o expuestos a la bacteria durante 1, 2, 4
y 12 horas, respectivamente; por otra parte, se realizé la curva estandar de la
proteina TGFB1 recombinante realizando diluciones seriadas. Es importante
mencionar que para activar el TGFB1 latente a la forma inmunorreactiva las
muestras deben acidificarse y luego neutralizarse; por ello se tomaron 100 uL de
cada uno de los sobrenadantes y se agregaron 20 yL de HCI 1N, esto se incubd
durante 10 minutos a temperatura ambiente, luego las muestras se neutralizaron
con 20 uL de NaOH 1N.
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Una vez concluido el tiempo de bloqueo de los pozos de la microplaca de ELISA se
realizaron 3 lavados con 200 uL de buffer de lavado (PBS 1X, 0.05% Tween), se
sirvieron 100 uL de la curva estandar por duplicado y 100 uL de cada una de las
muestras previamente acidificadas y neutralizadas y se incubé a temperatura
ambiente por 2 horas. Después se hicieron 5 lavados con 200 pL de buffer de lavado
(PBS 1X, 0.05% Tween), se adicionaron 100 uL del anticuerpo de deteccion (1:250)
y se incubé durante 1 hora a temperatura ambiente. Luego se realizaron
nuevamente 5 lavados con 200 uL de buffer de lavado (PBS 1X, 0.05% Tween), se
anadieron 100 uL de Avidina-HRP y se incub6 durante 30 minutos a temperatura
ambiente. Posteriormente se realizaron 5 lavados con 200 uL de buffer de lavado
(PBS 1X, 0.05% Tween), se agregaron 100 uL de TMB 1Xy se incub6 a temperatura
ambiente en oscuridad durante 15 minutos. Una vez pasado el tiempo, se afiadieron
100 uL de Solucion Stop (acido sulfurico 2 M) y se procedio a leer la placa a 450 nm
en el espectrofotometro.

Analisis estadistico
Los valores obtenidos de los diferentes experimentos fueron reportados como
medias + desviacion estandar. La comparacion de los datos experimentales se
realizé en el software estadistico GraphPad Prism 9 mediante el analisis de ANOVA
de una via y pruebas post hoc de Dunnett, la significancia estadistica se definio
como *P<0.05, **<P 0.01 y ***P< 0.001.
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RESULTADOS

La expresiéon de KIf10 incrementa en macrofagos derivados de médula

6sea (BMDMs) cuando son infectados con M. tuberculosis
Previamente en el laboratorio se observd que los niveles del mensajero de KIf10
aumentan en la linea celular de macrofagos alveolares de ratones MH-S infectados
con la cepa H37Ra de M. tuberculosis (MOI 10:1) (Madrid-Paulino et al., 2022).
Dada esta evidencia, confrmamos este dato usando BMDMs infectados con la
misma cepa de M. tuberculosis (MOI 5:1). Se encontré que a los 30 minutos post
infeccion los niveles del mensajero de KIf10 son similares al tratamiento control; sin
embargo, a la hora post infeccién los niveles de mRNA de KI/f10 aumentan
significativamente y se mantienen asi hasta las 2 horas post infeccion (Fig. 10).
Finalmente, los niveles del mRNA de KIf10 comienza a disminuir a las 4 y 12 horas
post infeccion y los niveles son parecidos a los encontrados en los macréfagos no
infectados (Fig. 10).
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Figura 10. M. tuberculosis induce la expresion de KIf10 en macréfagos derivados de médula
6sea (BMDMs) a tiempos cortos post infeccién. Se infectaron 1x10° BMDMSs con la cepa H37Ra
de M. tuberculosis (MOI 5:1) durante 1 hora, transcurrido este tiempo se descart6 la micobacteria,
se afiadio medio RPMI suplementado fresco y se cultivaron las células durante 30 minutos, 1, 2, 4,
y 12 horas, respectivamente, como control se usaron células tratadas unicamente con el vehiculo.
Posteriormente se extrajo RNA de las células, se realizé una transcripcion reversa y por medio de
gPCR se determinaron los niveles del transcrito Kif10 en cada tratamiento. Se grafica la media % la
desviacion estandar (n=3) del enriquecimiento relativo (fold change, FC) de KIf10 con respecto a
Actb en cada tratamiento. * P<0.05 (ANOVA de una via y prueba post hoc de Dunnett)

Este dato confirma que M. tuberculosis promueve la expresion del gen KIf10 en
BMDMs a partir de la hora post infeccidn.
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La expresion de KIf10 incrementa en macroéfagos derivados de médula

6sea (BMDMs) al tratarlos con TGF exégeno a tiempos cortos
Dado los resultados anteriores, y que la expresion del gen KIf10 es regulado por
TGFB (Subramaniam et al., 1995), evaluamos si TGFf3 regula los niveles del mRNA
de KIf10 en BMDMs. Para ello se realizaron cultivos celulares con la presencia de
la proteina recombinante TGFB1 a una concentracion de 10 ng/mL durante 1, 2, 4
y 12 horas respectivamente. Se encontr6 que los cultivos celulares expuestos
durante 1 hora a TGFB1 presentan mayores niveles del mensajero KIf10 en
comparacion al tratamiento control. Asi mismo, conforme transcurre el tiempo, los
niveles del mensajero de KIf10 disminuyen en los cultivos celulares tratados con
TGFB1, de tal forma que a las 12 horas los niveles de KIf10 son equivalentes a los
del tratamiento control (Fig. 11).
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Figura 11. TGFB1 induce la expresion de KIf10 en macréfagos derivados de médula 6sea
(BMDMs) a tiempos cortos post tratamiento. Se cultivaron 1x10° BMDMs en presencia de la
proteina recombinante TGFf1 (10 ng/mL) durante 1, 2, 4 y 12 horas respectivamente, como control
se usaron células tratadas unicamente con el vehiculo. Posteriormente se extrajo RNA de las células,
se realiz6 una transcripcion reversa y por medio de gPCR se determinaron los niveles del transcrito
KIf10 en cada tratamiento. Se grafica la media + la desviacion estandar (n=3) del enriquecimiento
relativo (fold change, FC) de KIf10 con respecto a Actb en cada tratamiento. * P<0.05 *** P<0.001
(ANOVA de una via y prueba post hoc de Dunnett)

Estos datos indican que TGFB1 incrementa los niveles de KIf10 en cultivos de
BMDMs a tiempos cortos de exposicion, asi mismo, confirman el hallazgo de
Subramaniam y colaboradores (1995) y nos demuestra la razon por la cual el gen
KLF10 fue inicialmente llamado TIEG (TGF inducible early gene, por sus siglas en
inglés).

La expresion de Tgfffr2 aumenta en respuesta a una infeccién con M.
tuberculosis
Una vez que dilucidamos experimentalmente que tanto la micobacteria como
TGFB1 inducen la expresién de KIf10, y teniendo en cuenta que la via de
senalizacion de TGFf es iniciada por la union de TGF al receptor TGFBR2, se
probd si M. tuberculosis inducia la expresion del mensajero Tgfr2 en BMDMs. Se
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encontré que a tiempos cortos post infeccion (30 minutos - 1 hora) no hay
diferencias significativas en la expresion de TgfBr2 entre macrofagos con o sin
estimulo de la micobacteria; sin embargo, a las 2 y a las 4 horas post infeccién la
expresion de TgfBr2 incrementa 7 y 12 veces, respectivamente, sobre los niveles
basales (macréfagos no infectados). A las 12 horas post infeccion los niveles de
TgfBr2 son equivalentes a los del tratamiento control (Fig. 12).
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Figura 12. M. tuberculosis induce la expresion de Tgf8r2 en macréfagos derivados de médula
o6sea (BMDMs) a partir de las 2 horas post infeccion. Se infectaron 1x10° BMDMs con la cepa
H37Ra de M. tuberculosis (MOl 5:1) durante 1 hora, transcurrido este tiempo se descartd la
micobacteria, se afadié medio RPMI suplementado fresco y se cultivaron las células durante 30
minutos, 1, 2, 4, y 12 horas, respectivamente, como control se usaron células tratadas unicamente
con el vehiculo. Posteriormente se extrajo RNA de las células, se realizd una transcripcién reversa
y por medio de gPCR se determinaron los niveles del transcrito TgfBr2 en cada tratamiento. Se
grafica la media * la desviacion estandar (n=3) del enriquecimiento relativo (fold change, FC) de
TgfBr2 con respecto a Actb en cada tratamiento. *** P<0.001 (ANOVA de una via y prueba post hoc
de Dunnett).

Esto nos indica que la infeccibon de BMDMs con M. tuberculosis aumentan la
expresion de TgfBr2 a partir de las 2 horas postinfeccion.

Los macréfagos derivados de médula 6sea (BMDMs) tratados con M.
tuberculosis presentan una disminucion en la expresion de Tgf31y no
exhiben un cambio en sus niveles proteicos de TGFB1 a tiempos cortos
postinfecciéon
Dado que, por un lado, TGFB induce la expresion de KIf10 y por el otro, M.
tuberculosis induce la expresion de TgfBr2 en BMDMs, evaluamos si la infeccidon de
BMDMs con la micobacteria también regula la expresion de Tgf3 y la produccion de
la proteina TGF. Para esto, se determinaron los niveles del mensajero Tgf31y de
la proteina TGFB1 en BMDMs infectados con la cepa H37Ra de M. tuberculosis
(MOI' 5:1). A nivel de mensajero, contrario a lo esperado, se encontré6 una
disminucién significativa del mensajero en tiempos cortos post infeccion (1 hora - 2
horas) y, conforme transcurre el tiempo, los niveles del mensajero aumentan hasta
ser equivalentes a los niveles basales observados en macréfagos no infectados con

35



la micobacteria (Fig. 13A). Congruente con esto, a nivel de proteina, la
concentracion de TGFB1 en el sobrenadante de cultivo de macréfagos infectados,
independientemente del tiempo de infeccibn, no presenta diferencias
estadisticamente significativas con los niveles observados en el sobrenadante de
macréfagos no infectados (Fig.13B).
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Figura 13. M. tuberculosis disminuye los niveles del transcrito Tgf7 y no cambia los niveles
proteicos de TGFB1 en macrofagos derivados de médula 6sea (BMDMs). A) Niveles del
transcrito TgfB1 a distintos tiempos post infeccién con M. tuberculosis. Se infectaron 1x10°
BMDMs con la cepa H37Ra de M. tuberculosis (MOI 5:1) durante 1 hora, transcurrido este tiempo se
descarto la micobacteria, se afiadid medio RPMI suplementado fresco y se cultivaron las células
durante 30 minutos, 1, 2, 4, y 12 horas, respectivamente, como control se usaron células tratadas
unicamente con el vehiculo. Posteriormente se extrajo RNA de las células, se realizé una
transcripcion reversa y por medio de qPCR se determinaron los niveles del transcrito Tgf8 en cada
tratamiento. Se grafica la media * la desviacion estandar (n=3) del enriquecimiento relativo de Tgf31
con respecto a Actb en cada tratamiento. *P<0.05 **<P 0.01 (ANOVA de una via y prueba post hoc
de Dunnett). B) Niveles proteicos de TGFB1 a distintos tiempos post infeccion con M.
tuberculosis. Se infectaron 1x10® BMDMs con la cepa H37Ra de M. tuberculosis (MOI 5:1) durante
1 hora, transcurrido este tiempo se descartd la micobacteria, se afiadié medio RPMI suplementado
fresco y se cultivaron las células durante 30 minutos, 1, 2, 4, y 12 horas, respectivamente, como
control se usaron células tratadas unicamente con el vehiculo. Se colectaron los sobrenadantes de
cada uno de los tratamientos y se determinaron los niveles proteicos con kits de ELISA para TGFp1
tipo sandwich. Se grafica la media + la desviacion estandar (n=3) de la concentracion (pg/mL).

Estos datos sugieren que, a pesar de que la infeccion de BMDMs con M.
tuberculosis resulta en la expresion del receptor 2 de TGF (Tgfbr2), en los tiempos
evaluados la expresidon de KIf10 inducida por la micobacteria no involucra a TGFp
ya que la infeccion de los macréfagos con M. tuberculosis a los tiempos que hay
una clara induccion de la expresion del gen KIf10, no se induce la expresion del
mMRNA de Tgfb ni incrementa los niveles proteicos de TGF[3.

Para determinar si los niveles basales de TGF3 observados en los sobrenadantes

de los macrofagos tienen alguna influencia en los niveles del mensajero Kif10, se
examino, de forma preliminar, si existe un cambio en el comportamiento de la
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expresion de KIf10 al agregar un anticuerpo bloqueante de TGF31. Los niveles de
expresion de KIf10 disminuyen a la mitad cuando se infectan BMDMs con la
micobacteria y, luego, se tratan con un anticuerpo anti-TGF@1 a una concentracion
de 10 ng/mL durante 4 horas (Fig. 14).
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Figura 14. Los niveles basales de TGFf en macréfagos derivados de médula 6sea (BMDMs)
son necesarios para la expresion del mensajero KIf10 cuando hay una infeccion con M.
tuberculosis. Se infectaron 1x10® BMDMs con la cepa H37Ra de M. tuberculosis (MOI 5:1) durante
1 hora, transcurrido este tiempo se descartd la micobacteria, se afiadié medio RPMI suplementado
fresco + anticuerpos anti-BrdU (tratamiento inespecifico) o anticuerpos anti-TGFB1 a una
concentracion de 10 ng/mL y se cultivaron las células durante 4 horas, como control se usaron
células tratadas unicamente con el vehiculo. Posteriormente se extrajo RNA de las células, se realiz6
una transcripcion reversa y por medio de gPCR se determinaron los niveles del transcrito Kif10 en
cada tratamiento. Se grafica la media del enriquecimiento relativo (fold change, FC) de Kif10 con
respecto a Actb en cada tratamiento (n=1).

En estos datos sugieren, preliminarmente, que los niveles basales de TGFB1 en
cultivos de BMDMs infectados con M. tuberculosis es necesaria para mantener los
niveles del mensajero Kif10

Asi, en conjunto nuestros datos indican que, en los tiempos evaluados, la expresion
de KIf10 inducida por M. tuberculosis durante la infeccion de BMDMs es mediada a
través de un mecanismo independiente TGF. Sin embargo, la presencia de TGFf3
basal en los macrofagos es necesaria para promover la expresion del mensajero de
KIf10.
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DISCUSION

M. tuberculosis es una bacteria patogena catalogada como el agente etiolégico de
la tuberculosis. Aunque existen distintos tratamientos y vacunas para contender con
esta enfermedad, se estima que un tercio de la poblacién mundial esta infectada por
M. tuberculosis. Sin embargo, es importante mencionar que las probabilidades de
desarrollar tuberculosis activa dependen de factores como: i) el ambiente, ii) el
sistema inmune del hospedero v, iii) los mecanismos de resistencia y factores de
virulencia de la bacteria. Por lo anterior, sélo una proporcion relativamente pequefia
(5-10%) de la poblacion infectada por M. tuberculosis presenta una tuberculosis
activa y sus consecuentes complicaciones (Nicol & Wilkinson, 2008; OMS, 2021).

La infeccion por M. tuberculosis comienza cuando se inhalan aerosoles
contaminados con la bacteria, los cuales llegan a la zona alveolar del pulmén donde
la bacteria interacciona con distintos tipos celulares, principalmente con macréfagos
y células dendriticas, los cuales participan en la destruccion de M. tuberculosis
mediante fagocitosis o, bien, en el aislamiento de la bacteria en granulomas. No
obstante, algunos bacilos pueden escapar de este ambiente, y permanecer libres
en el pulmon y/o diseminarse a otros érganos del cuerpo; esto se debe a que M.
tuberculosis ha desarrollado mecanismos para evitar su destruccion evadiendo las
respuestas inmunes innatas y adaptativas (Pieters, 2008).

Es importante mencionar que la supervivencia de la micobacteria depende del
establecimiento de un ambiente antiinflamatorio, el cual desactiva a los macrofagos
e impide la proliferacidon de los linfocitos T y B. Para lograr esto se necesita de la
disminucion de la expresion de citocinas proinflamatorias (por ejemplo, IFNy y TNF)
y del incremento de la expresion de citocinas antiinflamatorias (por ejemplo, IL10 y
TGFp) (Olobo et al., 2001; O’Leary et al., 2011; Villasefior et al., 2019).

En el caso particular de TGFf, se han realizado distintos estudios que confirman su
expresion y su participacion en la inmunopatogénesis en sitios de infeccion por M.
tuberculosis (Toossiy Ellner, 1998; Olobo et al., 2001; Gong et al., 2012). Asi mismo,
TGFB puede inducir la expresion de KLF10, un factor transcripcional identificado en
osteoblastos fetales humanos que regula la expresion génica en distintos procesos
celulares (por ejemplo, la apoptosis, la proliferacién, la diferenciacion y la
inflamacion) (Subramaniam et al., 1995; Cao et al., 2009; Biology et al., 2016).
Hablando particularmente de procesos inflamatorios, KLF10 juega un papel
importante en la diferenciacién de los macrofagos intestinales hacia un fenotipo
antiinflamatorio que contribuye a la regulacién de la colitis in vivo (Cao et al., 2010).
Esto sugiere que KLF10 es un represor transcripcional de citocinas inflamatorias en
macrofagos (Zhang et al., 2013). Recientemente se reportd que KLF10 tiene una
importante funcion en la destruccion de M. tuberculosis (Madrid-Paulino et al.,
2022), dado que los macréfagos deficientes de KIf10 producen mas IFNy tras la
estimulacién con la micobacteria, lo cual mejora la captacion bacteriana y la
actividad bactericida mediante macropinocitosis.
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En el presente trabajo buscamos dilucidar si a través de TGFB M. tuberculosis
induce la expresion del factor transcripcional KIf10 en macréfagos murinos para
impedir una respuesta inflamatoria y promover su sobrevivencia.

De acuerdo con el hecho de que el gen KLF10 fue inicialmente llamado TIEG (TGF3
inducible early gene, por sus siglas en inglés) por ser inducido de manera temprana
en respuesta a TGF[3 en osteoblastos fetales humanos (Subramaniam et al., 1995),
encontramos que los cultivos de BMDMs expuestos a TGF[31 recombinante durante
1 hora incrementan 2 veces los niveles de mensajero de KIf10 sobre los niveles
basales (Figura 11). Esto también es congruente con distintos estudios que han
demostrado que KLF10 actua como una molécula antiinflamatoria (Papadakis et al.,
2015; Biology et al., 2016) y que, en macréfagos, en cultivo, estimulados con TGF(3
recombinante el nivel de los transcritos de moléculas antiinflamatorias como IL10
incrementa (Zhang et al., 2016).

Ahora bien, Madrid-Paulino y colaboradores (2022) observaron que los macréfagos
alveolares de ratones MH-S infectados con la cepa no patogena de M. tuberculosis
H37Ra (MOI 10:1) los niveles de mRNA de KIf10 incrementan 2 veces, con respecto
a los niveles observados en macrofagos no infectados. En el presente trabajo
corroboramos este dato usando la misma cepa de la micobacteria (MOI 5:1) y
macrofagos derivados de médula 6sea (BMDMs); hallamos que los niveles del
mensajero KIf10 aumentan 1.6 veces después de 1 y 2 horas post infeccién en
aquellos macréfagos que fueron infectados con la micobacteria (Figura 10). Ambos
datos indican que la cepa H37Ra de M. tuberculosis induce la expresién de KIf10
en macrofagos tras la infeccidn con la micobacteria. Asi mismo, podemos atribuir
que los niveles de expresion de KIf10 son menores en nuestros datos ya que
usamos una MOI menor que la de Madrid-Paulino y colaboradores (2022).

Haciendo una comparaciéon entre las cinéticas de expresion de Kif10 en BMDMs
tratados con TGFB1 recombinante (10 ng/mL), o bien, infectados con la cepa H37Ra
de M. tuberculosis (MOI 5:1) podemos destacar que los niveles del mensajero de
KIf10 son mayores con el tratamiento con TGFB1 recombinante. Sin embargo, el
comportamiento de la expresion de KIf10 en ambas cinéticas es similar, ya que el
mensajero KIf10 alcanza su pico de expresion a la hora del tratamiento con la
proteina recombinante, o bien, a la hora post infeccidn con la micobacteria. Posterior
a ello los niveles de expresion disminuyen hasta que a las 12 horas la expresion de
KIf10 es equiparable con el tratamiento control en ambas cinéticas.

En 1995, Subramaniam y colaboradores descubrieron en osteoblastos fetales
humanos que uno de los genes diana de la via de senalizacion por TGF3 era KLF10,
por lo tanto, resulta interesante conocer si en un contexto de infeccion de
macrofagos murinos por M. tuberculosis la expresion de KIf10 en respuesta a M.
tuberculosis se debe a la presencia de TGFf. La senalizacion por TGFf3, en general,
es iniciada por el reconocimiento de alguno de los miembros de la superfamilia de
TGFB, los cuales se subdividen en: i) las tres isoformas de TGFB (TGFB1, TGFBR2y
TGFR3), ii) las proteinas morfogenéticas 6seas (BMP) vy, iii) las activinas (Licona-
Limon & Soldevila, 2007). Estos miembros son reconocidos como dimeros por el
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dominio extracelular del receptor TGFBR2 que cambia de conformacion y fosforila,
y consecuentemente, activa al receptor TGFBR1 que, a su vez, fosforila a Smad2 y
Smad3 lo que permite la unién a Smad4 para formar complejos heteroméricos de
Smad que ingresan al nucleo e inician la transcripcion de genes (Vander Ark et al.,
2018).

Dado que un paso crucial en la via de sefalizacion de TGF es la unién de un
ligando al receptor TGFBR2, en el presente trabajo evaluamos la expresion del
mensajero TgfBr2 después de una infeccidn por M. tuberculosis. Encontramos que
BMDMs infectados con la cepa H37Ra de M. tuberculosis (MOI 5:1) presentan una
sobrexpresion de Tgfr2 (Figura 12), por lo cual concluimos que los macrofagos son
capaces de reconocer ligandos de la via de sefalizacién de TGF cuando son
infectados con M. tuberculosis. Asi mismo, Gong y colaboradores (2012) indican
que la delecion de TgfBr2 en los macréfagos inhibe su polarizacion hacia un fenotipo
antiinflamatorio (M2), entonces, dado que M. tuberculosis propicia un ambiente
antiinflamatorio para promover su supervivencia, no es de extrafarse que el
mensajero de esta molécula se sobreexprese en respuesta a la micobacteria.

De acuerdo con Papadakis y colaboradores (2015), KLF10 puede unirse
directamente al promotor de Tgf3r2 en las células T CD8*, y al hacerlo, se produce
una mayor expresion génica de este receptor. Esto podria indicar un sistema de
regulacion positiva, donde KLF10 promueve su expresion regulando la expresion de
TgfBr2, el cual es vital para iniciar a via de sefalizacion de TGFB. Sin embargo, en
el contexto de una infeccion por M. tuberculosis, es necesario evaluar la produccion
de la proteina KLF10 usando un ensayo ELISA vy, observando si KLF10 puede
unirse al promotor de TgfBr2 mediante un ensayo de ChlP-Seq.

En el presente trabajo unicamente evaluamos a TGFB1 como ligando de la
sefalizacion de TGFf3, para ello medimos los niveles del mensajero de Tgf31 y de
la proteina TGFB1 y encontramos que la infeccion por M. tuberculosis en BMDMs
no induce la expresion del mMRNA de Tgfb1 ni incrementa los niveles proteicos de
TGF durante las primeras 12 horas postinfeccion (Figura 13). Sin embargo, existen
varios reportes donde describen un aumento de TGFB1 a partir de las 24 horas en
un contexto de infeccion por M. tuberculosis; por ejemplo, Toossi y colaboradores
(1995) observan que la proteina TGFB1 incrementa sus niveles en los
sobrenadantes de monocitos después de ser estimulados con LPS, o bien, tratados
con derivado proteico purificado de M. tuberculosis durante periodos de 24 y 72
horas. Asi mismo, Olobo y colaboradores (2001) encontraron niveles mayores de
TGFB en plasma vy fluido pleural de pacientes con tuberculosis. Por ultimo, en el
laboratorio, Madrid-Paulino (2023) también observé que después de 24 horas
postinfeccion los sobrenadantes de cultivo de BMDMs infectados con la cepa
H37Ra de M. tuberculosis o estimulados con LPS incrementaban al doble su
cantidad de TGFB1 a comparacion de aquellas células que no fueron tratadas.

El aumento de TGFB en presencia de M. tuberculosis se ha asociado con la

inmunopatogénesis de esta bacteria, debido a que TGF[3 regula a la baja la funcidn
efectora de macrofagos contra las micobacterias (Bermudez, 1993), acelera la
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replicacion bacteriana intracelular (Hirsch, 1994) y altera la produccion y funcién de
citocinas inflamatorias como TNF e IFNy (Gong et al., 2012; Werner et al., 2000).
Dado que la presencia de TGFB1 es observable a partir de las 24 horas
postinfeccion con la micobacteria, nos hace sugerir que puede estar ocurriendo una
regulacion a nivel de secrecion de la proteina. Nuchel y colaboradores (2018)
describieron que la secrecion de TGFB1 esta crucialmente relacionada con la
autofagia en fibroblastos y macréfagos y, a su vez, la autofagia esta involucrada en
la eliminacion de la micobacteria (Gutiérrez et al., 2004). Asi mismo, existen
diferentes reportes que indican que M. tuberculosis ha desarrollado mecanismos a
través de los cuales inhibe la autofagia del hospedero para evitar su destruccion
(Shin et al., 2010; Chen et al., 2015; Saini et al., 2016; Ge et al., 2022); entonces,
M. tuberculosis al estar inhibiendo la autofagia también podria estar deteniendo la
secrecion de TGFB1 en los macréfagos infectados con la micobacteria.

Ahora bien, de manera preliminar, nuestros resultados indican que la presencia de
TGFB1 en cultivos de BMDMs infectados con M. tuberculosis es necesaria para
mantener los niveles del mensajero Kif10. Esto lo observamos al tratar a las células
con un anticuerpo anti-TGFB1 después de la infeccion con la micobacteria, donde
se disminuyen a la mitad los niveles de expresion de KIf10 (Figura 14). Por lo tanto,
planteamos que, a pesar de que los niveles proteicos de TGFB1 medidos a lo largo
de distintos tiempos postinfeccion no cambian, son necesarios y suficientes para
mantener la expresion basal del mensajero de KIf10 a tiempos cortos postinfeccion.
Sin embargo, para aseverar esta idea es necesario hacer mas repeticiones de
nuestro experimento preliminar, el cual se realiz6 a las 4 horas postinfeccion dado
que en este punto se observo el pico maximo de expresion de Tgfr2y, vale la pena
repetir este experimento cuando se observa el pico maximo de expresiéon de KIf10,
es decir, a la hora postinfeccion.

Tomando en cuenta todos nuestros hallazgos, concluimos que, en los tiempos
evaluados, no podemos atribuir que la sobreexpresion temprana de KIf10 en una
infeccidon con M. tuberculosis se debe directamente a la sefalizacion de TGF[
mediante el ligando TGFB1. Sin embargo, es importante mencionar que el TGFf
que se encuentra de forma basal en los cultivos de macrofagos es necesario para
promover la expresion del mensajero de Kif10. Por lo tanto, es importante continuar
caracterizando otras alternativas mediante las cuales se pueda explicar la expresion
de KIf10 inducida por M. tuberculosis a tiempos tempranos durante la infeccién del
macrofago.

Un mecanismo alternativo a través del cual se puede estar regulando a KIf10 en una
infeccion con M. tuberculosis en macrofagos puede dilucidarse a partir de los
siguientes hechos:

1. Es bien conocido que M. tuberculosis posee una alta capacidad de sintesis
de cAMP dado que en su genoma se ha observado la presencia de multiples
paralogos de adenilato ciclasa (Agarwal & Bishai, 2009), asi mismo, en un
contexto de infeccidn con M. tuberculosis en macrofagos, Bai et al. (2009)
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reportaron un incremento significativo en los niveles citoplasmicos de cAMP
de macréfagos murinos tras la absorcién de micobacterias vivas.

2. Una vez que los niveles intracelulares de cAMP aumentan puede activarse
la proteina quinasa A (PKA) y, asi, liberar sus subunidades cataliticas (PKAc)
que pueden fosforilar una amplia gama de sustratos celulares (Mellon et al.,
1989), entre los cuales podemos encontrar a la proteina de unién al elemento
de respuesta cAMP (CREB). En un contexto de infeccion por M. tuberculosis
se ha observado un aumento en los niveles de pCREB (CREB en su forma
fosforilada) en macrofagos murinos a partir de los 15 minutos postinfeccion
(Leopold Wager et al., 2023) y al tratar a los macréfagos infectados con M.
tuberculosis con un inhibidor de PKA los niveles de pCREB disminuyen
aproximadamente un 70% (Agarwal et al., 2009).

3. Una vez que CREB se encuentra en su forma fosforilada puede translocarse
al nucleo, reclutar a la proteina de unién a CREB (CBP) y unirse a las
secuencias de ADN denominadas elemento de respuesta al AMP ciclico
(CRE) en los promotores de genes diana para inducir un programa
transcripcional antiinflamatorio e inmunorregulador (Wen et al., 2010).

4. En el laboratorio se dilucidd mediante estudios bioinformaticos que el
promotor del gen de KIf10 tiene sitios putativos de union para CREB que se
encuentran conservados en los genomas de raton, rata, chimpacé y humano;
estos datos se confirmaron experimentalmente en un contexto neuronal
hipotalamico murino mediante ensayos de luciferasa, mutaciones dirigidas
en el promotor de KIf10 y ensayos ChIP y, se concluyé que el promotor de
KIf10 esta sujeto a regulacion por el factor de transcripcion CREB (Garduiio-
Tamayo, datos no publicados).

Por lo tanto, vale la pena explorar si en un contexto de infeccion por M. tuberculosis
en macrofagos la sobreexpresion temprana de KIf10 se encuentra regulada por
CREB, el cual, como consecuencia de un estallido de cAMP en el citoplasma
derivado de una infeccidn con la micobacteria. M. tuberculosis, al inducir la
expresion de KIf10, lo permite la supervivencia de la micobateria en el macrofago al
inhibir la produccién de IFNy e impedir la macropinocitosis (Madrid-Paulino et al.,
2022).
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CONCLUSIONES

M. tuberculosis promueve la expresion del gen KIf10 en BMDMs a partir de

la hora postinfeccion.

La presencia de TGF[1 en el medio de cultivo incrementa los niveles de KIf10

en BMDMs a tiempos cortos de exposicion (desde 1 hora postinfeccion).

La infeccion de BMDMs con M. tuberculosis aumentan la expresion de Tgf3r2

a partir de las 2 horas postinfeccion.

En los tiempos evaluados, la expresion de KIf10 inducida por la micobacteria

no involucra a TGFB, dado que los macrofagos infectados con M.

tuberculosis que expresan el gen KiIf10, no expresan Tgfb ni incrementan los

niveles proteicos de TGF[.

La expresion de KIf10 inducida por M. tuberculosis durante la infeccion de

BMDMs es mediada a través de un mecanismo independiente TGF[3.

De manera preliminar, los niveles basales de TGF31 en cultivos de BMDMs

infectados con M. tuberculosis son necesarios para mantener los niveles del

mensajero KIf10.

Otra forma de corroborar si la via de sefializaciéon de TGF[3 esta involucrada

en la expresion temprana de KIf10 en macrofagos infectados con M.

tuberculosis es inhibiendo la actividad de TGFBR2. Esto por que,

independientemente si se sigue la via candnica o no candnica de TGFf, es

el sitio donde se une directamente TGF[ para iniciar la via de sefalizacién.

A continuacion, se muestran dos estrategias experimentales para inhibir la

actividad de TGFBR2:

1. Dado que el raton TgfBr2 -/- presenta letalidad embrionaria derivada
de defectos en la hematopoyesis y vasculogénesis del saco vitelino
(Oshima et al., 1996), una forma de inhibir la funcion de TGFBR2
sin alterar el DNA del huésped ni provocar efectos a largo plazo
(Dominska & Dykxhoorn, 2010) es el uso de siRNAs. Haciendo uso
de programas bioinformaticos (por ejemplo, BLOCK-T RNAiI
Designer, Invitrogen) se seleccionarian 3-4 siRNAs que cubrieran
diferentes regiones del mMRNA de TGFBR2, los cuales se mandarian
a sintetizar junto con un siRNA no especifico. Los siRNAs se
transfectarian en las células antes de la infeccion con M.
tuberculosis y, una vez realizada la infeccion, se mediria la
expresion de KIf10 a diferentes tiempos postinfeccion.
2. Una forma adicional de inhibir la funcién de TGFBR2 es el uso de

anticuerpos bloqueantes como LY3022859 (Zhong et al., 2010).
Para ello se infectarian las células con M. tuberculosis vy, al
momento de descartar la micobacteria y afiadir medio fresco, se
afadiria el anticuerpo bloqueante. Posteriormente, a diferentes
tiempos postinfeccion, se mediria la expresion de KIf10.
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ANEXOS

Cultivo celular de macréfagos derivados de médula 6sea (BMDMs)

La diferenciacion de los macrofagos a partir de células de médula 6sea ocurrié a lo
largo de 7 dias bajo condiciones ambientales de 37°C en aire humidificado con 5%
de COg2. Durante este periodo, se realiz6 un cambio parcial del medio de
diferenciacién cada 48 horas, descartando 5 mL de los 10 mL totales del cultivo y
anadiendo 5 mL de medio de diferenciacion fresco. A partir del dia 4 de cultivo se
empezaron a apreciar pequefas proyecciones en las células, y al 7 se hicieron
evidentes en todas las células del cultivo; estas proyecciones son llamadas
pseudopodos y son una de las caracteristicas morfoldgicas mas evidentes en los
macréfagos que ayudan a distinguirlos de otros tipos celulares.

: o ) A4
Figura suplementaria 1. Diferenciacion de células de médula 6sea en BMDMs.

Estandarizacion de la extraccion RNA a partir de macréfagos derivados
de médula 6sea (BMDMs)
Para realizar la transcripcion inversa se necesita entre 0.5-1 ug de RNA de buena
calidad, por se realizé una estandarizacion sobre el numero de BMDMs necesarios
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para obtener suficiente RNA para obtener cDNA. Para ello se sacrificd un ratén
BALB/c WT macho de 12 semanas de edad a partir del cual se extrajo la médula
Osea, la cual se diferenci6 en BMDMSs; a partir del total de células obtenidas se
hicieron cultivos celulares con 250 000, 500 000, 1 000 000, 2 000 000, 3 000 000
de células, respectivamente. Posteriormente se hizo una extraccion de RNA por
cada cultivo celular y se evalud la concentracion y pureza de las muestras por
espectrofotometria obteniendo los siguientes resultados (Figura suplementaria 2):

Muestra Concentracion de | 260/280 | 260/230 ]
RNA total (ug) _
10+
250,000 células 2.568 1.69 062 |,
=
500,000 células 4.22 1.87 0.49 5
1,000,000 células 4.972 1.88 0.89 !_Il
0- T
2,000,000 células 11.17 1.94 1.08 R
B \pe q?Q '590
3,000,000 células 14.18 1.97 1.64 Nimero de células

Figura suplementaria 2. Cuantificacion del RNA de cultivos celulares con diferentes cantidades de
BMDMs.

Asi mismo, se realizé una electroforesis horizontal en gel de agarosa al 1% con
bromuro de etidio como marcador de fluorescencia para analizar la integridad del
RNA (Figura suplementaria 3). Las dos bandas intensas corresponden a las
subunidades mayor y menor del RNA ribosomal y su presencia es signo de un RNA
optimo, es decir, no degradado.

250,000 500,000 1,000,000 2,000,000 3,000,000
células células células células células

Figura suplementaria 3. Electroforesis horizontal en gel de agarosa al 1% con bromuro de etidio
como marcador de fluorescencia para analizar la integridad del RNA extraido de 250 000, 500 000,
1 000 000, 2 000 000, 3 000 000 de células, respectivamente.
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Estandarizacion de primers para qPCR de Actb, KIf10, Tgf1y TgfBr2

Previo a la qPCR de las muestras experimentales, se estandarizaron los primers
para gPCR de los genes de interés del presente trabajo (KIf10, TgfB y Tgfr2) y Actb
como gen normalizador. La estandarizacion consistio en llevar a cabo, por cada gen,
reacciones de gqPCR con diferentes concentraciones de cDNA (se hicieron
diluciones seriadas) a partir de las cuales se obtuvo:

a)

b)

Una regresion lineal entre el logaritmo base 2 de las concentraciones de
cDNA'y los valores de la Ct de esas concentraciones.

La ecuacion de la recta, la cual indica el valor de la pendiente (m) y de la
ordenada al origen de la regresion lineal.

c) El valor de R? que describe la regresion lineal.
d) La melt curve, que indica especificidad de la amplificacion.
e) La eficiencia de amplificacion los primers
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Figura suplementaria 4. Estandarizacion de los primers para gPCR para Actb. A) Curva estandar del
gen Actb donde se indica la ecuacion de la recta, el valor de R? y la eficiencia de amplificacion de los
primers. B) Melt curve del gen Actb.

53



y = -1.036(x) + oo
A) 33.31 B)
30 . R2 = 0.9821
S Eficiencia = 95.27%

28— 33000.0
26_ &\ 28000.0

= i
o % 23000.0

244 g

22+
20 T T T T 1
2 4 6 8 10 12

Logz [ ] 3000.0

Figura suplementaria 5. Estandarizacién de los primers paré‘ gPCR para el gen Kif10. A) Curva
estandar del gen KIf10 donde se indica la ecuacion de la recta, el valor de R? y la eficiencia de
amplificacion de los primers. B) Melt curve del gen Kif10.
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Figura suplementaria 6. Estandarizacion de los primers para qPCR para el gen Tgf31. A) Curva
estandar del gen TgfR donde se indica la ecuacion de la recta, el valor de R? y la eficiencia de
amplificacion de los primers. B) Melt curve del gen Tgf1.
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Figura suplementaria 7. Estandarizacion de los primers para qPCR para el gen TgfBr2. A) Curva
estandar del gen Tgfr2 donde se indica la ecuacion de la recta, el valor de R? y la eficiencia de
amplificacion de los primers. B) Melt curve del gen TgfBr2.

Geles de integridad de RNA de las muestras experimentales
Para corroborar que el RNA extraido de las muestras experimentales no estuviera
degradado se realizé una electroforesis horizontal en gel de agarosa al 1% con
bromuro de etidio como marcador de fluorescencia. La presencia de dos bandas
intensas es indicativo de un RNA ideal para llevar a cabo una transcripcién inversa
seguida de una PCR/qPCR.

Control 1 hora 2 horas 4 horas 12 horas

Figura suplementaria 8. Electroforesis horizontal en gel de agarosa al 1% con bromuro de etidio
como marcador de fluorescencia para analizar la integridad del RNA de las muestras de BMDMs
tratados con TGFB1 exdgeno (10 ng/mL) durante 1 hora, 2 horas, 4 horas y 12 horas,
respectivamente.
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Control 30 minutos 1 hora 2 horas 4 horas 12 horas

Figura suplementaria 9. Electroforesis horizontal en gel de agarosa al 1% con bromuro de etidio
como marcador de fluorescencia para analizar la integridad del RNA de las muestras de BMDMs
tratados con M. tuberculosis H37Ra MOI (5:1) durante 30 minutos, 1 hora, 2 horas, 4 horas y 12
horas, respectivamente.

Mtb + Mtb +
Control Mtb a-BRDU a-TGFB

Figura suplementaria 10. Electroforesis horizontal en gel de agarosa al 1% con bromuro de etidio
como marcador de fluorescencia para analizar la integridad del RNA de las muestras de BMDMs
tratados con: i) M. tuberculosis H37Ra MOI (5:1) durante 4 horas (Mtb); ii) M. tuberculosis H37Ra
MOI (5:1) durante 4 horas + anti-BRDU (Mtb+a-BRDU); iii) M. tuberculosis H37Ra MOI (5:1) durante

4 horas + anti-TGF@ (Mtb+a-TGF).

56



