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RESUMEN

La respuesta inmune celular que desarrolla el hospedero contra
Mycobacterium tuberculosis es mediada por linfocitos T CD4+ y CD8+. La
presencia de linfocitos T CD8+ que expresan al marcador de células NK CD57
y su expansion secundaria a la exposicion antigénica cronica sugieren que
esta subpoblacion puede tener una funcion efectora relevante en patologias
como la tuberculosis pulmonar. Con la finalidad de determinar la frecuencia e
identificar caracteristicas fenotipicas y efectoras de los linfocitos T CD8+ que
expresan el marcador CD57, se obtuvo sangre venosa de pacientes adultos
con tuberculosis pulmonar activa (TB). A partir de la sangre se obtuvieron
células mononucleadas por un gradiente de centrifugacion diferencial y a su
vez, monocitos mediante adherencia celular y linfocitos T CD8+CD57+ a través
de inmunomagnetoseleccion. La expresion de moléculas de membrana o
intracelulares en los linfocitos T CD8+, fue determinada por citometria de flujo
y la actividad citotéxica fue evaluada por un ensayo colorimétrico. Nuestros
resultados mostraron aumento del porcentaje de linfocitos T CD8+CD57+ en el
grupo de pacientes con TB comparado con el grupo de individuos sanos
(p<0.0001). Esta subpoblacién celular se caracterizd por expresion disminuida
de las moléculas CD28 y CD62L, asi como un incremento en CD44 y CD69,
sin expresion de la molécula CD161, ni reconocimiento significativo de a-
galactosilceramida presentada por tetrameros de CD1d. La estimulacion con
miristato y acetato de forbol mas ionomicina mostré6 mayor cantidad de
perforina, granzima-A, TNF-a e IFN-y en los linfocitos T CD8+CD57+ de

pacientes.



Con respecto a la citotoxicidad, solamente los linfocitos T CD8+CD57+ de
pacientes mostraron actividad citotoxica espontanea contra los monocitos
autélogos. Cuando el ensayo citotoxico se realiz6 en presencia de antigeno
soluble de Mycobacterium tuberculosis de la cepa H37Rv, los linfocitos T
CD8+CD57+ incrementaron su actividad citotoxica, pero este aumento fue
significativamente menor que el mostrado por los linfocitos T CD8+CD57- de
los pacientes (p<0.006) o de los individuos sanos (p<0.0005). La adicion de
anticuerpos contra moléculas de histocompatibilidad de clase | (MHC-I) en los
ensayos de citotoxicidad, solamente inhibié la actividad citotoxica de los
linfocitos T CD8+ de los individuos sanos, independientemente de la expresion
de CD57.

Estos resultados demuestran que los linfocitos T CD8+CD57+ son una
subpoblaciéon que incrementa su frecuenta en los pacientes con tuberculosis
pulmonar y que tiene la capacidad de mediar citotoxicidad ex—vivo en ausencia

de estimulacion antigénica.



INTRODUCCION

La tuberculosis, cuyo agente etioldégico es Mycobacterium tuberculosis (Mtb),
constituye un grave problema de salud publica a nivel mundial ya que genera
1.8 millones de muertes y 8 millones de casos nuevos al afio [1]. La respuesta
inmune celular que desarrolla el hospedero contra Mtb generalmente es exitosa
ya que limita la progresién de la enfermedad, sin embargo, no es lo
suficientemente efectiva para lograr la eliminacién del bacilo [2]. En esta
respuesta inmunolégica participan diferentes subpoblaciones linfocitarias. Por
un lado, los linfocitos T CD4+ son mediadores centrales de resistencia contra
Mtb a través de la produccién de citocinas del tipo Th1 como el interferén-
gamma (IFN-y) y el factor alfa de necrosis tumoral (TNF-a) [3-5]. El IFN-y es
una citocina clave que permite controlar el crecimiento intracelular de Mtb ya
que activa de manera eficiente las funciones microbicidas de los macrofagos,
mientras que el TNF-a favorece la organizacion y diferenciacion celular para la
formacion del granuloma [6]. Por otra parte, los linfocitos T CD8+ participan en
la inmunidad protectora contra Mtb gracias a su capacidad para reconocer y
lisar macrofagos infectados ademas de producir citocinas del tipo Th1 [7, 8]. En
el estudio de la tuberculosis, diferentes trabajos experimentales utilizando
eliminacién de linfocitos T mediada por anticuerpos, transferencia adoptiva de
linfocitos T, asi como ratones “knockout” que carecen de CD1d o TAP-1 o de
linfocitos T C4+, han generado suficiente evidencia experimental que
demuestra que los linfocitos T CD8+ son requeridos para alcanzar una
inmunidad optima contra Mtb [9-11]. La respuesta inmune celular mediada por
los linfocitos T CD8+ es desencadenada por eventos de sefalizacion via

receptor de célula T (TCR). La interaccion especifica de este TCR con el



complejo péptido-molécula de histocompatibilidad de clase | (MHC-I) resulta en
funciones efectoras tales como citdlisis y produccion de citocinas que son
importantes en mediar resistencia por parte del hospedero contra Mtb [12]. Una
gran limitante en la actualidad es que pocas de estas funciones han podido ser
estudiadas de manera dinamica y directamente en el ser humano.

Entre los mecanismos efectores de los linfocitos T CD8+ que mas se han
estudiado esta la secrecion de citocinas, particularmente las citocinas tipo 1
como el IFN-y y el TNF-a. Ambas citocinas actuan de manera sinérgica para
activar a los macréfagos, lo cual incrementa su actividad microbicida [13]. El
TNF-a también ha mostrado mediar un papel importante en la proteccién contra
Mtb. Esto ha sido demostrado en diversos estudios clinicos, en donde los
pacientes con artritis reumatoide que recibieron agentes que bloquean al TNF-
a, presentaron una mayor incidencia de tuberculosis pulmonar [14]. Estas dos
citocinas también tienen otras funciones inmunoldégicas como incrementar la
expresion de las moléculas MHC de clase | y Il, asi como de CD1d [15].
Diferentes estudios realizados en el modelo murino de tuberculosis han hecho
evidente que no todos los linfocitos T CD8+ que son especificos para antigenos
de Mtb producen IFN-y [16]. Esta discrepancia puede reflejar la heterogeneidad
en la funcién de los linfocitos T CD8+ antigeno especificos, asi como la
existencia de distintas subpoblaciones de linfocitos T CD8+ [17].

En este contexto de funciones efectoras de los linfocitos T CD8+, encontramos
su habilidad para mediar citotoxicidad celular [18]. La lisis de los macréfagos
infectados resulta ser benéfica para el hospedero, cuando las bacterias

liberadas son capturadas nuevamente pero por macréfagos activados. Esta



actividad de los linfocitos T CD8+ es mediada por dos mecanismos principales:
la via dependiente de granulos y el sistema Fas/FasL [7, 19].

Citotoxicidad por la via dependiente de granulos: la via de citotoxicidad
dependiente de granulos se caracteriza por la liberacion de perforina, las
granzimas y la granulisina. La perforina es una proteina que forma poros en la
membrana de la célula blanco, induce su ruptura y eventualmente la muerte.
Estos poros que forma la perforina son la puerta de entrada para las
granzimas, proteinas que inducen apoptosis en la célula blanco mediante la
activaciéon de caspasas [20]. La granulisina, es la primera molécula descrita con
actividad microbicida directa sobre Mtb, pertenece a la familia de las proteinas
tipo saposina y se localiza en los granulos citotoxicos de los linfocitos T CD8+ y
de las células asesinas naturales (NK) [21].

Citotoxicidad a través del sistema CD95/CD95L (Fas-FasL). El sistema
CD95/CD95L es uno de los sistemas apoptéticos mas estudiados. CD95 es
una proteina transmembranal que pertenece a la familia de los receptores del
TNF que es ampliamente expresada en células blanco [22]. CD95L (CD178) es
otra proteina transmembranal de la familia del TNF, su expresion se encuentra
incrementada en linfocitos T activados y células NK. Al interaccionar CD95 de
las células blanco (por ejemplo macréfagos infectados) con CD95L del linfocito
T se activa la via de apoptosis dependiente de caspasas, principalmente la
caspasa 8 [23]. Las caspasas son proteinas con actividad de proteasas que
son esenciales para la iniciacibn y ejecucion del proceso apoptético.
Actualmente existen 13 miembros que son clasificados en dos grupos
dependiendo de la accidn que realizan: a)Inflamatorias: caspasa 1, 4,5y 12y

b) apoptéticas: 2, 3, 6, 7, 8, 9 y10) [24].



Para la activacion de los linfocitos T CD8+ se requieren dos senales
principales, la primera sefial es proveida por el reconocimiento de antigenos
especificos de naturaleza proteica presentados por las moléculas clase | del
MHC en una célula presentadora de antigeno. La segunda sefal, llamada
“sefal coestimuladora” es proveida por las moléculas B7-1/B7-2 en la célula
presentadora de antigeno que se unen con CD28 en el linfocito T. En ausencia
de coestimulacion, los linfocitos T que reconocen antigenos fallan para
responder y mueren o entran en un estado de ausencia de respuesta conocido
como anergia. Por lo tanto, la coestimulacidon es un determinante clave de la
respuesta de los linfocitos T que han reconocido un antigeno. Sin embargo, es
importante mencionar que no todos los linfocitos T requieren de segunda sefal,
un ejemplo de esto son los linfocitos T CD8+, de los cuales, en los seres
humanos cerca del 50% son CD28 negativos [25]. Esta via de presentacion
antigénica se encarga de presentar péptidos intracelulares que son procesados
por el proteasoma y translocados al reticulo endoplasmico gracias a la accion
del heterodimero TAP1/TAP2 [26]. Una vez en el reticulo endoplasmico, los
péptidos son procesados por pequefias proteasas y ensamblados con la
cadena pesada de la molécula clase | y ésta a su vez con la 32 microglobulina,
para formar un complejo trimérico que es transportado a la superficie celular en
donde es reconocido por un linfocito T CD8+ especifico [27].

Otro grupo de antigenos que puede ser presentado a los linfocitos T, son los
antigenos de origen lipidico que se unen a las moléculas CD1 [28]. CD1 es una
familia de proteinas que tienen como funcién presentar antigenos lipidicos a los
linfocitos T para activar la respuesta inmune celular [29]. Una vez que las

distintas isoformas pertenecientes al grupo 1 (CD1a, CD1b y CD1c) han



presentado lipidos especificos a los linfocitos T pueden contribuir a la defensa
del hospedero contra Mtb a través de inducir la produccién de citocinas como
IFN-y. Estas moléculas del grupo 1 de la familia CD1 son principalmente
presentadoras de antigenos derivados de micobacterias patdégenas como
Mycobacterium tuberculosis [30]. En contraste, CD1d, la unica isoforma
perteneciente al grupo 2 de la familia CD1, ha sido principalmente asociada con
la activacion de los linfocitos NKT [31]. El termino linfocito NKT define a una
subpoblacion de linfocitos T que comparte algunas caracteristicas con las
células NK, particularmente la expresion del marcador NK1.1 (CD161). Los
linfocitos NKT expresan niveles intermedios de un receptor de superficie
invariante (Va14 en el raton y Va24, VB11 en el humano, pareados con
diversos segmentos V), que reconoce al glicolipido sintético o-
galactosilceramida presentado por la molécula CD1d y su perfil de secrecion de
citocinas es TH1/TH2 [15]. En el ser humano estos linfocitos NKT pueden ser
CD4+, CD8+ o dobles negativos (DN). De manera reciente, Gadola SD vy
colaboradores demostraron que existe una proporcion de linfocitos T CD8+ que
tienen la capacidad de reconocer la «-galactosilceramida cuando es
presentada por tetrameros o mondémeros de CD1d y aunque no se conoce cual
es su ligando natural in vivo consideran que su funcién puede ser relevante [32]
La activacion de estos linfocitos puede modificar la respuesta inmune en
diversos procesos patogénicos incluyendo la infeccidn por Mycobacterium
tuberculosis [33, 34].

Diversos estudios publicados en afios recientes han proveido mayor
conocimiento en lo que respecta a las vias de presentacion antigénica,

principalmente enfocados a saber como los antigenos que se localizan en los



fagosomas son presentados a los linfocitos T CD8+. Esta via se ha
denominado presentacion cruzada de antigenos, ya que antigenos de origen
exdgeno provenientes principalmente de vesiculas apoptéticas derivadas de
macrofagos infectados (célula primaria), pueden ser presentados por moléculas
clase | a los linfocitos T CD8+ una vez que dichos antigenos han sido
transferidos y procesados a una célula presentadora de antigeno secundaria,
escencialmente células dendriticas [35, 36]. Actualmente se considera que esta
via es el principal mecanismo para la activacion de los linfocitos T CD8+ en
infecciones por patégenos intracelulares [37].

Durante varios procesos infecciosos que tienden a la cronicidad como la
infeccién por Mtb, la persistencia de antigenos juega una funcion primordial en
la expansién y diferenciacién de subpoblaciones de linfocitos T CD8+ [38].
Varios marcadores de superficie han sido propuestos para identificar estas
subpoblaciones. Los mas estudiados son CD28 (receptor co-estimulatorio
involucrado en la regulacion de la activacion del linfocito T, no existe evidencia
de su re-expresion entre las diferentes subpoblaciones de linfocitos T CD8+),
CD45RA (antigeno de superficie que fue tradicionalmente utilizado para definir
virginidad en las células que lo expresaban, actualmente se considera que su
re-expresion en la superficie celular define a los linfocitos T CD8+
terminalmente diferenciados), CD44 (antigeno de superficie que se expresa en
todos los linfocitos T de memoria) y moléculas efectoras: perforina y granzima
A (todos los linfocitos T CD8+ que han tenido experiencia antigénica expresan
a estos factores -citotdxicos, incrementando su concentracion conforme
incrementa su grado de diferenciacion) [39]. Este fendbmeno ha sido estudiado

en patologias como la infeccion por VIH [40], por citomegalovirus (CMV) [41] o



por el virus Epstein Barr [42]. En estas publicaciones se ha puesto un especial
interés en aquellos linfocitos T CD8+ citotoxicos que median la respuesta
inmune y expresan receptores asociados a células NK, como CD57 y CD161

[43].

ANTECEDENTES

CD57 es un marcador de clasico de las células NK, también conocido como
HNK-1. CD57 es un polisacarido sulfatado que se expresa en algunas
glicoproteinas y glicolipidos y fue descrito inicialmente en linfocitos grandes
granulares con gran actividad citotoxica [44]. Estos linfocitos son generalmente
localizados en higado y medula 6sea y son mas escasos en sangre periférica y
ganglios linfaticos. En condiciones de salud una porcion de linfocitos T CD8+
puede co-expresar a CD57. La subpoblacion de linfocitos T CD8+CD57+ es
encontrada en circulacion sanguinea de individuos sanos representando entre
el 2-5% del total de células mononucleadas [45]. Un incremento en la
frecuencia de esta subpoblacién ha sido descrito en diferentes patoldgias tales
como artritis reumatoide, infeccion por citomegalovirus (CMV) y por el virus de
inmunodeficiencia humana (VIH) [46-48] . En estos estudios se ha intentado
definir el fenotipo de los linfocitos T CD8+CD57+ con la finalidad de poder
monitorizar de manera mas adecuada la respuesta inmune que realizan in vivo.
En todos los casos se ha sugerido que esta subpoblacién tiene una funcién
efectora citotdxica [47, 49-51]. En el transcurso de los ultimos 15 afos se han
aportado diferentes evidencias con respecto a la posible funcion de los
linfocitos T CD8+CD57+ en diferentes contextos de salud-enfermedad. En el

afio de 1998, Mollet y colaboradores describieron a través de un ensayo de



citotoxicidad mediada por estimulacion con anticuerpos anti-CD3, que al
adicionar el sobrenadante del cultivo de linfocitos T CD8+CD57+, a un co-
cultivo de células LAK con células Daudi (efectoras-blanco) podian reducir el
porcentaje de lisis observado previamente cuando el ensayo se realizd sin
adicionar dicho sobrenadante. Esta reduccién en el porcentaje de lisis no fue
observada con el sobrenadante de los linfocitos T CD8+CD57- [52]. A partir de
estos experimentos se sugiridé que los linfocitos T CD8+CD57+ liberan algun
factor que regula la actividad citotdxica. Cuatro afios mas tarde, Garland RJ y
colaboradores publicaron que los linfocitos T citotéxicos CD8+CD57+ tienen la
capacidad de lisar células alogénicas infectadas por virus en un contexto de no
restriccion por MHC [53]. Los resultados de ese trabajo proponen que existen
otras vias, independientes de MHC, a través de las cuales los linfocitos T
citotoxicos CD8+ pueden ser activados y mediar sus funciones efectoras. Se
sabe que la union TCR-MHC-péptido es la principal via a través de la cual los
linfocitos T son activados, sin embargo, se ha descrito algunos linfocitos T
pueden ser activados a través de estimulacion con citocinas [54, 55]. No
obstante, en el afio 2002, Khan N y colaboradores, informaron que la
acumulacion de linfocitos T CD8+CD57+ especificos para CMV que se observa
en los adultos mayores, puede ser solo un reflejo de inmunosenescencia mas
que de la expansién clonal secundaria a la presencia de antigeno [56].

Previamente, en nuestro laboratorio se analizé una subpoblacion de linfocitos T
CD4+ CD57+ en pacientes con tuberculosis pulmonar. La mayor parte de estos
linfocitos mostré un fenotipo caracterizado por ausencia de los marcadores
CD28 y CD62L junto con una importante expresion de CD45RO. El perfil de

expresion de citocinas también fue analizado después de haber estimulado a



los linfocitos T CD4+CD57+ con antigenos solubles del cultivo de
Mycobacterium tuberculosis cepa H37Rv. Las citocinas IL-4 e IFN-y fueron
producidas en mayor proporcion por el grupo de pacientes, estas diferencias
fueron estadisticamente significativas (p<0.001) [57].

Con base en estos antecedentes y tomando en consideracion que la funcion
citotoxica de los linfocitos T CD8+ juega un papel fundamental en la proteccién
del hospedero contra Mtb, propusimos analizar la subpoblacion de linfocitos T
CD8+CD57+, sus caracteristicas fenotipicas y sus funciones efectoras en una

patologia en donde su funcion efectora es considerada fundamental.



JUSTIFICACION

La principal funcion de la respuesta inmune celular ante una infeccion por un
patdgeno intracelular como Mycobacterium tuberculosis, es la eliminacion del
mismo.

Esta acciéon es coordinada por diferentes poblaciones de linfocitos T donde los
linfocitos T CD8+ pueden conferir tanto proteccion en el proceso infeccioso
como ocasionar dafo tisular. Este equilibrio entre proteccién y dafio dependera,
en su mayor parte, de las caracteristicas fenotipicas y funcionales de la
subpoblacién de linfocitos T citotoxicos predominante. En este sentido, distintos
autores sugieren que los linfocitos T CD8+CD57+ corresponden a células
efectoras producto de la expansién clonal secundaria a la persistencia de
antigeno [44-46]. Otros autores refieren que son células supresoras que
pueden regular la actividad citotoxica [50]. Sin embargo, hay autores que
reportan que la mayoria de estas células reconocen al CMV y que se
incrementan conforme avanza la edad [54]. Siendo la tuberculosis una
enfermedad caracterizada por persistencia de antigeno, es posible que en los
pacientes haya un incremento en el numero de linfocitos T CD8+ CD57+ de
circulacién sanguinea y que su actividad corresponda a células efectoras, por
lo que posiblemente su citotoxicidad sea mayor que la de los linfocitos T
CD8+CD57-. El estudio de esta subpoblacion de linfocitos T (CD8+ CD57+)
permitira conocer cual es su potencial citotdxico en la respuesta

inmune contra Mtb.



HIPOTESIS
La subpoblacién de linfocitos T CD8+ CD57+ se incrementa en los pacientes
con tuberculosis pulmonar y su funcién citotéxica es mayor en proporcion que

la de los linfocitos T CD8+CD57-.

OBJETIVO GENERAL
Determinar el porcentaje, las caracteristicas fenotipicas y funcionales de los

linfocitos T CD8+CD57+ en pacientes con tuberculosis pulmonar

OBJETIVOS PARTICULARES
1. Determinar la frecuencia de linfocitos T CD8+ CD57+ en sangre
periférica de pacientes con tuberculosis pulmonar
2. Caracterizar fenotipicamente a los linfocitos T CD8+CD57+ vy
compararlos con los linfocitos T CD8+ CD57- tanto en pacientes con TB
como en individuos sanos.
a. Determinar la expresidon de los siguientes marcadores de superficie
celular: CD45RA, CD44, CD62L, CD69, CD28, CD161.
b. Determinar el reconocimiento del glicolipido alfa-galactosilceramida
(aGalCer) presentada por tetrameros de CD1d.
3. Para la caracterizacion funcional, se plantean los siguientes objetivos:
a. Medir la actividad citotoxica basal de los linfocitos T CD8+CDS7+
versus CD8+CD57- contra monocitos autélogos
b. Medir la actividad citotéxica bajo estimulacién antigénica (filtrado
del cultivo de Mycobacterium tuberculosis cepa H37Rv) de los

linfocitos T CD8+CD57+ versus monocitos autélogos



c. Evaluar la expresion de las moléculas efectoras perforina vy
granzima-A.

d. Evaluar la produccion basal de las citocinas IFN-y y TNF-a



PACIENTES Y METODOS
DISENO DEL ESTUDIO

Prospectivo, transversal, comparativo y observacional.

GRUPOS DE ESTUDIO
I Pacientes con tuberculosis pulmonar

I Sujetos sanos PPD+

CRITERIOS DE INCLUSION
a. Individuos de entre 18 y 60 afios de edad de cualquier género que hayan
acudido al Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias con
sospecha de tuberculosis pulmonar.
b. Baciloscopia positiva en expectoracion espontanea por la técnica de
Ziehl-Nielsen.
c. Ausencia de otra co-morbilidad.

d. Cultivo positivo para Mycobacterium tuberculosis.

CRITERIOS DE EXCLUSION
a. Que el paciente rehuse a participar en el estudio.
b. Pacientes admitidos en la unidad de cuidados intensivos y/o intermedios

c. Tuberculosis extrapulmonar

CRITERIOS DE ELIMINACION



a. Individuos con cultivo negativo para Mycobacterium tuberculosis a los 70

dias.

ANALISIS ESTADISTICO:

Las variables normalmente distribuidas, evaluadas a través de la prueba de
sesgo y Kkurtosis, se presentan en media y desviacion estandar. Para
distribuciones no normales se utilizé la mediana y el rango intercuartilar. La
comparacion entre grupos se realiz6 por medio de la prueba de suma de
rangos de Wilcoxon (U de Mann-Whitney) para variables no normales y por
medio de la prueba t de student para variables con distribucién normal. Para el
analisis de los datos se utilizé el programa STATA™ 8.0 y se consideré como

valor estadistico significativo a una p < 0.05.

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

Nacional de Enfermedades Respiratorias.

Consentimiento informado



Cada paciente firmd una carta de consentimiento informado después de haber
recibido una explicacion amplia de los objetivos y beneficios esperados del

protocolo, asi como de sus posibles complicaciones.

Reacciones adversas
La unica intervencion realizada en los sujetos fue una venopuncién, la cual se
realizd por personal experto y con material estéril. La venopuncion solo genera

dolor leve y en algunos casos excepcionales pequefios hematomas.

Una vez reunidos los criterios de inclusion y exclusion y haber firmado la carta
de consentimiento informado, se realizd la venopuncidon en las extremidades
superiores tras un ayuno de 8 hr y se obtuvieron 20ml de sangre para todos los
ensayos experimentales excepto los ensayos de citotoxicidad en donde se

requirieron 40 ml.

PACIENTES

En este protocolo participaron individuos con diagndstico de tuberculosis
pulmonar, provenientes de la Consulta Externa y de la Unidad de Atencién e
Investigacion en Tuberculosis del Instituto Nacional de Enfermedades
Respiratorias. El diagnodstico de tuberculosis pulmonar se establecié por la
confirmacion del crecimiento de Mtb en cultivo de esputo. Todos los pacientes
incluidos fueron clasificados como clase 3 y categoria | segun la Sociedad
Americana del Tdrax, es decir, todos los pacientes eran casos nuevos de TB

activa [58]. Los individuos que participaron como parte del grupo control fueron



voluntarios, adultos saludables y firmaron una carta de consentimiento

informado.

REACTIVOS

Anticuerpos monoclonales conjugados al isotiocianato de fluoresceina (FITC)
dirigidos contra CD45RA, CD62L, CD57, CD69, CD161, perforina, interferon-
gamma  (IFN-y), factor alfa de necrosis tumoral (TNF-a); anticuerpos
monoclonales conjugados a ficoeritrina (PE) dirigidos contra CD8, CD14, CD28,
CD44, y granzima A y anti-lgM de raton conjugado a PerCp-Cy5.5 fueron
obtenidos de PharMingen BD (San Diego, CA, USA). El anticuerpo monoclonal
del isotipo IgM antiCD57 humano fue obtenido de Zymed Lab. (San Francisco,
CA, USA). El anticuerpo monoclonal del isotipo IgG2 antiHLA-ABC fue obtenido
de Dako (Glostrup, Denmark). El kit de separacion magnética (MACS) para
linfocitos T CD8+ fue obtenido de Miltenyi-Biotech (Bergisch Gladbach,
Germany). Los tetrameros de CD1d acoplados al dlicolipido a-
galactosilceramida fueron donados por el Dr. Mitchell Kronenberg del Instituto
de Inmunologia y Alergia de La Jolla, San Diego, CA, USA. El Lymphoprep
(Ficoll con densidad 1.077) fue obtenido de Nycomed Pharma As (Nyegaard,
Oslo, Norway). La concanavalina-A (Con-A), 12-miristato-13-acetato de forbol
(PMA), ionomicina, el medio de cultivo RPMI-1640, penicilina, saponina,
brefeldina A, paraformaldehido, suero fetal bovino, azul de tripano y las sales
utilizadas para la preparacion de los amortiguadores fueron obtenidos de
Sigma-Aldrich (St.Louis, MO, USA). El piruvato de sodio, L-glutamina y 2-
mercaptoetanol fueron de Gibco BRL (Rockville, MD, USA). El kit para la

determinacion de la actividad citotdxica fue obtenido de Roche Molecular



Biochemicals (Mannheim, Germany). Carboxifluorescein diacetate succinimidyl
ester (CFSE) fue obtenido de Molecular Probes (Eugene, Oregon, USA). El
antigeno utilizado proviene del filtrado del cultivo de M. tuberculosis cepa
H37RV (ATCC 27294) donado por la Dra. Diana Aguilar Leén, Departamento
de Patologia del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricién “Salvador

Subiran”, México, D.F.

Obtencion de células mononucleadas. Las células mononucleadas fueron
separadas del paquete eritrocitario por centrifugacion a 1,750 r.p.m. en un
gradiente de Ficoll-Hypaque (1.077 de densidad) durante 30 minutos a 4°C
[59]. Después de la centrifugacion, se colectaron las células de la interfase y se
lavaron 2 veces en solucion PBS antes de ser cuantificadas en un
hemocitdmetro. La viabilidad celular se valoré por el método de exclusion del
colorante azul Tripano. La suspension celular se ajustdé a una concentracion de

1 x 107 células por ml.

Monocitos, linfocitos T CD8+ y linfocitos T CD8+CD57+. Las células
mononucleadas fueron resuspendidas en medio de cultivo complementado
(RPMI 1640, HEPES 10mM, L-glutamina 200 mM) y cultivadas en placas de
plastico (Nalgene Nunc Internacional, Denmark) durante 1.5 horas para permitir
la firme adhesion de los monocitos. Posteriormente las células no adherentes
fueron removidas y nuevamente suspendidas en medio de cultivo
complementado para la recuperacion de los linfocitos T CD8+. Las células
adherentes se recuperaron de las placas de cultivo al adicionarles PBS/EDTA

0.05 mM [60]. Para obtener los linfocitos T CD8+ se utilizé un sistema de



inmunomagneto seleccion negativa. Las células mononucleadas fueron
incubadas con anticuerpos monoclonales dirigidos contra CD4+, CD11b+,
CD16+, CD19+, CD36+ y CD56+ unidos a un hapteno. En un segundo tiempo
se utilizé un anticuerpo monoclonal dirigido contra el hapteno, este anticuerpo
esta conjugado a perlas magnéticas. Posteriormente, la suspensién celular se
hizo pasar a través de una columna de separacion colocada en un campo
magnético en donde las células reconocidas por los anticuerpos fueron
retenidas, dejando pasar a la poblacién no retenida que correspondié a los
linfocitos T CD8+. Finalmente, la poblacién de linfocitos T CD8 fue
resuspendida en medio RPMI-1640 sin suero fetal a una concentracion de 1 X
10" células/ml y su pureza se determind mediante inmunofluorescencia con el
uso de anticuerpos monoclonales contra CD8 siendo siempre superior al 95%.
Las células CD57+ fueron aislados a partir de los linfocitos T CD8+ utilizando
un anticuerpo monoclonal murino dirigido contra CD57 (isotipo IgM) y un
anticuerpo secundario anti IgM acoplado a esferas magnéticas. Nuevamente la
suspension celular fue aplicada a una columna de separacion colocada en un
campo magnético. En esta ocasion las células no retenidas correspondieron a
los linfocitos T CD8+CD57-, mientras que la fraccion retenida correspondié a
los linfocitos T CD8+CD57+. Ambas subpoblaciones fueron cuantificadas y se
determiné la viabilidad celular siendo superior al 95%. La pureza de ambas

subpoblaciones se determino por citometria de flujo, siendo mayor al 94%.

Fenotipo celular. Se realizaron ensayos de inmunofluorescencia directa para
determinar los marcadores de superficie celular CD57 contra CD8 en células

mononucleadas de sangre periférica. Se realizé doble inmunofluorescencia



directa sobre linfocitos T CD8+ para analizar la expresion basal de los
siguientes marcadores CD44, CD45RA, CD62L, CD28, CD69, CD161 vy
tetrameros de CD1d-aGalCer contra CD57. Para este ensayo se incubaron 2 x
10° linfocitos T CD8+ en 20 ul de amortiguador PBS-A (0.2% de albimina de
suero bovino y 0.2% de azida de sodio en PBS) con los distintos anticuerpos
monoclonales. Las incubaciones fueron de 30 minutos a 4°C en oscuridad y
después de cada incubacién, las células se lavaron dos veces con PBS-A vy
finalmente se analizaron en un citometro de flujo (Becton and Dickinson, CA,

USA).

Citotoxicidad celular. La actividad citotoxica se evalué en linfocitos T
CD8+CD57+ y en los CD57- en cocultivo con monocitos autélogos mediante un
ensayo cuantitativo y colorimétrico que estima la muerte celular. Este ensayo
se realiz6 siguiendo las instrucciones de un kit para determinar la citotoxicidad
celular (Roche Molecular Biochemicals), se basa en la medicion de la actividad
de la enzima deshidrogenasa lactica (DHL) que se libera desde el citosol de las
células danadas hacia el sobrenadante donde se encuentran en cultivo. Este
sobrenadante se colecta libre de células y se incuba con una mezcla de
reaccion que es parte del kit. La actividad de la DHL se determina en un
ensayo enzimatico: en el primer paso la DHL reduce al NAD+ a NADH+H por
una reaccién de oxidacion del lactato a piruvato, y en la segunda reaccién
enzimatica 2 H+ son transferidos desde el NADH+H a la sal tetrazolium
(amarillo palido), la cual se reduce a formazan (rojo). Un incremento en la
cantidad de células muertas resulta en un incremento de la actividad de la DHL

en el sobrenadante del cultivo. Este incremento correlaciona directamente con



la cantidad de la sal de formazan formada. La absorbancia de la muestra se lee
a 490 0 492 nm en un lector de ELISA. De manera preliminar se determind la
concentracion éptima de células blanco (monocitos autdlogos) que se utilizé en
el ensayo final segun las especificaciones del kit. Este procedimiento consisti
en determinar la actividad de la enzima DHL del medio de cultivo (DHL basal),
la actividad de la DHL liberada espontaneamente por las células blanco que en
este caso corresponde a los monocitos autdlogos (liberacién basal) y la
actividad maxima de la DHL liberada por las células blanco cuando estas son
incubadas con Triton—X-100 (liberacién maxima). Se utilizé la concentracion
celular a la cual la diferencia entre los valores minimo y maximo fue la mayor (1
X 10° células) (Fig. A). En virtud de la dificultad para obtener un gran nimero
de linfocitos T CD8+CD57+ que permitiera realizar el ensayo a diferentes
relaciones (efectora:blanco) decidimos utilizar la relaciéon de 1:1 con una
duracion de 4 hrs. Una limitante de este ensayo es que no permite saber de
que célula proviene la DHL, por este motivo complementamos nuestros
ensayos de citotoxicidad con una version modificada del ensayo (versatile
fluorometric technique for assessing CTL) descrito por Hermans IF. en el afio

2004 [61].
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Figura A. Determinacion de la concentracion optima de células blanco. La
actividad de la enzima deshidrogenasa lactica fue determinada después de 4
horas de cultivo de monocitos en reposo (liberacion minima) o tratados con el
detergente Triton X-100 (liberacion maxima).

Diseio del ensayo

DHL basal Liberacion Liberacion Medio de Efectoras:
del medio basal de maxima de cultivo Blanco
de cultivo | DHL por los DHL por los
monocitos monocitos
RPMI 1640 200ul oo | - 00 | -
Monocitos | - 100 pl 100w | e 100 pl
autélogos
Linfocitos | - | = -—— | 100 pl 100 pl
CD8+CD57+
o CD57-
Triton X100 |  ——- | = - oo | | -
Vol. Final 200 pl 200 pl 200 pl 200 pl 200 pl

*Todos los experimentos se realizaron por triplicado




Citotoxicidad celular de linfocitos T CD8+CD57+ y CD57- estimulados con
sobrenadante del cultivo de la cepa H37Rv (FC-H37Rv) sobre monocitos
autdélogos. De manera preliminar se realizd una cinética de concentraciéon para
el uso del FC-H37Rv que permitid establecer los lineamientos 6ptimos para el
ensayo (Fig. B). El tamafio de muestra fue de 4 para estos experimentos y
todos los ensayos se realizaron por triplicado en linfocitos T CD8+CD57+ de
pacientes con tuberculosis. La concentracion de antigeno micobacteriano que
se decidié utilizar fue de 4.0 ug/ml debido a que ese rango de concentracién
ofrecié una ventana adecuada para observar la variacion de las muestras. Una
vez determinada la concentracion adecuada de antigeno, el ensayo se realizé
de la misma manera que la citotoxicidad basal, excepto que al momento de
colocar los linfocitos T CD8+CDS57+/monocitos autélogos en co-cultivo (pozo de

células efectoras:blanco) se adicionaron 4.0 ug/ml del FC-H37Rv durante 4 hrs.
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Figura B. Curva de concentracién de antigeno soluble de Mtb. Ensayo de
citotoxicidad de linfocitos T CD8+ cocultivados con monocitos autdlogos en
presencia de antigeno a diferentes concentraciones.



Evaluacion de la actividad citotéxica en linfocitos T CD8+CD57+ y CD57-
mediante el uso de CFSE (carboxifluorescein diacetate succinimidyl
ester).

Con la finalidad de determinar si los linfocitos T CD8+ CD57+ o CD57- estaban
actuando como células efectoras sobre los monocitos autélogos, disefiamos un
método alternativo para evaluar la actividad citotéxica. Este es un método
cualitativo que permite conocer de una manera rapida si los linfocitos T CD8+
estan mediando citdlisis, que no emite radiactividad y que se basa en el ensayo
VITAL (versatile fluorometric technique for assessing CTL) descrito por
Hermans IF. en el afio 2004 [61]. Una vez recuperados los monocitos de las
placas de adherencia, se ajustaron a una concentracién de 1 X 10" y se
incubaron con CFSE (0.25 uM) en oscuridad, durante 15 minutos y a
temperatura ambiente. Posteriormente se agregaron 8.0 ml de RPMI-1640
complementado (10% SFB), se centrifugaron a 1,750 rpm. durante 5 minutos,
se descartd el sobrenadante y se resuspendieron las células en RPMI-1640
suplementado con suero fetal al 1%. Los linfocitos T CD8+CD57+ o CD57- se
cultivaron con los monocitos autdlogos en una placa de 96 pozos manteniendo
una relaciéon efectoras:blanco de 1:1 (como en los ensayos de la DHL). Se
estimularon con 4.0 pg/ml del FC-H37Rv durante 4 horas. Posteriormente se
centrifugaron durante 5 minutos y se recuperaron 100ul de sobrenadante de
cada pozo para evaluar la emision de fluorescencia a partir de los monocitos
dafiados. La fluorescencia se midié en un Fluorometro VersaFluor System a
490 nm. Todos los ensayos se realizaron por triplicado. La fluorescencia basal
se obtuvo mediante los monocitos autélogos tratados con CFSE, en reposo,

mientras que la maxima de fluorescencia se obtuvo al incubar los monocitos



autologos con Triton-X-100 al 1%. Los resultados son expresados como el
promedio de las densidades 6pticas cuando las muestras se leyeron a 490 nm
(Unidades Relativas de Fluorescencia, URF). Estos experimentos se realizaron
solamente en pacientes y en paralelo con los de LDH estimulados con FC-

H37Rv.

Evaluacién de la actividad citotéxica en linfocitos T CD8+CD57+ y CD57-
bloqueando la molécula presentadora de antigeno clase | (HLA-ABC).

El ensayo siguio las mismas caracteristicas metodologicas que los anteriores,
con la excepcidon de que las células blanco (monocitos autdlogos) fueron pre-
incubados durante 30 minutos con un anticuerpo monoclonal anti-HLA-ABC y
después se realizé el cocultivo con los linfocitos T CD8+CD57+ o CD57- (pozo
de células efectoras:blanco) estimulados con 4.0 pg/ml del FC-H37Rv durante

4 horas.

Deteccion de DNA micobacteriano por PCR in situ

Las células mononucleadas provenientes de 3 pacientes y 2 individuos sanos
fueron resuspendidas en medio de cultivo complementado (RPMI 1640,
HEPES 10mM, L-glutamina 200 mM) y cultivadas en placas de plastico
(Nalgene Nunc Internacional, Denmark) durante 1.5 horas para permitir la firme
adhesion de los monocitos. Posteriormente, tanto las células adherentes como

las no adherentes fueron recuperadas y su concentracion se ajusto a 1X10°



células/ml para la deteccién de DNA micobacteriano (secuencia 1S6110) por la
técnica de PCR in situ. La secuencia de insercion que se utilizé fue 1S6110
(Mycobacterium tuberculosis). Las células adherentes y no adherentes fueron
dispuestas en laminillas mediante la técnica de citospin. Posteriormente fueron
colocadas en un termociclador para la reaccion de amplificacion. Los productos
del PCR fueron detectados por medio de anticuerpos de borrego anti-
digoxigenina conjugados a la enzima fosfatasa alcalina. Esta seccion del
trabajo fue realizada en colaboracién con la Dra. Diana Aguilar-Ledn en la
seccion de Patologia Experimental, Departamento de Patologia del Instituto

Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion “Salvador Subiran”.

Expresiéon de Perforina, Granzima A y citocinas intracelulares. Una vez
aisladas las poblaciones enriquecidas de linfocitos T CD8+CD57+ vy
CD8+CD57- se resuspendieron en medio de cultivo RPMI 1640
complementado y se realizd la determinacion de citocinas intracelulares [62].
Para la determinacion del TNF-a e IFN-y se utilizé el siguiente protocolo: una
vez obtenidos los linfocitos T CD8+CD57+ y los CD8+CD57- fueron incubados
durante cuatro horas, tiempo durante el cual se agrego brefeldina-A (10ug/ml),
PMA (50 ng/ml) y ionomycin (500 nM) por cada 1 X 10° células (CD8+CD57+ y
CD8+CD57-), al final de la incubacion las células fueron recuperadas y
lavadas 2 veces con PBS-A. Para la determinacion de perforina y granzima A
no se utilizé estimulo alguno. Posteriormente se incubaron 10 minutos mas con
una solucién amortiguadora para permeabilizar (0.1% saponina, 0.01% IgG de
cerdo, 10 mM HEPES, 10% BSA en PBS) en agitacién continua durante 10

min. Inmediatamente, las células fueron incubadas con anticuerpos



monoclonales anti perforina-FITC, anti granzima A-PE, anti-IFN-y-FITC y anti
TNF-o-FITC o con anticuerpos anti-isotipo conjugados a los mismos
fluorocromos. Después de 30 minutos de incubacion, las células se lavaron con

saponina al 0.1% y se analizaron mediante citometria de flujo.



RESULTADOS
Frecuencia y Caracteristicas Fenotipicas de los Linfocitos T CD8+ CD57+
en pacientes con Tuberculosis Pulmonar e Individuos sanos.

Se incluyeron 20 pacientes con tuberculosis pulmonar que fueron
considerados como casos nuevos y por lo tanto nunca habian recibido
tratamiento antituberculoso. La edad promedio de este grupo fue 36.0+7.4
afos. El grupo testigo estuvo conformado por 20 pacientes sanos que tuvieron
una edad promedio de 44.9 £12.6. Los valores basales de la proporcion de
linfocitos T CD8+CD57+ en los pacientes con tuberculosis pulmonar y el grupo

testigo se muestran en la Figura 1.
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Figura 1. Frecuencia de linfocitos T CD8+CD57+. A. La frecuencia de linfocitos T CD8+CD57+ se obtuvo a partir
de doble inmunofluorescencia directa en células mononucleadas de sangre periférica. Los datos son expresados
como medianas y rango intercuartilar. n = 20. B. Las graficas son representativas del porcentaje de linfocitos T

CD8+CD57+ de un individuo sano y de un paciente.



En la Figura 1A se puede observar que los pacientes con tuberculosis
pulmonar tienen una mayor proporcion de linfocitos T CD8+ que coexpresa al
marcador CD57 que los individuos control. La mediana fue de 17.9% para los
pacientes, [riq 16.4-19.0], y de 6.1% para el grupo control [rig 2.2-7.1]. Las
diferencias fueron estadisticamente significativas (p<0.0001).

Una vez conocida la frecuencia de la subpoblacion decidimos analizar
la expresidon diferencial de los siguientes marcadores: CD28, CD44, CD62L,
CD45RA, CD161 y CD69. Considerando que la mejor herramienta que existe
hasta el momento para identificar linfocitos NKT es el uso de tetrameros de
CD1d unidos a alfa-galactosilceramida (aGalCer), analizamos el
reconocimiento hacia este glicolipido. Los resultados sobre el porcentaje de
expresion de los marcadores fenotipicos se muestran en la Figura 2A. Basados
en el perfil de expresion encontrado y en la evidencia que existe en la literatura
acerca de fenotipo de los linfocitos T CD8+ citotdxicos consideramos que esta
subpoblacién cumple con las caracteristicas necesarias para denominar

efectores a los linfocitos T CD8+CD57+.
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Figura 2. Expresién de marcadores fenotipicos en linfocitos T CD8+CD57+ y CD8+CD57- de pacientes con tuberculosis
pulmonar e individuos sanos. Los linfocitos T CD8+CD57+ y CD8+CD57- purificados fueron analizados para la expresion
de CD28, CD44, CD45RA y CD62L. A. Los datos son expresados como medianas y rango-interquartilar. * p<0.05, n=6. B.

Intensidad Media de Fluorescencia de los mismos marcadores. Los histogramas son representativos de un paciente.

Los resultados mostraron que la gran mayoria de los linfocitos T
CD8+CD57+ tenian una expresion disminuida de CD28 en su superficie, tanto
en el grupo de pacientes, [md 3.1%, riq 2.3 — 7.9] como en el de individuos
sanos [md 5.0%, rig 5.5 — 7.8]. Sin embargo, al analizar a los linfocitos T
CD8+CD57- la expresion de CD28 fue distinta y pudimos observar una mayor
expresion de este marcador en ambos grupos, principalmente en los individuos

sanos [md 79.0%, riq 70.6 — 79.6] cuando se comparan con los pacientes [md



57.1%, riq 43.9 - 64.2] (p<0.03). Con respecto a los otros marcadores de
superficie celular, los linfocitos T CD8+CD57+ mostraron expresion de CD44
incrementada en el grupo de pacientes [md 96.2%, riq 93.2 — 98] que fue 0.8
veces mayor con respecto a la de los individuos sanos [md 81.3%, riq 77.3 —
89.6] (p< 0.03), pero que a su vez, no fue distinta de la observada en los
linfocitos T CD8+CD57- de ambos grupos. La expresion de CD62L en los
linfocitos T CD8+CD57+ fue menor en el grupo de pacientes [md 7.7%, riq 4.3
— 11.8] con respecto al grupo de individuos sanos [md 45.7%, riq 44.1 — 47.6];
esta tendencia se conservo cuando el analisis se realizd en la subpoblacion de
linfocitos T CD8+CD57- en donde la mediana para el grupo de pacientes fue de
18.6% [rig 10.3 — 23.9] mientras que la mediana para el grupo testigo fue de
75.5% [riq 50.6 — 80.1]. En ambos casos hubo diferencia estadistica (p<0.009
y p<0.006 respectivamente). Con respecto a CD45RA no encontramos
diferencias entre las subpoblaciones de linfocitos T CD8+CD57+ y CD8+CD57-
asi como entre los grupos estudiados (pacientes e individuos sanos), lo cual
pudiera ser explicado por la re-eexpresion de la molécula como ha sido
informado en estudios previos (43). La Figura 2B muestra histogramas
representativos de un paciente con tuberculosis y la intensidad media de
fluorescencia para cada uno de los mismos marcadores analizados en el panel
superior. Con respecto a la expresion de CD161 y el reconocimiento del
glicolipido aGalCer como marcadores especificos de linfocitos NKT, los
resultados mostraron que el 2.7% de los linfocitos T CD8+CD57+ de los
pacientes y el 1.9% de los linfocitos T CD8+CD57+ de los individuos sanos
expresan CD161 (Figura 3A), mientras que el 9.7% de los linfocitos T

CD8+CD57- de los pacientes y el 15.3% de los linfocitos T CD8+CD57- de de



los individuos sanos expresan CD161. EIl porcentaje de reconocimiento de la
aGalCer al ser presentada por tetrameros de CD1d fue de 0.52% para los
linfocitos T CD8+CD57+ de los pacientes y 0.06% para los individuos sanos
(Figura 3B). Es importante considerar que la cantidad de reactivo que nos fue
obsequiada (tetrameros de CD1) solo permitié analizar 3 individuos por grupo y
que incrementar el tamafo de la muestra podria haber ofrecido la posibilidad

de encontrar diferencias estadisticas entre los grupos.
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Figura 3. Expresion de CD161 (panel superior) y reconocimiento de a-GalCer por linfocitos T
CD8+CD57+ (panel inferior). Las imagenes que se muestran son representativas de un paciente con

tuberculosis pulmonar y un individuo sano A. Expresiéon de CD161 y B. Reconocimiento de a-GalCer



Actividad citotoxica de los linfocitos T CD8+CD57+ y CD57- mediante la
determinacion de la actividad de la deshidrogenasa lactica

Posterior a la caracterizacion fenotipica, analizamos la habilidad
ex—vivo de los linfocitos T CD8+CD57+ y CD8+CD57- para lisar monocitos
autdlogos. Se utilizdé un ensayo cuantitativo que mide la actividad de la enzima
deshidrogenasa lactica cuando ésta es liberada desde el citoplasma de las
células danadas hacia el medio de cultivo. El ensayo se realizé manteniendo
una relacion de una célula efectora por una célula blanco (1:1), y estuvo
integrado por diferentes condiciones experimentales; la primera fue ausencia
de estimulo antigénico, la segunda fue estimulando con antigenos solubles
provenientes del FC-H37Rv como una forma indirecta de evaluar la capacidad
de presentacion de antigenos exdgenos presente en los monocitos autdlogos
de sangre periférica, y la tercera condicion experimental fue bloqueando la
presentacion antigénica por MHC-I con anticuerpos monoclonales. En la
Figura 4A se muestra como los linfocitos T CD8+CD57+ de los pacientes con
tuberculosis pulmonar expresan una mayor actividad citotdxica ex—vivo sobre
los monocitos autélogos (md 8.05%, rig 5.1 — 9.2 (comparado con la misma
subpoblacién en los individuos sanos (md 3.0%, rig 1.3 — 3.6( (p<0.03). Esta
diferencia se mantuvo cuando se comparo con los linfocitos T CD8+CD57- en
ambos grupos, Figura 4B. Una vez que el ensayo se realiz6 en condiciones de
estimulacién antigénica la subpoblacion de linfocitos T CD8+CD57+ incremento
su actividad citotoxica tanto en el grupo de pacientes como en el de controles,
Figura 4A. La mediana en los pacientes fue de 19.8%, (riq 17.8 — 20.7
(mientras que en los individuos sanos fue de 9.3%, (rig 6.4 — 10.7( (p<0.01).

Este incremento en los pacientes fue 2.1 veces mayor que el observado en los



individuos sanos. De manera semejante, los linfocitos T CD8+CD57- también
incrementaron su actividad citotoxica; la mediana para los pacientes fue de
35.6%, (riq 33.5 — 40.5 (mientras que para los individuos sanos fue de 20.0%,

(riq 13.8 — 23.6 (p< 0.02).
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Figura 4. Actividad citotdxica ex vivo de los linfocitos T CD8+CD57+ y CD8+CD57-. A. La citotoxicidad se
evalué mediante un ensayo colorimétrico de 4 hr de duracion que determina la actividad de la enzima DHL
en condiciones de ausencia de estimulacion antigénica y estimulando con antigenos solubles de la cepa
H37Rv (4.0 ng/ml). El panel A muestra los datos de los linfocitos T CD8+CD57+ y el panel B) muestra los
correspondientes a los linfocitos T CD8+CD57-. n=6 *p<0.05.

Para determinar si el incremento en la actividad citotoxica que se observd
después de la adicion de antigenos solubles estaba o no mediado por
moléculas clase |, decidimos pre-incubar los monocitos autélogos con
anticuerpos monoclonales anti-HLA-ABC durante 30 min. En el grupo control se
demostré un bloqueo superior al 99% en la actividad citotoxica en ambas

subpoblaciones linfocitarias (CD8+CD57+ 0.3% y CD8+CD57- 0.01%, n=3),



mientras que en el grupo de pacientes la actividad citotoxica no fue inhibida con

el anticuerpo de bloqueo (CD8+CD57+ 40.2+6.1%, CD8+CD57- 45.1£3.3%)

(Figura 5).
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Figura 5. Bloqueo de la actividad citotdxica de los linfocitos T CD8+CD57+ y CD8+CD57-. Los monocitos
autologos fueron pre-incubados con un anticuerpo monoclonal anti-HLA-ABC durante 30 minutos antes

del ensayo como se describe en métodos. n = 3.

Actividad citotoxica de los Linfocitos T CD8+CD57+ y CD57- mediante el
uso de CFSE.

Una de las interrogantes que surgieron con los ensayos de citotoxicidad que
evaluan la actividad de la DHL, fue saber si el linfocito T CD8+CD57+ 6 CD57-
tenia comportamiento de célula efectora. Para resolver esta situacion
disefiamos un método alternativo que evalta la actividad citotoxica al mismo
tiempo que puede indicarnos si el linfocito T CD8+ esta mediando citdlisis de la
célula blanco. Este ensayo se realizo en paralelo con los ensayos de la DHL en

el grupo de pacientes y se estimulé con FC-H37Rv (misma concentracion vy



tiempo). Los resultados se muestran en la Figura 6, y podemos observar que la
emision de fluorescencia que encontramos en las dos subpoblaciones de
linfocitos nos indica que hubo dafo a la membrana del monocito. Por otra parte
encontramos la misma tendencia de comportamiento de los linfocitos T
CD8+CD57+ y CD57- que la observada en los ensayos que evaluan la

actividad de la DHL.
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Figura 6. Fluorescencia emitida a partir de los monocitos tratados con CFSE. Los linfocitos T
CD8+CD57+ y CD8+CD57- de paciente con TB fueron incubados durante 4 hrs. con los monocitos
autologos tratados con CFSE y estimulados con FC-H37Rv. Durante los ensayos se mantuvo una

relacion 1:1 (efectora:blanco). Todos los ensayos se realizaron por triplicado. n=3.

Presencia de DNA micobacteriano revelado por PCR in situ en células
mononucleadas de sangre periférica de pacientes con tuberculosis
pulmonar.

Nosotros seleccionamos la secuencia de insercion 1S6110 para la
determinacién del DNA micobacteriano porque ha mostrado tener una

especificidad del 90-95% en muestras clinicas [63]. Los resultados de la Figura



7 mostrarn que las células adherentes y no adherentes de los 3 pacientes
fueron positivas al DNA micobacteriano. No se encontraron resultados positivos
en el grupo de individuos sanos. No se realizo enumeracion de las células

positivas o algun analisis estadistico de esta seccion.

No adherentes Adherentes

\ .

Figura 6. Fotografias representativas de la localizacion celular del DNA micobacteriano revelado
por PCR in situ en células no adherentes (panel izquierdo) y adherentes (panel derecho) de un
paciente con tuberculosis pulmonar. Las flechas indican la positividad al DNA micobacteriano.

Expresién de Perforina y Granzima A

El porcentaje y concentracion de perforina y granzima-A en linfocitos T
CD8+CD57+ y CD8+CD57- se analizé en ausencia de estimulacion antigénica.
En la Figura 8A podemos observar que ambas subpoblaciones de linfocitos T
CD8+ de los individuos sanos tuvieron porcentajes bajos de perforina y
granzima-A (CD57+ md 2.7%, rig 1.8 — 5.6 y CD57- md 2.9% riq 2.3 — 4.5
respectivamente) a diferencia de los resultados obtenidos de los pacientes
(CD57+ md 29.9%, riq 23.3 — 46.0 versus CD57- md10.3% rig 6.8 —

21.3)(p<0.01). El analisis de la intensidad media de fluorescencia (MFI) en los



linfocitos T CD8+CD57+ de los pacientes no mostrd diferencias en la densidad
de expresion para la perforina comparado con los linfocitos T CD8+CD57- (md
7.1% versus md 5.1%), sin embargo; los linfocitos T CD8+CD57+ presentaron
una mayor densidad expresion de granzima-A (md 27.9%) comparado con los

linfocitos T CD8+CD57- (md 9.6%) (p<0.0001) (Figura 8).
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Figura 8. Expresion ex—vivo de perforina y granzima A en linfocitos T CD8+CD57+ y CD8+CD57- de pacientes
con tuberculosis pulmonar. A. Las subpoblaciones purificadas fueron analizadas para la expresioén intracelular de
perforina y granzima A; los ensayos se realizaron sin estimulaciéon antigénica. Los datos son expresados como
medianas y rango-interquartilar (rigq). B. Los linfocitos de ambas subpoblaciones fueron tefidos con el
correspondiente testigo de isotipo (sombreado), anticuerpos anti-perforina y anti-granzima-A sin estimulacion

antigénica. Las imagenes son representativas de células de un paciente con tuberculosis pulmonar.* p<0.05.



Expresion de IFN-y y TNF-a

Para evaluar la produccion de citocinas, estimulamos a las células con
PMA/ionomicina e incubamos con brefeldina-A durante 4 horas. El siguiente
cuadro muestra que los linfocitos T CD8+CD57+ fueron mas eficientes
productores de IFN-y y TNF-a. que los linfocitos T CD8+CD57- en los dos
grupos de estudio (p<0.001). Sin embargo, al analizar uUnicamente la
subpoblacién de linfocitos T CD8+CD57+ no se observé diferencia
estadisticamente significativa entre los grupos estudiados (pacientes vy
individuos sanos), mientras que al analizar a los linfocitos T CD8+CD57- la
diferencia fue de p<0.01.
Se muestra la expresiéon de IFN-y y TNF-a en linfocitos T CD8+CD57+ vy

CD8+CD57- tanto en pacientes como en controles. ns= no significativo.

CD8+CD57+ CD8+CD57-
Citocina | pacientes | Controles Pacientes | Controles
n=5 n=5 p n=5 n=5 p
IFN-y 63.5+10.2 | 54.2+7.5 ns 47 2+2.7 16.6+1.2 <0.01
TNF-a 68.81+6 63.91+10.6 ns 36.9+2.8 12.942.3 <0.01

En la Figura 9A observamos la expresion intracelular de TNF-a e IFN-y en
linfocitos T CD8+CDS57+ ex—vivo y estimulados. En la Figura 9B se muestra

densidad de expresién para ambas citocinas en linfocitos T CD8+ totales y en



las subpoblaciones

PMA/ionomicina.
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Figura 9. Expresion intracelular de TNF-a e IFN-y en linfocitos T CD8+ totales estimulados con

PMA/Ionomicina. A. Expresion de CD57, TNF-a. e IFN-y en linfocitos T CD8+. Imagen representativa de un

paciente con tuberculosis pulmonar. B. Los linfocitos T CD8+ fueron incubados con control de isotipo

(sombreado) y con anticuerpos anti-CD57, anti- TNF-o e IFN-y. El analisis se realizo en ventana para CD8. Las

imagenes son representativas de un paciente con tuberculosis pulmonar.



DISCUSION

La inmunidad celular en la infeccion por Mycobacterium tuberculosis
juega un papel fundamental en el control de la infeccion. Una adecuada
respuesta de los linfocitos T determina si la evolucion es hacia infeccién latente
o progresa a enfermedad tuberculosa. Por tal razén es que ha habido un
creciente interés en determinar cuales subpoblaciones de linfocitos T median la
inmunidad contra Mtb y de ellas, determinar cuales son blancos potenciales en
el desarrollo de vacunas.

Existe redundancia en algunos de los mecanismos efectores que
utilizan los linfocitos T CD4+ y los linfocitos T CD8+ para eliminar a Mtb, ya que
ambos tipos de células son capaces de producir citocinas que activan a los
macrdéfagos y utilizan la via efectora dependiente de granulos para eliminar a
las células infectadas (7), sin embargo, median diferentes funciones en la
inmunidad protectora. En afos recientes se ha descrito que los linfocitos T
CD8+ pueden expresar en su superficie, receptores caracteristicos de las
células NK (CD56, CD57, CD161), lo cual ha sido bien documentado en
diversas circunstancias, principalmente en la etapa de inmunosenescencia [64]
en donde se ha observado que el repertorio de los linfocitos T CD8+ es menos
diverso debido a la acumulacion de clonas de linfocitos T CD8+ que expresan
CD57 [38, 65] y en casos de infecciones virales de repeticion originadas por
virus como el CMV [66]. También se ha descrito que los linfocitos T CD4+
CD57+ expresan un fenotipo de memoria y que tienen la habilidad de producir
citocinas de tipo Th1 cuando son estimulados con antigenos solubles de origen

micobacteriano (52). En el presente trabajo analizamos las caracteristicas



fenotipicas y funcionales de los linfocitos T CD8+CD57+ para inferir su
potencial efector en la respuesta inmunoldégica.

Los resultados mostraron que la frecuencia de linfocitos T CD8+CD57+
fue significativamente mayor en el grupo de pacientes. Estos resultados son
consistentes con los descritos por Fateminasab F-D y colaboradores en el afio
2006, sin embargo, nuestro trabajo ofrece una caracterizacion mas detallada,
no solo fenotipica, sino también funcional de la subpoblacion CD8+CD57+ [67].
Hallazgos semejantes a los nuestros han sido encontrados en otras patologias
como artritis reumatoide, infeccion por VIH o por CMV en donde se propone
que la expansion de esta subpoblaciéon puede ser resultado del estimulo
constante con ciertos antigenos propios 6 virales [46, 46, 68]. En este trabajo la
gran mayoria de estos linfocitos T CD8+CDS57+ mostraron un fenotipo
caracterizado por expresiéon disminuida de CD28 y CD62L, expresion
incrementada de CD44, importante actividad citotdéxica ex—-vivo en contra de
monocitos autélogos y una significativa produccion IFN-y y TNF-a. La expresién
diferencial de marcadores de superficie en los linfocitos T ha sido utilizada
como una herramienta para caracterizar diversas subpoblaciones de linfocitos
T virgenes, de memoria y/o efectores. En el modelo murino, los linfocitos T
CD8+ que muestran una pobre expresion de CD62L junto con una importante
expresion de CD44, son considerados como efectores, mientras que aquellos
linfocitos que expresan altos niveles de CDG62L al igual que de CD44
(CD62L""  CD44"9") se consideran de memoria central [69]. Sugimori N vy
colaboradores mostraron que en condiciones fisiolégicas, cerca del 50% de los
linfocitos T de sangre periférica en los humanos son CD62L+ y que este

porcentaje disminuye después de la estimulacion in vitro con citocinas [70].



Con respecto a las variaciones en la expresiéon de CD44 en CMN de sangre
periférica en humanos, no existen datos definitivos, sin embargo, nosotros
encontramos diferencias estadisticamente significativas entre los pacientes vy
los individuos sanos que deben ser tomadas en consideracion cuando se
analizan los distintos marcadores en conjunto como CD62L, CD28 y CD57.
Otro marcador que actualmente es utilizado para caracterizar las distintas
subpoblaciones de linfocitos T CD8+ es CD45RA, nuestros resultados no
mostraron diferencias en la expresién de CD45RA en ninguno de los grupos, y
aunque este marcador no se asocia a una respuesta de memoria, su re-
expresion se ha asociado con el grado de diferenciacion de los linfocitos T
CD8+ [71]. El perfil de expresion de los marcadores antes mencionados es
consistente con lo que ha sido publicado por otros grupos que también han
definido diversas subpoblaciones de linfocitos T CD8+ [72], Nosotros
mostramos que analizar la expresion de los marcadores de superficie CD28,
CD44 y CD45RA es una herramienta util que permite identificar linfocitos T
CD8+ efectores que han tenido experiencia antigénica [68, 73, 74].

Analizar la expresién de antigeno CD161 y el reconocimiento de la a-
GalCer presentada por tetrameros de CD1d es la manera mas precisa para
definir que proporcion de los linfocitos T CD8+CD57+ eran parte de los
linfocitos NKT clasicos 6 invariantes descrita por Godfrey D y colaboradores en
el afno 2004 [33]. La principal implicacion inmunopatoldgica que tiene un
analisis de este tipo, es desde luego la de poder identificar subpoblaciones
linfocitarias restringidas por la molécula CD1 que tengan el potencial de
participar en la defensa del hospedero contra Mtb [75, 76]. Ha sido descrito que

algunos de los linfocitos NKT invariantes en humanos pueden expresar CD8 en



su superficie. Nuestros resultados mostraron que los linfocitos T CD8+CD57+,
tanto del grupo de pacientes como del grupo de individuos sanos, expreso
CD161 en la misma proporcién que lo identificado por otros autores (72). La
mayor expresion de CD161 se encontrd en los linfocitos T CD8+CD57-, no se
encontraron diferencias estadisticas entre los dos grupos. En estos
experimentos no encontramos un reconocimiento significativo de la a-GalCer
en los 3 experimentos que realizamos; por lo tanto, solo podemos sugerir que
la subpoblacion CD8+CD57+ no pertenece al grupo de linfocitos NKT clasicos
0 invariantes. Sin embargo, es importante mencionar que la identificacion de
linfocitos NKT es una tarea ompleja ya que esta subpoblacion tiene la
capacidad de regular negativamente la expresion de su receptor invariante de
superficie (TCR) después de ser expuestas a su ligando especifico de modo
que parecieran no estar presentes [77].

En virtud de que la principal funcion de los linfocitos T CD8+ en la
tuberculosis pulmonar es la de lisar células infectadas para favorecer la
eliminacidon del patdégeno [7], decidimos analizar la actividad citotoxica de la
subpoblacion CD8+CD57+ bajo condiciones experimentales distintas; sin
estimulo antigénico, estimulando con antigeno soluble de micobacteria, el FC-
H37Rv y bloqueando la via de presentacion antigénica en moléculas de
histocompatibilidad de clase |. Este ensayo tiene algunas caracteristicas que es
importante resaltar, la primera es que se utilizaron monocitos autélogos como
células blanco y al mismo tiempo como presentadoras de antigeno (no
profesionales), la segunda es que la relacion que se utilizé es de 1 célula
efectora por 1 célula blanco (1:1), de modo que no se sobreestimo su potencial

actividad citotoxica y por ultimo, estimulamos con antigenos solubles de Mtb.



Este tipo de antigenos son basicamente proteinas de secrecion consideradas
como los principales factores de virulencia de Mtb y que son ampliamente
reconocidos por linfocitos T CD4+ y CD8+ [78, 79] La mayor parte de los
ensayos que evaluan la actividad citotoxica de los linfocitos T utilizan relaciones
efectora-blanco que van de 5:1 hasta 30:1, muchas veces esta es la relaciéon
Optima a la cual se puede obtener el resultado mas evidente, sin embargo en
nuestro caso, una limitante para hacer estos experimentos a diferentes
relaciones es la pobre recuperacion de esta subpoblacion. Es importante
considerar que tuvimos resultados estadisticamente significativos con una
relacion 1:1, lo cual sugiere la gran capacidad de lisis de dicha subpoblacion.
Durante los ensayos que evaluaron la citotoxicidad basal, los linfocitos T
CD8+CD57+ de los pacientes con TB mostraron un mayor porcentaje de lisis
contra los monocitos autdlogos comparado con los linfocitos T CD8+CD57-, lo
que sugiere que aun y cuando ambas subpoblaciones estan siendo expuestas
a los antigenos de Mtb, sdélo los linfocitos T CD8+CD57+ llevan a cabo la
citdlisis. Existen varias posibles explicaciones para esta actividad citotoxica
incrementada, dentro de la cuales y quizas una de las mas importantes es la
presencia de DNA micobacteriano en las células mononucleadas de los
pacientes. Este hallazgo es semejante al publicado en el afio 2000 por el Dr.
Hernandez—Pando, quien sugiere que aun los fagocitos no-profesionales
pueden funcionar como reservorios para Mtb, por lo tanto como una fuente
potencial de antigenos que activan a las células presentadoras para producir
citocinas que a su vez activen al sistema inmune adaptativo [80]. Otra
posibilidad es que conforme los linfocitos T CD8+CD57+ van siendo expuestos

a los antigenos micobacterianos durante el proceso infeccioso, van también



adquiriendo de manera dinamica la expresiéon de algunos otros marcadores
como el antigeno CD160 6 el antigeno 2B4 que se han asociados con una
mayor capacidad de lisis [81]. Otra posibilidad es que los monocitos autélogos
muestren una expresion disminuida de moléculas clase | en su superficie
secundaria al proceso infeccioso de modo que predominen las senales de
activacién celular mediadas por receptores activadores de células NK (NKp30,
NKG2D, 2B4, etc.) [82, 83]. Los linfocitos T CD8+CD57-, al no tener receptores
de células NK en superficie, no realizan esta actividad citotdxica en condiciones
basales. Cuando los ensayos de citotoxicidad se realizaron estimulando con
FC-H37Rv observamos un comportamiento distinto, ambas subpoblaciones
incrementaron su actividad citotoxica pero los linfocitos T CD8+CD57- son
quienes mostraron el mayor porcentaje de lisis (en ambos grupos, pacientes e
individuos sanos), mientras que los linfocitos T CD8+CD57+ parecen regular su
incremento. Esto sugiere que los linfocitos T CD8+CD57- tienen gran
capacidad de respuesta que puede ser utilizada contra células infectadas. Por
otra parte, el poco incremento que observamos en la actividad citotéxica de los
linfocitos T CD8+CD57+ ya habia sido descrito previamente por Mollet L et al
[52], en un modelo que evalua la actividad citotoxica inducida por anticuerpos
anti-CD3. Este tipo de actividad regulada podria no ser benéfico para el
paciente con TB, ya que una respuesta citotéxica exagerada podria traducirse
en mayor dafo pulmonar. Igualmente importante es la presencia de
subpoblaciones de linfocitos T CD8+ citotoxicos que gracias a la expresion de
marcadores de NK pueden funcionar en la frontera de la respuesta inmune
innata y la adquirida. Es importante considerar que parte de las funciones de la

subpoblaciéon CD8+ CD57+, puede ser la de optimizar la actividad de los



linfocitos T CD8+ CD57- a través de la produccion de citocinas, ademas de
lisar células infectadas. Spina y colaboradores describen en el afio 2000, que
algunas subpoblaciones de linfocitos T CD8+ antigeno-especificos
provenientes de pacientes VIH + tienen la capacidad de producir de manera
importante factores solubles como el INF-y pero muestran una actividad
citotéxica disminuida [84]. Con respecto a los resultados obtenidos al bloquear
la molécula HLA-ABC, podemos concluir que en los individuos sanos la lisis
especifica fue mediada por moléculas clase |, mientras que esto no sucedi6 en
los pacientes con tuberculosis, esto puede ser debido a que al bloquear las
moléculas clase | de la superficie del monocito aut6logo, predominaron aun
mas las sefales de activacion mediadas por receptores activadores de célula
NK, lo cual se tradujo en mayor citotoxicidad celular [83].

Para conocer si la actividad citotéxica que observamos estaba o no
mediada por la via dependiente de granulos, determinamos la expresion
ex-vivo de los factores citotdxicos perforina y granzima A. Ambas moléculas
estan contenidas en los granulos liticos especializados de las células NK y los
linfocitos T CD8+ [85, 86] y han sido ampliamente estudiadas como parte de la
inmunidad celular contra Mtb [87]. Los linfocitos T CD8+CD57+ vy los
CD8+CD57- de los pacientes expresaron de manera significativa ambas
moléculas (Figura 4A y 4B) comparado con los individuos sanos. Se ha descrito
que la expresion de la granzima A y la perforina se encuentran en linfocitos T
CD8+ efectores de memoria y que la adquisicion de estos marcadores es un
proceso dinamico, de modo que es probable que en ausencia de infeccion,
estos linfocitos T CD8+ fueron Perforina-/Granzima-A-, posteriormente fueron

Perforina+/Granzima-A- y por ultimo Perforina+/Granzima-A+ [88]. Esto



nuevamente confirma que la subpoblacion CD8+CD57+ es efectora y que al
tener un incremento mayor que la subpoblacién CD8+CD57- sugiere que ésta
puede ser una de las vias que utiliza para lisar células infectadas, mientras que
los linfocitos CD8+CD57- pueden estar utilizando otros mecanismos
adicionales.

Por ultimo, analizamos la expresion de dos citocinas que median
funciones importantes en la inmunopatogénesis de la tuberculosis, el INF-y y el
TNF-a. El IFN-y es la principal citocina involucrada en la activacion de los
macrofagos [89], mientras que el TNF-a actua como un factor quimiotactico
para atraer macréfagos y linfocitos T al pulmén, ademas de favorecer la
formacion del granuloma [90]. Los resultados mostraron que los linfocitos T
CD8+CD57+ fueron los principales productores de ambas citocinas en nuestros
ensayos in vitro, no encontrandose diferencias estadisticas entre pacientes y
individuos sanos, lo cual sugiere que este perfil de secrecidn de citocinas
puede ser una caracteristica de la subpoblacién independientemente del
estado de salud/enfermedad de los individuos.

En conclusion, consideramos que la expansion de los linfocitos T CD8+CD57+
en los pacientes con tuberculosis puede tener impacto en la eliminacién del
bacilo, ya que estos linfocitos muestran actividad citotoxica espontanea en
contra de monocitos autélogos, mayor concentracion de granulos citotoxicos y
una adecuada produccion de INF-y. Con estos resultados consideramos que el
siguiente paso en el conocimiento de esta subpoblacion debe ser determinar su
especificidad antigénica y su comportamiento en relacion con los linfocitos T
CD8+CD57- a lo largo de la historia natural de la enfermedad. Las

caracteristicas que expresa esta subpoblacion son algunas de las que se



buscan en los nuevos marcadores subrogados de activacion celular para el
diseio de nuevas vacunas contra Mitb. El comportamiento de estas
subpoblaciones de linfocitos T CD8+ citotoxicos en estudios longitudinales
daran mayor informacion sobre su papel dentro de la inmunopatogénesis de la

enfermedad.

CONCLUSIONES
1. Los pacientes con tuberculosis pulmonar tienen 11.8% mas linfocitos T
CD8+CD57+ que los individuos control.
2. El fenotipo de los linfocitos T CD8+CD57+ se caracteriza por los
siguientes marcadores de superficie:
CD28(-), CD44 (+), CD45RA intermedio, CD62L (-), Perforina (+) y
Granzima(+).
3. Los linfocitos T CD8+CD57+ ejercen citotoxicidad en forma espontanea
contra sus monocitos autélogos en ausencia de antigeno.
4. Elincremento en la actividad citotoxica de los linfocitos T CD8+CD57+
fue menor que el de su contraparte CD57- en presencia de antigeno.
5. La citotoxicidad de los linfocitos T CD8+CD57+ de pacientes con TB no
se inhibié cuando el MHC-| fue bloqueado con el anticuerpo anti-HLA-

ABC.
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