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l. Resumen

Usualmente el TCR, receptor inmune variable, se consideraba restringido para
células de origen linfoide. Sin embargo, trabajos previos han descrito la
presencia de este receptor fuera del linaje linfoide. En estos trabajos se
describe la presencia de las poblaciones mieloides TCR®, pero la
caracterizacion fenotipica y funcional de estas células mieloides portadoras de
TCR no es estudiada. En este proyecto se completa la caracterizacion
fenotipica y se caracteriza funcionalmente a las subpoblaciones de macréfagos
CD3'TCRaB*/TCRaB™ por su funcion inflamatoria en homeostasis y ante la

infeccion por dos cepas de M. tuberculosis una virulenta y otra avirulenta.

La valoracion de la activacién celular de estas subpoblaciones se enfocé en la
produccion de citocinas y en determinar si estas subpoblaciones de
macréfagos presentan un perfil anti- o pro-inflamatorio, en respuesta al
estimulo de CD3 y tmTNF de manera independiente o en conjunto. Los
resultados muestran que ambas subpoblaciones de interés son funcionales y
pueden activar una produccion de citocinas, quimiocinas y factores de
crecimiento a partir de estos estimulos. Sin embargo, aunque ambas
subpoblaciones secretan citocinas pro-inflamatorias, son diferentes porque:
primero, secretan citocinas distintas y en segundo, son inducidas ante
estimulos distintos. En resumen nuestros resultados sugieren que el estimulo,
tanto CD3 como tmTNF, induce una respuesta efectora principalmente pro-
inflamatoria en las subpoblaciones de interés. De manera interesante, las

subpoblaciones se agrupan sin importar el estimulo otorgado.

En el modelo de infeccion in vitro, las principales modificaciones fenotipicas en
las subpoblaciones de macréfagos de interés ocurren en la subpoblacién
CD3'TCRaf" ante la infeccion con la cepa avirulenta (H37Ra). Mientras que
las principales diferencias entre cepas ocurren en las moléculas de
presentacion de antigenos lipidicos y de moléculas con funciones efectoras
como receptores fagociticos, ambas disminuyen ante la cepa virulenta
(H37Rv).



De manera interesante, el papel que juegan tanto el tmTNF como el TNF, a
través de la activacion de los receptores para TNF (TNFRs). Se encuentran
modificados entre subpoblaciones de macréfagos CD3" y ante la infeccién por
H37Ra o H37Rv. El TNFR1 incrementa en la subpoblacion CD3"TCRap™ ante
la infeccion con H37Ra. Mientras que y el TNFR2 aumenta en los macrofagos
CD3'TCRaB", pero ante la infeccion con H37Rv.

La contribucién del presente trabajo describe fenotipica y funcionalmente a dos
subpoblaciones de macrofagos humanos que presentan la molécula CD3".
AuUn no es claro a qué nivel el estimulo de CD3 se encuentra activando a estas
células. Sin embargo, nuestros datos apoyan el hecho de que esta molécula es
funcional en los macréfagos CD3". Las implicaciones en la regulacion y el
papel del tmTNF, el TNF, asi como sus receptores y sus interacciones en las
subpoblaciones CD3"; ameritan una exploracion profunda para entender la

significancia bioldgica durante la respuesta inmunitaria.



Il. Abreviaturas

Las abreviaturas de la presente tesis seran desglosadas en orden alfabético y
al igual que en el cuerpo del trabajo, es decir, por sus siglas en inglés en la

mayoria de los casos.

A: adenin

ADC: Albumin -Dextrose-Catalase

ADAM17: ADAM metallopeptidase domain 17, also TACE
APCs: Antigen Presenting Cells

AP-1: Activator Protein 1

Ara-LAM: Arabinosylated lipoarabinomannan

BAL: Bronchoalveolar Lavage

BALB/c: Bagg and Albino

BCG: Bacilo Calmette Guérin

C57BL/6: C57 black 6

cAMP: 3',5'-cyclic Adenosine Monophosphate

cDNA: complementary DNA

CD2: Cluster of differentiation 2

CD4: Cluster of differentiation 4 / T helper lymphocyte
CD8: Cluster of differentiation 8 / Cytotoxic/Cytolitic T lymphocyte
CD11b: Cluster of differentiation 11b / aMp2-integrin
CD14: Cluster of differentiation 14

CD16: Cluster of differentiation 16 or Fcylll

CD120a: Cluster of differentiation 102a, TNFR1



CD120b: Cluster of differentiation 102b, TNFR2
CD206: Cluster of differentiation 206, Manose Receptor
CD258: Cluster of differentiation 258, LIGHT Receptor
CDR3: Complementarity- determining Region 3
CFP-10: ESAT-6 like protein esxB

CFU's: Colony Forming Units

c-IAP1: Cellular Inhibitor of Apoptosis Protein 1
c-IAP2: Cellular Inhibitor of Apoptosis Protein 2

c-Jun: protein encoded by the JUN gene

CK1: Casein Kinase 1

CTL: Cytotoxic/cytolytic T lymphocytes

CTLAS : Cytotoxic T lymphocyte Associated Antigen 8
DCs: Dendritic Cells

DIM: dimycocerosatos de pticocerol (DIM y PDIM)
DISC: Death Inducing Signaling Complex

DNA: Deoxyribonucleic acid

ECM: Extracellular Matrix

EDTA: Ethylenediaminetetraacetic Acid

ELISA: Enzyme Linked Immunosorbent Assay
ESAT-6: Mycobacterial 6-kDa early secreted antigenic target
EsxB: ESAT-6 System Exporters B or CFP-10

ESX-1: ESAT-6 System Exporters

FACS: Fluorescent Activated Cell Sorting

FADD: Fas Associated Death Domain

FGF: Fibroblast Growth Factor



G-CSF: Granulocyte - Colony Stimulating Factor
GlpD2: Glycerol-3-phosphate dehydrogenase 2
G-CSF: Granulocyte - Colony Stimulating Factor
GM-CSF: Granulocyte Macrophage - Colony Stimulating Factor
GPI: Glycosylphosphatidylinositol

HEPES: 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid
HIV: Human Immunodeficiency Virus

HSP: Heat Shock Protein

HSP-60: Heat Shock Protein 60

HVEM: Herpes Virus Entry Mediator

IAP-1: Inhibitor of Apoptosis Protein 1

ICAM: Intracellular Adhesion Molecule

ICE: IL-1p converting enzyme

icTNFR2: intracellular TNFR2

IFNy: Interferon vy

IgE: Immunoglobulin E

IKK: Kinase complex

IKKa: Inhibitor of kappa o Kinase

IKKB: Inhibitor of kappa  Kinase

IL-1B3: Interleukin 1

IL-1ra: Interleukin 1 receptor antagonist

IL-2: Interleukin 2

IL-3: Interleukin 3

IL-4: Interleukin 4

IL-6: Interleukin 6



IL-7: Interleukin 7

IL-8: Interleukin 8

IL-9: Interleukin 9

IL-12: Interleukin 12

IL-10: Interleukin 10

IL-12 (p70): Interleukin 12

IL-13: Interleukin 13

IL-17A: Interleukin 17 A

IL-27: Interleukin 27

iINOS: inducible Nitric Oxide Synthase
IP-10: IFN inducible protein / CXCL10
JAK: Janus Kinase

KIR: Kinase Inhibitory Region

LAM: lipoarabino-mannan

LAT: Linker for Activation of T cells
Lck: Lymphocyte-specific Protein Tyrosine Kinase
LIGHT: Homologous to Lymphotoxin
LOSs: Lipooligosaccharides

LPS: Lipopolysaccharide / endotoxin
LpdA: M. tuberculosis H37Ryv strain gene important for virulence
LT: lymphotoxin

Lys6: lysine 6

MACS: Magnetic Activated Cell Sorting
Man-LAM: Mannosylated LAM

MAPK: Mitogen-activated Protein Kinase
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MCP-1/MCAF/CCL2: Monocyte Chemoattractant Protein-1 / Monocyte
Chemotactic and Activating Factor

MDM: Monocyte Derived Macrophages

MHC-I: Major Histocompatibility Complex class |
MHC-I1I: Major Histocompatibility Complex class Il
MIP-1a: Macrophage Inflammatory Protein 1a
MIP-1p8: Macrophage Inflammatory Protein 1/ CCL4
miRNAs: micro RNAs

mRNA: messenger RNA

MMR: Manose Receptor

MNC: células mononucleadas

MOI: Multiplicity of Infection

MTBC: Mycobacterium tuberculosis complex

M. tuberculosis: Mycobacterium tuberculosis

M1: Classically Activated Macrophages

M2: Alternatively Activated Macrophages

NFAT: Nuclear factor of activated T-cells

NF-xB: nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells
NIK: NF-kf Induced Kinase

NKs: Natural Killer cells

NO: Nitric Oxide

NUDE: mice with deletion of FOX1 gene, without thymus and immune deficient
with nude phenotype

PAMPs: Pathogen Associated Molecular Patterns
PAT: polyacyltrehaloses

PBS: Phosphate-buffered saline
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PCR: Polymerase Chain Reaction
PDGF: Platelet-derived growth factor

PDGF-BB: Platelet-derived growth factor dimeric glycoprotein with two B
subunits

PD1: Programmed Death 1 system

pdb: pares de bases

phoP: gene that codes for virulence transcriptional regulatory protein PhoP
PFA: Paraformaldehyde

PhoP/PhoR: transcription factor for PhoP/PhoR
PLAD: Pre-ligand binding Assembly Domain

PNGs: Polymorphonuclear Granulocytes

PPARYy: Peroxisome Proliferator-Activated Receptor y
PRRs: Pattern Recognition Receptors

PtpA: mycobacterial phosphatase

RANTES/CCL5: Regulated on Activation Normal T cell expressed and Secreted
RBX2: RING box 2

RD1: Region of Difference 1

RIN: RNA Integrity Number

RING: Really Interesting New Gene finger domain
RNA: Ribonucleic acid

ROS: Reactive Oxigen Species

RPMI-1640: Roswell Park Memorial Institute

sCD14: soluble CD14

s: seconds

SC: Suero de Cerdo

SCID: Severe Combined Immunodeficiency
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SL.: sulfolipids
SNPs: Single Nucleotide Polymorphisms

SNV: Single Nucleotide Variation

Src: proto-oncogene tyrosine-protein kinase

SH2: Src- homology 2 domain

SOCS: Suppressor Of Cytokine Signaling (SOCS1-SOCS7)
SOCS3: Suppressor Of Cytokine Signaling 3

SODD: Silencer of Death Domain

STAT: Signal Transducer and Activator of Transcription
STATG: Signal Transducer and Activator of Transcription 6
TA: temperatura ambiente

TACE: Tumor Necrosis Factor-a-Converting Enzyme
TCRap: T cell Receptor af

TCRyd: T cell Receptor vy

Ter: T effector lymphocyte

TGF-p1: Tumor Growth Factor 1

Th1: T helper lymphocyte 1

Th2: T helper lymphocyte 2

Th9: T helper lymphocyte 9

Th17: T helper lymphocyte 17

TLRs: Toll Like Receptors

Tm: T memory lymphocyte

tmTNF: transmembrane TNF, pre-TNF

TNF: Tumor Necrosis Factor

TNFR1: TNF Receptor 1
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TNFR2: TNF Receptor 2

TRADD: TNF receptor type 1-associated death domain protein
TRAF1: TNFR-associated factor 1

TRAF2: TNFR-associated factor 2

Tregs: regulatory T lymphocytes

Tween 20: polyoxyethylene sorbitol ester

U: uracil

VEGF: Vascular Endothelial Growth Factor

WHO: World Health Organization

ZAP-70: Zeta-chain associated protein kinase 70
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lll. Introduccion

1. Los monocitos

Después de los neutréfilos, los monocitos son las células del linaje mieloide
mas abundantes en sangre. Por cada litro de sangre, el nimero de monocitos
varia entre un 0.15-0.6x10°. Los monocitos son leucocitos que se forman en la
médula 6sea y continuamente entran a circulacion sanguinea. En humanos
representan el 10% de la poblacion leucocitaria. Estas células fagociticas
circulan en la sangre y constantemente migran a los tejidos para completar su

diferenciacion a macrofagos (7).

En humano, la mayor parte de los monocitos (90%) expresan altos niveles de
CD14 (CD, Cluster of differentiation, por sus siglas en inglés) y no expresan
CD16 (CD14™CD16°), se hace referencia a ellos como monocitos clasicos. Sin
embargo, la otra proporcion de los monocitos (10%) expresan CD16, la cual se
pueden subdividir en dos subpoblaciones: monocitos intermedios que expresan
altos niveles de CD14 y poco CD16 (CD14"'CD16" o CD14'CD16") vy
monocitos no clasicos que expresan niveles bajos de CD14 y altos niveles de
CD16 (CD14'CD16™) (2). Dentro del conteo normal en un individuo sano, en
sangre el promedio de monocitos por uL es de 300. Mientras que el rango

normal va de 0 a 800 monocitos por uL(3).

Los monocitos son renovados constantemente y pueden permanecer en
circulacion de 1 a 2 dias, después de ese tiempo si no son reclutados hacia un
tejido mueren. Estas células se han considerado como el reservorio de los
precursores para la renovacién de macréfagos de tejido y células dendriticas
(DC, por sus siglas en inglés ) (4). Sin embargo, existe evidencia experimental
que muestra que existen macréfagos en tejido que tienen la capacidad de auto-

renovarse por proliferacién local de células maduras diferenciadas (5).

A pesar de presentar una respuesta fagocitica menor a aquella de los
neutréfilos y macréfagos; los monocitos se incluyen dentro del grupo de
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fagocitos profesionales (6). La fagocitosis es el proceso mediante el cual las
células ingieren particulas de gran tamafo. Este proceso juega un papel
esencial en los mecanismos de defensa inmunoldgica a través de la captura, la
destruccién de antigenos y también contribuye en procesos inflamatorios (7).
Debido a su papel fagocitico, estas células son importantes en la respuesta de

la inmunidad innata.

2. Plasticidad celular de los macréfagos

Los macrofagos son células de origen mieloide, considerados pilares de la
inmunidad innata y adaptativa, . Los macrofagos son células presentadoras de
antigeno, tienen la capacidad de eliminar patdgenos, activar linfocitos T, y
fagocitar células somaticas en apoptosis, infectadas, dafiadas o envejecidas
(8). Los macrofagos se encuentran en todos los tejidos, juegan un papel crucial
en la homeostasis del organismo pues también ayudan a reparar tejido que se

encuentra en un proceso inflamatorio bajo condiciones de esterilidad (9).

La activacion de un macrofago ocurre mediante un estimulo que recibe
mediante agentes exdgenos los cuales pueden incluir: citocinas, productos
microbianos, derivados de nucléotidos, estimulacion mediante receptores Fc, o
glucocorticoides. Estos fendmenos promueven el cambio de su estado de

activacién secretando un perfil de citocinas correspondiente (70).

De acuerdo al perfil de citocinas que liberan, los macréfagos se clasifican de
manera general en pro- o anti-inflamatorios. Los primeros son denominados
macroéfagos activados clasicamente (M1), son activados a través de receptores
tipo toll (TLRs, por sus siglas en inglés) e interferén y ( IFNy, por sus siglas en
inglés); presentan alta capacidad microbicida, y secretan citocinas pro-
inflamatorias entre ellas: interleucina 1§, factor de necrosis tumoral, interleucina
12 e interleucina 8 (IL-1B, TNF, IL-12 e IL-8, por sus siglas en inglés), y
muestran un incremento en la expresion de moléculas co-estimulatorias. Los
macrofagos M1 se caracterizan por la expresion de la proteina SOCS3

(Suppressor Of Cytokine Signaling 3, por sus siglas en inglés). Por otro lado,
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los macréfagos activados de manera alterna (M2), son activados mediante
interleucina 4 (IL-4, por sus siglas en inglés) o interleucina 13 (IL-13, por sus
siglas en inglés) se caracterizan por la expresion de arginasa-1, receptor de
manosa (MMR o CD206, por sus siglas en inglés) y el receptor de IL-4. Estos
macréfagos M2 secretan un perfil de citocinas anti-inflamatorias (IL-4 e IL-10) y
se polarizan ante infecciones por helmintos u hongos o bien en alergias (8, 9,
11).

De igual manera, el concepto de macréfagos en M1 y M2, proviene de
observaciones en modelos murinos en donde cepas prototipicas Th1 (T helper
lymphocyte 1, por sus siglas en inglés) (C57BL/6, C57 black 6, por sus siglas
en inglés) eran activadas mas facilmente al producir éxido nitrico (NO, por sus
siglas en inglés), ante un estimulo con IFNy o lipopolisacarido / endotoxina
(LPS, por sus silgas en inglés). Mientras que aquellas cepas Th2 (T helper
lymphocyte 2, por sus siglas en inglés) (BALB/c, Bagg and Albino. por sus
siglas en inglés) al ser estimuladas con LPS incrementan su metabolismo de
arginina a ornitina, mediante la accién de arginasa |. Por ello, la clasificacién de
macrofagos M1 o M2 no soélo describe la activacion de estas células; sino que
también representan condiciones de programas metabdlicos distintos. EI NO
inhibe la divisién celular mientras que la ornitina la estimula, por la via de las
poliaminas. Estos resultados indican que las respuestas M1 (clasica) o M2
(alterna) pueden influenciar reacciones inflamatorias de manera contraria. Por
su parte, el factor de crecimiento tumoral $1 (TGF-31, por sus siglas en inglés),
que induce la sintasa de NO y estimula la arginasa parece tener un rol
importante en el balance de M1 y M2. Ademas, estos fenotipos (M1/M2) son
independientes de linfocitos T y B, esto ultimo se corroboré con cepas de ratén
NUDE (carentes de timo), por lo tanto carentes de linfocitos T, o ratones con
inmunodeficiencia severa combinada (SCID, por sus siglas en inglés), estos
ultimos carecen de linfocitos T y B; aun asi los macréfagos eran capaces de
tener ambos perfiles M1y M2 (712).

Ademas de la clasificacién de macréfagos antes mencionada, en 2011 se

reportd una subpoblacion de monocitos de sangre venosa que expresa el
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receptor para linfocito T off (TCRaf, por sus siglas en inglés) y que
corresponde al 5% de monocitos totales. Estos autores también reportaron que
un pequeno porcentaje de macréfagos alveolares de lavado bronco-alveolar,
de sujetos sanos, expresaron el receptor TCRof3 de 5 a 15% (macréfagos
TCR") y moléculas que son parte del complejo de sefializacion del TCR como
proteina tirosin-cinasa especifica para linfocito (Lck, por sus siglas en inglés),
proteina cinasa 70 asociada a la cadena zeta (ZAP-70, por sus siglas en inglés)
y el adaptador de activacion para linfocitos T (LAT, por sus siglas en inglés)
(13).

Al cultivar monocitos de sujetos sanos, con Bacillus de Calmette y Guérin
(BCG, por sus siglas en inglés ) durante 4 a 6 dias se observé que el
porcentaje de TCR" se incrementé 4 veces mas (de 8% a 32.5%) en respuesta
al BCG. Ademas, encontraron que esta subpoblacién es abundante en la zona
epiteloide de granulomas de pacientes con tuberculosis, en donde el 87% de
los macréfagos que se encuentran en esta zona expresan TCRaof3. Por ultimo,
al incubar macroéfagos, infectados y no infectados por BCG, con Infliximab
(anticuerpo anti-TNF), se observa una disminucién en las células TCR" en
aquellas tratadas con anticuerpos que reconocen al TNF (Tumor Necrosis
Factor, por sus siglas en inglés), independientemente de la presencia de BCG
(13).

3. Receptores tipo TCR fuera del linaje linfoide

La expresién del TCR (TCRaf}, TCRyd), ha sido descrita como exclusiva en
linfocitos T. Sin embargo, ademas de los macrofagos que expresan un receptor
tipo TCR, en los ultimos afnos se han descrito diversas poblaciones de origen
mieloide con esta caracteristica. Algunos involucrados en patologias y otros en

estado fisioldgico (13-17).
En estado basal, se reporté una poblacion de neutroéfilos que expresan de un 5-

8% el receptor tipo TCRaf, el cual es variable y presenta diferentes repertorios.

Se observo que al estimularlo se protege a los neutréfilos ante apoptosis y se
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induce la secrecion de IL-8. La expresion de este receptor es abundante tanto
en la superficie celular como en compartimentos vesiculares (74).

Por su parte, los eosindéfilos presentan bajos niveles de expresién del receptor
tipo TCRyd (T cell Receptor yd, por sus siglas en inglés) el cual es heterogéneo
e inducible ante antigenos de Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis).
Posterior a la activacion de su receptor tipo TCRyd estos eosindfilos son
capaces de responder: secretando proteinas de sus granulos, peroxidasa de

eosindfilo y otras citocinas (75).

En algunas patologias, se ha reportado que en el micro-ambiente tumoral
existen macréfagos TCRap*. Mas del 40% de los macrofagos presentes en
carcinomas (esofago y colon) son TCRaf", los cuales varian marcadamente
entre los diferentes tumores (76). Por otra parte, en un estudio de pacientes
con aterosclerosis, 9 de 10 pacientes mostraron macréfagos TCRoaf*
asociados a macréfagos espumosos. En la region de la placa aterosclerética y
en las areas que bordean los nucleos lipidicos, alrededor de un 85-95% de los
macrofagos son TCRof*. Debido a que no expresan de CD2 se descartdé que

fueran linfocitos (77).

Mediante la técnica de "spectratyping”", la cual consiste en un analisis
cuantitativo de la diversidad del repertorio del TCR. Esta se basa en analizar la
region de complementariedad 3 (CDR3, por sus siglas en inglés) a través de la
obtenciéon de acido ribonucleico (RNA, por sus siglas en inglés) generar la
cadena complementaria del acido desoxirribonucleico (cDNA, por sus siglas en
inglés) para posteriormente amplificar las regiones CDR3 por la reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR, por sus silgas en inglés) y finalmente
separarlos mediante un capilar de electroforesis para analizar la longitud y la
secuencia de los productos (78). La diversidad del CDR3 fue analizada (13),
esta diversidad es generada por la diversidad de la union de segmentos V,D,J
la union de multiples segmentos génicos D y la introduccién de nucléotidos P y

N en las uniones VDJ.
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En estas poblaciones atipicas previamente descritas, se evalué la diversidad de
los receptores tipo TCR y se observé que aun existiendo re arreglos en el
CDR3 éstos ocurren en menor repertorio de diversidad que en los linfocitos T
(13-16).

La infeccion por M. tuberculosis es un modelo atractivo para el estudio de la
expresion del receptor tipo TCR ya que esta subpoblacion de macréfagos juega
un papel importante en la patogenia de la enfermedad. Estos macrofagos TCR*
se acumulan en la zona interna epiteloide del granuloma caseoso durante el
transcurso de la enfermedad (73), indicando que, posiblemente, estos
macrofagos TCR™ constituyan la linea principal de defensa contra la infeccion
por M. tuberculosis, porque ademas, de representar una primera linea de

defensa contra antigenos, pueden también tener un reconocimiento especifico.

4. Poblaciones celulares importantes en la infeccién por M.
tuberculosis

La tuberculosis es una enfermedad infecciosa causada principalmente por el
bacilo M. tuberculosis que afecta el tejido pulmonar, aunque también puede
provocar una infeccion sistémica. En el mundo un tercio de la poblacion se
encuentra infectada con M. tuberculosis en estado latente, de los cuales de un
5-10% esta en riesgo de desarrollar la enfermedad activa. La tuberculosis fue
declarada por la Organizacion Mundial de la Salud (WHO, por sus siglas en
inglés) una pandemia mundial en 1993. En el 2018, a nivel mundial se
reportaron 1.45 millones de muertes y 10 millones de casos nuevos. Los casos
de tuberculosis se encuentran relacionados con factores de riesgo que
incluyen: desnutricién, diabetes, personas fumadoras, que consumen alcohol o
que viven con el virus de la inmunodeficiencia humana (HIV, por sus siglas en
inglés) (719). En México, alrededor de 1,700-1,800 de personas fallecen

anualmente por esta infeccion (20) (Figura 1).
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Figura 1. Diagrama de flujo de la progresion de la infeccion por tuberculosis. Los
principales pasos se muestran para la progresion de un individuo infectado desde la exposicion
al bacilo de M. tuberculosis como el desarrollo de la enfermedad activa o en latencia
(proteccion del hospedero). El porcentaje relativo de individuos que progresan en cada paso se

muestra junto a la linea que marca la progresion (27).

Principalmente, la infeccion por M. tuberculosis afecta a los pulmones en un
80% de los casos. Sin embargo, puede también afectar otros sitios fuera del
pulmén y se le denomina tuberculosis extrapulmonar, esta ultima conforma un
tercio de los casos de tuberculosis reportados (22). La enfermedad se disemina
cuando personas infectadas liberan bacterias al aire, por ejemplo cuando
tosen. La dosis infectante varia entre 4-5 bacterias para el humano pero no se

conoce con exactitud.
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El desarrollo cronoldgico de los eventos en la patogénesis de la tuberculosis se
puede dividir en cinco etapas: 1) la inhalacion de los bacilos de M. tuberculosis,
2) la multiplicacién de los bacilos de M. tuberculosis, lisis de macréfagos,
monocitos de sangre; 3) el reclutamiento de otras células inflamatorias que son
atraidas al pulmoén, de 2 a 3 semanas posterior a la infecciéon. En esta etapa se
genera la acumulacién de macrofagos, se da poco dafo tisular y se desarrolla
inmunidad de linfocitos T, los cuales proliferan dentro de las lesiones
tempranas y activan a los macrofagos para matar a los bacilos intracelulares.
Es aqui cuando el crecimiento bacilar logaritmico temprano se detiene. 4) Se
generan lesiones necroéticas centrales sdélidas que inhiben el crecimiento

extracelular de M. tuberculosis(23).

El resultado final de la infeccidn por tuberculosis depende del equilibrio entre el
crecimiento bacteriano y la capacidad del hospedero de montar una respuesta
inmunitaria que elimine las bacterias y controle el crecimiento de las mismas.

Esto se ve reflejado en el grado de necrosis tisular, fibrosis y regeneracion (23).

Las células fagociticas son claves en la iniciacion de la respuesta innata y en la
direccion de la inmunidad adaptativa por los linfocitos T al presentar antigenos
de M. tuberculosis y expresar moléculas co-estimuladoras al igual que un perfil
de citocinas pro-inflamatorio en los inicios de la infeccién y anti-inflamatorio en
fases progresivas (23). Esta fase progresiva de la infeccion por M. tuberculosis

podria considerarse como la quinta etapa de la infeccion.

En el tejido pulmonar, los macrofagos alveolares son los que inicialmente
cubren su funcion fagocitica. En el pulmén, el receptor de complemento 3
(CR3, por sus siglas en inglés) es el mas importante para la fagocitosis de M.
tuberculosis (24), junto con el MMR/CD206. Este ultimo reconoce residuos de
manosa en la pared de la bacteria. Las cepas virulentas ingresan al macréfago

a través del MMR mientras que las cepas atenuadas no lo hacen (25).

Con respecto a la fuente de nutrimentos, M. tuberculosis requiere de acidos
grasos para su catabolismo, sintesis de aminoacidos y adquisicion de

minerales (hierro); estos ultimos presentes en el grupo hemo unidos a
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transferrina y lactoferrina. Los lipidos son esenciales para la sobrevivencia de
la bacteria. En M. tuberculosis existen genes involucrados en el metabolismo
de acidos grasos los cuales se encuentran sobre expresados durante la
infeccion (26). El metabolismo de acidos grasos es una fuente preferida como
recurso de carbono para la sobrevida de la bacteria. Esta utiliza los lipidos
derivados del colesterol y los triacilgliceroles de los macréfagos. Estos lipidos
se acumulan en los fagosomas bacterianos durante la infeccion para formar
macrofagos espumosos (27). La desregulacion inducida por el patégeno en la
sintesis y acumulacion de lipidos juega un rol en la transicion de macréfago a
macréfago espumoso, los cuales son macréfagos cargados de lipidos
generados por el secuestro masivo de lipoproteinas de baja densidad y

acumulacion citoplasmatica de ésteres de colesterol (28).

El papel de los macréfagos es crucial en el control de la tuberculosis. Los
macréfagos infectados pueden facilitar la propagacion de la enfermedad debido
a la necrosis celular mediante la cual se diseminan las bacterias en el espacio
extracelular y permite su migracién a sitios distales en el pulmén y otros tejidos.
Una vez en el parénquima los bacilos inician un proceso inflamatorio lento a
través de los macrofagos infectados. Estos macréfagos infectados reclutan a

otros no infectados para finalmente formar un granuloma (29).

El granuloma es la huella principal de la inmunopatogénesis de la infeccion por
M. tuberculosis, su estructura celular es compacta, dinamica y altamente
organizada que se forma en respuesta ante la estimulacién cronica de
antigeno, en el contexto de factores mediados por macréfagos. Esta estructura
agrega células del sistema inmunoldgico que incluye a macrofagos derivados
de monocitos (no todos se encuentran infectados), macrofagos espumosos,
células epiteloides, y ceélulas gigantes multinucleadas. Las cuales se

encuentran rodeadas por un anillo de linfocitos (29) (Figura 2).

24



3;}1@@ ‘f >3‘ . Vasos sanguineos

\ I

e~ S . 2 \

o= Vi

Q=8 VoD v

W s @ o3’
| NG S — 7 M®
. —

O : & M infectados

Sy Mo ink
u acteria

. Tejido en necrosis

Linfocito

Célula gigante multinucleada

Figura 2. Arquitectura caracteristica del granuloma. A. Corte histologico de tejido de pulmén
de conejillo de indias que presenta granuloma con necrosis central fijado con formalina y tefiido
con hematoxilina-eosina B. Representacion esquematica de los componentes celulares del

granuloma. Modificado de (29)

El granuloma tiene como finalidad limitar el crecimiento y la dispersién de la
bacteria. Sin embargo, su funcién puede actuar en beneficio o perjuicio del
hospedero; ya que funciona tanto como un nicho en el cual el bacilo puede
crecer y persistir, como un microambiente inmunolégico en el cual las células y
sus funciones anti-micobacterianas interaccionan para controlar y prevenir la
diseminacién de la infeccion por M. tuberculosis. Los granulomas se observan
en la infeccion por M. tuberculosis latente, activa y en reactivaciéon. M.
tuberculosis puede persistir por décadas dentro del granuloma. El clasico
granuloma caseoso en tuberculosis se le denomina asi por la forma "tipo
queso". Histologicamente consiste de macréfagos epiteloides que rodean una
region necrotica, es decir una region compuesta de células muertas y debries.
Los macréfagos son rodeados de un anillo de linfocitos B y T, su tamafo varia
de 1 mm a >2 cm. La acumulacion caseosa en el centro del granuloma
promueve un incremento en la necrosis del tejido y el colapso del centro del
granuloma; por lo que se liberan bacilos virulentos a otros sitios donde se

formaran mas lesiones (30).

En la tuberculosis activa (Figura 1), la bacteria se encuentra en multiplicacién,
el hospedero tiene varios granulomas que son incapaces de controlar la

infeccion, es decir la bacteria se encuentra en el espacio extracelular y es
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entonces cuando puede dispersarse en el pulmén o hacia otros érganos;
causando tuberculosis extrapulmonar (29). En la infeccién crénica o latente, los
granulomas caseosos pueden calcificarse. Este proceso inicia en el centro
caseoso. Un granuloma calcificado por lo general representa una respuesta
inmune exitosa y se asocia con menor cantidad de células inflamatorias a
diferencia de otros granulomas, como los granulomas no caseosos o necroéticos
(30).

Las etapas tempranas de la infeccién por M. tuberculosis se caracterizan por la
polarizacion de macréfagos hacia M1, principalmente debido a la secrecion de
IFNy, lo que provee a los macréfagos de su capacidad micobactericida. Las
etapas posteriores promueven una transicion a macréfagos polarizados a M2;
como consecuencia de la expresion de varios factores, incluidos el receptor
y activado por proliferacion de peroxisoma (PPARYy, por sus siglas en inglés) y
el activador de la transcripcion y transductor de sefal 6 (STAT6, por sus siglas
en inglés). Este escenario también contribuye a la formaciéon de macrdéfagos

espumosos y a las células gigantes multinucleadas (37).

En este contexto, el equilibrio de la respuesta pro y anti-inflamatoria es esencial
para el control de la proliferacion bacteriana dentro del granuloma y con el
tiempo la resolucion de la lesidbn granulomatosa. Este microambiente
inmunoldgico es dependiente de: la localizacion tisular, de las células
asociadas, de los factores de crecimiento y de las citocinas presentes que
determinaran el patron de diferenciacion de las células que conforman el

granuloma especialmente de los macréfagos (29).

En resumen, después de la internalizaciéon de la bacteria por los macréfagos
alveolares, varios escenarios son posibles: M. tuberculosis es destruida
inmediatamente, o la infeccion se establece y una respuesta inflamatoria no
especifica le sucede generando una red de citocinas pro y anti-inflamatorias
principalmente secretadas por macréfagos y células dendriticas. Las células
fagociticas inician el proceso de presentacion de antigenos y se monta la

respuesta adaptativa mediada por linfocitos T. En este proceso la caracteristica
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inmunofisiopatolégica que la distingue es la formacién del granuloma caseoso
(29).

En cuanto a la respuesta adaptativa durante la infeccion por M. tuberculosis, se
ha demostrado los linfocitos T CD4, se encuentran involucrados en la
proteccion del hospedero. Estos linfocitos activan funciones efectoras en los
macrofagos que controlan de manera intracelular la infeccion por M.
tuberculosis (32). Existen diferentes subtipos de linfocitos T CD4. De acuerdo a
su produccién de citocinas se les ha clasificado principalmente en: linfocitos T
cooperadores, Th1, Th2, Th17, Tregs (regulatory T lymphocytes, por sus siglas
en inglés). El subtipo de linfocito T predominante durante la infeccién por M.

tuberculosis dependera del estado de la infeccion (activa vs. latente) (33).

La respuesta tipo Th1, es considerada protectora por su habilidad de producir
citocinas como el IFNyo el TNF, las cuales contribuyen al reclutamiento y
activacién de células del sistema inmune innato (monocitos, macréfagos y
granulocitos). Por su parte la respuesta Th17 produce IL-17, y esta involucrada
en la proteccion inmunolégica ante la infeccion por M. tuberculosis
principalmente por el efecto de esta citocina en la quimio-atraccion de
neutrdfilos. Los linfocitos Th17 estan involucrados en la proteccién durante
etapas tempranas. Principalmente por su capacidad de reclutar monocitos y
linfocitos Th1 al sitio de formacién del granuloma . Se ha demostrado que el
uso no restringido de la respuesta por los linfocitos Th17 determina una
inflamacion exacerbada mediada por neutréfilos y monocitos inflamatorios, lo
que resulta en dafo tisular (32). Los linfocitos que juegan un rol en el control o
la supresion de la respuesta inmunolégica durante la infeccidbn por M.
tuberculosis, son los linfocitos Th2, que contra-regulan la accién de los Th1, y
los Tregs (33). Estos dos subtipos de linfocitos contribuyen a la modulacion de
la respuesta inmunoldgica y a la reactivacion de la infeccion por M. tuberculosis
(32) (Figura 3).

Mientras que otros linfocitos antigeno especifico como: los linfocitos CD8, NKs
(Natural Killer cells, por sus siglas en inglés), los linfocitos T y9, y los linfocitos T

restringidos a CD1 también pueden producir IFNy durante la infeccién pero no
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pueden compensar por la carencia de linfocitos CD4. Estos linfocitos no
convencionales son activados durante la infeccion por M. tuberculosis y son
capaces de reconocer lipidos que son abundantes en la pared de la
micobacteria. Los linfocitos T yd, reconocen "phosphoAgs" (antigenos
fosforilados, por sus siglas en inglés) del hospedero o de origen bacteriano y
también pueden contribuir a la respuesta inmunoldgica ante la infeccion por M.

tuberculosis (34).

En cuanto a su mecanismo de activacion, los linfocitos CD4 reconocen
antigenos peptidicos en el contexto de presentacion por moléculas de MHC-II
(Major Histocompatibility Complex class Il, por sus siglas en inglés). Aunque el
rol de los linfocitos CD8 durante la infeccion por M. tuberculosis es menos claro
que el de los CD4, también son considerados como protectores y necesarios
para una respuesta inmunolégica O6ptima. Los linfocitos CD8 reconocen
antigenos peptidicos, que son generalmente cargados en los compartimentos
citosdlicos en el contexto de presentacién por MHC-I (Major Histocompatibility
Complex class |, por sus siglas en inglés). Los linfocitos CD8 se diferencian a
linfocitos efectores (Teff), quienes producen moléculas citoliticas y citocinas que
matan tanto a las células del hospedero como a los bacilos de M. tuberculosis
intracelulares (32). También puede existir presentacion cruzada, la cual ocurre
cuando vesiculas apoptéticas que provienen de macréfagos infectados o DCs
pueden ser tomados por las DCs y ser presentados de manera candnica a
través del MHC-I (33) (Figura 3).

Durante la respuesta inmunolégica ante la infeccion por M. tuberculosis, las
poblaciones infiltrantes tanto de la inmunidad innata como adaptativa se
resumen en la Figura 3. Cabe sefalar que dentro de la inmunidad adaptativa,
el numero de linfocitos T especificos para contrarrestar la infeccion por M.
tuberculosis que producen una combinacion de: IFNy, IL-2 y/o TNF puede estar

correlacionado a la carga micobacteriana.
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Figura 3. Resumen de la respuesta inmunolégica durante la infeccion por M.

tuberculosis. El control de la infeccion por M. tuberculosis es el resultado de un trabajo en
equipo que resulta en la proteccion del hospedero. Este trabajo ocurre entre las
subpoblaciones de linfocitos T y los macréfagos. El bacilo sobrevive dentro de macréfagos y
DCs, dentro de los fagosomas. Péptidos micobacterianos son cargados en el MHC-Il y son
presentados a linfocitos CD4. La estimulacién de los linfocitos CD8 requiere del cargado de
MHC-I con moléculas de péptidos micobacterianos presentes en el citosol, ya sea por la
egresion de antigenos micobacterianos hacia el citosol o por presentacion cruzada; donde los
macrofagos liberan cuerpos apoptoticos cargados de péptidos micobacterianos. Estas
vesiculas son tomadas por las DCs y los péptidos son presentados. Los linfocitos CD4
polarizan a diferentes subtipos dependiendo su secrecidon de citocinas. Las DCs y los
macrofagos expresan PRRs (Pattern Recognition Receptors, por sus siglas en inglés), quienes
sensan los PAMPs (Pathogen Associated Molecular Patterns, por sus siglas en inglés) de la
micobacteria. Los linfocitos Th1 producen IL-2 para la activacion de linfocitos T, IFNy, o TNF
para la activacion de macréfagos. Los linfocitos Th17, activan a PNGs (Polymorphonuclear
granulocytes, por sus siglas en inglés), estos contribuyen a la formacién temprana de
inmunidad protectora en el pulmén después de la vacunacién usando epitopes especificos
(35). Los linfocitos Th2 y los linfocitos Tregs tienen un contrapeso en la respuesta protectora
por los linfocitos Th1, utilizando: IL-4, TGFp, o IL-10. Los linfocitos CD8 producen IFNy y TNF,
los cuales activan a los macréfagos. También actian como linfocitos citotdxitos (CTL, por sus
siglas en inglés) al secretar perforina y granzima, quienes lisan a las células del hospedero y
atacan de manera directa a M. tuberculosis. Estos linfocitos Tt son sucedidas por linfocitos

de memoria (Ty). Los Ty producen varias citocinas principalmente: IL-2, IFNyy TNF. Durante
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su control activo en un granuloma sdlido la infecciébn por M. tuberculosis se encuentra
temporalmente suspendida entrando a un estado de latencia. El agotamiento de los linfocitos T
es mediado por interacciones entre linfocitos T y DCs a través de miembros de PD1
(programmed death 1 system, por sus siglas en inglés). Los linfocitos Tregs secretan IL-10 y
TGFp, lo que suprime la respuesta Th1. Este proceso permite la reactivacion de M.

tuberculosis, lo cual conlleva a un granuloma caseoso y una enfermedad activa (36).

5. Produccioén de citocinas en la infeccion por tuberculosis

En respuesta a la infeccion por M. tuberculosis, las interacciones entre los
macrofagos, células presentadoras de antigeno, (APCs, por sus siglas en
inglés ) con linfocitos T antigeno-especificos genera una red de secrecion de
citocinas que determina el control de la infeccion. Las citocinas juegan un papel
importante en la respuesta adaptativa y el desarrollo de actividades
antimicrobianas mediada por la activacién de linfocitos T, respuesta que
principalmente genera un perfil Th1; lo que se ha asociado con el control de la
infeccion (37, 38). El papel de la red de citocinas incluidas en el presente
trabajo e involucradas tanto en la defensa del hospedero ante la infeccién por
M. tuberculosis como en la regulacién de la respuesta adaptativa se describe a

continuacion (Figura 6).
5.1 TNF y miembros de la familia de linfotoxina

5.1.1 Actividades del TNF durante infeccién por micobacterias

Como se descubrio en sus inicios, el TNF es tumoricida pero también es un
mediador esencial en la inflamacién. En particular, la participacion del TNF en
la resistencia del hospedero ante infecciones por M. tuberculosis es
fundamental, ya que esta citocina tiene la capacidad de: activar a monocitos y
macrofagos, inducir la secrecion de quimiocinas, el reclutamiento celular al sitio
de la infeccion, activar los mecanismos bactericidas en macrofagos, como la
sintasa de 6xido nitrico inducible (iINOS, por sus siglas en inglés) y la apoptosis
de fagocitos infectados, e inducir la respuesta de linfocito T, que a su vez en
sinergia con IFNy estimulan los mecanismos anti-micobacterianos en

macrofagos (39).
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5.1.2 TNF y linfotoxinas

El TNF se descubrié en 1975 como una molécula inducible por LPS, la cual
causaba necrosis en tumores in vitro, de ahi su hombre (40). A la par en 1968,
se describio la linfotoxina (LT, por sus siglas en inglés) como una proteina
producida por linfocitos capaces de matar a las células tumorales (47). Los
avances tecnoldégicos permitieron hasta 1984 la purificacion de ambas
proteinas (42), la determinaciéon de la secuencia de aminoacidos (43, 44) y la
clonacion del DNA complementario (45). Con esto se pudo revelar la
verdadera identidad de estas dos proteinas (TNF y LT) asi como entender su
relacion. Se concluyé que estas eran proteinas homologas por secuencia (30%
de identidad en aminoacidos) y por estudios posteriores de unidn a su receptor;
se confirmd una homologia funcional entre ellas (46). Esto, aunado a la
existencia de receptores de superficie celular en comdudn, llevo al
renombramiento de estas dos citocinas de: TNF y LT a: TNFa y TNFp. Sin
embargo, con el descubrimiento de mas de una linfotoxina (LTay LTp), del
complejo LTop y su actividad biolégica en desarrollo de los érganos linfoides
(47), el renombramiento de TNFp regresé a LT especificamente LTa. Esto ha
generado confusién entre la comunidad académica; para mitigar esto,

actualmente se especifica la LT en cuestion.

Estas dos citocinas fueron fundamentales para el aislamiento e identificacion
de una familia mas grande de citocinas actualmente conocidas como la
superfamilia de TNF. Debido a que varios grupos de investigacion descubrieron
la misma citocina de manera independiente pero simultaneamente, existen
varios nombres para cada miembro de la superfamilia de TNF. Hasta ahora se
conocen 19 diferentes ligandos que pertenecen a esta superfamilia y mas de
29 receptores, los cuales se caracterizan por un dominio rico en cisteinas en la

porcion extracelular (48).

Los genes de: TNF, LTay LTP se encuentran altamente compactados en el
cromosoma 6 humano 12kb dentro de la regién del MHC (49), por lo que la
regulacion de su expresién esta intimamente ligada al MHC. La producciéon de

TNF es regulada a nivel de RNA mensajero (MRNA, por sus siglas en inglés)
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mediante sitios de unidon en la regidon promotora de TNF a factores de
transcripcion como: el factor nuclear-xB (NF-kB, por sus siglas en inglés ), c-
Jun, activador de proteina-1 (AP-1, por sus siglas en inglés ) y el factor nuclear
asociado con células T activadas (NFAT, por sus siglas en inglés ) (50). La
regulacion post-traduccional también ocurre, principalmente mediante
microRNAs (miRNAs, por sus siglas en inglés) y proteinas de unién al RNA,;
como elementos ricos en AU (adenina y uracilo), tristetraprolina y factores de

decaimiento de mRNA especificos para TNF (57).

El TNF inicialmente es producido como un homotrimero de 26kDa que se
encuentra como proteina de membrana. En este trabajo nos referimos a ella
como tmTNF; en otros trabajos a veces se hace referencia como pre-TNF (52).
El monémero de proteina precursora, de 26kDa, es escindida a mondmeros de
17kDa por la enzima convertidora de TNF (TACE, por sus siglas en inglés,
también conocida como ADAM17), una metaloproteasa unida a la membrana
celular (53). Los mondmeros de 17kDa forman trimeros solubles
biolégicamente activos y son los que encontramos en plasma. TACE, ademas
de escindir tmTNF también libera los receptores de TNF (TNFRs, por sus

siglas en inglés) (54).

Como mencionamos, la LT es estructuralmente el miembro de la superfamilia
de TNF mas cercano a TNF. La LTa (previamente nombrada TNFp) existe
como un homotrimetro soluble o puede también formar una molécula
membranal heterotrimérica en asociacion con LTp formando moléculas
heterotriméricas LTap, las cuales se encuentran en linfocitos activados (47). El
heterotrimero LTa132 es la forma predominante, y el LTa2p1 es la forma menor

(<2%) de la cual no se tiene un rol definido (65) (Figura 4).

Los ligandos de la superfamilia de TNF interaccionan con mas de un receptor.
Tanto el TNF soluble y el tmTNF llevan a cabo su actividad a través de dos
receptores: uno de 55 kDa el TNFR1 (CD120a, DR1 o p55/p60) y el de 75kDa
el TNFR2 (CD120b o p75/p80). La LTa se une al TNFR1, al TNFR2 vy al

mediador de entrada del virus de herpes (HVEM, por sus siglas en inglés) (39).

32



El heterotrimero LTalp2 interacciona con el receptor de LT (LTPR). El
receptor tipo linfotoxina/homaologo a linfotoxina (LIGHT/CD258, por sus siglas
en inglés) interacciona con HVEM y LTBR y juega un papel en la co-

estimulacion de linfocitos T (56) (Figura 4).
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Figura 4. Interacciones entre ligandos solubles y anclados a membrana con receptores
de TNF y LT. La metaloproteinasa TACE escinde tmTNF en TNF soluble -forma trimérica-
(TNFa), que interacciona con TNFR1 y TNFR2. Los TNFRs asi como LTaf y LIGHT son
escindidos a sus formas solubles por TACE (corte marcado con flecha). Las interacciones entre
TNF-LT y sus receptores estan indicadas por flechas. La LTa es secretada como homotrimero,
interacciona con los TNFRs y con HVEM. En asociacién con LTB-membranal actia como
complejo biolégicamente activo al unirse con LTBR. LIGHT interacciona con HVEM y LTBR.
LIGHT. Modificado de (57).

Hoy en dia el TNF es reconocido como la citocina mas pleiotropica descrita en
mamiferos y con actividades involucradas en casi todo sistema bioldgico tanto
en la fisiologia del sistema inmune como en la neurobiologia (50). En el sistema
inmune es principalmente secretado por macréfagos, células NK, linfocitos T y

B.
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5.1.3 Los receptores de TNF (TNFRs)

Los TNFRs son proteinas transmembranales de tipo |. Existe un dominio
conservado en la region extracelular del TNFR1 y TNFR2, la cual media el
ensamblaje especifico de ligando independiente de los receptores triméricos.
Este domino de ensamblaje de pre-ligando (PLAD, por sus siglas en inglés) es
fisicamente distinto del dominio que forma el contacto principal con el ligando;
sin embargo, es necesario para el ensamblaje de los complejos TNFR que
unen TNF y median la sefalizacién (58). Por lo que los TNFRs parecen
funcionar como complejos preformados, mas que subunidades individuales de

receptores que oligomerizan después de su unién al ligando.

Los TNFRs comparten caracteristicas estructurales en sus dominios
extracelulares mientras que difieren en sus dominios intracelulares. Debido a
estas diferencias estructurales, se ha sugerido que tienen actividades
contrarias: apoptosis (TNFR1) versus sobrevida y proliferacion (TNFR2) (52).
Sin embargo, también existen estudios que sugieren una transduccién de sefal
cooperadora entre ambos receptores. Se ha demostrado transferencia de
sefales entre los TNFRs indicando asi un traslapamiento de las diferentes vias

de sefalizacién de ambos receptores y consecuentemente su funcién (59).

Los niveles de expresion de TNFRs pueden ser regulados por citocinas,
principalmente interferones, lo cual explica de cierta manera el sinergismo entre
estas dos citocinas (46). Ademas, se ha demostrado que la sobre-expresion de
receptores tanto in vitro como in vivo puede inducir de manera espontanea la

sefializacion de TNFR independiente de ligando (60).

5.1.3.1 TNFR1

Los receptores de la superfamilia de TNF se dividen en dos grupos. Los que
tienen un dominio de muerte (TRADD, TNF, receptor associated death domain,
por sus siglas en inglés) de aproximadamente de 80 aminoacidos y aquellos
receptores que no lo tienen. El TNFR1 cuenta con un dominio de muerte por lo
que también se le conoce como DR1 (por sus siglas en inglés, death receptor
1). Es expresado de manera constitutiva por todas las células en niveles bajos.
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Su porcion intracelular cuenta con 221 aminoacidos. Se ha sugerido que el
TNFR1 es el receptor para TNF soluble. Debido a la presencia de TRADD, este

receptor media apoptosis (59).

5.1.3.2 TNFR2

El TNFR2 a diferencia del TNFR1 no cuenta con un dominio de muerte
intracelular. EI TNFR2 es principalmente expresado en células del sistema
inmune y células endoteliales. Este receptor cuenta con 174 aminoacidos en
su porcion intracelular (59). Este receptor media la proliferacion y la activacion
celular principalmente mediante la activacién de la via de NF-xf3. De manera

interesante, el tmTNF es un ligando mas potente para el TNFR2 (52).

5.1.4 Senalizaciéon celular inducida por TNFRs

La senalizacion por medio de los TNFRs es compleja. La habilidad del TNF de
inducir tanto senales de muerte y/o co-estimulacion y activacion celular
depende de la sefalizacién rio abajo de cada uno de sus receptores que como

veremos no es excluyente.

Para iniciar el proceso de sefalizacion mediante los TNFRs es necesaria la
asociacion de estos receptores en trimeros para su union con el TNF. Después
de la unién del TNF con el TNFR1, el complejo se trasloca a microdominios de
membrana conocidos como balsas lipidicas, ricas en colesterol y esfingolipidos.
La interaccién estable entre TNF-TNFR1 es internalizada, y permite la
liberacién de SODD (silencer of death domain, por sus siglas en inglés), el cual
es un inhibidor intracelular de TNFR (67), lo que permite el reclutamiento de
DISC (Death Inducing Signaling Complex, por sus siglas en inglés). Dentro del
complejo de DISC se encuentra TRADD. La asociacion de TRADD y su
internalizacion permite reclutar a FADD (Fas Associated Death Domain, por sus
siglas en inglés) formando un complejo de proteinas de andamiaje (62); las
cuales permiten el reclutamiento de la pro-caspasa 3, 8 y 10, lo cual lleva a la

degradacion del DNA y muerte celular por apoptosis (69) (Figura 5).
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Los TNFRs senalizan mediante la union a uno a mas factores asociados a
receptor de TNF (receptor associated factor TRAFs, por sus siglas en inglés).
El TNFR1 a través de TRADD también puede reclutar clAP y RIP, quienes
permiten la union de TRAF2 (TNFR-associated factor 2, por sus siglas en
inglés) al complejo de sefalizacion del TNFR1. La formacion de este complejo
resulta en la activacion de diferentes cinasas: NIK (cinasa inducida por NF-«xf
por sus siglas en inglés), IKKa y B (cinasa de IkB a y B, por sus siglas en
inglés) o la via de las proteinas cinasas activadas por mitégeno (MAPK, por
sus siglas en inglés) cinasa N-terminal de c-Jun (JNK, por sus siglas en inglés)
y la cinasa de p38. La activacion de estas cinasas media la activacién de
factores de transcripcion (como NF-kf) que traslocan a nucleo induciendo la

expresion de genes anti-apoptoticos (52).

La unién de TNF con TNFR2 activa la via de NF-xf mediante la degradacion
por ubiquitinacion de su inhibidor IkBa lo cual induce la produccién de citocinas
principalmente pro-inflamatorias. También interfiere en la expresion de
proteinas intracelulares regulatorias con potencial anti-apoptético como:
proteinas inhibidoras de apoptosis (c-IAP1 y c-IAP2), TRAF1 y TRAF2 (52). De
manera interesante, la union del TNF a TNFR2 induce el inhibidor de apoptosis
(IAP-1, por sus siglas en inglés), el cual media la ubiquitinaciéon y degradacion
por proteosoma de TRAF2. Lo cual otorga evidencia de la transferencia de
sefales entre los dos TNFRs, al igual que el TNFR1 el TNFR2 también activa
la via de AP-1 y MAPK (59) (Figura 5).
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Figura 5. Modelo de transduccion de seinales ante el estimulo de los TNFRs. La activacion
del TNFR1 por TNF soluble lleva al reclutamiento de TRADD y de FADD, con ello es posible la
activacion de la cascada de caspasas para inducir muerte por apoptosis. Por su parte a través
de la union de TRAF2 al TNFR1, se activa la via de NF-kf y por lo tanto la activacion celular y
la expresion de genes anti-apoptoticos. EIl TNFR2 o el icTNFR2 (TNFR2 intracelular) enciende
una via de activacion de NF-kf dependiente de TRAF2 y la consecuente induccion de genes

anti-apoptoticos (52).

El factor de transcripcion NF-xf, puede inducir: TNF, TRAF1 y TRAFZ2;
generando una sefal de amplificacién de las vias de sefializacion mediadas por
TNF-TNFRs. La induccién de NF-x[ por ambos receptores es importante en la
inflamacién ya que este factor transcripcional es un activador global de
incontables citocinas pro-inflamatorias, quimiocinas y sus receptores ademas

de ser un regulador critico de la activacion y funcion de leucocitos (50).

Aunque el TNFR2, no tiene manera directa de inducir apoptosis, datos
experimentales muestran que la activacion de ambos receptores incrementa la
apoptosis. Este fendbmeno puede ser explicado por una mayor afinidad del
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TNFR2 al TNF soluble, por lo que se concentrarian bajas cantidades de TNF

en la membrana celular pasandolo al TNFR1(52).

En afios recientes se ha identificado que el TNF es capaz de activar tanto
mecanismos apoptéticos como anti-apoptéticos o sefiales de sobrevida
celulares. Las sefiales apoptoticas no requieren la sintesis activa de proteinas.
Mientras que las sefiales anti-apoptéticas si lo requieren y esta sintesis es
mediada a través de la activaciéon de NF-xf (63). Este balance de senales

permitira determinar el destino celular en respuesta a TNF.

5.1.5 Retro-senalizacién por tmTNF

La expresion transmembranal de esta citocina es un indicador de que esta
disefiada para actuar de manera local. Se ha descrito que el tmTNF es capaz
de iniciar un proceso denominado senalizacion reversa o retro-sefalizacion. La
retro-sefalizacion permite una comunicacién de dos vias mediante el contacto
célula-célula. Esta sefal bi-direccional contribuye a la plasticidad del sistema
ligando receptor del TNF (64).

En este proceso, la sefal hacia la célula productora de TNF es mediada via el
tmTNF al unirse a un TNFRs. Es probable que el entrecruzamiento de los
homotrimeros de tmTNF sirva como un primer paso en la iniciacion de
transduccion de senales. Las regiones intracelulares del tmTNF poseen un sitio
de fosforilacion de caseina cinasa 1 (CK1, por sus siglas en inglés) que pueden
ser fosforiladas en un residuo de serina, mediante la cual son capaces de

transducir sefiales, dentro de la célula productora de TNF (65).

En este proceso, la retro-sefalizacion puede llevar a: un incremento en las
concentraciones intracelulares de calcio y a una expresion alterada de citocinas
en la misma célula productora de TNF. A su vez la retro-senalizacion puede
utilizar la via de las MAPK para llevar las sefiales al nucleo (64). Ademas, la

porcion citoplasmatica del tmTNF tiene un fragmento susceptible de protedlisis
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en la porcién intracelular que genera una porcion de traslocacién nuclear de
10kDa (66).

Se ha descrito que algunos efectos de la estimulaciéon con tmTNF son la
induccién de apoptosis, mecanismo que sirve para controlar la respuesta
inflamatoria. En linfocitos B y T parece inducir sefales estimulatorias, que
llevan a la produccién de IL-2 y de moléculas de adhesién como la E-selectina
(67). Mientras que en monocitos la retro-sefalizacion por tmTNF ha sido
descrita como un mecanismo de silenciamiento mas que una sefal
estimulatoria (68). Lo anterior sugiere un rol diferente en el tipo de sefal en la

inmunidad innata y adaptativa a través del tmTNF.

Los sistemas de sefializacién contribuyen a la modulacién fina de las funciones
celulares y su interaccion en el sistema inmune. Por lo que este tipo de
comunicacion bi-direccional; es decir del contacto célula-célula, incrementa la
plasticidad del sistema inmune y provee mecanismos para crear una resolucién
espacio-funcional que confiere compartimentos o tipos celulares a cierta

sefializacion (64).

5.1.6 El tmTNF es suficiente para la resistencia ante infeccion por BCG

A pesar de que la mayor parte de las actividades antimicrobianas estan dadas
por TNF soluble, el tmTNF también es importante para la respuesta inmune
celular y es capaz de mediar activacién de la célula productora de TNF

mediante la retro-senalizacion.

Para investigar el papel de tmTNF en la infeccion por M. tuberculosis, ratones
silvestres C57BL/6 (WT), deficientes para el TNF (TNF-KO) y knockin que
expresan solo la forma transmembranal del TNF, la cual es no escindible
(tmTNF-KI), han sido usado como modelo. Los ratones tmTNF-KI, tienen una

delecién en la regidén de aminoacidos 1-9 y una sustitucion en la posicién 11

(tmTNFA"9K11E) (69). Los ratones que expresaban el tmTNF no escindible se
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encontraron protegidos ante la infeccion por BCG; mientras que los TNF KO

murieron después de la infeccion (70).

La generaciéon de ratones knock-in (KI) cuya delecion hace que el tmTNF no
sea escindible por TACE, ha confirmado que el tmTNF es capaz de sustituir
muchas de las funciones del TNF soluble durante la fase aguda de la infeccion
por M. tuberculosis. Sin embargo, para el control a largo plazo, el TNF soluble
es critico ya que los ratones Kl murieron después de tres meses de infeccion.

Mientras que los KO mueren 20-40 dias después de la infeccion (77).

El tmTNF actua a través de los TNFRs, por ello en un estudio se evalud la
presencia y ausencia de estos receptores y la sobrevida de los ratones ante la
infeccidn de una cepa virulenta de M. tuberculosis. Los ratones tmTNFXTNFR2
KO son muy sensibles, tanto como los TNF KO. Mientras que los
tmTNFXTNFR1 KO presentan un comportamiento similar a los ratones que soélo
expresan tmTNF. Lo que sugiere que el efecto protector de tmTNF contra la
infeccion por M. tuberculosis en la fase aguda esta mediado principalmente por
el TNFR2 (72).

Los datos anteriores sugieren un rol esencial del tmTNF durante el inicio de los

mecanismos de respuesta inmune contra la infeccién por M. tuberculosis.

5.2 Citocinas pro-inflamatorias implicadas en la respuesta tipo Th1y

en la activaciéon de macréfagos

5.2.1 IFNy

El IFNy pertenece a los interferones de tipo Il, del cual se han descrito diversas
propiedades antivirales. En el caso de la infeccién por M. tuberculosis, las
actividades antimicrobianas ante la activaciéon de macréfagos depende de
linfocitos con perfil Th1 y linfocitos NK productores de IFNy (37). Esta citocina
sinergiza con el TNF para estimular mecanismos antimicrobianos incluyendo

autofagia. EI TNF promueve el reclutamiento de linfocitos T CD4 y NKs
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productores de IFNy, quien es el principal mediador inmunolégico que
promueve la muerte de las bacterias debido a: su gran potente capacidad
activadora de fagocitos mononucleares, su alta capacidad de destruir
microorganismos intracelulares, e a su capacidad de incrementar la expresién
de MHC-I y MHC-Il en macrofagos activados. Es importante mencionar que los
linfocitos T restringidos por CD1 presentan actividad citotéxica y son capaces

de producir IFNy (23). El cual, también induce la secrecion de IL-12.

5.2.2 IL-1B

La IL-1p, principalmente es producida por monocitos, macréfagos y DCs. Esta
citocina, ayuda en el mantenimiento del granuloma. En el caso de la
tuberculosis pleural existe un incremento de esta citocina, que estimula la
diferenciacion celular, la diferenciacion, y la apoptosis. También induce
prostaglandinas, las cuales a su vez inducen fiebre, cuando se encuentran en

altas concentraciones (23).

5.2.3 IL-6

La IL-6, es secretada por macrofagos, se produce de manera temprana en la
infeccion por M. tuberculosis, interviene en la produccion de las
inmunoglobulinas (lg's) y activa a linfocitos T. Esta citocina, puede actuar
también con capacidad anti-inflamatoria inhibiendo a TNF e IL-1p y es

justamente secretada en respuesta a estas dos citocinas (23).

5.24IL-8

La IL-8, es una quimiocina y su receptor es el CXCR1. Por ello, es crucial en el
reclutamiento y activacion de neutréfilos y monocitos. Esta, regula la expresion
de moléculas de adhesién como ICAM (Intracellular Adhesion Molecule, por
sus siglas en inglés) y CD11b (aMp2-integrina); con ello facilita la adherencia

de estas células al endotelio y asi su migracién. IL-8 es producida
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principalmente por macrofagos y células endoteliales; y posee capacidad

inmunomoduladora (23).

5.25IL-9

Esta citocina facilita el crecimiento de clonas de linfocitos T cooperadores pero
no citotdéxicos. Junto con IL-2, IL-3, IL-4 y eritropoyetina, la IL-9 induce la
hematopoyesis in vivo. Facilita el crecimiento de células cebadas derivadas de
médula ésea estimuladas por IL-3 y en respuesta a IL-2. Los linfocitos Th9 se
caracterizan por la secrecion de IL-9, éstos son funcional y fenotipicamente
distintos del resto de linajes de linfocitos T descritos a la fecha incluyendo Th1,
Th2, Th17 y Treg (73).

5.2.6 IP-10

La quimiocina IP-10/CXCL10 (IFN inducible protein, por sus siglas en inglés)
tiene como receptor a CXCR3, que se expresa principalmente en linfocitos con
perfil Th1. Es secretada por células estimuladas por: LPS e IFN de tipo | y II. Es

un quimioatrayente de linfocitos T activados a sitios de infeccion (74).

5.2.7 IL-12 (p70)

Esta citocina actia en los linfocitos T como un factor de maduracion de
linfocitos citotoxicos. También sirve como factor de crecimiento en linfocitos
NK, T CD4" y CD8". Puede actuar en sinergia con IL-2 para incrementar la
respuesta de los linfocitos T citotdxicos (75). La IL-12, es producida por células
fagociticas. La fagocitosis de M. tuberculosis parece ser necesaria para la
producciéon de esta citocina. Es importante mencionar que la IL-12 tiene un rol
crucial en la produccion de IFNy ya que induce la actividad de linfocitos NK y la
diferenciacion de linfocitos T CD4" al perfil Th1, caracterizado por la produccion
de IFNy (37). A su vez el receptor de IL-12 (IL-12R) se encuentra incrementado

en los sitios de la infeccion.
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5.2.8 IL-2

El gen de la IL-2 en humano se encuentra en el cromosoma 4. Es una
glicoproteina de 15.5 kDa sintetizada principalmente por linfocitos T CD4";
aunque también es producida en menor medida por linfocitos T CD8". Su
receptor es IL-2R quien se encuentra presente en linfocitos T, B y macréfagos
activados. Previamente se le denominaba factor de crecimiento de linfocitos T.
Esta citocina tiene un efecto autdcrino actuando en los mismos linfocitos T
CD4" que la producen, o un efecto paracrino como factor de crecimiento en
células cercanas. Sin embargo, las cantidades fisioldgicas de IL-2 no tienen un
efecto enddcrino. La cantidad de IL-2 producida por los linfocitos T CD4" es un
factor determinante en la fuerza de la respuesta inmunolégica. De hecho una
cantidad inadecuada de produccion de IL-2 puede llevar a anergia antigeno-

especifica del linfocito T (75).

La IL-2 también contribuye a la formacién de otras citocinas incluidas el IFNy y
las linfotoxinas. A su vez promueve el crecimiento de linfocitos NK y potencia
su accion citolitica, los linfocitos NK requieren concentraciones altas de IL-2
para su activacion. Ademas la IL-2 promueve una mejor respuesta de las
células inmaduras en médula 6sea a otras citocinas. En el timo promueve el

crecimiento de linfocitos T inmaduros (75).

5.2.9 IL-7

La IL-7, es principalmente sintetizada por células estromales de la médula
Osea, actua como factor de crecimiento de linfocitos T y promueve la
linfopoyesis. De esta manera es la citocina maestra que facilita la diferenciacion
de células madre linfoides a progenitores pre-B o pre-T. Esta citocina también
es formada por el estroma timico donde promueve el crecimiento y activacion

de linfocitos T y macréfagos; asi como la proliferacién de timocitos (75).
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5.2.10 MIP-1a

Esta quimiocina MIP (macrophage inflammatory protein, por sus siglas en
inglés) es secretada por macréfagos estimulados con endotoxina. Las fuentes
que provienen de tejido incluyen: fibroblastos, monocitos, linfocitos, neutrdfilos,
eosindfilos, células de musculo liso, células cebadas, plaquetas y células
estromales de médula 6sea. Difiere de pirogenos endégenos como TNF e IL-1
porque su accidén no esta asociada con la sintesis de prostaglandinas. Tiene un
amplio espectro de actividades biolégicas como: reparacion tisular, quimiotaxis
de monocitos y supresion de células progenitoras y células madre inmaduras
en médula 6sea. Algunas de sus células blanco son: linfocitos T, basdfilos,
precursores hematopoyéticos, monocitos, neutrofilos, linfocitos NK, eosindfilos,

células cebadas y DCs (75).

5.2.11 MIP-1B

MIP-1/CCL4 comparte el 70% de homologia con MIP1-a. A pesar de
compartir caracteristicas estructurales, su funcion difiere bastante. Tiene como
receptor a CCR5 y CCRA4. Es producida por monocitos, macrofagos, linfocitos T
y B. Estimula el crecimiento de células mielopoyéticas y promueve la
quimiotaxis de leucocitos. Esta quimiocina participa principalmente en la
migracién de: macrofagos, monocitos, NKs y linfocitos T de memoria. A
diferencia de MIP1-a,, MIP-1f no activa neutrofilos. También en lugar de inhibir
el crecimiento hematopoyético temprano, como lo hace MIP1-a, MIP-1f lo
potencia. Sus principales células blanco son: monocitos, linfocitos T,

precursores hematopoyéticos y baséfilos (75).

5.2.12 IL-17A

Es una glicoproteina de 155 aminoacidos secretada como homodimero por
linfocitos T CD4" de memoria. También es conocida como CTLA8 (Cytotoxic T

lymphocyte associated antigen 8, por sus siglas en inglés). Esta citocina

44



estimula células epiteliales, endoteliales y fibrobasticas para la secrecion de: IL-
6, IL-8, G-CSF (Granulocyte - Colony Stimulating Factor, por sus siglas en
inglés) y prostaglandina E2 mediante la activacion de la via de NF-xB. Es un
iniciador temprano de las reacciones inflamatorias dependientes de linfocitos T.
También es parte de la red de citocinas que une el sistema inmunoldgico con la
hematopoyesis. La IL-17 induce a un mejor apoyo de los fibroblastos en la
diferenciacion y crecimiento de células progenitoras CD34". En humanos la

expresion de CTLA-8 es exclusiva de los linfocitos T CD4" de memoria (75).

5.3 Quimiocinas dependientes e independientes de TNF durante

infecciones por M. tuberculosis

5.3.1 Eotaxina - CCL11

La eotaxina - CCL11 es inducida localmente ante la secrecion de IL-4, su
principal funcién es el reclutamiento de eosinofilos, por lo que puede inducir el
acumulamiento de estas células. Esta quimiocina tiene 53% de homologia con
MCP-1 (monocyte chemoattractant protein-1, por sus siglas en inglés) de
humano (75).

5.3.2 MCP-1 (MCAF) - CCL2

MCP-1/MCAF/CCL2 (monocyte chemotactic and activating factor, por sus
siglas en inglés) tiene como receptores a CCR4 y CCR2. Estos receptores se
expresan principalmente en monocitos pro-inflamatorios. MCP-1 es producido
en su mayoria por células endoteliales, fibroblastos, células epiteliales, células
de musculo liso (76), monocitos y macrofagos. Los antigenos de M.

tuberculosis modulan la produccién de esta quimiocina (23).

5.3.3 RANTES - CCL5

RANTES/CCL5 (Regulated on Activation, Normal T cell expressed and

Secreted, por sus siglas en inglés), su papel principal es el reclutamiento de
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leucocitos (linfocitos T, basdfilos y eosindfilos) hacia sitios donde hay
inflamacion. Induce la proliferacion de NKs. Tiene afinidad por multiples

receptores de quimiocinas (23).

5.4 Citocinas anti-inflamatorias y su rol en la infeccién por

tuberculosis

Los macrofagos, activados alternativamente por IL-4, IL-10, IL-13, desproveen
a los macréfagos de su capacidad de controlar la infeccién por M. tuberculosis
impidiendo el desarrollo de capacidad bactericida y antagonizando la respuesta

pro-inflamatoria (23).

5.4.1 TGFB

El TGFp es la citocina anti-inflamatoria por excelencia, ya que puede inhibir el
crecimiento de linfocitos T y B. Es producida por linfocitos T activados, y
fagocitos mononucleares. Su principal efecto es inhibir la proliferaciéon y
diferenciacion de linfocitos T, inhibir la activacién de macréfagos y contrarrestar
el efecto de a las citocinas pro-inflamatorias. Se ha demostrado que esta
citocina incrementa la tasa de reparacion de tejido e induce la fibrosis del
mismo. Disminuye la produccién de IL-2 inhibiendo asi la proliferacion y
maduracioén de linfocitos T. También inhibe la diferenciacion de los precursores
a los linfocitos T citotoxicos. ElI TGFf puede revertir la activacién de
macrofagos al prevenir el desarrollo de actividad citotéxica y la formacion de
anion superoxido, ambos necesarios para efectos antimicrobianos. Ademas de
suprimir la activacion de macréfagos, TGFp puede disminuir la expresion de
MHC-II (75). Esta citocina tiene un papel fundamental en la induccion de
fibrosis y en la generacién de linfocitos Tregs, cuyo papel se ha demostrado en

tuberculosis (77).

5.4.21L-10

La IL-10, en la infeccidon por M. tuberculosis, es producida por los macréfagos

después de la fagocitosis del bacilo y también por los linfocitos T reactivos a M.
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tuberculosis. A esta citocina se le considera un factor inhibitorio de la sintesis
de citocinas, regula de manera negativa la produccion de IFNy y TNF, y
suprime la sintesis de citocinas de perfil Th1. Por lo que es un antagonista de la
respuesta pro-inflamatoria. También bloquea la presentacion de antigeno.
Estimula la produccion de IL-2 e IL-4. Su funcidn principal es inhibir macréfagos
activados y mantener un control homeostatico del sistema inmune innato y de

reacciones inmunes mediadas por células (23).

5.4.3 IL-1ra

IL-1ra es el receptor antagonista de IL-1, es decir el inhibidor de IL-1. Es
sintetizado principalmente por monocitos y macrofagos. Bloquea la accién de
IL-1 al unirse a su receptor. Es sintetizado como un precursor y escindido por

ICE (IL-1p converting enzyme, por sus siglas en inglés) (78).

544I1L-4

Esta citocina suprime la produccion de IL-1, IL-6, TNF e IFNy. Ademas, es una
citocina activadora de macréfagos M2 e inhibe la apoptosis. Induce la
diferenciacion de linfocitos T a un perfil Th2. Es un factor de crecimiento y
diferenciacion para los linfocitos B e induce el cambio de clase en linfocitos B

para sintetizar IgE (Immunoglobulin E, por sus siglas en inglés)(23).
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Figura 6. Papel de las citocinas durante la iniciacion y etapas cronicas de la infeccion
por M. tuberculosis. La exposicion de las células fagociticas de pulmoén, principalmente
macrofagos alveolares, ante los bacilos de tuberculosis inicia la produccion de citocinas
mediante la activacion de PRRs a través de PAMPs, presentes en el bacilo de M. tuberculosis.
Dentro de las primeras citocinas en ser producidas por los fagocitos infectados estan el TNF,
las LTs e IL-18 y promueven la expresion de quimiocinas que reclutan células inflamatorias al
pulmén. M. tuberculosis puede modular el nivel de TNF y la inflamacion inducida al alterar la
estructura de glicolipidos micolados en su superficie. Las bacterias virulentas modulan la
respuesta de los fagocitos mediante la induccidon de LTB4 y promueven la muerte via necrosis
de la célula infectada. La IL-12 promueve la migracion de DCs que han endocitado bacterias, y
por tanto contienen sus antigenos, desde el pulmon hacia los ganglios linfaticos para iniciar la
respuesta adaptativa. La expresion de citocinas en el ganglio linfatico define la funcion efectora
de los linfocitos T, durante la etapa temprana de la infeccion se promovera un perfil Th1. Dentro
del sitio inflamatorio, los fagocitos infectados controlan el crecimiento de la bacteria mediante
IFNy, TNF y IL-1R1. La actividad de la bacteria por el sistema ESX-1 (ESAT-6 system

exporters, por sus siglas en inglés (ESAT-6, Mycobacterial 6-kDa early secreted antigenic

target, por sus siglas en inglés)) puede promover una respuesta protectora mediante IL-1B; y a

su vez incrementa la respuesta mediada por IFN de tipo |, que puede llegar a causar
detrimento en el hospedero. La inflamacidon mononuclear es promovida por IFNy e IL-12p70
mientras que el dafo por granulocitos e inflamacion esta mediado por IL-23 e IL-17 durante la

etapa crénica de la enfermedad. La IL-10 e IL-27 regulan la respuesta protectora pero también
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limitan la respuesta inflamatoria. Una dosis alta de bacterias en la infeccion en la ausencia de
la respuesta adaptativa requiere una respuesta innata mas potente para controlar la infeccion
(38).

5.5 Factores de crecimiento

Los factores estimulantes de colonia son glicoproteinas que guian a las células
madre en la: formacion, crecimiento, diferenciacion y funcién para producir sus
colonias de células progenitoras del sistema inmunologico. Facilitan el
desarrollo de células funcionales en su etapa terminal y promueven el
crecimiento clonal de las células. Son producidos por linfocitos T, fibroblastos y

células endoteliales (75).

5.5.1 GM-CSF

El GM-CSF (Granulocyte Macrophage - Colony Stimulating Factor, por sus
siglas del inglés), es una glicoproteina monomeérica. Es un factor de crecimiento
para células hematopoyéticas; participa en el crecimiento y diferenciacion de
los linajes mieloides y monociticos que incluyen: DCs, monocitos, macréfagos y
células del linaje granulocitico. Es secretada por: macréfagos, linfocitos T, NKs,
células cebadas, células endoteliales y fibroblastos. Este factor de crecimiento
es un promotor de la respuesta funcional de células maduras efectoras. Por lo
que promueve la respuesta inmunolégica de granulocitos y macrofagos. Es
importante en la diferenciacion de macréfagos a un perfil M1. Este también

inhibe la migracién de neutrofilos (75).

5.5.2 G-CSF

El G-CSF, es un factor de crecimiento que afecta Unicamente a neutrdfilos. Su
gen se encuentra en el cromosoma 17 de humanos. Es sintetizado por
linfocitos T activados, macrofagos y células endoteliales en sitios de infeccién.
El G-CSF actua en sinergia con IL-3 estimulando a células de la médula 6sea.
Induce a la médula 6sea a incrementar la producciéon y movilizacién de

neutrofilos a remplazar a aquellos utilizados en procesos inflamatorios (75).
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5.5.3 Factores de crecimiento involucrados en la reparacién de tejido

De manera general, los factores de crecimiento implicados en la reparacion de
tejido permiten a las células endoteliales proliferar y por ende permitir la
angiogénesis. Este proceso es esencial para la sintesis, el depdsito y la
organizacién de una nueva matriz extracelular (ECM, por sus siglas en inglés).
El éxito en el remodelamiento y reparacién tisular depende de los factores de
crecimiento, citocinas y quimiocinas involucradas en la integracién de sefales

que coordinan los procesos celulares para este fin (79).

5.5.3.1 PDGF-BB

El PDGF (Platelet-derived growth factor, por sus siglas en inglés) alberga a una
familia de factores de crecimiento homo y heterodiméricos incluyendo a PDGF-
BB (Platelet-derived growth factor dimeric glycoprotein with two B subunits, por
sus siglas en inglés). Es producido por: plaquetas, fibroblastos, células del
endotelio vascular, macréfagos y queratinocitos (79). En un proceso de dafo
agudo sus niveles se encuentran incrementados y cuando el dafio se vuelve
cronico sus niveles disminuyen (80). Sus principales funciones son: inducir

inflamacion, la re-epitelizacion, la formacion y remodelacién de la ECM.

Ante dafo tisular PDGF es liberado de plaquetas en proceso de degranulacion.
Lo que estimula la quimiotaxis de neutrofilos, macréfagos y células de musculo
liso al sitio de dafio (87). PDGF a su vez estimula a los macréfagos a producir y
secretar factores de crecimiento como TGF-f. El PDGF permite la infiltracion y
proliferacion de fibroblastos y permite los cambios fenotipicos en estas células
convirtiéndolas en miofibroblastos que al alinearse entre ellos en el borde de la
ECM, facilitan la reparacion de tejido a través de la contraccién de matriz de
colageno (82). EI PDGF es importante durante la remodelacion del tejido al
permitir el rompimiento del colageno viejo, al regular positivamente
metaloproteinasas de ECM vy finalmente la cicatrizacion (83). Los efectos del
PDGF en la induccion de angiogénesis son 6rgano dependientes, aunque este

efecto es menor que el de FGF (fibroblast growth factor, por sus siglas en
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inglés) o VEGF (vascular endothelial growth factor, por sus siglas en inglés)
(84).

5.5.3.2 VEGF

VEGF es expresado por: plaquetas, neutrdfilos, fibroblastos, células
endoteliales, macréfagos y células de musculo liso. Su principal funcién es la
induccién de la diferenciacion de células endoteliales en la formacion de tejido
y promocion de la angiogénesis (85). En un proceso de dafio agudo sus niveles
se encuentran incrementados y cuando el dafo se vuelve cronico sus niveles

disminuyen (80).

Es importante en los procesos de reparacion tisular pues promueve los eventos
tempranos en la angiogénesis, particularmente en la migracion y proliferacion
de células endoteliales (85). El principal estimulo para la liberacion de VEGF
durante el proceso de reparacion de tejido, es la hipoxia debido a desajustes
metabdlicos presentes en el ambiente de reparacion. El resultado de la
angiogénesis restablece la perfusién tisular, la microcirculaciéon e incrementa

las concentraciones de oxigeno al sitio de dafio (86).

5.5.3.3 FGF

Esta familia esta compuesta de 23 miembros. El mas importante implicado en
la reparacion de tejido cutaneo es FGF-2, también denominado FGF basico.
Este factor, permite la infiltracion de fibroblastos y estimula la migracion y
proliferacion de células epiteliales. Este proceso inicia con la disolucion de
contactos célula-célula y célula-sustrato seguido de una polarizacién vy

migracion de células del tejido dafiado a la ECM provisional (79).

Es expresado por: células cebadas, fibroblastos, condrocitos, queratinocitos,
células endoteliales y de musculo liso. Sus principales funciones son: la re-
epitelizacion, la formacion y remodelacion de la ECM; permitiendo la migracion
de fibroblastos y estimulandolos para producir colagenasa (87). En un proceso
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de dafio agudo sus niveles se encuentran incrementados y cuando el dafio se

vuelve crénico sus niveles disminuyen (80).

6. Moléculas de reconocimiento en macréfagos relevantes para este
estudio

6.1 sCD14

CD14 fue caracterizado inicialmente como una proteina asociada a membrana
y anclada mediante un glicosilfosfatidilinositol (GPI, por sus siglas en inglés).
También, es un marcador de superficie celular de diferenciacion presente en

células mieloides: monocitos, macréfagos, DC y neutrdfilos (88).

CD14 existe en dos formas: anclada a la membrana (CD14) y soluble (sCD14,
por sus siglas en inglés). Existen dos isoformas de sCD14: una con peso
molecular de 48-50 kDa y una forma con peso molecular de 53-56 kDa (89).
Las formas solubles pueden ser escindidas de la membrana o pueden ser

liberadas de los compartimentos intracelulares (90).

El CD14 no contiene un dominio de sefalizacion intracelular y requiere de
interaccién con un TLR para la activacion celular (89). Actia como un receptor
de LPS bacteriano en cooperacion con TLR4 y TLR2 (97). El CD14 media a
través de estos receptores la fagocitosis y la eliminacion de células apoptéticas
(92).

Ante la activacion celular, el CD14 es liberado por los monocitos y por lo tanto
decrece mientras que el sCD14 se libera. Las citocinas inflamatorias pueden
inducir su liberacién; por lo que el sCD14 puede ser considerado como un
marcador no especifico de activacion de monocitos, que no se encuentra
restringido a LPS (93).

En células que expresan CD14, el sCD14 a altas concentraciones puede inhibir
las funciones mediadas por unién a LPS (94). Mientras que en aquellas que
carecen de CD14, incluyendo la mayoria de endoteliales o epiteliales, el sCD14
les permite responder a LPS (88).
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Ademas de la funcion principal de CD14 en el reconocimiento del complejo LPS
y en consecuencia la defensa del hospedero ante la infeccién de bacterias
Gram-negativas (95), se ha reportado que in vitro se une con LAM (lipoarabino-
mannan, por sus siglas en inglés) no recubierto de manosa (Ara-LAM,
arabinosylated lipoarabinomannan, por sus siglas en inglés) presentes en la
cubierta de M. tuberculosis de rapido crecimiento y no patdgenas (96).
También, se sugiere que CD14 puede jugar un papel en algunas respuestas
inducidas por LAM-manosilado, (Man-LAM, mannosylated LAM, por sus siglas
en inglés). Otras proteinas que reconoce CD14 son las proteinas de choque

térmico (HSP, por sus siglas en inglés) en particular la: HSP-60 (97).

En su relacién con la infeccidn por M. tuberculosis, el sCD14 parece contribuir
al desarrollo de una respuesta inflamatoria crénica en el pulmén vy

aparentemente influencia de manera negativa el resultado de la infeccion (89).

El sCD14 se comporta como una proteina de fase aguda y niveles elevados de
esta, se encuentran presentes en el lavado bronqueo-alveolar (BAL, por sus

siglas en inglés) y en el suero de pacientes con tuberculosis activa (98).

6.2 SOCS3

Los supresores de la sefializacion por citocinas SOCS comprenden una familia
de proteinas intracelulares. La mayoria de las proteinas SOCS son inducidas
por citocinas y por lo tanto actian en una retroalimentacion negativa clasica
para inhibir la sefal de transduccion de las mismas. Por ello estan involucrados

en una gran gama de procesos bioldgicos (99).

Existen siete miembros de la familia SOCS (SOCS1-SOCS7), cada uno cuenta
con un domino central Src (proto-oncogene tyrosine-protein kinase, por sus
siglas en inglés) de homologia 2 (SH2, por sus siglas en inglés). El cual es un
domino de proteina comunmente encontrado en moléculas de transduccion
que interacciona de manera especifica con péptidos ricos en fosfotirosina. Su

domino amino-terminal es de longitud variable y de secuencia divergente;
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mientras que su carboxilo-terminal estda compuesto de un moddulo de 40
aminoacidos conocido como la caja SOCS. Esta interacciona con elongina B y
elongina C, cullina-5 y caja con dominio RING 2 (Really Interesting New Gene
finger domain, por sus siglas en inglés) (RBX2, RING box 2, por sus siglas en
inglés), los cuales reclutan a la ubiquitina E2 transferasa (700). La familia
SOCS funciona como una ubiquitina E3 ligasa y media la degradacion de
proteinas que estan asociadas con los miembros de esta familia a través de su

region amino-terminal (99).

La via de sefalizacion mas estudiada que es regulada negativamente por
SOCS es la via de activacion JAK/STAT (Janus Kinase / Signal Transducer and
Activator of Transcription, por sus siglas en inglés). SOCS se asocia con
residuos clave de tirosina fosforilados en proteinas JAK y/o con receptores de
citocinas (para SOCS3: IL-6R o IL-10R), también por degradacion de moléculas

sefalizadoras mediante la via de ubiquitinacion del proteasoma (707).

Ademas de suprimir la sefializacion mediante la degradacién dependiente de
ubiquitinacion del complejo de senalizacion; tanto SOCS1 como SOCS3
pueden inhibir directamente la actividad JAK a través de KIR (Kinase Inhibitory
Region, por sus siglas en inglés), la cual funciona como pseudo-sustrato y es
importante para la supresién de sefales por citocinas. El KIR de SOCS3 tiene

una mayor afinidad por el dominio cinasa de JAK2 que SOCS1(702).

El dominio SH2 de SOCS3 contiene una insercibn de un residuo-35
desestructurado PEST (prolina-, acido glutamico-, serina-, y treonina), el cual
no es requerido para la inhibicion de STAT3, pero incrementa el recambio de
SOCS3 y también interviene en su estabilidad como proteina, ya que el residuo

de ubiquitinacion de lisina 6 (Lys6) se encuentra presente en esta region (703).

Las proteinas SOCS presentan baja expresion en los macréfagos en reposo
pero son inducidas rapidamente ante la activacion (704). Estas juegan un papel
importante en la polarizacion de los macrofagos hacia un perfil M1 0 M2. Se ha
propuesto que una alta expresion de SOCS3 se asocia con un perfil M1 (7105,

106).
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El mecanismo de regulacién celular, mediante sefalizacion, de las proteinas
SOCS ocurre a través de los factores de transcripcion STAT. Quienes son de
gran importancia en la polarizacién de los macréfagos. STAT1 es un mediador
esencial de la polarizacion hacia M1 en la presencia de IFNy. Mientras que
STATG6 se requiere para la activacion a M2 ante la presencia de IL-4 y/o IL-13.
La exclusividad mutua de estas vias de sefializacion es crucial para la
polarizacion mutua entre M1y M2 (Figura 7) (107).

TLR

P

W\

A\

IFN-inducible \ Cytokines, Pro-inflammatory
genes | TLR ligands, cAMP cytokines
M1 M2

Figura 7. Rol de SOCS3 en la activacion de macréfagos M1 a través de STAT. SOCS3 es
inducido por la activacion de macrofagos ante LPS, IFNy, cAMP (3'5'-cyclic Adenosine
Monophosphate, por sus siglas en inglés) o TLRs. SOCS3 suprime fuertemente STAT3
activado a través de su unién a la subunidad gp130 del receptor de IL-6 (IL-6R) pero no asi por
IL-10R, ya que no se une a este. IL-6 también activa STAT1, quien contribuye a la respuesta
inflamatoria a través de genes inducibles por IFN generando un perfil de macréfagos M1. Por
su parte una actividad sostenida por STAT3 suprime la produccion de citocinas pro-
inflamatorias inducida por ligandos de TLRs generando un perfil de macréfago M2. La
activacion de STATG6 por la via de JAK/STAT a través de IL-4R induce también un fenotipo M2.
Modificado de (99).
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6.3 CD1 moléculas de reconocimiento de antigenos lipidicos CD1

Las moléculas de CD1 se unen y presentan moléculas anfipaticas para su
reconocimiento por receptores TCR. Estas presentan tanto lipidos propios
como extrafos. Presentan homologia en estructura y secuencia con el MHC-I.
El acido micdlico fue el primer antigeno lipidico identificado que se presentaba

a través de moléculas CD1 (708).

Con base en el analisis de secuencia se han identificado varias isoformas, que
en humano se han dividido en tres grupos. El grupo uno presenta antigenos
lipidicos a diversas clonas de linfocitos T e incluye a: CD1a, b, c. El grupo 2
presenta antigenos lipidicos especificamente a células NKT e incluye a CD1d,
la unica isoforma presente en raton (708). Por ultimo el grupo 3 incluye a:
CD1e; esta isoforma es la Unica que no se expresa en la membrana celular de
las DCs (7109).

La estructura de las proteinas CD1 posee dos cadenas pesadas en donde el
domino a1 y a2 representan el sitio de union al antigeno. Ambos dominios
estan unidos a un domino tipo inmunoglobulina a3, el cual esta unido a la
membrana por un segmento transmembranal con una cola citoplasmatica corta
(108).

El domino a2 esta contenido dentro de dos alfa-hélices antiparalelas que dan
soporte a las laminas-beta plegadas. Las moléculas CD1 se unen a cadenas de
alquilos en canales hidrofébicos que residen por debajo de la superficie de las
moléculas CD1, mientras que la cabeza hidrofilica de los antigenos lipidicos
sobresale de los canales hidrofébicos que se abren al lado distal de la

superficie de la molécula CD1 (708).

El sitio hidrofébico de CD1 tiene dos compartimentos para la unién a antigeno
el A'y F'. En cuanto al tamario; A' es el grande, mide 15 A de ancho y 20 A de
largo. Mientras que el pequefio F' mide 7 A de ancho y 18 A de largo (710). El
A' puede unir moléculas de 18-23 atomos de carbono (708). En el caso

particular de CD1a, cuya estructura cristalizada fue la primera (710), su
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compartimento F' puede unirse tanto a grupos alquilo como péptidos, lo que

permite a la molécula unirse y presentar antigenos a linfocitos T (708).

En cuanto a tamafo, CD1a tiene el surco de unién al antigeno mas pequefio
1300 A, seguido por CD1d 1650 A, después CD1c 1800 A, posteriormente
CD1e 2000 A, finalmente el que tiene el surco de mayor tamafio y el mas
complejo es CD1b de 2200 A, ademas cuenta con dos compartimentos
adicionales (C'y T') al resto de las moléculas CD1. Por lo tanto, CD1b puede
unirse a cadenas de alquilos de inclusive tres cadenas llegando a contener
moléculas de hasta 60 carbonos. El tamafio y complejidad del surco hidrofébico
de CD1a, b, c, d varia y explica en parte la diversidad de uniéon a antigenos
(110).

Dependiendo de las propiedades quimicas de las moléculas anfipaticas como
la longitud y saturacion de los grupos alquilo se modifican la concentracién de
micelas, el transporte, su transferencia a moléculas de CD1 y por tanto su
presentacion. Los ligandos de CD1, antigenos lipidicos como moléculas
clasicas de la pared de M. tuberculosis, pueden ser presentadas por: CD1a,

CD1b, CD1c y CD1d; y asi activar de manera clonal a linfocitos T (708).

Entre algunos antigenos lipidicos de M. tuberculosis (Tabla 1), LAM es un
derivado de lipoglicano, compuesto por un anclaje de fosfatidil-inositol, un
esqueleto macromolecular de LPS y motivos que lo recubren, principalmente
carbohidratos que se unen a las ramas del dominio arabinan en LAM. Esta
molécula es un antigeno importante en el reconocimiento de las micobacterias
y dependiendo de su estructura se relaciona con la patogenicidad de las
mismas. Man-LAM se encuentra recubierta de manosas y estos grupos
caracterizan a las bacterias patdgenas. En cambio, Ara-LAM (arabinoglicano-
LAM) se encuentra en bacterias no patdgenas, por ejemplo las micobacterias
de rapido crecimiento (M. canetti) en donde también pueden estar con grupos

de mandésidos de fosfatidil-inositol (708).

57



Mycobacterium acidos micolicos CD1b (111)
tuberculosis y otras monomicolato de CD1b (112)
micobacterias glucosa
sulfolipido CD1b (113)
(sulfoglicolipido
diacilado)
manosidos de CD1b, CD1d (114, 115)
fosfatidil-inositol
Man-LAM CD1b (115)
manolsil- b1- CD1c (116)
fosfomicokétidos
didehidroximicobactin CD1a (117)

7. El Complejo de Mycobacterium tuberculosis

Las micobacterias causantes de tuberculosis estan agrupadas en el Complejo
de Mpycobacterium tuberculosis (MTBC por sus siglas en inglés). Se les
considera como patdgeno profesional es decir; no cuentan con un reservorio
ambiental y deben causar enfermedad para transmitirse de un hospedero a otro
(718). Este complejo de micobacterias es altamente especializado para infectar
humanos y ha evolucionado de una mezcla de micobacterias ambientales

ancestrales.

El contacto intercepa permitié la transferencia de DNA y finalmente una
estabilizacion eficiente de este material. Por lo que es posible, que los cambios
evolutivos tempranos que permitieron la transicion de las micobacterias
ambientales a un patégeno profesional, ocurrieron a través de la adquisiciéon de
nuevos genes mediante la transferencia horizontal. Mientras que la
transferencia intercepa parece haberse perdido en la generacion del MTBC,
éste probablemente emergid como un solo grupo clonal de una mezcla de
cepas de micobacterias que se asemejan a la cepa remanente M. canetti (con

morfologia lisa) (719).

Las cepas de M. canettii producen lipooligosacaridos (LOSs, por sus siglas en
inglés) de manera similar a las micobacterias ambientales [M. marinum (120) o
M. kansaii (121)] . En contraste, las micobacterias del MTBC han perdido la

habilidad de sintetizar LOSs a pesar de contar con el locus correspondiente.
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Por lo que la pérdida de la produccion de LOSs pudo contribuir al surgimiento
de un linaje mas virulento y potente quien sufrid6 expansién clonal y poca
diferenciacion. Estos sucesos evolutivos seguidos de una acumulacion de
eventos, especificos para ciertos linajes, de insercion y delecion
intragendmicos y polimorfismos de nucleétido simple (SNPs, por sus siglas en
inglés), son las modificaciones que aparentemente han conferido el cambio en
el potencial de virulencia de los linajes presentes en el MTBC (7119). Los SNPs
son marcadores robustos de la variacion genética para analisis filogenéticos
(722). Las cepas del MTBC difieren a lo mas en alrededor de 2,000 SNPs entre
cada una (123).

Este grupo que sufrid expansion clonal se encuentra ahora representado por 7
linajes relacionados cercanamente a M. tuberculosis. Estos linajes globales se
han definido por su distribucion en: L1: Indo-Oceanico, L2: Asiatico del Este,
incluyendo Bejing, L3: Africano-Indico del Este, L4: Euro-Americano, Lb5:
Africano del Oeste o M. africanum, L6: Africano del Oeste o M. africanum Il 'y
L7: Etiope (122). (Figura 8)

Los linajes mas ancestrales del MTBC estan representados por L1 y M.
africanum (L5 y L6). Mientras que los linajes de M. tuberculosis L1 y L7
divergieron antes de la delecion de la regién gendémica TbD1, la cual
representa un evento caracteristico molecular y cuello de botella evolutivo
(724). En donde sdlo un conjunto de diversidad bacteriana presente en un
hospedero es transmitida al siguiente. Por lo que se considera como un linaje
filogenético intermedio. Esta diferencia define el origen de los linajes
"modernos"; L2, L3 y L4. A estos ultimos se les considera las cepas mas

recientemente evolucionadas de M. tuberculosis (118).
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Figura 8. Filogeografia Global del MTBC. a. Muestra el arbol filogenético de los linajes del
MTBC cada linaje se observa en un color distinto. Los linajes en gris representan linajes
adaptados a varios animales domésticos y silvestres. b. Distribucidn global de los siete linajes
adaptados a humano del MTBC. Notese que los linajes L2 y L4 son los que tienen una

distribuciéon mas amplia (718).

La variabilidad genética especifica dentro del MTBC es un factor importante en
la patogénesis, que puede afectar la virulencia, la transmisién, la respuesta del
hospedero y el surgimiento de cepas farmacorresistentes (722). La virulencia
de la micobacteria no esta atribuida a una sola caracteristica genética; sino a
las interacciones epistaticas entre varios loci del genoma y su regulacién
transcripcional; que controlan el crecimiento, la persistencia y el ciclo de vida

patogénico de la micobacteria (118).

7.1 Mycobacterium bovis y BCG

El sistema ESX-1 es uno de los elementos de virulencia clave en los bacilos de
M. tuberculosis. Representa un elemento necesario para la ruptura del
fagosoma y permitir asi el contacto de la micobacteria con el citosol del
hospedero durante la infeccion. RD1 (Region of Difference 1, por sus siglas en
inglés) codifica para el sistema de secrecion ESX-1 y es requerido para la

virulencia completa de M. tuberculosis (119).
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En el caso de M. bovis se ha perdido parte de los genes que codifican para
ESX-1 y por lo tanto su acceso al citosol, por lo que no induce respuestas de
reconocimiento de patrén citosdlicas ((725) y (726)). La delecién de RD1, se
describié por primera vez en M. bovis, o que contribuyé a uno de sus
mecanismos de atenuacion a través de la propagacion in vitro de la misma por
Albert Calmette y Camille Guérin a principios del siglo XX, actualmente es
utilizada como vacuna y se le nombra BCG (727). Probablemente, las
funciones de ESX-1 no eran requeridas por la micobacteria bajo las

condiciones de cultivo in vitro y es por eso que se perdieron.

Una particularidad en la evolucién del sistema ESX-1 en M. africanum (L6); es
el decremento importante en la presencia de sustratos del sistema de secrecion
ESX-1 tipo 6 como EsxA (también conocido como ESAT-6) y EsxB (o CFP-10).
Parece que la recuperacion de EsxA/B podria haber creado las condiciones
para una infeccién exitosa en nuevos hospederos de mamiferos y a su vez

retener la capacidad de infectar humanos (779).

Datos recientes muestran que el sistema ESX-1 actua en conjunto con
dimycocerosatos de pticocerol (DIM y PDIM, por sus siglas en inglés) estos
lipidos, localizados en la membrana externa de la micobacteria, son necesarios
para la induccién de la ruptura del fagosoma de los macréfagos infectados con
M. tuberculosis (128).

Con respecto a la sintesis de lipidos, en la region genética que codifica para los
dos componentes, PhoP/PhoR (factores de transcripcién), se encuentran mas
de 100 genes involucrados en la virulencia de las micobacterias. Las
mutaciones entre M. tuberculosis y M. bovis son responsables de una
produccion mucho menor de los lipidos bioactivos de la familia de PAT y
sulfolipidos (polyacyltrehaloses y SL, por sus siglas en inglés) y por lo tanto

menor virulencia (729).

Por otra parte, la induccion de la ruptura del fagosoma también depende del
control inicial de la acidificacion del fagosoma. El cual es un mecanismo de

control del hospedero para inhibir el crecimiento bacteriano. La micobacteria
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tiene la capacidad de interrumpir este proceso mediante la asociacién de la
fosfatasa micobacteriana (PtpA, por sus siglas en inglés) con la V-ATPasa del
fagosoma del hospedero (730). De manera alterna, se ha descrito
recientemente, la interaccion de la micobacteria con SOCS del hospedero, lo
que lleva a la ubiquitinacién y subsecuente degradacion de V-ATPasa y como
consecuencia el cierre de la bomba de protones (737) de esta manera la

acidificacion del fagosoma es inhibida por la micobacteria.

Por lo que la capacidad de ruptura del fagosoma depende de factores de
virulencia tanto lipidicos, proteicos y mecanismos de inhibicion para su
acidificacion. Los cuales, deben actuar en conjunto, sugiriendo que estas
caracteristicas, "aparentemente" independientes se establecieron durante la
evolucion de la micobacteria para convertirla en un patégeno obligado a
diferencia de M. bovis (119).

7.2 Bases moleculares de la virulencia entre H37Ra y H37Rv

Historicamente H37Ra es la contraparte avirulenta de la cepa H37Rv. Ambas
derivan de su cepa parental H37, la cual pertenece al L4: Euro-Americano. H37
fue aislada en 1905 por Edward R. Baldwin de un paciente con tuberculosis
pulmonar cronica (132). Para obtener derivados estables y avirulentos, en
1935, William Steenken crecid el aislado en medio sélido de huevo (733). Al
final de la incubacion, surgieron colonias con diferente morfologia éstas no
causaron enfermedad en cobayos y por lo tanto se les designé H37Ra "a" por
avirulenta. Su contraparte virulenta con morfologia rugosa se le domino H37Rv

"v" por virulenta (7132).

H37Ra difiere de su hermana H37Rv en varias caracteristicas: morfologia de la
colonia (7133), menor sobrevivencia bajo condiciones anaerdbicas (734) o
dentro de macrofagos (7135), incapacidad de romper membranas del fagosoma

(736), pérdida de virulencia en cobayos (733) y ratones (137).

El genoma de H37Ra es altamente similar al de H37Rv con respecto al orden y
contenido genético. Sin embargo, como resultado de 53 inserciones y 21
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deleciones, es 8,445 pares de bases (pdb) mas largo que el genoma de
H37Rv. En total existen 198 variaciones de nucleétido simples (SNV, por sus
siglas en inglés) entre las dos cepas con 102 transiciones y 96 transverciones.
Por lo que las mutaciones en factores de transcripcion y genes relacionados a
reguladores globales pueden conferir caracteristicas unicas de crecimiento y
atenuacion en H37Ra (138).

Como mencionamos anteriormente, el gen phoP es un factor de virulencia bien
conocido en M. tuberculosis (139), codifica para un regulador transcripcional en
respuesta al sensor de cinasa, PhoR, localizado en la superficie celular. Este
sistema, de dos componentes, controla la expresiéon de genes involucrados en
la sintesis de lipidos de la pared celular como: SL, PAT vy diaciltrealosa. En
H37Ra PhoP tiene una sustitucién de una base, la cual resulta en el cambio de
un aminoacido de Ser a Leu (740). Esta mutacién impide la unién de DNA a
PhoP y la activacién transcripcional por el mismo, lo que podria estar

relacionado con la atenuacion de virulencia de esta cepa (738).

Las mutaciones que afectan proteinas de la envoltura celular, lipidos
poliketidos asociados a la pared celular estan involucrados en la virulencia y la

interaccién con el hospedero y la respuesta inmune (141).

La sintesis de DIM y PDIM, lipidos localizados en la membrana externa de la
micobacteria, son necesarios para la induccion de la ruptura del fagosoma de
los macréfagos infectados (728). A nivel de DNA, el gen pks12 se encuentra
involucrado en la sintesis de DIM (742). Mutaciones con sentido en este gene
es decir, una mutacion puntual en un nucleétido que resulta en cambio del
codon codificando para un aminodacido distinto, causa en gran medida la
atenuacion de H37Ra. A su vez en esta cepa, el gen nrp tiene una mutacion sin
sentido, es decir una mutacion puntual que codifica para coddn de paro lo cual

causa una proteina trunca que afecta la sintesis de PDIM (738).

Desde los 50's se conoce que H37Ra tiene defectos en su metabolismo
anaerobico y por lo tanto sobrevive menos que H37Rv dentro de los

macrofagos infectados y bajo condiciones anaerébicas (734). LpdA es un factor
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de virulencia involucrado en la remocién de especies reactivas de oxigeno
(ROS, por sus siglas en inglés) liberadas por las células del hospedero y por lo
tanto contribuye a la virulencia in vivo (143). H37Ra tiene una insercion de 58
pdb en la region promotora del operdon IpdA-glipD2. Normalmente a GlpD2,
glicerol-3-fosfato deshidrogenasa, se le relaciona con la respiracién aerébica.
Sin embargo, su localizacion junto a un operén de una enzima para la
respiracion anaerobica, LpdA, sugiere que GIpD2 pueda ser funcionalmente
mas parecido al glicerol-3-fosfato deshidrogenasa anaerdbico (GIpA),
involucrado en la respiracion anaerdbica. Esta insercién en la region promotora
de IpdA-glpD2 de H37Ra puede causar una reduccion en la sobrevivencia de la
misma en los tejidos del hospedero en donde las condiciones oxigeno son
reducidas (738).

Las mutaciones que afectan factores de transcripcién y/o reguladores
metabdlicos globales relacionados en la sobrevivencia in vitro durante estrés
por envejecimiento, y mutaciones que afectan la envoltura celular, metabolismo
primario, crecimiento in vivo pueden explicar la base de la atenuacién entre
H37Ray H37Rv (138).

Si bien los estudios genéticos ofrecen informacion valiosa con respecto a las
bases de atenuacion de H37Ra con respecto a H37Rv. El analisis protedmico y
su cuantificacion otorga una idea mas realista acerca del contenido proteico y

por ende el estado fisiolégico de la micobacteria.

El analisis protedmico de M. tuberculosis H37Rv muestra 6 marcos de lectura
abiertos que no habian sido identificado con los analisis genémicos (744). Con
respecto a su similitud en protedmica, H37Rv y H37Ra presentan 3759
proteinas idénticas. Mientras que 172 proteinas presentan mutaciones:
inserciones, deleciones y sustituciones. En cuanto a la distribucion subcelular
de proteinas no idénticas con variaciones en aminoacidos: 89 son proteinas
integrales de membrana, 74 se encuentran en citoplasma, 6 son proteinas de

secrecion y 3 estan ancladas a la membrana mediante un lipido (745).
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La enzima pirofosfohidrolasa trifosfato es requerida para mantener la capacidad
de la micobacteria para responder al estrés oxidativo a partir de la degradacion
de nucledtidos dafados por oxidacion. Esta proteina presenta una sustitucion
en H37Ra comparada con H37Rv (7145). Esta region es importante para la
actividad catalitica y la mutacion reduce la actividad de pirofosfohidrolasa 20
veces en H37Ra, lo que afecta la unidon del magnesio y la estructura de la
proteina (746). Esto finalmente incide en una menor capacidad de

sobrevivencia de H37Ra en ambientes anaerdbicos.

Dentro de las proteinas de membrana, tres proteinas (Rv0933,Rv1273c y
Rv1819c) que pertenecen los transportadores de proteinas transmembranales
unido a ATP, presentan 5 veces mas abundancia relativa en H37Rv (7147).
Estos transportadores son permeasas conformadas de multiples subunidades
que transportan varias moléculas: iones, aminoacidos, péptidos, antibiéticos,
polisacaridos, proteinas; a través de las membranas bioldgicas con cierta
especificidad (748). Esta abundancia en H37Rv sugiere un rol importante en el
transporte de nutrimentos y otras moléculas para el bacilo, lo que influye de

manera positiva en su capacidad de sobrevivencia en el hospedero.

Los datos reportados a nivel genético han sido confirmados por analisis
cuantitativos que estiman las diferencias en la abundancia de proteinas entre
las dos cepas (747). Explicando asi las diferencias en virulencia y por ende en

la activacién del sistema inmune entre las dos cepas.

Il. Antecedentes directos

En los ultimos afios se han descrito poblaciones mieloides que expresan
moléculas que se consideraban unicas de los linfocitos T (73-717). Durante la
infecciéon por M. tuberculosis tanto en modelos in vivo con ratones y en
humanos infectados con M. tuberculosis; como en ensayos in vitro, infectando
con BCG, se observo que la expresién de este receptor recombinado (TCR) en
la poblacién de macréfagos depende de la presencia del TNF y esta implicado
en la formacién del granuloma (713). Los principales resultados muestran que
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aproximadamente el 5% de monocitos de individuos voluntarios sanos,
expresan TCRaof3. También se observé que el TCRap de monocitos humanos
es producto de la recombinaciéon de segmentos génicos VDJ y VJ. Ademas se
encontré que los macréfagos TCRaoff humanos se acumulan en granulomas de

tuberculosis (73).

En otro modelo de infeccién in vivo con BCG, se muestra el aumento en el
numero de macréfagos TCR® en el higado de ratones de la cepa
C57BL/6 después de dos semanas de ser infectados via i.v. con diez millones
de micobacterias (749). Adicionalmente, se identificaron macrofagos que
expresan CD3", los cuales pueden o no presentar el TCRap. El porcentaje de
macrofagos CD11b* CD3" TCRap™ fue de un 30%, mientras que los macréfagos
CD11b" CD3" TCRap" fue menor al 4% (149).

Datos obtenidos por la Dra. Leslie Chavez Galan, mediante un modelo murino
de tuberculosis pleural con BCG previamente validado (750), usando ratones
deficientes de TNF (TNF-KO), se observa que en ausencia de TNF no se
forman macréfagos CD3". Estos resultados sugieren que los macrofagos CD3*
estan involucrados en la respuesta innata a la infeccion por M. tuberculosis y
que la via de senalizacion del TNF es requerida para mantener a los
macrofagos CD3" (157).

Asimismo, con la finalidad de esclarecer cual es la forma del TNF requerida
para favorecer la presencia de los macréfagos CD3", se utilizaron ratones
silvestres C57BL/6 (WT), deficientes para el TNF (TNF-KO) y knockin que
expresan sélo la forma transmembranal del TNF (tmTNF-KI). Estos ultimos,

tienen una delecion en la regién de aminoacidos 1-9 y una sustitucion en la

posicion 11 (tmTNF*"*"'€) (69). Los resultados de la Dra. Leslie Chavez

muestran que la forma transmembranal del TNF (tmTNF) es necesaria para
mantener la presencia de células mieloides CD3*CD11b"TCR" y solo una
recuperacion parcial de las células CD3"CD11b"TCR’ en el sitio de infeccion
(Figura 9B y C). Los ratones TNF-KO son ineficientes para controlar la

infeccion y mueren entre la semana 8 y la 9 post-infeccién (Figura 9A).
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Figura 9. La forma tmTNF es suficiente para la presencia células CD3'CD11b*TCR" al
sitio de la infeccion. Ratones silvestres (WT), deficientes para el TNF (TNF-KO) y knockin que
s6lo expresan la forma transmembranal del TNF (tmTNF). A. Zebra plots representativos de la
estrategia de analisis, partiendo de la region de células CD3", se identifica la coexpresion de
CD11b" y TCRaB" en células pleurales de ratones no infectados (naive), a las 2 y 14 semanas
post-infeccion (2w y 14w, respectivamente). B. Nimero absoluto de células CD3°CD11b"TCR"
y C. Numero absoluto de células CD3'CD11b*'TCR’, este fue obtenido considerando el
porcentaje y el numero total de células pleurales recuperadas por animal. Las graficas
representan la media + desviacion estandar de 3-9 animales por grupo. Se utilizd6 ANOVA

seguido de una prueba post hoc Bonferroni; ns = sin diferencia estadistica, **p<0.01 (757).

Oftro antecedente significativo obtenido por la Dra. Leslie Chavez Galan, es la
evaluacion de la expresion de moléculas HLA-A, B, C, HLA-DR, CD16, TCRyJ,
tmTNF y moléculas de la familia CD1 en las subpoblaciones de macréfagos
humanos CD3". Se encontré que Unicamente la subpoblacion CD3* TCRaf"
expresa en orden de importancia CD1c, CD1b, CD1a y en menor grado CD1d.
Ademas, se encontro en la subpoblacion de macrofagos CD3™ que el TCRyd se

expresa en muy baja frecuencia (menor al 2%) (157).
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lll. Justificacion

Hasta el momento se desconocen las funciones de las subpoblaciones de
macrofagos CD3" y los mecanismos de activacion celular que los diferenciarian
a expresar un TCR comparado a aquellos que no lo expresan, a pesar de ser
células CD3". Consideramos que completar la caracterizacion fenotipica y
funcional de los macréfagos CD3"TCRaof" y CD3"TCRaB*, ayudara a explorar y
esclarecer el papel de estas subpoblaciones. El estudio de ambas
subpoblaciones de macrofagos en condiciones de infeccidn con distintas cepas
de Mycobacterium tuberculosis servird a entender el mecanismo de activacion
y su funcién lo que contribuira al campo de la fisiopatologia de la tuberculosis.
Esto en un futuro conllevara a disenar nuevas estrategias terapéuticas en las
diferentes condiciones patolédgicas de la tuberculosis o donde la participacion
de los macrofagos es crucial. Una aplicacion puntual de la importancia de estas
subpoblaciones en la infeccién por M. tuberculosis, seria usarlas como
referencia para determinar la prognosis de los pacientes y posiblemente
también un diagndstico mas certero con respecto a la informacién indirecta

sobre el estado del granuloma, segun sea el caso.

IV. Planteamiento del problema

En el humano se ha descrito la existencia de macréfagos TCR", cuya presencia
depende del TNF. Ademas, la forma membranal del TNF (tmTNF) es capaz de
activar vias de senalizacion mediante retro-sefalizaciéon. En un modelo murino,
ademas de encontrar esta subpoblacién también se observaron células
mieloides CD3"TCR". Por lo que nos preguntamos ¢, Cudles son las diferencias
fenotipicas y funcionales de estas subpoblaciones? y si jLa generacion, el
fenotipo y la funcion de estas subpoblaciones se ven afectadas ante la

infeccion por diferentes cepas de M. tuberculosis?
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V. Hipoétesis

Los macréfagos CD3*TCRaB" estan especializados en inducir una respuesta
inflamatoria mediante la sefalizacién por tmTNF y su generacion se afecta en

la infeccion por M. tuberculosis.

VI. Objetivos

1. Objetivo general

Completar la caracterizacion fenotipica y caracterizar funcionalmente a las
subpoblaciones de macréfagos CD3"TCRaB*/TCRaB™ y su funcién inflamatoria
en homeostasis y después de la infeccion por distintas cepas de M.
tuberculosis.

2. Objetivos particulares

1. Obtener macréfagos CD3'TCRoB*/TCRaB a partir de monocitos de
individuos sanos.

2. Completar la caracterizacion del fenotipo de los macréfagos CD3”
TCRoB" versus CD3"TCRap".

3. Evaluar el perfil inflamatorio de las subpoblaciones de macréfagos ante
el estimulo de anticuerpos anti-CD3 o anti-TNF o ambos mediante la
secrecion de citocinas, quimiocinas y expresion de SOCS3 en cada
subpoblacion.

4. Evaluar la frecuencia, caracterizar el fenotipo y el perfil de citocinas de
macrofagos CD3"TCRaB*/TCRap" posterior a la infeccion in vitro con las
cepas de M. tuberculosis H37Ra y H37Rv.
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VI. Métodos

1. Enriquecimiento de monocitos y obtencion de macréfagos
derivados de monocitos (MDM)

A partir de paquetes leucocitarios provenientes de donadores sanos del banco
de sangre del Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias Ismael Cosio
Villegas, CDMX. Con la aprobacién del comité de bioética con cédigo: IRB#
B07-16, el estudio se condujo bajo los principios estipulados en la Declaracién

de Helsinki.

Se obtuvieron células mononucleadas (MNC, por sus siglas en inglés)
mediante un gradiente de ficoll 1:3 (ficoll:sangre); se centrifugd a 800g, 30
minutos (min) a 20°C. Mediante seleccién positiva utilizando anticuerpos
aCD14 (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany) acoplados con perlas
magnéticas en un sistema MACS (Magnetic Activated Cell Sorting, por sus
siglas en inglés) se obtuvieron monocitos (células CD14). La pureza fue
analizada por FACS (Fluorescent Activated Cell Sorting, por sus siglas en
inglés) utilizando los anticuerpos contra: CD14, CD19, CD3 (Tabla 2).

Los macrofagos se obtuvieron después de cultivar las células CD14" en medio
RPMI-1640 (Roswell Park Memorial Institute, por sus siglas en inglés, Sigma-
Aldrich) suplementado con 10% de suero fetal bovino decomplementado
(ATCC 30-2020), aminoacidos esenciales (0.25X) y no esenciales (1X),
piruvato de sodio (1TmM), HEPES (4-(2-hydroxyethyl)-1-
piperazineethanesulfonic acid, por sus siglas en inglés) (10mM) (Gibco) y
antibiéticos penicilina-estreptomicina (1X, biowest) durante 7 dias, a 37°C en

atmoésfera hiumeda al 5% de CO..

2. Microscopia confocal de macrofagos CD3"TCRaf* y CD3*TCRap

Se sembraron 1x10° células sobre un cubre objetos, el cual se encontraba en
el fondo de una placa de 24 pozos, se realizaron lavados con PBS (Phosphate-
buffered saline, por sus siglas en inglés) para después fijar las células con
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PBS-PFA (Paraformaldehyde, por sus siglas en inglés) al 2% durante 10 min a
temperatura ambiente (TA). Posteriormente, se bloquearon con PBS + 2% de
Suero de Cerdo (SC) por 30 min. a TA. La incubacién con anticuerpos
primarios se realizd6 bajo las siguientes concentraciones: 4 ug/ml de
anticuerpos anti-MMR (CD206) (abcam), 4 ug/ml de anticuerpos anti-TCRaf
(Thermo Fischer) y anticuerpos anti-CD3 diluidos 1:100 (Cell Signalling
Technologies) en PBS-SC durante 1 hora a TA. Se lavé el exceso de
anticuerpo con PBS-tween al 0.01% por 5 min con agitaciéon. Se incubd el
anticuerpo secundario fluorescente conjugado a Alexa Fluor 488, Alexa Fluor
647 (ambos de Jackson) y Alexa Fluor 546 (Thermo Fischer) correspondiente a
cada anticuerpo primario en una diluciéon 1:100 en solucion de PBS + 2% SC
por 1 hora a TA y en oscuridad. Se lavo el exceso de anticuerpo con PBS
tween 20 (polyoxyethylene sorbitol ester, por sus siglas en inglés) al 0.01% con

agitacion.

Finalmente se incubé por 10 min con DAPI (NucBlue Fixed Cell Stain,
Molecular Probes, 1 gota en 500ul de PBS). Se lavé con PBS con agitacion. El
montaje de los cubreobjetos se realizé con ProLong Gold, se dejé fraguar el
medio de montaje al menos 24 horas (hrs.) Después de las 24 hrs. las
imagenes fueron capturadas con un microscopio confocal FV-1000 de Olympus
con estativo 1X-81, objetivo de 60X con NA de 1.42 de inmersion. Finalmente,

las imagenes fueron analizadas con el software FIJI.

3. Separacién de subpoblaciones de macréfagos CD3'TCRaf" y
CD3*TCRap’ por citometria de flujo

Para la separacion de las subpoblaciones mediante citometria de flujo, de
ahora en adelante haciendo referencia a la técnica como sort, se obtuvieron
suspensiones de macrofagos como se describe en obtencion de células MNC y
enriquecimiento de monocitos. Las células se incubaron por 20 min en
oscuridad a TA con el marcador de viabilidad zombie aqua TM (Biolegend).
Posteriormente, se utilizé una solucion para bloquear receptores Fc, Fc Block,

10 minutos a TA (2.5 ug por millén de células, BD Biosciences), se incubaron
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con anticuerpos contra: TCRoff y CD3 (Tabla 2) por 30 min a 4°C y en
oscuridad. Las células fueron sorteadas en un FACS Aria Il (BD Biosciences)
con un nozzle de 85 um, empleando la siguiente estrategia: las células muertas
se excluyeron al seleccionar la region negativa del aqua zombie. Se eligi6 la
region de singletes utilizando FSC-A vs. FSC-H. Finalmente, las células vivas
CD3’, CD3"TCRaf y CD3'TCRap" fueron sorteadas de manera individual de

acuerdo a sus marcadores.

4. Extraccion de RNA y retro-transcripcion

El RNA de las diferentes subpoblaciones de macrofagos se extrajo utilizando
RNeasy Micro Kit (Qiagen, Hilden, Germany). EIl DNA gendémico fue eliminado
con el uso de RNA-Free DNAse Set (Qiagen). EI RNA se eluy6 en 15 ulL agua
libre de nucleasas. La cuantificacion del RNA extraido se realiz6 mediante
nanodrop. Posteriormetne, 3ng de RNA fueron usados para la sintesis del
cDNA utilizando un kit High Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied
Biosystems, Waltham, USA) en un volumen de 20 ulL.

5. Integridad del RNA

La integridad del RNA es un paso clave para la obtencion de datos confiables
en expresion génica. Para verificar la calidad del RNA obtenida utilizamos
capilares de electroforesis automatizados, siguiendo el protocolo de proveedor
del 6000 RNA Pico kit de Agilent (Agilent Technologies, Santa Clara, USA). Las
muestras fueron analizadas en el instrumento 2100 Bioanalizador de Agilent
(Agilent Technologies). Los perfiles obtenidos otorgan informacion de la
concentracion de RNA obtenida y permiten una inspeccion visual de la
integridad del RNA, generando relaciones entre la masa de las subunidades
ribosomales del RNA (28s:18s). El algoritmo que genera los valores de RIN
(RNA Integrity Number, por sus siglas en inglés ), se aplica a las lecturas del
gel de electroforesis y se basan en una combinacion de diferentes
caracteristicas que contribuyen a la integridad del RNA. Un RIN por arriba de 5

se considera una buena calidad del RNA obtenido y por encima de 8 como una
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calidad perfecta para cualquier subsecuente aplicacion (752). Las muestras con

un RIN mayor a 5 fueron diluidas para obtener cDNA.

6. PCR en tiempo real

La PCR en tiempo-real (qQPCR) fue desarrollada utilizando sondas TagMan
para los genes blanco: TCRp (Hs01588269 g1), CD3¢ (Hs01062241_m1) y
SOCS3 (Hs023330328 s1). ACTB (B-actin) (Hs01060665 g1) y 18S (18S
ribosomal RNA gene) (Hs03928990 g1) fueron utilizados como controles
endogenos. Las reacciones Singleplex fueron preparadas con el master mix
Maxima Probe/ROX qPCR (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA), todas las
amplificaciones se corrieron por duplicado bajo las siguientes condiciones:
95°C por 10 min, seguido por 40 ciclos de 60°C por 1 min y 95°C por 15
segundos (s), utilizando el equipo StepOnePlus™ Real-Time PCR Systems
(Applied Biosystems). La expresion relativa de la transcripcion fue cuantificada
usando el método ACT, donde ACT = CT (blanco) — CT (enddgeno). Los
resultados fueron reportados como veces de cambio para el gen blanco en
cada condicion experimental o subpoblacion de macréfagos, que fue

normalizado con el control endégeno ACTB y 18S y relativo al grupo control (=

1).

7. Estimulos de macroéfagos post-sort

Después del sort, las subpoblaciones de macréfagos se cultivaron en placas de
96 pozos a una densidad de 10x10° células/200 ul, se incubaron 24 horas a
37°C y 5% COy, utilizando las siguientes condiciones: s6lo medio de cultivo
(control negativo), anticuerpos anti-CD3 (1 ug/mL), anti-TNF (1 ug/mL), anti-
CD3/TNF, anticuerpos control de isotipo (1 uwg/mL) y LPS (100 ng/mL) mas
IFNy (20 ng/mL) como control positivo. Los sobrenadantes fueron recuperados
y guardados a -20°C hasta su uso para medicién de citocinas, mientras las

células se recuperaron para obtener gPCR.
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8. Analisis de citocinas y quimiocinas por Multiplex

El sobrenadante de los cultivos de subpoblaciones de macréfagos tratados con
diferentes estimulos fue utilizado para realizar un ensayo Bio-plex Pro Human
Cytokine Standard 27 (BIO-RAD) siguiendo las indicaciones del proveedor
(Tabla 1). Los datos fueron adquiridos en un equipo Bio-Plex 200 System y

analizados con el software Bio-Plex Manager 6.1.

Tabla 2. Multiplex
Citocinas y quimiocinas incluidas

Pro-inflamatorias Anti-inflamatorias | Quimiocinas Factores de
crecimiento

*IL-6 |IL-10 *Eotaxin — CCL11 ‘PDGF-BB

*|L-8 |lL-1ra *MCP-1(MCAF) — *GM-CSF

CCL2

*IFN-y |L-4 *RANTES *VEGF

*IP-10 °|L-5 *FGF

*IL-1B |L-13 *G-CSF

*IL-12 (p70)

*|L-2

*TNF-a

o|L-7

*MIP-1a.

*MIP-1B

|IL-15

|L-17A

°|L-9

9. Violin plots y Heat-map

Utilizando el programa RStudio se desarrollaron los scripts necesarios para
graficar la variacion experimental en la produccion de citocinas, quimiocinas y
factores de crecimiento evaluados mostrandolos en una grafica de violin (violin-
plot). Los datos del Multiplex se representaron en una matriz en donde el valor
de la concentracion de cada citocina (pg/ml) fue representada en una escala de
color. En donde el azul corresponde a la concentracion mas baja (0.66 pg/ml) y
el rojo a la mas alta (21,654 pg/ml). Para generar el Heat-map se utilizé el
programa Mathematica 11 (Wolfram Research). Los datos del Multiplex fueron
normalizados con respecto al control negativo y representado en log2 para
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identificar el aumento o decremento en su produccién. Para ello se utilizé el
programa RStudio. A este script se le adiciond un dendograma con el fin de

identificar grupos denominados clusters en los datos graficados.

10. Analisis de Componentes principales (PCA)

Utilizando el programa RStudio se generaron los scripts adecuados para
realizar el analisis de componentes principales (PCA, Prinicipal Component
Analysis, por sus siglas en inglés). Este analisis nos permite analizar el
agrupamiento de los datos con respecto al tratamiento y a la subpoblacion
celular de interés. El PCA simplifica la complejidad de las dimensiones de los
datos mientras que mantienen las tendencias y los patrones. Esto lo hace al
transformar los datos en menos dimensiones, que actuan como resumen de las
caracteristicas de los datos de interés. El PCA es un método similar al
clustering, encuentra patrones sin necesitar una referencia de conocimiento
previa acerca de si la muestra proviene de grupos con distintos tratamientos o
si tiene diferencias fenotipicas. EI PCA reduce los datos al proyectarlos
geomeétricamente en dimensiones mas bajas denominadas componentes
principales (PCs), con el objetivo de encontrar el mejor resumen de datos

utilizando un numero limitado de PCs (753).

11. Cepas de Mycobacterium tuberculosis

Las cepas de M. tuberculosis H37Ra y H37Rv se crecieron hasta una fase de
medio logaritmo en medio Middlebrook 7H9 conteniendo, albumina -dextrosa-
catalasa (ADC), glicerol. Los concentrados (sfock) fueron congelados en
alicuotas y guardados a -70°C. Las alicuotas fueron descongeladas y
colocadas en placas para determinar el numero de bacilos por medio de

Unidades Formadoras de Colonias (CFU's, por sus siglas en inglés).

12. Ensayo de Unidades Formadoras de Colonia (CFU's)

Se descongelaron al menos 3 alicuotas del stock de cada una de las cepas

(inicial, medio, final). Se mezclaron con un agitador vortex vigorosamente y se
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centrifugaron 5 min a 8000 rpm. Se descarté el sobrenadante en cloro al 10%.
Se mezcld con un agitador vortex vigorosamente el boton de bacterias (pellet) y
se agregdé 1 mL de medio 7H9. Para H37Ra y H37Rv se separaron los
agregados bacterianos (declumping) mezclando en vortex con 5 perlas de
vidrio por 5 min; se centrifugaron a 1000 rpm por 2 min y se transfirio el
sobrenadante a un vial nuevo. Se realizaron 10 diluciones seriadas de la
suspension de micobacterias y se colocaron en placas en medio agar
Middlebrook 7H9. Se incubaron a 37°C de 2 a 3 semanas antes de realizar el

conteo de CFU's.

Para obtener la concentracién del stock de una cosecha de las cepas de M.
tuberculosis en la cual se tomaron tres alicuotas (inicial, media y final); se
promediaron las concentraciones encontradas para determinar la concentracion
final de ese stock. La dilucibn en donde se pueden contar las CFU's se
multiplicé por 100 para pasarlo a mL y asi se obtuvo la concentracién de

bacterias.

13. Infeccion de subpoblaciones de macréfagos CD3", CD3'TCRap*
y CD3"TCRap con Mycobacterium tuberculosis cepas H37Ray
H37Rv

Se obtuvieron los MDM, de seis donadores sanos, fueron obtenidos con las
mismas caracteristicas que se mencionan en la seccion de obtencién de MDM.
A los 7 dias fueron infectados con Mycobacterium tuberculosis H37Ra a dos
MOI: MOI 1 y MOI 10 (del inglés Multiplicity of Infection) durante 2 horas. Para
la cepa M. tuberculosis H37Rv los MDM se infectaron con MOl 1 y MOI 5
también por 2 horas. Posteriormente, se realizaron tres lavados con medio de
cultivo sin antibiético. Se remplazé el medio por medio fresco y fueron
cosechados a las 24 hrs. Los sobrenadantes se recolectaron para realizar
ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay, por sus siglas en inglés) de
diversas citocinas. Mientras que las células se recuperaron con PBS-EDTA
(Ethylenediaminetetraacetic acid, por sus siglas en inglés) (2mM) durante 20
min en hielo (2°C), se lavaron con PBS 1X, las células se fijaron con PBS-PFA
al 2% y se analizaron las moléculas incluidas en la caracterizacion fenotipica

mediante citometria de flujo. Se adquirieron, al menos 50,000 eventos, en un
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citometro FACS-Aria Il y fueron analizadas con FlowJo v10.2. Para el andlisis
de resultados, se identificaron las subpoblaciones de interés: CD3J,
CD3'TCRap" y CD3'TCRaB™ y dentro de estas se evalud la expresion de cada

las molécula.

14. Caracterizacion fenotipica de macréfagos CD3'TCRap" y
CD3'TCRap  por citometria de flujo multiparamétrica en
homeostasis y ante la infeccidn con dos cepas de M. tuberculosis
H37Ra y H37Rv

Los macréfagos fueron cosechados con PBS-EDTA (2mM) durante 20 min en
hielo (2°C), se lavaron con PBS 1X y se analizaron mediante citometria de
flujo. Mediante gréaficas se identificaron las subpoblaciones CD3"TCRaoB" y
CD3'TCRap’, las cuales fueron analizadas con los anticuerpos contra: CD8O0,
CD86, CD11b, CD68, CD14, CD3, TCRaf, TCRyd, HLA-ABC, HLA-DR, CD1a,
CD1b, CD1c, CD1d, CCR2, CCR4, CCR7, CXCR1, CD16 y tmTNF (Tabla 4)
en solucion amortiguadora para tincion (BioLegend) por 30 min a 4°C, en
oscuridad. Las células se fijaron con PBS-PFA 2%. Se adquirieron, al menos
50,000 eventos, en un citémetro FACS-Aria Il y fueron analizadas con FlowJo
v10.2.

15. Medicion de las citocinas secretadas en el sobrenadante
mediante ELISA

El dia uno, en una microplaca un anticuerpo monoclonal especifico para la
citocina de interés, es colocado en una placa. Se incuba durante 1 hora en
agitacién con una rotacion de 180° y se deja a 4°C toda la noche. El dia 2, se
realizan 4 lavados con 250 ul de PBS-tween 0.05%, entre cada lavado se agita
la placa 30 segundos. Posteriormente, se afiade a la microplaca una curva de
la citocina de interés con concentracion conocida y las muestras. Se incuba
durante 3 horas en agitacion y se deja a 4°C toda la noche. La citocina de
interés se unira al anticuerpo monoclonal inmovilizado. El dia 3, se realizan 4
lavados bajo las mismas condiciones mencionadas, esto para eliminar las

proteinas no unidas al anticuerpo monoclonal. Después, se anade un
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anticuerpo policlonal acoplado a una enzima, especifico para la citocina de
interés. Se realizan 5 lavados para remover cualquier reactivo de anticuerpo
acoplado a enzima que no se haya unido a la citocina de interés. Se agrega
una solucién de sustrato para la enzima y al llevarse a cabo la reaccion se
desarrolla color azul en proporcién a la cantidad de citocina de interés unida al
anticuerpo monoclonal inicial. Finalmente, la reaccion se detiene con una
solucion de acido sulfurico 2N. El color de la intensidad es medido dentro de los
siguientes 15 minutos por un lector BIORAD iMark Microplate reader, a una
longitud de onda de 450nm. Debido a que no existe la opcion de correccion de
longitud de onda, se resta la lectura de 540 nm de la de 450 nm. Los datos se
analizan con Prism-GraphPad Version 5 for Mac OS X. la regresion de la curva
estandar puede ser lineal o no dependiendo de la citocina a medir. Las
citocinas incluidas en este proyecto son: sCD14 (R&D), IP-10, MCP-1, TNF,
IFNy (Biolegend).

16. Analisis estadistico

Los analisis cuantitativos y estadisticos se realizaron utilizando el programa
Prism (version 5) (GraphPad Software Inc, La Jolla, CA, USA). Se realizé una
prueba de normalidad D'Agostino & Pearson omnibus. Para los datos
distribuidos de manera normal se realiz6 ANOVA seguido de prueba post hoc
Bonferroni. Los datos que no tuvieron distribuciéon normal fueron analizados con
Kruskal Wallis y las comparaciones multiples de Dunns. El valor de p<0.05 fue

considerado como estadisticamente significativo.

VIl. Resultados

1. Eficiente obtenciéon de macréfagos derivados de monocitos
(MDM)

La pureza de monocitos aislados por el sistema MACS fue mayor al 95%.
Partiendo de la region negativa para CD2 y CD19, se corroboré la pureza para
CD14 (Figura 10). De manera individual se analizaron las moléculas CD2 y

CD19 para verificar que en los cultivos celulares no haya contaminacion de
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linfocitos T y B (Figura 11A). Después de los siete dias de cultivo se obtuvieron
MDM, los cuales fueron caracterizados por la expresion de moléculas clasicas
para macréfagos: CD68, HLA-DR, CD11b™, CD80" y CD86 (Figura 11B y C).
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Figura 10. Pureza de monocitos CD14". Estrategia de analisis para la pureza de los

monocitos CD14" donde se obtuvo al menos un 95%. n=12.
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Figura 11. Pureza de monocitos CD14" y obtencién de macréfagos. A. El porcentaje de
pureza de los monocitos CD14" con los que se inicié el cultivo celular fue de al menos 95%
(region roja). Utilizando las células sin tedir como control negativo para cada una de las
moléculas analizadas (region azul claro). B. Morfologia de macréfagos en cultivo después de
siete dias de cultivo (barra = 10um). C. Expresion de moléculas que no se expresan en

linfocitos T. n=12.

2. Reproducibilidad en la obtencion de las subpoblaciones
CD3'TCRap* y CD3'TCRap™ a partir de MDM de origen humano

Con el fin de validar la reproducibilidad de los datos previos obtenidos por la
Dra. Leslie Chavez Galan para la obtencion de estas subpoblaciones recién
descritas y obtenidas a partir de monocitos sanos de origen humano (757); en
homeostasis, es decir sin introducir el modelo de infeccién, se corrobordé que
alrededor de un 10% de los macrofagos de cultivo son CD3" (Figura 12B) y de
ellos el 20% expresa TCRap (Figura 12C). Al igual que se habia registrado, la
mayoria de los macrofagos CD3" son TCRof". La expresion del TCRy en la
subpoblacion CD3" se midié para corroborar y validar lo ya registrado (157). Se
verifico que la expresion del TCRyd fue menor al 2% por lo que no sera
estudiada en este trabajo. Unicamente como control de reproducibilidad de los
datos se volvio a realizar la medicion de TCRaf y TCRyd en la fraccién de los
macréfagos CD3™ (161} y se obtuvo el mismo resultado, previamente obtenido
por la Dra. Leslie Chavez Galan (757), en donde no existid expresién de ambos

receptores (Figura 12D).
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Figura 12. Reproducibilidad en la obtencién de las subpoblaciones CD3'TCRaf y
CD3'TCRaB’ a partir de monocitos de origen humano. A. Zebra plot representativo,
obtenido por citometria de flujo. A partir de la regién positiva para CD3, se re-evalué la
expresion de TCRaB y TCRyd. B. Grafica de porcentaje de macréfagos CD3". C. Grafica de
porcentaje de expresion de TCR en macréfagos CD3". D. Zebra plot representativo de
expresion de TCR a partir de la region de macrofagos CD3". Datos representados en media +

error estandar, n=15.

Con el fin de evaluar la expresion de las moléculas CD3 y TCR en estas recién
descritas subpoblaciones, mediante microscopia confocal se analizaron los
macréfagos obtenidos del cultivo de 7 dias. El receptor de manosa
(CD206/MMR) fue utilizado como molécula control, para hacer referencia a que
las células analizadas son macréfagos y no linfocitos. Del total de células
observadas en el cultivo un 90% fueron positivas para MMR. Con esta técnica
se pudo corroborar que en el cultivo celular de las subpoblaciones de MDM no
existe contaminacion de linfocitos T ya que los macréfagos MMR™ también
expresan las moléculas CD3 y TCR, segun la subpoblacién de interés
CD3'TCRaB* o CD3'TCRaB~ Mientras que los macrofagos CD3™ a nivel de

81



proteina no expresan CD3 ni TCR (Figura 13) como se habia observado
también mediante FACS.

TCR & CD3

CD3-

CD3+ TCR+

CD3+ TCR-

Figura 13. Inmunofluorescencia de las supoblaciones de macréfagos CD3’, CD3'TCRaf’
y CD3'TCRaB’. En los macréfagos CD3™ sélo se observa el nucleo (DAPI) y el MMR
(magenta). En los macréfagos CD3"TCRaB" se observa el CD3 (verde) y el TCR (rojo) que se
encuentran co-localizados (amarillo); mientras que los CD3*TCRaf se pueden distinguir sélo

por la presencia de CD3 (verde). n=3, barra = 10um.

Ademas del anadlisis de estas subpoblaciones mediante citometria y
microscopia confocal. Como una tercera técnica para corroborar la expresiéon
de CD3 y TCRap en estas subpoblaciones y descartar de nuevo contaminacion
del cultivo 0 mecanismos biolégicos como tragocitosis en futuros experimentos
en modelos in vivo. Se evalud la expresion de la cadena CD3e y TCRp del
complejo TCR a nivel de RNA mensajero (MRNA) en cada una de las
subpoblaciones. Debido a la posible degradacion del RNA para realizar la
gPCR, utilizamos unicamente muestras con un RIN por encima de 5 (Figura 14-
16).
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Overall Results for sample 2 : Sample 2
RNA Area: 3,999.8 RNA Integrity Number (RIN) 6.4 (B.02.08)

RNA Concentration: 18,764 pg/pl Result Flagging Color:
rRNA Ratio [28s / 18s]: 0.7 Result Flagging Label:

Fragment table for sample 2 : Sample 2
Name Start Size [nt] End Size [nt] Area % of total Area

18S 1,639 2,134 487.6 12.2
28S 3,416 4,275 3183 8.0

Figura 14. Integridad del RNA de los MDM. El RIN otorga un valor numérico a las relaciones
entre la masa de las subunidades ribosomales del RNA (28s-verde: 18s-rosa). Para los MDM
fue de 6.4 (enmarcado en un cuadro azul). En la columna de la derecha se observa la
electroforesis capilar para esta muestra. [FU] Unidades de fluorescencia eje (y), tiempo en

segundos escala numérica en el eje (x). n=3.
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Overall Results for sample 4 : Sample 4

RNA Area 5110 RNA Integrity Number (RIN) 66 (B.02.08)
RNA Concentration 2,397 pghy Result Flagging Color 1
rRNA Rato [28s / 18s) 15 Result Flagging Label
Fragment table for pled : Sample 4

Name Start Size [nt] End Size [nt] Area % of total Area

18S 1,756 2,037 4459 88

285 3,364 4,181 67.5 13.2

Figura 15. Integridad del RNA de los macréfagos CD3'TCRoB". El RIN otorga un valor
numérico a las relaciones entre la masa de las subunidades ribosomales del RNA (28s-verde:
18s-rosa). Para los CD3"TCRaf fue de 6.6 (enmarcado en un cuadro azul). En la columna de
la derecha se observa la electroforesis capilar para esta muestra. [FU] Unidades de

fluorescencia eje (y), tiempo en segundos escala numeérica en el gje (x). n=3.
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Overall Results for sample 5 : Sample 5

RNA Area 146.8 RNA Integrity Number (RIN): 6.3 (B.02.08)
RNA Concentration 689 pg/ul Result Flagging Color ]
"RNA Rato (285 / 185} 02 Result Flagging Label
Fragment table for sample 5 : Sample 5

Name Start Size [nt] End Size [nt] Area % of total Area

185 1,565 2,080 19.5 133

285 3,521 4,134 45 3.1

Figura 16. Integridad del RNA de los macréfagos CD3"TCRap". El RIN otorga un valor
numérico a las relaciones entre la masa de las sub-unidades ribosomales del RNA (28s-
verde:18s-rosa). Para los CD3'TCRap’ fue de 6.3 (enmarcado en un cuadro azul). En la
columna de la derecha se observa la electroforesis capilar para esta muestra. [FU] Unidades de

fluorescencia eje (y), tiempo en segundos escala numérica en el eje (x). n=3.

Observamos que CD3t¢ y TCRp estan presentes en las subpoblaciones a nivel
de mensajero. Los valores del qPCR fueron normalizados y comparados contra
aquéllos de los macrofagos clasicos (MDM). Para CD3e se observa un
incremento en la subpoblacion CD3*TCRaf" con respecto a los macréfagos
totales y a los CD3" (Figura 17A). Para la cadena TCRp observamos que todas
las subpoblaciones expresan un nivel basal a nivel de mRNA y un ligero
incremento de 0.5 en las CD3"TCRaB" (Figura 17B). Estos resultados sugieren
que los MDM tienen la capacidad a nivel de transcripcion de expresar estas
moléculas aun cuando se desconozcan los mecanismos postraduccionales que

regulen su expresiéon hacia proteina.

85



CD3e B TCRB

1.59 2.0
c c
$ S
5 5 15
13 1=
= S 10
e g '
2 054 g
8 2 os
[} [=]
o o
0.04 0.0-
MDM CD3- CD3+ TCR- TCR+ MDM CD3- CD3+ TCR- TCRs
CD3+ CD3+

Figura 17. Las subpoblaciones CD3'TCRaf y CD3'TCRaB" expresan a nivel de mRNA
CD3e y TCRpB. A. Expresion de CD3¢ en las subpoblaciones de macréfagos sorteadas por
FACS vy el analisis de su transcripcion mediante gPCR. B. Expresion de la cadena beta del
TCR en las subpoblaciones de macréfagos sorteadas por FACS el analisis de su transcripcion

mediante gPCR. Datos representados en media, n = 1-3.

Con el fin de validar la reproducibilidad de los datos obtenidos por la Dra. Leslie
Chavez Galan para la expresién de moléculas presentadoras de antigenos
proteicos (757). En este trabajo se repitid la medicibn de moléculas
presentadoras de antigenos proteicos. Al igual que habia sido registrado, la
obtencion de estas subpoblaciones recién descritas y obtenidas a partir de
monocitos de individuos sanos, las subpoblaciones de macrofagos de interés
expresan por encima de un 90%, las moléculas MHC clase | y Il (datos no

mostrados).

3. Macréfagos CD3'TCRo.f" se caracterizan por la expresion de la
forma transmembranal del TNF (tmTNF)

La expresion del tmTNF es importante para inducir la activacion funcional en
células de origen mieloides. Incluimos el analisis de la expresiéon de tmTNF en
nuestras subpoblaciones de interés, ya que los antecedentes en el modelo
murino muestran que la expresién de esta molécula es necesaria para el
reclutamiento de células de origen mieloide al sitio de infeccion. Los resultados
muestran que el tmTNF se encuentra expresado alrededor de 17% en los
macrofagos humanos CD3'TCRaB*; mientras que las otras subpoblaciones

muestran una expresion menor al 5% (Figura 18).

86



251 .
20- T
s 15
=
= 104
; L
& (g& ] /\&&'
& &

Figura 18. Los macréfagos humanos CD3'TCRaf” expresan en mayor porcentaje el
tmTNF. Se muestra el porcentaje de expresion de las moléculas tmTNF en las diferentes
subpoblaciones de macréfagos CD3", CD3'TCRap" y CD3'TCRap". Datos representados en

media * error estandar. Kruskal-Wallis seguido de una prueba post hoc Dunn's. **p<0.01, n=12.

4. La via CD3/tmTNF es eficiente para activar macréfagos
CD3'TCRaf* y CD3'TCRa ", sin embargo, difieren en el perfil de
citocinas secretadas

Con el fin de evaluar la funcionalidad de estas moléculas no clasicas en
macrofagos, nos preguntamos si la forma tmTNF es capaz de inducir una via
sefalizacion que active a estos macrofagos y si esto lo hace de manera

dependiente o independiente de la co-expresién de CD3.

Se realizé un sort para obtener a cada una de las subpoblaciones en individual,
la pureza obtenida para cada una de las subpoblaciones de interés fue en
promedio de 94% macrofagos CD3’, 99% para CD3'TCRaBp y 70% en
macrofagos CD3"TCRaB* (Figura 19).
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Figura 19. Sort de macréfagos CD3, CD3'TCRop” y CD3'TCRap’. A. Zebra plot
representativo, obtenido por citometria de flujo de poblaciones de macréfagos previo al sort. B.
Zebra plot representativo, se observa el porcentaje de pureza de cada una de las poblaciones
de interés. Los resultados son representativos de A= 6 donadores sanos.

Posteriormente, MDM totales y las 3 subpoblaciones sorteadas fueron
estimuladas con anticuerpos anti-CD3, anti-TNF, ambos e IFNy/LPS (como
control positivo) con la finalidad de evaluar si mediante estas moléculas se
puede inducir la activacion celular de las subpoblaciones de macréfagos de
interés. El sobrenadante del cultivo se recuperd para medir 27 proteinas

mediante un multiplex (Tabla 1).

Con el fin de evaluar la dispersion de valores en cuanto a la produccion de
citocinas, quimiocinas y factores de crecimiento sintetizadas a partir del
estimulo especifico, los datos obtenidos a partir del Multiplex son reportados en
violin plot para observar la dispersion de cada una de las seis condiciones de

estimulo (Apéndice II).

La dispersién en cuanto a la produccién de citocinas, quimiocinas y factores de
crecimiento bajo cada una de las condiciones experimentales muestra que la

mayor parte de ellos se encuentran bien agrupados y la dispersién mayor es en
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la subpoblacion de macrofagos CD3-. Con el fin de interpretar todos los datos
en conjunto se procediod a realizar un heatmap (mapa de calor) tomando las
medias de la concentracion de citocinas, quimiocinas y factores de crecimiento
en pg/ml para evaluar cuales subpoblaciones de interés se encuentran mas

relacionadas en cuanto a funcionalidad.

Cuando reportamos los datos crudos en concentracion de las proteinas
analizadas, como se esperaba es en el control positivo donde los niveles de las
moléculas analizadas muestran un mayor incremento. Por lo que todas las
poblaciones son capaces de responder ante un estimulo fuerte como el IFNy y
LPS. Demostrando que cada subpoblacion es funcional generando una
produccion de citocinas, quimiocinas y factores de crecimiento en particular
(Figura 20).
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Figura 20. Niveles de produccion de citocinas, quimiocinas y factores de crecimiento por
las subpoblaciones de interés ante 6 estimulos. Representacion grafica de los datos del
nivel de citocinas producidas ante estimulos especificos. Los datos estan contenidos en una
matriz y representados por colores. La escala de color indica la menor (0.66 pg/mL) y mayor
(21,654 pg/mL) concentracion obtenidas. Las condiciones experimentales se describen
numéricamente del 1-6. Donde para el control negativo se afadié unicamente el medio de
cultivo, para el control positivo se agregé LPS (100 ng/mL) mas IFNy (20 ng/mL) y el control de

isotipo I.C (1 ug/mL). Los datos muestran la media de n = 6.

Con el fin de identificar el significado de la produccién individual de cada una
de las citocinas producidas, los datos fueron normalizados con respecto al
control negativo y graficados en un heatmap por subpoblacion (Figura 21) y
por tratamiento (Figura 22). Al igual que en los datos de produccion de

proteinas totales, se observa que el mayor incremento es con el control
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positivo. Las subpoblaciones que producen mayor cantidad de citocinas son los
MDM vy los CD3"TCRaB"*. Los macréfagos CD3- y los CD3*TCRaB, producen
una menor cantidad de citocinas ante los tratamientos excepto en el control

positivo (Figura 21).
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Figura 21. Niveles de produccion de citocinas, quimiocinas y factores de crecimiento por
subpoblacion de interés ante 6 estimulos. Representacion grafica de los datos del nivel de
citocinas producidas ante estimulos especificos. Los datos estan contenidos en una matriz y
representados por colores. La escala de color indica un incremento (rojo) con respecto al
control negativo si el valor es mayor a 0; y una disminucién (azul) si el valor es menor a 0. Las
citocinas, quimiocinas y factores de crecimiento evaluados se encuentran en la columna
derecha. De izquierda a derecha se observa la subpoblacion de MDM, CD3-, CD3+TCRaf+ y
por ultimo CD3+TCRap-. Las condiciones experimentales para cada subpoblacion en orden de
izquierda a derecha se enumeran del 1 al 5. Los datos se encuentran normalizados con

respecto al control negativo. Datos expresados en log2.

Al agrupar los datos por tratamiento observamos de nuevo que el tratamiento
que mas induce la secrecion de citocinas es el control positivo. De manera
interesante, el segundo tratamiento que induce la mayor cantidad de citocinas
es cuando se estimula tanto el tmTNF como el CD3 (antiboth), las
subpoblaciones que mas citocinas producen bajo este tratamiento son los MDM
y los CD3'TCRoB*. EIl tratamiento con anticuerpos contra CD3 induce un
incremento de citocinas sobretodo en los MDM y en los CD3*"TCRaB" con un
perfil de citocinas distinto al de los macréfagos CD3" TCRap". El tratamiento

anti-tmTNF induce una produccion de citocinas mayor en los macrofagos
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CD3'TCRaB" lo cual concuerda con los datos de caracterizacion, pues esta
subpoblacion cuenta con mayor tmTNF con respecto a las otras y por ello su
estimulo genera una respuesta mayor (Figura 22). Adicionalmente en este
heatmap se observa claramente como el estimulo utilizado es responsable de
generar cada respuesta en particular; ya que nuestro control de isotipo para las

cuatro subpoblaciones de interés no generd ninguna respuesta.
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Figura 22. Niveles de produccién de citocinas, quimiocinas y factores de crecimiento en
orden de tratamiento por las subpoblaciones de interés. Representacion grafica de los
datos del nivel de citocinas producidas ante estimulos especificos. Los datos estan contenidos
en una matriz y representados por colores. La escala de color indica un incremento (rojo) con
respecto al control negativo si el valor es mayor a 0; y una disminucién (azul) si el valor es
menor a 0. Las citocinas, quimiocinas y factores de crecimiento evaluados se encuentran en la
columna derecha. Los datos se ordenaron de izquierda a derecha de acuerdo al tratamiento del
1 al 5. La subpoblacion de interés se marca con un cuadro de color y el nombre de la
subpoblacién en cuestién. Los datos se encuentran normalizados con respecto al control

negativo. Datos expresados en log2.

Los heatmaps previos nos demuestran la respuesta por subpoblacion y por
tratamiento en la produccién de un perfil de citocinas. Con el fin de evaluar la
similitud en cuanto a la respuesta de produccién de citocinas, quimiocinas y
factores de crecimiento; se realizé un analisis de clusters (agrupamiento) por
dos métodos: dendograma (Figura 23) y analisis de componentes principales
(PCA) (Figura 24).
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El dendograma (Figura 23) muestra una agrupacion inicial clave entre los
macrofagos convencionales (MDM y CD3-) que los separa de las
subpoblaciones de macréfagos poco conocidas que expresan CD3. También
se observa claramente el efecto del control positivo (Control P), presentando

mayor respuesta y el control de isotipo (IC) teniendo la respuesta menor.

Al momento de agrupar las subpoblaciones por respuesta y tratamiento; el
dendograma muestra una cercania entre los macréfagos CD3"TCRap"* con los
CD3"TCRaB” en condiciones de control positivo. Ademas, los macréfagos
CD3'TCRa" se agrupan con los MDM ante el estimulo de CD3 y del estimulo
conjunto de CD3 y tmTNF (antiboth). Lo cual sugiere un rol pro-inflamatorio de
los macrofagos CD3*TCRaB*. Por su parte el estimulo de tmTNF Gnicamente
induce produccién de citocinas de los MDM y los CD3*TCRaB*. El dendograma
también agrupa mas a estas subpoblaciones mientras que a los CD3"TCRap"
los agrupa junto con los CD3 por su baja respuesta ante el estimulo de tmTNF
o0 ambos (CD3 y tmTNF).

Cytokines and Chemokines clustered by response

.

2 0 2
Fold change

pro-
inflammatory

chemokines

anti-
inflammatory

growth factors

NF

TCRNIC
ADMIC
i

ADN
TCRNCanlrolP
MDMantibalk
TCRPantibath
CRPart
MDMant
TCRPantiTNF
CANantbatf
TCRNartiCD3
COIanliTNF
D3antibath
CRNantiTNF

Figura 23. Analisis de heatmap clusters organizados por jerarquia generados por
dendograma para evaluar los niveles de produccién de citocinas, quimiocinas y factores
de crecimiento por las subpoblaciones de interés ante 6 estimulos. Representacion
grafica de los datos del nivel de citocinas producidas ante estimulos especificos. Los datos

estan contenidos en una matriz y representados por colores. La escala de color indica un
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incremento (rojo) con respecto al control negativo si el valor es mayor a 0; y una disminucién
(azul) si el valor es menor a 0. Las citocinas, quimiocinas y factores de crecimiento evaluados
se encuentran en la columna derecha. De izquierda a derecha se observa la subpoblacion y
tratamiento que mayor cantidad de citocinas produce mientras que a la derecha las que menor
produccién presentan. Subpoblaciones: MDM (MDM), CD3- (CD3), CD3+TCRap+ (TCRP) y
por ultimo CD3+TCRap- (TCRN). Las condiciones experimentales para cada subpoblacién son:
anticuerpos anti-CD3, anti-TNF, antiboth (CD3 y tmTNF), control de isotipo (IC) y control
positivo IFNy y LPS (Control P). Los datos se encuentran normalizados con respecto al control

negativo. Datos expresados en log2

Para evaluar los datos obtenidos por el dendograma y profundizar el analisis de
los clusters obtenidos mediante el heatmap se llevd a cabo un analisis de
componentes principales el cual permite graficar los 600 datos observados en
dos dimensiones en donde las variables obtenidas nos otorgan una idea mas
clara del comportamiento de estas subpoblaciones de macréfagos recién

descritas.

En este resultado se confirma que cada subpoblacion de macréfagos se
agrupa independientemente del tratamiento recibido (Figura 24). De manera
mas precisa se observa al igual que en el dendograma que los controles
positivos en cada subpoblacion se alejan del resto de las condiciones
experimentales. Las dos subpoblaciones mas similares en el control positivo
son los MDM con los macréfagos CD3™. En orden de agrupamiento se observa
como los macréfagos CD3™ se agrupan cerca de los MDM, estos se agrupan
mas cercanos a los CD3"TCRaB" y a su vez estos junto con los CD3"TCRap'.
Las subpoblaciones que tienen una respuesta mas similar sin importar el
tratamiento son los macréfagos CD3*TCRaB" que se agrupan con los MDM.

Mientras que los mas diferentes son los macréfagos CD3*"TCRaB™ de los CD3'.

Estos resultados indican que tanto el CD3 como el tmTNF expresados en estas
subpoblaciones ademas de ser moléculas que las caracterizan fenotipicamente
cumplen con una funcién bioldégica de activacion; ya que son capaces de
encender vias de activacion de sefial, aun no estudiadas, y como resultado de
ello inducir un perfil de citocinas especifico para cada subpoblaciéon. Lo mas

interesante es que independientemente del tratamiento utilizado y por ende el
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estado de activacion de cada subpoblacién, estas se agrupan indicando asi
una compatibilidad entre fenotipo y funcién, asi como la cercania entre las dos

subpoblaciones que expresan el CD3.
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Figura 24. Analisis de Componentes Principales (PCA). Esta grafica muestra la agrupacion
de las subpoblaciones de macréfagos bajo estudio con respecto a su produccion de citocinas,
quimiocinas y factores de crecimiento ante 6 condiciones experimentales (control negativo,
anti-TNF, anti-CD3, ambas [antiboth], un control de isotipo [IC] y un control positivo). Las cuatro
subpoblaciones de interés (MDM, macréfagos: CD3’, CD3'TCRaf’, y CD3'TCRap) se
comportan de manera caracteristica sin importar el tratamiento recibido. n=6.

5. El perfil de citocinas secretado por la via CD3/tmTNF en
macréfagos CD3'TCRop* y CD3*TCRap” es principalmente pro-
inflamatorio

En un analisis especifico de algunas de las citocinas de interés, observamos

que las 4 subpoblaciones de macréfagos, producen baja cantidad de citocinas
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anti-inflamatorias y factores de crecimiento (menos de 5,000 pg/ml). Mientras
que las citocinas pro-inflamatorias y algunas quimiocinas se producen en
mayor cantidad (por encima de 5,000 pg/ml). La citocina mayormente
producida fue la IL-8, en todas las subpoblaciones excepto en los macréfagos
CD3'TCRap". De manera contraria, los macrofagos CD3"TCRap™ producen de
2 a 3 veces mayor cantidad de MIP-18 que los CD3"TCRap". Dentro de las
quimiocinas MCP-1 fue producida principalmente por los MDM y por los
macrofagos CD3'.

Para la subpoblacion CD3*TCRaB", se observa que principalmente secreta
mayor cantidad de IL-6, IL-8, IL-1p e IP-10 siendo 30, 700, 10 y 800 pg/ml
mayor para cada una respectivamente que en la subpoblacion CD3*TCRaf’,
ante el co-estimulo CD3/TNF (Figura 25). En particular el incremento de IL-18

es mayor ante el estimulo de tmTNF.
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Figura 25. Los macréfagos CD3'TCRaB " secretan citocinas pro-inflamatorias (IL-6, IL-8,

IL-1p e IP-10). A. Secrecién de IL-6, la subpoblacién CD3"TCRof" después de los MDM, es la
principal productora de esta citocina ante el co-estimulo CD3/TNF. B. Produccién de IL-8,

después de los MDM, los macréfagos CD3"TCRap”* producen mayor cantidad de esta citocina
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con respecto a los CD3'TCRap™. C. IL-1p es producida principalmente por los macréfagos
CD3'TCRap"* y su incremento es mayor ante el estimulo de TNF. D. IP-10 es producido
principalmente por CD3'TCRaf’. Datos representados en media * error estandar. ANOVA
seguido de una prueba post hoc Bonferroni. n=4-6. *p<0.05, #p<0.05, **p<0.01, ##p<0.01,

M#p<0.0001, (* entre grupos, *con respecto al control basal de cada subpoblacién).

Por su parte los macrofagos CD3*TCRaB™ presentan una mayor produccién de
las siguientes citocinas pro-inflamatorias: IFNy, TNF y MIP-18. El IFNy es
producido mayoritariamente por los macréfagos CD3*TCRaf con 400 pg/ml
mas en comparacion con los CD3*TCRaf" ante el estimulo de CD3 y el co-
estimulo CD3/TNF (Figura 26A). EI TNF incrementa de 200 a 600 pg/ml
comparados con el control basal, ante el estimulo de CD3 (Figura 26B). MIP-
1B, es producida por los macréfagos CD3"TCRaf™ hasta 500 pg/ml mas que en
su control basal, cuando se estimula con CD3 o bien CD3/TNF pero no con
TNF (Figura 26C).

Ante el estimulo de CD3 se observa un aumento en la secrecion de MCP-
1/CCL2, en los macroéfagos totales, que coincide con lo previamente reportado
(713). Ademas, nuestros datos muestran que este incremento es especifico de
la subpoblacion de macréfagos CD3"TCRa” (Figura 26D).
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Figura 26. Los macréfagos CD3'TCRo,p™ secretan citocinas pro-inflamatorias (IFNy, TNF,

+Anti-

MIP-18). A. El IFNy es producido mayoritariamente por los macréfagos CD3'TCRaf™ en
comparacién con los CD3'TCRap". B. El TNF incrementa en los MDM y en la subpoblacion
CD3'TCRaf’, ante el estimulo de CD3. C. MIP-1p es producida en mayor cantidad por MDM vy
CD3'TCRaf’, ante el estimulo de CD3. D. Los MDM y CD3" producen mas MCP-1 bajo todos
los estimulos y los macréfagos CD3'TCRaf" incrementan su secrecion ante el co-estimulo
CD3/TNF. Datos representados en media + error estdndar. ANOVA seguido de una prueba
post hoc Bonferroni. n =4-6. *p<0.05, *p<0.05, **p<0.01, #p<0.01, #p<0.0001, (* entre

grupos, *con respecto al control basal de cada subpoblacion).

En el analisis de citocinas anti-inflamatorias se incluy6é a: IL1-RA, IL-4 e IL-10.
Bajo los diferentes estimulos utilizados, no se observé una diferencia en cuanto
a la produccion de las citocinas anti-inflamatorias analizadas, ya que son
producidas en cantidades bajas y sin variacion entre todas las subpoblaciones
de macrofagos. Siendo 100 pg/ml para IL1-RA y 2 pg/ml para IL-4 (Figura 27A
y B). Los MDM vy los macréfagos CD3™ producen 30 pg/ml de IL-10, mientras
que las subpoblaciones CD3*TCRaB" y CD3*TCRa" producen 5 pg/ml (Figura
27C). Ninguna de las citocinas anti-inflamatorias evaluadas se vio afectada por
la via dependiente de CD3 y TNF.
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Figura 27. Produccion de citocinas anti-inflamatorias (IL1-RA, IL-4 e IL-10) bajo

diferentes estimulos en MDM, CD3’, CD3'TCRap" y CD3'TCRaf". A. Las subpoblaciones

de interés no muestran una diferencia en cuanto a la produccién de IL1-RA bajo todos los
estimulos. B. IL-4, no presenta diferencias en cuanto a su secrecion por las diferentes
subpoblaciones. C. La IL-10 es producida en cantidades similares por todas las subpoblaciones
de macrofagos. Datos representados en media + error estandar. ANOVA seguido de una

prueba post hoc Bonferroni. n =4-6.

6. SOCS3 es expresado en mayor cantidad por macréfagos
CD3+TCRaf+ que por CD3+TCRaf-

El analisis de citocinas pro y anti-inflamatorias muestra que ambas
subpoblaciones de interés presentan un perfil pro-inflamatorio. Por ello
evaluamos la expresién de SOCS3, cuya expresion se asocia a un perfil de
macrofagos M1 (704). Como resultado, se observa una tendencia en la
subpoblacion CD3*TCRaB" a incrementar la expresion de SOCS3, comparada
con el control negativo (Figura 28). Sin embargo, la dispersion de los datos no

permite detectar una diferencia significativa.
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Figura 28. Expresion de SOCS3 por qPCR bajo diferentes estimulos en MDM, CD3,
CD3'TCRap* y CD3"TCRopB". La subpoblacién parametro son los MDM sin estimulo. Se
observa un incremento en la expresion de SOCS3 de los macréfagos CD3'TCRap* con
respecto al control. Datos representados en media + error estandar. ANOVA seguido de una

prueba post hoc Bonferroni. n = 4.

7. Bajo infeccidon con Mycobacterium tuberculosis H37Ra y H37Rv
se mantiene la frecuencia de macréfagos CD3"*

El porcentaje de macrofagos CD3" se mantiene igual ante las diferentes
condiciones de infeccion con H37Ra, MOI 1 y MOI 10 (Figura 29A y B) y
también con M. tuberculosis H37Rv, MOl 1 y MOI 5 (Figura 29A y C). Esto
difiere de los reportes en donde se observa que ante la infeccion con BCG

incrementan numero de macroéfagos CD3" (13).
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Figura 29. El porcentaje de macréfagos CD3" se mantiene de manera independiente ante
la infeccion con H37Ra y H37Rv. A. Grafica de porcentaje de macréfagos CD3" bajo las
diferentes infecciones con H37Ra (MOI 1 y 10) y H37Rv (MOl 1 y MOI 5). B. Zebra plot
representativo de los macréfagos CD3" ante la infeccidon con H37Ra. C. Zebra plot
representativo de los macréfagos CD3" ante la infeccion con H37Rv. Datos representados en
media * error estandar. Kruskal-Wallis seguido de una prueba post hoc Dunn's. No infectado
(Ni) n= 20, H37Ra n=10, H37Rv n=10.

Con el fin de observar si la infeccion por diferentes cepas de M. tuberculosis
modifica la proporcidon de las subpoblaciones de macréfagos recién descritas.
Se procedié a evaluar dentro de los macrofagos CD3" tanto la expresion de
TCRap como TCRyd (Figura 30). La medicidén de la expresion del TCRyd fue
incluida como control. Dentro de los macrofagos CD3" la expresiéon del TCRyd
fue menor al 5% al igual que bajo condiciones sin infeccion (Figura 30A). Se
observa que ante la infeccion por diferentes cepas de M. tuberculosis con sus
respectivas MOI, la frecuencia de las subpoblaciones de macréfagos de interés
no se ven alteradas (Figura 30A-C). Lo anterior sugiere que solo BCG (13)
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induce un incremento en estas poblaciones, quedaria explorar que

caracteristicas o antigenos de esa cepa son los principales responsables de

+

inducir la respuesta inmunoldgica y por ende incrementar los macrofagos CD3".
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Figura 30. Las frecuencias de subpoblaciones de macréfagos CD3'TCRap y
CD3'TCRaB’ se mantiene ante la infeccion con H37Ra y H37Rv. A. Grafica del porcentaje
de expresion de TCR de las subpoblaciones de macréfagos ante la infeccién in vitro con
H37Ra y H37 Rv a las diferentes MOI. B. Zebra plot representativo obtenido por citometria de
flujo, a partir de la region positiva para CD3, se evaluo la expresion de TCRaf. Ante la
infeccion de H37Ra de las subpoblaciones de interés. C. Zebra plot representativo de las
subpoblaciones de interés ante la infeccion con H37Rv. Datos representados en media * error
estandar. Kruskal-Wallis seguido de una prueba post hoc Dunn's. No infectado (Ni) n= 20,
H37Ra n=10, H37Rv n=10.
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8. Caracterizacion de macréfagos CD3*TCRap* y macrofagos
CD3'TCRaf en homeostasis y ante la infeccién por Mycobacterium
tuberculosis

Aun cuando la infeccion con las distintas cepas utilizadas de Mycobacterium
tuberculosis no afectan la proporcion de estas subpoblaciones de macrofagos,
recién descritas; realizamos su caracterizacién fenotipica en homeostasis y en
respuesta a la infeccién por dos cepas de M. tuberculosis (H37Ra y H37Rv) in

vitro.

8.1 Moléculas presentadoras de antigenos lipidicos caracterizan a
los macréfagos CD3*TCRaf* y disminuyen su expresion ante la
infeccion con H37Rv

Debido a que se ha descrito la presencia de macréfagos CD3" en el granuloma
de pacientes con tuberculosis (713), intentamos entender las modificaciones que
la micobacteria podria generar en estas subpoblaciones con respecto al
fenotipo previamente caracterizado por la Dra. Leslie Chavez Galan, en donde
se encontrd6 que la subpoblacion CD3'TCRof* mostré un incremento
estadisticamente significativo de la expresion de CD1c en homeostasis (757),
datos que fueron reproducibles (Figura 31A). Para ello realizamos infecciones
in vitro con dos cepas de M. tuberculosis H37Ra y H37Ryv; con el fin de tener
una aproximacién del efecto de la virulencia sobre el fenotipo de nuestras

subpoblaciones de interés.

El analisis realizado compara el efecto de la infeccién por dos cepas de M.
tuberculosis en cada subpoblacién de interés. Sorpresivamente, y comparando
las dos cepas de micobacteria encontramos que la infeccion por la cepa
virulenta (H37Rv) disminuye la expresion de CD1c en la subpoblacién
CD3'TCRap", hasta 8 veces (Figura 31A). Ademas, dentro de las diferencias
entre subpoblaciones, observamos que la infeccion por H37Ra mostré un
incremento en la proporcién de la expresiéon de CD1c, de los macrofagos
CD3'TCRapB" con respecto a los convencionales (CD3") tanto en condicion
basal (no infectadas) (60 veces mayor) como ante las diferentes MOI

empleadas (70 veces mayor) (Figura 31A).
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Figura 31. CD1c disminuye su expresion en los macréfagos CD3'TCRof” ante la
infeccion por H37Rv. A. Grafica de caja y bigote, se presenta la mediana del porcentaje de
expresion de CD1c, minimo y maximo en las diferentes subpoblaciones de macréfagos ante la
infecciéon con H37Ra (MOI 1 y MOI 10) y H37Rv (MOI 1 y MOI 5). B. Histograma representativo
de la infeccién por H37Ra, obtenido por citometria de flujo, se muestra el porcentaje de
expresion de las moléculas CD1c a partir de las regiones de macréfagos CD3", CD3'TCRaf" y
CD3'TCRap". C. Histograma representativo de la infeccién por H37Rv, obtenido por citometria
de flujo, se muestra el porcentaje de expresion de las moléculas CD1c a partir de las regiones
de subpoblaciones de macréfagos de interés. Kruskal-Wallis seguido de una prueba post hoc
Dunn's. No infectado (Ni) n= 10, H37Ra n=6, H37Rv n=4. **p<0.01.

Entre las subpoblaciones, observamos que la expresion de CD1d en
CD3'TCRap" disminuye su expresion 20 veces, ante la infeccion por H37Ra
con respecto a CD3'TCRaoB*. Si bien no encontramos mas diferencias
estadisticamente significativas, podemos observar la misma tendencia que
para CD1c. Es decir, la infeccion por H37Ra parece incrementar la expresion

de CD1d, de los macrofagos CD3"TCRaB" con respecto a los convencionales
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(CD3"). En cuanto al efecto de la expresion de CD1d influido por las distintas
cepas, se observa algo similar que en CD1c, que la infeccién por la cepa
virulenta (H37Rv) disminuye la expresion de CD1d en la subpoblacion

CD3'TCRap" aunque la diferencia no fue significativa (Figura 32A).
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Figura 32. La expresion de CD1d en CD3'TCRap  disminuye su expresién ante la
infeccion por H37Ra con respecto a CD3"TCRap". A. Grafica de caja y bigote, se presenta la
mediana del porcentaje de expresion de CD1d, minimo y maximo en las diferentes
subpoblaciones de macréfagos ante la infecciéon con H37Ra (MOI 1 y MOI 10) y H37Rv (MOI 1
y MOI 5). B. Histograma representativo de la infeccion por H37Ra, obtenido por citometria de
flujo, se muestra el porcentaje de expresion de las moléculas CD1d a partir de las regiones de
macréfagos CD37, CD3'TCRap* y CD3'TCRap". C. Histograma representativo de la infeccion
por H37Rv, obtenido por citometria de flujo, se muestra el porcentaje de expresion de las
moléculas CD1d a partir de las regiones de sub-poblaciones de macréfagos de interés.
Kruskal-Wallis seguido de una prueba post hoc Dunn's. No infectado (Ni) n= 10, H37Ra n=6,
H37Rv n=4. **p<0.01.
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Al igual que para CD1d, entre las subpoblaciones de macréfagos, observamos
que la expresion de CD1b en CD3*TCRaB™ disminuye su expresion 20 veces,
ante la infeccién por H37Ra con respecto a CD3'TCRap*. No se encontraron
mayores diferencias estadisticamente significativas. Sin embargo, podemos
observar la misma tendencia que para CD1c y CD1d. Es decir, la infeccion por
H37Ra parece incrementar la expresion de CD1b, de los macréfagos
CD3'TCRap" con respecto a los convencionales (CD3’). En cuanto al efecto de
la expresion de CD1b influenciado por las distintas cepas, se observa que en
CD3*TCRapB" hay una tendencia a incrementar CD1b ante la infeccion con
H37Rv (Figura 33A).

B Ni MOl 1 MOI 10
ﬁ d 4
— | A M
/| L — A
LA "\ A
[ cos-
A CD1b 3 CD3+TCRaB+
<00 [ CD3+TCRap- " P . ‘
80+ " * 44// D D~ WA
b
60 i
40+ D g / \
- o W ’N‘ —_
£ 20] HES |
22 6T L y 4
l [—»cmb

— I
— 1

“ Ni MOl 1 MOI 5
21 i
SroOTN>roTWS o T D
Z = —= =
O- 00 “0-0o " 0Z00
S = = o=
=Q=2= =Q=2= =Q2==
Ra Rv Ra Rv Ra Rv A L

“ .. \H'

| | u‘ \ ‘ ’/‘ -

CD1b

LATP
K —_—
[- —_—

l—) Count
|
|

Figura 33. La expresion de CD1b en CD3'TCRaf  disminuye su expresién ante la
infeccion por H37Ra con respecto a CD3'TCRap’. A. Grafica de caja y bigote, se presenta
la mediana del porcentaje de expresion de CD1b, minimo y maximo en las diferentes
subpoblaciones de macréfagos ante la infecciéon con H37Ra (MOI 1 y MOI 10) y H37Rv (MOI 1

y MOI 5). B. Histograma representativo de la infeccion por H37Ra, obtenido por citometria de
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flujo, se muestra el porcentaje de expresion de las moléculas CD1b a partir de las regiones de
macréfagos CD37, CD3'TCRap* y CD3'TCRap". C. Histograma representativo de la infeccion
por H37Rv, obtenido por citometria de flujo, se muestra el porcentaje de expresion de las
moléculas CD1b a partir de las regiones de subpoblaciones de macréfagos de interés. Kruskal-
Wallis seguido de una prueba post hoc Dunn's. No infectado (Ni) n= 10, H37Ra n=6, H37Rv
n=4. *p<0.05.

En el caso de CD1a no se observan diferencias, esto puede ser debido al
numero de repeticiones. Sin embargo, al igual que para CD1c y CD1d, entre las
subpoblaciones observamos que la expresion de CD1a ante la infeccién por
H37Ra parece incrementar, de los macréfagos CD3*TCRaB* con respecto a los
convencionales (CD3’). Recordando que la infeccién por la cepa virulenta
(H37Rv), genera una disminucion de CD1c en la subpoblacién CD3*"TCRaB" y
en CD1d se observa esa misma tendencia. En este caso, CD1a también
muestra esa tendencia a disminuir en los macréfagos CD3*TCRaB" infectados
con H37Rv (Figura 34A).
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Figura 34. La expresion de CD1a no se ve modificada en las subpoblaciones de interés
ante la infeccion por M. tuberculosis. A. Se presenta la mediana (linea) del porcentaje de
expresion de CD1a, minimo y maximo en las diferentes subpoblaciones de macrofagos ante la
infeccion con H37Ra (MOI 1 y MOI 10) y H37Rv (MOI 1 y MOI 5). B. Histograma representativo
de la infeccién por H37Ra, obtenido por citometria de flujo, se muestra el porcentaje de
expresion de las moléculas CD1a a partir de las regiones de macréfagos CD3", CD3'TCRaf" y
CD3'TCRap". C. Histograma representativo de la infeccién por H37Rv, obtenido por citometria
de flujo, se muestra el porcentaje de expresion de las moléculas CD1a a partir de las regiones
de subpoblaciones de macréfagos de interés. Kruskal-Wallis seguido de una prueba post hoc
Dunn's. No infectado (Ni) n=7, H37Ra n=3, H37Rv n=4.
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8.2 Para el reclutamiento celular, el receptor CCR4 incrementa su
expresion en macréfagos CD3*TCRaf " ante la infeccién por
Mycobacterium tuberculosis H37Ra

Debido a que las quimiocinas son relevantes para el reclutamiento celular,
evaluamos si estos macréfagos expresan de manera especifica algunos
receptores para quimiocinas, incluimos: CCR2, CCR4, CCR7 y CXCR1. En
homeostasis, los resultados mostraron un incremento en la expresioén de un
60% para CCR4, en la subpoblacion de macrofagos CD3'TCRa®, al
compararlas con las otras dos subpoblaciones CD3 y CD3"TCRap", donde la
expresion de estos receptores fue menor a un 30%. En la subpoblacién de
macrofagos CD3" que no expresa TCRap, la expresion de los receptores de
quimiocinas no se incrementd con respecto a esa misma subpoblacion en
condiciones sin infeccion. EI CCR2 no mostr6 cambios en las distintas
subpoblaciones (Figuras 35-38). De igual manera nos interesé evaluar su

modificacion con respecto a la infeccién con M. tuberculosis H37Ra y H37Rv.

Los datos muestran que el CCR4 se expresa principalmente en las
subpoblaciones CD3" en particular en los macréfagos CD3'TCRaB” y su
expresion incrementd 60 veces, con respecto a los macréfagos convencionales
CD3" ante la infeccion con M. tuberculosis H37-Ra. Si bien no se observan
diferencias en cuanto a la infeccion por las cepas de tuberculosis, existe una
tendencia a disminuir 50 veces su expresion en los macrofagos CD3"TCRaB”

infectados con H37Rv con respecto a los infectados con H37Ra (Figura 35A).
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Figura 35. CCR4 incrementa su expresion ante la infeccion por H37Ra en macréfagos
CD3'TCRap"’. A. Grafica de caja y bigote, se presenta la mediana del porcentaje de expresion
de CCR4, minimo y maximo en las diferentes subpoblaciones de macrofagos ante la infeccién
con H37Ra (MOI 1 y MOI 10) y H37Rv (MOI 1 y MOI 5). B. Histograma representativo de la
infeccion por H37Ra, obtenido por citometria de flujo, se muestra el porcentaje de expresion de
las moléculas CCR4 a partir de las regiones de macréfagos CD3,, CD3'TCRap’ vy
CD3'TCRap". C. Histograma representativo de la infeccién por H37Rv, obtenido por citometria
de flujo, se muestra el porcentaje de expresién de las moléculas CCR4 a partir de las regiones
de subpoblaciones de macréfagos de interés. Kruskal-Wallis seguido de una prueba post hoc
Dunn's. No infectado (Ni) n= 10, H37Ra n=6, H37Rv n=4. **p<0.01.

El papel de presentaciéon de antigenos proteicos es crucial para iniciar el
proceso de respuesta adaptativa. Para ello los macréfagos necesitan migrar a
ganglios y el CCR7 se une a quimiocinas presentes en los ganglios. Ante la
infeccion por H37Rv se observa la tendencia de disminucién de este receptor
en la subpoblacién CD3*TCRaB* con respecto a la infeccion por H37Ra. Es

interesante que el incremento observado de CCR4 en macrofagos CD3*
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TCRap", con respecto a los macréfagos convencionales CD3™ ante la infeccion
con M. tuberculosis H37Ra, replica la misma tendencia para CCR7, 30 veces
mas, en CD3"TCRap" que en macréfagos convencionales (Figura 36A).
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Figura 36. En la subpoblacion de macréfagos CD3'TCRap* el CCR7 presenta una
tendencia a disminuir el porcentaje de expresion con la cepa H37Rv mientras que
aumenta con H37Ra. A. Se presenta la mediana (linea) del porcentaje de expresion de
CCR7, minimo y maximo en las diferentes subpoblaciones de macréfagos ante la infeccion con
H37Ra (MOl 1 y MOI 10) y H37Rv (MOI 1 y MOI 5). B. Histograma representativo de la
infeccién por H37Ra, obtenido por citometria de flujo, se muestra el porcentaje de expresion de
las moléculas CCR7 a partir de las regiones de macréfagos CD3,, CD3'TCRap’ vy
CD3'TCRap". C. Histograma representativo de la infeccién por H37Rv, obtenido por citometria
de flujo, se muestra el porcentaje de expresion de las moléculas CCRY7 a partir de las regiones
de subpoblaciones de macréfagos de interés. Kruskal-Wallis seguido de una prueba post hoc
Dunn's. No infectado (Ni) n=7, H37Ra n=3, H37Rv n=4.
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El ligando de IL-8, CXCR1 se expresa de manera basal principalmente en los
macrofagos CD3". Los resultados no mostraron diferencias significativas en la
expresion de CXCR1. Sin embargo, este receptor presenta la misma tendencia
que CCR4 y CCRY. Para los macrofagos CD3"TCRaB” infectados con H37Ra
se observa un incremento con respecto a los CD3". Ante la infeccion por H37Rv
se observa la misma tendencia que para CCR4 y CCRY7; es decir, la
disminucion, 20 veces, de este receptor en la subpoblacion CD3"TCRaB* con

respecto a la infeccion por H37Ra (Figura 37A).
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Figura 37. El CXCR1 presenta una tendencia a disminuir el porcentaje de expresién con
la cepa H37Rv mientras que aumenta con H37Ra en la subpoblacion de macroéfagos

CD3'TCRap”. A. Se presenta la mediana (linea) del porcentaje de expresién de CXCRH1,

Count

minimo y maximo en las diferentes subpoblaciones de macréfagos ante la infeccion con H37Ra
(MOI' 1y MOI 10) y H37Rv (MOI 1 y MOI 5). B. Histograma representativo de la infeccion por
H37Ra, obtenido por citometria de flujo, se muestra el porcentaje de expresion de las

moléculas CXCR1 a partir de las regiones de macréfagos CD3", CD3"TCRaf" y CD3"TCRap".
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C. Histograma representativo de la infeccion por H37Rv, obtenido por citometria de flujo, se
muestra el porcentaje de expresion de las moléculas CXCR1 a partir de las regiones de
subpoblaciones de macrofagos de interés. Kruskal-Wallis seguido de una prueba post hoc
Dunn's. No infectado (Ni) n=7, H37Ra n=3, H37Rv n=4.

Los datos muestran que la expresién de CCR2 no varia ante las condiciones de
infeccion con respecto al control no infectado y en ninguna de las dos cepas de
M. tuberculosis empleadas (Figura 38A). La dispersién de los datos no permite
identificar una tendencia estadisticamente significativa. Sin embargo, esto no
descarta la funcidén fundamental del CCR2, pues este receptor guia a los
macrofagos durante la respuesta inflamatoria ya que es ligando de MCP-1.
Ademas se ha reportado que los antigenos de M. tuberculosis modulan esta

quimiocina (23).
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Figura 38. CCR2 no modifica su expresion en las subpoblaciones de macréfagos ante la
infeccion por M. tuberculosis. A. Grafica de caja y bigote, se presenta la mediana del
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porcentaje de expresién de CCR2, minimo y maximo en las diferentes subpoblaciones de
macrofagos ante la infeccion con H37Ra (MOl 1 y MOI 10) y H37Rv (MOl 1 y MOI 5). B.
Histograma representativo de la infeccion por H37Ra, obtenido por citometria de flujo, se
muestra el porcentaje de expresién de las moléculas CCR2 a partir de las regiones de
macréfagos CD3", CD3*"TCRap’ y CD3'TCRap". C. Histograma representativo de la infeccién
por H37Rv, obtenido por citometria de flujo, se muestra el porcentaje de expresion de las
moléculas CCR2 a partir de las regiones de subpoblaciones de macréfagos de interés.
Kruskal-Wallis seguido de una prueba post hoc Dunn's. No infectado (Ni) n= 8, H37Ra n=4,
H37Rv n=4.

8.3 La infeccion por M. tuberculosis H37-Rv disminuye la expresion
de CD16 en los macrofagos CD3*TCRo.f”

Siendo CD16 un receptor clasico de fagocitosis y marcador de inflamacion,
evaluamos si su expresion se modificaba ante la infeccion por M. tuberculosis
H37Ra y H37Rv. De manera interesante y comparando las dos cepas de
micobacteria, encontramos que la infeccion por la cepa virulenta (H37Rv)
disminuye la expresion de CD16 en la subpoblacién CD3'TCRaB*, hasta 7
veces, comparada con la infeccion por H37Ra. Ademas, dentro de las
diferencias entre subpoblaciones, observamos que la infecciéon por H37Ra
mostré un incremento (11 veces) en la expresion de CD16, de los macréfagos
CD3'TCRaB" con respecto a los convencionales (CD3) ante las diferentes MOI

empleadas (Figura 39A).

Estos datos son relevantes debido al papel de CD16 en inducir la capacidad
fagocitica de los macréfagos de particulas opsonizadas. Por lo que estos datos
sugieren que la funcién fagocitica, caracteristica por excelencia de macréfagos,
seria un campo interesante de analizar para poder determinar el papel de estas
recién descritas subpoblaciones en la funcién fagocitica ante la infeccién por M.

tuberculosis.
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Figura 39. La infecciéon con M. tuberculosis H37Rv disminuye la expresion de CD16 en
los macréfagos CD3'TCRap* A. Grafica de caja y bigote, se presenta la mediana del
porcentaje de expresion de CD16, minimo y maximo en las diferentes subpoblaciones de
macréfagos ante la infeccion con H37Ra (MOI 1 y MOI 10) y H37Rv (MOI 1 y MOI 5). B.
Histograma representativo de la infecciéon por H37Ra, obtenido por citometria de flujo, se
muestra el porcentaje de expresion de las moléculas CD16 a partir de las regiones de
macrofagos CD37, CD3'TCRap* y CD3'TCRap". C. Histograma representativo de la infeccion
por H37Rv, obtenido por citometria de flujo, se muestra el porcentaje de expresion de las
moléculas CD16 a partir de las regiones de subpoblaciones de macrofagos de interés. Kruskal-

Wallis seguido de una prueba post hoc Dunn's. No infectado (Ni) n= 10, H37Ra n=6, H37Rv
n=4. *p<0.05, **p<0.01.

9. EI tmTNF se expresa en los macrofagos CD3*TCRof* y no se
modifica ante la infecciéon con M. tuberculosis H37Ra ni H37Rv

En humano se han descrito macrofagos TCR”, cuya presencia depende del

TNF (73). Ademas, la forma membranal del TNF (tmTNF) es capaz de activar
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vias de senalizacion mediante retro-senalizacion y juega un papel importante
para inducir la activacion funcional en células de origen mieloide. Por lo que en
particular nos interesd evaluar si la expresion del tmTNF, precursor del TNF
soluble, se ve modificado en macréfagos humanos ante un modelo de infecciéon

in vitro por M. tuberculosis.

Con el precedente que esta molécula se expresa a nivel basal Unicamente en
los macréfagos CD3*TCRaf* evaluamos si era modificada durante la infeccion
con dos cepas de M. tuberculosis. Contrario a lo que esperamos, la expresion
del tmTNF no se vio modificada ante la infeccion con ambas cepas de M.

tuberculosis (Figura 40A).
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Figura 40. La expresion del tmTNF no se modifica ante la infeccion por M. tuberculosis .
A. Grafica de caja y bigote, se presenta la mediana del porcentaje de expresion de tmTNF,
minimo y maximo en las diferentes subpoblaciones de macréfagos ante la infeccion con H37Ra

(MOI' 1y MOI 10) y H37Rv (MOI 1 y MOI 5). B. Histograma representativo de la infeccion por
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H37Ra, obtenido por citometria de flujo, se muestra el porcentaje de expresién de las
moléculas tmTNF a partir de las regiones de macréfagos CD3", CD3'TCRaf" y CD3'TCRaf".
C. Histograma representativo de la infeccion por H37Rv, obtenido por citometria de flujo, se
muestra el porcentaje de expresién de las moléculas tmTNF a partir de las regiones de
subpoblaciones de macroéfagos de interés. Kruskal-Wallis seguido de una prueba post hoc
Dunn's. No infectado (Ni) n= 12, H37Ra n=6, H37Rv n=6.

10. Los receptores de TNF se expresan diferencialmente en las
subpoblaciones de macré6fagos humanos CD3" y se ven
modificados ante la infeccidn por las cepas de M. tuberculosis
H37Ra y H37Rv

El papel del TNF es crucial ante la infeccién por micobacterias y existen dos
receptores por los cuales el TNF o su forma transmembranal puede sefalizar.
Nuestros resultados muestran una tendencia de mayor expresion (3 veces) del
TNFR1 en los macrofagos CD3'TCRaf™ que en las otras subpoblaciones de
macréfagos. Ante la infeccion con H37Ra se muestra un incremento
estadisticamente significativo (20 veces), de la expresion de este receptor para
la subpoblacion CD3*TCRaf con respecto CD3"TCRap" (Figura 41A).
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Figura 41. Los macréfagos CD3'TCRop™ incrementan la expresion del TNFR1 ante la
infeccion con H37Ra. A. Grafica de caja y bigote, se presenta la mediana del porcentaje de
expresion de TNFR1, minimo y maximo en las diferentes subpoblaciones de macréfagos ante
la infeccion con H37Ra (MOl 1 y MOI 10) y H37Rv (MOl 1 y MOI 5). B. Histograma
representativo de la infeccion por H37Ra, obtenido por citometria de flujo, se muestra el
porcentaje de expresion de las moléculas TNFR1 a partir de las regiones de macréfagos CD3,
CD3'TCRap” y CD3'TCRap. C. Histograma representativo de la infeccion por H37Rv,
obtenido por citometria de flujo, se muestra el porcentaje de expresion de las moléculas TNFR1
a partir de las regiones de subpoblaciones de macréfagos de interés. Kruskal-Wallis seguido
de una prueba post hoc Dunn's. No infectado (Ni) n= 10, H37Ra n=4, H37Rv n=6. *p<0.05.

Mientras que el TNFR2 se expresa principalmente en los macrofagos
CD3'TCRof" y tiene la tendencia de incrementar su expresion de manera MOI
dependiente ante la infeccién por las dos cepas de M. tuberculosis. La
diferencia estadisticamente significativa que se encontré fue el incremento 8

veces del TNFR2 en la subpoblacion CD3'TCRaf* con respecto a los
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macréfagos CD3°, ante la infeccion con H37Rv. Este receptor también se
expresa pero en menor proporcion en los CD3"TCRof (Figura 42A).
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Figura 42. Los macréfagos CD3'TCRap’ incrementan la expresiéon del TNFR2, con
respecto a los macréofagos convencionales ante la infeccion con H37Rv. A. Grafica de
caja y bigote, se presenta la mediana del porcentaje de expresion de TNFR2, minimo y maximo
en las diferentes subpoblaciones de macrofagos ante la infeccion con H37Ra (MOI 1 y MOI 10)
y H37Rv (MOI 1 y MOI 5). B. Histograma representativo de la infeccion por H37Ra, obtenido
por citometria de flujo, se muestra el porcentaje de expresion de las moléculas TNFR2 a partir
de las regiones de macréfagos CD3, CD3'TCRap® y CD3'TCRap. C. Histograma
representativo de la infeccion por H37Rv, obtenido por citometria de flujo, se muestra el
porcentaje de expresion de las moléculas TNFR2 a partir de las regiones de subpoblaciones de
macréfagos de interés. Kruskal-Wallis seguido de una prueba post hoc Dunn's. No infectado
(Ni) n= 10, H37Ra n=4, H37Rv n=6. *p<0.05.
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11. En resumen ; qué sucede ante la infecciéon por M. tuberculosis
en estas subpoblaciones de macréfagos?

En un esfuerzo por sintetizar todos los resultados obtenidos en los
experimentos de infeccién para la caracterizacion de las subpoblaciones, poco
estudiadas pero de significancia bioldgica en la infeccion por M. tuberculosis.
En la Tabla 3 se muestran los cambios estadisticamente significativos de las
moléculas de superficie estudiadas en las tres subpoblaciones de interés
(CD3", CD3*"TCRap* y CD3"TCRaf") con respecto a la infeccion por las cepas

de M. tuberculosis (H37Ra y H37Rv), asi como la comparacién entre ellas.

Tabla 3 . de resultados de caracterizacion de sub-poblaciones de macréfagos ante la

infeccion por M. Tuberculosis
Infection H37Ra H37Rv H37Ra vs. H37Rv

ub-population
Sub-population Change
Molecule

tmTNF =
TNFR1 = = + =

TNFR2 = = — = -+ =

CD1c = ++ = =

CD3*TCRop* .
CD1d =) = = =

CD1b = = o = = =
CD1a = = = = = =
CCR2 = = = = = =
CCR4 = ++ = = = =
CCR7 = = = = = =
CXCR1 = = = = = =
CD16 = ++ = = =

CD3*TCRof* -

Tabla 3. Sintesis de resultados de caracterizacion de subpoblaciones de macroéfagos
ante la infeccion por M. Tuberculosis. Se muestran las moléculas evaluadas en la superficie
de las tres subpoblaciones de macrofagos de interés. Los resultados que mostraron diferencia
estadisticamente significativa en aumento: + *p<0.05, ++ **p<0.01 (azul), disminucioén: -
*p<0.05, - - **p<0.01 (rojo), sin cambio: =. En la ultima columna se compara la infeccién de
H37Ra vs. H37Rv por lo que en resumen las Unicas moléculas que se ven modificadas
dependientes de la cepa son CD1c y CD16 ambas disminuyen ante la infeccion de H37Rv en
la subpoblacién CD3*TCRaB" con respecto a H37Ra.
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12. El TNF es la unica citocina que se incrementa en los MDM por la
infeccion de la cepa H37Rv de M. tuberculosis

Debido al papel fundamental que juegan las citocinas para el reclutamiento,
activacion y sefializacion celular, evaluamos los niveles de las citocinas pro-
inflamatorias principales durante el proceso de infeccién por M. tuberculosis
como lo son: TNF, IFNy, la quimiocina IP10, la quimiocina MCP-1 y sCD14
como molécula de liberacion estimuladora de TLRs. Los resultados muestran
que el TNF incrementa de manera dependiente de la MOI ante la infecciéon con
H37Rv (Figura 43A). Aunque el IFNy no muestra un incremento
estadisticamente significativo se observa una tendencia a la alza (3 veces mas)
en respuesta a la infeccion con H37Rv (Figura 43B). La produccion de IP10 fue
similar (alrededor de 400 pg/ml) entre los MDM no infectados y las dos cepas
utilizadas para la infeccién por M. tuberculosis (Figura 43C). Para MCP-1 se
observa una tendencia de incrementar ante la infeccién con H37Rv a una MOI
baja (Figura 43D). El sCD14 parece liberarse de manera similar al control que

en los macrofagos infectados por M. tuberculosis (Figura 43E).
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Figura 43. El TNF es la unica citocina que se incrementa ante la infeccion de los MDM
por la infeccion por H37Rv. A. Produccién de TNF (pg/ml) por MDM ante la infeccion por
H37Ray H37Rv. B. Produccion de IFNy (pg/ml) por MDM ante la infeccidon por H37Ra y H37Rv.
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C. Produccién de IP10 (pg/ml) por MDM ante la infeccién por H37Ra y H37Rv. D. Produccion
de MCP1 (pg/ml) por MDM ante la infeccion por H37Ra y H37Rv. E. Produccion de sCD14
(pg/ml) por MDM ante la infeccién por H37Ra y H37Rv. Datos representados en media + error
estandar. Kruskal-Wallis seguido de una prueba post hoc Dunn's. TNF: No infectado (Ni) n= 13,
H37Ra n=8, H37Rv n=5. IFNy: Ni n= 11, H37Ra n=8, H37Rv n=5. IP10: Ni n= 12, H37Ra n=5,
H37Rv n=6. sCD14: Ni n= 12, H37Ra n=8, H37Rv n=6. *p<0.05.

VIll Discusion

Usualmente el TCR, receptor inmune variable, se consideraba restringido para
células de origen linfoide. Sin embargo, trabajos previos han descrito la
presencia de este receptor fuera del linaje linfoide. Varios trabajos muestran la
expresion de un receptor con recombinacién en células de origen mieloide
incluyendo: neutrdfilos (14), eosindfilos (15) y macréfagos (73) en homeostasis
y también en el microambiente tumoral (76) o ante la infeccién por M.
tuberculosis (149) o bien ante patologias como aterosclerosis (17). En estos
trabajos se describe la presencia de las poblaciones mieloides TCR", pero la
caracterizacion fenotipica y funcional de estas células mieloides portadoras de
TCR no es estudiada. En este proyecto se describe a estas subpoblaciones en

homeostasis y ante la infeccion por dos cepas de M. tuberculosis.

Lo anterior, sugiere un concepto extendido de la respuesta variable en cuanto
la expresion de receptores tipo TCRaffy TCRyd en cuatro poblaciones de
origen mieloide: neutrdfilos, eosindfilos, monocitos y macrofagos. Este
reconocimiento flexible fuera del linaje linfoide tiene implicaciones en el
pensamiento actual acerca del funcionamiento de la inmunidad innata y

adaptativa.

En cuanto al aspecto evolutivo de este fendmeno biolégico y su significancia;
es necesario recordar que los receptores inmunes recombinados evolucionaron
en precursores comunes mieloide-linfoide, antes de la divergencia entre estos
dos linajes. También puede ser que el reconocimiento inmune flexible emergié
de manera ancestral en los fagocitos mieloides y fue subsecuentemente

transferida al linaje linfocitico. Es probable que los receptores flexibles hayan
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ocurrido en una fase mas temprana evolutivamente que lo que se ha
considerado (7154).

Debido a lo controversial de este hallazgo, utilizamos diferentes técnicas para
detectar la presencia de este receptor tipo TCR en macréfagos, como habia
sido reportado previamente (73). Asi como se reportd (1517), los experimentos
realizados pudieron replicar los resultados previamente obtenidos por la Dra.
Leslie Chavez Galan, en donde macrofagos expresan el complejo CD3. Como
control se utilizaron marcadores no presentes en linfocitos como: CD14, CD68,
CD11b, HLA-DR, CD80 y CD86. Los datos de citometria, previamente
obtenidos por la Dra. Leslie Chavez Galan, fueron reforzados mediante
microscopia confocal en donde observamos la morfologia clasica de los
macrofagos, y la expresion del receptor de manosa (MMR/CD206) sobre estas
células CD3". Ademas a nivel de mRNA, los macréfagos CD3" expresan tanto
la cadena del CD3e como la cadena TCRp. Lo cual podria sugerir un estado
transicional en el proceso de macrofagos CD3"TCRap™ a CD3*TCRoB*. En esta
ultima subpoblacion, el complejo TCR se expresa completo como proteina en

membrana.

La presencia de receptores tipo TCR en fagocitos es evidencia de una base
molecular para un reconocimiento inmune flexible extra-linfocitico. Lo anterior
también amplia la significancia fisiolégica de la defensa basada en este
receptor. Sugiere que las funciones biolégicas en células del sistema
inmunolégico pueden co-existir; los fagocitos TCR® tendran capacidad
fagocitica y reconocimiento inmune flexible. Lo cual, sugiere un puente
molecular entre la inmunidad innata y adaptativa que hasta la fecha ha sido

muy poco explorado.

Al parecer este puente molecular podria tener un papel crucial y especifico en
la respuesta a diversas enfermedades cronicas inflamatorias incluyendo la
tuberculosis (149), la aterosclerosis (17) y el cancer (16). En las primeras dos,
el papel de los antigenos de caracter lipidico, como es el caso de los
componentes de la pared celular de la micobacteria (LAM) y en las placas de

nucleos lipidicos conformados también por macréfagos espumosos; el factor
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comun en ambas patologias es la gran cantidad de antigenos lipidicos y el alto

porcentaje de macréfagos TCR”.

Con el fin de completar la caracterizacion fenotipica de estas recién reportadas
subpoblaciones de macréfagos y corroborar la reproducibilidad de los datos
previamente obtenidos por la Dra. Leslie Chavez Galan (757) se evaluaron
moléculas de superficie caracteristicas de las funciones de presentacion de
antigeno de macréfagos (HLA, CD1), moléculas fagociticas (CD16) y se
incluyeron también receptores de quimiocinas relacionados al panel de
produccion de citocinas por Multiplex (CCR2, CR4, CCR7 y CXCR1). Esto con
el fin de evaluar el posible rol de estas subpoblaciones en homeostasis y ante

la infeccién con dos cepas de Mycobacterium tuberculosis (H37Ra y H37Rv).

Debido a los mecanismos de evasion del sistema inmune por la micobacteria
(155), y de acuerdo a los datos previamente reportados en donde la infeccién
por BCG incrementa la proporcién de células mieloides CD3" en el modelo de
raton (749), esperdbamos un incremento en estas subpoblaciones de
macréfagos humanos ante la infecciéon in vitro con la cepa H37Ra de M.
tuberculosis. Pues las caracteristicas de atenuacion de esta cepa sugieren que
el sistema inmune, en este caso los macréfagos, podran montar una respuesta

eficiente para la eliminacion de la misma.

Reportes previos en donde se observa que los macréfagos TCRof” juegan un
papel importante al menos en el contacto de la zona del granuloma para
contener la infeccién (13); sugieren que la proporcion de estos macréfagos
incrementa ante la infeccion. Sin embargo, ante la cepa virulenta H37Rv, no
observamos in vitro un incremento en la proporcién de macréfagos CD3".
Contrario a lo esperado, en ninguna de las dos cepas utilizadas para la
infeccion, observamos diferencias significativas en cuanto a la proporcién de
macréfagos CD3". Indicando que in vitro no se reproducen los mismos
fendmenos observados in vivo (13) o ante la infeccion por BCG en modelo de
raton (749). Lo anterior sugiere una respuesta inmune distinta para la infeccién

por cada cepa de M. tuberculosis. Sin embargo, la infeccidén por M. tuberculosis
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si afecto el fenotipo de estas subpoblaciones de macrofagos al menos en

algunas de las moléculas evaluadas en este trabajo.

En homeostasis, corroboramos los resultados de la Dra. Leslie Chavez Galan,
que existe una mayor frecuencia de CD1c en el porcentaje de macrofagos
CD3'TCRap" con respecto a las otras subpoblaciones; lo cual sugiere un papel
importante en la presentacibn de antigenos de origen lipidico. Se ha
demostrado que la presencia de los macrofagos TCRof” se incrementa con la
infeccion por BCG (73) y la pared celular de M. tuberculosis contiene gran
cantidad de moléculas lipidicas; por lo que esta subpoblacién puede ser crucial
para la degradacion y subsecuente presentacion antigénica de estos

compuestos.

Hasta el momento, no es claro a través de qué mecanismos, los macréfagos
CD3'TCRapB" degradan a la micobacteria al unirse a sus lipidos de la pared
bacteriana, como LAM. Ademas, con respecto a la importancia de esta
subpoblacion en presencia de antigenos lipidicos, se reportd que los
macréfagos TCRaB*, son abundantes en las arterias de pacientes con

ateroesclerosis grave (17).

Poniendo en contexto los datos obtenidos a partir de las infecciones in vitro de
macrofagos humanos con las cepas de M. tuberculosis H37Ra y H37Rv. Para
el grupo de CD1, unicamente se vio afectada la expresion de CD1c con
respecto a la cepa virulenta, la cual disminuye ante con la infeccion de H37Rv
en la subpoblacion CD3"TCRaB" con respecto a H37Ra. Mientras que ante la
infeccién por H37Ra CD1c incremento6 en los CD3"TCRaB" con respecto a los
macrofagos convencionales CD3". Se conoce poco acerca del potencial de los
macréfagos para modificar la estructura covalente de los antigenos lipidicos de
la micobacteria. Sin embargo se sabe que estos pueden ser presentados a los
linfocitos T a través de las moléculas CD1 (156). Por lo que la disminucion de
su frecuencia ante una cepa virulenta sugiere una menor capacidad de
presentacion lipidica. Mientras que el incremento ante H37Ra indica una mayor

capacidad de presentacion.
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De manera contraria, CD1d y CD1b disminuyen su expresion en la
subpoblacion CD3'TCRap", ante la infeccidon con H37Ra. Se ha descrito el
transporte de los antigenos de lipoglicano a través del MMR hacia los
endosomas a través de la presentacion de antigeno mediante CD1b (757), por
lo que la disminucion en la frecuencia de CD1b, podria deberse a un

mecanismo de evasion de estas cepas para su degradacion.

Por su parte, la expresion de receptores de quimiocinas sugiere un papel
importante de estas subpoblaciones de macréfagos CD3"* para el “homing’,
migracion y reclutamiento de células efectoras, durante la respuesta pro-
inflamatoria. Los macrofagos TCRap™ se encuentran en la zona interna del
granuloma ante la infeccion por M. tuberculosis (13), en donde el ambiente es
principalmente pro-inflamatorio. Al evaluar la modulacién de estos receptores
ante la infeccién por M. tuberculosis, se obtiene informacion indirecta acerca de

su reclutamiento, permanencia o migracién celular.

Los macréfagos CD3"TCRaB*, presentan de manera basal, mayor expresion
de CCR4 con respecto a las otras subpoblaciones. El receptor CCR4 tiene
como ligando a MCP-1 (CCL2), el cual es la principal proteina quimio-atrayente
para monocitos (7158). MCP-1 es principalmente producida por células el
musculo liso, epitelio y endolelio (76) en las vias respiratorias ante un contexto
de infeccion. En el suero de pacientes con tuberculosis pulmonar o sistémica
se han reportado incrementos en los niveles MCP-1 (159). También, CCR4 es
ligando para CCL22 que es una quimiocina secretada por macréfagos y CCL4
(MIP-1) proteina inflamatoria. Las cuales al interaccionar con su ligando,
podrian incrementar el reclutamiento de estas células al sitio de infeccion y asi
se retroalimentaria de manera positiva la respuesta pro-inflamatoria. La
modulacién de CCR4 ante la infeccion, fue analizada mediante experimentos in
vitro en donde se observa que incrementa la expresion de CCR4 en la
subpoblacion CD3'TCRaB" ante la infeccion por H37Ra, sugiriendo que la
migracion de estos macréfagos es inducida ante un estimulo antigénico. El
CCR4 se caracteriza por expresarse en linfocitos T CD4" y por promover su

migracion a sitios de infeccion (760). Por lo que estas subpoblaciones TCR*
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parecen mantener las caracteristicas de linfocitos T en cuanto a su expresion

de receptores y respuesta ante la infeccion con M. tuberculosis.

Con respecto a CCR7, esta molécula tiene como ligando a CCL19 y CCL21,
también conocidas como quimiocinas homeostaticas, las que juegan un papel
importante en el trafico de linfocitos a los 6rganos linfoides secundarios. Sin
embargo, en un reporte de ateroesclerosis, muestran que la expresién de
CCRY7 incrementa cuando monocitos THP-1 son diferenciados a macréfagos.
Ademas, muestran que la presencia de CCL19 y CCL21 es mayor en las
lesiones de ateroesclerosis por lo que los macréfagos que expresan CCR7 al
estar expuestos a estas quimiocinas incrementan la liberacion de citocinas
inflamatorias como IL-8 y TNF (767). Por lo que la expresion de CCR7 en la
subpoblacion de macrofagos CD3*TCRaB* podria estar implicada en la
liberacion de citocinas pro-inflamatorias. Cabe mencionar que macréfagos que
expresan CCRY7 también han sido reportados en enfermedades inflamatorias
de la piel (162). En la infeccion por M. tuberculosis se ha reportado que este
receptor es necesario para la migracién temprana de células dendriticas
maduras hacia los ganglios linfaticos mediastinales (763) y que en ausencia de
este receptor exhiben un impedimento en su migracion (764); mediante este
mecanismo se logra controlar la carga bacteriana. Dado que los macréfagos
son también células presentadoras de antigeno profesionales, la expresion de
CCRY7, corrobora la posible implicacién de este receptor de quimiocina en
macrofagos para la migracion a organos linfoides secundarios ante ambientes

inflamatorios como en el caso de la infeccién por M. tuberculosis.

Con base a los resultados de la infeccidn por M. tuberculosis se observé una
tendencia de incremento del CCR7 en la infeccion por H37Ra y a disminuir con
H37Rv en los macréfagos CD3'TCRaB*. Esto sugiere que debido a la
caracteristica de atenuacién de H37Ra es posible que active la respuesta
inmune de manera eficiente. En este caso incrementando la expresion de
CCR7 en macrofagos CD3'TCRaB” y asi, permitiendo la migracién de los
mismos a ganglios linfaticos. Donde llevaran a cabo su actividad de célula
presentadora, como se ha reportado previamente como una tercera ruta

alternativa de presentaciéon de antigeno en macréfagos especializados que se
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localizan en la zona subcapsular del sinus de los ganglios linfaticos (7165).
Mientras que H37Rv disminuye este receptor y de esta manera detiene la

respuesta inmunolégica.

Por su parte, CXCR1 es el receptor de la IL-8, citocina implicada en el
reclutamiento y activacion de neutréfilos al sitio de inflamacion. También se ha
descrito su actividad quimioatrayente para monocitos, pues regula de manera
positiva la expresion de moléculas de adhesion como ICAM (766). Con
respecto a la infeccion se observa una tendencia a disminuir en los macréfagos
CD3'TCRap" infectados tanto con H37Ra como H37Rv. Lo anterior sugiere
que ambas cepas son capaces de modular la capacidad migratoria de la
subpoblacion CD3*TCRaB" a través de CXCR1. Sin embargo, estos resultados

no son concluyentes.

La persistencia del CCR2 en las tres subpoblaciones de manera basal y ante la
infeccion, podria explicar la residencia de los macrofagos en el sitio de
inflamacion, que es el caso en la formacion del granuloma ante la infeccion por
M. tuberculosis. Estudios en modelos murinos apoyan esta hipotesis ya que en
ausencia de CCR2, los ratones son incapaces de controlar la infeccidon contra
M. tuberculosis y mueren de manera temprana ademas de tener 100 veces
mas carga bacteriana que aquellos que presentan el CCR2 (7167). El principal
componente celular al interior del granuloma esta compuesto por macréfagos
productores mismos de MCP-1, ligando de CCR2. Ademas, en el suero de
pacientes con tuberculosis pulmonar o sistémica se han reportado incrementos
en los niveles MCP-1 (159).

Hasta ahora se sabe que los receptores de quimiocinas se expresan en las
células del sistema inmune de acuerdo al estado de activacion (768). Este
proyecto otorga una primera aproximacion de la modulacion de algunos
receptores de quimiocinas (CCR2, CCR4, CCR7 y CXCR1) importantes para el
reclutamiento de macréfagos CD3" ante la infeccion con dos cepas de M.
tuberculosis. Sin embargo, mas trabajos de investigacion son necesarios para
explorar el cambio en la expresiébn de estos receptores en estas

subpoblaciones.
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Como parte de una evaluacion funcional, se incluyo el receptor fagocitico CD16
(FcyRIIN). De manera interesante, y comparando las dos cepas de micobacteria
encontramos que la infeccion por la cepa virulenta (H37Rv) disminuye la
expresion de CD16 en la subpoblacion CD3*TCRaB*, comparada con la
infeccion por H37Ra. Ademas, observamos que la infeccién por H37Ra mostré
un incremento en la expresion de CD16, de los macrofagos CD3"TCRaB" con

respecto a los convencionales (CD3").

Se ha reportado que ante la infeccion por M. tuberculosis la frecuencia de
muerte de monocitos CD16" incrementa (769). Esta informacion permite
especular acerca de la modulaciéon de receptores Fc ante la infeccién por
tuberculosis en las subpoblaciones de macrofagos de interés. Probablemente
debido a la caracteristica de atenuacién de H37Ra es posible que se active la
respuesta inmune de manera eficiente y por lo tanto los receptores fagociticos
incrementen para mediar el proceso de fagocitosis en los macréfagos
CD3'TCRap*. Mientras que H37Rv disminuye este receptor y de esta manera

posiblemente frena la funcién fagocitica efectora.

Los datos de fagocitosis en este proyecto son indirectos, pues se mide la
presencia del receptor, pero seria necesario incluir experimentos funcionales
en donde se evalle la capacidad fagocitica de estas subpoblaciones de
macrofagos. Complementando estos resultados, en macréfagos CD3" se ha
estudiado la influencia del TCR ante la fagocitosis de particulas inespecificas,
en donde los datos sugieren que la union de las particulas al TCRaf facilita la
fagocitosis y se muestra la proximidad fisica de las particulas ingeridas al
receptor TCR. Como control utilizan macréfagos de peritoneo de ratones rag™
en donde observan una disminucion en la capacidad fagocitica de los
macréfagos comparados con los Rag** (13). En conjunto estos datos sugieren
que el TCRaop tiene un rol en la regulacion de la actividad fagocitica de los
macréfagos CD3”. Quedaria pendiente verificar si existen diferencias entre las

dos subpoblaciones de macréofagos encontradas en este trabajo y conocer si el
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rol de los receptores Fc es redundante o complementario en esta funcién

caracteristica de macrofagos.

Los antecedentes muestran que el TNF es necesario para mantener a la
subpoblacion de macréfagos TCRaf" (73). Sin embargo se desconocia cual
era la forma del TNF requerida in vivo, para favorecer la presencia de células
mieloides TCR". En otro antecedente de la Dra. Leslie Chavez Galan usando
un modelo murino de tuberculosis pleural, usando ratones deficientes de TNF
(TNF-KO), se observdé que en ausencia de TNF no se generan células
mieloides CD3". Los datos muestran que el tmTNF es necesario para mantener
la presencia de células mieloides CD3*TCR" (757). Tomando en cuenta la
progresion de la infeccion, los resultados de la Dra. Leslie Chavez Galan
muestran que es durante la fase temprana de la infeccion (2 semanas), cuando
aparecen células mieloides CD3"TCRaB" (757). Sin embargo al momento los
resultados de esos trabajos no permiten concluir si existe un reclutamiento
celular o es al momento de llegar que las células mieloides modifican su

fenotipo para expresar CD3.

A pesar de lo anterior, los datos de los antecedentes de la Dra. Leslie Chavez
Galan sugieren que la contribucion de las células mieloides CD3" parece estar
involucrada en la respuesta innata ante la infeccion por M. tuberculosis. En
particular sugiere que esta subpoblacién tiene un papel durante el inicio de la
infeccion, puesto que a las 14 semanas ya no se observa su presencia (157).
Estos datos coinciden, con reportes que sugieren que el tmTNF confiere
proteccion durante la fase aguda de la infeccién mientras que la forma soluble
parece ser requerida para la inmunidad a largo plazo. Se ha descrito que el
tmTNF contribuye a la formacion del granuloma y que confiere resistencia ante

la infeccion por tuberculosis (71, 72).

En caso de ser un reclutamiento celular, es incierto que via de senfalizacion
esta siendo activada por el TNF y el tmTNF para reclutar a esta subpoblacion
mieloide CD3" al sitio de infecciéon. Quiza el tmTNF también tenga un papel
funcional como molécula de senalizacion, y la activacion inducida a través del

tmTNF sea la senal requerida para mantenerlos en el sitio de infeccion.
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Dado que el tmTNF es una molécula eficiente para la activacién celular (770,
171); y conjuntando los datos in vivo que se han sido reportados por la Dra.
Leslie Chavez Galan, junto los datos corroborados de macréfagos de humano
en donde los macréfagos CD3*TCRaB*, expresan en mayor proporcion el
tmTNF (757). La interpretacion logica sugiere que el tmTNF puede inducir un

proceso de activacion.

Estos antecedentes de la Dra. Leslie Chavez Galan, abrieron la puerta a incluir
como parte de la evaluacion funcional de este trabajo la estimulacion tanto de
la molécula CD3 como el tmTNF, en estas subpoblaciones de macréfagos no
convencionales. Esto brinda informacién acerca de la capacidad de inducir una
funcion efectora; ademas de la presencia de estas subpoblaciones de

macrofagos en el sitio de infeccion por M. tuberculosis.

Para evaluar este efecto se purificaron las subpoblaciones de interés. Dentro
de los estimulos incluimos: anti-CD3, el anti-TNF, ambas moléculas (anti-both),
ademas de un control negativo y un positivo (LPS/IFNy). La valoracion de la
activacién celular ante estos estimulos se enfocé en la produccién de citocinas
y en determinar si estas subpoblaciones de macrofagos presentan un perfil
anti- o pro-inflamatorio. En respuesta a los estimulos de manera independiente

0 en conjunto.

El analisis de las citocinas anti-inflamatorias: IL1-RA, [L-4 e IL-10, no mostrd
diferencias significativas ante estos estimulos, sugiriendo que las sub-

poblaciones de interés no tienen un fenotipo M2.

Los resultados muestran que ambas subpoblaciones de interés pueden activar
una produccion de citocinas, quimiocinas y factores de crecimiento a partir de
estos estimulos. Sin embargo, aunque ambas subpoblaciones secretan
citocinas pro-inflamatorias, son independientes porque: primero, secretan
citocinas distintas y en segundo, son inducidas ante estimulos distintos. Los
macrofagos CD3*TCRaB*, necesitan del co-estimulo CD3/tmTNF, mientras que

los CD3*TCRap" se activan solo con anti-CD3.
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Para corroborar el perfil pro-inflamatorio de las subpoblaciones de interés,
evaluamos la expresion de SOCS3. Las proteinas SOCS presentan baja
expresion en los macréfagos en reposo pero son inducidas rapidamente ante la
activacion (704). Estas juegan un papel importante en la polarizaciéon de los
macrofagos hacia un perfil M1 o M2. Se ha propuesto que una alta expresién
de SOCS3 se asocia con un perfil M1 (705, 106). Debido a la variacion en los
datos no se observa una diferencia significativa entre las subpoblaciones. Sin
embargo, la subpoblacion CD3*TCRaB" presenta una tendencia positiva en la
expresion de SOCS3, comparada con el control negativo, ante los diferentes
estimulos sometidos. Por lo que se corrobora a nivel de mRNA el perfil pro-

inflamatorio de esta subpoblacién y se asocia a un perfil de macréfagos M1.

La producciéon de citocinas bajo los estimulos empleados por la sub-poblacion
CD3'TCRaB* genera preferentemente las siguientes citocinas pro-
inflamatorias: IL-6, IL-8, IL-1B, y las quimiocinas: IP-10 y MCP-1/CCL2. En
particular, la IL-6 es una citocina clasicamente pro-inflamatoria que es
secretada por macréfagos y cuya liberacion interviene en la produccion de
inmunoglobulinas, en la diferenciacion de linfocitos B y activa a linfocitos T.
Esta citocina es producida de manera temprana en la infeccion por M.
tuberculosis y en el sitio de infeccidn, sugiriendo un rol protector contra la
bacteria (172).

La IL-8, es ligando de CXCR1, receptor que se ve incrementado en la
subpoblacion CD3*TCRaB", por lo que podria ser importante en la funcién de
reclutamiento de estas células al sitio de infeccidon, en particular durante la
infecciéon por M. tuberculosis y formacion del granuloma. Principalmente la
secreciéon de IL-8 proviene de monocitos que se encuentran infectados con la
bacteria y es regulado por proteinas cinasas (773). Sorpresivamente, ante la
infeccion con H37Rv en la subpoblacion CD3*TCRaB*, se observa una
tendencia de CXR1 a disminuir. Lo que sugiere que el reclutamiento de estos
macrofagos ante la infeccién por una cepa virulenta no sera tan eficiente y por

lo tanto tampoco la funcion protectora de los mismos.
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Tanto la IL-6 como la IL-8 se encuentran incrementadas mas aun cuando el
estimulo es en conjunto con CD3/TNF. Por lo que la co-estimulacién es
importante para la produccion de estas dos citocinas. En particular la IL-6 es
una interleucina pleiotrépica que se produce en respuesta a un estimulo
inflamatorio. Sin embargo la relevancia de IL-6 durante la infeccion por M.
tuberculosis depende de la ruta y la dosis de infeccién. Aunque datos in vivo
muestran un rol protector de esta citocina en la induccién de respuestas

protectoras mediadas mediante IFNy (774).

La secrecion de IL-1p, incrementa en la subpoblacion CD3'TCRaf’, esta
citocina se ve incrementada en pacientes con tuberculosis en el sitio de
infeccidon. Dentro de sus actividades celulares esta incluida el estimulo de la

proliferacion celular, la diferenciacion y la apoptosis (23).

El IP-10 es ligando de CXCR3 y se ha relacionado con la infeccion ante BCG
(7175). Se ha observado que ratones deficientes de CXCR3 son mas resistentes
a la infeccién por M. tuberculosis que los ratones silvestres; sugiriendo que

CXCR3 puede atenuar la respuesta inmune del hospedero (176).

Se ha demostrado que al estimular el CD3 (con anticuerpos monoclonales
hechos en ratéon que reconoce a las cadenas T del CD3 de humanos) de estos
macrofagos, se incrementa la liberacion de MCP-1/CCL2 (13). En particular,
nosotros logramos reproducir estos resultados con los MDM; e identificamos
que la subpoblacion de macréfagos CD3"TCRaB”, ante los estimulos utilizados,
es capaz de incrementar la produccién de esta quimiocina. MCP-1 es ligando
de CCR2 y CCR4; nosotros observamos que en homeostasis, el CCR4 se
encuentra en mayor proporcion en la subpoblacion de macréfagos
CD3'TCRof*. Asimismo, la expresion de CCR4 incrementa de manera
significativa ante la infeccion por la cepa H37Ra. Este receptor ocupa un papel
importante durante el homing de los linfocitos particularmente en su migracién
hacia el pulmon. Dado que estos macréfagos presentan una molécula
caracteristica de linfocito T, esto sugiere que su funcion podria ser homologa y

de esta manera facilitaria la migracion de la subpoblacion CD3*TCRaB" al sitio
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de infeccion, conjuntamente este proceso de migracién contribuiria en la
regulacion positiva del reclutamiento de estos mismos macréfagos; pues son
ellos quienes producen MCP-1 ante el estimulo especifico via CD3 y tmNF. Por
otra parte, también se ha reportado que los antigenos de M. tuberculosis, como
PPD (tuberculina) pero no ManLam (777), modulan de manera especifica la
expresion de MCP-1(23).

Ahora bien, enfoquémonos en la secrecion de citocinas por los macrofagos
CD3'TCRap" bajo los estimulos utilizados. Estos se caracterizan por secretar
principalmente la siguiente quimiocina: MIP-13 y citocinas pro-inflamatorias:
IFN-y y TNF.

MIP-1p (CCL4), es producida por CD3"TCRaf’, cuando se estimula con CD3.
MIP-1p, es ligando de CCR4. CCR4 es un receptor presente en mayor
proporcién en la subpoblacion CD3'TCRaf* en condicién basal e incrementa
ante la infecciéon por H37Ra. Por lo que la subpoblacion de macréfagos
CD3'TCRaf al liberar MIP-1p podria actuar de manera paracrina y estar
reclutando a la subpoblacion de macrofagos CD3'TCRap’. El IFNy es
producido mayoritariamente por los macréfagos CD3"TCRaf™ ante el estimulo
de CD3. Esta citocina sinergiza con el TNF para estimular mecanismos anti-

micobacterianos incluyendo la autofagia (39).

El TNF es una de las primeras citocinas producidas por macrofagos alveolares
después del reconocimiento de la micobacteria por TLRs (TLR2 y TLR4) (23).
Esta provee una senal inicial para la induccidon regulada de citocinas y
quimiocinas y para el desarrollo del granuloma, controla el reclutamiento celular
y la eliminacion de la bacteria (778). Por ello, la secrecién de esta citocina por
los macréfagos CD3'TCRaof” sugiere una regulacién entre las dos

subpoblaciones de interés ante el estimulo de CD3.

En resumen nuestros resultados sugieren que el estimulo, tanto CD3 como
tmTNF, induce una respuesta efectora principalmente pro-inflamatoria (Figuras

20-22) en ambas poblaciones de macréfagos descritas en el presente trabajo.
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A pesar de esto, aun no hemos esclarecido si el tmTNF solo o en conjunto con
CD3 modula una via de senalizacion celular hasta ahora desconocida que
pudiera estar implicada en la activacibn de estas subpoblaciones
excepcionales. Faltaria explorar cuales son las sefiales intracelulares que
inducen la respuesta efectora de estos macréfagos en la produccién de
citocinas pro-inflamatorias. Por lo que queda mucho campo de investigacion
sobre las vias de sefAalizacidon que estas dos moléculas encienden en

macrofagos CD3".

El analisis por clusters nos permitio distinguir que aun cuando los estimulos
otorgados a las subpoblaciones de macroéfagos fueran distintos, en general las
subpoblaciones se agrupan y comparten caracteristicas de su respuesta ante la
produccion de citocinas, quimiocinas y factores de crecimiento (Figuras 23 y
24). Sugiriendo que la plasticidad de estos macrofagos al expresar TCR les
otorga una capacidad de respuesta caracteristica y principalmente pro-

inflamatoria.

El papel del TNF ante la infeccibn por M. tuberculosis es sumamente
importante. Como nuestros resultados lo muestran, el TNF soluble incrementa
ante la infeccion por M. tuberculosis, principalmente ante la cepa virulenta
H37Rv. EI TNF es una citocina soluble tipicamente inflamatoria que es
escindida mediante la enzima TACE de su forma tmTNF. Esta citocina puede
ocasionar una activacion celular a través de dos receptores el TNFR1 y el
TNFR2. Por lo general, la forma soluble del TNF actua sobre el TNFR1,
presente constitutivamente en todas las células mientras que la tmTNF actua
sobre el TNFR2, expresado principalmente en células del sistema inmune y
endotelio (59).

Los macrofagos CD3*TCRaB™ incrementan la expresion de TNFR1 ante la
infeccion con la cepa H37Ra, lo anterior sugiere que la activacion de este
receptor, principalmente con la forma soluble del TNF, juega un papel en la
induccién de apoptosis de las células infectadas que lo expresan (en particular
en la subpoblacién CD3'TCRap’). Como ha sido previamente reportado, el

TNFR1 induce principalmente la via de apoptosis (59). Ademas como nuestros
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datos muestran, esta subpoblacién ante el estimulo de CD3 es la principal
productora de TNF lo que sugiere una regulacién autécrina a través de la
secrecion de TNF y su activacion a partir del TNFR1. Por otra parte, la menor
expresion del TNFR2 en los macrofagos CD3"TCRap’, permitiria la interaccion
con el tmTNF expresado en los macréfagos CD3'TCRaB”, y de esta manera
una interaccion juxtacrina y por ende una regulacién entre ambas sub-
poblaciones. Esta sefal bi-direccional contribuye a la plasticidad del sistema

ligando receptor del TNF.

Por su parte el incremento del TNFR2 en los macréfagos CD3"TCRaB”, ante la
infeccion por H37Rv, permitira la interaccion entre las dos subpoblaciones a
través de tmTNF-TNFR2; lo que posiblemente activaria la retro-sefializacion
por tmTNF y activacién directa por el TNFR2, como ha sido reportado
previamente (68). Exacerbando asi la respuesta pro-inflamatoria a través del
TNFR2 en la activacion del factor de transcripcion de citocinas pro-inflamatorias
NFkB. Ya que en monocitos, la retro-sefializacion por tmTNF ha sido descrita
como un mecanismo de silenciamiento mas que una senal estimulatoria (68); lo
anterior sugiere un rol diferente en el tipo de sefal en la inmunidad innata y
adaptativa a través del tmTNF. En el caso particular de estas subpoblaciones
de macréfagos con caracteristica de linfocito, por la expresion del TCR", seria

interesante explorar el rol de estas sefales en la activacion y funcién.

Se ha reportado que la infeccién por BCG no sélo induce la liberacién del TNF,
sino también la escision de sus receptores (TNFR1 y TNFR2) por TACE (13).
La funcién de los receptores solubles es un mecanismo que bloquea la
actividad del TNF para reducir la sensibilidad celular ante sus actividades
bioldgicas (58, 179). Por lo que el conocimiento actual de la modulacién fina
entre el TNF y sus receptores, asi como la retro-sefalizacién inducida por
tmTNF en la mantencién y funcionalidad de estas subpoblaciones de
macrofagos poco reconocidas no es suficiente para comprender su verdadera

implicacién biolégica.

La contribucién del presente trabajo completa la descripcién fenotipica de los

datos de la Dra. Leslie Chavez Galan y caracteriza funcionalmente a dos
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subpoblaciones de macrofagos humanos que presentan la molécula CD3".
Esta descripcion abre una nueva perspectiva en el papel que un complejo
proteico que se creia exclusivo del linaje linfoide, podria tener en una célula de
origen mieloide. Aun no es claro a qué nivel el estimulo de CD3 se encuentra
activando a estas células. Sin embargo, nuestros datos apoyan el hecho de
que esta molécula es funcional en los macrofagos CD3". Las implicaciones en
la regulacién y el papel del tmTNF, el TNF, asi como sus receptores y sus
interacciones; ameritan una exploracién profunda para entender la significancia
bioldégica durante la respuesta inmunitaria. Lo anterior abre un panorama de
posibilidades que deben ser exploradas para un mayor entendimiento acerca

de la biologia de estas subpoblaciones, cuya existencia es controversial.

Durante un proceso infeccionso:
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Figura 44. Resumen grafico de la modulacion de moléculas presentes en macréfagos
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CD3" y su posible rol en la respuesta inmunolégica ante la infeccion por Mycobacterium
tuberculosis. Ante la presencia del bacilo de tuberculosis, la respuesta inmunitaria se
caracteriza por secretar citocinas pro-inflamatorias principalmente el TNF, este juega un papel
crucial para sostener el granuloma, caracteristica patologica de la infecciéon por M. tuberculosis.
La produccion de la principal quimiocina atrayente de macrofagos MCP-1, en el sitio de

infeccién, sugiere primeramente el reclutamiento de los macréfagos CD3'TCRaf" (1) y en
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segundo lugar los macréfagos CD3*TCRaf, al sitio de infeccién a través de CCR4 (2). Una vez
en el sitio de infeccion estas subpoblaciones secretaran citocinas, principalmente pro-
inflamatorias, pero especificas para cada subpoblacion. El incremento de CD16 en los
macréfagos CD3'TCRap”, ante la infeccién sugiere una mayor capacidad fagocitica por los
mismos actividad clasica de un macréfago. Por su parte la disminucion de CD1b y CD1d en los
macréfagos CD3'TCRap’, ante la infeccion sugiere que los macréfagos CD3'TCRap’, se
especializaran en la presentacion de antigenos lipidicos de la bacteria, ya que a su vez, estos
incrementan la expresion de CD1c. En el proceso de presentacion de antigeno estas
subpoblaciones de macréfagos podrian migrar a érganos linfoides secundarios o terciarios
mediante CCR7, molécula caracteristicamente expresada en linfocitos T presente también en
estas subpoblaciones (3). El rol del TNF y la interaccién con sus receptores parece jugar un
papel importante en la regulacion de estas subpoblaciones. Como se ha reportado, los
macréfagos TCRap®, se encuentran principalmente en la zona interna del granuloma. Los
macréfagos CD3'TCRap” se caracterizan por expresar el tmTNF, el cual tiene afinidad por el
TNFR2, receptor que incrementa su expresion en la misma subpoblacion de macréfagos ante
la infeccion con la cepa H37Rv. Posiblemente, activan la via de activacion clasica de NFKB e
inducen a la produccion de citocinas pro-inflamatorias. Mientras que ante la infeccion los
macréfagos CD3'TCRaf™ incrementan su expresion de TNFR1, receptor que tiene mas
afinidad por el TNF soluble, esto sugiere una regulacion autdcrina, pues es esta subpoblacion
la que produce mayor cantidad de TNF y a su vez podria activar un mecanismo de muerte
controlada por medio de apoptosis a través de las sefiales del TNFR1. Por ultimo, ante mayor
virulencia de la cepa utilizada para la infeccion se observa una disminucion en la expresion de
CD1c y CD16 moléculas importantes tanto en la presentacion de antigenos lipidicos como de

capacidad efectora por medio de la fagocitosis.

IX Conclusiones

Con base en los hallazgos del presente proyecto, podemos concluir que:

1. Corroboramos lo que se ha descrito previamente por la Dra. Leslie Chavez
Galan y podemos decir que existen dos sub-poblaciones poco reconocidas de
macrofagos derivados de monocitos humanos de donadores sanos, que

expresan CD3" y pueden o no expresar el TCRap.

2. Por su caracterizacion fenotipica la expresién del CCR4, es mayor en los
macrofagos CD3"TCRaB* comparados con la subpoblacion CD3*TCRaB™ y los

macrofagos CD3'.
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3. En cuanto la funcionalidad de la expresion de CD3 y el tmTNF en estos
macrofagos, el efecto de los estimulos empleados generan de manera
independiente la produccion de citocinas pro-inflamatorias principalmente. Sin
embargo producen citocinas diferentes, en los macréfagos CD3*"TCRa" (IL-6,
IL-8, IP-10, IL-1b, MCP-1), mientras que los CD3"TCRaB" (IFNy, MIP-1b, TNF).
Aunado a esto, los macréfagos CD3"TCRaB* expresan SOCSC3 confirmando

asi el perfil pro-inflamatorio tipo M1.

4. Los datos de la infeccidn con M. tuberculosis indican que aunque no existe
una diferencia en el porcentaje de los macréfagos CD3" ante la infeccion por
dos cepas una avirulenta y la otra virulenta; si se modifica el perfil de moléculas

gue expresan en su superficie.

5. Las unicas moléculas que se ven modificadas dependientes de la cepa son
CD1c y CD16 ambas disminuyen ante la infeccion por H37Rv en la

subpoblacion CD3"TCRaB* con respecto a la infeccion por la cepa H37Ra.

6. La expresién de la familia CD1 sélo se ve modificada por la infeccidn con la
cepa H37Ra. Para CD1c hay un incremento en los macrofagos CD3*TCRaB*
mientras que CD1d y DC1b disminuyen en la subpoblacién CD3"TCRaf".

7. El unico receptor de quimiocina estudiado que sufri6 cambios ante la
infeccion fue CCR4, su expresion incrementd en la subpoblacion de
macréfagos CD3'TCRaoB* ante la infeccion por H37Ra. Mientras que la

infeccion por H37Rv no produjo ninguna diferencia en estos receptores.

8. CD16 disminuyd su expresién en los macrofagos CD3*TCRaB" ante la
infeccion por H37Rv y también presentd un incremento en su expresion durante

la infeccion por H37Ra en la subpoblaciéon CD3*TCRo".

9. Ante la infeccion in vitro por M. tuberculosis, la expresion de tmTNF en las
sub-poblaciones de macroéfagos de interés no se modifica. Ademas, se

corroboré como se habia reportado por la Dra. Leslie Chavez Galan, que el
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tmTNF se encuentra en mayor proporcion en la subpoblacién de macréfagos
CD3'TCRa" en homeostasis.

10. Los TNFRs se expresan de manera diferenciada entre subpoblaciones de
macréfagos CD3" y ante la infeccion por H37Ra o H37Rv se ven modificados.
El TNFR1 incrementa en la subpoblacién CD3"TCRap™ ante la infeccion con
H37Ra. Mientras que el TNFR2 aumenta en los macréfagos CD3*TCRaB*, ante

la infeccidon con H37Rv.

11. Existe un incremento en la producciéon de TNF ante la infecciéon por H37Rv

en los MDM totales de las subpoblaciones de macréfagos.
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1. Apéndice |

Tabla 4. Anticuerpos para FACS

Anticuerpo Fluorocromo |Clona
CD14 BV510 M5E2
CD11b PerCpCy5.5 ICRF44
CD206/MMR | APC/Cy7 15-2
CD80 PE/Cy5 2D10
CD86 APC 1T2.2
CD68 PerCP/Cy5.5 |Y1/822
CD19 FITC LT19
CD2 FITC TS1/8
CD3 APC UCHT1
TCRaf BV421 IP26
TCRyS PE Bl
HLA-A,B,C PE/Cy7 W6/32
HLA-DR APC L243
CDl1a PECy5 HI149
CD1b FITC MT101
CDl1c PerCP L161
CD1d PE CD1d42
CD16 PE/Cy5 3G8
TNF PE 6401.1111
CCR4 PE-Cy7 1G1
CCR7 BVv421 G043H7
CXCR1 PE/Cy5 8F1/CXCR1
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Figura 45. Dispersion de valores de citocinas, quimiocinas y factores de crecimiento en
las subpoblaciones de macrofagos de interés en el control negativo (sin estimulo). La
subpoblacion CD3- presenta mayor dispersion en las citocinas, quimiocinas y factores de
crecimiento analizadas para describir la funcion de estas subpoblaciones de macrofagos. n=6.
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Figura 46. Dispersion de valores de citocinas, quimiocinas y factores de crecimiento en
las subpoblaciones de macréfagos de interés ante el estimulo de CD3. La subpoblacion
CD3- presenta mayor dispersién en las citocinas, quimiocinas y factores de crecimiento
analizadas para describir la funcién de estas subpoblaciones de macréfagos. n=6.
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Figura 47. Dispersion de valores de citocinas, quimiocinas y factores de crecimiento en
las subpoblaciones de macréfagos de interés ante el estimulo de tmTNF. La subpoblacion
CD3- presenta mayor dispersién en las citocinas, quimiocinas y factores de crecimiento
analizadas para describir la funcion de estas subpoblaciones de macrofagos. n=6.
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Figura 48. Dispersion de valores de citocinas, quimiocinas y factores de crecimiento en
las subpoblaciones de macrofagos de interés ante el estimulo tanto de CD3 como

tmTNF. La subpoblacion CD3- presenta mayor dispersion en las citocinas, quimiocinas

y

factores de crecimiento analizadas para describir la funcién de estas subpoblaciones de

macrofagos. n=6.
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Figura 49. Dispersion de valores de citocinas, quimiocinas y factores de crecimiento en
las subpoblaciones de macréfagos de interés utilizando un control de isotipo (IC). Las
subpoblaciones: MDM y CD3- presentan mayor dispersion en las citocinas, quimiocinas y
factores de crecimiento analizadas para describir la funcién de estas subpoblaciones de
macrofagos. n=6.
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Figura 50. Dispersion de citocinas, quimiocinas y factores de crecimiento en las
subpoblaciones de macréfagos de interés en el control positivo (IFNy y LPS). La
subpoblacion CD3- presenta mayor dispersién en las citocinas, quimiocinas y factores de
crecimiento analizadas para describir la funcion de estas subpoblaciones de macréfagos. n=6.
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