“DE* &
o e
<)
FAC |6|‘|E.TA [+ .

CIEMCIAS EXACTAS
y ¥ NATURALES

Universidad de Buenos Aires.

Facultad de Ciencias Exactas y Naturales.

Departamento de Fisiologia, Biologia Molecular y Celular.

Modulacion de los mecanismos efectores de linfocitos T
por proteinas de sefializacion en pacientes con

tuberculosis pulmonar activa.

Tesis presentada para optar al titulo de Doctor de la Universidad de

Buenos Aires en el drea: CIENCIAS BIOLOGICAS.

Lic. Virginia Pasquinelli

Director de tesis: Dra. Verdnica E. Garcia.

Consejero de estudios: Dr. Omar Coso.

Lugar de Trabajo: Laboratorio de Inmunogenética, Facultad de

Medicina, Universidad de Buenos Aires.

Buenos Aires, 2008.



Modulacién de los mecanismos efectores de linfocitos T por
proteinas de seiializacion en pacientes con tuberculosis pulmonar

activa.

La produccidon de la citoquina Thl IFN-y por células T es crucial para la
inmunidad contra la infeccibn por Mycobacterium tuberculosis. Nosotros
investigamos la expresion y el rol de SLAM (Molécula Linfocitaria Activadora de
Sefnales), SAP (Proteina asociada a SLAM) e ICOS (Coestimulador Inducible),
moléculas de sefalizacion que regulan citoquinas Thl, en el contexto de la
tuberculosis humana. Mas aun, para comprender las vias de sefializacidon que
controlan la secrecion de IFN-y en respuesta a M. tuberculosis, estudiamos la
funcién del factor de transcripcidn CREB y de la citoquina IL-17, proteinas que
participan en la regulacion del IFN-y. Encontramos que la expresion de SLAM e
ICOS en células T correlacionaba directamente con la respuesta al antigeno
especifico, mientras que la expresion de SAP en células de pacientes con
tuberculosis se asociaba inversamente con la produccion de IFN-y de estos
individuos. SLAM se expreso tanto en linfocitos T como en células dendriticas
de pacientes con tuberculosis, conduciendo a una sefializacién bidireccional
que indujo produccion de IFN-y. Finalmente encontramos que IL-17 e IFN-y se
regulan reciprocamente a través de un mecanismo dependiente de SLAM y
CREB. En conjunto nuestros resultados sugieren que la regulacion terapéutica
de las moléculas de sefalizacion podria en ultima instancia modificar la
respuesta en tuberculosis y promover una inmunidad mas efectiva contra el

patdégeno.
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células T, células dendriticas.



Modulation of the effectors mechanisms of T lymphocytes by

signaling proteins in patients with active pulmonary tuberculosis.

Production of the Thl cytokine IFN-y by T cells is considered crucial for immunity
against Mycobacterium tuberculosis infection. We investigated the expression
and role of SLAM (signaling lymphocytic activation molecule), SAP (SLAM
associated protein) and ICOS (Inducible costimulatory, signaling molecules
known to regulate Thl cytokines in the context of human tuberculosis.
Moreover, to further understand the signaling pathways that control IFN-y
secretion in response to M. tuberculosis we studied the function of the
transcription factor CREB and the cytokine IL-17, proteins known to participate
in the IFN-y pathway. We found that T cell expression of SLAM and ICOS was
directly correlated with responsiveness to M. tuberculosis antigen, whereas the
expression of SAP on cells from tuberculosis patients was inversely associated
with IFN-y production in those individuals. Furthermore, SLAM was expressed
both on T lymphocytes and dendritic cells (DC) from tuberculosis patients,
leading to a bi-directional signaling that induced IFN-y production. Finally we
found that IL-17 and IFN-y were cross-regulated in human tuberculosis, by a
mechanism involving SLAM and CREB. Together our results suggest that
therapeutic regulation of signaling molecules may ultimately alter the T cell
response in tuberculosis and promote more effective immunity against

tuberculosis infection.

Key words: Tuberculosis, signaling proteins, IFN-y, Costimulation, T cells,

dendritic cells.
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Introduccioén

Tuberculosis

Mycobacterium tuberculosis es un patdégeno humano altamente exitoso
debido a su habilidad de infectar y causar enfermedad en diez millones de
personas por ano en el mundo, constituyendo asi la principal causa de muerte
mundial por un agente infeccioso. Datos estimativos indican que anualmente
se producen entre 8 y 10 millones de nuevos casos de tuberculosis activa, de
los cuales al menos 3,5 millones mueren a causa de esta infeccidén. Asi, la
tuberculosis se ubica en el séptimo lugar global en términos de morbilidad y
mortalidad (1).

En 1993, la Organizaciéon Mundial de la Salud declard a la tuberculosis
“emergencia sanitaria mundial”. En Argentina los Ultimos reportes notificaron
11.240 nuevos casos de tuberculosis en el 2006 (OPS, Ministerio de Salud), con
casi mil muertes/ano. Desde el ano 2001, el programa nacional de control de
tuberculosis, como el pais en general, sufri® una gran crisis que afectd la
capacidad de brindar a la poblaciéon el mejor y mds efectivo método de
deteccion y control de un problema de enorme repercusidon en la salud
publica. Esta problemdtica afectd gravemente el desarrollo de las acciones,
que en el futuro hard que su efecto se refleje en la situacion epidemioldgica
del pais. Asimismo, la interaccion tuberculosis-virus de la Inmunodeficiencia
Humana (VIH) estd ocasionando efectos devastadores (2): la infeccidon por VIH
ha emergido como el principal factor predisponente para el desarrollo de
tuberculosis (primaria o reactivacién), la co-infeccidn VIH-M. tuberculosis
constituye una combinacion letal, ya que cada una de estas infecciones

individualmente acelera el progreso de la otra, siendo la infeccidn por este
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patdégeno intracelular una de las principales causas de muerte en individuos
VIH positivos (VIHY). A este respecto, por un lado, la tuberculosis empeora el
estado de la infeccion por el virus VIH, incrementa la replicacion viral,
disminuye la inmunidad y acelera el inicio del Sindrome de Inmunodeficiencia
Adquirida (SIDA) (3). Mdas aun, la co-infeccidon por el virus VIH incrementa
marcadamente el riesgo de progresidon a tuberculosis activa, ya que la
habilidad del huésped de controlar la infeccién bacteriana se encuentra
limitada (4). A esto se agrega el significativo problema clinico constituido por
la fuberculosis multiresistente, lo cual se asocia con alta morbilidad y
mortalidad.

Aunque ha sido demostrada la eficiencia en la prevencién de formas
severas de tuberculosis infantil, varios ensayos clinicos (5) han sugerido que la
BCG no previene la infeccidn por el bacilo tuberculoso y que confiere escasa
proteccion frente a la tuberculosis pulmonar en adultos. Como consecuencia,
a pesar del uso de la vacuna BCG en ciertos paises como la Argenting, la
tuberculosis continda siendo una epidemia global por lo que el diseno de una
nueva vacuna efectiva constituye una necesidad urgente. Mds aln, nuevas
estrategias experimentales han mostrado ser prometedoras (5), pero el
desarrollo de una vacuna eficiente contra la tuberculosis claramente depende
de una completa comprensidon de la respuesta inmune del huésped frente a la
infeccién por este patdégeno (6).

Un tercio de la poblacidon mundial estd latentemente infectada con M.
tuberculosis. Luego de la infeccidn, se establece un balance entre el huésped
y el patdégeno, y el tipo de respuesta inmune montada contra la bacteria

influenciard fuertemente el curso de la enfermedad (6). Aproximadamente en
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un 5% de los individuos inmunocompetentes, la infeccion progresa de la forma
latente a la enfermedad activa en el transcurso de dos anos; en otro 5%, la
reactivaciéon de la enfermedad ocurre mds tarde (6). La razén de la
progresion a la enfermedad no ha sido aun completamente definida. Por ofro
lado, aproximadamente el 90% de los individuos inmunocompetentes con
tuberculosis latente permanecen como individuos sanos, sin sinfomas, a lo
largo de toda su vida. Estos individuos desarrollan una fuerte respuesta
inmune, pero el bacilo permanece indefinidamente en el huésped. Asi, en la
patogénesis de la tuberculosis es posible distinguir tres etapas (Fig. 1), durante
las cuales intervienen multiples factores, como factores de virulencia propios
del microorganismo y una respuesta inmune inapropiada del huésped que
conduce a dano fisular (7). La primera etapa se inicia con la inhalacion de
particulas con M. tuberculosis, y este contacto fértil con el bacilo conduce a
evolucion de la infeccidon primaria hacia enfermedad. Sin embargo, sélo 10 %
del indculo inhalado llega a los alvéolos y bronquiolos, donde la bacteria es
reconocida y fagocitada por los macréfagos alveolares o las células
dendriticas (CD) (7). Una vez dentro de las células, el crecimiento infracelular
de M. tuberculosis dependerd de la capacidad de evasion de la bacteria y de
los mecanismos microbicidas de los macréfagos. Los macréfagos expuestos a
M. tuberculosis secretan citoquinas proinflamatorias (IL-1, TNF-a e IL-6) que
contribuirdn a la formacion de lesiones focales granulomatosas, proceso que
lleva 2-3 semanas, y que generalmente conduce a la contencién del
patdégeno (8). A las 3 semanas comienza la segunda etapa, desarrolldndose
una respuesta antigeno especifica que contribuye a resolver la infeccidon en un

huésped inmunocompetente. Estos individuos permanecerdn infectados y
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serdn portadores del bacilo, pero no presentardn signos de infeccién
(individuos con tuberculosis latente). Los macréfagos infectados, presentes en
el interior del granuloma, serdn eliminados; en tanto que a nivel periférico se
producird fibrosis (7). Luego de 4-5 semanas de infeccion progresiva, los
granulomas microscépicos aumentan de tamano y se fusionan con otros
granulomas, ocasionando grandes dreas necrdticas rodeadas por capas de
histiocitos epiteloides, células gigantes multinucleadas, fibroblastos, linfocitos y
monocitos. A pesar del pH dcido, la baja concentracidon de oxigeno vy la
presencia de dcidos grasos toxicos, M. tuberculosis puede permanecer viable
por décadas. La infeccion puede mantenerse en esta etapa o progresar
hacia la siguiente etapa, segun la inmunidad mediada por células. Sila misma
es apropiada, el granuloma se resolverd, dejando pequenas lesiones fibrosas
calcificadas (7). La tercera y Ultima etapa se produce por reactivacion del
bacilo latente, comenzando una infeccidn aguda secundaria; si bien la
infeccién secundaria también puede ocurrir por inhalacién adicional de M.
fuberculosis. Actualmente se desconoce el mecanismo responsable de la
reactivacion, pero estd claramente asociado a factores del sistema inmune
del huésped, ya que condiciones que afectan al mismo (infeccién por VIH,
terapia con esteroides, edad avanzada, desnutricidn), favorecen el proceso
de reactivaciéon. En estos casos, los macréfagos infectados pueden escapar
del granuloma ocasionando diseminacién hacia el ganglio linfatico regional.
Si la inmunidad mediada por células es inadecuada, la respuesta de
hipersensibilidad retardada tratard de combatir a los bacilos que se
multiplican, pero a la vez ocasionard destruccion del tejido pulmonar llevando

a la formacién de cavidades. La reactivacion que progresa a formacion de
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cavidades, con multiplicacién extracelular en altisimos nUmeros de la bacteria,
favorece la propagaciéon de cepas de M. tuberculosis resistentes y de alta

virulencia (7).

Respuesta inmune
del huésped

J \ E nfermedad

Aguda

Cura
espontanea

/ Reactivacion Dis eminacidn

{=10%) Transmisidn

Granuloma

Figura 1. Tuberculosis: de la infeccion a la enfermedad activa. Existen tres etapas o resoluciones
diferentes en la infeccién humana por M. tuberculosis. La frecuencia de la cura espontdnea es
desconocida, pero se supone que es poco frecuente. En el huésped inmuncomprometido, la
infeccién puede desarrollarse directamente luego de la infeccidén. En la mayoria de los casos,
las micobacterias son inicialmente contenidas y la enfermedad se desarrolla luego como
resultado de la reactivacién. El granuloma es el sitio de infeccidn, persistencia, patologia y
proteccién. (Figura adaptada de Nature Reviews Immunology (2001; 1:20-30).

Respuesta inmune del huésped contra M. tuberculosis

Respuesta Inmune Innata:

La respuesta innata frente al bacilo no ha sido aun completamente

dilucidada pero es claramente importante ya que algunos individuos con
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exposicion primaria a M. tuberculosis no se infectan. Mds aun, datos
epidemioldgicos, avalan el rol de la respuesta inmune innata en la tuberculosis
humana (9).

Los macréfagos alveolares residentes son el primer tipo celular
involucrado en la fagocitosis de M. tuberculosis (?). Luego de este primer
encuentro, las CD vy los macréfagos derivados de monocitos también forman
parte del proceso fagocitico. Un gran nUmero de receptores son criticos en el
reconocimiento de M. fuberculosis por los fagocitos (Fig. 2), incluyendo los
receptores del complemento (CR), el receptor de manosa (MR), el receptor
DC-SIGN en las CD, el receptor de la proteina surfactante A (Sp-A), el receptor
“scavenger” clase A, las lectinas de unién a manosa (MBL), y posiblemente |a
dectina-1 (10). En los macréfagos humanos, los receptores primarios para el
reconocimiento de M. tuberculosis son el MR y CR3 (10). En contraste en las CD
humanas, DC-SIGN es el principal receptor involucrado en la fagocitosis de
este microorganismo (10). Ademdas de las fagocitosis, el reconocimiento de M.
fuberculosis o sus productos es un paso crucial en la respuesta inmune efectiva
contra este patdgeno (9). Los receptores tipo Toll (TLR) son esenciales para el
reconocimiento de componentes microbianos por macréfagos y CD; vy la
activacién de estos receptores en la respuesta inmune innata permitirdn la
subsiguiente activacion de la respuesta inmune adaptativa frente a distintos
patdégenos (9, 11). Varios estudios in vitro e in vivo sugieren que los TLRs son
reguladores criticos de la respuesta inmune en tuberculosis. Estudios in vitro
indican que M. tuberculosis es reconocido por el TLR2/1/6, TLR?, y posiblemente
también por TLR4 (55, 56). Ha sido propuesto que el TLR2 tiene un rol central en

el reconocimiento de M. tuberculosis por los macréfagos (10). La pared celular
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de las micobacterias contiene un gran niUmero de ligandos proinflamatorios
del TLR2, incluyendo lipoproteinas, peptidoglicanos complejos, lipidos, y
lipoarabinomananos (LAM) (10). Los LAM de M. tuberculosis poseen una
terminacion de manosa no estimulatoria (ManLAM), la cual estd ausente en las
micobacterias de crecimiento rédpido (ara-LAM). Ha sido demostrado que ara-
LAM pero no Man-LAM es un ligando del TLR2 (10). Por Ultimo, trabajos
recientes sugieren que el TLR1, TLRé y TLR? cooperarian con el TLR2 para el

reconocimiento de la micobacteria por macréfagos y CD (10).

Fagecitosis de

. tubercuiosis Reconocimients inmune da
IA. tubercufosis
\ Lipoproteinas LA SDNA?
-4
Receptor *
R sp.ap "B
L J de manosa
Receptor LR6
del complemento LRY9

Dectin DC-SIGH

TLRs

IRAK Ky DoR
r-
Fagosoma Productos de
micobacterias
Y
NF-«B

W"‘ Activacién dela
Respuesta inmune

Figura 2. .Fagocitosis y reconocimiento inmune de M. tuberculosis. Varios receptores han sido
identificados para el reconocimiento de M. tuberculosis por macréfagos y CD (ver texto para
mds detalle). Luego de la unidn a los TLR, vias de sefalizacidn comunes son activadas que
llevan a la activacion celular y la produccidon de citoquinas. Los TLR se expresan no solo en la
superficie celular sino también en los fagosomas, por lo tanto la activacién inmune puede ocurrir
en presencia o ausencia de fagocitosis. Por otro lado, la fagocitosis sola, probablemente no
lleva a la activacién inmune sin la accién de los TLR. Sp-: receptor de las proteina surfactantes,
MBL: lectinas de unidn a manosa, LAM: lipoarabinomananos. (Adaptado de Clin Microbiol Rev
15:294). *
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El reconocimiento de M. tuberculosis durante la respuesta inmune innata
por las células fagociticas lleva a la activaciéon celular y la rapida produccion
de citoquinas proinflamatorias (Fig. 3). Estas citoquinas y quemoquinas
reclutan células inflamatorias (células T, neutréfilos, y células NK) al drea de
infeccién y coordinan la respuesta inmune adaptativa contra M. tuberculosis
(10). Laresolucion favorable de la infeccion depende entonces en gran parte,
de la red de citoquinas establecida. El balance entre M. tuberculosis y la
respuesta inmune del huésped determina la resolucion de la infeccidon. Luego
de que M. tuberculosis es fagocitado por los macréfagos alveolares, se
desarrolla una respuesta inflamatoria local no especifica (?9). Esta respuesta,
como se dijo anteriormente es regulada por una red compleja de citoquinas
proinflamatorias, anfi-inflamatorias y quemoquinas. La mayoria de los
mediadores en este punto (IL-1B, IL-12, TNF-a, IL-15, IL-18, entre otros) son
producidos por macréfagos o CD, pero el IFN-y es secretado por diversos tipos
celulares, incluyendo células NK, células T y8, y células T restringidas a CD1 (9).
Aungue las células NK y las células T han sido consideradas por mucho tiempo
como las fuentes exclusivas de IFN-y, publicaciones recientes han demostrado
que esta citoquina Th1 podria también ser producida por monocitos,
macréfagos y CPA (12, 13).  Mds aun, ha sido demostrado que las CD
humanas de individuos sanos producen IFN-y en respuesta a la estimulacion
con BCG por un mecanismo dependiente de TLR2 (14).

En resumen, esta respuesta inicial determina el crecimiento local de M.
tuberculosis o la contenciéon de la infeccion. Las células fagociticas poseen un
rol clave en el inicio de la respuesta local inflamatoria, asi como también en la

presentacion antigénica vy la iniciaciéon de la inmunidad mediada por células.
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Dada la importancia de la respuesta inmune innata en la generacién de una
respuesta adaptativa protectiva, las diferencias individuales en la resolucién
de la infeccidon por M. tuberculosis, pueden en parte ser explicadas por la

eficiencia de varios mecanismos de la respuesta innata del huésped (9).

IL-8 IL-1

TNF-
Quemoquinas “
IL-12
PMNs : \\

Quemoquinas
TNF-a

IL-2:

‘k/ Célula T

CDS8, CD4, T Reg

Macréfago /
IL-12 IL-10i
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Figura 3. Respuesta inmune celular contra M. tuberculosis. Luego de la infeccién, los
macréfagos activados secretan citoquinas y quemoquinas que activan macréfagos, células T,
neutréfilos y células NK.  Las células Ty las células NK producen IFN-y que, junto con ofras
citoquinas, induce la activacién de los macréfagos contribuyendo a la eliminacidon de M.
tuberculosis. Adaptado de Immunol. Rev., 219:167.

Respuesta inmune adaptativa en tuberculosis:

La respuesta Thl. La inmunidad contra micobacterias consiste en una
compleja serie de interacciones entre varias poblaciones celulares que deben
controlar y contener la infeccidn, asi como prevenir la reactivacion de la
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misma. La inmunidad celular contra el patdégeno involucra una critica
interrelacion entre linfocitos T, células presentadoras de antigeno (CPA)
(macréfagos y CD) y mediadores solubles (citoquinas y quemoquinas). La
respuesta inmune protectiva en fuberculosis puede ser definida como una
respuesta Th1 ya que la inmunidad celular y la produccion de IFN-y por células
T CD4* y CD8* es critica para el control de la enfermedad en humanos vy
animales (15-17). Los eventos relacionados con la respuesta inmune innata y
adaptativa del huésped frente a la micobacteria empiezan con el arribo de
M. tuberculosis al pulmdn, una interaccidn coordinada entre la respuesta
innata y la adaptativa es esencial.

Luego de la fagocitosis de la micobacteria por los macréfagos, los
antfigenos proteicos de la bacteria son convertidos en péptidos y presentados
a las células T por las CPA (18). De esta manera, cuando las células T se
encuentran por primera vez en la periferia con el antigeno presentado por las
CPA, se inicia un proceso de diferenciacion celular que incluye el compromiso
de las células T hacia la produccion de un patron de citoquinas especifico. La
mayoria de las funciones de las ramas humoral y celular del sistema inmune
adaptativo son llevadas a cabo por células Th. Estas funciones son facilitadas
por la habilidad de estas células para diferenciarse luego de activaciéon en las
subpoblaciones Th1 y Th2, favoreciendo asi la induccién de funciones inmunes
celulares y humorales, respectivamente, y permitiendo de esta manera al
organismo responder a microorganismos intracelulares y extracelulares (19).
Las células diferenciadas hacia un fenotipo Thl secretardn IL-2, IFN-y vy
linfotoxina-a. mientras que las células Th2 producirdn IL-4, IL-5, IL-9, IL-10 e IL-13

(20).
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El proceso de diferenciacion a linfocito Th1 o Th2 puede ser influenciado
por la concentracion y via de administracion del antigeno, el tiempo de
interaccion entre el receptor de las célula T (TCR) y el Complejo Mayor de
Histocompatibilidad (CMH)-péptido, el tipo de CPA que estimula ala célula Ty
moléculas coestimulatorias presentes en las membranas celulares tanto de las
CPA como de los linfocitos T, aunque los reguladores mds potentes de la
diferenciacién Th son indudablemente las citoquinas. La IL-4, citoquina critica
producida por células Th2, ejerce su efecto sobre células Thp a través de la via
de senalizacién de Stat 6 (21, 22). Por ofro lado, la IL-12, que senaliza a través
de Stat4, es el principal inductor del desarrollo de células efectoras Th1. Ha
sido demostrado que los ratones deficientes en IL-12, en el receptor B1 de IL-12
o en Stat 4, muestran respuestas Th1 marcadamente reducidas (21, 22). De
esta maneraq, las citoquinas producidas por cada subpoblacidon Th conforman
redes de regulacion positiva y negativa que dirigen la polarizacién de las
células Th. La actividad de las citoquinas da como resultado el predominio de
un fenotipo Th particular (21, 22).

Aunque, existe una fuerte respuesta humoral durante la tuberculosis, el
rol de las células B no estd bien definido. Mds aun, en individuos con defectos
en las vias cldsica y alternativas del complemento, la via de unién a lectinas, o
neutropenia no se ha observado incremento de la susceptibiidad a la
tuberculosis (23). Por el contrario, las células T son de importancia fundamental
en la resistencia frente a las micobacterias, como se observa en pacientes con
enfermedades hereditarias tales como inmunodeficiencias combinadas
severas, en los cuales se observa infeccién por BCG diseminada o fatal, y en

pacientes con tratamientos inmunosupresores de la funcidn T que presentan
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mayores riesgos de enfermedades micobacterianas (23). Dado que M.
tuberculosis reside en vacuolas intracitoplasmdaticas, los antigenos son
presentados a las células T principalmente en el contexto de CMH Il
Consecuentemente, las células T CD4* son de importancia critica en el control
de la infeccidn, como ya ha sido demostrado exhaustivamente en modelos
animales deficientes en células T CD4* (6). En humanos, el ejemplo mds
dramdtico estd representado por los individuos VIH* infectados con M.
fuberculosis en forma latente. Estos pacientes tienen un riego anual del 8-10%
de desarrollar tuberculosis activa, comparado con un 10% de riesgo a lo largo
de toda la vida en individuos VIH negativos PPD* (6, 15).

En los macréfagos, M. tuberculosis induce un incremento en los niveles
de ARN mensajero (ARNm) de varios genes proinflamatorios, particularmente el
TNF-a (24). Esta citoquina dispara la expresion de quemoquinas por
macréfagos (24), que atraen a las células al sitio de infeccidon y son
importantes en la formacién y mantenimiento del granuloma. El transporte de
los antigenos micobacterianos desde los pulmones hacia el ganglio linfatico es
mediado por las CD pero no por los macréfagos (11). Interesantemente, en las
CD, M. tuberculosis estimula la produccion de IL-12, (6) que activa a células NK
y células T, induciendo la secrecién de mds IFN-y y creando asi un sistema de
retroalimentacion positiva que favorece la polarizacién de linfocitos T
precursores a linfocitos T productores de citoquinas de tipo Th1 (25). Las células
Th1 tienen, como dijimos anteriormente, un rol primario en la produccién de
IFN-y pero también poseen otras funciones independientes del IFN-y, como la
produccion de linfotoxina, esencial para la migracion de linfocitos al sitio de

infeccidn (6). La infeccidon por M. tuberculosis resulta asi, en la induccidn de un
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gran nUmero de citoquinas, algunas de ellas tienen un rol esencial en la
resistencia a la infeccion. Por ejemplo, los individuos con defectos
Mendelianos en el gen que codifica para la subunidad p40 de IL-12 e IL-23
(importantes inductores de IFN-y) o en el gen que codifica para la cadena B1
de los receptores de IL-12 e IL-23 poseen una mayor susceptibilidad a
infecciones por micobacterias (23). Ratones deficientes en IFN-y infectados
con M. tuberculosis mueren rapidamente debido a enfermedad diseminada,
con una alta carga bacteriana y granulomas necréticos y purulentos (17). Los
individuos con mutaciones en los genes del receptor de IFN-y (IFN-yR1 y R2) o
en componentes de la via infracelular del IFN-y tales como la proteina STATI,
pueden desarrollar infecciones fatales diseminadas por BCG o infecciones con
micobaterias no-tuberculosas, durante la ninez (16). El IFN-y es la principal
citoquina activadora de macréfagos y en conjunto con TNF-a, estimulan la
produccioén de la oxido nitrico sintetasa inducible (NOS-2), responsable de los
altos niveles de oxido nitrico y otros intermediarios reactivos del nitrbgeno que
poseen funciones bactericidas frente a M. tuberculosis en ratén (17). El IFN-y
también estimula la expresidon de LRG-47, una nueva GTPasa que induce en los
macréfagos la eliminacion de M. tuberculosis, independientemente de NOS-2
(26). Conjuntamente con el IFN-y, LRG-47 induce procesos de autofagia en los
macréfagos, asi estas células vencen el blogueo de la maduracion del
fagosoma inducido por la micobacteria e inhiben Ia supervivencia infracelular
de la misma (27). Por lo tanto, aunque el IFN-y solo no puede controlar la
infeccidén por M. tuberculosis, es sin lugar a duda necesario para la generacion
de respuestas protectivas frente a este patdégeno. Por Ultimo, sin bien esta

citoquina podria también inducir inmunopatologia; ha sido demostrado que
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existen mecanismos regulatorios que controlan su propia accién y limitan la
respuesta inflamatoria exacerbada (17).

Las células T CD8 han sido consideradas de menor relevancia que las
CD4* en el control de la infeccidn por micobacterias. Sin embargo, los ratones
deficientes en B2-microglobulina sucumben rdpidamente luego del desafio
con M. tuberculosis (28), demostrando el rol de las células T restringidas a CMH
|. Recientemente ha sido descripta una via de presentacién cruzada en la
tuberculosis humana y murina por vesiculas apoptdticas. Este mecanismo
representa una activacion especifica alternativa para controlar a un
patdgeno que no posee acceso a la via de procesamiento del CMH | (29). Las
células T CD8* podrian confribuir a la respuesta inmune frente al bacilo
tuberculoso, al menos por tres mecanismos: secrecion de IFN-y, lisis de células
infectadas por la interaccién Fas/Fas-igando o mediado por las accién de
perforinas y granzimas, y actividad micobactericida directa (6).

Por ofro lado, tanto las células T con receptores CD1 que reconocen los
lipidos y glicolipidos de M. tuberculosis, como las células T y8 que reconocen
fosfoantigenos, participan en la generacion de una respuesta inmune
protectiva contra M. tuberculosis (6).

Por Ultimo, si la respuesta Thl representa el patrén protectivo necesario
para el control de la tuberculosis, entonces la IL-4 y otfras citoquinas supresoras
de citoquinas Th1 jpodrian estar involucradas en la progresion de la
enfermedad? IL-4 y otros marcadores de actividad Th2 tales como IgE e 1IgG4
se encuentran frecuentemente en pacientes con tuberculosis avanzada (30).
Sin embargo, algunos estudios en animales no demuestran claramente un

dicotomia del patrén Th1-Th2 en la respuesta inmune en tuberculosis (31). Mdas
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aun, ratones deficientes en el gen de IL-4 e infectados con M. tuberculosis
muestran cargas bacterianas similares a los ratones salvajes (32). 1L-4 y TNF-a
actuan de manera sinérgica, incrementando la patologia de la enfermedad y
la fibrosis, y esta funcidn pareceria ser mds importante que los efectos
inhibidores de las respuestas Th1 mediados por la IL-4 (33). AUn no ha sido
dilucidado entonces, si IL-4 causa o simplemente refleja la actividad de la
enfermedad en la tuberculosis humana. Mds aun, ha sido sugerido que la falla
de la respuesta inmune en tuberculosis podria explicarse por una respuesta Thl
débil o suprimida mds que por una fuerte respuesta Th2. Por ofro lado, la
importancia de la IL-10, un fuerte supresor de la respuesta Thl, en la regulacion
de la respuesta inmune en tuberculosis ha tomando cada vez mds fuerza. IL-10
es capaz de inducir reactivacion de la enfermedad en animales (34). Han sido
asociados polimorfismos de gen de la IL-10 en la posicion 1082 con la
tuberculosis humana, particularmente la pleuresia tuberculosa (34). Mds aun,
algunas poblaciones humanas muestran expresion incrementada de IL-10 la
cual ha sido correlacionada con vacunacion de BCG no eficiente (35). En
forma similar a la IL-10, el TGF-B1 regula negativamente la produccion de IFN-y
y es también un factor inhibitorio de la activacion de macréfagos producido
en altas cantidades por los monocitos en pacientes con tuberculosis (36).
Aunque la supresion del IFN-y (y de las respuestas Th1) podrian ocurrir por
la accién de ciertas citoquinas inhibitorias, en la mayoria de las respuestas
frente a micobacterias se observa una fuerte produccion de IFN-y, y sin
embargo no se logra eliminar definidamente a M. tuberculosis del huésped.
Por lo tanto, la respuesta inmune observada en tuberculosis no puede ser

interpretada sélo en la base del paradigma Th1-Th2 (6).
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El nuevo paradigma: las células Th17 y su funcién en la respuesta inmune.

La hipdtesis Th1/Th2 fue desarrollada en un intento de responder dos
preguntas claves que los inmundlogos confrontaban a mediados de los 80s: (i)
sExiste una subpoblacion distinta de células Th que media la hipersensibilidad
de tipo retardada? vy (i) zExiste otra subpoblaciéon Th que provee la
colaboracion a las células B, llevando a la produccién de anticuerpose La
respuesta a estas preguntas, postulada por Robert Coffman y Tim Mosmann 20
anos aftrds, tuvo un gran impacto en la manera en que lo inmundlogos veian el
mundo de la inflamacién (37).

Como todas las hipdtesis, ciertos fendmenos, particularmente en el drea
del dano tisular mediado por las células T, no pueden ser explicados por la
hipotesis Th1/Th2. Mds aun, las respuestas de células T efectoras exacerbadas
pueden llevar a enfermedades autoinmunes y alergias. Las células Th1 son
altamente proinflamatorias y han sido asociadas a induccion y progresion de
varios desérdenes autoinmunes. Sin embargo, sorprendentemente, la pérdida
de la senalizacion de IFN-y en ratones deficientes para esta citoquina o su
receptor no confiere resistencia a la autoinmunidad; por el contrario, estos
ratones son aun mdas susceptibles (38-40). Estas observaciones sugirieron la
existencia de una subpoblacion adicional de células capaces de inducir
inflamacion tisular y autoinmunidad (41). A lo largo de los Ultimos cinco anos,
ha habido una importante evolucion que condujo a los inmundlogos a revisar
la hipdtesis Th1 y a desarrollar un nuevo modelo para explicar la regulaciéon del
dano tisular que produce patologia en varias condiciones autoinmunes e
infecciones microbianas (37). Esta busqueda llevd a la identificacion de las
células productoras de IL-17 (Th17) (42, 43), dando lugar mds tarde a la
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“hipdtesis Th17". Las células Th17 producen IL-17, y en menor medida IL-6 y TNF.
La IL-17 es una citoquina con actividades pleiotropicas, coordina la
inflamacion de los tejidos mediante la induccidn de citoquinas proinflamatorias
(como IL-6 y TNF), guemoquinas y metaloproteasas, lo cual media la infiltracion
y destruccion ftisular (44). Esta citoquina también estd involucrada en la
proliferacién, maduracion y quimiotaxis de los neutréfilos (41). Los ratones
deficientes en el receptor de IL-17 son mds susceptibles a infecciones
pulmonares bacterianas debido al reclutamiento reducido de neutrdfilos al
pulmoén (45). Similarmente, la sobreexpresion de IL-17 en el pulmdn induce la
expresion de quemogquinas y la inflamacion tisular por leucocitos (46). Mas
aun, la IL-17 coestimula a las células Ty aumenta la maduraciéon de las CD (44).

Inferesantemente, ha sido demostrado por varios grupos de
investigacion que existe una interaccion reciproca entre IFN-y e IL-17. Park y
colaboradores, por ejemplo, demostraron que el agregado exdégeno de IFN-y
e IL-4 reduce la produccion de IL-17, pero que estas citoquinas por separado
no pueden atenuar la produccidon de IL-17 (46). Md&s aun, la encefalitis
autoinmune experimental (EAE), causada por IL-23 e IL-17, empeora con la
administracion de anticuerpos neutralizantes contra IFN-y (42).  Asi, las
poblaciones Th1 y TH17 son reguladas reciprocamente, y las células Thi
actuarian como un freno anti-inflamatorio, protegiendo a los tejidos del dano
inducido por las células Th17 (37). A su vez, los estimulos que inducen la
generacion de células Th17 y las células T regulatorias (Treg) son mutuamente
excluyentes. (47-49). Esta regulacion cruzada reveld la caracteristica dual de

otras dos citoquinas: IL-6 y TGF-B. El TGF-B funciona como un regulador critico
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tanto del dano tisular mediado por las células Th17 cuando colabora con la IL-
6, como activador de células Treg FoxP3*, en ausencia de IL-6 (37).

Varias poblaciones de células Treg capaces de controlar la respuestas T
efectoras han sido descriptas (50). Estas incluyen las células T CD4*
productoras de TGF-B (Th3), que son capaces de inhibir algunas respuestas de
células T in vivo y las células T regulatorias CD4* (Tr1) productoras de altos
niveles de IL-10 (6). Las células Tr1 y Th3 pueden desarrollarse a partir de células
T CD4+ convencionales cuando son expuestas a condiciones estimulatorias
especificas, por lo que son llamadas células Treg “inducibles”. Las células Treg
naturales son originadas a partir de precursores en el timo y comprenden el 5-
10% del total de las CD4* periféricas. Los efectos supresores de las Treg
naturales son mediados por contacto células-célula, aungue esto no excluye
algunas acciones mediadas por citoquinas (4).

En resumen, tres poblaciones diferentes de células efectoras Th han sido
hasta la fecha identificadas, células Thl, Th2 y Th7, las cuales pueden
diferenciarse a partir de células T virgenes por diferentes citoquinas y mediante
la induccién de programas genéticos diferentes (Fig. 4) (41). En contraste a la
diferenciacién Th1 y Th2, IL-6 y TGF-R son requeridas para la diferenciacion de
las células Th17 a partir de precursores virgenes, pero IL-23 podria ser
importante para la expansidon y supervivencia de esta subpoblacion (41). A
nivel transcripcional la diferenciacion de los linfocitos Th17 es dependiente del
factor de transcripcion RORyt. Teniendo en cuenta los requerimientos de
citoquinas para la diferenciacion de las células Th17, ha sido propuesto que
existe una relacion reciproca entre las células Th17 vy las células Treg Foxp3*, en

la cual la IL-6, una proteina de fase aguda inducida durante la inflamacidn,

24



Introduccioén

actia como un “pivot” determinando si la respuesta inmune es dominada por

las células Th17 altamente inflamatorias o las células Treg (Fig. 5).
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Figura 4. Diferenciacion de los linajes T CD4*. Las células T CD4 precursoras (Th) pueden
diferenciarse a tres subpoblaciones de células T efectoras (Th1, Th2 y Th17) y varias
subpoblaciones de células Treg, incluyendo células Treg inducibles (iTreg), células Tr1 y Th3. Las
células Treg naturales (nTreg) son generadas a partir de precursores de células T CD4* del fimo.
La diferenciacién de estas subpoblaciones es determinada por citoquinas y factores de
transcripcion especificos, y cada subpoblacion posee funciones especializadas.

IL-6 IFN-y TGF-p

Figura 5. Induccién selectiva de subpoblaciones celulares por TGF-8 en asociacion con otras
citoquinas. La sefnalizacién de STATI mediada por IFN-y lleva a la induccién de T-bet y a la
diferenciacién de células Th1. La produccién de IFN-y es luego potenciada por citoquinas
inflamatorias como IL-6. TGF-f induce la expresibn de Foxp3 en células T virgenes y su
diferenciacién a células Treg inducibles. IL-6 es un potente inhibidor de la induccion de Foxp3
por TGF-B. Sin embargo, la estimulacion con TGF-R e IL-6 resulta en la expresién de RORyt y la
consecuente diferenciacién de las células TH-17. Es también posible que TGF-p antagonice y
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coopere con muchas otras citoquinas, disparando la induccién selectiva de factores de
transcripcién y la diferenciacién de otras subpoblaciones de células Th no identificadas hasta el
momento.

Por lo tanto, durante un estado estacionario, cuando el sistema inmune
no estd activado, el TGF-B (producido localmente y ubicuamente por varios
tipos celulares, incluyendo CD y Treg naturales) favorece la generacion de
Treg inducibles, las cuales suprimen la inflamacién y previenen el desarrollo de
autoinmunidad (Fig. 6). Sin embargo, luego de la infeccion, la IL-6 es
producida por el sistema inmune innato, inhibiendo asi la generacion de
células Treg y, conjuntamente con el TGF-B, induciendo la diferenciacion de
células Th17 proinflamatorias, mientras que el IFN-y llevaria a la diferenciacién

de células Th1.

Estado estacionario Respuesta inmune
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Figura 6. El microambiente de citoquinas: un factor determinante en el desarrollo de la respuesta
inmune. En un estado estacionario (ausencia de infeccién o dano), el TGF-p producido
localmente por varios tipos celulares (incluyendo CD y nTreg), promueve la inmunosupresion y
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regulacién. También induce la diferenciacion de células Treg que participan en la regulacién
inmune. Sin embargo, luego de infeccidén y/o condiciones inflamatorias, IL-6 en combinacién
con TGF-B inducen la diferenciacion de las células Th17, mientras que el IFN-y induce la
diferenciacién de las células Thi. Estas dos subpoblaciones, luego actuardn
independientemente o juntas en la induccidon de la inflamacion.

Th17 y Tregs en tuberculosis. A lo largo de los Ultimos anos, el rol de las células
Th17 y de las Treg ha sido estudiado en tuberculosis. Asi, ha sido reportado que
M. tuberculosis induce la produccién tanto de IL-12p70 como de IL-23 en CD
(51-53). Mds aun, ha sido demostrado que la IL-23 es esencial para la
generacion de la respuesta Th17 frente a la infeccion por micobacterias (54).
IL-23 es también capaz de inducir células Th1 productoras de IFN-y, en
respuesta a M. tuberculosis, en ausencia de IL-12p70 (51). Sin embargo, ni la
respuesta Th1 ni la proteccién se pierden en ausencia de IL-23 (51).
Contrariamente, cuando se utilizd un adenovirus de IL-23 previo a la infeccidn,
este incrementd la respuesta de IFN-y e IL-17 en el pulmdn, confiiendo una
mayor proteccion (55). Asi, estos resultados sugieren que la IL-23 podria tener
un rol secundario a IL-12 en la induccidn de la respuesta inmune protectiva
mediada por IFN-y (54).

Las células T asociadas con la respuesta inmune innata pueden también
producir IL-17. En particular, la células T y8 son una fuente primaria de de
produccion de IL-17 en respuesta a M. tuberculosis en modelos murinos de
infeccion (52, 56). En ausencia de IL-17 se observo inflamacion granulomatosa
reducida, menor induccidén de quemoquinas y de la acumulacién temprana
de neutrdfilos (56). La ausencia de IL-23 e IL-17 en el pulmdn incrementa la
severidad de la inflamacién. Mds aln ha sido demostrado recientemente que
IL-17 altera la supervivencia (57) y que esta citoquina conjuntamente con IL-23

alteran el perfil funcional de los neutrofilos (58). Estos datos sugieren que estas
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citoquinas podrian estar involucradas en el mantenimiento de la integridad del
granuloma (54).

En resumen, ha sido propuesto en ratdn un modelo que sugiere que
durante la interaccién crénica entre el huésped y el patdgeno en tuberculosis,
IL-23 e IL-17 poseen roles a lo largo de toda la infeccion (Fig. 7). Las bacterias
se depositan en los pulmones y las células T yd producen IL-17 para reclutar
neutrdfilos.  Si los ratones han sido vacunados, las células Th17 de memoria
producen quemogquinas y aceleran la acumulacion de células Th1. Tanto enla
respuesta primaria como en la respuesta de memoria, el arribo de un niUmero
suficiente de células productoras de IFN-y correlaciona con la disminucion o
bloqueo del crecimiento bacteriano. Inicialmente se desarrolla un granuloma
mononuclear en el parénguima pulmonar y el tamano y el contenido del
mismo depende de la IL-17. A medida que la infeccion progresa, el niUmero
de linfocitos disminuye y las células polimorfonucleares se incrementan. Mds
aun, Khader y Cooper proponen que el balance entre las vias IL-12/IFN-y e IL-
23/IL-17 define la resolucion de la infeccidn por M. tuberculosis. El desbalance
entre estas dos vias podria resultar en disrupcidon del parénguima pulmonar y

reactivaciéon del crecimiento bacteriano en el pulmdn(54).
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Figura 7. Rol de IL-23 e IL-17 en la infeccion por M. tuberculosis. La tuberculosis representa una
interaccién cronica entre el huésped vy el patdgeno, las citoquinas IL-23 e IL-17 desempefian un
rol crucial a lo largo de todas las etapas de la infeccion. Ver texto para mds detalle. Adaptado
de Cytokine, 2008.

Si bien, el rol de las células Th17 ha sido estudiado con mayor
profundidad en el modelo murino, en humanos ha sido demostrado que la IL-
23 también promueve la produccidon de IL-17 mientras que IL-12 reduce la
expresion de esta citoquina (59), sugiriendo una regulaciéon cruzada de estas
dos citoquinas al igual que en ratén. Mds audn, recientemente, fue reportado
por primera vez que las células T CD4* productoras de IL-17 e IL-22 contribuyen
individuos

a la respuesta inmune adaptativa confra M. tuberculosis en

expuestos y pacientes con tuberculosis (60). Sin embargo, aun quedan
muchas preguntas sin responder sobre la funcion de las células Th17 en
humanos.

La respuesta inmune es regulada por un fino balance entre células T
efectoras y células T regulatorias. El control de las células Th1 y Th2 por las
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células Treg ha sido profundamente caracterizado. Sin embargo, poco se
conoce acerca del efecto de condiciones inflamatorias y células T efectoras
en el desarrollo y funciéon de las células Treg.

Existen cada vez mds evidencias que sugieren que las células Treg
suprimen la inmunidad frente a M. tuberculosis y podrian por lo tanto contribuir
a la patogénesis de la tuberculosis humana (61-64). A este respecto,
experimentos realizados en nuestro laboratorio en colaboracion con el
laboratorio del Dr. Peter Barnes demuestran que las CMSP de pacientes con
tuberculosis tienen porcentajes incrementados de Treg (61). Mdas aun, las
células Treg se expanden en respuesta a estimulaciéon con M. tuberculosis a
través de un mecanismo que depende de ManlAM y de PGE2 (61).
Finaimente, ha sido demostrado que la frecuencia de células Treg
CD4+CD25*FoxP3* en los fluidos pleurales correlaciona inversamente con la
respuesta local especifica contra M. tuberculosis (64).

Asi, la tuberculosis es una enfermedad créonica que persiste en el
huésped. Esta persistencia lleva a una compleja interaccién entre el huésped
y el patébgeno que va evolucionando en los distintos estadios de la infeccion.
En el huésped varias poblaciones celulares participan en este fino balance

con el objetivo de crear una respuesta inmune protectiva.

Funcion de moléculas coestimulatorias vy proteinas de senalizacion

en la diferenciacion Th1/Th2.

Como se menciond anteriormente, durante el desarrollo del programa
genético que conduce a un linfocito T hacia la diferenciacion Th1 o Th2, la
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senalizacién a través de moléculas coestimulatorias puede influenciar este
proceso (65). Para activarse y subsecuentemente diferenciarse a célula
efectorq, el linfocito T nativo requiere de dos tipos de senales enviadas hacia el
interior de la célula. Una de estas senales depende del reconocimiento
especifico que lleva a cabo el TCR, del complejo formado por el antigeno
presentado en el contexto de moléculas del CMH sobre la CPA. La segunda
senal es enviada a fravés de la interaccidon de moléculas coestimulatorias
expresadas sobre la CPA, con sus ligandos especificos localizados sobre las
células T. Sin embargo datos recientes presentan un nuevo desafio a este
modelo de dos senales (y dos tipos celulares), ya que revelan que la
polarizacién Th1 requiere de la presencia de IFN-y provista por un tercer tipo
celular (66). La senal tres o polarizacion dirige la diferenciaciéon de las células T
hacia varios fenotipos efectores tales como Thl y Th2 y es el resultado de la
unién de productos microbianos o senales de peligro enddgenas con
receptores tales como los receptores tipo Toll (TLR) en las CD. Ha sido
propuesto que las células NK o células Ty, podrian ser las células productoras
de IFN-y para la polarizacion Th1 (Fig. 8). Similarmente, células productoras de
IL-4 como mastocitos, NKT, 8, baséfilos y eosindfilos podrian determinar la

diferenciacién hacia el linaje Th2 (67) (Fig. 8).

31



Introduccioén

1)
QIL-12
)

&)

colaboracié colaboracion

IFN-y

[ ]

a N o000 LTS
.Bacterla g% See Bacteria b 2 e
- s Célua % s Ceélua 3

PRV CTLE PRHIETTLR

Figura 8. Un modelo de tres células para la diferenciacion Thl y Th2. La activacion y
diferenciacién de los linfocitos Th hacia los lingjes Th1 y Th2 requiere de tres seiales: la sefal 1
disparada por el reconocimiento del Ag por el TCR; la seial dos mediada por la interaccion de
las moléculas coestimulatorias en las CD vy las células T; y la sefal tres mediada por la secrecion
de citoquinas por CD y su reconocimiento por los receptores de las mismas en la superficie de las
células T. Esta tercera sefal depende de la colaboracion provista por otras células del sistema
inmune innato tales como células NK, NKT, linfocitos Tys, mastocitos, eosindfilos y basdfilos. (A) Si
la colaboracién es mediada por células productoras de IFN-y como las células NK, las CD
producen IL-12 induciendo la polarizacién de las células Th hacia el lingje Thl. (B)
Alternativamente, si una célula activada productora de IL-4 como los mastocitos colabora con
la CD, las células Th serdn polarizadas hacia un fenotipo Th2.  Adaptado de Scand. J. Immunol.,
64 (2): 93-96. 2006.

La familia del receptor CD28 posee un rol clave en la regulaciéon de la
activacién de células T. La interaccioén de CD80 (B7-1) y CD86 (B7-2) sobre las
CPA con los receptores CD28 y CTLA-4 (CD152) sobre las células T da como
resultado eventos de sendlizacidn que regulan las respuestas inmunes,
incluyendo la proliferacién celular y el balance entre respuestas Th1 y Th2 (68).
La coestimulacion de células T a fravés de CD28 es importante para la
generacion de respuestas inmunes antfigeno-especificas, ya que dicha
interaccion incrementa la diferenciacion hacia célula T efectora luego de la
estimulacion antigénica, la expansion clonal, la magnitud y la duracion de las

respuestas T, la expresion de la proteina anti-apoptdtica Bel-xl y la produccién
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de citoquinas como IL-2 (68), previniendo la induccién de anergia vy
favoreciendo la formacién de centros germinales (69). Por otro lado, CTLA-4
(Antigeno 4 de Linfocitos T Citotdxicos), una molécula que también
inferacciona con CD80 y CD86 con mayor afinidad y avidez que CD28 (69).
induce una senal negativa, limitando de este modo la activacion T (70). La via
CD40/CD40L participa en la generacién de respuestas Th1/Th2, ya que las
inferacciones entre CD40 sobre la CPA y CD40L sobre los linfocitos T aumentan
el desarrollo de respuestas Th1 a través de la induccién de la produccion de IL-
12 por macréfagos y células dendriticas (71) y el incremento de la expresion de
moléculas coestimulatorias de la familia B7 sobre las CPA (72). La generacion
de ratones deficientes en el gen que codifica para CD28, demostrd que esta
molécula no es requerida para todas las respuestas de células Tin vivo, ya que
estos animales conservaban la capacidad de generar reacciones de
hipersensibilidad retardada vy respuestas de citotoxicidad mediada por
linfocitos T (CTL) (73).

El rol de las moléculas coestimulatorias en la generacion de respuestas
inmunes protectivas en distintas infecciones también ha sido demostrado. En
la infeccidn por M. leprae, ha sido observado que pacientes con lepra
lepromatosa presentan una elevada expresion de CTLA-4 constitutiva ex vivo
en CMSP en comparacién con pacientes tuberculoides e individuos sanos (74).
Asimismo, ha sido reportado que la expresibn de CD28 se encuentra
disminuida en las células de pacientes lepromatosos (74). Mds adn, se observo
que la expresion de CD40, molécula involucrada en la produccion de IL-12 e
IFN-y, y su ligando, CD40L, se encuentran predominantemente en lesiones de

pacientes tuberculoides respondedores (75). Estos resultados demostrando
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una expresion alterada de las moléculas coestimulatorias en las formas polares
de lepra podrian explicar, en parte, la falla en la respuesta de linfocitos T de
pacientes lepromatosos contra el antigeno especifico. Con respecto a CTLA-4,
Gong y col. observaron que la expresion de este receptor se encontraba
disminuida en pacientes con tuberculosis en comparacién con dadores sanos
PPD+ (76). Asimismo, Merlo y col. demostraron que el bloqueo especifico de
CTLA-4 induce un incremento en respuestas citoliticas de clones T especificos
(CD4+ y CD8*) para M. tuberculosis (77). Sin embargo, en ratones ha sido
descripto que si bien el blogueo de CTLA-4 induce un aumento en la respuesta
inmune especifica contra M. tuberculosis, no se genera incremento en la
eliminacién de la micobacteria en el pulmdn (78). Resultados de nuestro
laboratorio demostraron que la molécula linfocitaria activadora de senales
(SLAM), una proteina de senalizacion rdpidamente expresada en linfocito T
post-activacion que induce IFN-y (79), promueve una respuesta inmune
mediada por células contra M. leprae (80) y que existe una cascada de
eventos moleculares durante la senalizacion de SLAM en lepra que cooperan

en la inducciéon de IFN-y (81).

SLAM (Molécula Linfocitaria Activadora de Sefales)

Una de las moléculas de activacidon temprana expresada sobre la
superficie de linfocitos T es la molécula linfocitaria activadora de senales
(SLAM, CD150). SLAM es una glicoproteina de superficie celular perteneciente
a la familia de CD2, que actua tanto como receptor de membrana fransmisor

de senales intracelulares, asi como molécula soluble o unida a membrana,

34



Introduccioén

promotora del crecimiento celular, con funciones independientes de CD28 (79,
82, 83). SLAM se expresa en linfocitos T CD45RO*, y su expresion se induce
rdpidamente luego de activacion T (79). Asimismo, se encuentra expresado en
clones Th1 y Th2, linfocitos inmaduros (79), células dendriticas (84) y monocitos
activados (85). SLAM también se expresa en una poblacion de linfocitos B
periféricos, y su expresidn aumenta luego de activacion (79). El gen que
codifica para SLAM se encuentra en el brazo largo del cromosoma 1, dentro
de la regidén 1921.2-1g23. Dicha regién contiene varios genes importantes
para las interacciones célula-célula, la adhesidn leucocitaria y el trafico
leucocitario (86). Ademds de la forma unida a membrana de SLAM (MSLAM),
los linfocitos activados expresan ARNm que codifica para una forma soluble de
SLAM (sSLAM).  Asimismo, han sido idenfificadas una forma de mSLAM
alternativa, con una cola citoplasmdtica truncada, y una forma
intfracitoplasmdtica (cSLAM) (79).

La estimulacion a través de SLAM induce perfiles de citoquinas Th1/Th0
en células T activadas por antigeno, incluyendo clones Th2 (79), sugiriendo asi
gue esta molécula tendria una funcién en los mecanismos que determinan las
respuestas Thl versus Th2. Ha sido reportado un incremento en la respuesta
proliferativa antigeno-especifica en células T de individuos sanos inmunizados
con derivado proteico purificado o toxoide tetdnico luego de coestimulaciéon
a través de SLAM (79). Asimismo, ha sido descripto que, durante la infeccién
por VIH, se observa una alteraciéon de la expresion de SLAM (87). También fue
demostrado que SLAM regula la produccion de citoquinas en artritis
reumatoidea (88). Mds aun, en pacientes con dermatitis atépica, cuyas

células T se encuentran altamente polarizadas hacia el patrén Th2, el perfil de
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citoquinas producido por dichas células puede ser modulado hacia la
produccion de citoquinas Th1 mediante senalizacién a través de SLAM (89).
Por ofro lado, si bien SLAM fue inicialmente identificado en células T activadas
(79), posteriormente fue demostrada su expresion en CD maduras (84, 90). Asi,
SLAM podria confribuir con la capacidad de las CD de estimular a las células T
dependiendo de su estado de maduracién, lo cual podria ayudar a entender
la regulacion y colaboracion entre las CD y las células T (90). Dado que SLAM
estd involucrado en la activaciéon de las células T, ha sido propuesto que la
expresion del mismo en las CD podria proveer una senal bidireccional en la
cual las CD que interaccionan con las células T son simultdneamente vy

sinérgicamente activadas para montar una respuesta Th1 (84).

SAP (Proteina de Unidn a SLAM)

El motivo TxYxxV/l de la cola citoplasmdtica de SLAM puede unirse a
diferentes moléculas con motivos SH2, incluyendo ftirosin e inositol fosfatasas,
kinasas de las familias Src y moléculas adaptadoras. Por ofro lado, la
proliferacion de células T inducida por estimulacion a través de SLAM es
suscepftible a los efectos inhibitorios de ciclosporina A, por lo cual ha sido
sugerida la participacion de miembros de la familia NF-AT en la transmision de
senales por SLAM (82). Sin embargo poco se conoce acerca de las vias de
senalizacion disparadas por SLAM vy su regulacion (?1). En la determinacion de
los mecanismos por los cuales SLAM induce sendalizacién, se identificd a la
proteina asociada a SLAM (SAP) (92). SAP se expresa en células Ty NK y en

algunas células B (93). Esta proteina intracelular consta casi exclusivamente de
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un Unico dominio SH2, ademds de una corta extensidn carboxilo terminal cuya
funcion se desconoce. SAP puede interactuar a través de este dominio SH2
con los miembros de la familia de receptores de SLAM. Esta familia de
receptores de transmembrana de tipo inmunoglobulina incluye a SLAM, 2B4,
NTB-A, Ly9, CD84, CRACC y Ly108 (92, 93). La asociacion entre la region SH2 de
SAP y los miembros de la familia de SLAM involucra una secuencia conservada,
localizada en el dominio citoplasmdtico de estos receptores. Aunque esta
secuencia generalmente se repite de dos a cuatro veces, sélo una de ellas
suele estar involucrada en la unidon a SAP. En SLAM, las demds tirosinas de este
motivo consenso se asocian a ofras moléculas que confienen dominios SH2. En
comparacion con la mayoria de las asociaciones mediadas por dominios SH2,
la interaccion entre SAP y SLAM es de muy alta afinidad (93, 94). Ha sido
demostrado que esta interaccion tiene lugar a través de un mecanismo poco
usual. La mayoria de los dominios SH2 se asocian con ligandos fosforilados en
tirosina a través de dos interacciones que involucran el motivo fosfo-tirosina y
residuos localizados hacia el extremo carboxi-terminal. Sin embargo, la region
SH2 de SAP participa en una asociacion de tres pasos que involucra la tirosina
fosforilada de SLAM, asi como también residuos localizados hacia el COOH-
terminal y NHz-terminal de este motivo. Es ademds interesante el hecho que la
interaccion SLAM/SAP puede ocurrir alin en ausencia de fosforilacion, si bien el
significado de este hecho es aun desconocido (93).

La importancia de la interacciéon SLAM-SAP en linfocitos T deriva de la
observacion que SAP se encuentra mutado en pacientes con el Sindrome
Linfoproliferativa Ligado al cromosoma X (XLP, enfermedad disfuncional

caracterizada por una respuesta inapropiada a la infeccidn por el virus Epstein-
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Barr) (92, 95). La ausencia de SAP en pacientes XLP afecta las interacciones
inducidas por SLAM entre linfocitos Ty B. Como la union de SLAM durante la
estimulacion antigeno-especifica de células T induce la produccion de IFN-y y
redirige fenotipos Th2 hacia respuestas ThO/Th1, una respuesta inapropiada de
la subpoblacién T colaboradora en pacientes XLP podria ser la consecuencia
de un funcionamiento defectuoso de la via SLAM/SAP. SAP se encuenfra
predominantemente en linfocitos derivados de timo, y mutaciones en el gen
de SAP afectarian los eventos de fransduccion de senales inducidos por SLAM
en linfocitos T. En ratdn, la ausencia de SAP causa hiperproliferacion de las
células productoras de IFN-y, activacion defectuosa del gen que codifica para
IL-4 y un cambio aberrante de isotipos de inmunoglobulinas (?6). Estos ratones
presentan perfiles normales de linfocitos, lo cual indicaria que SAP no es critico
para el desarrollo normal de la ontogenia linfocitaria (97). Asimismo, en estos
animales, se observa un incremento de la actividad citotdxica de los linfocitos
y de la secrecion de IFN-y, lo que sugiere una desregulacion de multiples ramas
del sistema inmune, incluyendo linfocitos B y T. La ausencia de SAP conduce a
fenotipos Th1 e inhibicidon de la produccidén de citoquinas Th2, por lo que ha
sido sugerido que SAP participaria en la homeostasis linfocitaria (98).
Inicialmente se propuso a SAP como un inhibidor fisioldgico competitivo de
moléculas de senalizacion con dominios SH2 (92, 99). Sin embargo, varios
estudios demuestran la existencia de una via de senalizacidn con un
importante rol en el proceso de diferenciacion Th que involucraria a la proteina
SAP. La senalizacion a través de la via SLAM/SAP en lineas celulares T podria
alterar el perfil de produccidn de citoquinas durante la activacién celular T.

Asi, ha sido reportado que la produccion de IFN-y inducida por antigeno
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podriac  ser completamente Dbloqueada en células que expresan
conjuntamente SLAM y SAP, mientras que no se observé impacto sobre la
liberacién de IFN-y en células conteniendo SLAM o SAP solamente (97, 100). Se
observd que la expresion de SAP en células de ratdn inducia inhibicion de la
produccion de IFN-y por dichas células, pero no producia cambios en la
produccion de IL-2 (100, 101), indicando que SAP modularia las respuestas Th1
en células T. Por ofro lado, SAP es absolutamente requerido para la
interaccion entre SLAM y FynT, tirosina-quinasa relacionada con quinasas Src.
Ha sido propuesto que el reclutamiento de FynT hacia SLAM, mediado por el
dominio SH2 de SAP, es un factor clave en la cascada de senalizacion de
SLAM (100). Asimismo, ha sido sugerido que, en presencia de SAP, SLAM
enviaria una senal de fosforilacion especifica que involucraria a la fosfatasa de
inositol en 5' SHIP-1, a las moléculas adaptadoras Dokl y Dok2, y a la proteina
activadora de GTPasa Ras (Ras-GAP) (97, 100). Esta senal daria como
resultado una inhibicion selectiva de la produccion de IFN-y por células T
activadas, una respuesta que no se observa en ausencia de SAP (Fig. 9).

Por otro lado, ha sido reportado que SLAM se une a la kinasa ERK y a Akt
en células de linffoma de Hodgkin (102). Md&s aun, la sefalizacién a través de
SLAM, induce la via de ERK, lo cual requiere a la fosfatasa SHIP y a Syk pero no
a SAP. Mientras que, la fosforilacion de Akt mediada por SLAM requiere de la
presencia de Syk y de SAP, pero esta via es independiente de SHIP (91, 102).
Mds aun, mutaciones en la via de SLAM-SAP-FynT interfieren con la produccion
de citoquinas Th2 en respuesta a la estimulacion del TCR (103). Por ofro lado,
la senalizacién a través de SLAM puede incrementar el reclutamiento de PKC-0

inducido por el TCR, los niveles de p50, y la produccién de IL-4 en una manera
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dependiente de SAP (104). Asi, la asociacion de SLAM y SAP depende al
menos del patrén de localizacion de estas dos moléculas, y la senalizacion a
través de SLAM podria llevar a diferentes vias de senalizacion dependiendo del

patrén de expresion de SAP.

a SLAM b SLAM

TCR

(CARMA-1)
SHIP |
Fyn Bcl-10
Doki
Dok2
|xB
RasGAP
NF-kB
|FN-y |
(*IL-4) GATA-3
-4
( IFN=y)

Figura 9. Vias de sefializacién mediadas por SAP. (a) SAP se asocia al dominio citoplasmdatico de
SLAM. Esta interaccion es mediada por la tirosina 281 (Y281) de SLAM vy la arginina 32 (R32) de
SAP. Esta arginina también se une al dominio SH3 de Fyn y recluta a esta proteina al complejo
SLAM/SAP. Fyn luego fosforila residuos tirosina en la cola citoplasmdatica de SLAM. Estos residuos
fosforilados actuan como sitios de anclaje para SHIP (inositol fosfatasa que contienen dominios
SH2), la cudl se fosforila y une a las moléculas adaptadoras Dokl y Dok2. Las proteinas Dok
fosforiladas en tirosina se unen al dominio SH2 de RasGAP. Esta via de sefalizacién suprime de
manera selectiva la produccién de IFN-y. (b) SAP también confribuye a la sefalizacion a fravés
del TCR regulando la activacién de PKC-6, Bcl-10, y NF-kB. Esta via de senalizacién induce la
expresion de GATA-3 y la produccién optima de IL-4 por células T CD4* estimuladas a través del
CDa3. (Figura del Annu. Rev. Immunol. 2007. 25:337-79)
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ICOS (Coestimulador Inducible)

ICOS es el tercer miembro de la familia de CD28/CTLA-4 (105). A
diferencia de CD28, que se encuentra constitutivamente expresado sobre la
superficie de los linfocitos T, ICOS se expresa rdpidamente en linfocitos T luego
de activacién (105). ICOS se une a una nueva molécula llamada B7RP-1 (B7h,
GL50, LICQOS, ICOSL), que se expresa constitutivamente en las CPA (106).

La coestimulacion a fravés de CD28 induce un incremento aln mayor
en la expresion de ICOS en células T activadas (107, 108). El fenotipo de los
ratones ICOS~~ es muy similar al observado en ratones CD287/~, lo cual sugiere
una importante funcidon coestimulatoria en las funciones efectoras Th y la
colaboracion T:B (106). Tanto la coestimulacion a través de CD28 como de
ICOS produce incremento en la proliferacion celular y produccion de
citoquinas. Con el fin de investigar las vias de senalizacién de cada uno de
dichas moléculas, dos grupos de investigacion demostraron que la
estimulacion tanto via CD28 como ICOS induce activacion de las vias PI3K
(fosfatidilinositol 3 kinasa)/Akt y de las MAP kinasas Erk1/2 y p38 mientras que la
activacién de JNK (kinasa N-terminal de c-jun) es inducida sélo por CD28 (109,
110). Asimismo, ha sido descripto que la molécula CD28 posee los dominios
YMNM y PXXP en su dominio intracitoplasmdtico (111, 112), que no se
encuentran presentes en ICOS y que podrian ser los responsables de las
diferencias observadas luego de la coestimulacidon a fravés de ambos
receptores.

Ha sido postulado que ICOS estaria implicado en el mantenimiento del
inicio de respuestas T. Asimismo, se ha demostrado que la senalizacién via
ICOS estaria involucrada en la expansién clonal inicial primaria de células Th1 y
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Th2. Mds aun, los ratones deficientes en el gen de ICOS presentan disminucién
en la produccion de citoquinas tanto Th1 como Th2 frente a infeccién por
Leishmania major (113, 114). También, ha sido descripto que ICOS podria
inducir perfiles de citoquinas Th1 o Th2, dependiendo del contexto de la
respuesta inmune, el cual es definido por el patdgeno, su localizacién, y la
cronicidad de la infeccién (115). Asimismo, recientemente fue publicado que
en humanos ICOS participaria fundamentalmente en respuestas de tipo Thl,
ya que esta molécula se ve incrementada por efecto de IL-12 e IL-23,
citoquinas que favorecen una diferenciacion hacia fenotipos de tipo Th1 (116).
Asi, aunque ICOS fue originalmente identificado como una molécula
coestimulatoria cuya activacién inducia la diferenciaciéon de las células T
hacia un fenotipo Th2, actualmente se sabe que ICOS no actia Unicamente
en el desarrollo o expansion de el linaje Th2 (106).

Por lo mencionado, en este trabajo se postuld que las moléculas de
senalizacion SLAM, SAP e ICOS podrian participar en la modulacion del patron
de citoquinas durante la infeccion por M. tuberculosis, conduciendo a la
eliminacion o persistencia de la bacteria en pacientes con tuberculosis activa.
Mds aun, debido a la importancia de las CD en la generacion de una
respuesta y considerando que SLAM se expresa en CD maduras confribuyendo
a sus funciones efectoras, uno de nuestros objetivos fue investigar el rol de
SLAM en las CD de pacientes con tuberculosis y su efecto en la interaccion

con los linfocitos Ty en la induccion de las funciones efectoras de los mismos.
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Factores de transcripcion involucrados en el establecimiento de respuestas

Thi.

La interaccion de distintos factores de transcripcion con elementos
promotores de los genes que codifican para citoquinas constituye uno de los
mecanismos responsables de la expresion tejido-especifica de citoquinas Thl y
Th2 (117). A este respecto, se postuld que podrian existir alteraciones en la
expresion de moléculas de transduccidén de senales en los linfocitos T que
explicarian las bases de las disfunciones celulares T en enfermedades como la
lepra o la tuberculosis (118). La transmision de senales infracelulares en los
linfocitos T generalmente involucra una cascada de tirosin quinasas inducida
por enlace del receptor T, moléculas accesorias de las células T y ciertos
receptores de citoquinas (119). Asimismo, la activacion de la familia de
quinasas Src estd involucrada en varias vias de transmisidn de senales,
incluyendo vias de proteinas quinasas activadas por mitdgenos (MAPK), a
través de las cuales se promueve la proliferacion y diferenciacion celular y la
produccion de citoquinas.

Como se describié anteriormente la respuesta inmune protectiva en
tuberculosis requiere de la produccion de IFN-y, por lo tanto es imprescindible
conocer como se regula el gen del IFN-y. La regulacion del gen que codifica
para esta citoquina es compleja, involucra multiples elementos estimuladores o
represores rio arriba del codon de inicio (120-128), asi como también regiones
regulatorias en los infrones (129). Luego de la estimulaciéon a través del TCR y/o
IL-12 e IL-18, se dispara la expresidon de IFN-y. IL-12 sefaliza a través de STAT4,

que se une a un sitio -236 pb rio arriba del coddn de inicio de IFN-y (125) y la
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combinacion de IL-12 e IL-18 regula positivamente la unién del factor de
transcripcion AP-1 a las regiones -196 a -183 pb (125). La activacion de las
células T también incrementa los niveles de NFAT y NF-«kB, los cuales se unen a
dos sitios adicionales y regulan positivamente la transcripcion de IFN-y (126,
127). De las regiones que regulan la expresion del gen de IFN-y, las mds criticas
son las porciones distal (-26 a -80 pb) y la proximal (-73 a -48 pb) del promotor
de IFN-y (120, 122), las cuales estan altamente conservadas en los mamiferos.
Estos elementos son necesarios y suficientes para la transcripcion del IFN-y en
células T humanas activadas (120). La unidn de proteinas especificas a estas
regiones regulatorias afecta marcadamente la actividad promotora del IFN-y
(120-123). Por otro lado, T-bet (T-box expresado en células T) un miembro de la
familia T-box, ha sido identificado como el factor de transcripcidon especifico
Th1, responsable de la expresion de IFN-y (130). La expresion de T-bet se
correlaciona con la expresion de IFN-y en células Thl, células NK y células B.
Recientemente ha sido demostrado que T-bet también se expresa en CD vy
que su expresion en las CD es requerida para la activacién de las células Th
(131, 132). T-bet inicia el desarrollo de linaje Th1 a partir de células Th nativas,
ya sea mediante la activacion de programas genéticos Thl, como por
represion de los programas Th2 (130). Es decir, que la expresion selectiva de T-
bet es responsable de la expresion especifica de IFN-y por células Th1. T-beft se
expresa solamente en células Th1 y no en células Th2, y la expresion de este
factor de transcripcion es inducida en las células Th1 luego de la fransmision de
senales a través del receptor T. Mds aun, T-bet es capaz de re-programar una
poblacion estable de células Th2 completamente polarizadas hacia el

fenotipo Th1, pudiendo aun reprimir la produccion de IL-4 e IL-5 en clones Th2
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(130). Sin embargo, el mecanismo preciso por el cual la produccién de IFN-y es
regulada por T-bet no ha sido aun completamente dilucidado. Los efectos
reportados de T-bet sobre la expresidon de IFN-y son complejos, y varian entre
distintos tipos celulares y cddigos o procedencias genéticos. Asi, ha sido
demostrado que T-bet es requerido para la produccion de IFN-y por células T
CD4* pero no por las células CD8* (133), y luego de la activaciéon a través del
TCR, las células CD4* pero no las CD8* requieren de STAT4 para la produccién
de IFN-y (128), indicando que existen diferencias significativas en el control de
la expresion del IFN-y entfre las células CD4* y CD8*. Al respecto, nuestro
laboratorio ha demostrado que la activacion de SLAM regula positivamente la
expresion de T-bet durante la infeccidn por M. leprae, induciendo
directamente este factor de transcripcion, pero requiriendo senalizacion
adicional a través del receptor T para activar completamente a la célula y
disparar la sintesis de IFN-y contra el patdégeno (81).

Asimismo, entre los factores de transcripcidon que controlan la secrecion
de IFN-y se encuentran ademds, los miembros de la familia CREB/ATF, la cual
incluye a CREB, ATF-1, ATF-2, ATF-3, ATF-4 y CREM (elemento modulador de la
respuesta a AMPc). Mds aun, la familia AP-1 (c-Jun y c-Fos), también participa
en el contfrol de la produccion de IFN-y. Todas estas proteinas tienen un
dominio de activacién transcripcional que es activado por fosforilacion. Los
miembros de la familia CREB/ATF poseen ademds un dominio de tipo de cierre
de leucinas, el cual media la dimerizacidon y unidn al ADN. A través de este
dominio forman homodimeros o heterodimeros con otros miembros de la

familia, y luego se unen a un sitio con la secuencia “TGACGTCA" llamado
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elemento de respuesta a AMPc (CRE) en la regidon promotora del gen blanco
(134).

Una respuesta inmune efectiva frente a una infeccién microbiana
requiere de la activacion de factores de transcripcion latentes especificos, que
actian como disparadores moleculares para inducir subpoblaciones de genes
criticos para la defensa del huésped. Aunqgue los factores de transcripcién
CREB/ATF/AP-1 controlan la produccién de IL-2 durante la activacion T (135-
137), existe informacion limitada sobre la contribucién de estas proteinas en la
modulacion de la producciéon de IFN-y en respuesta a agentes infecciosos. Ha
sido demostrado que CREB se une al promotor proximal de IFN-y, y que la unidn
es aumentada luego de fosforilacion de CREB (134, 138). Sin embargo,
estudios en células Jurkat y en ratones fransgénicos presentan resultados
contradictorios, ya que muestran que CREB podria aumentar o inhibir la
transcripcién de IFN-y en diferentes sistemas experimentales (121-123).
Interesantemente, ha sido demostrado que CREB regula positivamente la
produccion de IFN-y en células T humanas que responden a M. tuberculosis
(139). Sin embargo, poco se conoce acerca del rol de este factor de
transcripcién en la regulacion del IFN-y en humanos. Mds aun, las vias de
senalizacién que regulan la fosforilacion de CREB tampoco se conocen en
detalle. La senalizaciéon a través del receptor de las células B e ICAM-I1
incrementa la fosforilacion de CREB y este efecto es mediado por la proteina
kinasa A (PKA) (140). Asimismo, la activacion de CD3 y la coestimulacion via
CD28, aumenta la fosforilacion de CREB a través de una via de senalizacion
que es independiente de PKA y PKC o PI3K pero que es mediada por la via de

p38 MAPK (141, 142). Algunas de estas vias de senalizacion han sido
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implicadas en la senalizacion a través de SLAM (91, 102), aungue no han sido
reportados datos en células T primarias hasta el momento.

Por lo tanto, dado que: i) La produccion de IFN-y es crucial en la
respuesta inmune frente a M. tuberculosis ii) la senalizacion través de SLAM
induce las respuestas Th1(80); iiij CREB regula positivamente la secrecion de
IFN-y en respuesta a M. tuberculosis, proponemos que las vias de senalizacion a
fravés de SLAM podrian contribuir a la activacion de CREB, llevando a

produccion de IFN-y durante la infeccidn por M. tuberculosis.
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Objetivos

Objetivo General.

La interaccion inicial entre un patégeno y las células dendriticas (CD)
determinard la produccidon de citoquinas en el microambiente celular,
influenciando el fipo de respuesta adaptativa generado contra
microorganismos como M. tuberculosis, llevando incluso a la inhibicién de
citoquinas cruciales para la defensa inmune efectiva del huésped contra
dicho patégeno. Han sido identificados varios procesos que modulan la
activaciéon de los linfocitos T en células Th1/Th2/Th17, pero poco se conoce
acerca de cémo los microorganismos pueden influenciar este proceso,
incluyendo a M. fuberculosis.

Asi, el objetivo general de este trabajo fue investigar el rol de moléculas
coestimulatorias y proteinas de senalizacion en el establecimiento de la
respuesta Th1 protectiva en la infeccion por M. tuberculosis. Especificamente,
en esta investigacion se postuld: i) que las proteinas de senalizacion SLAM, SAP
e ICOS participarion en la modulacién del patrén de citoquinas durante la
infeccidon producida contra M. tuberculosis, conduciendo a la eliminacién o
persistencia de la bacteria en pacientes con tuberculosis activa; i) que la
molécula coestimulatoria SLAM participaria en la funcién efectora de CD y en
la interaccion con los linfocitos T de pacientes con tuberculosis; iii) que las vias
de senalizacién a través de SLAM contribuirian a la activacién de factores de
transcripcion como CREB, reguladores de la secrecion de IFN-y durante la
infeccion activa por M. tuberculosis; iv) que existiriia una regulacién cruzada
enfre el IFN-y y la IL-17 en la tuberculosis pulmonar. Para dilucidar estas

postulaciones se propusieron los siguientes objetivos especificos:
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Obijetivos especificos.

1. Estudio de la expresion de las moléculas coestimulatorias SLAM e
ICOS y del microambiente de citoquinas producido durante la infeccion activa

por M. tuberculosis.

2. Investigacion de la funcion de SLAM en la tuberculosis pulmonar
activa.

2.1. Expresion de la proteina de unidén a SLAM (SAP) en pacientes con
tuberculosis.

2.2. Asociacion entre expresion de SLAM y SAP, y la produccion de IFN-y
durante la infeccién activa por M. tuberculosis.

2.3. Funcién de SLAM en individuos con mutaciones en el gen de SAP
(pacientes XLP).

2.4. Efecto de la senalizacién a través de SLAM sobre la produccion de

IFN-y en pacientes con tuberculosis.

3. Estudio de la funcidon de ICOS en la tuberculosis activa.

3.1. Regulacién de la expresion de ICOS en tuberculosis.

3.2. Efecto de la senalizacidén a través de ICOS sobre la respuesta de
citoquinas en pacientes con infeccidn activa por M. tuberculosis.

3.3. Investigacion de la interrelacion entre SLAM-ICOS e IFN-y en

tuberculosis activa.
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4. Estudio de la expresion y del rol de SLAM en Células Dendriticas (CD) de
pacientes con tuberculosis.

4.1. Expresion de SLAM en CD de pacientes con tuberculosis.

4.2. Produccion de citoquinas inducidas por la senalizacion a través de
SLAM en CD de pacientes con tuberculosis.

4.3. Funcion de SLAM en el establecimiento de una senal bidireccional

entre CD vy linfocitos T.

5. Estudio de la funcion del factor de transcripcion CREB y de la IL-17 en la
regulacion de produccion de IFN-y.

5.1. Expresion del factor de transcripcidn CREB en la via de senalizacion
de SLAM.

5.1. Regulacién de la expresion de SLAM y de CREB por IL-17.
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Materiales y Métodos

Pacientes e individuos control participantes del estudio.

Pacientes con tuberculosis pulmonar activa provenientes de la Division
de Tisioneumonologia del Hospital F. J. Muniz fueron evaluados a su ingreso. El
diagndstico de tuberculosis fue establecido segun datos clinicos y radiolégicos,
conjuntamente con la identificacion de bacilos dcido-alcohol resistentes en
esputo, mediante la coloracién de Ziehl-Neelsen. Todos los pacientes habian
recibido menos de dos semanas de tratamiento con drogas anti-tuberculosas y
no presentaban ninguna ofra patologia asociada. Dos individuos con
Sindrome Linfoproliferativo ligado al cromosoma X (XLP) diagnosticados en el
“International XLP Registry Headquarters” (Centro Médico de la Universidad de
Nebrasca, Omaha, NE, (143)) fueron incluidos en estos estudios. Como
conftroles se emplearon individuos sanos vacunados con BCG, PPD*y PPD-.

Se obtuvo sangre periférica de todos los individuos participantes del

estudio en tubos heparinizados, luego de recibir su consentimiento informado.

Antigeno.

Se Uutilizd un sonicado de M. tuberculosis, cepa virulenta H37Rv
gentiimente provisto por la Universidad de Colorado (Mycobacteria Research

Laboratorios, Colorado State University, Fort Collins, CO).

Cultivos celulares.

Las células mononucleares de sangre periférica (CMSP) fueron aisladas

a partir de sangre heparinizada mediante centrifugacion en gradiente de
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densidad con Ficoll-Hypagque (G.E Healthcare, Chalftont St. Giles, UK). Las
CMSP (1x10¢/ml) fueron cultivados en presencia de sonicado de M. tuberculosis
(10 pg/ml) o PHA-M (2.5 ug/ml, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) en placas de 6, 24
6 96 pocillos con medio RPMI 1640 (GIBCO, Carlsbad, CA) suplementado con
gentamicina, glutamina (2mM, Sigma-Aldrich) y suero humano al 10%; en
estufa a 37°C y con 5% de COa. A distintos tiempos, las células asi estimuladas
fueron cultivadas en presencia/ausencia de anficuerpos monoclonales,
citoquinas recombinantes o ARN de interferencia como se describe
posteriormente.

Se utilizaron los siguientes antficuerpos: Antficuerpos agonistas: anti-SLAM
(A12, 10ug/ml; eBioscience, San Diego, CA); anti-ICOS (ISA3, 12.5ug/ml;
eBioscience), anti-CD28 (CD28.2, 100ng/ml; eBioscience). Anficuerpos
bloqueantes: anti-IL-12  (0.9ug/ml; Endogen, Cambridge, MA), anti-IL-10
(5ug/ml; BD Biosciences, San Jose, CA), anti-IL-4 (1ug/ml; Endogen), anti-IFN-y
(10ug/ml; Endogen), anti-ICOSL (MIH12, 5ug/ml; eBioscience), anti-CD28
(CD28.6, 15ug/ml; eBioscience). Citoquinas recombinantes humanas: IL-12
(Ing/ml; PeproTech, Rocky Hill, NJ), IFN-y (7.5ng/ml; Endogen), IL-4 (5ng/ml;

Endogen), IL-10 (1ng/ml; Endogen) e IL-17 (5ng/ml, eBioscience)

Ensayos de Proliferacion.

Las CMSP fueron estimuladas por 5 dias en presencia o ausencia de M.
tuberculosis, se adiciond timidita tritiada ([3H]-T, 5uCi/ml) durante las Ultimas 16
horas de cultivo. Posteriormente, las células fueron cosechadas y se midid la

incorporaciéon de [?H]-T en un contador de centelleo.
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ELISA

La produccion de IFN-y, IL-4, IL-6, e IL-10 luego de 48h de estimulacion
con M. fuberculosis en presencia o ausencia de citoquinas recombinantes o
anficuerpos monoclonales fue determinada por ELISA de captura siguiendo las

instrucciones del fabricante (Endogen).

Citometria de Flujo en CMSP.

La expresion de SLAM e ICOS fue determinada por citometria de flujo.
Las CMSP o CD purificadas fueron marcadas con anficuerpos monoclonales
espcecificos por 30 minutos a temperatura ambiente en oscuridad. Luego las
células fueron lavadas mediante centrifugacion a 2000rpm con buffer FACS
(PBS 1 X + suero bovino fetal al 2%). Se descartd el sobrenadante y se
resupendieron las células en paraformadehido al 2% (Sigma-Aldrich).

Se utilizaron los siguientes anticuerpos monoclonales especificos: CD3
(OKT3, eBioscience), SLAM (A12, eBioscience), ICOS (ISA-3, eBioscience), CD28
(CD28.2, eBioscience), CD83 (HB15e, BD), CD86 (FUN-1, BD), CD80 (L307.4, BD),
y CD1a (HI149, eBioscience).

Para la determinacién de fosfo CREB (pCREB) las CMSP fueron
incubadas con anti-CD3 y/o anti-SLAM, incubadas por 30min a 4°C, luego
lavadas con PBS 1X. Las células fueron luego incubadas por 40min a 4°C con
Buffer de Fijacion y Permeabilizacion (eBioscience), luego lavadas dos veces
con Buffer de Permeabilizacion (eBioscience). Finalmente, las células fueron
incubadas a 4°C por 30min con anticuerpo pCREB (J151-21, BD) y lavadas en

buffer de Permeabilizaciéon (eBioscience).
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Como control de unidn inespecifica, todas las muestras experimentales
fueron incubadas en presencia de anticuerpos irrelevantes (controles de
isotipo).

Las muestras fueron analizadas en un citdmetro de flujo (FACScalibur, BD

Biosciences).

Deteccion de IFN-yintracelular

Para determinar la produccién de IFN-y a nivel de células individuales,
las CMSP o las CD fueron estimuladas en presencia de Brefeldina (10ug/ml,
Sigma-Aldrich) durante las Ultimas cinco horas de cultivo, a fin de inducir la
acumulacién intracelular de citoquinas sintetizadas de novo. Luego de fijacion
las células fueron marcadas en superficie con anticuerpos anti-CD3, anti-CD83
(para las CD), anti-ICOS o anfi-SLAM  conjugados con fluorocromos
(eBioscience), y luego lavadas con PBS y suero bovino fetal al 2%. La
marcacion intracelular fue realizada con anticuerpo anti-IFN-y, utilizando un kit
comercial (Cytodetect™ Kit, IQ Products, Houston, Tx), el cual ufiliza saponina
como agente permeabilizante. Como control negativo se utilizaron células
estimuladas, que fueron incubadas en presencia de un anticuerpo monoclonal
irelevante, a fin de comparar la unidn inespecifica. Las muestras fueron

analizadas en un citémetro de flujo (FACScalibur, BD Biosciences).

Obtencidon de lineas celulares T de corto término a partir de sangre

periférica.
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Lineas celulares ThO, Th1 o Th2 fueron generadas como fue previamente
descripto (116). Brevemente, las CMSP obtenidas de dadores sanos fueron
estimulados con anticuerpos anti-CD3 (100ng/ml, eBioscience) y anti-CD28
(10ng/ml, eBioscience) y cultivadas en ausencia (para lineas Th0) o en
presencia de IL-12r (Ing/ml, PeproTech) y anficuerpo neutralizante anti-IL-4
(0,Tug/ml, Endogen) (para lineas Thl), o en presencia de IL-4r (5ng/ml,
Endogen) y anticuerpo neutralizante anti-IL-12 (0,2ug/ml, Endogen) (para lineas
Th2). Para generar lineas T totalmente polarizadas, las lineas fueron re-
estimuladas dos veces (cada diez dias) con PHA (5ug/ml, Sigma-Aldrich) y
CMSP autdlogas iradiados a 5000 rad en ausencia (para las lineas Th0), o en
presencia de IL-12r (Ing/ml, PeproTech) y anficuerpo neufralizante anti-IL-4
(0,Tug/ml, Endogen) (para las lineas Th1), o en presencia de IL-4r (5ng/ml,
Endogen) y antficuerpo neutralizante anti-IL-12 (0,9 ug/ml, Endogen) (para las
lineas Th2). A distintos tiempos, se determiné la produccién de IFN-y mediante
ELISA y deteccion intracitoplasmdatica, los niveles de expresion de ICOS por
citometria de flujo y la expresidon de los factores de transcripcion T-bet y GATA-

3 por Western blot.

Western blot.

Las CMSP y las CD fueron estimuladas y se preparan extractos celulares
totales. Las células fueron lavadas y solubilizadas en solucion de lisis (Tris 50mM
-pH 8-, Nonidet P40 1%, NaCl 200mM, Glicerol 10%, EDTA 0,5mM y Cocktail
Inhibidor de Proteasas, Sigma-Aldrich), y cultivadas a 4°C por 1h. Las proteinas
fueron luego cuantificadas utilizando el kit de microBCA (Pierce, Rockford, IL).

Cantidades equivalentes de proteina fueron sembradas y corridas en geles de
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poliacrilamida-bisacrilamida al 10% 6 al 12%, luego transferidas a membranas
de nitrocelulosa (Hybond ECL, GE Healthcare) y finalmente incubadas en
presencia de los anticuerpos especificos anti-ICOS (1/400, W18, Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA), anti-T-bet (1/400, 39D, Santa Cruz
Biotechnology), anti-GATA-3 (1/100, H-48, Santa Cruz Biotech.), anti-SLAM
(1/500, N-19, Santa Cruz Biotech.), anti-SAP (1/1000, FL-128, Santa Cruz
Biotech.), anti-p-CREB (1/500, E113, Epitomics, Burlingam, CA), o anti-B-actina
(1/200, C300, Santa Cruz Biotech.). Luego de sucesivos lavados, se realizd el
revelado del anticuerpo unido especificamente utilizando anticuerpos
policlonales anfi-conejo conjugados con peroxidasa (HRP) (1/2500, Bio-Rad,
Hercules, CA) o anti-ratébn conjugados con peroxidasa (HRP) (1/5000,
Chemicon International, Temecula, CA) mediante quimioluminiscencia (ECL,

GE Healthcare) y placas Kodak BioMax.

Purificacion y estimulacion de Células Dendriticas.

Para diferenciar las Células Dendriticas (CD), CMSP fueron cultivadas a
5x10¢ células/ml durante 2 horas. Luego, las células no adheridas a la placa
fueron removidas lavando sucesivamente con PBS 1X (GIBCO). Las células
adheridas remanentes fueron luego cullivadas en medio completo,
adicionando Factor Estimulador de Colonias de Granulocitos y Macréfagos
(GM-CSF, 35ng/ml) e IL-4r (10ng/ml, eBioscience) durante 6-7 dias. Las células
resultantes fueron identificadas por fenotipo y morfologia, segun el andlisis por
citometria de flujo, con una pureza entre el 95-99%. Las CD inmaduras fueron
cosechadas, contadas por tincién con azul Tripdn y re-cultivadas durante 48

horas a 0.5x10¢ células/ml en medio fresco en presencia o ausencia del M.
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fuberculosis y del anticuerpo monoclonal agonista anti-SLAM (A12, 10ug/ml,

eBioscience).

Reaccidén Mixta Leucocitaria (RML).

Las CD utilizadas en las RML fueron cosechadas, luego de 6 dias de
cultivo, y re-cultivadas a 4x103 células/pocillo en el mismo medio condicionado
en placas de 96 pocillos con fondo en U, como se describid previamente (84).
Las CD inmaduras fueron incubadas con M. tuberculosis por 48 horas, luego
iradiadas (3000 rad de '¥Cr) y co-cultivadas con células T purificadas. Las
células T, del mismo donante o de individuos diferentes, fueron obtenidas a
partir de CMSP totales mediante seleccidén negativa. Brevemente, las CMSP se
cultivaron a 5x10¢ células/ml durante 2 horas para remover las células
adherentes. Las células no adherentes se colectaron y se incubaron 20
minutos a 4°C con anticuerpos monoclonales especificos anti-CD14, anti-CD56
y anti-CD19 (eBioscience) a una concentracién de 0.4ug/10¢ células. Luego,
las células fueron lavadas 2 veces con Buffer FACS (PBS 1X, 2% suero humano)
e incubadas con las bolillas magnéticas (Dynal, Oslo, Noruega) durante 20min
a 4°C con agitacion suave. La fraccion no magnética fue coleccionada
obteniéndose una pureza >98% segun el andlisis de las células CD3* por
citometria de flujo. Las células T purificadas fueron agregadas a las CD
maduradas a 2x105 células/pocillo, en relacién 1:50 CD:célula T. Luego de 48

horas se evalud la produccion de IL-6 e IFN-y por ELISA.

Sintesis y transfeccion de ARN de interferencia (ARNi) para SLAM
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La region para la sintesis del ADN de doble cadena fue seleccionada
como ha sido descripto por ELbashir y col. (144). Se utilizaron los siguientes
primers:

Primer 5'-3": 5" GCG TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGA GAG AGC ATG
AAC AAA AGC ATC CAC 3’

Primer 3'-5": 5 GCG TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGA GAC TIC TGA
AGA GGA CCT GGT TTC 3’ (Integrated DNA Technologies, Coralville 1A). Los
primers fueron disenados de manera que el templado de ADN tuviera la
secuencia del sitio promotor para la ARN polimerasa T7. Los productos de PCR
fueron secuenciados (Northwood DNA, Solway, MN) y la purificacion de ADN
fue realizada utilizando el Kit de Extraccién QIAquick Gel Extraction (Qiagen,
Valencia, CA). El templado se transcribid in vitro con el kit de transcripcion
TurboScript™ (Genlantis, San Diego, CA). El ADN doble cadena fue purificado
mediante precipitacion con LICl y cuantificado. El ARN de interferencia (ARNi)
fue generado usando el Kit de Generacion de siRNA Dicer (Genlantis) y
purificado de acuerdo a las indicaciones del fabricante (Genlantis). CMSP de
pacientes con tuberculosis fueron transfectadas (GeneSilencer® siRNA
Transfection Reagent, Genlantis) con 500-800ng de ARNi de SLAM o control
(Proteina de Fluorescente verde, GFP) e incubadas durante 18 horas. Luego,
las células fueron lavadas e incubadas en presencia de M. tuberculosis para
determinar la produccion de IFN-y e IL-6 mediante ELISA y la expresion de SLAM
por western blot.

En experimentos diferentes, CD y células T autdlogas (purificadas como
se describié anteriormente) fueron transfectadas. Las CD fueron lavadas y

estimuladas con M. tuberculosis. Luego de 48 horas, las CD se lavaron
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nuevamente y se co-cultivaron con células T transfectadas o no transfectadas
en relacion 1:50 CD:célula T. La produccion de IFN-y e IL-6 fue determinada

por ELISA.

Analisis estadistico.

El test de Wilcoxon fue utilizado para el andlisis de muestras pareadas y
el test de Mann-Whitney para muestras no pareadas. Se realizd andilisis de
regresion simple y el test del coeficiente de correlacién de Spearman para
estudiar la relacion entre variables. Valores de p< 0.05 fueron considerados

significativos.
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|. Caracterizacion del estado inmunolégico de dos poblaciones de pacientes

con tuberculosis.

A fin de investigar la respuesta inmune contra M. tuberculosis en la
poblacion de pacientes con tuberculosis en Argentina, se examinaron
diferentes pardmetros inmunoldgicos de las CMSP de individuos con
enfermedad activa en respuesta al patdégeno. Asi, como ha sido
ampliamente demostrado que el IFN-y es un mediador crucial en la respuesta
inmune del huésped frente a M. tuberculosis (15) y que SLAM, un marcador de
activacién inducible (79), es un regulador positivo de la produccion de esta
citoquina en pacientes con lepra (80), se analizd la produccién de IFN-y, la
proliferacién celular (la cual en general correlaciona con al produccion de
IFN-y), y la expresion de SLAM en respuesta al antigeno (Ag) especifico. Los
resultados revelaron la existencia de dos grupos de pacientes con tuberculosis
activa: pacientes de Alta Respuesta (AR) y pacientes de Baja Respuesta (BR) al
antigeno (Fig. 1). Enlos pacientes de AR se observd un significativo incremento
de la proliferacion celular, produccion de IFN-y y expresion de SLAM (Fig. 1)
luego de estimulacién con M. tuberculosis. En contraste, los pacientes de BR se
caracterizaron por mostrar baja respuesta proliferativa, baja produccién de
IFN-y, y bajos niveles de SLAM en respuesta al antigeno (Fig. 1A). En base a
estos resultados, y a fin de asignar a los pacientes dentro de los dos grupos
hallados, se utilizaron 3 criterios. En primer lugar, el criterio primario fue el indice
de proliferacion. Este indice fue calculado como las cpm luego de
estimulaciéon con M. tuberculosis/cpm luego de cultivo de las células en

medio. Si este nUmero era > 4, el individuo era clasificado como “Alto
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Respondedor”, y si el indice de proliferacién era < 4, el individuo era clasificado
como “Bajo Respondedor”. En segundo lugar, se considerd el nivel de IFN-y
producido en respuesta a M. tuberculosis. Nuevamente, si el incremento en la
secrecion de IFN-y luego de estimulacion (ng/ml luego de estimulacion con Ag
de M. tuberculosis/ ng/ml luego de cultivo celular en medio) era = 34, el
paciente era clasificado como Alto Respondedor, y < 34, el individuo era
considerado Bajo Respondedor. Tercero, se considerd el incremento en el
porcentaje de células SLAM positivas en respuesta a sonicado de M.
fuberculosis. Un incremento en el % de células SLAM positivas de 8, asignaba al
paciente al grupo de Altos Respondedores, mientras que con un incremento
menor se consideraba Bajo respondedor. Si un paciente cumplia dos de los
tfres criterios, el paciente era asignado al grupo correspondiente.
Interesantemente, los pardmetros inmunoldgicos estudiados correlacionaron
con los pardmetros clinicos comunes analizados en pacientes con tuberculosis
activa en Argentina: los individuos de AR presentaban niveles del porcentaje
de linfocitos totales significativamente mayores que los pacientes de BR (26.1+
2.7% vs. 14.4 + 1.6%; p< 0.001, test de Mann-Whitney); los pacientes de AR
mostraban didmetros de PPD mayores que los individuos de BR (8.43 = 1.4mm
vs. 3.62+ 0.956mm; p< 0.001, test de Mann-Whitney); los individuos de BR
presentaban lesiones pulmonares severas, una importante pérdida de peso y
mayor tiempo de evolucion de la enfermedad (dias desde la aparicion de los
sinfomas hasta la admision del paciente en el hospital) que los individuos de AR
(64 £ 13.92 dias vs. 34.14 = 11.84 dias; p< 0.05, test de Mann-Whitney). Por lo

mencionado, los siguientes estudios de este trabajo fueron realizados a fin de
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investigar la potencial existencia de un mecanismo inmune que explicase la

débil respuesta de las células T de los pacientes de BR.
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Figura 1. Clasificacion de pacientes con tuberculosis pulmonar activa. A, CMSP de pacientes
fueron cultivados en presencia/ausencia de antigeno por 5 dias y se determiné la proliferacién
por incorporacién de [*H-timidina]. El indice de proliferacién para cada individuo fue calculado
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como cpm luego de estimulaciéon con M. tuberculosis /cpm células cultivadas en medio. B,
CMSP de pacientes fueron cultivados en presencia/ausencia de antigeno por 48h y se
determiné la produccién de IFN-y por ELISA. C, CMSP de pacientes fueron cultivados en
presencia/ausencia de antigeno por 5 dias y se determiné la expresién de SLAM por citometria
de flujo. La expresion de SLAM en células T se determind primero realizando una regidén segin
FSC y SSC, luego seleccionando las células CD3*. *p< 0.001, test de Mann Whitnney, AR:
pacientes con tuberculosis altos respondedores; BR: pacientes con tuberculosis bajos
respondedores.

Estudio de la expresion de moléculas coestimulatorias inducibles durante la

infeccidn activa por M. tuberculosis: SLAM-ICOS.

Como se describe en la Figura 1, se observd que la estimulaciéon
antigénica con M. tuberculosis incrementd significativamente la expresion de
SLAM en pacientes de AR (Fig. 1 y Fig. 2A, panel izquierdo inferior), mientras
que el antigeno no indujo modificaciones detectables en el porcentaje de
SLAM en la superficie de células T de pacientes de BR (Fig. 1 y Fig. 2A, panel
izquierdo superior). A fin de profundizar el estudio de la expresion de SLAM en
respuesta a M. tuberculosis, analizamos los niveles de esta molécula en
indiviuos sanos. En forma similar a los pacientes de AR, las células de Individuos
controles vacunados con BCG (PPD* y PPD-) cultivados con M. tuberculosis
también mostraron un incremento significativo en la expresiéon de SLAM (Figura
2A, panel derecho), aunque como era esperado, los individuos PPD* mostraron
un incremento mayor de la expresion del receptor.

El coestimulador inducible ICOS, tercer miembro de la familia
CD28/CTLA-4 (105), es ofro regulador de la diferenciacién y funcién celular.
Considerando que ha sido exhaustivamente estudiado en enfermedades
infecciosas en modelos de ratén el rol de ICOS como regulador positivo de
respuestas Th1 y Th2 (113, 145-149), pero no habia sido investigado hasta el
momento la funcion de ICOS en la infeccion humana intracelular, se evalud la
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expresion de ICOS en la tuberculosis humana. Los resultados mostraron que, en
correlacion con los resultados de expresion de SLAM, M. tuberculosis
incrementd significativamente los niveles de ICOS en la superficie de linfocitos T
sélo en pacientes de AR (Fig. 2B) y DS (datos nos mostrados), pero no en
individuos de BR (Fig. 2B). Asi, confrariamente a los datos obtenidos en
modelos murinos, pero en concordancia con resultados publicados en células
T humanas estimuladas policlonalmente, nuestros resultados indicaron que la
expresion de ICOS en la tuberculosis humana correlacionaron con la secrecién
de IFN-y producida contra M. fuberculosis en pacientes con enfermedad

activa.
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Figura 2. Incremento de SLAM e ICOS en células T de pacientes con tuberculosis. CMSP de
pacientes fueron cultivados en presencia/ausencia de antigeno por 5 dias y se determiné la
expresion de SLAM o ICOS por citometria de flujo. A, Pacientes de AR, BR y dadores sanos PPD*y
PPD- representativos. El porcentaje de células SLAM* luego de cultivar en medio (inserto) o
estimular con M. tuberculosis (figura mayor) se muestra en la porcién derecha de lo paneles. B,
Expresién de ICOS en un paciente AR, BR y un DS representativo. MUltiples pacientes para cada
grupo (panel inferior), cada simbolo representa un paciente individual. Los valores fueron
calculados como: Porcentaje de células CD3* ICOS* luego de estimulacién con M. tuberculosis -
Porcentaje de células CD3* ICOS* luego de estimulacién en medio. Las lineas horizontales
gruesas representan la media. Los valores de p fueron calculados utilizando el test de Mann-
Whitney para comparar la media del incremento en la expresidén de ICOS en pacientes AR vs BR.
*, p < 0.0001

Como se mostré anteriormente (Fig. 2), frente a la estimulacion Ag
especifica, los pacientes de BR no incrementaron los niveles de ICOS. A fin de
determinar si este resultado se debia a una falta de respuesta especifica
contra M. tuberculosis o a una falla general de estos individuos en la expresion
del receptor, células de pacientes y DS fueron estimuladas con PHA y se

determind la expresion de ICOS por citometria de flujo. Los datos mostraron
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que en los tres grupos de individuos estudiados, los niveles de ICOS se

incrementaron por estimulacién policlonal (Fig. 3), demostrando de esta

manera que no existe un defecto global en la capacidad de los linfocitos T de

pacientes de BR para expresar ICOS.

En base a estos hallazgos, se especuld que las variaciones en la

expresion de ICOS y de SLAM en células de pacientes de AR y BR podrian

relacionarse con el reconocimiento especifico del antigeno por los linfocitos T:

asi, las células de pacientes de BR reconocerian débilmente al antigeno,

produciendo una débil senal a través del TCR, la que no alcanzaria para

activar suficientemente a la célula T e incrementar los niveles de moléculas de

activacidon como SLAM o ICOS.
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Figura 3. La estimulacion
policlonal incrementa los
niveles de ICOS en pacientes
con tuberculosis y dadores
sanos. Para determinar la
expresion de ICOS en las células
T, las CMSP fueron estimuladas
con PHA por 5 dias y marcadas
con anticuerpos monoclonales
especificos para CD3 e ICOS.
Se muestra un  ejemplo
representativo para cada
grupo de cuafro estudiados. El
histograma  para ICOS  se
muestra en gris y el control de
isotipo en blanco.
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El microambiente de citoquinas influencia la expresion de SLAM e ICOS.

Como la expresidn de SLAM y de ICOS sdlo se inducia en pacientes con
fuerte respuesta confra M. tuberculosis, seguidamente se analizd si las
citoquinas presentes en el microambiente celular en los dos grupos de
pacientes podrian influenciar la induccidn de los niveles de ambos
coestimuladores. Como se mostré en la Fig. 1, los pacientes AR producen
mayores niveles de IFN-y en respuesta al Ag que los pacientes BR (Figl y Fig.
4A). Sin embargo, tanto los pacientes AR como BR producen niveles
comparables de IL-10 frente a la estimulaciéon con M. tuberculosis (Fig. 4A).
Mds aun, M. tuberculosis incrementd los niveles de expresion de T-bet y
disminuyd la expresion de GATA-3 en pacientes AR, mientras que los pacientes
de BR mostraron un marcado incremento en la expresion de GATA-3 y niveles
indetectables de T-bet (Fig. 4B). Por lo tanto, estos datos sugieren que los
pacientes AR que secretan IL-10 pero producen altos niveles de IFN-y y
expresan altos niveles de T-bet en respuesta a M. tuberculosis podrian estar
creado un micoambiente de tipo Th1. En confraste, en los pacientes de BR, M.
tuberculosis induce produccioén de IL-10 pero muy bajos niveles de IFN-y y altos
niveles de GATA-3, generando un microambiente predominantemente Th2.
Estos resultados indican que, de acuerdo con el estado de polarizacion
celular, los linfocitos Th humanos expresarian niveles diferenciales de SLAM e
ICQOS, los cuales se incrementan ante la produccion de IFN-y. Mds aun, para
determinar si existia una correlacion entre la expresion de SLAM e ICOS vy la

produccion de IFN-y realizamos un andlisis estadistico. Como se muestra en la
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Fig. 4C, se observd una correlaciéon directa entre los niveles de SLAM e ICOS y

la secrecion de IFN-y por las células T en pacientes con ftuberculosis.
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Figura 4. La respuesta de citoquinas en pacientes con tuberculosis frente al Ag especifico
correlaciona con la expresion de SLAM e ICOS. A, CMSP de pacientes AR y BR fueron cultivadas
en presencia o ausencia de M. tuberculosis por 48h y la produccién de IFN-y e IL-10 fue
determinada por ELISA. Cada simbolo representa: ng/ml de la citoquina producida en células
estimuladas con M. tuberculosis / ng/ml de citoquinas secretadas por células cultivadas en
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medio. * p < 0.0001, test de Mann-Whitney; n.s= diferencias no significativas. B, Luego de 5 dias
de estimulacion con M. tuberculosis, se prepararon extractos celulares totales y se determiné la
expresion de T-bet y GATA-3 por Western blot. Un paciente AR y BR representativo de 5 es
mostrado. C, Correlacién Directa entre la expresidén de SLAM e ICOS vy la produccién de IFN-y en
pacientes con tuberculosis. Para determinar la asociacion entre estos dos parédmetros, se realizd
un andlisis estadistico utilizando el test de Spearman. Cada simbolo representa el porcentaje de
células y la secrecidn de IFN-y en células estimuladas con M. tuberculosis menos la expresidon de
SLAM o la produccidn de IFN-y en medio para cada paciente con tuberculosis.
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Il. Investigacion de la funcion de SLAM en tuberculosis activa.

Estudio de la expresion de SAP y SLAM en pacientes con tuberculosis segun la

respuesta de IFN-y contra M. tuberculosis.

Dado que se encontrd una expresion diferencial en los niveles de SLAM
segun la respuesta inmune del paciente a M. tuberculosis, se hipotetizd que
SLAM podria participar en la regulacion de dicha respuesta inmune contra el
patdgeno. Asi, seguidamente, se iniciaron estudios para dilucidar la funcion
de SLAM en tuberculosis. Ha sido descripto que SAP, proteina de unidon a SLAM,
interactUa con la cola citoplasmdtica de SLAM (92, 95, 99). Mds aun se ha sido
propuesto que la senalizaciéon a través de la via SLAM-SAP alteraria el perfil de
citoquinas producido durante la activacion de células T (97). Por lo expuesto,
seguidamente analizamos simultdneamente la expresion de SAP y SLAM en
CMSP de pacientes y confroles, luego de estimulacion antigénica.
Posteriormente, la expresidon de SLAM y SAP fue comparada con la produccidn
de IFN-y en los mismos individuos. Los resultados obtenidos mostraron
expresion de proteina SLAM tanto en pacientes con tuberculosis que
producian altos niveles de IFN-y (AR) y no expresaban SAP como en aquellos
individuos que producian bajos niveles de IFN-y contra M. tuberculosis (BR) y no
expresaban niveles sustanciales de SAP (Fig. 5). Como muestra la Figura 5, en
aqguellos individuos que producian bajos niveles de IFN-y frente a la
estimulacion con M. tuberculosis (BR, Fig. 1 y Fig. 5C), se detectaron
sustanciales niveles de proteina SAP por western blot (Fig. 5A y 5B). En

confraste, en pacientes que producian altos niveles de IFN-y contra el
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patdébgeno (AR, Fig. 1 y Fig. 5C), SAP fue indetectable (Fig. 5A y 5B). Mds auln,
en forma similar a nuestros hallazgos en pacientes de AR, en células de
dadores sanos, individuos que producian considerables niveles de IFN-y contra
el antigeno, la estimulacion con M. tuberculosis no indujo expresion de SAP (Fig.
5A 'y 5B). Estos datos indican que la expresion de SAP es mayor en el grupo de
pacientes que muestra una baja respuesta inmune contra M. tuberculosis,
sugiriendo que la expresion diferencial de esta molécula de senalizacidon
podria estar involucrada en la resolucion de la infeccidon tuberculosa.
Asimismo, la proteina SLAM se detectd en células de dadores sanos, individuos
que producian IFN-y confra el antigeno pero no expresaban SAP (Fig. 5).
Interesantemente, estos resultados en pacientes con tuberculosis concordaron
con un modelo propuesto en ratén, donde SAP es requerido para “apagar” la
produccion de IFN-y (97). En la linea celular murina BI-14, la interaccion SLAM-
SAP da como resultado la inhibicidon selectiva de la liberacion de IFN-y durante
la activacion T (97). Sin embargo, no se observa ningun efecto sobre la
produccion de IFN-y en células que expresan SLAM o SAP Unicamente (97). De
esta forma, estos resultados en ratédn junto con los datos obtenidos en este
trabajo en humanos, los cuales muestran expresion de SLAM pero niveles
diferenciales de SAP en pacientes con tuberculosis, apoyan la hipdtesis que la
expresion diferencial de las moléculas de activacion SLAM y SAP participaria
en la modulacién del patron de citoquinas durante la infeccién tuberculosa.
Asi, estos resultados demuestran por primera vez el rol de SAP en una infeccion

humana intracelular.
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Figura 5. Efecto de M. tuberculosis sobre la expresion de SLAM y SAP en pacientes con
tuberculosis y dadores sanos. CMSP de pacientes de AR, BR y de DS fueron estimulados con
sonicado de M. tuberculosis y se investigd la expresion de SLAM, SAP y la produccion de IFN-y. A,
Luego de 5 dias de estimulacién, se prepararon extractos celulares totales para la
determinacién de la expresidn proteica de SLAM y SAP por Western blot. Se muestran individuos
representativos. B, Los geles de poliacriamida fueron escaneados, densitometrados y los
resultados se expresan como unidades arbitrarias. C, Luego de 48h de estimulacion, se
determiné la secrecién de IFN-y por ELISA. Los valores se expresan como la media de los
triplicados. Cada linea conecta los datos de un individuo. *p<0.001, test de Wilcoxon.
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Estudio de la funcién de SLAM en individuos con el gen de SAP deficiente.

SAP es el principal gen afectado en la enfermedad linfoproliferativa
asociada al cromosoma X (XLP), y se sugirid que algunos de los estadios de
esta enfermedad podrian estar causados por una regulacion anormal del gen
de SAP y/o de la subpoblacién de células T que expresan SAP (92). Para
investigar en profundidad la funcion de SAP en la regulacién del patron de
citoquinas producido por células T activadas, se estudid la respuesta contra M.
tuberculosis en pacientes XLP que no expresan SAP o producen una proteina
no funcional. Inicialmente comparamos la expresion de SLAM en células T de
sangre periférica en reposo de dadores sanos, pacientes con tuberculosis y
pacientes XLP. En confraste con nuestros hallazgos en CMSP de pacientes con
tuberculosis en respuesta a la estimulacion antigénica, los niveles de SLAM en
células T en reposo de pacientes de AR y BR resultaron similares (Fig. 6A y 6B),
de acuerdo a nuestros resultados previos en pacientes con lepra (80). Las
células T CD3* de pacientes XLP mostraron niveles de SLAM en superficie
comparables a los expresados por pacientes con fuberculosis (Fig. 6A y 6B).
Sin embargo, se hallaron niveles marcadamente superiores en la expresiéon de
SLAM en células T CD3* de pacientes con tuberculosis y XLP en comparacion
con los dadores sanos (Fig. 6A y 6B), sugiriendo que sistémicamente, las células
T en tuberculosis y en pacientes XLP existen en un estado activado, si bien no
necesariamente en respuesta al patdégeno. Mds aun, en forma similar a
nuestros hallazgos en pacientes de AR, M. tuberculosis incrementd los niveles
de SLAM en individuos XLP (Fig. 6C), mientras que no se detectd proteina SAP

(Fig. 6C).
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Por lo tanto, seguidamente investigamos la produccién de IFN-y por
células de pacientes XLP en respuesta a M. tuberculosis. Como se muestra en
la Figura 6D, los pacientes XLP produjeron menores niveles de IFN-y contra M.
fuberculosis comparado a pacientes de AR y dadores sanos, pero mayores
niveles de la citoquina en comparaciéon con pacientes de BR, indicando que
las células de pacientes XLP pueden responder a la bacteria. No es
sorprendente los niveles basales relativamente altos de IFN-y producidos por
pacientes XLP (Fig. 6D), ya que el defecto en estos individuos resulta de su
incapacidad para montar una respuesta apropiada de citoquinas Th2 luego
de la infeccidn por EBV, lo que lleva a desarrollar una respuesta Thl
exacerbada, con una produccion incrementada de IFN-y que causa dano al
parénquima (150). Los presentes datos en pacientes XLP reafirman la hipotesis
de que la expresion diferencial de las proteinas SLAM y SAP modularia el

patron de citoquinas durante la respuesta inmune contra M. tuberculosis.
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Figura 6. Expresion de SAP y SLAM y producciéon de IFN-y en pacientes XLP. A, Determinacion
de los niveles de superficie de SLAM en células T en reposo de pacientes y dadores sanos
representativos por citometria de flujo. El porcentaje de células SLAM- (control de isofipo,
inserto) o SLAM* (panel mayor) se expresa en la porcién derecha de los paneles. B, Cada barra
representa la media del porcentaje de la expresidén de células T SLAM* en cada grupo de
individuos. *p<0.01, test de Mann-Whitney. C, Efecto de M. tuberculosis sobre la expresion de
SLAM y SAP en pacientes XLP. CMSP de dos individuos XLP fueron estimulados con sonicado de
M. tuberculosis por 5 dias y se investigd la expresidon de SLAM y de SAP por Western blot. D,
Produccién de IFN-y en dadores sanos, pacientes de AR y BR y pacientes XLP. Cada barra
representa la media de los niveles de IFN-y producidos por cada grupo de individuos
determinada por ELISA. * p< 0.001, test de Wilcoxon comparando la produccién de IFN-y por
células cultivadas en medio versus M. tuberculosis.

La sefializacion a través de SLAM induce la produccién de IFN-y durante la

infeccidn activa por M. tuberculosis.

La activacion de SLAM induce un aumento de la secrecién de IFN-y por
clones celulares T (89), incluyendo clones Th2. Asimismo, nosotros demostramos
que la senalizacion via SLAM incrementa significativamente la produccion de
IFN-y inducida por M. leprae en pacientes con lepra tuberculoide
respondedores al anfigeno (80). Por lo tanto, seguidamente investigamos el
efecto de la activacién de SLAM sobre la produccién de IFN-y en pacientes
con tuberculosis. Como muestra la Figura 7A, la senalizacion via SLAM
incremento significativamente el IFN-y producido en respuesta a M fuberculosis

por pacientes de AR (Fig. 7A, panel izquierdo). Mds aun, la activacién de
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SLAM aumentd los niveles de citoquinas producidos por varios pacientes de BR
(Fig. 7A, panel derecho), si bien éstos no alcanzaron los niveles secretados por
los pacientes de AR. La adicién de anticuerpo agonista anti-SLAM no tuvo
efecto sobre la produccién de IL-4 por pacientes de AR y BR (dato no
mostrado). Estos resultados sugieren que la activacion de SLAM podria inducir
respuestas de tipo 1 en pacientes con tuberculosis en respuesta al antigeno.

El incremento en IFN-y inducido en varios pacientes de BR luego de
senalizar a través de SLAM, nos llevd a cuestionarnos si la expresion de SAP era
modulada en individuos de BR. Interesantemente, como muestra la Figura 7B
en células estimuladas con antigeno la senalizacidon via SLAM indujo una
marcada disminucidon de la expresion de SAP. De esta forma, estos resultados
mostrando que el incremento en IFN-y es paralelo a la disminucion de la
expresion de SAP, refuerzan nuestros datos sugiriendo que la presencia de SAP
impide la produccién de IFN-y.

A fin de investigar el efecto de la deficiencia en SAP sobre la
produccion de citoquinas luego de estimulaciéon por M. tuberculosis, CMSP de
pacientes XLP fueron estimulados con antigeno de M. tuberculosis y luego de 5
dias las células se cultivaron con anti-SLAM, para determinar el IFN-y secretado
por ELISA. La Figura 7C muestra que, de manera similar a nuestros resultados
con pacientes de AR, la sendlizacion a través de SLAM incrementd
marcadamente la produccién de IFN-y por pacientes XLP. De esta maneraq, los
individuos con el gen de SAP no funcional que presentan expresion de SLAM
en superficie, son capaces de producir IFN-y en respuesta a M. tuberculosis y
esta produccidon puede ser significativamente aumentada a través de

senalizacion via SLAM. Por otro lado, los pacientes con tuberculosis activa que
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no expresan SAP pero muestran expresion de SLAM en superficie, producen
niveles significativos de IFN-y en respuesta al antigeno especifico, mientras que
los pacientes con enfermedad activa que expresan SAP y SLAM no son
capaces de secretar IFN-y en respuesta a M. fuberculosis. En forma conjunta,

nuestros datos indican que SAP “apagaria” la produccion de [FN-y.
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Figura 7. Efecto de la activacion de SLAM sobre la expresion de SAP y la produccion de IFN-y.
A, CMSP de pacientes de AR (izquierda) y BR (derecha) fueron estimulados con M. tuberculosis y
luego de 5 dias las células fueron lavadas y cultivadas en presencia/ausencia de anti-SLAM. A
las 48 h se recolectaron los sobrenadantes para determinar la produccion de IFN-y por ELISA. Los
valores se expresan como la media los triplicados. Cada linea conecta los datos para un
individuo. Los valores de p se calcularon usando el test de Wilcoxon comparando la produccién
de IFN-y por células estimuladas con M. tuberculosis luego medio, versus células estimuladas con
M. tuberculosis luego anti-SLAM. **p<0.001, *p<0.05. B, CMSP de pacientes de BR se cultivaron
con M. tuberculosis en presencia/ausencia de anti-SLAM y luego de 5 dias se prepararon
extractos celulares totales para determinara la expresion proteica de SAP por Western blot. C,
CMSP de individuos XLP fueron cultivados con M. tuberculosis por 5 dias. Posteriormente, las
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células fueron incubadas con anti-SLAM y se determind la produccion de IFN-y por ELISA. Se
muestra un experimento representativo de tres.

Previaomente demostramos que la liberacion local de IFN-y por células T
activadas por M. leprae en lesiones de pacientes con lepra tuberculoide
conduce a aumento de la expresion de SLAM y que la senalizacion a través de
SLAM luego del tratamiento con IFN-y de células estimuladas con antfigeno,
incrementa la produccién de IFN-y en pacientes no respondedores con lepra
lepromatosa (80). Por lo tanto, seguidamente investigamos si la producciéon de
IFN-y por pacientes de BR podia ser aumentada a través de activaciéon de
SLAM hasta niveles comparables a los producidos por pacientes de AR,
mediante estimulacion en presencia de citoquinas proinflamatorias. Como fue
demostrado anteriormente, la coestimulacién a través de SLAM indujo un
incremento aun mayor de la produccion de IFN-y en células previamente
estimuladas con M. tuberculosis (Fig. 7A). En contraste, los pacientes de BR
produjeron bajos niveles de IFN-y en respuesta al antigeno (Figura 6), y si bien la
senalizacion via SLAM incrementd el IFN-y, los niveles producidos no alcanzaron
aquellos secretados por los individuos de AR (Fig. 7A). Sin embargo, la
senalizacion via SLAM luego del tratamiento con IFN-y recombinante en
presencia de M. tuberculosis aumentd significativamente la produccion de IFN-
y en pacientes de BR (Fig. 8, panel izquierdo).

Luego de la fagocitosis del bacilo M. tuberculosis por los macréfagos y
células dendriticas, se induce produccion de IL-12, dirigiendo el desarrollo de
respuestas Th1 con produccion de IFN-y (151, 152). De esta forma, como la IL-
12 es una citoquina crucial en el control de la infeccidn por M. tuberculosis,

seguidamente realizamos experimentos estimulando células de pacientes con
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antigeno, en presencia/ausencia de IL-12, seguido de estimulacidon con anti-
SLAM. El tratamiento con IL-12 mds antigeno aumentd la produccion de IFN-y
luego de la activacién de SLAM en pacientes de BR hasta los niveles
producidos por individuos de AR (Fig. 8, panel derecho). Estos resultados
sugieren que la capacidad de las células T de responder a la activaciéon via
SLAM puede ser incrementada por cultivo con citoquinas pro-inflamatorias,
sosteniendo la hipdtesis que la produccion disminuida de IFN-y seria

dependiente de la incapacidad de las células T de responder al antigeno.
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Figura 8. Efecto de la activacion de SLAM sobre la produccién de IFN-y producido en respuesta
a M. tuberculosis luego de tratamiento con citoquinas pro-inflamatorias. Se adiciond [FN-y
(panel izquierdo) o IL-12 (panel derecho) junto con M. tfuberculosis a cultivos celulares de
pacientes con tuberculosis y luego de 5 dias las células fueron incubadas en presencia/ausencia
de anti-SLAM. A las 48 h se determind la produccién de IFN-y por ELISA. Los valores de p se
calcularon usando el test de Wilcoxon comparando la produccidén de IFN-y por células
estimuladas con M. tuberculosis + citoquina y luego medio, versus células estimuladas con M.
tuberculosis + citoquina y luego anfi-SLAM. * p<0.05 para IFN-y y p<0.01 para IL-12 en pacientes
BR.
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[1l. Estudio de la funcién de ICOS en tuberculosis activa.

Regulacion de la expresion de ICOS.

Previaomente hemos demostrado que la expresion de ICOS correlaciona
con la respuesta inmune frente a M. tuberculosis (Fig. 2 y 4). Mds aun, ha sido
reportado en ratdn, que esta molécula podria regular las respuestas Th1 y Th2
en enfermedades infecciosas (113, 145-149). Por lo mencionado,
seguidamente estudiamos la regulacion de la expresion de ICOS en
tuberculosis. En primer lugar, dado que la estimulacion via CD28 induce la
expresion de ICOS en células T de ratén estimuladas policlonalmente (116),
investigamos si la senalizacion a través de CD28 participaba en la regulacion
de la expresidén de ICOS en tuberculosis. Detectamos niveles similares de CD28
en células T de pacientes de AR y BR luego de estimulacion con M. tuberculosis
(células T CD28*CD3* T, AR: 78%; BR: 80%). Sin embargo, la senalizacion via
CD28 incrementd marcadamente la expresion de ICOS en células de
pacientes de AR estimuladas con antigeno (Fig. 9A-c), mientras que no
modificd la expresion de ICOS en células de pacientes de BR (dato no
mostrado). Mds aun, el bloqueo con un Ac anti-CD28 disminuyd la expresion
de ICOS en células T de individuos de AR estimuladas con M. tuberculosis (Fig.
9A-dy 9B, p < 0.05, Wilcoxon test), demostrando que la senalizacién a través de
CD28 participa en la regulacion de la expresion de ICOS. La neutralizacion
simultdnea del IFN-y enddgeno y el bloqueo de la via CD28 en células de
pacientes de AR estimuladas con antigeno redujo significativamente la

expresion de ICOS (Fig. 2A-e y 9B, p < 0.05, Wilcoxon test).
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Si bien M. tuberculosis incrementd significativamente la expresiéon de
ICOS en células de pacientes de AR, las condiciones polarizantes Th2 redujeron
significativamente los niveles de ICOS (Fig. 9A-f y 9C, p < 0.05, Wilcoxon test), en
correlacion con una marcada disminucion de la produccion de IFN-y en todas
las condiciones (dato no mostrado). En contraste, si bien las células T de
pacientes de BR mostraron caracteristicas de células Th2 y expresaron bajos
niveles de ICOS en respuesta a M. fuberculosis, las condiciones polarizantes Th2
no modificaron significativamente la expresiéon de ICOS en estos pacientes
(datos no mostrados). Mds aun, el cultivo de células de pacientes de AR
estimuladas con anfigeno y con rlFN-y, incrementd significativamente la
expresion de ICOS (Fig. 9A-g y 9D, p < 0.005, Wilcoxon test), confirmando el rol
de esta citoquina en la modulacidon de este receptor. Por el contrario, las
condiciones polarizantes Th1 sélo tuvieron un efecto leve sobre los niveles de
ICOS en células de pacientes de BR estimuladas con M. tuberculosis (dato no
mostrado). En conjunto, nuestros resultados sugieren que la regulaciéon de la
expresion de ICOS podria depender de la respuesta de la célula T a M.
tuberculosis, lo cual determinaria la subsiguiente regulacion de ICOS. Mdas aun,
demostramos por primera vez que la expresidon de ICOS puede ser regulada
por el microambiente de citoquinas y por la senalizacién a través de CD28

durante la respuesta inmune contra un antigeno bacteriano.
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Figura 9. Modulacién de la expresion de ICOS por sefalizacion via CD28 o citoquinas del
microambiente celular., CMSP de pacientes AR fueron cultivadas en medio o con M.
tuberculosis (Mtb) por 5 dias en presencia o ausencia de anticuerpos estimulantes, neutralizantes
y/o citoquinas recombinantes, y los niveles de ICOS fueron determinados por citometria de flujo.
Aa-g, Expresién de ICOS (histograma gris) vs. control de isotipo (histograma blanco) en un
paciente AR representativo de siete para cada condicién. B-D, Los valores son expresados
como porcentaje de expresidn de ICOS en siete pacientes AR relativo a las células cultivadas
con M. tuberculosis. Los valores fueron calculados como: 100 1 [(expresidn de ICOS en células
estimuladas con Mtb [ expresion de ICOS en células estimuladas con Mtb + citoquinas
recombinantes y/o Acs neutralizantes)/(expresidon de ICOS en células estimuladas con Mtb

expresion de ICOS en medio) x 100].
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Expresion y activacion de ICOS en lineas T polarizadas.

Ha sido reportado que los niveles de ICOS en células Th polarizadas no
serian fijos, y que la IL-12 tendria un rol importante en la regulaciéon de la
expresion de ICOS en lineas celulares Th activadas (116). En este frabajo
previamente demostramos que la expresion de ICOS podria ser regulada por el
microambiente de citoquinas durante la infeccidén por M. tuberculosis. Para
continuar explorando la regulacién y el rol de ICOS en células Th, CMSP
provenientes de dadores sanos fueron estimuladas bajo condiciones
polarizantes ThO, Th1 o Th2. Se observd que las células estimuladas bajo
condiciones polarizantes Th1, las cuales secretaban elevados niveles de IFN-y
(Fig. 10A) y mostraban una elevada expresion de T-bet (Fig. 10B) y expresaban
los mayores niveles de ICOS sobre la superficie celular (Fig. 10C). Las células
estimuladas bajo condiciones polarizantes ThO, que también producian
considerables niveles de IFN-y y expresion de T-bet (Fig. 10A y B), mostraron
elevados niveles de ICOS (Fig. 10C), aunque menores comparados con las
células estimuladas bajo condiciones Thl (Fig. 10C). Mds aun, la menor
expresion de ICOS se detectd en las células estimuladas bajo condiciones Th2,
las cuales producian bajos o indetectables niveles de IFN-y y T-bet, pero
mostraron elevada expresion de GATA-3 (Fig. 10). Estos resultados indican que
de acuerdo con el estado de polarizacién, las células Th humanas expresan
niveles diferenciales de ICOS, los cuales correlacionan con la produccion de

IFN-y por dichas células.
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Figura 10. Expresion y funcion de ICOS en lineas celulares humanas polarizadas de corto
término. CMSP de dadores sanos fueron estimuladas bajo condiciones polarizantes Th1 o Th2.
Luego de la polarizacion, se determind la produccion de IFN-y por ELISA (A) y la expresion de T-
bet y GATA-3 por Western blot (B). C, la expresidn de ICOS en células estimuladas bajo
condiciones polarizantes ThO, Th1, y Th2 fue analizada por citometria de flujo. D, Efecto de la
sefalizacién a través de ICOS en la produccion de IFN-y por células estimuladas bajo
condiciones polarizantes ThO, Th1 y Th2 en respuesta a M. fuberculosis. Las células T de las lineas
polarizadas fueron estimuladas con M. fuberculosis y anticuerpo agonista anfi-ICOS por 48 h y se
determind la produccién de IFN-y por ELISA. Los valores se expresan como el porcentaje de
produccién de IFN-y relativo a las células cultivadas con M. tuberculosis. Los valores se
calcularon de la siguiente manera: 100 - ((produccidn de IFN-y por células estimuladas con M.
tuberculosis - produccidn de IFN-y por células estimuladas con M. fuberculosis + anti-
ICOS)/(produccion de IFN-y por células estimuladas con M. tuberculosis - produccion de IFN-y por
células cultivadas en medio) x 100). Se muestra un ejemplo representativo de ocho.

Ha sido demostrado que la senalizacidon a través de ICOS puede inducir
la produccion de citoquinas de tipo Th1 o Th2 durante la respuesta inicial
primaria y durante las respuestas efectoras. Por lo tanto, decidimos investigar

el efecto de la senalizacion a través de dicho receptor en la modulacién de

87



Resultados

las respuestas de citoquinas inducidas por M. tuberculosis en las lineas Th
polarizadas. Las células fueron estimuladas con antigeno en presencia de
anticuerpo monoclonal anti-ICOS y se determiné la produccion de IFN-y. Se
observd que M. tuberculosis indujo un incremento en la produccién de IFN-y
por las células estimuladas bajo condiciones ThO y Th1, y que dichos niveles
incrementaron aun mdads luego de la senalizacién a través de ICOS (Fig. 10D).
En contraste, ni la estimulacion antigénica, ni la coestimulacion via ICOS
modificaron los niveles de IFN-y secretados por las células estimuladas bajo
condiciones Th2 (Fig. 10D). Nuestros resultados indican que la coestimulacion
via ICOS en células Th polarizadas estimuladas con M. tuberculosis incrementa
la produccion de IFN-y con una magnitud proporcional a los niveles de
expresion del receptor. De esta manera, estos hallazgos avalan nuestros
resultados anteriores sobre el del efecto modulador del microambiente de

citoquinas en la expresion de ICOS en pacientes con tuberculosis.

Efecto de la sefalizacion a través de ICOS sobre la respuesta de citoguinas en

pacientes con tuberculosis pulmonar activa.

Considerando nuestros resultados sobre la expresion y funcion de ICOS
en las células Th humanas polarizadas, y dado que el rol de ICOS en la
modulacion del patrén de citoquinas no ha sido aun estudiado en ninguna
infeccion humana infracelular, decidimos investigar si la coestimulaciéon via
ICOS podria modular las respuestas de citoquinas por linfocitos T estimulados
con M. tuberculosis. Para ello, CMSP fueron estimuladas con M. fuberculosis

por cinco dias, y luego con un anticuerpo monoclonal agonista anti-ICOS. En
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la figura 11A se muestra que la senadlizacién via ICOS aumenta
significativamente la produccion de IFN-y en individuos AR. Mas aun, al
analizar el porcentaje de células IFN-y* por citometria de flujo intracelular, se
halld que el incremento en la produccidon de IFN-y detectado luego de la
coestimulacion a través de ICOS es debido a una secreciéon aumentada por
células previomente activadas por el Ag especifico. Determinamos
porcentajes similares de células productoras de IFN-y luego de la estimulacion
con ICOS (comparado con la estimulaciéon con M. tuberculosis solamente),
pero mayores valores de intensidad de fluorescencia media (Fig. 12A). No se
observd ningun efecto en la producciéon de IFN-y por parte de la estimulacion
a través de ICOS en células previamente cultivadas en ausencia de antigeno
(dato no mostrado). Mds aun, el incremento en la producciéon de IFN-y luego
de la coestimulacion via ICOS correlaciond con un aumento en la expresion
del factor de transcripcién T-bet (Fig. 12B), y niveles indetectables de GATA-3
(datos no mostrados), sugiriendo que la activacion de ICOS en pacientes AR
lleva a la generacién de un microambiente de tipo Thl. En contraste, la
senalizacion a fravés de ICOS no modificé los niveles de IFN-y inducidos por el
antigeno en pacientes BR (Fig. 11A), probablemente porque ICOS no se indujo
considerablemente sobre la superficie de los linfocitos T en respuesta a M.
tuberculosis (Fig. 2B). Mds aun, incluso luego del agregado de IFN-y al cultivo,
los niveles de ICOS no se vieron incrementados sobre la superficie de los
linfocitos T en pacientes BR, y por lo tanto, la senalizacion a tfravés de dicho
receptor no incrementd la produccion de IFN-y en dichos individuos (dato no

mostrado). Sorprendentemente, la coestimulacion a través de ICOS no tuvo
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ningun efecto sobre la produccién de IL-10 (Fig. 11A) o IL-4 (dato no mostrado)
en ambos grupos de pacientes con tuberculosis pulmonar activa.

Con el objetivo de confirmar la relacién entre la produccién de IFN-y y la
senalizacion a través de ICOS, blogueamos la senalizacidon a través de este
receptor mediante la utilizacidn de un antficuerpo que interactua
especificamente con el ligando de ICOS (ICOSL) inhibiendo la interaccién de
este con su receptor. CMSP de pacientes de AR fueron estimuladas con M.
tuberculosis en presencia o ausencia de Ac anti-ICOSL y la produccién de IFN-y
fue determinad por ELISA. Observamos que el blogueo de la via de ICOS
indujo una marcada disminucion en la produccién de IFN-y en comparacion
con las células estimuladas con M. tuberculosis solamente (Fig. 12C), pero no
produjo cambios en la produccion de IL-10 (dato no mostrado), indicando que

ICOS participa en la generaciéon de respuestas Th1 frente a M. tuberculosis.
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Figura 12. La activacion de ICOS induce la produccion de IFN-y y la expresion de T-bet en
células previamente activadas por M. tuberculosis. A, CMSP fueron culfivadas con M.
tuberculosis en presencia o ausencia de anti-ICOS por 4dias. Luego se determind la produccién
de IFN-y en células T CD3* por citometria de flujo infracelular. Cada simbolo representa la
intensidad de fluorescencia media (IFM). Se muestra un paciente representativo de de cinco. B,
CMSP de pacientes AR fueron cultivadas con M. fuberculosis en presencia o ausencia de
anticuerpo monoclonal anti-ICOSL bloqueante y luego de 48 h, se determind la produccion de
IFN-y por ELISA. * p< 0.05, Wilcoxon test comparando la producciéon de IFN-y en células
estimuladas con M. tuberculosis versus células cultivadas con M. tuberculosis + antficuerpo anti-
ICOSL. C, CMSP de pacientes AR fueron estimuladas con M. tuberculosis como se describié en A
y se prepararon extractos celulares totales. Posteriormente se determind la expresidon proteica
de T-bet por Western blot. Se muestra un ejemplo representativo de un paciente AR de cinco
pacientes analizados

Debido a que ha sido reportado que la activaciéon de ICOS induce IL-10
(106), pero los datos mostrados en este trabajo indican que la coestimulacion
via este receptor aumenta IFN-y (pero no IL-10) en pacientes con tuberculosis,
se profundizd el estudio de la secrecidn de IL-10 en células estimuladas con M.

tuberculosis utilizando bolillas magnéticas conteniendo anticuerpo anti-CD3 en
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concentraciones sub-Optimas y anticuerpo anti-ICOS (ICOS beads). La Figura
13 muestra que la senalizaciéon simultdnea a través de ICOS y CD3 indujo un
incremento en la produccién de IL-10 tanto en pacientes de AR como en DS,
en presencia o en ausencia del antigeno. Asimismo, dicho estimulo también
indujo un incremento significativo en la produccion de IFN-y en los mismos
pacientes Fig. 13), pero en contraste a lo ocurrido con IL-10, el aumento en la
produccion de IFN-y inducido por las ICOS beads fue mayor en las células que
habian sido previaomente estimuladas con M. tuberculosis (Fig. 13),
confirmando que la senalizacion a través de ICOS induce una respuesta IFN-y
especifica confra M. tuberculosis. En contraste, en pacientes de BR, la
estimulacion con ICOS beads no indujo produccién de IL-10, tanto en
presencia como en ausencia del antigeno, pero aumentd levemente la
produccion de IFN-y en células estimuladas con M. tfuberculosis (Fig. 13),
sugiriendo que la estimulacion a través de CD3 podria aumentar ligeramente
la fuerza de la sefnalizacién a través del TCR en pacientes no respondedores.
En conjunto, los resultados presentados indican que la estimulacién con anti-
CD3 podria inducir la produccién de IL-10 por linfocitos T de pacientes de AR y
de DS durante la senalizacion a través de ICOS, pero que la presencia del
antigeno disminuye esos niveles de IL-10 producidos, probablemente debido a

los altos niveles de IFN-y secretados bajo dichas condiciones.
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Figura 13. Efecto de la sefializacion via ICOS sobre la produccién de citoquinas inducida por M.
tuberculosis utilizando bolillas magnéticas conteniendo anticuerpo anti-ICOS y concentraciones
subdptimas de anti-CD3 (ICOS beads). CMSP de pacientes con tuberculosis y dadores sanos
fueron estimuladas con M. tuberculosis. Luego de 5 dias, las células fueron cultivadas en
presencia o ausencia de ICOS beads por 48h. La producciéon de IFN-y e IL-10 fue determinada
por ELISA. Los valores de p fueron calculados utilizando el test de Wilcoxon comparando: a) la
produccién de citoquinas de células cultivadas en medio versus células cultivadas con ICOS
beads; b) la produccidén de citoquinas de células cultivadas en medio versus células cultivadas
con M. tuberculosis; c) la produccidn de citoquinas de células cultivadas con M. tuberculosis y
posteriormente en medio versus células cultivadas con M. tuberculosis y luego ICOS beads; d) la
produccién de citoquinas de células cultivadas con ICOS beads versus células cultivadas con M.
tuberculosis y luego ICOS beads. * p<0.05; ** p< 0.01; ***p <0.005.
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IV. Interrelacién entre SLAM-ICOS e IFN-y durante la tuberculosis activa.

A fin de evaluar en profundidad la relacion entre la expresion de los
coestimuladores ICOS y SLAM, y la produccidn de citoquinas por células T de
pacientes con tuberculosis, determinamos los niveles de los receptores
simultdneamente con la secrecién de IFN-y luego de estimulacion con M.
tuberculosis. Observamos que en pacientes de AR, la mayoria de las células
productoras IFN-y expresaban ICOS o SLAM, (Fig. 14A). Mas aun, encontramos
un mayor porcentaje de células T IFN-y* ICOS* o IFN-y* SLAM* en pacientes de
AR comparado con individuos de BR (Fig. 14B, p < 0,01, Mann Whitney test).
Estos resultados sugeririan que las células T IFN-y* podrian coexpresar estas dos
moléculas coestimulatorias. Asi, seguidamante determinamos la coexpresion
de ICOS y SLAM, observando que el 87% de las células T coexpresaban ambos
receptores en pacientes de AR (Fig. 15A, panel superior). En contraste, en
pacientes de BR, se detectaron menos de 5% ya sea de células T IFN-y* ICOS* o
IFN-y* SLAM* (Fig. 14A). Asimismo, bajos niveles de células T de pacientes no
respondedores coexpresaron SLAM e ICOS en su superficie (Fig. 15A, panel
inferior).

Los resultados mostrados indican que 1os niveles de ICOS correlacionan
con los niveles de expresion de SLAM en pacientes con tuberculosis activa.
Estos resultados se contraponen a datos previos de otros autores en lineas Th
de ratdn polarizadas que indicaron que el patrén de SLAM e ICOS era opuesto
(108). Sin embargo, nosotros demostramos que tanto SLAM como ICOS son
requeridos en la respuesta inmune frente a M. tuberculosis. En pacientes de

AR, ICOS y SLAM fueron regulados positivamente luego de la estimulacion
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antigénica, sugiriendo que la expresion de ambas moléculas coestimulatorias
en tuberculosis correlaciona con una severidad reducida de la enfermedad.
Mds aun, la mayoria de las células productoras de IFN-y expresaron ICOS y/o
SLAM en pacientes de AR, sugiriendo que ambos receptores pueden ser
modulados por citoquinas Th1 y/o estar implicados en la generacion de

respuestas de tipo 1 frente a M. tuberculosis.
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Figura 14. Efecto de M. tuberculosis sobre la expresion de ICOS, SLAM e IFN-y en pacientes con
tuberculosis. A, CMSP fueron estimulados con antigeno por 4 dias y se examind la expresién de
ICOS o SLAM en células T productoras de IFN-y reactivas a M. tuberculosis por citometria de flujo.
La figura muestra un paciente AR y BR representativo de 5. El porcentaje de células ICOS* o
SLAM* IFN-y* luego del cultivo con M. fuberculosis es expresado en la porcién derecha de cada
panel. En el panel pequeno se muestran los controles de isotipo. B, Expresidon de ICOS o SLAM
en células T productoras de IFN-y reactivas a M. tuberculosis. Los datos representan la media del
porcentaje de células positivas para el Receptor (ICOS o SLAM) IFN«y* en respuesta a la
estimulacién con Ag * error esténdar para cada grupo de pacientes. ** p< 0.001; * p< 0,05, test
de Mann Whitney.
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En base a nuestros resultados, y a fin de investigar si ICOS y SLAM
podrian actuar de manera aditiva o sinérgica en la induccidon de la
produccion de IFN-y en tuberculosis, células de pacientes de AR fueron
estimuladas con antfigeno, y posteriormente se realizdé la coestimulacion
simultédnea SLAM-ICOS. Como se muestra en la Fig. 15B la activacién conjunta
de ambos receptores incrementd sinérgicamente la produccién de IFN-y. Sin
embargo, aunque la sendlizacion a fravés de SLAM  aumentd
significativamente la produccion de IFN-y en ambos grupos de pacientes (Fig.
7), la senalizacion a través de ICOS aumentd la secrecion de IFN-y sdlo en
pacientes AR (Fig. 11). Mdas aln, y también en contraste a nuestros resultados
con SLAM (80), la adicién de IFN-y no incrementd la expresion de ICOS en
células T de pacientes BR, y por lo tanto luego de la estimulacién con Ac anti-
ICOS no se observd incremento en la produccion de IFN-y (datos no
mostrados). Basados en estos resultados, concluimos que los dos moduladores
de citoquinas SLAM e ICOS estarian involucrados en la generacion de
respuestas Th1 durante la infeccion por M. tuberculosis, pero que cada uno de
ellos podria estar regulado de manera distinta y/o podria ejercer su funcién en

diferentes estadios de la respuesta inmune del huésped contra M. tuberculosis.
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Figura 15. Coexpresion de SLAM e ICOS y efecto sinérgico de los mismos en la produccion de
IFN-y. A, Expresion simultdnea de SLAM e ICOS en células de pacientes de AR y BR estimuladas
con M. tuberculosis. CMSP fueron estimuladas por 5 dias con antigeno y se examind la expresiéon
de ICOS y SLAM por citometria de flujo. Se muestra el porcentaje de células TICOS* SLAM* luego
de estimulacion con M. tuberculosis para un paciente AR representativo (panel superior) y un

paciente BR (panel inferior) (5 pacientes totales /grupo).

B, CMSP de pacientes con tuberculosis

de AR fueron estimuladas en presencia de M. tuberculosis por 5 dias. Luego las células fueron
incubadas con anticuerpos agonistas anti-SLAM y/o anti-ICOS como se muestra en la figura. La
produccién de IFN-y fue determinada a las 48h por ELISA. * p< 0.01, test de Wilcoxon.
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V. Estudio del rol de SLAM en las CD de pacientes con tuberculosis

Mycobacterium tuberculosis induce la maduracion de células dendriticas de

pacientes con tuberculosis.

Ha sido demostrado que los antigenos de micobacterias inducen la
maduracién de las células dendriticas (CD) derivadas de monocitos de
individuos sanos (14, 153, 154). En este trabajo, se evalud la activaciéon por M.
tuberculosis de las CD de pacientes con tuberculosis de AR y BR. Asi, CD
derivadas de monocitos de pacientes fueron estimuladas con M. tuberculosis y
se determind la expresion de moléculas coestimulatorias (CD86, CD80) y
marcadores de maduracion (CD83, CMH Il). Como se muestra en la Fig. 16, la
estimulacion antigénica especifica aumentd la expresion de CD80, CD86, CMH
'y CD83 en las CD de los dos grupos de pacientes, indicando que M.
fuberculosis induce la maduracion de las CD tanto de individuos

respondedores como no respondedores.

AR
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BR
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Figura 16. M. tuberculosis induce la maduracion de CD de pacientes con tuberculosis. CD
derivadas de monocitos de pacientes AR y BR fueron incubadas en presencia o ausencia de M.
tuberculosis por 48h y la expresion de CD83, CD80, CD86 y CMH Il (histogramas grises) fue
determinada por citometria de flujo. Los histogramas blancos muestran los controles de isotipo
para cada receptor. Se muestra un paciente representativo de 8 para cada grupo.

M. tuberculosis induce la produccion de citoquinas por CD de pacientes con

tuberculosis activa.

La produccidn de citoquinas durante la respuesta inmune en
tuberculosis juega un rol importante en la respuesta del huésped (155). Mds
aun, ha sido ampliamente demostrado que el IFN-y, citoquina Th1 producida
por las células T, activa a los macréfagos y es un mediador crucial en la
proteccion frente a M. tuberculosis (20, 156, 157). Debido a que la respuesta
de las células T es, hasta cierto punto, determinada por las citoquinas
secretadas por las CD, se investigd la producciéon de dichos mediadores en
pacientes con tuberculosis en respuesta a estimulacion Ag especifica. Como
se muestra en la Figura 17, tanto las CD de pacientes AR como las CD de
individuos de BR secretaron niveles significativos de IFN-y frente a la
estimulacion con M. tuberculosis. Mds aun, la especificidad de la produccién
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de IFN-y por las CD fue confirmada por citometria de flujo intracelular. Como
se muestra en la Fig. 17A (panel derecho), la estimulacidon antigénica
incrementd marcadamente los niveles de IFN-y en las CD.

Previamente, hemos demostrado que los pacientes AR y BR secretan
niveles similares de IL-10, pero sélo los pacientes AR producen niveles
significativos de IFN-y en respuesta a M. tuberculosis, sugiriendo que frente al
patdgeno, los pacientes respondedores crearian un microambiente de
citoquinas tipo Th1, mientras que en los pacientes no respondedores
predominaria un microambiente tipo Th2. Para investigar el rol potencial de las
CD en la regulacion de la respuesta de las células T en tuberculosis, analizamos
la secrecién de citoquinas Th2 por las CD. Los resultados obtenidos mostraron
que las CD de ambos grupos de pacientes con enfermedad activa produjeron
niveles similares de IL-6 (Fig. 17B) e IL-10 (datos no mostrados). De esta forma,
las CD de los pacientes con tuberculosis activa son capaces de secretar
niveles similares de IFN-y y citoquinas Th2 en respuesta a M. fuberculosis, en
contfraste a nuestros resultados con las células T de ambos grupos de
individuos.

Dado que las CD de los pacientes con tuberculosis secretaron altos
niveles de IFN-y frente a la estimulacién con M. tuberculosis (Fig. 17A),
investigamos la expresion de T-bet. Sorprendentemente, a pesar de los altos
niveles de IFN-y producidos por las CD en respuesta a M. tuberculosis, no se
detectd expresion de T-bet en las CD de los pacientes con tuberculosis (Fig.
17C). Por lo tanto, estos resultados sugeririan que los altos niveles de citoquinas

Th2 (IL-6 e IL-10) producidos por las CD de pacientes con tuberculosis podrian
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impedir la induccion de T-bet en estas células, o que la produccion de IFN-y

podria ocurrir por un mecanismo independiente de T-bet.
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Figura 17. Produccién de citoquinas por CD de pacientes con tuberculosis luego de
estimulaciéon con Ag. A, B, CD de pacientes con tuberculosis fueron estimuladas por 48h en
presencia o ausencia de M. tuberculosis y la produccidén de citoquinas fue determinada por
ELISA y/o citometria de flujo intracelular. Las CD fueron identificadas primero determinando una
regién en las células CD83*y luego analizando la expresidon de IFN-y. Un paciente representativo
de 7 es mostrado. *, p< 0,05, Wilcoxon Test. C, Se prepararon extractos celulares totales de CD
de pacientes AR y BR vy la expresidn de T-bet fue analizada por Western blot. Un paciente
representativo de 5 para cada grupo es mostrado.
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Expresion y rol de SLAM en CD de pacientes con tuberculosis.

Las CD activadas expresan moléculas coestimulatorias esenciales para
la activaciéon de las células T (158, 159). Mdas aun, ha sido reportado que la
molécula coestimulatoria SLAM, previamente caracterizada en células Ty B
(79, 160) se expresa en CD luego de activaciéon a través de CD40 , facilitando
la generacion de respuestas proinflamatorias Th1 (84). Teniendo en cuenta
que la expresion de SLAM en células T de pacientes con tuberculosis
correlaciona directamente con la respuesta frente a M. fuberculosis (Fig. 1y 2).
decidimos investigar si la expresion de SLAM en CD de pacientes con
tuberculosis podria participar en la coordinacién de la activacién de las
funciones efectoras de los linfocitos T, determinando asi proteccién frente a la
infeccion por M. tuberculosis. Como se muestra en la Figura 18A la
estimulacion con M. tuberculosis indujo niveles significativos de SLAM en CD de
ambos grupos de pacientes, en contraste con los niveles diferenciales de SLAM
detectados en la superficie de las células T (Fig. 1). Considerando estos datos y
que la senalizacion a través de SLAM induce produccion de IFN-y por células T
en tuberculosis (Fig. 7) y aumenta la secrecion de IL-12 en CD (84), analizamos
si la senalizacién a través de SLAM en las CD podria modificar el
microambiente de citoquinas en pacientes con tuberculosis activa. Como se
muestra en la Figura 18B, se detectd un incremento significativo en la
produccion de citoquinas Th1 (IFN-y (Fig. 18B) e IL-12 (dato no mostrados), en
correlacion con una marcada disminuciéon de citoquinas Th2 (IL-6 (Fig. 18B) e IL-
10 (dato no mostrados). Interesantemente, la senalizacién a través de SLAM

indujo la expresion de T-bet en las CD de ambos grupos de pacientes (Fig.
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18C). Por lo tanto, aunque M. fuberculosis induce un aumento significativo de
la produccién de IFN-y por las CD, los altos niveles de citoquinas Th2 impedirian
la expresion de T-bet, pero el aumento aun mayor en la produccion de IFN-y
conjuntamente con la marcada disminucidon de citoquinas Th2 luego de la
estimulacion a fravés de SLAM permitiria entonces la expresion de T-bet. Asi, la
activacién a través de SLAM en CD de pacientes con enfermedad activa
estimuladas con M. tuberculosis conduciriac a la generacidn de un
microambiente de citoquinas Thl.

Para explorar con mayor detalle el rol de SLAM en la funcién de las CD y
las células T durante la respuesta inmune del huésped frente a M. tuberculosis,
estudiamos la produccién de IL-6 por las células T de pacientes AR y BR. En
contraste a los resultados en CD, las células T de los pacientes BR produjeron
mayores niveles de IL-6 en comparacion con los individuos AR (Fig. 18D, p <
0.05, Mann-Whitney test). Asimismo, la senalizacion a través de SLAM no
disminuyd la secrecion de IL-6 en los individuos BR (Fig. 18D). Asi, estos
resulfados demuestran que SLAM tendria un rol fundamental en la generacion
de respuestas de citoquinas Th1 en tuberculosis en los dos tipos celulares
estudiados, CD y células T. Interesantemente, nuestros hallazgos indicarian que
serian las células T de los pacientes BR y no sus CD las que conducirian a una
respuesta no protectiva frente a M. tuberculosis, ya que sus linfocitos T no
logran aumentar la expresion de SLAM en superficie y por lo tanto sélo
producen un leve incremento en la generacion de citoquinas Th1 luego de la

senalizacion a fravés de SLAM.
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Figura 18. Expresion y rol de SLAM en CD de pacientes con tuberculosis activa. A, La expresion
de SLAM en CD fue determinada realizando inicialmente una regidén segun sus caracteristicas de
tamano y granularidad y luego evaluando la expresion de SLAM y de CD83. Cada simbolo
representa el porcentaje de células SLAM*CD83* luego de la estimulacion con M. tuberculosis —
porcentaje de células SLAM*CD83* en medio. Las lineas gruesas horizontales representan las
medias. n.s= diferencias no significativas, Mann-Whitney test. B-D, CD o CMSP de pacientes con
tuberculosis fueron estimuladas en presencia o ausencia de M. tuberculosis mds Ac anti-SLAM y
luego de 48h (B-C) la produccién de IFN-y e IL-6 fue determinada por ELISA, y (C) la expresion de
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T-bet y B-actina fue determinada por western blot. B y D (panel inferior), Los valores fueron
calculados como: media de la produccién de citoquina en respuesta a M. tuberculosis o M.
tuberculosis + anti-SLAM / media de la produccion de citoquina por células cultivadas en medio.
*p <0.005, Wilcoxon test.

Rol funcional de las CD en pacientes con tuberculosis.

M. tuberculosis regula positivamente la expresion de SLAM en las CD de
ambos grupos de pacientes, pero incrementa los niveles de esta molécula
coestimulatoria solo en las células T de los pacientes AR. Para investigar, si las
CD activadas por M. tuberculosis de ambos grupos de pacientes poseen la
capacidad funcional de activar a las células T, realizamos cultivos mixtos
leucocitarios (CML). Inicialmente, CD generadas de pacientes con
tuberculosis fueron tratadas con Ag por 2 dias y luego co-cultivadas con
linfocitos T autdlogos o heterdlogos, como se describe en materiales vy
métodos. La Figura 19 muestra que las CD de pacientes de BR activadas por
Ag estimulan eficientemente la produccion de IFN-y por células T de individuos
respondedores, pero no inducen secrecidn de esta citoquina por parte de los
linfocitos T de pacientes no respondones. En forma similar, las CD de pacientes
de AR no estimularon la secrecion de IFN-y por linfocitos T de pacientes de BR,
aunque si indujeron la produccién de IFN-y por sus células T autdlogas (Fig. 19).
Mds aun, en concordancia con nuestros resultados en la producciéon de IL-6
por CMSP (Fig. 18D), sélo las células T de individuos de BR produjeron altos
niveles de IL-6, ya sea luego del cultivo con CD autdlogas o heterdlogas,
observdndose los mayores niveles de esta citoquina en los cultivos autdlogos.
No se detectd produccidon de IL-6 por los linfocitos T de pacientes de AR al ser

incubadas con CD de pacientes AR o BR (Fig. 19). Las CD activadas de
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pacientes BR (que expresan SLAM y producen altos niveles de IFN-y) tienen la
capacidad de estimular la secrecion de IFN-y por células T de pacientes
respondedores pero no por células T de BR en un CML. En conclusién, nuestros
datos indican que las CD de ambos grupos de pacientes con tuberculosis
poseen capacidades estimulatorias funcionales. Por lo tanto, estos resultados
sugieren que la incapacidad de las células T de los pacientes de BR para
generar una respuesta tipo Th1 contra M. tuberculosis estaria relacionada con

una deficiencia en la respuesta del TCR de sus linfocitos al Ag especifico.

B Células T AR
CD AR O Células T BR Figura 19. CD de pacientes de ARy
BR activadas por M. tuberculosis
aumentan la actividad de las células
CD BR T en CML. CD inmaduras fueron
cultivadas por 48h en presencia o
. . ) ausencia de M. tuberculosis. Células
0 20 40 60 T purificadas fueron co-culfivadas en
relacién 1:50 CD:T e incubadas por
48h adicionales para determinar la
. produccién de IFN-y e IL-6 por ELISA.
Los valores se expresan como:
CD AR :| media de la produccidén de
citoquina por células estimuladas
con M. tuberculosis/ media de
CDBR | produccién de citoquina por células
cultivadas en medio.

IFN-y (relativo a medio)

1 T 1
0 200 400 600
IL-6 (relativo a medio)

La interaccion SLAM-SLAM entre CD vy linfocitos T participa en la induccion de

IFN-y contra M. tuberculosis.

SLAM es un autoligando y su expresion es inducida luego del
reconocimiento antigénico especifico por el TCR. Como mostramos

previamente, la senalizaciéon a fravés de SLAM por un anticuerpo agonista
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luego de la activacién de las células T por M. tuberculosis incrementa la
produccion de IFN-y, y la expresion de SLAM correlaciona con la generacion
de una respuesta inmune protectiva en tuberculosis. Con el objetivo de
evaluar el efecto de SLAM durante la respuesta fisioldgica de las células T
frente a M. tuberculosis, desarrollamos ARN de interferencia (ARNi) para SLAM.
CMSP de pacientes con tuberculosis fueron transfectadas con ARNi para SLAM,
luego estimuladas con M. tuberculosis por 48h y la expresidon de SLAM, la
produccion de IFN-y e IL-6 fue determinada. Asi, observamos una disminucion
significativa de la produccion de IFN-y y un marcado incremento de la
secrecion de IL-6 en células T donde la expresion de SLAM fue casi
completamente bloqueada con ARNi para SLAM, comparado con las células
no transfectadas (Fig. 20A).

Postulamos asi que la interaccidon SLAM-SLAM entre CD activadas por M.
tuberculosis y células T, o como un autoligando, podria disparar una sefal que
llevaria a la producciéon de IFN-y contra el patégeno. Para confirmar estos
resultados y determinar el rol de la interaccion SLAM-SLAM entre CD y células T,
transfectamos CD purificadas y/o células T de pacientes con ARNi para SLAM.
Luego, las CD fueron estimuladas con M. fuberculosis, incubadas con las
células T (1:50) y la produccion de IFN-y fue determinada por ELISA. Como se
muestra en la Figura 20B el bloqueo de SLAM sdélo en las CD tuvo un leve
efecto en la produccion de IFN-y. Debido a la baja relacién CD:T, nosotros
especulamos que el IFN-y secretado puede deberse a la interaccion SLAM-
SLAM entre células T activadas. Interesantemente, cuando las células T fueron
transfectadas, se observd una reduccion significativa de la secrecién de IFN-y,

y este efecto fue alun mayor cuando los dos tipos celulares fueron tranfectados
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con el ARNi (Fig. 20B). En conjunto estos resultados, claramente demuestran

que SLAM participa en la produccion de IFN-y contra M. tuberculosis.

A.
SLAM = | e = < B-actina
= el Ll
M. tuberculosis . + . + - o+ - +
SLAMARNi + + - - + + - -
LT LT
LTt LTt
0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100
IFN-y (relativo a medio) IL-6 (relativo a medio)
B.
CD+LT
CD'+LT
CD+LT!
cpt+LT!
0 10 20 30 40 50

IFN-y (relativo a medio)

Figura 20. La interaccion SLAM-SLAM entre CD vy linfocitos T participa en la induccion de IFN-y
contra M. tuberculosis. A, CMSP de pacientes con tuberculosis fueron transfectadas con ARN de
interferencia (ARNi) para SLAM y luego de 48h de estimulacion con M. tuberculosis, 1a expresiéon
de SLAM fue determinada por western blot (panel superior) y la produccion de IFN-y e IL-6 fue
determinada por ELISA (panel inferior). La concentracion de proteinas fue normalizada con
B-actina. Cada barra (panel inferior) representa: media de la produccion de citoquina por
células estimuladas con M. tuberculosis/ media de produccidén de citoquina por células
cultivadas en medio. La figura muestra un experimento representativo de de 4. B, CD y/o
células T purificadas fueron tranfectadas con ARNi para SLAM o ARNi control por 48h. Las CD
fueron estimuladas con M. tuberculosis por 48h y luego las CD maduras fueron incubadas con
células T purificadas en relacién 1:50 CD: LT por 48h adicionales para determinar la produccién
de IFN-y por ELISA. Los valores fueron calculados como en A.
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VI. Vias de Sefalizacion que regulan la produccion de IFN-y en la tuberculosis

humana

En base a los resultados descriptos en este trabajo, seguidamente se
iniciaron estudios para investigar las vias de senalizacion que confrolan la
secrecion de IFN-y confra M. tuberculosis. Asi, como se describio
anteriormente, nosotros demostramos que la senalizacion a fravés de SLAM
incrementa la produccion de IFN-y contra M. tuberculosis en dadores sanos y
en pacientes con tuberculosis de alta respuesta al antigeno (AR), resultando la
expresion de SLAM anormal en pacientes de baja respuesta (BR). Por ofra
parte, uno de los grupos con los que este laboratorio colabora desde hace
anos (Dr. Peter Barnes, (CPIDC, Univesity of Texas), reporté que el factor de
transcripcién CREB incrementa la secrecidén de IFN-y contra M. tuberculosis
mediante unién a la porcidn proximal del promotor de IFN-y, y que la expresion
de CREB se encuentra reducida en tuberculosis (139).

Considerando que las vias de senalizacién inducidas por SLAM que
conducen a producciéon de IFN-y, asi como la regulacion de la expresion de
SLAM, han sido escasamente estudiadas, en esta etapa se investigd
especificamente si la proteina de senalizacion SLAM modulaba la expresidon de
CREB durante la infeccién activa producida por M. tuberculosis. Asimismo,
estudiamos, el rol de la IL-17 sobre la expresion de SLAM e IFN-y, ya que ha sido
ampliamente demostrado que IL-17 inhibe la produccion de IFN-y, para

finalmente analizar la potencial interrelacién entre citoquinas que participan
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en la respuesta del huésped contra el patdégeno, y vias de senalizacion que
pudieran regular su produccion.

Asi, se investigd: (i) la participacion del factor transcripcion CREB que
induce la produccién de IFN-y en tuberculosis (139) en la via de senalizacion de

SLAM y (ii) la regulacion de SLAM y CREB por la citoquina IL-17,

Rol de CREB en la via de sefalizacion de SLAM.

Nosotros demostramos que SLAM es requerido para la produccion
optima de IFN-y en tuberculosis. Sin embargo, poco se conoce acerca de las
vias de senalizacién “rio abajo” de SLAM, las cuales llevan a la produccién de
IFN-y. Interesantemente, ha sido demostrado que CREB fiene un rol crucial en
la inducciéon de esta citoquina en tuberculosis (139), pero hasta el momento las
moléculas que inducen la fosforilacidon de este factor de transcripcidn no
habian sido estudiadas. Por lo tanto, a fin de determinar si la via de
senalizacion de SLAM inducia la fosforilacién de CREB, CMSP de pacientes con
tuberculosis fueron estimuladas con M. tuberculosis en presencia o ausencia de
anticuerpo agonista anti-SLAM y la expresion de p-CREB fue determinada.
Como se observa en la Fig. 21A, la senalizacién a través de SLAM incrementd
la fosforilacion de CREB, indicando que la activacion de este factor de
transcripcién podria ser un mecanismo potencial por el cual SLAM induciria la
secrecion de IFN-y.

A fin de analizar en profundidad y confirmar los resultados anteriores
sobre el incremento de la fosforilacién de CREB luego de activacion de SLAM,

se realizaron tranfecciones celulares con ARNi para SLAM (o ARNi control),
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como se detalla en materiales y métodos. Luego de estimular las células con
M. tuberculosis, se determind la fosforilacion de CREB. Los resulfados obtenidos
mostraron que el bloqueo de la expresibn de SLAM por ARNi, reduce
marcadamente la activacion de CREB (Fig. 21B), confiirmando asi, que SLAM

confribuye en forma directa a la fosforilacion de CREB.

A
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0.6 -
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Anti-SLAM - - +
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S —— +— [-actina

M. tuberculosis - + +
Anti-SLAM . - +

UA p-CREB/B-actina
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0.8
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Figure 21. La sefializacion a través de SLAM induce la fosforilacion de CREB. A, CMSP fueron
estimuladas con M. tuberculosis en presencia o ausencia de anticuerpo agonista anti-SLAM por
24h y la expresion de p-CREB fue analizada por western blot. La figura muestra un paciente
representativo de siete Los geles de poliacrilamida fueron escaneados, densitometrados y los
resultados se expresan como unidades arbitrarias (UA) relativas a la expresion de B-actina. (B)
CMSP fueron tranfectadas con ARNi para SLAM o control (GFP) y luego estimuladas con M.
tuberculosis por 48h. La expresion de p-CREB fue determinada por western blot. Los geles de
poliacrilamida fueron escaneados, densitometrados y los resultados se expresan como unidades
arbitrarias (UA) relativas a la expresidon de B-actina. Se muestran las medias + el error standard de
los resultados de seis pacientes.
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Estudio de la regulacién de la expresion de SLAM por IL-17.

Las células Th17 juegan un rol crucial en la respuesta inflamatoria,
pudiendo conftribuir a la proteccidon en infecciones (41). Recientemente, fue
reportado por primera vez, que las células T CD4* productoras de IL-17 e IL-22
contribuyen a la respuesta inmune adaptativa confra M. fuberculosis en
personas expuestas al patdgeno y en pacientes con tuberculosis (60). Sin
embargo, aun quedan muchas preguntas sin responder sobre la funcién de las
células Th17 en la tuberculosis humana. En particular, nuestro interés se centrd
sobre la potencial regulacion negativa de IL-17 sobre la produccion de IFN-y.
Md&s aun, las células Th17 podrian reducir la expresion de SLAM, modulando el
microambiente de citoquinas en respuesta a M. tuberculosis. Para investigar
esta posibilidad, determinamos el efecto del agregado de IL-17 recombinante
sobre la expresion de SLAM en células estimuladas con M. tuberculosis. Como
se muestra en la Fig. 22, nuestros resultados demostraron que la IL-17 reduce los
niveles de expresion de SLAM en células T de pacientes con tuberculosis. Mds
aun, esta disminucion de la expresidon de SLAM correlaciond con la inhibicion

de la secrecion de IFN-y (Fig. 22B).

A.
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L34 Figura 22. Rol de IL-17 en la expresion de
SLAM. CMSP de pacientes con tuberculosis
32 fueron estimuladas con M. tuberculosis en
3 presencia o ausencia de IL-17 recombinante
(5 ng/ml) y luego de 5 dias se determiné la
expresién de SLAM vy la produccién de IFN-y
por citometria y ELISA, respectivamente. A,
La expresion de SLAM se determind primero
25 seleccionando  una regidn segun los
pardmetros de tamano y granularidad vy
luego seleccionando las células CD3*. Se
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IL-17 inhibe la expresion de CREB

Dado que los resultados obtenidos en este frabajo mostraron que la IL-17
regula negativamente la expresion de SLAM inhibiendo la produccién de IFN-y
(Fig. 22) y que CREB participa en la via senalizacién de SLAM (Fig. 21),
seguidamente estudiamos el efecto de IL-17 sobre la activacion de CREB.
Para esto, CMSP fueron estimuladas con M. tuberculosis en presencia o
ausencia de IL-17 y la expresion de SLAM y de p-CREB en las células T fue
determinada. Como muestra la Figura 23, la IL-17 no sélo reguld
negativamente la expresion de SLAM, sino que también disminuyd
significativamente la activacion de CREB. Mdas aun, la mayoria de las células
positivas para CREB expresaron SLAM, confirmando la participacidén de este
factor de transcripcién en la via de senalizacion de SLAM. Asi, estos resultados
demuestran un nuevo mecanismo por el cual la IL-17 inhibe la produccidn de
IFN-y en respuesta a M. tuberculosis. Este mecanismo involucraria la regulacion

negativa de la expresion de SLAM y de la activacién de CREB.
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Figura 23. Efecto de IL-17 sobre la activacion de CREB. CMSP de pacientes con tuberculosis
fueron estimuladas con M. tuberculosis en presencia o ausencia de IL-17r (5ng/ml) y luego de 5
dias la expresion de SLAM y p-CREB fue determinada por citometria de flujo. A, B. La expresidon
de SLAM y p-CREB se determind primero seleccionando la regién de blastos segin los
pardmetros FSC y SSC y luego las células CD3* A, La figura muestra un paciente representativo.
B. Cada simbolo representa la media + el error esténdar en cada condicidon (8
pacientes/condicién).

114



Discusion




Discusion

La defensa efectiva contra una infeccidon intracelular como la
ocasionada por M. tuberculosis, requiere de la activacion de los linfocitos Ty la
generacion de respuestas de citoquinas de tipo Thl, a fin de controlar y
contener la infeccion. La activacion de los linfocitos es regulada por senales
disparadas por una gran cantidad de moléculas de superficie, tales como
receptores de Ag, moléculas coestimulatorias, receptores de quemoquinas y
citoquinas, receptotes inhibitorios y TLR (161). Para lograr una respuesta
inmune efectiva frente a patdgenos y para el mantenimiento de la tolerancia
se requiere del balance entre las senales estimulatorias e inhibitorias (162). En
este frabajo se investigd el rol de moléculas coestimulatorias y factores de
transcripcién sobre la funcidn efectora de células Ty CD durante la infeccidon
activa por M. tuberculosis. Especificamente, se estudid la funcidn de las
moléculas coestimulatorias SLAM, ICQOS, la proteina de senalizacion SAP vy el
factor de transcripcion CREB durante la respuesta inmune del huésped frente a
la infeccién por M. tuberculosis.

Interesantemente, al estudiar la respuesta in vitro frente a un sonicado
de M. tuberculosis se encontraron dos grupos de pacientes con tuberculosis
activa segun la respuesta de los linfocitos T frentre al Ag especifico. Los dos
grupos hallados (AR y BR) mostraron una producciéon diferencial de IFN-y y de
la expresion de los marcadores de activacion inducibles SLAM e ICOS, los
cuales correlacionaron positivamente con la secrecién de esta citoquina Thi.
Mdas aun, se observd que los pacientes con fuerte respuesta al antigeno (AR)
secretaban altos niveles de IFN-y en correlacién con una mayor expresion de T-
bet, pero no se observaron diferencias en la secrecion de citoquinas Th2

comparado con los pacientes BR. Si bien, es claro que la respuesta Thl
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representa el patron protectivo necesario para el control de la tuberculosis,
algunos estudios en animales no demuestran claramente una dicotomia del
patrén Th1-Th2 en la respuesta inmune en la infeccidén activa producida por M.
fuberculosis (6, 31). Quedan aun muchos interrogantes sin responder, en
particular, zes la secrecidon de citoquinas Th2 una causa o simplemente la
consecuencia de la actividad de la enfermedad en la tuberculosis humana?
Asimismo, ha sido sugerido que la falla de la respuesta inmune en tuberculosis
podria explicarse por una respuesta Th1 débil o suprimida mds que por una
fuerte respuesta Th2 ().

Ha sido reporfado que SLAM induce respuestas de fipo Th1 (79). Mas
aun, previamente demostramos que SLAM induce la generacién de respuestas
Th1 en lepra (80). Por otro lado, existen datos contradictorios con respecto al
rol de ICQOS, ya que esta molécula ha sido implicada en la induccion tanto de
respuestas Th1 como Th2 en ratén (113, 147). Asi, uno de los objetivos de este
trabajo fue el estudio de la funcidn de estas moléculas coestimulatorias

durante la respuesta inmune del huésped contra M. tuberculosis.

Rol de la via SLAM-SAP en tuberculosis.

Nuestros datos demostraron que la expresidn de SLAM se incrementa en
pacientes repondedores frente al antigeno, pero no se modifica en pacientes
anérgicos a M. tuberculosis. Sin embargo la coestimulacion a fravés de SLAM
aumentd los niveles de IFN-y en ambos grupos de individuos, aunque en
diferente grado. No obstante, el agregado exdgeno de citoquinas Th1 junto
con el Ag, permitié que los pacientes de BR produjeran niveles significativos de

IFN-y luego de la activacion de SLAM. Con el fin de estudiar las diferencias en
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las respuestas de los grupos de pacientes (AR y BR) a M. tuberculosis durante la
activacion de SLAM se investigd la proteina de union a SLAM: SAP. SAP se
expresa en células T, NK y células B (163), y consta casi exclusivamente de un
dominio SH2 por el cual inferacciona con otros miembros de la familia de
SLAM, incluyendo a 2B4, NTB-A, CD84 y Ly-9 (161, 164). Este dominio se une con
alta afinidad a SLAM a través de un residuo de firosina en la cola
citoplasmdtica (92, 95). La senalizacion a través de la via SLAM-SAP modifica
el perfil de citoquinas producido durante la activaciéon de las células T (97). Asi,
seguidamente se investigd la expresion de SAP y de SLAM vy su funcion en la
regulaciéon del patrén de citoquinas producido en pacientes con tuberculosis
activa. Se observd una relacién inversa entre la expresion de SAP y la
produccion de IFN-y frente a la estimulacion con M. tuberculosis en pacientes
con tuberculosis y pacientes deficientes para SAP (XLP). Nuestros datos
confirman estudios realizados en ratones deficientes en SAP que mostraron que
la ausencia de esta proteina produce un aumento de la activacion T e
hiperproliferacién de células CD4* y CD8* productoras IFN-y en respuesta a
infeccion microbiana (98, 150). Mdas aun, células T activadas de ratones que
sobreexpresan SAP disparan un incremento de produccién de IL-4 asi como
también una disminucién de la secrecion de IFN-y (100). Nuestros resultados,
junto con estos estudios de ratén, refuerzan la hipodtesis de que SAP atenua las
respuestas inmunes Th1 (97).

La expresion de SAP disminuyd en pacientes BR luego de la estimulacion
a tfravés de SLAM y del TCR conjuntamente. Ha sido demostrado que la
expresion relativa de SAP y SLAM podria variar durante la activacion linfocitaria

y en algunos desordenes aufoinmunes (165), y que la relacion SLAM/SAP
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podria tener un rol en las funciones dependientes de SLAM (96). De hecho, ha
sido propuesto que la expresion diferencial de SLAM y SAP estaria relacionada
con el estado de activacion de las células (166). En ratones, SAP es regulado
negativamente in vitro en células T activadas, mientras que SLAM es regulado
positivamente de manera temprana en la activaciéon de las células T. Por lo
tanto, en base a lo descripto y a nuestros hallazgos, postulamos que la
regulacion de IFN-y por moléculas de sefnalizacion en tuberculosis, como SAP y
SLAM, seria dependiente en primer lugar del reconocimiento del antigeno por
las células T. Los linfocitos T que responden a M. tuberculosis rdpidamente
aumentarian la expresion de SLAM y estas dos senales se combinarian
promoviendo la produccion de IFN-y. Al mismo tiempo, SAP seria regulado
negativamente de manera transiente en respuesta a la activacion celular T.
Esta cascada de senalizacién estaria impedida en los pacientes de BR, ya que
la falta de respuesta de las células T en estos individuos prevendria la
regulacion positiva de SLAM y las moléculas de SAP existentes bloquearian la
produccion de IFN-y. SAP, a diferencia de otras proteinas con dominios SH2,
interacciona con SLAM independientemente del estado de fosforilacion de las
tirosinas en el motivo [TSM de SLAM (92). Por lo cual, SAP estd
constitutivamente asociado a SLAM (92). Por Ultimo, si la senalizacién a través
de SLAM fuera restaurada, como describimos en nuestro sistema experimental,
la expresidon de SAP seria regulada negativamente y los niveles de IFN-y se
incrementarian significativamente. Asimismo, en este trabajo fue demostrado
que la presencia de IL-12 durante la senalizacion del TCR, seguida por la unién
de SLAM, promueve la produccién de IFN-y en pacientes de BR. Una posible

explicacion del efecto observado por IL-12 podria deberse a que las citoquinas
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proinflamatorias aumentan la expresién de SLAM en las células T estimuladas
con la micobacteria (80).

La expresion de SAP disminuye en pacientes de BR cuando SLAM vy el
TCR son ligados en tandem. Estos datos sugieren un efecto coestimulatorio de
SLAM y el TCR en la produccion de IFN-y, como ha sido demostrado para
células T CD4* (79). Aunque SLAM es inhibido por interacciones de alta
afinidad con SAP, el sinergismo de SLAM y el TCR en el contexto de la
tuberculosis lograria impedir el efecto negativo de SAP, en concordancia con
estudios realizados por otros autores (167). Las interacciones SLAM-SLAM
podrian tener lugar entre células T con otras células T activadas o con células
dendriticas (84). Las células T de ratones deficientes en SAP producen mds IFN-
vy que las de los ratones salvajes en respuesta a estimulacion a través del CD3,
pero luego de estimulacién con anti-CD3 y anti-SLAM tanto los ratones salvajes
como los sap’- producen altos niveles de IFN-y (167). A fravés de un
mecanismo en el cual SAP recluta FynT a la cola citoplasmdtica de SLAM (101),
la unién de SHP-2 y la senalizacion de SLAM que lleva a la inducciéon de IFN-y es
impedida (97). Estudios posteriores mostraron que la supresion de IL-4 en los
ratones sap~/~ es debida a un defecto especifico en la induccidén de GATA-3
en respuesta a las senales mediadas por el TCR (104). Luego de la activacién
T, SAP colocaliza con el TCR y una via de senalizacion que involucra la unién
de Fyn a SAP aumenta la activacion de PKCO/NF-«xB1 llevando a la generacion
de respuestas Th2 (104).

En conjunto, nuestros resultados sugieren la participaciéon de un
componente intrinseco que podria regular la expresién de SAP durante la

infeccion por micobacterias, determinando una mayor suscepftibilidad a
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desarrollar la infeccidn. Una explicacién alternativa es que SAP podria ser un
marcador de severidad de la infeccion tuberculosa. Se necesitan nuevos
estudios para analizar los niveles de SAP durante todo el curso de la infeccidén
por M. tuberculosis. La determinacion de los niveles de SAP en pacientes con
tuberculosis podria permitir mejorar el tfratamiento de la enfermedad, siendo
de gran importancia dilucidar en mayor detalle la regulacién de la expresiéon y
funcion de proteinas de senalizacion como SAP. Los resultados presentados en
este tfrabajo conjuntamente con nuestros estudios en lepra (80) sugieren que la
infervencion de las vias de senalizacion del IFN-y podrian promover inmunidad
protectiva frente a la infeccidn por patdégenos intracelulares.

En este estudio demostramos que mediante la interaccidn con SLAM,
SAP envia una senal que inhibe selectivamente la produccion de [FN-y,
mientras que la senalizacién a través de SLAM en ausencia de SAP enviaria
una senal que llevaria a la generacidon de una respuesta Thl. Asi, estos
hallazgos muestran por primera vez el rol de la interaccion SLAM-SAP en la
generacidén de una respuesta inmune protectiva en una infeccion humana
infracelular.  Mds aln, de acuerdo con nuestros resultados en lepra, la
activacién a través de SLAM induce una via de senalizacion que incluye a NF-
kB, Statl, y T-bet, resultando en la induccidén de IFN-y, una via que permanece
inactiva en los pacientes lepromatosos no respondedores (81). Por ofro lado,
CD31, una molécula de adhesidn que media senales de tfransduccidn en las
células T, se une a SAP en los linfocitos T de pacientes con tuberculosis
inhibiendo la produccion de IFN-y (168). Estos hallazgos refuerzan nuestra

postulacion sobre la influencia de las proteinas de senalizacion en la
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regulaciéon de la produccion de IFN-y durante la resoluciéon de la infeccidn por

M. tuberculosis.

Rol de ICOS en tuberculosis.

En la segunda parte de este trabajo, y dado que ha sido postulado que
ICQOS estaria implicado en el mantenimiento del inicio de respuestas Ty que la
senalizacién a fravés de esta molécula estaria involucrada en la expansion
clonal inicial primaria de células Th1 y Th2, se investigd el rol de ICOS en
tuberculosis.

Un aspecto importante de este estudio fue la posibilidad de estudiar el
rol de una molécula de senalizacién como ICOS, cuya funcidn permanece
controversial debido a las diferencias en la expresion y funcidn de esta
proteina entre modelos murinos y humanos. Varios trabajos avalan una
relaciéon funcional entre ICOS vy el desarrollo de respuestas Th2. Asi, el bloqueo
o la ausencia de la interaccién ICOS/ICOSL favorece la diferenciacion Th1 in
vitro (169, 170). Mds aun, en ratones deficientes para ICOS, la coestimulacién
incompleta a través de este receptor exacerba el desarrollo de la encefalitis
autoinmune experimental (EAE), enfermedad autoimmune mediada por las
células Th1, y disminuye la respuesta inmune frente N. brasiliensis y reacciones
alérgicas de pulmon, las cuales son predominantemente Th2 (147, 170-172). Sin
embargo, existen también evidencias de que ICOS contribuye a las respuestas
Th1 en algunas circunstancias (173). La mayoria de estos datos han sido
obtenidos en ratén. Los pocos estudios realizados en humanos senalan un
comportamiento totalmente diferente. Asi, en ratén IL-4 e ICOS forman un

sistema de refroalimentacion positiva (174, 175), mienfras que en humanos la
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expresion de ICOS es regulada positivamente por IL-12 e IL-23 (116). Por ofro
lado, en infeccion, los ratones deficientes en el gen de ICOS mostraron una
disminucion de la produccién de citoquinas tanto Th1 como Th2 frente all
pardsito intracelular L. major (113, 114). Sin embargo, no existen hasta la fecha
estudios de la expresion y funcionalidad de ICOS en la infeccidon humana. Por
este motivo, en este trabajo se investigd el rol de este receptor en la infeccidn
por M. tuberculosis.

Nuestros datos mostraron que la expresion de ICOS vy la produccion de
IFN-y correlacionaron de manera directa en los pacientes con tuberculosis. Asi,
los individuos con produccién de citoquinas Th1 (AR) expresaron altos niveles
de ICOS en respuesta a M. tuberculosis, en contraste a los pacientes de BR que
presentaron bajos niveles de expresion de ICOS y de IFN-y. Estos hallazgos nos
llevaron a especular que la expresion de ICOS seria dependiente de la
respuesta de las células T al antigeno. Mientras que los pacientes de AR
generarian un microambiente Th1 que llevaria a incrementar la expresion de
ICOS, los pacientes de BR crearian un microambiente predominantemente Th2
que impediria la regulacion positiva de ICOS. Sin embargo, mientras que M.
tuberculosis no modifica los niveles de expresion de ICOS en los pacientes de
BR, la estimulacion con PHA aumenta la expresion de esta molécula,
sugiriendo que la falta de incremento de ICOS en estos pacientes podria estar
asociada con una débil senalizaciéon del TCR frente al antigeno especifico. En
linea con nuestros resultados ha sido reportado que la estimulacion de CMSP a
través del TCR en pacientes con tuberculosis anérgicos lleva a fosforilacion

deficiente de TCR-¢, Zap70 y MAPK (176).
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Si bien fue propuesto que la regulacion local de la expresion de ICOS
por citoquinas proinflamatorias en células Th activadas policlonalmente es
independiente de su estado de polarizacién (116), en este trabajo se demostrd
que las células con un fenotipo Th2 de los pacientes BR no responden al
estimulo antigénico especifico, impidiendo el incremento de los niveles de
ICOS, aun por efecto de citoquinas Th1 exdgenas. En correlacion con estos
resultados, ni la estimulacidon con M. tuberculosis ni la coestimulaciéon a través
de ICOS modificaron los niveles de IFN-y secretados por células Th2 polarizadas,
las cuales expresaron bajos niveles de ICOS. En contraste, la senalizacion a
través de este receptor aumento la produccion de IFN-y por células ThO o Thl
humanas estimuladas con M. tuberculosis, en correlacion con los altos niveles
de expresion de ICOS en estas células. Asi, los datos obtenidos en lineas
polarizadas mostrarian que durante la respuesta inmune frente a M.
tuberculosis, la regulacion de la expresidon de ICOS en células estimuladas con
Ag dependeria primariamente de la fuerza de la senalizaciéon del TCR
conjuntamente con el estado de polarizacion de las células Th.

Dado que ICOS es regulado positivamente en un microambiente
proinflamatorio, postulaomos que, una vez que el linfocito T llega al sitio de
infecciéon, con elevados niveles de SLAM en superficie, el microambiente de
citoquinas proinflamatorias, conjuntamente con el reconocimiento de
antigenos pertenecientes a la micobacteria, incrementarian los niveles de
ICOS en la superficie celular. Esta postulacion seria avalada por nuestros
resultados sobre el aumento de ICOS frente a la estimulacién con M.
tuberculosis en pacientes de AR y en DS. De hecho, la expresion de ICOS en

los pacientes de AR es inhibida por anticuerpos anti-IFN-y. De este modo, se
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generaria un sistema de retroalimentacién positivo que induciria asimismo un
incremento en los niveles de IFN-y permitiendo asi aumentar el poder
microbicida de los macréfagos infectados y por lo tanto conducir a la
eliminaciéon de la micobacteria. Asimismo, los niveles de ICOS permanecerian
incrementados en células de memoria para posteriormente poder migrar al
sitio de la infeccién e inducir respuestas beneficiosas de tipo Th1. Reportes de
otros autores avalarian dicha hipdtesis, ya que fue observado que la
senalizaciéon a través de ICOS induce la polarizacion y la migracion
transendotelial de células CD45RO* (linfocitos T de memoria) y de linfocitos Th1,
pero no de células Th2 (177).

Como fue previaomente descripto, en modelos murinos ha sido
postulado que ICOS estaria involucrado en respuesta de tipo Th2,
incrementando a su vez la expresion del factor de transcripcidon NF-ATcl, el
cual induce un aumento en los niveles de IL-4 (175). Sin embargo, en humanos
ha sido demostrado que ICOS estaria involucrado en respuestas de tipo Thi
(116). Los datos del presente trabajo confirman los mencionados resultados
publicados ya que demuestran un incremento en los niveles de expresion de
ICOS en lineas Th1, y un aumento en los niveles de T-bet luego de la
senalizacién a través del receptor. Estos hallazgos sugieren por primera vez en
una infeccion humana que ICOS participaria en la generacion de respuestas
de ftipo Thl, contribuyendo asi, junto con ofras moléculas coestimulatorias

como SLAM, a la eliminacion de la bacteria por los macréfagos infectados.
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Interrelacion ICOS- SLAM y su funcién en tuberculosis.

Los resultados presentados en este trabajo demuestran que tanto SLAM
como ICOS, dos moléculas coestimulatorias inducibles por M. tuberculosis,
participarian en la respuesta inmune del huésped frente a M. tuberculosis.
Estudios previos en lineas polarizadas de ratdén indican una relaciéon inversa en
el patrén de expresion de estas dos proteinas (108). Sin embargo, en pacientes
de AR, luego de la estimulaciéon con el Ag la mayoria de las células SLAM*
coexpresaron ICOS en la superficie de los linfocitos T, sugiriendo que la
expresion de ambas moléculas correlacionaria con una menor severidad de la
enfermedad en tuberculosis. Mdas aun, la mayoria de las células productoras
de IFN-y expresaron ICOS y/o SLAM en los pacientes de AR, mientras que pocas
células productoras de IFN-y expresaron ICOS o SLAM en los pacientes de BR.
La activaciéon simultédnea a través de SLAM e ICOS produciria un aumento
sinérgico de la produccién de IFN-y. Estos resultados, sugieren que ambos
receptores podrian ser modulados por citoquinas Th1 o estar implicados en la
generacion de respuesta inmunes de tipo 1 frente a la infeccidon por M.
tuberculosis.  Sin embargo, mientras que la senalizacion a fravés de SLAM
aumenta significativamente la produccién de IFN-y tanto en pacientes de AR
como de BR, la senalizacién a fravés de ICOS incrementa los niveles de esta
citoquinas sélo en los pacientes de AR. Ademds, la adicion de IFN-y no
modifica la expresion de ICOS en las células T de pacientes de BR, en contraste
a los resultados obtenidos con SLAM, y en consecuencia la subsecuente
estimulacion a través de ICOS no incrementa la produccién de IFN-y (datos no
mostrados). La expresion constitutiva de ICOS en pacientes con tuberculosis y

dadores sanos fue practicamente indetectable, mientras que SLAM se expresa
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en altos niveles en pacientes de AR y de BR pero no en DS. Asi, si bien tanto
ICOS como SLAM participarian en la generacion de respuestas de citoquinas
tipo Th1 durante la infeccidn por M. tuberculosis, cada una de estas moléculas
de senalizaciéon funcionaria en diferentes etapas de la infeccidn bacteriana. A
este respecto, fue sugerido que ICOS participaria en etapas mds tardias de la
respuesta inmune, mientras que SLAM es una molécula que se induce muy
rdpidamente luego de la activaciéon del linfocito T (79). Asimismo, ha sido
demostrado que ICOS regula la supervivencia de células T efectoras activadas
asi como también de células T de memoria. Como resultado de esto, ICOS
influenciaria significativamente la disponibilidad de células T Ag especificas en
las fases mds tardias de la respuesta inmune (178). ICOS también influencia la
supervivencia de células T regulatorias FoxP3* (178). Estos resultados podrian
contribuir a resolver las discrepancias sobre las funciones de ICOS observadas
in vivo. Basados en un gran numero de estudios, Burmeister y col. han
propuesto que ICOS actuaria como una molécula agonista de todos los tipos
celulares que expresan altos niveles de este receptor, incluyendo células T
efectoras, células T regulatorias FoxP3*, células Th1 o Th2, o células Th17. En
todos los casos, ICOS inducird la expansion y supervivencia de estas
subpoblaciones. Consecuentemente, la ausencia de ICOS en los modelos
animales llevaria a un fenotipo que reflejard la deficiencia del tipo de células T
efectora dominante (178). Por lo tanto, se podria postular que en tuberculosis,
ICOS induciria la supervivencia y expansion de células efectoras Th1 en los
pacientes de AR y podria estar implicado en el mantenimiento de las
respuestas de memoria. Por otro lado, SLAM tendria un rol mds temprano en la

generacion de las respuestas Th1 durante la infeccidn por M. tuberculosis.

127



Discusion

Tomados en conjunto, los resultados obtenidos en esta investigacion
sugieren que SLAM e ICOS podian actuar en forma concertada durante la
generacion y mantenimiento de la respuesta Th1 protectiva en tuberculosis.
Asi, estas dos moléculas coestimulatorias podrian ser blancos potenciales para
la modulacion de los niveles de citoquinas en infecciones causadas por

micobacterias.

Rol de las CD en la infeccién activa por M. tuberculosis.

Las CD presentes en los espacios alveolares en el pulmdn (159),
constituyen la primera linea de defensa contra patdgenos microbianos
inhalados como M. tuberculosis (179). Dado que las CD son importantes
reguladores de las respuestas efectoras de las células T, el grado de
estimulacion de estas células, el patrdn de moléculas coestimulatorias que
expresan y las citoquinas secretadas por ellas, dictardn la naturaleza de las
células efectoras y de memoria generadas (180). Asimismo, como se describio
anteriormente, luego de la interaccion TCR-CMH, las sefales coestimulatorias
son cruciales para una eficiente activacion de los linfocitos T. Esto involucra a
las moléculas expresadas en las células T, tales como CD28, ICOS, SLAM, y a sus
receptores correspondientes en las CPA. Es intferesante destacar que si bien
SLAM fue inicialmente identificado en células T activadas (79), posteriormente
se demostrd su expresion en CD maduras (84, 90). Por lo tanto, puede
postularse que SLAM podria contribuir a la capacidad de las CD de estimular a
los linfocitos T, dependiendo de su estado de maduracién, lo cual podria
aportar conocimientos sobre la regulaciéon de la interaccién entre CD y células

T (90).
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Dada la crucial importancia del IFN-y para lograr una defensa efectiva
del huésped contra M. tuberculosis, no es sorprendente que el patdégeno haya
desarrollado mecanismos que inhiban al IFN-y o que evadan ciertas respuestas
efectoras de esta citoquina. Uno de los roles mads significativos de las CD en el
establecimiento de la respuesta inmune protectiva es la determinacion de la
expansion y diferenciacion de los linfocitos T hacia el linaje Th1 o Th2 (159).
Aungue las células NK vy las células T han sido consideradas por mucho tiempo
como las fuentes exclusivas de IFN-y, publicaciones recientes han demostrado
que esta citoquina Thl podria también ser producida por monocitos,
macrofagos y CPA (12, 13). Al respecto se demostrd que la estimulacion con
BCG induce la produccion de IFN-y via TLR2 en CD de DS (14).

Teniendo en cuenta que la expresion de SLAM en células T de pacientes
con tuberculosis correlaciona directamente con la respuesta frente a M.
tuberculosis, seguidamente se investigd la funcién de SLAM en las CD de
pacientes con tuberculosis. En particular, se estudioé si SLAM podria participar
en la coordinacién de la activacion de las funciones efectoras de los linfocitos
T, determinando proteccion frente a la infeccidn por M. tuberculosis.

Inicialmente se analizd el fenotipo de las CD de pacientes con
tuberculosis de AR y BR luego de la estimulacion especifica con el antigeno.
Los resultados obtenidos mostraron una regulacion positiva de distintos
marcadores de superficie (CD80, CD83, CD86, y CMHII), indicando que las CD
de pacientes con tuberculosis son totalmente activadas por efecto de M.
tuberculosis. Asimismo, la estimulacion antigénica indujo altos niveles de SLAM
en las CD de ambos grupos de pacientes (AR y BR). Dado que ha sido

demostrado que las citoquinas inflamatorias secretadas durante la
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maduracién de las CD no afectan la expresion de SLAM (84), la regulacion
positiva de esta molécula coestimulatoria podria ser resultado directo de la
induccidn del proceso de maduracidon. Asi, los niveles elevados de SLAM
inducidos por M. tuberculosis en las CD de pacientes indicarian que estas
células son capaces de inducir una respuesta proinflamatoria efectiva para el
control de la bacteria intracelular. De hecho, las CD son transformadas en
células altamente especializadas durante el proceso de maduracion,
aumentan la expresion de moléculas coestimulatorias y la produccién de
citoquinas, lo cual aumenta su capacidad de activar a los linfocitos
circundantes (158, 181, 182). SLAM podria entonces tener un rol importante en
las modulacion de las funciones de las CD, tales como la regulaciéon de la
respuesta inflamatoria y el control de vias de senalizacidon que promueven la
diferenciacién de células T CD4* virgenes hacia células Th1 efectoras (183).
Dado que SLAM estd involucrado en la activacion de las células T, ha sido
propuesto que la expresion del mismo en las CD podria proveer un una senal
bidireccional en la cual las CD que interaccionan con las células T son
simultdneamente y sinérgicamente activadas para montar una respuesta Thl
(84). Este mecanismo podria entonces ocurrir en los pacientes con tuberculosis
de AR, individuos que luego de estimulacion antigénica expresan altos niveles
de SLAM tanto en las CD como en los linfocitos T, lo cudl les permitiria montar
una respuesta de citoquinas Th1 frente a la infeccidon por M. tuberculosis. En
contraste, aunque las CD de los pacientes de BR expresan altos niveles de
SLAM luego de la estimulacion con M. tfuberculosis, sus células T no son

activadas por el Ag y por lo tanto SLAM no se incrementa en estas células,
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impidiendo asi la senal bidireccional entre CD vy linfocitos T y por lo tanto la
generacion de una respuesta Thi.

Nuestros datos mostraron que las CD de ambos grupos de pacientes
con tuberculosis expresaron SLAM y secretaron IFN-y luego de estimulaciéon con
M. tuberculosis. Mdas aun, la senalizacidon a traves de SLAM incrementd
significativamente los niveles de IFN-y e IL-12, reduciendo marcadamente la
produccion de IL-6, una citoquina regulatoria implicada en el control
temprano de la respuesta inmune inflamatoria en la infeccidn por M.
tuberculosis, que podria llevar a inmunosupresidon durante la progresion de la
enfermedad (184). Asimismo, la senalizacion a través de SLAM en las CD
condujo a la expresidon de T-bet, un factor de transcripcidn considerado
esencial para la produccion 6ptima de IFN-y por estas células y para la
activacién de células Th1 antigeno especificas (185). La expresion de T-bet es
regulada por IFN-y en un sistema de retroalimentacion positiva, de manera
similar a lo que fue observado en células T (186, 187). Sin embargo, nuestros
resultados mostraron que las CD de pacientes con tuberculosis no expresan T-
bet luego de estimulacion antigénica, sugiriendo que la produccion de IFN-y
en respuesta a M. tuberculosis podria ser independiente de T-bet. De acuerdo
con esto, ha sido demostrado que T-bet no se expresa en macréfagos luego
del tratamiento con IFN-y, indicando que la produccién de esta citoquina por
estas células seria controlada por otro factor de transcripcion distinto de T-bet,
probablemente Stat4 (186). Interesantemente, la activacion de SLAM en CD
estimuladas por M. tuberculosis incrementd la produccion de IFN-y induciendo
la expresidon de T-bet y demostrando asi que T-bet podria ser esencial para la

optima produccion de IFN-y por CD en tuberculosis. En concordancia con
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estos resultados, se demostrd que T-bet es esencial para la dptima secrecién
de IFN-y por CD de ratén, un rol que seria selectivo para el IFN-y, dado que la
expresion de otras citoquinas como IL-12, TNF-a e IL-1 secretadas por las CD no
fueron afectadas en las CD T-bet/- (186). Sin embargo, y en correlaciéon con
nuestros resultados, la expresion de T-bet en las CD sélo fue inducida por
cultivo con IFN-y (184). En base a estos resultados, Lugo-Villarino vy
colaboradores propusieron que luego de la interaccién con los TLR, las CD
secretarian IL-12 e IFN-y activando las vias de Statl y Stat4. Asi, Stat1 podria
entonces contfrolar la expresion de T-bet y de Stat4, polarizando
simultdneamente los precursores Th hacia un fenotipo Th1 y maximizando la
produccion de IFN-y (186).

SLAM es un autoligando vy las interacciones SLAM-SLAM entre CD y/o CD
y linfocitos T podria tener lugar durante la estimulaciéon con M. tuberculosis,
incrementando la produccién de IFN-y. Por lo tanto, seguidamente
confirmamos el rol de SLAM en la activacion de IFN-y mediante el bloqueo de
la expresion de este receptor. Los resultados demostraron que la senalizacion
a fravés de SLAM estd implicada en la produccién de IFN-y, asi como también
en la regulacion negativa de los niveles de IL-6 durante la estimulacién con M.
tuberculosis. Mds aun, el bloqueo de la expresion de SLAM tanto en las CD
como en las células T produjo una inhibicidn casi del 100% de la producciéon de
IFN-y, confirmando el rol de la interaccion SLAM-SLAM entre CD vy linfocitos en
la generacion de una respuesta Th1 en tuberculosis.

Considerando que, en contraste a los resultados obtenidos en células T,
las CD de ambos grupos de pacientes con tuberculosis presentan el mismo

patrén de activaciéon y produccion de citoquinas, se investigd la capacidad
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de estas CD en la induccidn de respuestas Th1 por los linfocitos. Como se
mostré en la seccion resultados, las CD de los pacientes de BR indujeron
produccion de IFN-y por los linfocitos T de los pacientes de AR, indicando que
las CD de los pacientes no respondedores son funcionales y que la generacion
del microambiente de citoquinas durante la infeccidn por M. tuberculosis
dependeria primariamente de las células T. Asi, se demuestra que la falta de
respuesta observada en los pacientes de BR se relaciona a una débil
senalizacién a través del TCR pero no a un defecto en la presentacion o
maduracién de sus CD. Asimismo, estudios recientes en ratdn han sugerido
que las variaciones en el transporte de la bacteria desde el pulmdn a los
ganglios linfaticos locales (donde se inicia la respuesta inmune adaptativa)
podrian explicar las resoluciones diferenciales de la infeccidn por M.
tuberculosis en humanos (188). Asi, la falta de respuesta observada en los
pacientes de BR podria deberse a una migracion reducida de las CD a los
ganglios linfaticos en el inicio de la infeccidn, lo cual se veria reflejado en una
muy baja expansién de clones reactivos especificos para M. tuberculosis.

En resumen, las CD de ambos grupos de pacientes con tuberculosis
maduran en respuesta a estimulacion con M. tuberculosis, expresando SLAM y
produciendo altos niveles de citoquinas Th1. Asimismo, demostramos que la
estimulacion a través de SLAM posee un rol clave en la interaccién CD-linfocito
T llevando a la generacion de IFN-y, lo cual podria tener un rol crucial en la
resolucion de la tuberculosis. En base a los resultados de nuestros estudios en
CD vy en linfocitos T, en el caso de los pacientes de BR que presentan una
respuesta Th1 disminuida, postulamos que esto podria deberse a la anergia de

las células T de estos individuos al antigeno especifico o, como se menciond, a
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una reducida migracion de sus CD a los ganglios linfaticos, ambas situaciones
serian las que conducirian a la baja expansion de clones reactivos especificos
para M. fuberculosis necesarios para la respuesta inmune efectiva contra el

patdgeno.

Vias de sefalizacion activadas por SLAM que conducen a produccion de

IFN-» durante la tuberculosis activa.

Dado que la coestimulacion a través de SLAM incrementa la
produccion de IFN-y en tuberculosis y CREB regula la secreciéon de IFN-y frente a
M. tuberculosis(139), postulamos que las vias de senalizacién de SLAM y CREB
participarian en la activaciéon del gen de IFN-y conduciendo, en Ultimo
término, al desarrollo de fuberculosis activa o infeccion latente. CREB es
expresado constitutivamente y su fosforilacion incrementa la afinidad de unidén
a los promotores de los genes regulados por este factor de tfranscripcion.
Asimismo, una vez fosforilado, CREB facilita el reclutamiento de la proteina de
unién a CREB (CBP) y de P300, activadores transcripcionales con actividad de
histonas acetiltransferasas, favoreciendo asi la iniciacidn de la transcripcion
(134). Por lo tanto, en este trabajo evaluamos el efecto de la coestimulacion a
través de SLAM en la fosforilacion de CREB en células de pacientes estimuladas
con M. tuberculosis. Los resultados obtenidos mostraron que SLAM incrementa
la fosforilacion de CREB, de acuerdo con nuestra postulaciéon. Utilizando
citometria de flujo observamos que la mayoria de las células que expresaban
CREB fosforilado intracelularmente, eran positivas para la expresidon de SLAM.

Asi, nuestros hallazgos sobre la asociacion fosforilacion de CREB y activacion
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de SLAM, senalan un potencial mecanismo mediante el cual SLAM induciria la
produccion de IFN-y en fuberculosis. Mdas aun, la fransfeccion de CMSP con
ARN de interferencia para SLAM redujo marcadamente la fosforilacion de
CREB, indicando que SLAM contribuiria en forma directa a la activaciéon de
este factor de transcripcion.

Dado que ha sido ampliamente demostrado que IL-17 e IFN-y se regulan
reciprocamente (47), estudiamos el efecto de IL-17 sobre la expresion de SLAM,
a fin de profundizar el rol de SLAM en tuberculosis. Nuestros resultados
demostraron que el agregado exdgeno de IL-17 disminuyd la expresion de
SLAM en células T de pacientes con tuberculosis, en correlacion con una
inhibicion de la secrecién de IFN-y. Mds aun, la IL-17 inhibid la expresidn de
células SLAM*CREB*. Dado que a lo largo de este trabajo hemos demostrado
que la expresion de SLAM vy la senalizacién bidireccional establecida por esta
molécula coestimulatoria entre CD vy linfocitos T es crucial para la produccion
de IFN-y en tfuberculosis, y que SLAM es regulado positivamente por IFN-y
creando un sistema de retroalimentaciéon positivo (80), estos hallazgos sugieren
un nuevo mecanismo por el cual IL-17 podria inhibir la generaciéon de
respuestas Th1 en tuberculosis.

El rol de IL-17 en la tuberculosis humana no ha sido completamente
dilucidado, en particular aun no se conoce si la subpoblacién Th17 tiene un rol
perjudicial o benéfico en la resolucion de la infeccidén. Ha sido propuesto que
el balance entre las vias IL-12/IFN-y e IL-23/IL-17 define la resolucién de la
infeccion por M. tuberculosis (54). Mds aun, varias publicaciones demuestran
que IL-17 podria estar involucrada en el mantenimiento de la integridad del

granuloma y que la ausencia de esta citoquina genera una deficiencia en la
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migracién de los neutrdfilos al sitio de infeccion (54, 56-58). Por lo tanto, la
subpoblacion Th17 podria ser clave en el inicio de la respuesta inmune contra
M. tuberculosis, especialmente en la generacion del granuloma que permite
contener la infeccién y el crecimiento bacteriano. Sin embargo, son las células
Th1 las que correlacionan luego con la inhibicion del crecimiento bacteriano y
la generacién de una respuesta inmune protectiva en tuberculosis. Dado que
SLAM inhibe la produccion de IL-6 (citoquina clave en la generacion de células
Th17) e induce la produccién de IFN-y, esta molécula tendria un rol clave en la
generacion de respuestas Thl durante la respuesta inmune adaptativa,
llevando a un predominio de células Th1. Sin embargo, como fue demostrado
IL-17 inhibe la expresidon de este receptor llevando a una marcada disminucion
de la producciéon de IFN-y, sugiriendo que las células Th17 podrian actuar de
modo regulatorio segun las concentraciones de IFN-y presentes en el
microambiente. Asi, nuestros resultados sugieren que IFN-y e IL-17 se regularian
reciprocamente en la infeccidbn humana por M. tuberculosis mediante un

mecanismo dependiente de SLAM y del factor de transcripcion CREB.
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Conclusion

En base a los resultados presentados en este trabajo, proponemos que
la regulacion de la produccién de IFN-y por moléculas de senalizaciéon en la
tuberculosis humana dependeria principalmente  del reconocimiento
antigénico por linfocitos T. Las CD mediante la expresion de SLAM y secreciéon
de citoquinas proinflamatorias, inducirian la diferenciacion de las células T
hacia un perfil Th1. Las células T respondedoras a M. tuberculosis rapidamente
incrementarian los niveles de SLAM y estas dos senhales se combinarian para
inducir la produccién de IFN-y por un mecanismo que seria dependiente de la
fosforilacion del factor de transcripcion CREB y de la activacidon de T-bet. Los
linfocitos T activados serian reclutados al sitio de la infeccion con elevados
niveles de SLAM sobre su superficie celular. Asi, el reconocimiento antigénico
induciria la liberacidn a nivel local de citoquinas proinflamatorias, llevando al
aumento en los niveles de SLAM e ICOS. La ulterior senalizacion a través de
ambos receptores incrementariac ain mds los niveles de IFN-y en el
microambiente celular, credndose un sistema de retroalimentacion positivo. A
su vez, los niveles de ICOS permanecerian elevados en los linfocitos T de
memoria en pacientes de AR, facilitando la migracion al sitio de infeccion e
induciendo respuestas benéficas Thl. La falla de los linfocitos T de pacientes
de BR para responder a M. tuberculosis impediria el incremento de SLAM vy la
produccion de IFN-y, contribuyendo a una reducida expresion de ICOS. Por
ofro lado, la expresidn de SAP y/o de CD31 (168) en los pacientes de BR
induciria senales que inhibirian la produccién de IFN-y.  Asimismo, la IL-17
participaria en la modulacién de respuestas de citoquinas en el
microambiente, impidiendo la exacerbacién de una respuesta Th1 mediante

inhibicion de la expresion de SLAM vy fosforilacion de CREB, corroborando la

138



Conclusion

regulaciéon reciproca de IL-17 e IFN-y (47). De esta forma, nuestros hallazgos
demuestran que diferentes proteinas de senalizaciéon, activadoras (SLAM,
ICOS) o inhibidoras (SAP, CD31) participan en la respuesta inmune del huésped
confra M. tuberculosis, conduciendo a produccidon de citoquinas en el
micoambiente celular (IFN-y, IL-17) que determindn la proteccion contra el

patdégeno o el desarrollo de enfermedad.
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