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RESUMEN

Modulacion de la autofagia por mediadores inmunolégicos durante la
tuberculosis humana

Entre los mecanismos de defensa contra Mycobacterium tuberculosis, la autofagia constituye un
proceso esencial para la sobrevida o muerte del patégeno, tanto en la inmunidad innata como
adaptativa, y puede ser modulada por citoquinas y otros varios mediadores inmunolégicos. Por
ello, resulta importante dilucidar los mecanismos de activacion de la autofagia, asi como la
interrelacion con la respuesta inmune humana articulada frente a la infeccion tuberculosa. Al
respecto, en este trabajo demostramos que la IL-17A regula diferencialmente la autofagia en
monocitos infectados de pacientes con alta (TB AR) y baja (TB BR) respuesta inmune contra M.
tuberculosis, al menos en parte por un defecto en la via de sefializacion de ERK MAPK en los
monocitos de pacientes BR. A su vez, la adicion de IFNy a monocitos infectados, indujo un flujo
autofagico funcional a través de la via de p38 MAPK tanto en pacientes TB AR como BR.
Importantemente la estimulacion con IFNy e IL-17A ocasioné una significativa eliminacion de
micobacterias mediante un mecanismo dependiente de la autofagia. Por otro lado, encontramos
gue la PGE2 ejerce una potente accion inmunosupresora durante la respuesta inmune contra M.
tuberculosis. Este efecto queddé demostrado por la inhibicibn de la linfoproliferacion y la
produccion de citoquinas proinflamatorias, asi como por una reduccién significativa de la
expresion en superficie de diferentes receptores inmunolégicos en linfocitos y en monocitos
humanos. Sin embargo, la PGE2 promovié el flujo autofagico de monocitos estimulados de
dadores sanos y pacientes con tuberculosis, aun en presencia de IFNa. De esta forma, la
atenuacion de la inflamacién y la inmunopatologia causada por una excesiva respuesta
inmunolégica emerge como un blanco terapéutico atractivo. Al respecto, se observd un mayor
namero de neutréfilos en sangre periférica de pacientes con las formas mas severas de la
enfermedad. Ademas, por primera vez demostramos que SLAMF1 es expresado en neutréfilos
tras el desafio antigénico de M. tuberculosis. Mas aun, encontramos que la activacién de SLAMF1
induce la autofagia en neutréfilos a través de un mecanismo dependiente de la generacién de
especies reactivas del oxigeno. Tomados en conjunto, los hallazgos gue surgen de esta tesis
aportan nuevos conocimientos sobre el papel de la autofagia en las interacciones hospedador-
patdgeno durante la tuberculosis activa, lo que contribuye a identificar nuevos objetivos y disefar

nuevas herramientas terapéuticas para combatir al patégeno.
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ABSTRACT

Modulation of autophagy by immunological mediators during human tuberculosis

Among the defense mechanisms against Mycobacterium tuberculosis, autophagy constitutes an
essential process for the survival or death of the pathogen, both in innate and adaptive immunity,
and can be modulated by cytokines and several immunological mediators. Then, it is important to
elucidate the mechanisms of autophagy activation, as well as the interrelation with the articulated
human immune response against tuberculous infection. Accordingly, we showed that IL-17A
differentially regulates autophagy in infected monocytes from patients with high (HR) and low (LR)
immune response against M. tuberculosis, at least in part due to a defect in the ERK MAPK
signaling pathway in LR patients’ monocytes. Besides, the addition of IFNy to infected monocytes
induced a functional autophagic flux through the p38 MAPK pathway in both LR and HR patients.
Importantly, stimulation with IFNy and IL-17A induced a significant killing of mycobacteria through
an autophagy-dependent mechanism. On the other hand, we found that PGE2 exerts a potent
immunosuppressive action during the immune response against M. tuberculosis. This effect was
demonstrated by the inhibition of lymphoproliferation and the production of proinflammatory
cytokines, together with a significant reduction of the surface expression of different immunological
receptors in human lymphocytes and monocytes. However, PGE2 promoted the autophagic flux
of stimulated monocytes from healthy donors and patients with tuberculosis, even in the presence
of IFNa. In this way, the attenuation of inflammation and immunopathology caused by an
excessive immune response emerges as an attractive therapeutic target. In this regard, a higher
number of neutrophils was observed in peripheral blood of patients with the most severe forms of
the disease. In addition, we demonstrated for the first time that SLAMF1 is expressed in
neutrophils after the antigenic challenge with M. tuberculosis. Moreover, we found that the
activation of SLAMF1 induces autophagy in neutrophils through a mechanism dependent on the
generation of reactive oxygen species. Taken together, the findings that arise from this thesis
provide new insights about the role of autophagy during host-pathogen interactions in active
tuberculosis, which contributes to identify new goals and design new therapeutic tools to combat

the pathogen.
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TUBERCULOSIS

Definiciones e Historia

La tuberculosis (TB) es una enfermedad infecciosa causada por el complejo
Mycobacterium tuberculosis y transmitida casi exclusivamente por el aerosol generado en la tos,
La TB esta caracterizada patologicamente por inflamacién granulomatosa necrotizante
generalmente en el pulmén (en alrededor el 85% de los casos), aunque puede estar involucrado
casi cualquier sitio extrapulmonar. Ademas, este patégeno ha matado a aproximadamente mil
millones de personas en los Ultimos dos siglos y,* en el afio 2019 D.C., continta siendo una plaga
mundial, encontrandose entre las diez principales causas de muerte en todo el mundo y
reduciendo el producto bruto interno sustancialmente en paises endémicos.

Esta enfermedad ha afectado a la humanidad desde sus origenes, por lo que se cree que
esta bacteria ocasioné la muerte de mas personas que cualquier otro patbgeno microbiano.! Se
estima que las primeras cepas de M. tuberculosis en infectar humanos surgieron hace alrededor
de 70.000 afios atras; y que las cepas actuales de M. tuberculosis tiene una antigiiedad de entre
20.000 y 15.000 afos.?

Existen registros que documentan la TB desde la época de los antiguos egipcios, hace
alrededor de 5.000 afios atrds.®> Estudios en momias egipcias revelaron deformidades
esqueléticas tipicas de la TB. También se reportaron lesiones caracteristicas del mal de Pott (TB
vertebral), y anormalidades similares han sido claramente ilustradas en el arte egipcio antiguo.*

Por otro lado, existen textos que describen a la TB en India y en China que datan de 3.300
y 2.300 afios de antigiiedad, respectivamente.? Otros documentos escritos sobre la TB estan
relacionados con la religién hebrea. De hecho, la antigua palabra hebrea schachepheth se usa
en los libros biblicos de Deuteronomio y Levitico para describirla TB (* T e h eSeiiior dé& tisis,|
de fiebre, de inflamacién y de gran ardor, con la espada, con pestes y plagas; y te perseguiran
hasta que .SpEnrekmismd péripdo, en la regién andina, las momias peruanas
proporcionaron evidencia arqueoldgica de TB ancestral, incluidas las deformidades de Pott, lo
gue sugiere que la enfermedad estaba presente incluso antes de la colonizacion de los primeros
pioneros europeos en América del Sur.®

En la Antigua Grecia, la TB era bien conocida y se llamaba tisis. Hipdcrates describi6 la
tisis como una enfermedad mortal, especialmente para adultos jévenes, definiendo con precision
sus sintomas y las caracteristicas de las lesiones pulmonares tuberculosas. En el mismo periodo

se hicieron excelentes descubrimientos de los primeros cientificos que estudiaron la TB: Is6crates
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fue el primer autor que supuso que la TB era una enfermedad infecciosa, mientras que Aristételes
sugirié la naturaleza contagiosa en cerdos y bueyes.® Mas aun, el griego Galeno de Pérgamo,
quien se convirti6 en médico personal del Emperador Romano Marco Aurelio en el 174 A.C.,
describi6 los sintomas de la TB incluyendo fiebre, sudoracién, tos y esputo manchado de sangre,
y recomendd aire fresco, leche y viajes maritimos como tratamientos exitosos contra la
enfermedad.?

Durante la Edad Media, la enfermedad fue conocida en Inglaterra y Francia como “el mal
del rey”, y se creia ampliamente que las personas afectadas podian sanar después de un toque
real.” En el siglo XVII se desat6 una fuerte epidemia de TB en Europa Occidental, conocida como
la Gran Plaga Blanca, que se extendio por 200 afios. La mortalidad alcanz6 tasas tan altas como
900 muertes cada 100.000 habitantes por afio,* mas elevada entre personas jévenes (por lo cual
también se la llamé “el ladrén de la juventud”). La muerte por TB era considerada inevitable,
siendo en 1650 la principal causa de muerte.® La alta densidad de poblaciéon asi como las pobres
condiciones sanitarias que caracterizaban a las ciudades europeas, eran el ambiente ideal para
la propagacién de la enfermedad.

Los avances médicos y cientificos continuaron siendo escasos hasta el afio 1882. El 24
de Marzo de ese afio Robert Koch present6 sus extraordinarios resultados ante la Sociedad de
Fisiologia de Berlin, demostrando de manera exhaustiva que M. tuberculosis era el agente
etioldgico responsable de la TB.! Este descubrimiento determiné un hito en la lucha contra la TB,
y actualmente el 24 de Marzo se celebra el Dia Internacional de la TB.

Este hallazgo fue el punto de partida para el desarrollo de la tincion &cido-alcohol
resistente (perfeccionada posteriormente por Franz Ziehl y Friedrich Neelsen); para la produccién
de la tuberculina, un derivado proteico purificado (PPD) utilizado para el diagndstico de la
infeccién por M. tuberculosis; y para la creacién de la vacuna contra la TB.! Albert Calmette y
Camille Guérin, empleando una variante atenuada de la cepa Mycobacterium bovis a la que
llamaron Bacillus de Calmette y Guérin (BCG), crearon la vacuna contra la TB, aplicada por
primera vez en el ser humano en el afio 1921, y actualmente recomendada para neonatos por la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS).8

Para la década de los afos ‘40 y ‘50 los descubrimientos de antibiéticos como la
estreptomicina, el 4cido pZzminosalicilico, la isoniazida y la pirazinamida, tuvieron un impacto
crucial en la efectividad del tratamiento de la TB, lograndose concretar esquemas terapéuticos
de alta eficacia.® Posteriormente, con el desarrollo de la rifampicina en la década del ‘60, los
regimenes terapéuticos se acortaron de forma significativa posibilitando el control vy

especulandose con la erradicacion de la misma.° Sin embargo, a mediados de la década de los
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‘80 a causa de la pobreza, el incumplimiento terapéutico, el advenimiento de casos de TB
multirresistente a drogas, la pobre eficiencia de los ensayos de diagnéstico, el limitado acceso a
los servicios de atencion sanitaria, la baja eficacia de la vacuna, la escasez de nuevas drogas y
el surgimiento de la epidemia mundial causada por el Virus de la Inmunodeficiencia Humana (VIH)
comenzd a incrementarse nuevamente la incidencia de la TB. Por este motivo, en 1993 la OMS
declar6 a la TB como una emergencia sanitaria global.**

Actualmente, la TB representa una amenaza de primer orden en salud publica. A pesar
de la disponibilidad de un tratamiento econdmico y eficaz, es la primer causa de muerte por un
agente infeccioso, superando al VIH, y representa aproximadamente la cuarta parte de la
mortalidad evitable en los paises en vias de desarrollo.*? Nuevos escenarios de inmunosupresion,
tales como la co-infeccion por el VIH antes mencionada, trasplantes, administracion de
inhibidores del factor de necrosis tumoral (anti-TNFa), las inmunodeficiencias y enfermedades
cronicas, la diabetes mellitus, el envejecimiento, el tabaquismo, el alcohol y la malnutricion
aumentan el riesgo de contraer esta enfermedad.® La aparicion y propagacion de cepas de M.
tuberculosis resistentes a drogas, especialmente cepas multirresistentes (MDR), resultan en un
problema clinico profundo asociado a una alta morbilidad y mortalidad.'* El impacto en el deterioro
inmunoldgico causado por la combinacion de estos factores habra causado la infeccion de

millones de individuos en los préximos afnos, principalmente en los paises en vias de desarrollo.

Epidemiologia de la Tuberculosis

La TB sigue siendo uno de los principales problemas de salud mundial en la actualidad. A
pesar de los excelentes progresos realizados con la estrategia DOTS (Tratamiento Directamente
Observado) y de que existe un tratamiento antituberculoso eficaz y asequible, millones de
personas continlan enfermandose de TB cada afio. De hecho, la OMS, en su altimo reporte,
estimo que esta enfermedad produjo en el 2018 alrededor de 10 millones de casos nuevos (en el
rango de entre 9,0 y 11,1 millones) y 1,2 millones de muertes entre personas VIH-negativas, y
hubo 251 000 muertes adicionales por TB entre personas VIH-positivas.!?

Importantemente, se estima que alrededor de 1700 millones de personas, el 23% de la
poblacién mundial, tienen una infeccibn de TB latente y, por lo tanto, corren el riesgo de
desarrollar una enfermedad activa durante su vida.**

Durante el dltimo afio, se registraron casos en todos los paises y grupos etarios, pero

aproximadamente el 90% fueron adultos (mayores de 15 afios, de los cuales el 60% fueron
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hombres) y dos tercios de los mismos se ubicaron en tan sélo ocho paises: India (27%), China
(9%), Indonesia (8%), Filipinas (6%), Pakistan (5%), Nigeria (4%), Bangladesh (4%) y Sudéafrica
(3%). La mayoria de los nuevos casos detectados provinieron del sudeste de Asia y de las
regiones al oeste del pacifico (56%), de Africa (24%); y una menor proporcién de los infectados
provino de América (3%) (Figura 1). Se estima que cerca del 9% de los 10 millones de nuevos
casos fueron VIH positivos y en su mayoria (72%) provenientes de Africa.'*

Tasas de Incidencias de Tuberculosis estimadas, 2018
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Figura 1. Incidencia de la TB a nivel mundial. Casos nuevos de TB detectados cada 100.000
habitantes/afio. (Adaptado de Organizacion Mundial de la Salud, 2019).

Sin duda, la extrema pobreza es el principal aliado que tiene la TB en una gran parte del
mundo. Afecta no sélo a los paises pobres sino también a los sectores marginados de los paises
mas ricos. Las tasas de TB aumentan claramente entre la poblacién que se sitla por debajo del
limite de la pobreza. Asi, se puede considerar a la TB como un pardmetro de desarrollo y situaciéon
de desigualdad. Por lo tanto, a partir de estos datos, se vuelve evidente la necesidad de
implementar medidas que intenten remediar las principales causas de TB en el mundo: la
pobreza, el VIH y la falta de prevencion y tratamiento.

El éxito del tratamiento sigue siendo bajo, un 55% a nivel mundial. Los paises de alta

incidencia en los que se estan logrando mejores tasas de éxito del tratamiento incluyen
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Bangladesh, Etiopia, Kazajstan, Myanmar y Vietnam (todos los cuales tienen tasas superiores al
70%). Cerrar las brechas entre la deteccion y el tratamiento requiere una cobertura mucho mayor
de pruebas de susceptibilidad a los medicamentos en las personas diagnosticadas con TB,
modelos de atencién que faciliten el acceso y la continuacion del tratamiento, nuevos diagnésticos
y nuevos medicamentos y regimenes de tratamiento con mayor eficacia y seguridad.

En Argentina, el Ministerio de Salud y Desarrollo Social notific6 11.659 casos de TB
durante el afio 2017, incluyendo casos nuevos, recaidas, con antecedente de tratamientos
previos y aquellos casos sin informacion respecto a tratamientos anteriores, resultando asi una
tasa de 26,5 casos por 100.000 habitantes.® La distribucion de casos y de tasas de notificacion
es heterogénea (Figura 2). Existen provincias con valores considerablemente superiores a la
media nacional como Jujuy, Salta, Formosa, Ciudad Auténoma de Buenos Aires y Buenos Aires,
gue presentan tasas entre 30 a 50 casos cada 100.000 habitantes; y provincias con tasas que no
superan los 10 casos por 100.000 habitantes, como San Juan, Tierra del Fuego y Catamarca. La
zona centro oeste del pais resulta ser la menos afectada por la TB de acuerdo a la notificacion
de casos.
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Figura 2. Incidencia de la TB en la Republica Argentina. Casos nuevos de TB detectados cada 100.000
habitantes/afio segun cada provincia. Como se puede observar, la distribucion es heterogénea. Adaptado
de Ministerio de Salud y Desarrollo Social. Boletin sobre Tuberculosis en la Republica Argentina. 2019 ¥
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La disparidad respecto de la distribucion del nimero de casos es notable debido a las
diferencias en la densidad de la poblacion, la influencia migratoria de algunos paises vecinos con
alta incidencia de TB, la pobreza, la infeccion con el VIH y la falta de prevencion y tratamiento.
Es asi como la Ciudad Auténoma de Buenos Aires y la provincia de Buenos Aires aportan mas
de la mitad de los casos notificados de todo el pais.*®

La letalidad de la TB esti estrechamente vinculada a la asociacion a comorbilidades
inmunosupresoras (VIH/SIDA, desnutricion, etc.). Observaciones clinicas y epidemioldgicas han
demostrado que los pacientes con infeccién por el VIH tienen una mayor susceptibilidad a
desarrollar TB (primaria o reactivacion), por lo cual el diagnostico/tratamiento de la misma, asi
como también el tratamiento antirretroviral, son esenciales para disminuir la mortalidad provocada
por la co-infeccion.!! El VIH es el gran aliado del bacilo de la TB ya que tiene la capacidad de
inutilizar y destruir a las células encargadas de la defensa antituberculosa. Si bien la mayoria de
los casos de la TB se producen en el pulmén, la enfermedad puede afectar cualquier 6rgano del
cuerpo humano (TB extrapulmonar). De hecho, en pacientes infectados con el virus del VIH, M.
tuberculosis generalmente afecta mdltiples sitios extrapulmonares, incluyendo huesos, tracto
genitourinario y sistema nervioso central.

Como los individuos positivos para VIH son alrededor del 0,5% de la poblacién mundial,
deben de existir otros factores de riesgos en la restante fraccion de enfermos responsables de
los casos de TB. Se estima que el 27% de los casos de TB a nivel mundial se encuentran
asociados a desnutricion, y un 22% a la contaminacién ambiental. Otros factores de riesgos son
tabaquismo, el alcoholismo y la diabetes tipo 2.'® A toda esta situacion, se suma el riesgo de
abandono del tratamiento (total o parcial) que produce, por un lado, la persistencia de la
micobacteria en el enfermo con la consiguiente posibilidad de transmisién a otros individuos v,
por el otro, la generacién de resistencia a los farmacos. Los pacientes con TB MDR necesitan,
por lo tanto, un tratamiento alternativo que involucra drogas de segunda linea, las cuales son mas
costosas, mas toxicas y menos efectivas, requiriendo una mayor duraciéon del tratamiento.!” En
2017, surgieron alrededor de 160.684 nuevos casos de TB MDR a nivel mundial, siendo India y
China los paises que presentaron el 40% del total estos casos. Es importante resaltar que en
ausencia/falla de tratamiento, aproximadamente el 70% de los individuos que padecen TB
mueren debido a esta enfermedad.*

Mundialmente, la alianza “Alto a la TB” constituye un movimiento global para acelerar la
accion social y detener la propagacion de la TB.*® Esta alianza ha desarrollado un Plan Mundial

cuya visién es tener un mundo libre de TB para el 2035. Para cumplir con este objetivo es
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fundamental desarrollar nuevas herramientas para la prevencion, diagndstico y tratamiento de la
TB.

Diagnéstico y Tratamiento

Los sintomas tipicos que presenta la TB son fiebre, pérdida de peso, sudoracion nocturna,
tos persistente (generalmente con produccion de esputo) y hemoptisis. La presentacion
radioldgica clasica incluye infiltrados unilaterales de la zona superior, a menudo con cavitacion.
En paises de alta incidencia, la TB pulmonar es generalmente diagnosticada por la presencia de
la micobacteria en el esputo por microscopia, a pesar de que esta técnica tiene una sensibilidad
de alrededor del 50% y un limite de deteccién de 10* microorganismos/ml.*° El diagndstico
confirmatorio de TB requiere del cultivo de la micobacteria, pero tiene un plazo aproximado de
seis semanas para su correcto aislamiento e identificacién.? El cultivo automatizado en medio
liquido (limite de deteccion de aproximadamente 10 microorganismos/ml), es considerado como
la mejor prueba de confirmacion para el diagndstico; siendo mas sensible y rapido, pero mas
costoso y propenso a la contaminacion que los medios sélidos.?*?? La OMS aprobé el diagndstico
molecular para M. tuberculosis y resistencia a la rifampicina mediante Xpert MTB/RIF.?3

La reaccion de Mantoux, o prueba cutdnea de la tuberculina, es la prueba mas
ampliamente utilizada para el diagnéstico de infeccion por M. tuberculosis. Esta consiste en la
inyeccion subcutanea de PPD de M. tuberculosis. Se espera que la persona expuesta a la
micobacteria genere una respuesta inmune en el sitio donde se realizé la inyeccion.?* Sin
embargo, esta prueba posee confiabilidad limitada, especialmente en paises donde la TB es
endémica y aun se administra la vacuna de la BCG, o donde los niveles altos de exposicion a
micobacterias ambientales llevan usualmente a resultados positivos. Ademas, la sensibilidad es
baja en individuos inmunosuprimidos.?®

En los Ultimos afios, han emergido nuevos ensayos de diagnéstico de infeccién basados
en la produccion de interferon gamma (IFNg en muestras de sangre entera o células
mononucleares de sangre periférica (CMSP), luego de la re-estimulacion de las células de
memoria in vitro con antigenos especificos de M. tuberculosis, tales como el blanco antigénico
secretado tempranamente de 6 kDa (ESAT-6) y la proteina de filtrado de cultivo de 10 kDa (CFP-
10). Estos ensayos de liberacion de IFNg (IGRAs, por sus siglas en inglés) son muy especificos,
ya que los antigenos con los que cuentan estan ausentes en la BCG y en la mayoria de las

micobacterias ambientales (a excepcion de M kansasii, M. marinum y M. szulgai).?52
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Luego de cientos de estudios, esta claro que las mencionadas son pruebas aceptables
pero imperfectas para la determinaciéon de individuos infectados latentemente.?®?° Tienen
sensibilidad reducida en pacientes inmunocomprometidos?® y ninguna prueba es capaz de
diferenciar con precision entre TB latente y activa®®*° ni distinguir entre nuevas infecciones y
eventos de reinfeccién, una distinciobn que podria ser relevante en entornos en los que los
individuos que recibieron previamente la terapia preventiva corren el riesgo de volver a

infectarse.?®

La TB es una enfermedad curable. El tratamiento convencional consiste en cuatro
antibioticos (isoniazida, rifampicina, pirazinamida y etambutol) administrados durante un total de
2 meses seguidos de dos medicamentos (isoniazida y rifampicina) administrados durante 4
meses adicionales. Algunas formas pueden requerir duraciones de mas de 6 meses para lograr
la curacion.tt

Estos esquemas de larga duracion influyen en la baja adherencia al tratamiento, que
propensa a la aparicion de cepas de M. tuberculosis resistentes a drogas, con diferentes niveles
de resistencia como la resistencia a la rifampicina (RR), a isoniazida y rifampicina o
multirresistencia (MDR), y las formas extremadamente resistentes a las drogas (XDR). Este
fendmeno evoluciona a través de varios mecanismos que incluyen evolucidn compensatoria,
epistasis, interferencia clonal, impermeabilidad de la envoltura celular, bombas de eflujo,
degradacién y modificacion del medicamento, mimetismo objetivo y tolerancia fenotipica al
medicamento.332

El tratamiento de la TB resistente ha sido histéricamente largo y complejo. La mayoria de
los pacientes con TB-XDR actualmente toman una combinacion de hasta ocho antibiéticos,
algunos con inyecciones diarias, durante 18 meses o0 mas.! En el 2019, la Administracién de
Alimentos y Medicamentos de Estados Unidos (FDA) aprobd el uso de la pretomanida, en
combinacion con bedaquilina y linezolida (otros dos antibiéticos anti-TB de segunda linea), para
el uso en una poblacion limitada de pacientes con TB-XDR, siendo la tercer droga antituberculosa
en ser aprobada por esta agencia en mas de 40 afos.*

La terapia anti-TB actual tiene muchas limitaciones como la duracién prolongada del
tratamiento, la alta toxicidad de las drogas y, como se menciond, el riesgo potencial del desarrollo
de cepas resistentes a drogas. Por lo tanto, existe una necesidad urgente de desarrollar nuevos
farmacos terapéuticos para controlar la infeccion de manera mas efectiva. Asi, las terapias
dirigidas al hospedador puede ser Util para combatir las infecciones bacterianas y mejorar la

eficacia del tratamiento de la TB.3* Las mismas actlan a través de las respuestas mediadas por
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el hospedador contra el patdgeno, en lugar de actuar directamente sobre el patégeno, como los
antibidticos tradicionales. Pueden cambiar el ambiente local en el que se encuentra la bacteria y
hacerlo menos favorable para que el patégeno viva y/o crezca.

Adicionalmente, estas terapias pueden ser aplicables al tratamiento de formas resistentes
de TB, a través de la manipulacion de numerosas vias biolégicas clinicamente relevantes en el
hospedador.® En base a la modulacion de las respuestas patolégicas o protectoras, una variedad
de componentes/vias del sistema inmune son actores centrales que pueden ser objetivos
terapéuticos contra la TB. Los candidatos incluyen moduladores de inflamacion patolégica,

efectores antimicrobianos y mediadores para el mantenimiento de la homeostasis.*®

Vacunas

El control de la epidemia mundial de TB ha sido afectado por la falta de una vacuna
eficaz.®*® La BCG, la Unica vacuna disponible (cepa atenuada proveniente de M. bovis) tiene
eficacia variable dependiente de la geografia debido a las variaciones genéticas en la poblacion,
cambios en el ambiente, exposicion a otras infecciones bacterianas y diferencias entre las
condiciones de crecimiento de la cepa vacunal en el laboratorio.®*#° Si bien muestra eficiencia en
la prevencion de formas severas de TB infantil, provee escasa proteccién contra las formas mas
frecuentes, especialmente la TB pulmonar en adultos, con un rango de eficacia de entre 0y 80%
en este grupo etario.***2 Como consecuencia, a pesar del uso de esta vacuna en ciertos paises
donde la TB es endémica, la enfermedad continda siendo una epidemia, por lo que el disefio de
una nueva vacuna efectiva constituye una necesidad urgente.

El objetivo principal de las investigaciones actuales para desarrollar una nueva vacuna es
ayudar a prevenir la enfermedad activa en aquel 10% de individuos infectados que no pueden
contener la infeccion de manera latente. De manera ideal, una vacuna también deberia prevenir
el establecimiento de la infeccibn por M. tuberculosis enteramente (incluso en estadios de
latencia). A su vez, deberia funcionar de igual manera contra cepas sensibles y resistentes a las
drogas.

Las probleméticas incluyen la falta de un modelo animal validado y predictivo o un buen
correlato de proteccién. Ademas, los ensayos de eficacia de la vacuna, que son costosos y
requieren mucho tiempo, sélo pueden llevarse a cabo relativamente tarde en el desarrollo. Otro

desafio es que la evaluacién de cualquier vacuna candidata para infantes debe compararse con
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la vacuna autorizada (BCG), que no solo protege (al menos parcialmente) contra la TB en estos
individuos, sino que también protege contra la lepra.

A pesar de estas limitaciones, actualmente se estan probando clinicamente al menos 13
vacunas candidatas, que se clasifican en tres tipos: micobacterias completas o lisadas, vacunas
de vectores virales y vacunas de proteinas recombinantes adyuvantes. Todo indicaria que los
nuevos desarrollos tienden a utilizar a la BCG como partida para mejorarla, sin la posibilidad de

reemplazarla completamente.*®

PATOGENES DE LA TUBERCULOSIS

Mycobacterium tuberculosis

Previamente se mencion6 que las bacterias del Complejo Mycobacterium tuberculosis son
el agente etiolégico de la TB, aunque en nuestro pais la méas frecuente es la enfermedad
producida por M. tuberculosis o también conocido como bacilo de Koch.

De acuerdo a la clasificacion taxonomica M. tuberculosis pertenece al orden de los
Actinomycetales, familia de las Mycobacteriaceae, género Mycobacterium, especie tuberculosis.
Dentro de este género se ha definido un grupo denominado complejo M. tuberculosis o complejo
del bacilo tuberculoso, que hace referencia a un grupo de especies (M. tuberculosis,
Mycobacterium canettii, Mycobacterium africanum, Mycobacterium microti, M. bovis,
Mycobacterium caprae y Mycobacterium pinnipedii) que son genéticamente muy similares.*® Este
género de bacterias se caracteriza porque producen células filamentosas o hifas, dando lugar al
desarrollo de un micelio ramificado verdadero, de manera similar a un hongo.

El bacilo tuberculoso es una bacteria aerébica estricta que mide entre 2 a 5 mm de largo
(longitud comparable al didmetro del ntcleo de un linfocito) y 0,2 a 0,3 nm de ancho, adopta forma
de bastén con extremidades redondeadas, no presenta esporas, ramificaciones, ni flagelos y por
lo tanto son inmoviles. Aungque no se tifien con la coloracion de Gram, las micobacterias presentan
caracteristicas de microorganismos tanto Gramzositivos como Gramzegativos. Sin embargo, la
alta concentracion de acido micélico en la pared celular de las micobacterias le otorga a este
género una caracteristica casi Unica de acido-alcohol resistencia. Para poder identificar este tipo
de bacterias se utiliza la tincion de Ziehl-Neelsen, donde la bacteria queda tefiida de rojo y se
agrega como tincibn de contraste azul de metileno. Por lo tanto las micobacterias son

comunmente llamadas como bacilos acido-alcohol resistentes (BAAR).

Joaquin Miguel Pellegrini 27



INTRODUCCION

Cole S. T. y colaboradores reportaron en 1998 el genoma completo de M. tuberculosis, el
cual consiste de 4.4 millones de pares de bases y 3924 genes. Ademas, presenta un elevado
contenido de Guanina + Citosina (65,6%) en su ADN.** Lo decodificado a través del genoma
permite comprender caracteristicas Unicas de la biologia del bacilo de la TB, tales como su lento
crecimiento, la naturaleza en la complejidad de su pared celular, genes relacionados con su
virulencia y persistencia, y la estabilidad de su genoma. La resistencia del bacilo en el granuloma,
en microaerobiosis, frente al estrés oxidativo generado por células fagociticas o ante la limitacién
de nutrientes se deben a una gran ductilidad en el metabolismo y una gran capacidad para
sintetizar proteinas dedicadas a la O&xido-reduccién, al transporte de oxigeno y al
almacenamiento.*

Durante el proceso de subcultivo in vitro de M. bovis que logré la atenuacién de la BCG
entre 1908 y 1921, mas de 100 genes se perdieron en comparacion con M. tuberculosis.*® La
delecion de la region de diferencia 1 (RD1), que codifica para el sistema de secrecién de proteinas

ESX-1, es considerada la delecién responsable de la atenuacion de la BCG (Figura 3).

Regiones de diferencia ausentes en M.bovis en
comparacién a M. tuberculosis

M. bovi M. tuberculosis
ViruI:r:,t’as ‘—{ RD11 H RD10 H RDS H RDS H RD?7 H RD6 H RDS H RD4 l— Virulenta

Atenuacion por
subcultivos in vitro
(1908-1921)

BCG Pérdida de RD1
Atenuada (ESATG/CFPlO)

Figura 3. Deleciones genémicas entre los patdgenos causantes de TB humana y bovina. Se han
encontrado ocho regiones de diferencia (RD) eliminadas en el patégeno bovino M. bovis con respecto al
patégeno humano M. tuberculosis. Por otro lado, el subcultivo repetido in vitro de una cepa de M. bovis
durante 13 afios (1908-1921), siguiendo los postulados clasicos de Pasteur, condujo a la atenuacion
debido a la pérdida de RD1, dando lugar a la cepa vacunal Bacille Calmette-Guérin (BCG).

En un estudio de Copin et al.,*® donde se compararon 1.530 epitopes de células T
humanas, se demostré que el 23% de los epitopes de linfocitos T conocidos del Complejo M.
tuberculosis estan ausentes en BCG. A pesar de su bajo peso molecular, se ha demostrado que

los dos principales factores de virulencia ESAT-6 y CFP-10, codificados en el RD1 y ausentes en
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BCG, contienen el mayor niumero de epitopes de células T humanas reconocidos por el sistema
inmune.*® Estos datos sugieren la fuerte interaccién mantenida a lo largo de la evolucién entre
los hospedadores humanos y estos antigenos codificados por RD1, lo cual es probablemente una
consecuencia del papel crucial de estas proteinas en la virulencia del patégeno.

El papel de ESAT-6 en la virulencia se ha demostrado mediante experimentos en los que
la complementaciéon de BCG con RD1 restaura la virulencia completa,*” mientras que la
eliminacién de RD1 en cepas de M. tuberculosis conduce a un perfil profundamente atenuado.*®
A su vez, existen evidencias sobre la capacidad de ESAT-6 para desencadenar la muerte celular
en las células del hospedador. Un estudio reciente demostré la contribucién del sistema ESX-1
en la induccion de necrosis en neutréfilos infectados, mediante un mecanismo mediado por
especies reactivas de oxigeno (ERO).*°

Ademas, se ha demostrado el papel de ESAT-6 y CFP-10 en el escape de M. tuberculosis
del fagosoma al citosol tanto in vitro como in vivo en modelos de infecciébn murinos. Este evento
se ha considerado relevante para el resultado de la infeccion ya que las cepas que no pueden
escapar al citosol tienen un fenotipo atenuado.*®>° ESAT-6 también estimula la induccién de
respuestas de interferones (IFN) de tipo I°! que, como se detallard mas adelante, segln algunos
autores es perjudicial para el control de la infeccion de TB.

Por otro lado, la envoltura de M. tuberculosis es una estructura compleja de compaosicion
molecular y caracteristicas estructurales tales que confieren baja permeabilidad, facilita su
supervivencia bajo condiciones extremas y contribuye sustancialmente con su patogenicidad y
resistencia a drogas.®? Esta constituida por una capsula, una pared celular y una membrana
plasmaética las cuales estan encargadas de mediar el contacto y reconocimiento de las bacterias

por parte de las células del sistema inmune (Figura 4).
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Figura 4. Representaciéon esquematica de la pared bacteriana de M. tuberculosis y sus
componentes. Las micobacterias estdn cubiertas por un complejo formado por acidos micdlicos,
arabinogalactano, peptidoglicanos y una capsula rica en polisacaridos de arabinomanano y manano.
MurNAc/Gc: &cido N-acetilmuramico/glucosamina. Man: manosa. Ara: arabinosa. GlcNac: NZ
acetilglucosamina. Galf: galactofuranosa. (Adaptado de Current Topics in Medicinal Chemistry 7, 475-88
(2007)). %3

La cdpsula es la capa externa de la envoltura de las micobacterias y sirve de proteccién
contra multiples factores externos. Entre los principales componentes se encuentran el 4cido
micélico y glicolipidos. Estos glicolipidos junto con algunas proteinas son responsables de las
caracteristicas antigénicas de la bacteria.>

Por debajo de la capsula, separada por un espacio periplasmico, se localiza la pared
celular que posee un contenido elevado de lipidos (50-60%) que le otorgan un caracter
hidrofébico haciéndola refractaria al ataque por hidrélisis enzimatica. Ademéas de acidos
micélicos, la micomembrana contiene diversos lipidos bioactivos con propiedades asociadas a la
virulencia y a la patogénesis .*°

Debajo de la capa de peptidoglicanos se ubica la membrana plasmatica que se trata de
una bicapa lipidica que tiene caracteristicas biol6gicas y bioquimicas similares a cualquier
membrana bacteriana, aunque en las micobacterias los derivados de los fosfolipidos se

caracterizan por estar altamente glicosilados dando lugar a moléculas como la
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lipoarabinomananos (LAM). Dichas estructuras tienen un papel fundamental en la patogénesis
de la TB y son reconocidas diferencialmente por receptores de reconocimiento de patrones
(PRR).%®

Bapas de la Infeccion

Durante el ciclo de infeccion de la TB es posible distinguir tres etapas: infeccion primaria,
latencia y reactivacion en donde intervienen mdltiples factores (Figura 5).°°® La primera etapa
se inicia con la inhalacién de particulas con M. tuberculosis diseminadas por un individuo con TB
activa. Este contacto fértil con el bacilo conduce a la evolucion de la infeccion primaria hacia la
enfermedad. Sin embargo, so6lo el 10% del inéculo inhalado llega a los alvéolos y bronquiolos,
donde la bacteria es reconocida y fagocitada principalmente por los macréfagos alveolares,
aunque otras células fagociticas como los neutréfilos, monocitos y las células dendriticas (CDs)
también pueden ingerir la bacteria y desempeiiar un rol en el desenlace de la infeccién. 5"°° Una
vez producido el ingreso de las bacterias en las células, el crecimiento intracelular de las mismas
dependera de su capacidad de evadir a la respuesta inmune del hospedador y de los mecanismos
microbicidas de los macrofagos. En este contexto, se establece un balance entre el hospedador
y el patdgeno y el tipo de respuesta inmune iniciada contra la bacteria influenciara fuertemente el
curso de la enfermedad.®® Generalmente, la respuesta inmune conduce a la contenciéon del
patégeno formando lesiones focales granulomatosas mediante la secrecion de citoquinas pro-
inflamatorias (interleuquina(IlL)-1B, TNF-a e IL-6) por parte de los macréfagos expuestos a M.
tuberculosis.?* Si el bacilo logra sobrevivir a esta primera linea de defensa, comienza a replicarse
activamente en los macrofagos y a diseminarse a células cercanas, incluyendo células epiteliales
y endoteliales e incluso alcanzar otros érganos a través de diseminacion linfatica o hematégena.®?

En una segunda etapa, que comienza a partir de las 2-8 semanas, se desarrolla la
inmunidad adaptativa en donde la respuesta antigeno-especifica contribuye a resolver la
infeccién en un hospedador inmunocompetente y frena la multiplicacion de la bacteria. A partir de
entonces, la migracién de neutrdfilos, linfocitos y otras células inmunes al sitio de la infeccién
primaria forma un infiltrado celular que posteriormente asume la estructura tipica de un
granuloma, donde los bacilos permanecen encapsulados y protegidos de la respuesta inmune del
hospedador. Luego de 4-5 semanas de infeccién progresiva, los granulomas microscépicos
aumentan de tamafo y se fusionan con otros granulomas, formando grandes areas necréticas
rodeadas por capas de histiocitos epiteloides, células gigantes multi-nucleadas, fibroblastos,

linfocitos y monocitos. A pesar del pH &cido, la baja concentracion de oxigeno y la presencia de
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acidos grasos toxicos, M. tuberculosis puede permanecer viable por décadas. En este estado de
latencia, las bacterias constantemente escapan del estado durmiente reponiendo el volumen de
bacilos replicativos. Al respecto, hace 20 afios, existia la tendencia de considerar a los
granulomas como una estructura estable donde los bacilos permanecian encerrados. Hoy en dia
se mantiene la “hipétesis dinamica”, basada en imagenes intravitales donde se ha observado un
constante movimiento de células entrando y saliendo del granuloma, incluso células con bacilos
latentes que son drenadas hacia los bronquiolos, y la posibilidad de continuas reinfecciones.®

Transmision de Mtb de
hospedador a hospedador

Mycobacterium tuberculosis

Reactivacion y
diseminacién
de la bacteria
en el 10% de
los individuos
infectados

Infeccién inicial
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Nature Reviews Microbiology 12,289-299 (2014) doi:10.1038/nrmicro3230

Figura 5. Tuberculosis: de la infeccién a la enfermedad activa. Existen tres etapas o resoluciones
diferentes en lainfeccion humana por M. tuberculosis. La frecuencia de la cura espontanea es desconocida,
pero se supone que es poco frecuente. En el huésped inmunolégicamente comprometido, la infeccion
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puede desarrollarse directamente luego de la infeccién. En la mayoria de los casos, las micobacterias son
inicialmente contenidas y la enfermedad se desarrolla luego como resultado de la reactivacion. El
granuloma es el sitio de infeccién, persistencia, patologia y proteccion. Figura adaptada de Nature Reviews
Microbiology 12, 289-299 (2014) %*

So6lo un 10% de los individuos infectados desarrollan TB activa, el resto mantienen la
infeccion en estado latente. La infeccién puede mantenerse en esta etapa o progresar hacia la
siguiente etapa, segun la inmunidad mediada por células. Sila misma es apropiada, el granuloma
se resolvera, dejando pequeiias lesiones fibrosas calcificadas.®®

Cuando, por alguna razon, el sistema inmune se vuelve incapaz de dominar estos pocos
bacilos activos, la replicaciéon descontrolada promueve las manifestaciones sintomaticas y
sobreviene la enfermedad activa, dando lugar a la tercera etapa comenzando una infeccién
aguda secundaria. Este evento puede darse muchos afios después de la infeccién primaria vy,
aunque actualmente se desconoce exactamente el mecanismo responsable de la reactivacion,
esta claramente asociado a factores del sistema inmune del hospedador, ya que condiciones que
afectan al mismo (co-infecciones, terapia con esteroides, edad avanzada, desnutricién, entre
otras) favorecen el proceso de reactivacion.® 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 tratara de
combatir a los bacilos que se multiplican, pero a la vez ocasionara destruccién del tejido pulmonar
llevando a la formacion de cavidades. La reactivacion que progresa a formacién de cavidades,
con una elevada multiplicacion extracelular, favorece la propagacion de cepas de M. tuberculosis
resistentes y de alta virulencia.®” Al presente, se han identificado otros dos mecanismos que
explican la reactivacion en humanos. El primero involucra las deficiencias cualitativas y
cuantitativas de los linfocitos T CD4* en individuos infectados con VIH. El segundo mecanismo
asociado con la reactivacion es la neutralizacion terapéutica de TNFa.® En conjunto, la frecuencia
incrementada de TB en individuos infectados con VIH o tratados con agentes bloqueantes del
TNFa muestran que las células T CD4* y el TNFa son dos elementos claves en la inmunidad

protectiva frente a M. tuberculosis que previenen la reactivacion.
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RESPUESTA INMUNE CONIMZOBACTERIUM TUBERCULOSIS

Respuesta Inmune Innata

Luego del establecimiento de la infeccién por M. tuberculosis en las vias respiratorias y
en el parénquima pulmonar, mas precisamente en los alvéolos pulmonares, las bacterias se unen
a receptores involucrados en la fagocitosis e ingresan en los macréfagos alveolares residentes,
las CDs, neutréfilos y los monocitos reclutados del torrente sanguineo.®¢7:¢8 E| reconocimiento e
ingreso de M. tuberculosis esta mediado por los Receptores de Reconocimiento de Patrones
(PRR, por sus siglas en inglés), como los receptores carrofieros o Scavenger, receptores de
lectina tipo C, receptores de complemento (CR), el receptor de manosa (MR), los receptores de
tipo Toll (TLR, por sus siglas en inglés), entre otros (Figura 6). Este amplio grupo de receptores
detecta componentes y estructuras microbianas denominadas patrones moleculares asociados a
patdgenos (PAMPs, por sus siglas en inglés) para dar comienzo a la respuesta inmune innata. %7

A su vez, el ADN micobacteriano o mensajeros secundarios bacterianos pueden ser
reconocidos por PRRs citosélicos, como cGAS y STING, para inducir la produccién de citoquinas
y la autofagia.’*"* Ademas, los receptores tipo NOD (NLR) son PRR citosélicos de PAMPs de M.
tuberculosis, como el dipéptido de muramil, para activar un complejo multiproteico denominado
inflamasoma.’

La secrecién de citoquinas y quemoquinas inducidas por la sefalizacion a través de los
TLRs y otros PRRs lleva al reclutamiento de células inflamatorias (células T, neutréfilos, y células
asesinas naturales —NK-) al area de infeccién, regula la formacion del granuloma e inicia y da
forma a la posterior respuesta inmune adaptativa.”® Esta respuesta es regulada por una red
compleja de citoquinas proinflamatorias, anti-inflamatorias y quemoquinas. La mayoria de los
mediadores en este punto (IL-1b, IL-12, TNFa, IL-15, IL-18, entre otros) son producidos por
macrofagos o CDs, pero el IFNg (citoquina efectora de las respuesta T helper —Th- 1 por
excelencia) es secretado por diversos tipos celulares, incluyendo células NK, células T g dy

células T restringidas a CD1.%”
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Figura 6. Fagocitosis y reconocimiento inmune de M. tuberculosis. Varios receptores han sido
identificados para el reconocimiento de M. tuberculosis por macréfagos y CDs, incluyendo los receptores
del complemento (CR), el receptor de manosa (MR), el receptor DC-SIGN en las CDs, el receptor
“Scavenger” clase A, y posiblemente la dectina-1. Luego de la unién a los TLR, vias de sefializacién
comunes son activadas conduciendo a la activacion celular y la produccién de citoquinas. Los TLR se
expresan no solo en la superficie celular sino también en los fagosomas, por lo tanto la activacion inmune
puede ocurrir en presencia o ausencia de fagocitosis. Por otro lado, la fagocitosis sola, probablemente no
lleva a la activacion inmune sin la accion de los TLR. Sp: receptor de las proteina surfactantes, MBL.:
lectinas de unién a manosa, LAM: lipoarabinomananos. (Adaptado de Clin Microbiol Rev. 15, 294-309
(2002)).57

Rol de los macréfagos durante la respuesta antituberculosa
La infeccion inicial por M. tuberculosis conduce rapidamente a la activacion de los

macrofagos alveolares, los primeros en fagocitar la bacteria, y a la induccion de citoquinas que

sirven para limitar el crecimiento de los patdégenos fagocitados (Figura 7).
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Histoéricamente, el paradigma de la inmunologia de la TB ha asumido que los macréfagos
activados pueden eliminar a M. tuberculosis. Sin embargo, esta suposicion ha sido dificil de
demostrar inequivocamente in vitro, especialmente con monocitos y macrofagos humanos.

Los hallazgos en distintos modelos han descripto que la muerte de M. tuberculosis
fagocitada es llevada a cabo dentro de los fagolisosomas de los macréfagos. Los componentes
toxicos encontrados dentro de esta vesicula &cida incluyen hidrolasas lisosémicas, ERO como
H.0, y O, y especies reactivas del nitrégeno (ERN) como NO y NO..”* Al respecto, la produccion
de ERN por los macréfagos murinos es un importante mecanismo efector contra una variedad de
patdgenos.” Importantemente, se encontré que la resistencia de varias cepas de M. tuberculosis
a ERN in vitro se correlaciona significativamente con la virulencia de la cepa probada.”™ Las
citoquinas son potentes moduladores de la produccion de ERN de macréfagos murinos. Mientras
gue TNFa e IFNgson potentes activadores de la enzima 6xido nitrico sintetasa inducible (iNOS),
IL-4 e IL-10 lo suprimen.”® " Por otra parte, la contribuciéon de las ERO a la defensa contra la TB
continda sin estar clara. Las ERO por si solas podrian ser insuficientes para destruir al patégeno,
pero combinadas con ERN pueden mejorar significativamente la muerte de las micobacterias.”

Otros mecanismos de eliminacién de la bacteria efectuados por los macréfagos infectados
son la autofagia (se describira con detalle mas adelante) y la produccion de péptidos
antimicrobianos. De hecho, se ha descripto que la hipoxia desencadena la expresién de la
defensina 2 humana, con pronunciada actividad antimicrobiana contra Mycobacterium
tuberculosis, en macréfagos humanos.”™

Un aspecto importante para el resultado de la infeccion es el tipo de muerte celular que
ocurre en los macréfagos infectados con M. tuberculosis. La infeccion con cepas virulentas puede
inducir la muerte por necrosis, definida por la lisis celular, que permite la salida de las bacterias
del interior de los macréfagos vy, por lo tanto, la propagacion de bacilos de célula a célula.
Alternativamente, la infecciébn puede provocar la muerte apoptética de los macrofagos que
mantienen una membrana plasmatica intacta®® y se asocia con una disminucion de la viabilidad
del patégeno y una mayor inmunidad.&

Adicionalmente, la colaboracién entre los macrofagos y las células T es esencial para la
erradicacion de M. tuberculosis mediante respuestas de hipersensibilidad retardada antigeno-
especificas. Los macrdfagos sirven como células presentadoras de antigeno importantes en la
respuesta del huésped frente a esta micobacteria. Los antigenos micobacterianos procesados
pueden ser expresados en asociacion con los complejos mayor de histocompatibilidad (CMH) de
clase Il o clase | y ser reconocidos por linfocitos T a @CR* CD4" y CD8" respectivamente, e

incluso en moléculas no polimérficas presentadoras de antigenos no clasicas (como CD1).
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Finalmente, las citoquinas producidas por los macrofagos juegan roles importantes en la
activacion de las células T antigeno-especificas.®’

Rol de los neutrofilodurante la respuesta antituberculosa

El establecimiento exitoso de la infeccion por M. tuberculosis depende de su interaccion
temprana con macréfagos, células dendriticas, neutréfilos y células NK del hospedador (Figura
7).8! En particular, los neutrdéfilos son los primeros en migrar al sitio de infeccién y son las células
predominantemente infectadas con M. tuberculosis en los pulmones de los pacientes.®®

Su habilidad de fagocitar a M. tuberculosis ha sido ampliamente demostrada, pero su
capacidad para eliminarla permanece controversial. Numerosos estudios in vitro reportaron una
actividad antimicobacteriana pobre por parte de los neutrdfilos, incluso cuando las células son
estimuladas con IFNy.82 Otros grupos, sin embargo, demostraron que los neutréfilos y las
moléculas bactericidas derivadas de los mismos son capaces de eliminar a M. tuberculosis in
vitro.83848586 Algunos de ellos sugieren que la incapacidad para la eliminacion micobacteriana se
podria atribuir a una estimulacién celular inapropiada, lo cual pone de relevancia el contexto
celular y molecular en el que se encuentran. Es de destacar que, en un estudio llevado a cabo
por Corleis y colaboradores, los neutréfilos no fueron capaces de eliminar a la cepa patogénica
H37Rv, pero si a M. smegmatis y la cepa mutante deficiente de la RD1 (MtbARD1), demostrando
gue la evasién realizada por M. tuberculosis a la muerte mediada por neutrofilos depende de la
region de virulencia RD1.%"

Por otro lado, los datos provenientes de estudios in vivo también son conflictivos. Los
neutréfilos de esputo y fluidos de lavados broncoalveolares de pacientes con TB pulmonar activa
mostraron contener M. tuberculosis en estado replicativo,® fenotipo considerado como un indicio
de la incapacidad de las células de controlar al patégeno. Sin embargo, muchos estudios
asociativos han relacionado a este tipo celular con proteccion contra la TB.%¢ Asimismo, modelos
experimentales demostraron propiedades antimicobacterianas de los neutréfilos in vivo, por
ejemplo mediante la induccion transitoria de neutrofilia por LPS en ratas o en ratones deficientes

de Mincle, un miembro de la superfamilia de lectinas tipo C expresado en neutréfilos.®8

Joaquin Miguel Pellegrini 37



INTRODUCCION

Macréfagos Neutrofilos

Contencion Micobacterias

Produccion ERO/ERN Apoptosis/Necrosis

Autofagia Produccion ERO o
Péptidos antimicrobianos o
o
® .0 -
Rl
Bl
® 0 o
) A
3 o ®,
- .
® Eliminacion micobacterias?
Q :
NFLAMACION
Y Apoptosis/Necrosis Liberacion NETs

9 : . : v ..
Presentacion de Antigenos Produccion citoquinas y
quemoquinas

Produccion de Citoquinas

Figura 7. Participacién de macréfagos y neutrofilos durante la respuesta inmune frente a M.
tuberculosis. Se resumen las principales funciones y procesos involucrados en la respuesta de los
macréfagos y los neutréfilos como parte de la respuesta inmune innata frente a micobacterias, que
determinaran diferentes resultados de la infeccion.

Al respecto, parte de la actividad bactericida/beneficiosa de los neutréfilos podria estar
mediada por la liberacién de trampas extracelulares (NETS, por sus siglas en inglés). Neutrofilos
estimulados con M. tuberculosis in vitro mostraron liberar NETs conteniendo elastasas e histonas
gue pueden capturar al patégeno, aunque la muerte de la micobacteria no pudo ser
determinada.®® Ademas, podrian estar implicados los mecanismos clasicos bactericidas ya sea
oxidativos, mediante la generacion de ERO y otros oxidantes, o no oxidativos, mediante la
liberacion de granulos conteniendo péptidos antimicrobianos. Hasta el momento no ha sido
evaluada la contribucién del proceso de autofagia en la eliminacion de M. tuberculosis durante la
infeccion de neutrdfilos.

Ademas, otro aspecto a tener en cuenta es la interaccion y cooperacion con otras células
del sistema inmune. Por ejemplo, diferentes quemoquinas, proteinas de granulos y otras
moléculas liberadas por los neutréfilos reclutan y activan monocitos al sitio de la infeccion.®® A
su vez, la interaccion de neutréfilos con células dendriticas promueve su maduracion® vy,
mediante su internalizacion, son capaces de adquirir antigenos de patdégenos y realizar

presentacion cruzada a linfocitos T.°! Se ha demostrado que los neutréfilos pueden llevar
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antigenos de los sitios periféricos hacia los nédulos linfaticos y la médula 6sea y facilitar la
generacion de respuestas Thl, Th17 y CD8+ de memoria.® Adicionalmente, las NETSs liberadas
por neutrofilos humanos pueden influir directamente sobre las células T reduciendo su umbral
de activacion.*

Importantemente, distintas observaciones ponen de relevancia el modo de muerte de los
neutrofilos infectados para determinar el control del patégeno. Tanto en humanos como en el
modelo murino, los neutréfilos necréticos son incapaces de controlar la infeccion por esta
micobacteria.®® Ademas, resulta particularmente importante en su interaccion con macréfagos. La
fagocitosis de neutréfilos necréticos por macréfagos promueve el crecimiento bacteriano,*®
mientras que en aquellos que sufrieron apoptosis los bacilos permanecen encapsulados. Esto
permite la fusiobn de granulos de los neutréfilos con los lisosomas del macréfago tras la
eferocitosis del neutrofilo apoptético. Las membranas que rodean a M. tuberculosis previenen el
contacto directo con la membrana fagosomal de los macréfagos, evitando asi diferentes

mecanismos de evasion de la bacteria que inhiben la maduracién fagosomal.*®

Sin embargo, la mayoria de los estudios coinciden en que los neutréfilos son mediadores
finales del dafio y de la enfermedad pulmonar durante la tuberculosis activa.®%% Existe una
asociacion innegable entre la infiltracion de neutrofilos y la produccién exuberante de citoquinas
y guemoquinas proinflamatorias en estadios avanzados de TB. Los mismos factores producidos
por neutrofilos y necesitados para asegurar una eficiente proteccion inmune del hospedador
pueden ser también perjudiciales y disparar dafio en el tejido mediante diferentes mecanismos.
Particularmente, las ERO y otros oxidantes son directamente citotéxicos e inducen necrosis del
tejido. También pueden activar metaloproteinasas e inactivar inhibidores de proteinasas, lo cual
multiplica el proceso inflamatorio.®

Asi, en modelos experimentales, se observé que cepas susceptibles a la TB (como
C3HeB/FeJ) desarrollaron una extensa inflamacién neutrofilica, lo cual no se visualizé en cepas
de ratones mas resistentes.®? Mas alin, en pacientes con TB, la respuesta excesiva de neutrdfilos
es una marca de severidad de la TB y, especificamente, ha sido asociada a destruccién pulmonar.
En linea con eso, la colagenasa MMP-8 derivada de neutréfilos se encuentra aumentada en
pacientes con TB y causa destruccion de la matriz extracelular in vitro y en muestras del tracto
respiratorio de pacientes con TB.%’

Finalmente, los mecanismos subyacentes son bidireccionales y forman un circuito de
retroalimentacién amplificador positivo: los neutréfilos transcriben una amplia gama de proteinas

proinflamatorias que atraen las células inmunes al sitio de la infeccion y las activan;® las células
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inmunes, endoteliales y epiteliales secretan ain mas citoquinas y quemoquinas proinflamatorias
que influyen en la diferenciacion, movilizacion y reclutamiento de neutrofilos.

En resumen, como se menciond anteriormente existe una gran controversia acerca de la
capacidad efectiva de eliminar a M. tuberculosis por parte de los neutrdfilos, algo particularmente
inquietante tratandose de células con importantes propiedades bactericidas. Sumado a eso, es
importante su participacion en la generacion de la inmunidad adaptativa y la cooperacion con
otras células inmunes y, especialmente, la induccion de una respuesta hiperinflamatoria que
conduce a la destruccion del tejido. Teniendo en cuenta este dualismo, resulta crucial conocer
mas en detalle la biologia de los neutrofilos durante la infeccion con M. tuberculosis para disefiar

blancos especificos que resulten beneficiosos al hospedador.

Respuesta Inmune Adaptativa

Cuando la primera linea de defensa no es suficiente, permitiendo el establecimiento de la
infeccion, la concentracién antigénica aumenta y por lo tanto se activa la respuesta inmune
adaptativa, la cual es crucial para contener al patdégeno en los granulomas. Dado que esta
respuesta no elimina por completo a la bacteria, la continua actividad del sistema inmune es
necesaria para prevenir la reactivacion de la enfermedad.®®

Asi, las CD expuestas a M. tuberculosis migran a los ganglios linfaticos drenantes para
dar inicio a la inmunidad adaptativa, donde la respuesta T antigeno-especifica generada
contribuye a frenar la multiplicacion de la bacteria.®®®? En estas células, la adquisicion de M.
tuberculosis estimula la exposicion de moléculas co-estimulatorias y antigenos de la bacteria en
el contexto del CMH, y la produccién de IL-12, principal promotor de las respuestas Thl. En los
ganglios linfaticos, la presentacion de antigenos bacterianos por las CD conduce a la activacion
y expansién de células T antigeno-especificas, que se diferencian de células T virgenes a células
T efectoras, principalmente de un perfil Th1.1%° Una de las caracteristicas de esta etapa es un
largo retraso en la migracién de las CD al ganglio drenante, lo que impacta en el tiempo en que
se genera la respuesta inmune adaptativa. Basandose en los datos actualmente disponibles de
las pruebas cutaneas de la tuberculina, las respuestas inmunitarias adaptativas medibles
emergen en los seres humanos aproximadamente 42 dias después de la infeccién por M.
tuberculosis, debido principalmente a los mecanismos de evasion que monta la bacteria para

eludir la respuesta inmune.%®
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Al arribar al tejido pulmonar infectado, las células Thl reconocen los péptidos antigénicos
de M. tuberculosis, presentados por los macréfagos, a través de las moléculas de clase Il del
CMH. Las células Thl se activan y producen las citoquinas IFNgy TNFa. Estas activan a su vez
a los macrdéfagos, permitiendo restringir el crecimiento de M. tuberculosis.®* Los linfocitos Th17
son otros de los perfiles T que tienen un papel muy importante en la respuesta inmune montada
contra M. tuberculosis. Mediante la produccion de las citoquinas caracteristicas del perfil, IL-17A,
IL-17F e IL-22, los linfocitos Th17 son requeridos para la eliminacion de la infeccion primaria y el
establecimiento de una respuesta de memoria efectiva.0%102103 Estas citoquinas favorecen el
reclutamiento de neutréfilos y la estimulacién de la secrecion de quemoquinas y péptidos
antimicrobianos.%41°1 Ademas, es un perfil con mucha plasticidad, pudiendo secretar también
citoquinas de otros perfiles (IFNg, IL-10, factor de crecimiento transformante b -TGFb-)
dependiendo el contexto.?®1% Sin embargo, una respuesta Th17 elevada y sostenida en el
tiempo es perjudicial para el hospedador, llevando a la necrosis celular y a un aumento en el dafio
tisular®? (Figura 8), permitiendo la replicacion y propagacion de la bacteria como se detallara

mas adelante.
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Figura 8. Mecanismos inmunolégicos durante la TB. (A) Las citoquinas secretadas por las células Th1l,

IFNgy TNFa, conducen a la activacion del macréfago para eliminar a la bacteria fagocitada, mediante la
produccién de ERN y ERO, la induccion de la autofagia y la fusion de los lisosomas con los fagosomas
conteniendo a las bacterias. A su vez, los macréfagos activados, producen las citoquinas TNFa e IL-1 que
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permiten la activacion paracrina de otros macrofagos. También participan en este proceso las células T
CD8*, Th17, células T restringidas CD1 y las células T g d, a través de la produccién de citoquinas y del
reclutamiento de linfocitos Thl. (B) Las células T CD8*, células T restringidas CD1 y las células T g d
inducen la apoptosis de macr6fagos infectados mediante varias vias, que puede incluir granulos citotoxicos,
los cuales secretan péptidos antimicrobianos, como la granulisina, pero también pueden secretar
granzimas, la cual dispara la apoptosis. Otra de las vias es mediada por FASL-FAS o TNF. La apoptosis
puede tener un efecto beneficioso en la resolucién de la infeccion, dado que las células apoptéticas son
fagocitadas por macrofagos, CD o neutrdfilos no infectados, los cuales son capaces de destruir los cuerpos
apoptoticos junto a las bacterias que contienen. (C) El control de la respuesta inflamatoria esta encabezado
por las células Tregs, quienes mediante contacto directo célula-célula o via produccién de citoquinas anti-
inflamatorias (TGFb o IL-10) limitan la respuesta inmune. Las células Th2 y Th17 también contribuyen en
este proceso mediante la inhibicion de la produccion de IFNgy TNFa. Sin embargo, un desbalance de la
respuesta inmune, tanto hacia el perfil regulatorio como pro-inflamatorio, favorece la replicacién de la
bacteria, con la consiguiente necrosis del macroéfago infectado, llevando a la propagacion del bacilo.

Otras de las células T que cumplen un rol en la inmunidad frente a M. tuberculosis son las
células T CD8", células T restringidas a CD1 y las células T g t.%41%" Las células T CD8"
contribuyen a la respuesta inmune frente al bacilo al menos por tres mecanismos: secrecion de
IFNg, lisis de células infectadas por la interaccion Fas/Fas-ligando, y/o a través de la accién de
perforinas y granzimas.'® Por otra parte, si bien las moléculas del CMH de clase | y Il pueden
presentar antigenos peptidicos, las moléculas de CD1 pueden presentar antigenos lipidicos y las
células T g dpueden reconocer antigenos no proteicos que contengan fosfatos sin la necesidad
de moléculas presentadoras. Asi, las células T g dy las células T restringidas a CD1 reconocen
antigenos no proteicos de M. tuberculosis, y proliferan considerablemente durante las primeras
fases de la infeccion.%%11° De hecho, las células T ¢ son una de las primeras fuentes de IL-17A
producidas durante la infecciéon.'* Ademas, ambos tipos celulares colaboran con la activacion de
las células presentadoras de antigenos a través de la produccién de IFNg, incrementando la
expresion de moléculas de CMH y moléculas coestimulatorias y la produccion de IL-12 e IL-18,
resultando en un ciclo de retroalimentacion positiva para la produccion de IFNg (Figura 8).1%7

Cabe recordar que, en gran medida, las lesiones pulmonares frente a la infeccién por M.
tuberculosis, son producidas por la propia reaccién inflamatoria. Asi, el efectivo control de M.
tuberculosis, exige, en realidad, un delicado equilibrio entre los mecanismos pro-inflamatorios y
anti-inflamatorios. Las células T regulatorias (Treg) son las encargadas de suprimir la inflamacion
y limitan la respuesta inmune a través de la produccién de citoquinas inmunosupresoras como IL-
10 y TGFB, y por contacto directo con las células a través de moléculas inhibitorias de la
superficie. 2113 Ademads, si bien los anticuerpos no median un efecto protector contra la TB, se
ha demostrado que los linfocitos B forman parte de los granulomas, mantienen la integridad de

los mismos y regulan la respuesta inmune secretando citoquinas, entre ellas IL-10.1!* Las células
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T del perfil Th2, con sus citoquinas caracteristicas IL-4 e IL-13, son otras de las poblaciones
celulares involucradas en la regulacion de la respuesta inflamatoria generada, al inhibir la

respuesta Thl (Figura 8).1*°

MEDIADORES INMUNOLOGICOS EN TUBERCULOSIS

IFNgydurante la respuesta inmune frentdva tuberculosis

En las ultimas cuatro décadas, el paradigma predominante ha sido que una respuesta
inmune protectiva contra M. tuberculosis esta principalmente mediada por células CD4*Th1,
quienes secretan IFNg. La utilizacion de ratones knockout en los afios ‘90 establecié un rol crucial
de estas células y el papel primordial de esta citoquina, involucrada en la respuesta frente a virus
y bacterias intracelulares. Los linfocitos T CD8", las células NK y los linfocitos T restringidos a
CD1 también producen IFNg durante la infeccién tuberculosa pero, como ya se menciono, no
pueden compensar una deficiencia en células T CD4".

El rol central del IFNg en la inmunidad contra M. tuberculosis se basa en la evidencia de
la susceptibilidad extrema que presentan los ratones que carecen de IFNg.!'*® En humanos, el
IFNg es la citoquina mas invariablemente detectada, tanto como proteina como ARNm, en los
sitios de infeccion (incluyendo pulmones, lavados broncoalveolares, fluidos de pleuritis
tuberculosa, y ganglios linfaticos) y en las respuestas de CMSP a antigenos micobacterianos.

A su vez, estudios genéticos en humanos han confirmado el rol crucial del IFNg familias
con mutaciones en la via IL-12/IFNg desarrollan infecciones diseminadas causadas por BCG y
micobacterias no tuberculosas. Esta susceptibilidad heredable, conocida como susceptibilidad
mendeliana a enfermedades micobacterianas, revela la naturaleza crucial de esta via de
sefalizacion.!'” Personas que desarrollan autoanticuerpos neutralizantes contra IFNg también
son extremadamente susceptibles a las enfermedades micobacterianas.'®  Asi, estos
descubrimientos ayudaron a definir el “dogma central de la inmunidad frente a la TB”: la
produccion de IFNg por las células T activa a los macréfagos para matar a M. tuberculosis. Sin
embargo, la mayoria de las personas que desarrollan la enfermedad activa no presentan defectos
evidentes en sus compartimentos T y generan respuestas especificas frente a la bacteria con
produccion de IFNg, lo cual demuestra que la produccion de esta citoquina es importante pero no
suficiente para el control del patégeno. Mas aln, no se sabe cuanto IFNg es necesario, cuales

son las células requeridas para producirlo y si mas es mejor.%*
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Nuestro grupo de trabajo ha reportado previamente que varias moléculas co-
estimulatorias, proteinas de membrana que controlan la activacién y expansion de las células T,
son capaces de modular la respuesta T efectora en pacientes con TB, alterando los niveles de
IFNgproducidos. En particular, se demostro que la activacion de la molécula linfocitaria activadora
de sefiales (SLAMF1) y el coestimulador inducible de células T (ICOS), son capaces de inducir
la produccién de IFNg por linfocitos T en respuesta a un lisado de M. tuberculosis (Mtb-Ag),
mientras que CD137, CD31 y la proteina de muerte celular programada 1 (PD-1) inhiben la
produccién de esta citoquina,19120121,122,123124,125

Adicionalmente, ha sido evidenciado también por nuestro laboratorio que varios
parametros inmunolégicos evaluados in vitro permiten clasificar a la poblacion argentina de
pacientes con TB en altos y bajos respondedores (TB AR y TB BR, respectivamente). Los
pacientes TB AR son los individuos cuyas CMSP tienen una respuesta inmune mas protectiva al
estimularlas con Mtb-Ag, mientras que los TB BR tienen una respuesta escasa o hula, siendo uno
de los parametros medidos los niveles producidos de IFNg'?! Mas aln, estas caracteristicas
inmunoldgicas correlacionan con parametros clinicos: los pacientes TB AR tienen porcentajes
mas altos de linfocitos totales y presentan diametros de derivados proteicos purificados
superiores en comparacion con los pacientes TB BR. Estos, a su vez, tienen lesiones pulmonares
graves, una notable pérdida de peso, y presentan un mayor tiempo de evolucion de la enfermedad
que los pacientes TB AR.1?1126.127 Agj |os pacientes con TB en nuestro pais que presentan una
mayor severidad de la enfermedad expresan menores niveles de IFNg en respuesta a la
estimulacion con Mtb-Ag.

Finalmente, aunque se sabe que IFNg ejerce sus efectos a través de amplios programas
transcripcionales,'?® y la induccién de citoquinas, los mecanismos efectores rio abajo de la
sefalizacién de IFNgresponsables de la restriccion de la infeccion por micobacterias aln se estan
dilucidando. Esta citoquina es capaz de activar a los macréfagos para producir TNFa que actla
junto con IFNgpara aumentar la fagocitosis de los macréfagos y la actividad microbicida, mediante
la produccion de ERN y ERO. Al respecto, si bien se requiere la expresion de la iNOS para el
control de la infeccion por M. tuberculosis en ratones,'?® y se han identificado macréfagos que
expresan iNOS en los pulmones de humanos con TB,**° la correlacion entre la TB humanay la
expresion de iNOS aln no esta clara.'3!

El IFNg también es importante para la maduracién del fagosoma y su acidificaciéon,*? la
induccién de péptidos antimicrobianos,'* y la promocién de la autofagia, que se desarrollarad mas

adelante. Ademas, el IFNg estimula la presentacién antigénica por el CMH de clase | y clase I,
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aumentando la expresion de las subunidades asi como estimulando la actividad del proteasoma;
mejora el reclutamiento de linfocitos, induce componentes de la cascada del complemento y la
respuesta de fase aguda.'®’

Finalmente, en muchas infecciones cronicas como la TB, el dafio tisular mediado por la
respuesta inmune debe ser regulado para que no resulte en detrimento del hospedador. Aunque
el IFNg es una citoquina pro-inflamatoria, también limita la inflamacién, al menos en parte por
inhibicién directa e indirecta de los neutrdfilos. El IFNg puede tener efectos anti-proliferativos en
las células T y modular su funcién, incluyendo la inhibiciéon de células T CD4" productoras de IL-
17, las cuales median la inflamacion neutrofilica.** Mas aun, el IFNg actua directamente en los
neutrofilos inhibiendo su acumulacién en el pulmén. De manera similar, el NO (indispensable para
el efecto anti-microbiano del IFNg) restringe la inflamacién a través de la inhibicién de la
produccién de IL-1B por los macréfagos.'® En conjunto, estos resultados refuerzan la idea de
gue la funcién de las células T CD4" y, en particular del IFNgpor ellas producido, es mucho mas
amplia que la activacion de los macréfagos y es necesaria para una inmunidad éptima durante la

infeccion por M. tuberculosis.

IL-17Adurante la respuesta inmune frentdvh tuberculosis

Mas alla del rol crucial del IFNg durante la infeccion por M. tuberculosis, como se explico
anteriormente, ésta citoquina sola no es suficiente para la erradicacién total de la bacteria,
indicando que otras citoquinas podrian ser requeridas para la eliminacién del patégeno. Se ha
propuesto que las células T CD4* productoras de IL-17 e IL-22 (linfocitos Th17) podrian contribuir
a la inmunidad adaptativa contra M. tuberculosis.*® En patrticular, los estudios iniciales utilizando
modelos de infecciones respiratorias establecieron un rol central para la IL-17 en la respuesta
inmune protectiva a patégenos bacterianos de crecimiento extracelular, mediado por un
reclutamiento eficiente de neutrdfilos y la reparacion del tejido.**”**® Sin embargo, el rol de la IL-
17 en infecciones bacterianas intracelulares todavia no se conoce con profundidad.

Aun asi, queda claro que la IL-17A es otra de las citoquinas claves en la interaccion
patdgeno-hospedador durante la infeccién por M. tuberculosis. Aunque se considera que las
células Th1l7 son la fuente principal de IL-17A, se ha demostrado que las células CD8* también
producen esta citoquina, al igual que varias poblaciones del sistema inmune innato, incluyendo

linfocitos Tgd™ y células T asesinas naturales (NKT).
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La IL-17A media actividades pleiotrépicas que abarcan la induccién de citoquinas pro-
inflamatorias, quemoquinas y metaloproteinasas; la sintesis de péptidos antimicrobianos; la
modulacion de la matriz extracelular; y la estimulacion de la granulopoyesis, junto al reclutamiento
y activacion de neutrdfilos al sitio de infeccion.*3%14° Existen varias publicaciones que indican que
los linfocitos T CD4* productores de IL-17A e IL-22 contribuyen a la respuesta inmune adaptativa
contra M. tuberculosis en personas expuestas al patdgeno y en pacientes con TB.1%2 Mas aun, si
bien IL-17A es inducida rapidamente en las células Tg tddurante la infeccion, la produccion de IL-
17A por los linfocitos T CD4* seria requerida para la eliminacion de la infeccion primaria y el
establecimiento de una respuesta de memoria efectiva.'°'!! Incluso, luego de una infeccién
intratraqueal de dosis alta, los ratones deficientes en IL-17A son incapaces de controlar a la
bacteria, y se observé que la transferencia adoptiva de células Th1l7 inhibe parcialmente el
crecimiento de micobacterias en ratones infectados. 314

Asi, la IL-17A puede tener efectos benéficos en etapas tempranas de la TB, mediante el
reclutamiento de neutréfilos y la estimulacién de la secrecion de quemoquinas y péptidos
antimicrobianos. Sin embargo, una exposicion elevada y sostenida en el tiempo de IL-17A en la
etapa cronica de la enfermedad podria ser perjudicial para el hospedador, permitiendo que estas
células sobrevivan mas tiempo, cambien su fenotipo y causen inmunopatologia.'*? De hecho, ha
sido reportado recientemente que humanos y ratones deficientes en RORyt, que presentan una
disminucion significativa en los niveles de linfocitos Th1l7, poseen un control defectuoso de la
infeccion por BCG y M. tuberculosis.'*® Sin embargo, la activacion prolongada en respuesta a IL-
17A puede conducir a una acumulaciéon masiva de neutréfilos y a un aumento exacerbado de la
inflamacién, llevando a la necrosis celular y a un aumento del dafio tisular, permitiendo la
replicacion y propagacion de la bacteria.** Todos estos trabajos ponen en evidencia el rol dual
de esta citoquina durante el desarrollo de la TB.

En linea con este concepto, nuestro laboratorio ha demostrado que las CMSP de
pacientes con TB estimuladas con Mtb-Ag producen niveles reducidos de IFNgy elevados de IL-
17A en comparacion con lo detectado en CMSP de DS, lo que indica que esta citoquina es
inducida durante la enfermedad.*?®* Ademas, otro grupo en nuestro pais demostré que la infeccién
por las cepas de M. tuberculosis resistentes a antibidticos (responsables de los casos mas
severos de TB) induce un mayor nimero de linfocitos T productores de IL-17A que la infeccién
causada por cepas susceptibles, y que a su vez esta produccidn esta asociada a la presencia de
bacilos en esputo.!#®

Asimismo, nosotros reportamos que la produccion de IL-17A en los pacientes con TB

proviene principalmente de linfocitos Th1/Th17, una poblacién de células CD4*IFNg'IL-17A" que
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se correlaciona directamente con parametros clinicos asociados a la severidad de la enfermedad
y es regulada por IFNg, lo que demuestra la interrelacion que hay entre estas citoquinas en el
contexto de la TB.*?® De hecho, se determind que la estimulacién en presencia de IL-17A inhibe
la produccion de IFNg contra el patégeno.*®

Por ultimo, recientemente demostramos una asociacion entre el alelo A del polimorfismo
de nucledtido simple rs2275913 de la IL-17A y la resistencia a padecer TB en Argentina.*® Dicho
alelo se encontr6 también asociado a una mayor produccion de IL-17A en DS y pacientes con
TB, y con parametros inmunolégicos relacionados a mayor proteccion frente a M. tuberculosis en
la poblacion de DS, indicando que estos individuos generarian una respuesta inmune mas
efectiva frente a un primer contacto con la bacteria, o que podria facilitar la eliminacién de la
misma. Sin embargo, en la poblacion de pacientes con TB, la produccion de IL-17A es mayor
debido a que durante la enfermedad se exacerba la produccién de esta citoquina.*?® En el mismo
trabajo, se encontraron indicios que permiten sugerir que el hecho de poseer un genotipo que
aumenta aln mas la sintesis de esta citoquina pro-inflamatoria impactaria en la progresion de la
enfermedad, ya que se evidencio la asociacién entre el genotipo AA y parametros clinicos e
inmunolégicos de mayor severidad de la TB.'%® Asi, nuestros resultados anteriores apoyan las
evidencias experimentales que reportan un rol dual de la IL-17A en la TB, de acuerdo al momento
de la infeccion y a la cantidad producida de esta citoquina. Sin embargo, se requieren mayores
esfuerzos para dilucidar los mecanismos celulares que permiten un eficiente control de la carga

bacteriana en las etapas iniciales de la infeccién.

Prostaglandina E2 durante la respuesta inmune freMgabacterium tuberculosis

En base a lo expuesto hasta aqui, queda claro que la respuesta del hospedador frente a
M. tuberculosis es realmente muy compleja y que el resultado de la misma depende finamente
del microambiente de mediadores inmunolégicos en el sitio de la infeccion y de una dinamica
temporal particular de la misma. Al respecto, adicionalmente al primordial papel de citoquinas y
guemoquinas, hay evidencia acumulada en los Gltimos afios que denota gue distintos mediadores
lipidicos, principalmente eicosanoides, son criticos para determinar el resultado de la infeccién
micobacteriana del hospedador.

Los eicosanoides son una familia de mediadores lipidicos bioactivos derivados del 4cido
araquidénico (AA), el cual es liberado a partir de fosfolipidos de membrana por fosfolipasas.

Existen tres vias principales involucradas en la produccion de eicosanoides, que tipicamente
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compiten entre si por el AA: (i) la via de las ciclooxigenasas (COX-1 y COX-2), que produce
prostaglandinas y tromboxanos, (ii) la via de las lipooxigenasas (5-LOX, 12-LOX y 15-LOX), que
catalizan la produccion de leucotrienos y lipoxinas, y (iii) la via del citocromo p40, que genera
acidos hidroxieicosatetraenoico y epoxieicosatrienoico.#’

En particular, en la década de 1960 se reconocié como un factor biolégicamente activo a
la prostaglandina E2 (PGE2). La misma puede ser producida por todos los tipos celulares del
cuerpo, siendo el epitelio, los fibroblastos y las células mieloides inflamatorias infiltrantes las
principales fuentes de PGE2 en el curso de una respuesta inmune. En la Figura 9 se resume el
proceso de sintesis de PGE2 que involucra a miembros de la familia de fosfolipasa A2, que
movilizan el AA a partir de membranas celulares,*® ciclooxigenasas (COX-1, activa
constitutivamente, y COX-2 que es inducible) que convierten el AA en prostaglandina H2,*° y la
prostaglandina E sintetasa (PGES), necesaria para la formulacién final de PGE2.4°
Importantemente, si bien la tasa de sintesis de PGE2 y los resultantes procesos inflamatorios
pueden ser afectados por factores adicionales, como la disponibilidad local de AA, en la mayoria
de las condiciones fisiologicas la produccion de PGE2 es controlada por la expresion local y la
actividad de la COX-2.1%°

Los receptores para PGE2 (denominados EP1, EP2, EP3 y EP4) estan presentes en
multiples tipos celulares,*® lo que refleja las funciones ubicuas de PGE2, que abarcan
nocicepcion y otros aspectos de la sefalizacion neuronal, hematopoyesis, regulacion del flujo
sanguineo, filtracion renal y presion arterial, regulacion de la integridad de la mucosa,

permeabilidad vascular y funcion del musculo liso.152153154.155
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Figura 9. Sintesis de PGE2 y sefalizacién a través de sus receptores. Los prostanoides
(prostaglandinas y tromboxanos) se generan a partir del metabolismo del AA por las enzimas COX. Asi, se
genera PGH2 y se metaboliza aun mas a PGE2, PGF2a, PGD2, PGI2 y TXA2 a través de enzimas
sintetasas especificas. La PGE2 se une a los receptores acoplados a proteina G EP1, EP2, EP3 y EP4.
Los receptores EP activan las vias de sefializacion rio abajo de ERK, STAT y JNK a través de la unién de
PGE2. (Adaptado de Arterioscler Thromb Vasc Biol. 2011 May; 31(5): 986—-1000)%%¢

Desde su descubrimiento a la fecha, gran cantidad de investigaciones han centrado sus
esfuerzos en dilucidar las funciones inmunoldgicas de la PGE2. Asi, se ha observado que la
PGE2 regula mdltiples aspectos de la inflamacion y funciones de diferentes células inmunes.**°
De hecho, las prostaglandinas son potentes mediadores de la comunicacion intercelular. Estos
eicosanoides han sido generalmente reconocidos como mediadores de respuestas inflamatorias
por infeccién o dafio tisular, promoviendo la vasodilatacion local y la atraccién y activacion de

neutréfilos, macréfagos y mastocitos en etapas tempranas,'®’ pero también juegan un papel
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importante en la subsecuente inhibicion y resolucion de la respuesta, limitando la inflamacion no
especifica y promoviendo la inmunosupresion asociada en inflamaciones crénicas y cancer. 15018

En los ultimos tiempos, se ha reportado que leucotrienos, prostaglandinas y lipoxinas,
asi como su interrelacion entre si, son criticos para determinar el resultado de la infeccién por M.
tuberculosis en el hospedador. Cabe resaltar que las observaciones donde los ratones
deficientes en PGES™® vy ratones sin el receptor de PGE2 muestran susceptibilidad
incrementada a la infeccion por M. tuberculosis ® proveen fuerte evidencia de que la PGE2 es
critica para la regulacion del crecimiento de M. tuberculosis in vivo, si bien los mecanismos
exactos de esta proteccion no han sido dilucidados.

Al respecto, Chen y colaboradores reportaron que una cepa avirulenta de M. tuberculosis
induce produccion de PGEZ2, la cual protege contra la necrosis celular previniendo el dafio de la
membrana mitocondrial interna'® y promoviendo la rapida reparacion de la membrana
plasmatica.'®® Por otro lado, la lipoxina A4 (LXA4) resulta el mediador lipidico dominante
producido por macréfagos infectados con M. tuberculosis virulenta. LXA4 suprime la expresion
de COX-2 y la sintesis de PGE2, desviando asi al macrofago infectado hacia un destino de
necrosis.’®® De esta manera, la modulacién de la via de muerte celular del macroéfago infectado
explotada por M. tuberculosis constituye una estrategia de virulencia para sobrevivir en el
hospedador. La apoptosis resultaria protectiva para el mismo, dado que restringe el crecimiento
bacteriano,®2%2 incrementa la presentacion antigénica cruzada por CD, e induce una respuesta
adaptativa Thl especifica.164165

Ademds, la PGE2, a altas concentraciones, es inmunosupresiva para la inmunidad
mediada por células T,'®® y contribuye a la expansion de células T regulatorias'®’ durante la
infeccién con M. tuberculosis, aunque su rol en exacto durante el desarrollo de la inmunidad
adaptativa en la TB humana es incierto. Se ha observado que al estimular CMSP de DS con PPD
aumenta la produccién de PGE2, pero sin embargo la produccién de la misma en células de
pacientes con TB es baja.’®® De manera interesante, Liang y colaboradores encontraron 5
polimorfismos en el gen del receptor EP2 que confieren susceptibilidad a la TB.%° Ademas, se
reportd que solo la rifampicina, de las drogas anti-TB, estimula la produccion de PGE2.17°

Por otro lado, datos de investigaciones con cepas hipervirulentas de M. tuberculosis
proveen fuerte evidencia, tanto en humanos como en modelos de ratén, que los IFNa/B suprimen
la produccién de citoquinas protectivas del hospedador luego de la infeccién con el patégeno.’t
Se ha descripto una asociacién entre la hipervirulencia de la micobacteria y una produccion
exacerbada de IFNs de tipo | en el modelo de infeccion murino,’? y que los ratones deficientes

del receptor de IFN de tipo | (IFNAR) crénicamente infectados con diferentes cepas de M.
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tuberculosis exhiben menor carga bacteriana en comparacion con los animales infectados
salvajes.'”® Su importancia en la TB humana ha sido reflejada en la observacién de un patrén
caracteristico transcripcional de genes activados por IFNs de tipo | en células de sangre entera
de pacientes con TB que correlaciona con la extension de la enfermedad a nivel radiolégico y se
reduce tras una quimioterapia exitosa.}’*1> Se sabe también que la produccién de IL-1a/IL-1B,
citoquinas cruciales para la defensa del huésped contra M. tuberculosis,'’® es inhibida por IFNa/B,
tanto en células humanas infectadas in vitro como en células de ratén infectadas in vivo.!"*

En un estudio reciente fue demostrado que la IL-1 confiere resistencia al hospedador a
través de la induccion de eicosanoides que limitan la produccion excesiva de IFNa/ e
incrementan la contencion bacteriana.'’” Tanto en ratones infectados como en pacientes, las
respuestas reducidas y/o la induccién excesiva de IFNa/p estan relacionadas a un desbalance
de eicosanoides asociado con la exacerbacion de la enfermedad. '’ Durante la infeccién con M.
tuberculosis, la IL-1B induce la expresion de COX-2, la cual luego incrementa PGE2 vy la
subsecuente restriccion del crecimiento bacteriano. Los ratones IFNARKO resistentes a M.
tuberculosis expresan significativos altos niveles de IL-18 y PGE2. ¥'7 Mas aln, la remocion de
IFNAR1 en ratones IL-1R1KO reduce su susceptibilidad comparada con animales Gnicamente IL-
1R1KO, claramente indicando que los IFNa/B impiden la proteccion del hospedador. Este estudio
definitivamente demuestra que la supresion de la respuesta de IFN de tipo | por la PGE2 inducida
por IL-1 es un paso clave para la resistencia contra M. tuberculosis. En ratones con una respuesta
de este tipo exacerbada, el tratamiento con zileuton, un inhibidor de 5-LO, junto con PGE2
conduce a la disminucién de la patologia pulmonar y la carga bacteriana,'’” indicando que los
mediadores lipidicos son blancos interesantes para la intervencion terapéutica en TB.
Destacablemente, se encontraron indicios de la existencia de la misma via en la TB humana en
dos cohortes donde se hallé que los pacientes con una proporciéon menor de PGE2-a-LXA4
presentaban mayor nimero de bacilos en esputo y la medicion combinada de estos lipidos
marcadores reflejaba la severidad de la enfermedad.

Por lo tanto, la manipulacion de PGE2 y/o 5-LO podria servir como una aproximacion
para contrarrestar la respuesta de IFN tipo | en pacientes con TB mas severa.’”’” No obstante,
los mecanismos exactos y sus impactos en la respuesta inmune deben ser estudiados, con el fin
Gltimo de abrir nuevas vias para desarrollar terapias dirigidas al hospedador. Es entonces
importante la caracterizacion funcional de los mediadores solubles que intervienen en la
respuesta inmune contra M. tuberculosis, con el fin de lograr un mejoramiento en el disefio de

vacunas e inmunoterapias conjuntas que mejoren considerablemente el control sobre la TB.
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SLAMF1 durante la respuesta inmune frerit@&aobacterium tuberculosis

SLAM (molécula linfocitaria activadora de sefiales) es la denominacion con la cual se
conoce a una familia de receptores que poseen un rol importante en la inmunidad.!’® Esta familia
esta compuesta por un grupo de receptores transmembrana de tipo | que incluye a SLAMF1
(CD150), CD48 (SLAMF2), 2B4 (CD244, SLAMF4), Ly9 (CD229, SLAMF3), CD84 (SLAMF5),
antigeno de células NK, Ty B (NTB-A, CD352, SLAMF6), receptor tipo CD2-activador de células
citotdxicas (CS1, CRACC, CD319 y SLAMF7), BLAME (Activador de linfocitos expresado en
macréfagos o SLAMF8), y SF2001 (CD84H, SLAMF9)(Figura 10). Estos receptores poseen una
fraccion extracelular compuesta por dos segmentos tipo Inmunoglobulinas (Ig) (una regioén tipo
variable (V) y una tipo constante 2 (C2)), la region transmembrana y la region intracelular (que
contiene varios residuos tirosina fosforilables). A excepcién de 2B4, la familia de receptores SLAM
son homoligandos, por lo que pueden activarse en el contexto de interacciones celulares

homotipicas o heterotipicas.

B  Célula T
b / \' py
= | . y
o o
| /
‘ ®) D"’VC‘Q
NTBA | @) C NTBA
/
cma.:\\oo (;ON\AIQCDM

[
0 L+

0088 AAAAADL) ( CD28 =
7 —4 —  Sefial 2
CD80 /vv\(\\/\ov OO T A
- —TCR

) ‘ » Seial 1

(‘:Mv[‘j' SLAM A\
\\\.@3 . %

O~
//’ \\\
CD229 00 ®, - & ‘omg\ CD229
N - ~——

@ Dpominiolgc ) DominiolgV QEAT2 G SAP (SH2DIA)

Figura 10. Modelo de interaccion entre miembros de la familia SLAM durante su funcién
coestimuladora. Receptores de la familia de SLAM y sus respectivos ligandos durante la presentacion
antigénica. SLAM, CD84 y CS1 se unen de forma homotipica, mientras que CD244 (2B4) se une a CD48
asi como a CD2, aungque con menor afinidad. La unién de los receptores de la familia de SLAM con sus
ligandos conduce a la fosforilacion de su extremo citoplasmatico, permitiendo la unién de SAP (en linfocitos

Joaquin Miguel Pellegrini 52



INTRODUCCION

T) y EAT-2 (en la célula presentadora de antigenos) mediante sus dominios SH2. Estas moléculas reclutan
quinasas Src que modulan la activacion T. La unién a SLAM de diferentes proteinas con dominios SH2 da
lugar a diferentes sefiales que determinan desenlaces bioldgicos distintos y usualmente opuestos.
(Adaptado de Nat. Rev. Immunol. 3, 813-21 (2003)).

SLAMF1 es un miembro de esta familia de glicoproteinas cuyo gen codificante se
encuentra en el brazo largo del cromosoma 1, dentro de la region 1g21.2-1g23. Dicha region
contiene varios genes importantes para las interacciones célula-célula, la adhesion leucocitaria y
el tréfico leucocitario.'’® Esta proteina ha sido ampliamente descripta como molécula
coestimulatoria iniciando la transduccion de sefiales durante la activacion de linfocitos T, células
NK y células presentadoras de antigeno.’® SLAMF1 se encuentra expresado en clones Thl y
Th2, linfocitos inmaduros,*®® CDs!®! y monocitos activados.'® SLAMF1 también se expresa en
una poblacién de linfocitos B periféricos, y su expresion aumenta luego de activacion. e

Ademas, la estimulacion a través de SLAMF1 (mediante un anticuerpo agonista) induce
perfiles de citoquinas Th1/ThO en células T activadas por antigeno, incluyendo clones Th2,18°
sugiriendo asi que 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 tetanico luego de la coestimulacion a través de SLAMF1.%%° Ademas, ha sido
descripto que, durante la infeccion por VIH, se observa una alteracion de la expresién de
SLAMF1.18 Trabajos mas recientes muestran que la expresion de SLAMF1 es mayor en células
Th1 que en las Th2,'% |o que indica que la via de sefales inducida por SLAMF1 posee un rol

importante en la inmunidad frente a patdégenos intracelulares.

En la infeccién activa por M. tuberculosis, una 6ptima respuesta de células T depende del
balance entre sefiales coestimulatorias y co-inhibitorias.’®® Al respecto, resultados de nuestro
laboratorio demostraron que la coestimulacién a través de SLAMF1 aumenta la expresion de IFNy
en células de pacientes con TB.*! También demostramos que la expresion elevada de SLAMF1
correlaciona con la proliferacion de un fenotipo celular mas protectivo en TB.*! Mas aln,
observamos que la sefalizacion a través de SLAMF1 ocurre mediante una cascada de eventos
moleculares especificos que promueven una eficiente respuesta inmune mediada por células
contra M. leprae.*?°

Sin embargo, SLAMF1 no es s6lo una molécula coestimulatoria, sino que también ha sido

descripta como un sensor bacteriano que ayuda a la remocién de bacterias Gram-negativas en
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macréfagos. 18 En este trabajo, Berger y colaboradores demostraron que SLAMF1 es capaz de
interactuar con proteinas externas de Escherichia coli e ingresar al fagosoma, reclutando varias
moléculas que permiten su maduracion y la fusiébn con lisosomas, conectando asi con la
magquinaria celular que controla la eliminaciéon bacteriana.’®® Mas aln, posteriormente se
corroboré en diferentes lineas celulares que SLAMF1 recluta un subgrupo de proteinas asociadas
a la autofagia como Beclin-1, Vps34 y UVRAG, independiente de su motivo ITAM,® para llevar
a cabo la fusion de membranas y también regular la actividad de la NADPH oxidasa 2 (NOX2).

Recientemente, Bologna y colaboradores reportaron que la expresion de SLAMF1 se
encuentra disminuida en pacientes con leucemia linfocitica cronica caracterizados por una menor
sobrevida, y que esta molécula regula el flujo autofagico en estas células, contribuyendo a la

efectividad de las quimioterapias basadas en la induccién de la autofagia.%®

En conjunto, estos antecedentes ponen de manifiesto el rol intracelular de esta proteina 'y
su conexion con la maquinaria proteica de la iniciacion de la autofagia. Sin embargo, ni la
expresion de SLAMF1 en neutréfilos humanos ni su rol durante la autofagia en estas células ha

sido previamente estudiado.

AUTOFAGIA

La Asamblea Nobel del Instituto Karolinska otorgd el Premio Nobel 2016 en Fisiologia o
Medicina al biélogo celular Yoshinori Ohsumi por su trabajos pioneros en la identificacion y
caracterizacion de la maquinaria de la autofagia, en particular, los genes relacionados con la
misma (Atg, de manera reducida) en el modelo de levadura.'®® Este premio representa un
reconocimiento abierto a un campo simbdlicamente iniciado por el citélogo y bioguimico belga
Christian De Duve, quien en 1963 empled el término autofagia (del griego antiguo aUtégpayog,
gue significa "autoalimentacion") para describir la presencia de vesiculas intracelulares de simple
o doble membrana que contienen partes del citoplasma y de organelas en varios estados de
desintegracion.®°

La autofagia se define como un proceso celular conservado evolutivamente que media la
degradacién de componentes citoplasmaticos y organelas enteras, lo que permite a las células
eucariotas generar nutrientes en condiciones de inanicion y mantener la homeostasis celular. Las
dos caracteristicas que la distinguen son: (i) involucran material citoplasmatico; y (ii) culminan con

(y dependen estrictamente de) la degradacién lisosomal.
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Esta definicion da lugar a la clasificacién de tres grandes tipos de autofagia que se han
descripto hasta el momento: la microautofagia, la autofagia mediada por chaperonas y la
macroautofagia, las cuales se resumen en la Figura 11.

La microautofagia es una forma de autofagia durante la cual las entidades citoplasmaticas
destinadas a la degradacién son absorbidas directamente por la vacuola (en levaduras y plantas)
a través de la invaginacién directa de membrana.'®*'%2 En células de Drosophila melanogaster y
mamiferos, un mecanismo similar involucra endosomas tardios. Este proceso, que también
ocurre en las células de levadura, se conoce cominmente como "microautofagia endosomal”. Es
de destacar que algunas proteinas internalizadas por cuerpos multivesiculares a través de la
invaginacion directa de la membrana pueden sortear su degradacion y liberarse en el

microambiente extracelular dentro de exosomas.*®
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Figura 11. Tipos de procesos de autofagia. (A) La macroautofagia se caracteriza por la formacion de
vesiculas doble membrana (autofagosomas) que envuelven diferentes cargos selectiva o0 no
selectivamente. LC3 puede interactuar con cargas y receptores selectivos de autofagia a través de un
motivo LIR. El autofagosoma cerrado finalmente se fusiona con el lisosoma para la degradacion y el
reciclaje de su contenido. (B) La autofagia mediada por chaperonas (AMC) consiste en la translocacion de
proteinas al lisosoma a través de poros formados por la proteina LAMP-2A estabilizada por GFAP
fosforilado. (C) La microautofagia consiste en la internalizacién de los componentes citoplasmaticos en el
lisosoma por invaginacién directa de la membrana lisosomal. (D) La microautofagia endosomal depende
del aislamiento de la proteina citosolica en el endosoma tardio antes de dirigirse al lisosoma para su
degradacion. Tanto la AMC como la microautofagia endosomal se basan en la proteina chaperona Hsc70
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gue puede unirse a las proteinas del sustrato que contienen un motivo KFERQ. Figura adaptada de Front.
Cell Dev. Biol., 17 August 2018 doi:10.3389/fcell.2018.00092 %4

La autofagia mediada por chaperonas (AMC) implica el suministro directo de proteinas
citosolicas dirigidas a la degradacion en el lisosoma.*®® La caracteristica distintiva de la AMC es
gue no se requieren vesiculas ni invaginaciones de membrana para el suministro de sustrato a
los lisosomas, ya que los sustratos alcanzan la luz lisosomal a través de un complejo de
translocacion de proteinas en la membrana del lisosoma.'®® La AMC s6lo degrada las proteinas
solubles que tienen un motivo similar a KFERQ unidas a la chaperona Hsp70. Asi, los sustratos
de CMA se translocan a la luz del lisosoma a través de complejos oligoméricos de LAMP2A, que
se estabilizan mediante un grupo lisosomal de proteinas Hsp90,%% y un grupo citosélico de
proteina acida fibrilar glial (GFAP).*%’

La macroautofagia es la variante de la autofagia mejor caracterizada hasta ahora, al
menos en parte debido a sus caracteristicas morfolégicas facilmente distinguibles. De hecho,
mientras que la microautofagia y la AMC no estan asociadas con cambios morfol6gicos
importantes en los compartimentos vesiculares, las respuestas macroautofagicas involucran
vesiculas que pueden ocupar (en un momento especifico) una parte considerable del citoplasma.
Estas vesiculas de doble membrana, cominmente conocidas como autofagosomas, pueden
secuestrar grandes porciones del citoplasma, incluidas organelas dafiadas, patégenos y
complejos macromoleculares. De ahora en adelante, en este trabajo se nombrara este variante
particular simplemente como “autofagia”. Los numerosos estudios realizados durante las Gltimas
dos décadas han demostrado que la autofagia participa en una variedad de procesos fisioldgicos
y fisiopatoldgicos tales como el crecimiento celular, el envejecimiento, la muerte celular, la

contencién de patdgenos, entre otros.

Definiciones Moleculares

Tras el estimulo apropiado, una serie de rearreglos de membrana ocurren dentro de la
célula, iniciando el secuestro de contenido citoplasmatico en la llamada “membrana de
aislamiento” o “fagoforo”. Estas membranas provienen principalmente de dominios positivos de
fosfatidilinositol-3-fosfato (PIsP) del reticulo endoplasmatico, conocidos como omegasomas.

Otros compartimientos celulares, como el aparato de Golgi, la mitocondria, y organelas
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endociticas derivadas de la membrana plasmatica, también contribuyen a la formacion del
fagoforo ( Figura 12).1%8

Este proceso es iniciado por el ensamblado y activacién de un complejo multiproteico que
contiene a Atgl3, Atg101, FIP200 y ULK1 (complejo ULK-1) en membranas que contienen Atg-
9, seguido por la fosforilacion de esta proteina por el complejo ULK-1. Este evento inicia la
elongacibn de membranas pre-autofagosomales con la incorporacion de fosfolipidos
provenientes de diferentes fuentes incluyendo el reticulo endoplasmatico, endosomas reciclados
y mitocondrias, y permite el reclutamiento de otro complejo multiproteico con actividad
fosfatidilinositol-3-quinasa de clase Il (PI3K) que contiene a beclina 1, VPS34, VPS15, Atgl4 y
NRBF2.1%°

Figura 12. Esquema general del Membrana donante
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Cuando se activa, VPS34 produce PI3P, que promueve alin mas la expansion de las
membranas autofagosémicas hasta su cierre mediante la participacion de proteinas Atg de unién
a PI3P y miembros de la familia WIPI.1%°

Ademas, luego de su traduccion, la forma no procesada de LC3 (proLC3) es clivada
proteoliticamente por la proteasa Atg4, dando lugar a LC3-I que posee una glicina expuesta en
su extremo carboxilo terminal. Ante la induccion de la autofagia, se activa un sistema enzimatico
tipo ubiquitina. La glicina expuesta se conjuga a través de Atg7 (Enzima activada por ubiquitina,
tipo E1), Atg3 (Enzima conjugadora de ubiquitina, tipo E2) y el complejo Atgl2-Atg5-Atgl6L
(Actividad ligasa de ubiquitina, tipo E3) al grupo altamente lipofilico fosfatidiletanolamina (PE)
dando lugar a la forma LC3-II. EI mencionado grupo lipofilico permite la integracion de LC3 a la
membrana del fagéforo y del autofagosoma. Alli, LC3-Il es capaz de interaccionar con receptores
de cargo y seleccionar componentes para su degradacién y promover la fusién entre la membrana
del autofagosoma y las de diferentes compartimientos celulares. Hasta el momento, LC3-Il es la
Gnica molécula que se ha encontrado presente en cada etapa del proceso autofagico, desde la
formacion del autofagosoma hasta la degradacién lisosomal, por lo que constituye el marcador
por excelencia del proceso autofagico en general.?®

Asi, estas membranas se elongan alrededor del blanco formando una vesicula de doble
membrana denominada autofagosoma, cuyo tamafio oscila entre 0,5 y 1,5 um en células de
mamiferos. En (ltima instancia, los autofagosomas se fusionan con lisosomas (formando
autofagolisosomas), en un proceso que involucra docenas de proteinas, la mayoria de las cuales
se comparten con la via endocitica, y finalmente el contenido es degradado por hidrolasas
lisosomales acidicas.

Existen variantes selectivas y no-selectivas de la autofagia, y la heterogeneidad de
sustratos en los que esté involucrada da lugar a una subclasificacion en base a los mismos. En
la Figura 13, se resumen algunos de ellos, entre los que se destacan la mitofagia (la captacién
selectiva de mitocondrias por el mecanismo autofagico) y la xenofagia, en donde se capturan

bacterias, virus y fagosomas deteriorados.
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Figura 13. Sustratos de la
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Interaccién de la autofagia con la respuesta inmune

La comprension de las funciones inmunoldgicas de la autofagia ha aumentado
drasticamente en los Ultimos afios, y ahora se aprecia que, en mamiferos, las funciones
primordiales de la autofagia han evolucionado y se han incorporado a mdultiples vias inmunes
innatas y adaptativas.

En esta interaccion con la respuesta inmune, la autofagia funciona como un “invertidor
topoldgico” ya que permite el transporte de proteinas y patégenos desde el citoplasma hacia el
lumen de compartimientos procesadores de antigenos, favoreciendo su presentacion antigénica
en el contexto del CMH de clase 11.2°! Este mecanismo podria tener un rol en la seleccion de
repertorios de células T naive en el timo?®? y, por supuesto, la activacion de linfocitos efectores
en el contexto de una infeccién bacteriana. Finalmente, este proceso también afecta la
homeostasis y la funcién de linfocitos T, impactando sobre su activacion e influenciando la
polarizacion T helper.?®® Se ha descripto que la autofagia puede resultar de importancia en la
sobrevida de células T regulatorias.?®* y en el mantenimiento de células T CD8 de memoria en el

contexto de infecciones cronicas.?%®
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Por otro lado, durante la generacion de neutrofilos en la médula Gsea, la autofagia
desempefia un papel fundamental en la mielopoyesis, impulsando la diferenciacién de las células
progenitoras del linaje mieloide hacia los neutrdéfilos.?% Ademas, este proceso es esencial para
las principales funciones de los neutrdfilos, incluidos la degranulacion, la produccién de ERO vy la
liberacion de NETs.2%” Importantemente, multiples estudios han proporcionado un vinculo entre
la autofagia y la muerte celular de neutrdéfilos, un proceso esencial para la resolucion de la
inflamacion.?°’

Otro aspecto relevante es que la autofagia controla la inflamacion a través de
interacciones regulatorias con vias de sefializacion de la inmunidad innata, removiendo agonistas
endégenos del inflamasoma y a través de efectos en la secrecion de mediadores inmunes.
Efectivamente, la infeccidon microbiana, las materias particuladas (como cristales de acido Urico,
silice, amianto, entre otros) y el ATP causan dafio mitocondrial para activar el inflamasoma
NLRP3. Las proteinas de membrana en las mitocondrias dafiadas son ubiquitinadas por la
parkina, lo que lleva al reconocimiento por la proteina adaptadora p62 y la induccién de mitofagia.
A su vez, la deficiencia de autofagia causa la acumulacién de mitocondrias dafiadas, lo que
resulta en una mayor generacion de ERO, liberacién de ADN mitocondrial y ensamblaje del
inflamasoma NLRP3.282%° De manera similar, la autofagia también suprime la inflamacion
mediada por el inflamasoma AIM2,%'° a través de la degradacion selectiva del receptor ASC.
Incluso, en ciertas condiciones este proceso es capaz de dirigir la IL-1b a la degradacién
lisosomal,?® aunque en otros contextos también puede propiciar su secrecion de una manera no
convencional. Mas aun, en enfermedades donde la autofagia esté restringida o disminuida (por
ejemplo durante la enfermedad inflamatoria intestinal), existe hiperinflamacién e hiperactivacion
de los inflamasomas.?’* Del mismo modo, la activacion del inflamasoma puede inducir
la autofagia en un intento de proteger al hospedador de la inflamacion excesiva.?'!

Por otra parte, ha sido demostrado que la autofagia puede ser modulada por citoquinas y
por otras sefiales inmunoldgicas. Al respecto, se reportd que el TNFa induce autofagia en células
de sarcoma de Ewing.?*?> Ademas, en macrofagos y otras células, el IFNg aumenta el proceso
autofagico.?'®2% En contraste, Harris et al. reportaron que las citoquinas Th2 (IL-4 e IL-13)
inhibieron la autofagia y la muerte mediada por autofagia de micobacterias intracelulares en
macréfagos murinos y en las lineas humanas U937 o THP-1,2® extendiendo la paradoja
inmunolégica Th1l-Th2 al campo de la autofagia. Mas aun, también se demostré que la IL-10
inhibe la induccién de autofagia por LPS en macréfagos de ratén.?!® Asi, las citoquinas modulan
tanto positivamente como negativamente la respuesta autofagica en diferentes modelos

patofisiolégicos.
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De la misma manera, distintos receptores de membrana y mediadores lipidicos, también
han sido reportados como inductores de este proceso.?'"188:218 por ejemplo, puede ser inducida
via PRRs. Los receptores de tipo Toll y sus ligandos activan la autofagia®'®??° mediante TRAF6,%%
la cual activa o estabiliza a beclina 1 y ULK1.??2 También NOD2 puede inducir este proceso a
través de RIPK2 y ULK1.2%

En linea con lo mencionado, recientemente reportamos que la autofagia colabora con las
respuestas inmunes humanas contra M. tuberculosis en estrecha asociacion con el IFNg
especifico secretado contra el patdgeno.??®* Mas especificamente, la induccién de autofagia en
pacientes con débil respuesta inmune frente a M. tuberculosis se encuentra en estrecha
correlacion con el IFNg producido por sus linfocitos T especificos contra Mtbh-Ag. Mas aun, las
células de estos pacientes responden al tratamiento exdgeno con IFNgrecombinante, lo que
indica que la causa del reducido nivel de autofagia se relaciona con el escaso aporte de IFNg por
las células T y no debido a un defecto propio de los monocitos de los pacientes TB BR.?#

Asi, desde diferentes aspectos de la biologia celular y la inmunologia, la autofagia
constituye un proceso clave en la defensa del hospedador. No obstante, el rol de los distintos
mediadores inmunolégicos involucrados en la respuesta a M. tuberculosis en la modulacién del

proceso de autofagia y cdmo ésta los afecta permanece poco estudiado.

Autofagia e Infecciones Intracelulares

Diferentes tipos de patdgenos han desarrollados estrategias para subvertir la via autofagica,
escapar de la degradacién lisosomal o explotar esta via para su propio beneficio. Algunas
bacterias patogénicas, como Streptococcus pyogenes, Listeria monocytogenes y Shigella
flexneri, disrrumpen la membrana de los fagosomas que contienen al patégeno, permitiéndoles
escapar al citoplasma. En estos casos, la maquinaria autofagica puede captar a estas bacterias
en el citoplasma y actuar como una respuesta defensiva de la célula del hospedador,
eliminandolos por la via lisosomal.??

Por otro lado, la estimulacibn de la autofagia puede ser también beneficiosa para
establecimiento de un compartimiento replicativo del patégeno. Por ejemplo, Coxiella burnetii, el
agente etiolégico de la fiebre Q, es una bacteria intracelular obligada. Una vez adentro de la
célula, este microrganismo se multiplica en vacuolas acidicas con caracteristicas lisosomales, y
activamente interactla con autofagosomas para retrasar el arribo de enzimas hidroliticas

facilitando el desarrollo de esa vacuola y la replicacion bacteriana.??* Casos similares ocurren en
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infecciones con Legionella pneumophila y Staphylococcus aureus (en su etapa intracelular en
células fagociticas no profesionales donde transita a través de compartimientos autofagicos). %%

Autofagia durante la infeccion calycobacterium tuberculosis

Algunos patégenos intracelulares, como M. tuberculosis, ingresan a la célula del hospedador
a través de fagocitosis y son capaces de arrestar la maduracion del fagosoma, convirtiendo esta
organela en un compartimiento donde son capaces de sobrevivir y replicar. Numerosos estudios
han descripto la accién inhibitoria de M. tuberculosis sobre la fagocitosis??*%?® e incluso sobre la
autofagia.??’ Los fagosomas que contienen a M. tuberculosis se caracterizan por la ausencia de
ATPasa H?® e hidrolasas propias de lisosomas maduros, como Catepsina D. Nuestros
colaboradores demostraron que la induccion de la autofagia (ya sea por privacion de nutrientes o
por estimulacién con citoquinas o drogas farmacolégicas) promueve la maduracién de fagosomas
que contienen a la micobacteria, afectando de esta manera la sobrevida de la misma.?'® Esto
proporciona un nexo entre el control inmunoldgico de la autofagia y el control de patégenos
intracelulares.

Mas adelante en el tiempo, se demostré que el aumento de la autofagia media la eliminacion
de M. tuberculosis intracelular a través de propiedades liticas y antimicrobianas Unicas de los
autolisosomas.??® Entre las moléculas que son dirigidas a las vesiculas que contienen al patégeno
se encuentran péptidos antimicrobianos convencionales, incluyendo catelicidinas, posiblemente
a través de la fusién de los autofagosomas con lisosomas, donde éstas son almacenadas.?2%133
Pero, ademds, la autofagia captura proteinas citosélicas y las digiere parcialmente. Estos
contenidos autofagosomales, con propiedades antimicobacterianas,??® son dirigidos a fagosomas
conteniendo M. tuberculosis en células donde se induce la autofagia. Una manifestacion
especifica de este fenbmeno es que la induccion de la autofagia genera y administra a vesiculas
con M. tuberculosis una mezcla de péptidos neo-antimicrobianos (conocidos como criptidos?3°)
producidos a través de la protedlisis autofagica de proteinas citosoélicas inocuas como proteinas
ribosomales??® y ubiquitina.?3!

Por otro lado, una cierta fraccion del bacilo intracelular escapa de los fagosomas hacia el
citoplasma o se encuentra en contacto con el citosol.?*? El acceso de M. tuberculosis al citosol es
critico para la sefalizacién y la modulacién de la respuesta inmune. Sin embargo, exactamente
cémo ingresa al citosol, por cuanto tiempo permanece alliy cémo la célula hospedadora reconoce

al patbgeno en este sitio permanece incompletamente caracterizado. Estas bacterias representan
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una proporcion menor del total de M. tuberculosis intracelular, pero sin embargo estan sujetos a
la eliminacion a través de autofagia selectiva.?3

Importantemente, como se menciono antes, en el contexto de la infeccion tuberculosa el IFNg
y otras citoquinas de tipo Thl estimulan el proceso de autofagia, mientras que las citoquinas de
tipo Th2 (IL-13 e IL-4) la inhiben.?*> Asimismo, en los Ultimos tiempos, numerosa evidencia se ha
acumulado con respecto a la regulacion de la autofagia en células infectadas por microRNAs. >
Curiosamente, la activacion de la autofagia con accién anti-TB también se ha reportado a través
de contactos directos entre células T especificas y macréfagos infectados con M. tuberculosis.??’

Estas observaciones fueron corroboradas in vivo en un modelo murino, donde se demostro
gue la autofagia controla la infeccién tuberculosa y ademas previene una excesiva reaccion
inflamatoria en el huésped (Figura 14).2®® Especificamente, se observé que la infeccién de
ratones Atg5"" LysM-Cre* (es decir, deficientes de la proteina autofagica Atg5 en el linaje
mieloide) con la cepa H37Rv de M. tuberculosis da como resultado un incremento en la carga
bacilar y una excesiva inflamacién pulmonar (caracterizada por infiltracién neutrofilica y respuesta
Th17 con niveles incrementados de IL-1) con respecto a ratones tipo salvaje. Estos resultados
fueron corroborados con la infeccion con la cepa Erdman?3® y también en ratones Atg7fl/fl LysM-
Cre con un defecto similar en la autofagia.?®*® En linea con su efecto protector contra la inflamacion
excesiva, es posible que la remocidn de algunos productos inductores de la produccion de IFN
de tipo I, como el peptidoglicano N-glicolil-muramil dipéptido de M. tuberculosis?*® y ADN

extracelular, podria también prevenir un exceso en la produccién de estas citoquinas.
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Figura 14. Modelo propuesto de cémo la autofagia interfiere con la progresién a enfermedad activa
durante la infeccién con M. tuberculosis. (A) Fuentes enddgenas de inflamacién excesiva (p. €.,
organelas dafiadas como las mitocondrias despolarizadas, que son fuente de ERO, y ADN mitocondrial
liberado en el citosol) actian como patrones moleculares asociados al dafio (DAMP, por sus siglas en
inglés), amplificando las respuestas inflamatorias hasta el punto de causar dafio tisular excesivo; Ademas,
patrones moleculares asociados a M. tuberculosis (Mtb) patogénicas inducen IFN de tipo |, que es un
biomarcador de enfermedad activa y suprime las respuestas del hospedador que inhiben la proliferacién
de M. tuberculosis, por lo tanto, reduciendo su proteccion y aumentando la carga bacteriana. (B) La
autofagia media la eliminacién de estos componentes y de las vesiculas conteniendo al patégeno y, por lo
tanto, actia como un proceso antibacteriano y preservador de tejidos. Figura adaptada de Cold Spring Harb
Perspect Med doi: 10.1101/cshperspect.a018481 237

Daiio
Tisular

Recientemente se ha descripto en un modelo murino, que la activacion de la autofagia puede
ser modulada positivamente por pirazinamida e isoniazida, antibiéticos utilizados durante la
guimioterapia contra la TB, en asociacion con la generaciéon de ERO provenientes de fuentes

mitocondriales y de la NADPH oxidasa.?*® Estos hallazgos estan en consonancia con la induccién
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de la autofagia por ERO liberados por las mitocondrias y la NADPH oxidasa.?*® Mas auln, se
sugiere que la autofagia seria necesaria para la actividad antimicrobiana de estos compuestos.®

Asi, la induccion de este proceso degradativo podria ser utilizada como una inmunoterapia
complementaria permitiendo el acortamiento del tratamiento anti-tuberculoso y una mayor
adherencia al mismo. Los antimicrobianos utilizados para tratar la multirresistencia a la TB son
toxicos, actian lentamente y a menudo son ineficientes. Por lo tanto, una inmunoterapia que
estimule la autofagia podria ser una respuesta a la dificultad del tratamiento de pacientes con
enfermedad para los que no existen drogas eficientes anti microbianas. Asimismo, la
inmunoterapia podria ademas servir para acortar la duracién del tratamiento anti-tuberculoso.?*
Asi, la autofagia ofrece un blanco terapéutico atractivo.

Ademas, la funcién de la autofagia como mecanismo de defensa permite especular que las
vacunas que inducen una respuesta autofagica podrian ser mas exitosas para prevenir la
adquisicion de TB o reactivacion de latencia. Ademas, considerando la habilidad de M.
tuberculosis para modular el proceso de autofagia, el andlisis por microarray del genoma
completo revela regiones como RD1, la cual codifica potenciales determinantes antigénicos que
podrian incrementar la inmunogenicidad de una vacuna y podrian afectar el proceso
autofagico.?*

La mayoria de los estudios sobre la autofagia en TB han sido llevados a cabo en lineas
celulares o cultivos primarios, pero muy pocos de ellos han sido realizados con células de
pacientes. Los estudios detallados de biologia celular de macréfagos humanos infectados con M.
tuberculosis en la literatura son limitados ya que, hasta hace poco, los sistemas in vitro
disponibles no eran los ideales. Los modelos de macréfagos humanos mas utilizados son las
lineas celulares tumorales, como la linea celular similar a monocitos humanos THP-12* o U937.243
Sin embargo, estas células deben activarse quimicamente con ésteres de forbol antes de su uso
y son cariotipicamente anormales. Por lo tanto, a fin de alcanzar una mayor comprension de la
inmunidad de los pacientes con TB activa es necesario otro tipo de abordaje, donde también se
contemplen la interaccién entre las diferentes subpoblaciones celulares y el microambiente

producido en respuesta a la infeccion.
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La resolucién de la infeccion por micobacterias depende de la interaccion entre la bacteria
y el sistema inmunolégico del hospedador. Durante la infeccion por M. tuberculosis, estas
interacciones pueden llevar al control del patdgeno, infeccion latente o enfermedad progresiva.

Si bien se han realizado grandes progresos en la caracterizacion de las respuestas
celulares adquiridas en pacientes con TB, aun queda por dilucidar qué constituye exactamente
una respuesta protectiva. Asimismo, también permanece sin resolver el hecho de como M.
tuberculosis es capaz de evadir la vigilancia inmune del hospedador y persistir, particularmente
dentro de los fagocitos.

Ademas, la naturaleza crénica de la infeccion por micobacterias requiere una respuesta
constante para mantener la proliferacion de la micobacteria controlada. En contraste, las
respuestas inmunes exacerbadas pueden tener consecuencias inmunopatoldgicas, con
implicancias en la sobrevida del hospedador y en la transmision de M. tuberculosis.
Especificamente, en individuos susceptibles, el granuloma se desarrolla y se vuelve necrético, lo
cual permite que M. tuberculosis se disemine a través de la tos. Aunque los mecanismos que
median el dafio no han sido aun esclarecidos, las infecciones por micobacterias son excelentes
modelos para estudiar el balance entre inmunidad protectiva e inmunopatologia, dado que este
balance se mantiene por periodos de tiempo prolongados.

Al respecto, la autofagia surge como un proceso celular atractivo en las respuestas del
hospedador frente al patdgeno, ya sea contribuyendo a la eliminacién directa de la bacteria,
limitando la inflamacion excesiva o contribuyendo al desarrollo de la inmunidad adaptativa.

Varios interrogantes son claves para lograr una mejor comprension de la respuesta del
hospedador frente a la infeccién por M. tuberculosis: ¢Existe un patrén diferencial de citoguinas
y otros mediadores inmunoldgicos expresados durante la infeccién por M. tuberculosis que
influencie el destino del patégeno? ¢ Como se regula la autofagia por el microambiente de dichos
mediadores producidos durante la infeccion activa? ¢Puede el proceso de autofagia regular la
eliminacion de M. tuberculosis durante la infeccion humana? ¢Pueden los mediadores
inmunoldgicos que modulan la autofagia mejorar la respuesta contra M. tuberculosis durante el
tratamiento?

Asi, el objetivo general de esta tesis fue investigar el rol de los mediadores inmunolégicos

en la regulacién del proceso de autofagia y su impacto en la respuesta inmune del hospedador

durante la infeccion activa.

Nuestra hipoOtesis _se basd en que la respuesta inmunoldgica montada frente a M.

tuberculosis, a través de distintos mediadores tanto solubles como en membrana, modularian el
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proceso de autofagia contribuyendo a determinar el destino final de la bacteria (vida 0 muerte
dentro del fagocito).

Especificamente, en este trabajo se postuld: i) que existirian mecanismos propios del
patdégeno para evadir la respuesta autofégica; ii) que citoquinas cruciales en la respuesta inmune
frente a M. tuberculosis, como IFNg e IL-17A, podrian modular la autofagia, con consecuencias
directas en la eliminaciéon de la bacteria; iii) que, asimismo, mediadores lipidicos como la PGE2
tendrian la capacidad de regular la respuesta inmunolégica humana y la autofagia frente al
patdégeno; iv) que la autofagia de los neutréfilos desempefaria un papel crucial durante la TB,
influyendo en los mecanismos efectores, el resultado de la inflamacién y la comunicacién con

otras células inmunes; v) que SLAMF1 podria modular este proceso en neutréfilos humanos.

A fin de corroborar nuestras postulaciones, planteamos los siguientes objetivos
especificos:
1. Evaluacion del flujo autofagico en monocitos humanos estimulados con un lisado de M.
tuberculosis o infectados con cepas de M. tuberculosis
a. Analizar la influencia de la regiébn genémica RD1 de M. tuberculosis sobre monocitos
humanos infectados.
2. Estudio de la modulacién de la autofagia por citoquinas en monocitos infectados con M.
tuberculosis
a. Evaluar la induccién del flujo autofagico por IFNge IL-17A en monocitos infectados
provenientes de DS y pacientes con TB.
b. Estudiar las vias de sefializacion involucradas en la modulacion de la autofagia por
estas citoquinas.
c. Analizar el potencial microbicida de la autofagia inducida por citoquinas en monocitos
humanos infectados.
3. Estudio de la funcién de la PGE2 sobre la respuesta inmune innata y adaptativa frente a
M. tuberculosis
a. Analizar la regulacién ejercida por la PGE2 sobre la proliferacion en CMSP de DS y
pacientes con TB frente a antigenos micobacterianos.
b. Evaluar el efecto de la PGE2 sobre la secrecién de citoquinas en CMSP provenientes
de DS y pacientes con TB.
c. Evaluar el efecto de la PGE2 sobre la expresién de receptores de membrana

involucrados en la activacion de linfocitos T.
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d. Estudiar la induccion del flujo autofagico por PGE2 en monocitos y linfocitos

provenientes de DS y pacientes con TB.
4. Estudio de la participacion de SLAMF1 como regulador del proceso de autofagia en
neutrofilos humanos durante la TB.

a. Analizar el recuento de neutréfilos en pacientes con TB con diferentes
manifestaciones de la enfermedad.

b. Evaluar la expresién de SLAMF1 en neutrdéfilos provenientes de DS y pacientes con
TB.

c. Estudiar la modulacion de la autofagia en neutréfilos humanos por el reconocimiento
de antigenos micobacterianos.

d. Estudiar la induccién de la autofagia por SLAMF1 en neutréfilos humanos durante el
desafio antigénico

e. Estudiar el mecanismo involucrado en la induccién de la autofagia por SLAMF1.
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INDIVIDUOS PARIRANTES DEL ESTUDIO

En el presente trabajo participaron pacientes con TB activa (rango etario: 18-62 afios)
provenientes de la Divisién de Tisioneumonologia del Hospital de Infecciosas “Dr. Francisco
Javier Mufiiz” y de la Division Neumotisiologia del Hospital General de Agudos “Parmenio Pifiero”
(Ciudad Auténoma de Buenos Aires, Argentina) durante el periodo que abarca desde enero de
2015 hasta noviembre de 2019. Los mencionados pacientes fueron evaluados a su ingreso al
nosocomio por los médicos que colaboran con este grupo de investigacion. El diagnéstico de TB
fue establecido de acuerdo a los datos clinicos y radiolégicos, conjuntamente con la identificacion
de bacilos acido-alcohol resistentes presentes en esputo mediante la coloracion de Ziehl-Neelsen
en los nosocomios y por profesionales de los mencionados hospitales. Como controles, se
incluyeron individuos sanos de la comunidad vacunados con BCG sin antecedentes de TB. Las
muestras de sangre periférica se recolectaron en tubos heparinizados luego del consentimiento
escrito e informado de cada participante. Todos los individuos incluidos en este estudio tenian
mas de 18 afos de edad. Los estudios realizados en este trabajo fueron aprobados por el Comité
de Etica perteneciente a cada hospital y fueron realizados de acuerdo con las directrices y

reglamentos pertinentes.

CRITERIOS DE EXCLUSION Y CLASIFICACION DE PACIENTES

Los pacientes incluidos en este estudio no presentaban otras patologias y, excepto cuando
se lo explicite, al momento de la extraccion de la muestra habian recibido menos de una semana
de tratamiento con drogas anti-tuberculosas.

Los pacientes con TB fueron clasificados en base a la respuesta de sus CMSP a un lisado de
M. tuberculosis (Mtb-Ag, ver Antigeno utilizado), como se describié previamente.l?
Resumidamente, los pacientes Altos Respondedores (TB AR) son aquellos que muestran una
elevada proliferacion celular (indice de proliferacién = 4), elevados niveles de IFNy (indice de
produccion de IFNy = 34) y alta expresion de la molécula coestimulatoria SLAMF1 (incremento
de expresion de SLAMF1 = 8). Por el contrario, los pacientes Bajos Respondedores (TB BR),
presentan un bajo indice de proliferacion celular (indice < 4), baja o nula secrecién de IFNy (indice
< 34) y niveles reducidos de SLAMF1 frente al estimulo (incremento < 8).

{1 indice de proliferacion: CMSP fueron estimuladas por 5 dias en presencia/ausencia de
Mtb-Ag y pulsadas con [3H]TdR durante las dltimas 16 horas de cultivo. Luego se
determinaron las cuentas por minuto (c.p.m.) y el indice de proliferacién mediante la razén
geométrica c.p.m. de CMSP estimuladas con Mtbh-Ag/c.p.m. de CMSP en medio (ver

“Ensayos de proliferacion”).
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f indice de produccién de IFNy: CMSP fueron estimuladas en presencia/ausencia de Mtb-
Ag por 48 horas. Luego, los sobrenadantes de células fueron recolectados y se determino
por ELISA la produccion de IFNy, como se describe en la seccion “ELISA”. El indice de
produccion de IFNy se obtuvo mediante la razén geométrica entre los niveles medios de
IFNy en las CMSP estimuladas con Mtb-Ag y los detectados en CMSP cultivadas sélo con
medio.

1 Incremento en la expresion de SLAMF1: CMSP fueron estimuladas por 5 dias en
presencia/ausencia de Mtb-Ag. Luego, fueron recolectadas y marcadas con anticuerpos
especificos para CD3 y SLAMF1 como se describe en la seccion “Citometria de Flujo”. El
incremento en la expresion de SLAMF1 se calcul6 como la diferencia en el porcentaje de
linfocitos CD3*SLAMF1* en CMSP estimuladas con Mth-Ag y las cultivadas s6lo con
medio.

En esta poblacion de pacientes, no se encontraron diferencias respecto a la distribuciéon de
edad, sexo, etnia y frecuencia de formas extra pulmonares de TB entre pacientes TB AR y BR.
Sin embargo, los pacientes TB BR presentaron manifestaciones clinicas significativamente mas
severas de acuerdo al diagnostico radiolégico, menor nimero de leucocitos y un tiempo de
evolucion de la enfermedad (dias previos a la admision en el hospital durante los cuales los
pacientes manifestaron sintomas clinicos) mas prolongado, en comparacion con individuos TB
AR.

Los individuos con infeccion latente fueron detectados con el ensayo de liberacion de IFNy
QuantiFERON TB Gold In-tube (Cellestis Ltd., T0590-0301 and 0594-0201) y excluidos de la

poblacion de dadores sanos de este estudio.

ANTIGENO UTILIZADO

Para la estimulacion celular se utilizé como antigeno un lisado de la cepa virulenta H37Rv
de M. tuberculosis (Mth-Ag) (Biodefense and Emerging Infections Resources, NIAID, NIH: M.
tuberculosis, Cepa H37Rv, Lisado Celular Total NR-14822) preparado por sonicado. El antigeno

fue utilizado a una concentracion final de 10 pg/mi.

CONDICIONES DE CRECIMIENTO BACTERIANO

Durante el presente trabajo se utilizaron dos cepas de M. tuberculosis: la cepa patogénica
modelo de laboratorio M. tuberculosis H37Rv (MtbH37Rv, generosamente provista por el
Laboratorio de Micobacterias, ANLIS Instituto “Dr. Carlos Malbran”) y la cepa M. tuberculosis
mc26230 (MtbARD1, delta RD1 delta panCD, gentilmente cedida por el Dr. William R. Jacobs, Jr,
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del Albert Einstein College of Medicine). El crecimiento de MtbH37Rv y todos los experimentos
utilizando esta cepa patogénica fueron llevados a cabo en gabinetes de bioseguridad nivel 3 plus
(BSL3, por sus siglas en inglés) en la Unidad Operativa Centro de Contencion Bioldgica en el
Instituto Malbran, de la Administracién Nacional de Laboratorios e Institutos de Salud (ANLIS).

Las bacterias fueron crecidas en medio Middlebrook 7H9 o en 7H10 agar con Tween 0,5%,
glicerol 0,2%, y suplemento de albumina-dextrosa-catalasa-acido oleico (OADC), y para la cepa
MtbARD1 ademéas se adicion6 acido pantoteico. Los cultivos fueron cosechados en fase
exponencial de crecimiento a 37°C. Para disgregar los camulos formados, las micobacterias
fueron sonicadas a 2,5W por 4 minutos (Elma d-7700 Singentranssonic), luego centrifugadas por
10 minutos a 300 x g y resuspendidas en PBS. Finalmente, se determiné la DO a 600nm. En
algunos casos, las bacterias fueron incubadas con Rodamina (Sigma, R6626) por 30 minutos y

luego lavadas 2 veces con PBS por 10 minutos a 300 x g.

CELULAS YLCTIVOS CELULARES

Se utilizaron CMSP y neutréfilos de dadores sanos y pacientes con TB activa, bajo
consentimiento informado, a partir de sangre periférica heparinizada por puncién de la vena del

antebrazo.

AISLAMIENTO DE CELULAS MONONUCLEARES [(RESAFEFREA

Las CMSP fueron aisladas mediante centrifugacion en gradiente de densidad con Ficoll-
Hypaque (G.E. Healthcare) y cultivadas a una concentracion final de 1x10° células/ml o 2x10°
células/ml, dependiendo del experimento, en placas de 24, 48 y 96 pocillos (Greiner Bio-One) en
medio RPMI 1640 (Gibco) suplementado con penicilina/estreptomicina (Invitrogen), glutamina (2
mM, Sigma-Aldrich) y 10 % de suero bovino fetal (SBF, Gibco); a 37°C y con 5 % de CO2. Para
el estudio especifico de los monocitos, las CMSP fueron cultivadas durante 16 horas sin estimulo
para permitir la adherencia de estas células. A continuacién, fueron o estimuladas con el lisado
de Mtb (Mtb-Ag, BEI Resources, NIH, 10 pg/ml) o infectadas con MtbARD1 o MtbH37Rv (MOI

10) durante diferentes tiempos (16 o 24 horas, o0 5 dias segun el experimento).

Finalmente, a distintos tiempos, las células fueron cultivadas en presencia/ausencia de

diferentes reactivos de acuerdo con el experimento:

- Proteinas recombinantes: rIFNy (1,8 ng/ml; eBioscience, 14-8319), IL-17A (10 ng/ml,
eBioscience, 14-8179)
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- Prostaglandina E2 (PGE2, diferentes concentraciones, Sigma)

- Bafilomicina Al (Baf A1, 100 nM, Fermentek), afiadida las ultimas 2 horas de cultivo antes de la

determinacién de LC3 por inmunofluorescencia.

- 3-metiladenina (10 mM, Sigma)

- Rapamicina (10 nM, Sigma)

- Inhibidor de ERK (PD98059, 50 uM, Calbiochem, 513000), tratamiento durante una hora antes
de la estimulacion con Mtb-Ag durante 24 horas, luego de la cual se determinaron los niveles de
autofagia. PD98059 especificamente inhibe la activacion de ERK pero no afecta la activacion de

otras proteinas quinasas relacionadas.

- Anticuerpo monoclonal anti-SLAMF1 (agonista, 10 pg/ml, clon A12, eBioscience).

En todos los experimentos donde se utilizaron anticuerpos especificos, se incluyeron

cultivos paralelos con anticuerpos controles de union inespecifica (controles de isotipo).

AISLAMIENTO DE NEUTROFILOS

Los neutrdfilos fueron aislados mediante centrifugacién en gradiente de Ficoll- Hypaque
de 1,077 g/ml de densidad y sedimentacion con Dextran 6%, de acuerdo a lo previamente
descripto.?** Los eritrocitos contaminantes fueron removidos por lisis hipotdnica con agua. Luego
de un lavado con solucion fisiologica, las células (>97% de granulocitos neutréfilos determinado
por citometria de flujo) fueron resuspendidas en medio completo: RPMI 1640 suplementado con
un 10% de suero fetal bovino (SFB), penicilina 100 unidades/ml, estreptomicina 100 pg/ml y

glutamina (2mM, Sigma-Aldrich).

Previo a su utilizacion, todas las preparaciones de neutréfilos fueron inmunomarcadas con
un anticuerpo anti-CD14 conjugado a ficoeritrina y analizadas mediante citometria de flujo para
garantizar que la contaminacién con monocitos fuera menor al 0,5% y que los parametros de
dispersién de tamafio y granularidad (FSC y SSC respectivamente) fueran compatibles con los

de células no activadas (Figura 15). La viabilidad de los neutréfilos tratados o no con Mtb-Ag (10
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pg/ml) a distintos tiempos fue corroborada mediante tincion con ioduro de propidio (IP) y posterior

andlisis por citometria de flujo.
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Figura 15. Pureza y viabilidad de las preparaciones de neutréfilos empleadas. (A) La figura muestra
un grafico de puntos representativo de granularidad en funcion de la expresién de CD14 obtenido por
citometria de flujo. Dado que la expresion de CD14 en monocitos supera en mas de un orden de magnitud
a la que exhiben los neutrdfilos, este tipo de andlisis permite determinar el grado de contaminacion con
monocitos que presenta la muestra (0,11% en este ejemplo). (B) Se corrobord la viabilidad de los neutréfilos
purificados luego de 2 horas de cultivo estimulados o no con Mth-Ag (10 ng/ml) mediante tincién con IP y

andalisis por citometria de flujo. n.s., diferencias no significativa estadisticamente. Test de Wilcoxon.

Una vez aislados, los neutrdéfilos fueron cultivados (2x10° células/ml) y estimulados con
Mtb-Ag (10 pg/ml) durante diferentes tiempos (2, 4 y 16 horas) para evaluar la expresion de
SLAMF1. Con el objetivo de analizar el rol de SLAMF1 durante el proceso autofagico en
neutrdfilos, las células aisladas fueron estimuladas con Mtb-Ag (10 pug/ml) y estimuladas con un
anticuerpo monoclonal anti-SLAMF1 (agonista, 10 ug/ml, clon A12, eBioscience) durante 30
minutos o 2 horas. En algunos experimentos, se agregd Bafilomicina A1 (100 nM; Fermentek,

88899-55-2) o difenil enedionio (DPI, 10 niM) durante las ultimas 2 horas de cultivo.

ENSAYOS DE PROLIFERACION

Las CMSP fueron estimuladas por 5 dias en presencia/ausencia de Mth-Ag. En algunos
experimentos las células fueron tratadas o no con PGE2 (distintas concentraciones). Luego
fueron pulsadas con [3H] TdR (1 puCi/well, Perkin Elmer, MA, EE.UU.) durante las ultimas 16 horas
de cultivo. Posteriormente, las células fueron cosechadas y se determind la incorporacién de [3H]

TdR (c.p.m.) en un contador de centelleo liquido (Wallac 1214 Rackbeta, Turku, WF, Finlandia).
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El indice de proliferacion para cada individuo se calculé6 como c.p.m obtenida de la estimulacion
con Mtb-Ag / c.p.m. obtenida de cultivar con medio.

INFECCIONES

Con el objetivo de realizar infecciones en células de pacientes con TB y dadores sanos
con las dos cepas de M. tuberculosis utilizadas en este trabajo, las CMSP fueron cultivadas
durante 16 horas para permitir la adherencia de los monocitos. A continuacién, se separaron las
células no adherentes y se lavaron las células adherentes con RPMI 1640. Estas fueron luego
infectadas con Mt b A R® MtbH37Rv (MOI 10) durante 2 horas en medio RPMI 1640
suplementado con glutamina sin suero, para facilitar su fagocitosis. Luego, se lavaron dos veces
con RPMI 1640 tibio y se incorporaron nuevamente las células no adherentes con medio RPMI
1640 suplementado con un 10% de SFB y glutamina (2mM, Sigma-Aldrich). Finalmente, las
células fueron incubadas durante 24 horas en presencia o ausencia de mediadores solubles como

se indica en cada pie de figura.

ENSAYO DE UNIDADES FORMADORAS DE COLONIAS
Las CMSP infectadas con Mt b A R® MtbH37Rv fueron cultivadas bajo distintos

tratamientos por 24 horas. Luego, las células fueron lavadas 2 veces con PBS tibio y lisadas con
Triton X-100 0,05% en PBS. Se realizaron diluciones seriadas y se inocularon (en duplicado)
alicuotas de 40 pul en placas de agar Middlebrook 7H10 suplementadas con OADC, y ademas
acido pantoténico en el caso de la cepa MtbARD1. Finalmente, estas placas fueron incubadas en
estufa a 37°C durante 3 semanas, y se contaron las unidades formadoras de colonias (UFC) de

aquellas diluciones que resultaron en 10-100 colonias visibles.

ELISA

En diferentes experimentos, los sobrenadantes de cultivo de las CMSP estimuladas o
infectadas y bajo distintos tratamientos fueron obtenidos para evaluar los niveles de citoquinas
por ELISA. La produccion de IFNy (BioLegend), IL-17A (BioLegend), TNFa (eBioscience) e IL-1
(BioLegend) fue determinada por ELISA de captura en las muestras libre de células, siguiendo

las instrucciones del fabricante.
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DETERMINACION DE PGE2 PLASMATICA

La medicién de PGE2 se realiz6 por radioinmunoensayo (RIA, por sus siglas en inglés).
Las muestras de plasmas fueron tomadas a partir de sangre periférica heparinizada de DS y
pacientes con TB, centrifugada durante 15 minutos a 1000 x g a 4°C. Las mismas fueron
almacenadas a -70°C. En tubos de propileno se colocaron 0.1 ml de las soluciones estandares
(7.5-8000 pg/ml), o 0,1ml de muestra diluida al medio en buffer RIA (K2ZHPO4+3H20 7.3 mM +
KH2PO4 2.7 mM + NaCl 154 mM + albumina bovina 7.1 mM + azida sodica 15.4 mM, pH=7,4),
con el antisuero (anti-PGE2) y se incubaron por 30 minutos a 4°C, posteriormente se agrego la
PGE2 marcada ([5,6,8,9,11,12,14,15(n)—2H]—prostaglandina E2, 130 Ci/mmol, 100 uCi/ml, Perkin
Elmer) durante 1 hora y finalmente una suspension de carbén activado (1%) -dextran (0.1%), que
separa la prostaglandina unida de la libre. Las muestras se centrifugaron a 2000 x g durante 15
minutos a 4°C y el sobrenadante se volcé en viales conteniendo 1 ml de liquido de centelleo para
muestras acuosas (Optiphase HiSafe). La radioactividad se midié en contador de centelleo beta.
Luego de una transformacién logaritmica los datos se expresaron como pg de PGE2/ml de
plasma. El método tiene una reactividad cruzada menor al 0.1% y una sensibilidad de 5 pg/tubo

con una Ka= 1.5 x 1010 I/mol.

ANALISIS DE EBRMACION DE ESPECIES REACTIVAS DEL OXIGENO

Los neutréfilos fueron incubados (1x10°8 células/ml) durante 15 minutos a 37°C con la
sonda diclorofluoresceina diacetato (DCFH-DA, 5 uM, Sigma-Aldrich), y luego cultivados en
microtubos por 30, 60 y 90 minutos a 37°C con Mtb-Ag (10 pg/ml) en presencia o0 ausencia de un
anticuerpo agonista anti-SLAMF1 (10 ug/ml, clon A12, eBioscience). También se evalud la
produccion de ERO basal sin estimular y estimulados con Forbol-12-Miristato-13-Acetato (PMA,
control positivo) durante 15 minutos. Al finalizar la incubacion, se agreg6 PBS frio y las células

fueron analizadas por citometria de flujo inmediatamente después.

CITOMETRIA DE FLUJO
Durante el desarrollo de este trabajo se realizaron diferentes determinaciones por

citometria de flujo.

Para la determinaciéon de moléculas de superficie, las CMSP o los neutréfilos fueron
estimulados con Mth-Ag en presencia o ausencia de citoquinas recombinantes, anticuerpos

monoclonales o PGE2 por diferentes tiempos, segun el disefio experimental. A continuacién, en
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diferentes experimentos, y a fin de determinar la expresion de SLAMF1, CD31 y CD25 en la
superficie de los linfocitos T; SLAMF1, CD80, CMH-I, CMH-II e IL-17RA en monocitos y SLAMF1
y CD11b en neutrdfilos se utilizd un método directo de deteccion. Las células fueron lavadas con
PBS-SBF 2% y marcadas con anticuerpos monoclonales especificos (marcados) anti-CD3, anti-
CD4 o anti-CD14 y/o anti-SLAMF1, anti-CD31, anti-CD25, anti-CD80, anti-CMH-I1, anti-CMH-II,
anti-IL-17RA y/o anti-CD11b por 30 minutos a temperatura ambiente y en oscuridad. Finalmente,
las células fueron lavadas con PBS-SBF 2% vy fijadas con PFA 2%. Se utilizaron los siguientes
anticuerpos monoclonales especificos conjugados a fluorocromos: anti-CD3 (UCHTL,
eBioscience), anti-CD4 (OKT4, eBioscience), anti-CD8 (OKT8, eBioscience), anti-CD14 (M5E2,
Biolegend) y/o anti-SLAMF1 (A12, BD), anti-CD31 (WM59, eBioscience), anti-CD25 (M-A251,
Biolegend), anti-CD80 (L307, BD), anti-CMH-1 (W6/32, Biolegend), anti-CMH-I1I (L243, Biolegend),
anti-IL-17RA (B6/Hil17AR, Biolegend) y/o anti-CD11b (MI/70, Biolegend).

Por otro lado, la evaluacion de la autofagia en distintos tipos celulares también fue
realizada por citometria de flujo. Se cultivaron las CMSP (2x10° células/ml) en presencia/ausencia
de Mtbh-Ag y tratadas segun lo indicado durante 16 o 24 horas y se determiné el porcentaje de
células CD14"LC3A, B -lI' y CD3*LC3A, B -II*. Por su parte, los neutréfilos (2,5x10° células/ml)
fueron estimulados y tratados segun cada experimento durante 2 o 16 horas y finalmente se
analiz6 el porcentaje de neutréfilos LC3A, B-II*. La deteccion intracitoplasmatica de LC3A, B -lI
se realizd siguiendo un protocolo de marcacion indirecto especifico descripto previamente por
Eng KE y colaboradores.?* Brevemente, las células fueron lavadas y permeabilizadas con
PBS/0,05 % de Saponina sin previa fijacion, por lo que la forma citoplasmatica de la proteina LC3
es eliminada de la células, mientras que su forma LC3-Il (marcador de autofagia) se mantiene
por estar anclada al autofagosoma. En el caso especifico de los experimentos con neutrofilos,
fue necesario llevar a cabo una fijacién con PFA 4% durante 30 minutos, para preservar su
integridad. Se utilizd un anticuerpo anti-LC3A, B sin marca producido en ratdén (clon 4E12, MBL
International) y se lo incub6 durante 20 minutos a temperatura ambiente. Después del lavado, las
células se incubaron con un anticuerpo anti-raton acoplado a isotiocianato de fluoresceina (FITC)
(eBiosciences). Finalmente, se realizd la marcacion de superficie con los anticuerpos anti-CD14
(HCD14, Biolegend) para detectar la poblacién monocitica y anti-CD3 (UCHTL, eBioscience) para
detectar los linfocitos, o para los correspondientes controles de compensacion del citbmetro.

Como control de unién inespecifica, todas las muestras experimentales fueron incubadas
en paralelo en presencia de controles de isotipo. Las muestras fueron almacenadas a 4°C en

oscuridad hasta ser analizadas en un citdmetro de flujo FACSAria Il (BD).
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EXTRACCION DE PROTEINAS CELULARES

A fin de realizar la determinacion de ERK y p38 por Western Blot, los extractos proteicos
se prepararon a partir de células adherentes provenientes de CMSP y estimuladas con Mtb-Ag
en presencia o ausencia de IL-17A o IFNy durante 24 horas. Los extractos proteicos totales fueron
preparados re-suspendiendo las células después de lavarlas, en buffer de lisis (Cell Signaling)
suplementado con inhibidores de proteasas y fosfatasas (Cocktail de inhibidores de Proteasas
P8340 y 100mM PMSF; 1mg/ml Leupeptin/Aprotinin, Sigma Aldrich). La lisis celular fue llevada a
cabo mediante sonicacion. Luego, las suspensiones celulares se centrifugaron 20 minutos a
14000 rpm a 4°C. Los sobrenadantes de la centrifugacion se recolectaron como extractos
proteicos totales. La cantidad de proteina obtenida de cada extracto proteico fue cuantificada
mediante un kit colorimétrico comercial (Micro BCATM Protein Assay Kit, Thermo Scientific). Los

extractos fueron almacenados a -70°C.

WESTERN BLOT

Para la determinacion de las proteinas quinasas ERK y p38 (formas fosforiladas y totales)
la electroforesis en geles de acrilamida en condiciones desnaturalizantes con SDS fue realizada
sembrando cantidades iguales de cada extracto de proteinas (30 ug de proteina total determinada
por microBCA) en geles de 12% acrilamida. Luego de la electroforesis, los geles se transfirieron
a membranas de nitrocelulosa (GE Healthcare) a fin de realizar la deteccion de proteinas
mediante Western Blot. Las membranas de nitrocelulosa fueron bloqueadas durante 1 hora a
temperatura ambiente con buffer de bloqueo (TBS -10mM Tris, 30mM NacCl, pH 7,5- conteniendo
5% de leche sin grasa) vy, luego de los respectivos lavados con TBS 0,1% Tween 20, fueron
incubadas durante 16 horas a 4°C con los anticuerpos primarios especificos para ERK fosforilado
(p-ERK  Tyr-204, sc-7383, Santa Cruz Biotechnology), ERK total (sc-154, Santa Cruz
Biotechnology), p38 fosforilado (pp38, Thr-180/Tyr-182, Santa Cruz Biotechnology) y p38 total
(sc-535¢g, Santa Cruz Biotechnology). Luego de los lavados, las membranas se agitaron durante
60 minutos con el correspondiente anticuerpo secundario anti-conejo (1:3000; Bio-Rad, Hercules,
CA) conjugado con peroxidasa de rabano (HRP), resuspendido en TBS 0,1% Tween 20 y leche
al 1%. Finalmente, las membranas fueron extensivamente lavadas y reveladas utilizando el
reactivo de quimioluminiscencia ECL Plus (Amersham Biosciences). En algunos casos, las
membranas fueron incubadas con solucién de stripping (Restore Stripping Buffer, Thermo
Scientific), a fin de remover todos los complejos de anticuerpos unidos, blogueadas e incubadas
nuevamente con diferentes anticuerpos primarios y secundarios. Las imagenes fueron obtenidas

con el equipo Intelligent Dark Box (Fujiflm LAS1000) y analizadas con el programa ImageJ
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(Wayne Rasband, National Institutes of Health). La intensidad de cada banda se expres6 como
unidades arbitrarias.

INMUNOFLUORESCENCIA

Para la determinacién de LC3 por inmunofluorescencia, las CMSP (2x10° células/ml) se
cultivaron en placas de 24 pocillos conteniendo un cubre objetos circular de vidrio (10 mm de
diametro, 0,13-0,17 mm de ancho). Las células se cultivaron bajo diferentes estimulos, segun el
experimento:

i- En presencia/ausencia de Mtb-Ag + IFNy recombinante (1,8 ng/ml; eBioscience, 14-
8319), 24 horas de estimulacion.

ii- En presencia/ausencia de Mtb-Ag + IL-17A recombinante (10 ng/ml, eBioscience, 14-
8179), 24 horas de estimulacion.

iii- En presencia/ausencia de Mth-Ag £ PGE2 (2 uM, eBioscience, 14-8179), 16 horas de
estimulacion.

iv- En presencia/ausencia de Mtb-Ag (24 horas de estimulacion) + Bafilomicina (100 nM,

2 Ultimas horas de cultivo),

Seguidamente, se lavaron las células en la placa con PBS a 37 °C, teniendo especial
cuidado de no remover las células adherentes (monociticas). A continuacion, las células
fueron fijadas con metanol 100% frio durante 20 segundos y se las bloqued/permeabilizd
durante 15 minutos (Buffer de bloqueo/permeabilizacién: PBS 0,05% Saponina, 1% albumina
de suero bovino). Luego, las células fueron incubadas con el anticuerpo primario hecho en
conejo (anti-LC3B humano, Cell Signaling) en buffer de bloqueo durante 16 horas a 4 °C.
Posteriormente, las células fueron lavadas e incubadas con el anticuerpo secundario
conjugado con el fluorocromo Alexa Fluor® 488 (Invitrogen) durante dos horas a temperatura

ambiente con agitacion y en oscuridad.

Por otro lado, para la determinacion de LC3 y SLAMF1 en neutréfilos por
inmunofluorescencia, se siguié un protocolo optimizado. Brevemente, los neutréfilos fueron
sembrados sobre cubreobjetos para microscopia esterilizados previamente con alcohol y
pretratados por 3 horas con poli-L-lisina. Luego los neutréfilos fueron estimulados con Mth-Ag (10
pug/ml) y tratados con un anticuerpo agonista anti-SLAMF1 (10 pg/ml, clon A12, eBioscience)
durante 2 horas a 37°C en una atmdsfera con 5% de CO2. Al cabo de este tiempo las muestras

fueron fijadas y permeabilizadas con metanol frio durante 20 minutos. Posteriormente fueron
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blogueadas con suero de cabra 5% en PBS durante 1 hora a 37°C. Luego, las muestras fueron
incubadas con un anticuerpo anti-LC3B humano hecho en conejo (CST, 2775) y con un
anticuerpo anti-SLAMF1 humano hecho en ratén (eBioscience, Al12)) o con los controles
correspondientes de isotipo a la misma concentracién durante 1 hora. A continuacién, luego de
un lavado con PBS, las muestras fueron incubadas con los anticuerpos secundarios anti-lgG de
conejo conjugado a AlexaFluor488 (1:500, Invitrogen) y anti-lgG de raton conjugado a
AlexaFluor555 (1:2000, Invitrogen) durante 45 minutos.

Finalmente, en ambos casos los vidrios se montaron en portaobjetos con alcohol
polivinilico (Mowiol® 4-88, Sigma Aldrich) utilizando DAPI como tincidn nuclear. Las muestras se
analizaron en un microscopio confocal Olympus FV100 (objetivo 60/AN1.42, Olympus, Tokyo,
Japan).

PROCESAMIENTO DE IMAGENES

Todas las imagenes fueron procesadas usando el programa ImageJ (Wayne Rasband,
National Institutes of Health). Después de la binarizacién de las imagenes, utilizando un umbral
definido, se delimitaron regiones de interés para cada célula y se cuantificaron los puntos de LC3-
Il usando el plugin “Particle Analyzer’. Cuando fue necesario, el contraste y el brillo fueron

ajustados por igual en muestras pertenecientes a un mismo individuo.

ANALISIS ESTADISTICO

El analisis estadistico de los datos se realizé mediante el andlisis de la varianza (ANOVA)
seguido de pruebas de comparaciones multiples Tukey y Dunnett segun se indica en la leyenda
de cada figura. Para la comparacién de dos grupos, el test de Wilcoxon fue utilizado para el
analisis de muestras pareadas y el test de Mann-Whitney para muestras no pareadas. Las
correlaciones fueron calculadas usando la prueba de correlacion no paramétrica de Spearman.

Se consider6 como significativo un valor de P < 0,05.
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EVALUACION DEL FLUJO AUTOFAGICO EN MONOCITOS
HUMANOS INFECTADOS CON CERASiD#& culosis

En modelos humanos y murinos, ha sido demostrado que la autofagia constituye un
mecanismo de defensa que restringe la sobrevida de micobacterias.?® Sin embargo, la
informacion que existe sobre este proceso celular en pacientes con TB activa es muy limitada.

Recientemente, investigamos el potencial rol de la autofagia durante la respuesta inmune
del hospedador humano contra antigenos de M. tuberculosis. Con este objetivo, estudiamos la
autofagia inducida por M. tuberculosis en dos poblaciones de pacientes con enfermedad activa.*
Como se describié previamente, estos dos grupos de individuos fueron clasificados de acuerdo a
sus respuestas mediadas por células T frente a la bacteria: Los pacientes TB AR son los
individuos cuyas CMSP tienen una respuesta inmune mas protectiva al estimularlas con Mtb-Ag,
mientras que los TB BR tienen una respuesta escasa o nula, en correlacion con una TB mas
severa.t?1247.127 - Agj, nuestros resultados previos mostraron que la estimulacion de CMSP con
Mtb-Ag indujo los mayores niveles de autofagia (de acuerdo a la evaluacion de LC3-Il por diversos
métodos) en monocitos provenientes de DS, y los menores niveles de este proceso en monocitos
de pacientes TB BR, en asociacion directa con las cantidades de IFNg secretadas por cada
individuo.4®

Sin embargo, es importante considerar que un aumento en los niveles de LC3-1l puede
asociarse tanto a una sintesis elevada de autofagosomas asi como a un bloqueo en el flujo
autofagico (ocasionado por fusion limitada de lisosomas o bien una actividad reducida de enzimas
lisosomales). Para dilucidar el origen de la acumulacién de LC3-Il frente a la estimulacién con
Mtb-Ag, se incubaron CMSP de pacientes TB AR con bafilomicina Al (Baf Al), una droga que
inhibe la bomba H + ATPasa, aumentando el pH lisosomal, lo que bloguea la actividad de enzimas

lisosomales y previene entonces la degradacion de LC3 (Figura 16).24®

La marcacion intracelular para la deteccion de LC3 fue realizada como se describid
previamente.?*® Brevemente, las CMSP fueron lavadas con PBS y luego permeabilizadas con un
buffer PBS/Saponina 0,05%. Dado gque este protocolo no incluye un proceso de fijacion, el LC3-I
es eliminado durante los sucesivos lavados, debido a que, a diferencia de LC3-Il, no esta anclado
a ninguna estructura que lo retenga dentro de la célula.?*® Asi, si bien el anticuerpo utilizado
reconoce ambas formas de LC3, sélo la forma unida a autofagosomas (LC3-Il) permanece en el

interior celular y es detectada (Figura 16). El anticuerpo utilizado para esta metodologia reconoce
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alasisoformas Ay B de LC3, por lo que a lo largo de este trabajo se lo mencionara como LC3A,B

en los analisis por citometria de flujo.
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Figura 16. Representaciones esquemaéticas del flujo autofagico y del protocolo de deteccion de
LC3A,B-ll por citometria de flujo. (A) Se representa el flujo autofagico desde la formacion de la membrana
de aislamiento hasta la formacién del autolisosoma, para denotar la presencia de LC3 a lo largo de todo el
proceso, pero es importante observar que, al arribar al autolisosoma, comienza a degradarse y por lo tanto
su deteccion disminuye. Ademas se sefialan los pasos del proceso en donde estan involucrados los dos
inhibidores del proceso autofagico utilizados en este trabajo de tesis (3-MA y Baf Al). (B) En este protocolo
las células son lavadas y permeabilizadas con PBS/0,05% de Saponina sin previa fijacion, por lo que la
forma citoplasmatica de la proteina LC3 es eliminada de la células, mientras que su forma LC3-1l (marcador
de autofagia) se mantiene por estar anclada al autofagosoma. Asi, se hace uso de las modificaciones
posttraduccionales de esta proteina durante el proceso autofagico para detectar Unicamente los
autofagosomas. Finalmente, mediante una inmunomarcaciéon indirecta de LC3 es posible analizar la
fluorescencia por citometria de flujo, con alto poder estadistico.

Como puede apreciarse en la Figura 17, el tratamiento con Baf A1 en CMSP sin estimular
indujo un aumento significativo en el porcentaje de células CD14°LC3A, B-lI" y en el
procesamiento de esta molécula. Este resultado evidencia un flujo autofagico basal en células sin
estimular. De manera interesante, al estimular las células con Mtbh-Ag y al mismo tiempo tratarlas
con Baf Al, se observé un incremento ain mayor en la proporcion de monocitos CD14* LC3A, B-
II" y en los niveles de LC3-Il, evaluados por Western Blot, en comparaciéon con las células sélo

estimuladas con Mtb-Ag (Figura 17A, B). Estos resultados confirman que el reconocimiento de
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esta mezcla antigénica micobacteriana induce un flujo autofagico funcional en monocitos

humanos.
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Figura 17. Flujo autofagico en monocitos estimulados con Mth-Ag. CMSP provenientes de pacientes
TB AR (n=6) fueron incubadas a 2x108 células/ml durante 16 horas sin estimulo para permitir la adherencia
de los monocitos a la placa de incubacién. A continuacion, las células fueron estimuladas con un lisado de
M. tuberculosis (Mthb-Ag, 10 ng/ml) durante 24 horas. Se agregé Bafilomicina Al (Baf Al, 1 ug/ml) durante
las dltimas 2 horas de cultivo. (A) Los niveles de autofagia fueron evaluados por citometria de flujo mediante
una marcacion intracitoplasmatica indirecta de LC3A, B-Il resistente a saponina en células CD14*. Las
barras representan la media del porcentaje de células CD14*LC3A, B-II* + error estandar de la media. (B)
Se obtuvieron los extractos proteicos de las células adherentes y se realizé un Western Blot para la
deteccion de LC3. Las relaciones de LC3-11 a GAPDH fueron cuantificadas por densitometria y expresadas
como unidades arbitrarias (UA). Las barras representan los valores medias de estas relaciones +* error
estandar de la media. *p<0.05, **p<0.01. Los P valores fueron calculados usando ANOVA de un factor y
test de comparacién mdltiple post hoc Tukey.

Para un completo estudio del proceso de autofagia durante la TB, resulta importante
analizar este fenomeno en células infectadas con bacterias vivas, teniendo en cuenta que un
mecanismo de evasién ampliamente descripto que ha desarrollado este patdgeno es la inhibicién
de la maduracién del fagosoma,?*® y que la activacion de la autofagia constituye un posible
mecanismo de eliminacion en macroéfagos.?*?

En primer lugar, para comparar la tasa de autofagia en monocitos humanos infectados por
las dos cepas de M. tuberculosis utilizadas en este estudio (MtbH37Rv o0 MtbARD1), se determind
el flujo autofagico en monocitos de pacientes con TB en presencia o ausencia de Baf Al.

La evaluacion de los niveles de autofagia se llevo a cabo mediante microscopia confocal,
cuantificando el nimero de vesiculas LC3-II". LC3-1l se localiza especificamente en vesiculas

autofégicas, que incluyen fagoforos (estructura precursora), autofagosomas y autofagolisosomas
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(derivado de la unién con lisosomas). Asi, durante la induccién de la autofagia, la tincion de LC3-
Il por inmunofluorescencia genera un patron celular punteado. Por esta razon, la cuantificacion
de focos de LC3-II" presentes en la célula mediante inmunofluorescencia es una técnica
ampliamente utilizada en el estudio de la autofagia.

Pudimos corroborar asf, en concordancia con otros trabajos,?*° que el agregado de Baf Al
no provoca un cambio apreciable en la cantidad de focos de LC3B respecto a células Unicamente
infectadas con MtbH37Rv (Figura 18A), indicando que la degradacion de LC3-Il debido a la fusion
del lisosoma al autofagosoma se encuentra afectada durante la infeccién con esta cepa. Esto
implica que esta bacteria patogénica es capaz de bloquear el flujo autofagico, constituyendo un

mecanismo de evasion adicional.
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Figura 18. Flujo autofagico en monocitos infectados con MtbH37Rv y MtbARD1. CMSP provenientes
de pacientes con TB (n=6) fueron incubadas a 2x10° células/ml durante 16 horas sin estimulo para permitir
la adherencia de los monocitos a la placa. A continuacion, las células fueron infectadas con (A) MtbH37Rv
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o (B) MtbARD1 (MOI: 20). Luego de 2 horas de infeccion, el medio de cultivo fue reemplazado y las células
fueron cultivadas durante 24 horas adicionales. Se agregé Bafilomicina Al (Baf Al, 1 pug/ml) durante las
Ultimas 2 horas de cultivo y seguidamente se determiné la formacion de focos de LC3 por
inmunofluorescencia. Las barras representan los valores medios de focos de LC3 por célula + error
estandar de la media. p<0.05, *p<0.01. Los P valores fueron calculados usando ANOVA de un factor y
test de comparacion mdltiple post hoc Tukey.

Por otro lado, las novedosas tecnologias gendémicas desarrolladas en los Gltimos tiempos
han permitido identificar diferencias entre los genomas de M. tuberculosis y BCG, lo cual ha
impulsado el desarrollo de diversas cepas vivas atenuadas recombinantes con potencial para su
uso en vacunas. La principal modificacion genética encontrada es la delecion en BCG de una
region gendmica llamada Region de Diferencia 1 (RD1), la cual es requerida para la total
virulencia de M. tuberculosis. De hecho, la regiébn RD1 codifica para dos antigenos fuertemente
inmunogénicos y factores de virulencia —ESAT-6 y CFP-10- asi como para componentes
estructurales del sistema de secrecion de ESAT-6 (ESX)-1, responsable de la secrecion de estas
proteinas.

Asi, para determinar la influencia de los derivados proteicos de estos genes, se utiliz6 una
cepa mutante de H37Rv con una delecién en RD1 (MtbARD1). A su vez, esta cepa de M.
tuberculosis presenta dos deleciones adicionales independientes en los genes panC y panD
(necesarios para el metabolismo del &cido pantoténico), con el objetivo de aumentar la seguridad
de su uso.

Como se puede observar en la Figura 18B, la infeccibn con MtbARD1 incrementé
significativamente la cantidad de focos de LC3B en presencia de Baf Al, sugiriendo fuertemente
gue la infeccién con esta cepa induce la formacién de autofagosomas y que la via autofagica es
funcional. En conjunto, estos hallazgos demuestran una influencia diferencial de ambas cepas
sobre el flujo autofagico durante la infeccién de monocitos humanos, probablemente causado por
la actividad intracelular de distintas proteinas codificadas en la region RD-1 del genoma de M.

tuberculosis.

ESTUDIO DE LA MODULACION DE LA AUTOFAGIA POR CITOQUI
EN MONOCITOS INFECTADOS/Ctberculosis

El IFNg induce un flujo autofagico funcional a través de la via de p38 MAPK en
monocitos provenientes de pacientes con TB

Por otro lado, la autofagia afecta las respuestas inmunes y su regulacion responde a la

presencia de microbios y a la activacion de citoquinas, entre otros factores. De hecho, este
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proceso puede ser estimulado por citoquinas Th1l e inhibido por citoquinas Th2.%'® Al respecto,
recientemente reportamos que la autofagia colabora con las respuestas inmunes humanas contra
M. tuberculosis en asociacién con el IFNg secretado contra el patégeno.?*! De hecho, en este
trabajo confirmamos por citometria de flujo que la adiciébn de IFNg recombinante incrementa
significativamente el porcentaje de monocitos CD14*LC3A,B-II* en los tres grupos de individuos
estudiados, incluso en pacientes BR (Figura 19).
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Figura 19. Efecto del IFNgsobre la autofagia en monocitos estimulados con Mtb-Ag. CMSP de DS
(n=5) y pacientes TB AR (n=6) y TB BR (n=6) fueron incubadas a 2x10° células/ml durante 16 h sin estimulo
para permitir la adherencia de los monocitos a la placa. Luego las células fueron estimuladas o no con un
lisado de M. tuberculosis (Mtb-Ag, 10 pug/ml) £ IFNg (1.8 ng/ml) durante 24 h. Finalmente, los niveles de
autofagia fueron evaluados por citometria de flujo mediante una marcacion intracitoplasmatica indirecta de
LC3A,B-Il resistente a saponina en células CD14"*. Las barras representan la media del porcentaje de
células CD14*LC3A,B-II" = error estandar de la media. *p<0.05, ***p<0.001. Los P valores fueron
calculados usando ANOVA de un factor y test de comparacion mdltiple post hoc Tukey.
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En el presente trabajo, profundizamos el estudio del papel del IFNg mediante el analisis
de la autofagia en monocitos de DS, pacientes con TB AR y BR tras la infeccién con cepas de M.
tuberculosis.

En contraste con nuestros estudios previos, observamos porcentajes similares de
monocitos CD14"LC3A, B-II* provenientes de DS o de ambos grupos de pacientes con TB
infectados con MtbARD1 (Figura 20A). Este resultado fue verificado por microscopia confocal,

donde no se detectaron diferencias significativas en la cantidad de focos de LC3 por célula entre
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los distintos grupos de individuos bajo estudio (Figura 20B). Notoriamente, se detecté una mayor
produccion de IFNg por las células de DS y pacientes TB AR infectadas con esta cepa
(344.9+£160.0 pg/ml y 562.0+£300.0 pg/ml respectivamente) en comparacién con aquellas
provenientes de pacientes TB BR (168.7+59.10 pg/ml), de manera que la autofagia medida en
estos monocitos a estos tiempos estaria mediada principalmente por la interaccion directa con el
patdégeno.

Por otro lado, en concordancia con los experimentos anteriores con Mtb-Ag, la adicion de
IFNg exdgena aumenté significativamente los niveles de autofagia en los monocitos infectados
con MtbARD1 de los tres grupos de individuos bajo estudio (Figura 20A, B).

Importantemente, a continuacién efectuamos infecciones con la cepa patogénica
MtbH37Rv que, como se determind anteriormente, es capaz de bloquear el flujo autofagico en
monocitos infectados. De manera interesante, se detectd un incremento significativo en la
cantidad de focos de LC3 por célula en monocitos tratados con IFNg (Figura 20C, D). Ademas,
esta autofagia elevada fue detectada tanto en DS como en pacientes TB AR y TB BR por igual.
Estos resultados ponen de manifiesto que el IFNges capaz de inducir la autofagia en monocitos
humanos infectados con diferentes cepas de M. tuberculosis, incluso en pacientes con TB con

débil respuesta a antigenos micobacterianos.
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Figura 20. Modulacion de la autofagia por IFNgen monocitos infectados con MtbH37Rv o MtbARDL1.
CMSP provenientes de DS (n=5) y pacientes TB AR (n=5) y BR (n=6) fueron incubadas a 2x10° células/ml
durante 16 horas sin estimulo para permitir la adherencia de los monocitos a la placa. A continuacion, las
células fueron infectadas o no con (A,B,C) MtbARD1 o (D,E) MtbH37Rv (MOI 20). Luego de 2 horas de
infeccién, el medio de cultivo fue reemplazado y las células fueron cultivadas en presencia o ausencia de
IFNg recombinante (1.8 ng/ml) durante 24 horas. (A) Los niveles de autofagia fueron evaluados por
citometria de flujo mediante una marcacion intracitoplasmatica indirecta de LC3A,B-II resistente a saponina
en células CD14". Las barras representan la media del porcentaje de células CD14*LC3A,B-II* + error
estdndar de la media. (B,C,D) Los niveles de autofagia fueron analizados por microscopia confocal
mediante inmunofluorescencia contra LC3. Las barras representan los valores medios de focos de LC3/
célula * error estandar de la media. (D) Se muestran imagenes representativas de un experimento. Las
barras de escala representan 5um. (*p<0.05, **p<0.01. Los P valores fueron calculados usando ANOVA de
un factor y test de comparacion mdltiple post hoc Tukey.
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Mas aun, para dilucidar el origen de la acumulacién de LC3-ll frente al tratamiento con
IFNg, se incubaron las células en presencia o ausencia de Baf A1. Como era de esperarse, la
estimulacion con IFNg en presencia de Baf A1 aumenté significativamente el porcentaje de
monocitos CD14*LC3A, B-II* en comparacion con las células tratadas con IFNgo con Baf A1 por
separado (Figura 21). AUn mas, observamos el mismo comportamiento en monocitos infectados
con MtbH37Rv (datos no mostrados). De esta forma, confirmamos que el IFNgincrementa la tasa

de autofagia en monocitos provenientes de pacientes con TB.
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Figura 21. Modulacion del flujo autofagico por IFNgen monocitos estimulados con Mtbh-Ag. CMSP
de pacientes TB-AR (n=7) fueron incubadas a 2x108 células/ml durante 16 h sin estimulo para permitir la
adherencia de los monocitos a la placa. Luego las células fueron estimuladas o no con un sonicado de M.
tuberculosis (Mtb-Ag, 10 pg/ml) £ IFNg (1.8 ng/ml) durante 24 h. Se agregd Bafilomicina Al (1 ug/ml)
durante las dltimas 2 h de cultivo y los niveles de autofagia fueron evaluados por citometria de flujo
mediante una marcacion intracitoplasmatica indirecta de LC3A,B-Il resistente a saponina en células CD14".
Las barras representan la media del porcentaje de células CD14*LC3-1IB* * error estandar de la media.
*p<0.05, ***p<0.001. Los P valores fueron calculados usando ANOVA de un factor y test de comparacion
multiple post hoc Tukey.

Es importante destacar que no se observaron diferencias en la cantidad de focos
localizados de LC3 en monocitos de pacientes con TB tratados con la citoquina recombinante
pero cultivados en medio de cultivo sélo, sin infeccién con micobacterias (Medio 7,92 + 0,34 focos

LC3/Célula vs. IFNg 7,86 + 0,35 focos LC3/Célula). Asi, se corroboré por microscopia confocal
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gue esta citoquina carece de efecto sobre la autofagia en monocitos no infectados ni estimulados
con Mtb-Ag.

En conjunto, estos resultados indican que la infeccion con cepas vivas de M. tuberculosis
aumentan los focos de LC3 en pacientes con TB independientemente de su capacidad de

respuesta especifica y, como era esperado, la adicion de IFNg recombinante significativamente
incrementa la respuesta autofagica.

Con el objetivo de analizar el mecanismo molecular por el cual el IFNg incrementa la
autofagia en monocitos provenientes de pacientes con TB, y considerando que ha sido
demostrado que el IFNg activa este proceso celular mediante la via de p38 (una quinasa
perteneciente a la familia de las proteinas quinasas activadas por mitbgenos o MAPK) de una
manera independiente de IRGM1,*> a continuacién se analiz6 la fosforilacion de p38 en
monocitos provenientes de pacientes con TB AR y BR en presencia o ausencia de IFNg. Para
este fin, las CMSP fueron estimuladas con Mtb-Ag ° IFNg recombinante durante 24 horas, y a

continuacion se determin6 por Western Blot la expresion de la quinasa p38 total y fosforilada en
los extractos proteicos de las células adherentes.
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Figura 22. Fosforilacién de p38 MAPK en monocitos de pacientes TB ARy TB BR tratados con IFNg
Células adherentes provenientes de pacientes TB-AR (n=3) y TB-BR (n=3) fueron estimuladas con Mtb-Ag
(10 pg/ml) en presencia o ausencia de IFNgrecombinante (1.8 ng/ml) durante 24 h. Luego, se obtuvieron
los extractos proteicos y las expresiones de p38 fosforilada y total (p-p38 y t-p38, respectivamente) fueron
evaluadas por Western Blot. (A) Se realiz6 la densitometria de las imagenes y los cocientes p-p38/t-p38 se
expresaron como unidades arbitrarias. Las barras representan los valores medios del cociente p-p38/t-p38
+ error estdndar de la media. (B) Se muestran imagenes representativas de un paciente AR y uno BR.

*p<0.05. Los P valores fueron calculados usando ANOVA de un factor y test de comparacién multiple post
hoc Tukey.
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Como se puede apreciar en la Figura 22, tras la estimulacion con Mtb-Ag se observé un
incremento en la fosforilacion de p38 en extractos de monocitos provenientes de pacientes TB-
AR, mientras que en los pacientes TB-BR no se detectaron diferencias en la fosforilacion de esta
MAPK en células estimuladas en comparacion con las células control (cultivadas s6lo con medio).
Cabe resaltar que el agregado de IFNgexdgeno provocé un aumento significativo de la expresion
de p38 activado en extractos de pacientes TB-AR y TB-BR. Estos resultados indican una
asociacion directa entre los niveles de autofagia inducidos en los monocitos estimulados con Mtb-
Ag y la activacion de p38 por el IFNg, sugiriendo que esta citoquina activa el proceso autofagico

por medio de la via de sefializacion de p38 MAPK.

La IEL7A regula diferencialmente la autofagia en monocitos infectados de pacientes
con TB de alta y baja respuesta inmaoetraM. tuberculosis

El IFNgjuega un rol crucial en la inmunidad contra la TB pero, aunque es necesario, no es
suficiente para la completa proteccion contra M. tuberculosis.’®> Nuestros resultados actuales y
anteriores demuestran que la autofagia durante la infeccion con este patdégeno puede ser
incrementada por el efecto del IFNg?®* A continuacién investigamos el rol de la IL-17A, otra
citoguina que participa en la respuesta inmune del hospedador contra la infeccién tuberculosa.
De hecho, ha sido demostrado que la produccion de IL-17A por células T CD4* serian requeridas
para eliminar la infeccion tuberculosa primaria y para el establecimiento de una respuesta de
memoria efectiva.’®? Por lo tanto, las células T CD4* productoras de IL17A pueden desempefiar

un rol importante en la respuesta inmune humana contra micobacterias.**

Ademads, ha sido reportado que durante la fase cronica de la TB, se requiere un equilibrio
entre las respuestas Thl y Thl7 para controlar el crecimiento bacteriano y limitar la
inmunopatologia.?®® Algunos informes han analizado el papel de la IL-17A en el proceso de
autofagia, con diversos resultados en diferentes tipos de células.?%#2552%6.257 Adicionalmente, la
IL-17A juega un papel fundamental en la respuesta inmune a las micobacterias y se ha
demostrado que la IL-17 podria inducir la autofagia en macréfagos murinos RAW 264.7,
contribuyendo a la eliminacién de M. terrae.?*® Sin embargo, seglin nuestro conocimiento, no hay
trabajos que demuestren el papel de IL-17A en la autofagia durante la TB activa humana. Por lo
tanto, analizamos si IL-17A podria influir en el proceso de autofagia en monocitos de pacientes
con TB activa infectados con cepas de M. tuberculosis.
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Para ello, CMSP de DS y pacientes con TB fueron estimuladas con Mtb-Ag en presencia
de rIL-17A durante 24 horas y seguidamente se detecté LC3-IIB por citometria de flujo. De esta
manera, se encontré que la adicion exdégena de IL-17A en monocitos estimulados fue capaz de
aumentar la proporcion de células CD14*LC3A, B-II* en DS y pacientes TB AR (Figura 23A),
demostrando por primera vez un efecto inductor del proceso autofagico sobre monocitos por esta
citoquina. Sin embargo, como se puede apreciar en la Figura 23, este fendmeno no se observo

en células provenientes de pacientes TB BR.

A partir de estos resultados, a continuacion evaluamos el efecto de la IL-17A en la
modulacién de la autofagia en monocitos infectados con MtbARD1. Para ello, CMSP de DS y
pacientes con TB (AR y BR) fueron infectadas durante 2 horas, para luego lavar las bacterias
extracelulares, reemplazar el medio de cultivo con el agregado o no de las citoquina y evaluar la
autofagia 24 horas después por medio de citometria de flujo y microscopia de fluorescencia. De
modo interesante, se observd un mayor porcentaje de células CD14*LC3A, B-II* en células
provenientes de DS y pacientes TB AR tratadas con IL-17A (Figura 23B). Asimismo, se encontrd
un incremento significativo en la cantidad de focos de LC3 por célula en monocitos y tratados con
IL-17A tanto en DS como en pacientes TB AR (Figura 23C), indicando una modulacion positiva
de la autofagia por parte de esta citoquina sobre estos grupos de individuos. No obstante, el
agregado de IL-17A en células infectadas de pacientes TB BR no incrementé ni los focos de LC3

ni el porcentaje de células CD14*LC3A, B-lI* como se aprecia en las Figura 23 B, Cy E.

Finalmente, se evalu6 el efecto de la IL-17A sobre la autofagia en monocitos infectados
con la cepa patogénica MtbH37Rv. El andlisis de las imagenes por microscopia confocal reveld
una mayor cantidad de focos localizados de LC3 en monocitos infectados de DS y pacientes con
TB AR (Figura 23D, E). A su vez, se corrobor6 una refractariedad a este efecto inductor de la
autofagia en los monocitos de pacientes con TB BR, dado que el tratamiento con IL-17A no

modificd los niveles de autofagia en estas células (Figura 23D, E).
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Figura 23. Modulacion de la autofagiapor IL-17A en monocitos estimulados con Mtb-Ag o infectados
con MtbH37Rv o MtbARD1. CMSP provenientes de DS (n=5) y pacientes TB AR (n=6) y BR (n=6) fueron
incubadas a 2x108 células/ml durante 16 horas sin estimulo para permitir la adherencia de los monocitos a
la placa. A continuacion, las células fueron (A) estimuladas o no con Mth-Ag (10 mg/ml) o infectadas o no
con (B,C,E) MtbARD1 o (D,E) MtbH37Rv (MOI 20). Luego de 2 horas de infeccion, el medio de cultivo fue
reemplazado y las células fueron cultivadas en presencia o ausencia de IL-17A recombinante (10 ng/ml)
durante 24 horas. (A,B) Los niveles de autofagia fueron evaluados por citometria de flujo mediante una
marcacion intracitoplasmética indirecta de LC3A,B-II resistente a saponina en células CD14*. Las barras
representan la media del porcentaje de células CD14*LC3A,B-II* + error estandar de la media. (C,D,E) Los
niveles de autofagia fueron analizados por microscopia confocal mediante inmunofluorescencia contra LC3.
Las barras representan los valores medios de focos de LC3/ célula + error estandar de la media. (D) Se
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muestran imagenes representativas de un experimento. Las barras de escala representan S5um. (*p<0.05,
**p<0.01. Los P valores fueron calculados usando ANOVA de un factor y test de comparacion mdltiple post
hoc Tukey.

Ademas, para corroborar que el efecto descripto no se debia al bloqueo del flujo autofagico
por la IL-17A, las CMSP de pacientes TB AR fueron estimulados con Mtb-Ag, tratadas o no con
IL-17A recombinante, y finalmente incubadas o no con Baf Al para prevenir la degradacion de
LC3 en los lisosomas. Como se puede observar en la Figura 24, los niveles de autofagia
detectados fueron significativamente mayores en aquellas células tratadas con la citoquina y con
Baf Al simultaneamente, en comparacion con ambos tratamientos por separado. Este resultado
indicaria que, efectivamente, el agregado de IL-17A exdgena induce el flujo autofagico en

monocitos de pacientes TB AR.
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Figura 24. Modulacién del flujo autofagico por IL-17A en monocitos estimulados con Mtb-Ag. CMSP
de pacientes TB-AR (n=7) fueron incubadas a 2x108 células/ml durante 16 h sin estimulo para permitir la
adherencia de los monocitos a la placa. Luego las células fueron estimuladas o no con un sonicado de M.
tuberculosis (Mtb-Ag, 10 pg/ml) + IL-17A (10 ng/ml) durante 24 h. Se agregé Bafilomicina Al (1 pg/ml)
durante las dltimas 2 h de cultivo y los niveles de autofagia fueron evaluados por citometria de flujo
mediante una marcacion intracitoplasmética indirecta de LC3A,B-Il resistente a saponina en células CD14*.
Las barras representan la media del porcentaje de células CD14*LC3-1IB* + error estdndar de la media.
*p<0.05, **p<0.01. Los P valores fueron calculados usando ANOVA de un factor y test de comparacion
multiple post hoc Tukey.
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Nuevamente, es importante mencionar que el tratamiento con IL-17A en células sin
estimulacion antigénica no tuvo efecto en los niveles de autofagia de los monocitos de pacientes
con TB al evaluarlos por microscopia confocal (Medio 7,92 + 0,34 focos LC3/Célula vs. IL-17A
7,80 + 0,44 focos LC3/Célula).

En conjunto, estos datos indican que tanto IFNg como IL-17A modulan positivamente el
proceso autofagico en monocitos infectados con M. tuberculosis de DS y pacientes TB AR, pero
sélo el IFNg es capaz de promover la autofagia en pacientes TB BR que despliegan la respuesta

mas débil frente al patégeno (Figura 20 y Figura 23).

Por otro lado, ha sido reportado que ratones sin el receptor de IL-17 (ILL7RA) son
deficientes en el control a largo plazo de la infeccion con M. tuberculosis.'®> Ademas, la
sefializacion intracelular inducida por IL-17A correlaciona fuertemente con la expresion en
superficie de IL17RA y, en contraste con la mayoria de los receptores de citoquinas, se requieren
altos niveles de IL17RA para lograr respuestas efectivas.?®® Asi, considerando los resultados
previos mostrando que IL-17A aumenta la autofagia en monocitos de pacientes TB-AR pero no
tiene efecto sobre este proceso en pacientes con débil respuesta a M. tuberculosis, hipotetizamos
gue habria diferencias en los niveles de expresion del IL17RA entre los pacientes TB ARy TB
BR. Como se observa en la Figura 25, mediante el analisis por citometria de flujo en monocitos
CD14" no se detectaron diferencias entre ambos grupos de pacientes con TB ni en la expresion
en superficie de IL17RA ni en los porcentajes de células CD14*IL17RA*. Adicionalmente, estos
resultados demuestran por primera vez que los monocitos de pacientes con TB activa expresan
IL17RA.

Joaquin Miguel Pellegrini 97



RESULTADOS

200- S «
*< ElTB-AR 3 Isotipo
& 5. T8-BR = — TB AR TB BR _|
- o} — TBBR
= ©
+ - [o] ns
= 100 3
8 N | TB AR
50+ © I
z : |
_ '5 \ T T T T T 1
o 2 X \ 0 20 40 60 B0 100
1o” wln' 10° ml3 10t % Monocitos CD14 *IL17AR"
Alexa Fluor® 488
C TB AR TBBR D
. } I .
175 2y 1.75-
o 10 150 TB AR TB BR
*
5 1254 H— ﬁ 1.25- s
& 1.00d ‘”5! 1.004 = p-ERK W% s pERK S
E —
© 0.75- X 0.754
] -4 tERK & S B UERK o Sl fm—
L 0.50- w o504
j= 3
0.25 4 0.254 s © o
& wvﬁ Y & @@’m &
0.00 - 0.00- Js w,s
) W

0-4

Figura 25. La sefalizaciéon del receptor de IL17 estimulala autofagia através de ERK 1/2 en pacientes
con tuberculosis de alta respuesta. (A, B) Los niveles del receptor de IL17A (IL17RA) fueron evaluados
por citometria de flujo en monocitos CD14" de pacientes AR (n=4) y BR (n=6). (A) Las barras representan
la intensidad de fluorescencia media * error estandar de la media. (B) Las barras representan el porcentaje
de células CD14*IL17RA" £ error estandar de la media (C, D) Células adherentes de pacientes TB AR(n=3)
y BR (n=3) fueron estimuladas con Mtb-Ag (10 pg/ml) = IL-17A (10 ng/ml) durante 24 h. Se obtuvieron los
extractos proteicos y las expresiones de ERK fosforilado y total (p-ERK y t-ERK respectivamente) fueron
evaluadas por Western Blot. (C) Se realizé la densitometria de las imagenes y los cocientes p-ERK/t-ERK
se expresaron como unidades arbitrarias. (D) Se muestran imagenes representativas de un paciente ARy
uno BR. (E) CMSP provenientes de pacientes TB AR (n=5) fueron incubadas en presencia o ausencia de
un inhibidor de ERK (PD98059 [PD], 50 uM) durante 1 h y luego estimuladas con Mtb-Ag (10 pg/ml) £ IL-
17A (10 ng/ml) durante 24 h. Los niveles de autofagia fueron evaluados por citometria de flujo mediante
una marcacion intracitoplasmética indirecta de LC3A,B-II resistente a saponina en células CD14*. Las
barras representan la media del porcentaje de células CD14*LC3A,B-1I* + error estdndar de la media.
*p<0.05 and ** p<0.01. Los P valores fueron calculados usando test Mann-Whitney para muestras no
pareadas (A, B) y ANOVA de un factor y test de comparacion mdltiple post hoc Tukey (D, E).

Joaquin Miguel Pellegrini 98



RESULTADOS

A continuacion, indagamos si la sefializacion intracelular de IL-17 podia estar impedida
en pacientes TB BR. Anteriormente habia sido reportado que el tratamiento de células MKN28
con IL-17A es capaz de activar ERK 1/22*° y, mas aln, se demostré que la IL-17A producida ante
la infeccion con M. bovis BCG activa la fosforilacién de ERK 1/2.%%° Ademas, ha sido reportado
gue la autofagia inducida contra Listeria monocytogenes es dependiente selectivamente de la
via de sefializacion de ERK.?®! Entonces, considerando los conocimientos mencionados,
evaluamos por Western Blot la fosforilacion de la MAPK ERK 1/2 luego de la estimulacion con
Mtb-Ag de las células adherentes de pacientes TB AR y TB BR. Las Figura 25C y D muestran
un claro incremento en los niveles de ERK activado en las células de pacientes AR que fueron
desafiadas con la mezcla antigénica. Mas aun, estos niveles aumentaron significativamente por
el agregado de IL-17A. En contraste, en el caso de los pacientes TB-BR, no se detectaron
diferencias en la fosforilaciéon de ERK tras la estimulacién de los monocitos con Mtb-Ag en
presencia de IL-17A (Figura 25C, D), indicando que los pacientes con débil respuesta inmune
contra M. tuberculosis presentan una sefializacion de IL-17 defectuosa.

Con el objetivo de confirmar el rol de ERK en la modulacion de la autofagia por parte de
IL-17A, a continuacion CMSP provenientes de pacientes TB AR fueron tratadas o no con
PD98059, un inhibidor especifico de ERK, por 1 hora. Luego, las células fueron estimuladas con
Mtb-Ag en presencia o ausencia de IL-17A y se determinaron los niveles de autofagia en
monocitos. La Figura 25E muestra que la inhibicién de esta quinasa disminuyo significativamente
el porcentaje de células CD14"LC3A,B-II* de pacientes TB AR, sugiriendo que ERK patrticipa en

la via de sefializacion de IL-17A durante el proceso autofagico contra M. tuberculosis.

Por ultimo, ha sido demostrado que la actividad bactericida de los macréfagos es
potenciada por la estimulacion con IFNg?'y que la IL-17F disminuye significativamente la
cantidad intracelular de Mycobacterium terrae en la linea de macréfagos murinos RAW.?%
Entonces, para analizar el rol de las citoquinas en estudio sobre estos mecanismos microbicidas,
a continuacion se infectaron células de pacientes TB AR ya sea con la cepa patogénica
MtbH37Rv o con la no patogénica MtbARD1 en presencia o ausencia de IFNg o IL-17A, y se
calculd la sobrevida bacteriana en los monocitos de acuerdo a las UFC contabilizadas. Como se
observa en la Figura 26, se detect6 un incremento en la actividad bactericida en aquellas células
infectadas tratadas tanto con IFNgcomo con IL-17A, evidenciado por una menor cantidad de UFC

luego de la lisis celular.
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Para confirmar que el efecto de ambas citoquinas esté relacionado a la induccion de la
autofagia anteriormente descripta, se bloque6 el proceso autofagico con el inhibidor 3-
metiladenina (3-MA), el cual bloquea la formacion del autofagosoma por medio de la inhibicién
de Fosfatidilinositol 3-quinasas de tipo lll. Como se esperaba, no se observaron diferencias entre
las UFC en células infectadas con MtbH37Rv y aquellas infectadas con el patdgeno en presencia
de agente bloqueante (Figura 26B). Sin embargo, el incremento en el efecto bactericida del IFNg
y la IL-17A en las células adherentes de los pacientes TB AR solo se detectd en ausencia del
inhibidor de autofagia, confirmando nuestros hallazgos sobre el rol del IFNgy la IL-17A en la

modulacién de la autofagia en monocitos infectados con cepas de M. tuberculosis y su potencial

como mecanismo de eliminacion del patégeno.
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Figura 26. Analisis de sobrevida de MtbH37Rv y MtbARD1 en monocitos tratados con citoquinas
provenientes de pacientes con TB. CMSP de pacientes TB AR (n=10) fueron incubadas a 2x10°
células/ml durante 16 h sin estimulo para permitir la adherencia de los monocitos a la placa. A continuacion,
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las células fueron infectadas o no con MtbH37Rv o Mtb-A R D @MOI 20). (A) Luego de 2hs de infeccion, el
medio de cultivo fue reemplazado y las células fueron cultivadas + IFNg (1,8 ng/ml) o IL-17A (10 ng/ml)
durante 24h. En experimentos separados (B) las células fueron incubadas + IFNg (1,8 ng/ml) o IL-17A (10
ng/ml) durante 24h y se agreg6 3-metil adenina (3-MA) donde se indica. Las células fueron lavadas y lisadas
para la determinacion de viabilidad de micobacterias mediante la cuantificaciéon de unidades formadoras
de colonias (UFC) y la sobrevida expresada como un porcentaje del control + error estandar de la media.
*p<0.05, **p<0.01 and ***p<0.001. Los P valores fueron calculados usando ANOVA de un factor y test de
comparaciéon multiple post hoc Tukey.

En conjunto, los presentes resultados sugieren la participacion del IFNgy la IL-17A en la
activacion de la autofagia en pacientes con enfermedad activa como un mecanismo para combatir

la infeccion contra M. tuberculosis.
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ESTUDIO DE LA FURNODE LA PGE2 SOBRE LA RESPUESTA
INMUNE INNATA Y ADAPTATIVA FRENT#bArculosis

Estudios recientes han propuesto un rol benéfico de la PGE2 durante la infeccion con M.
tuberculosis, demostrado in vivo por la alta susceptibilidad a la enfermedad de ratones deficientes
en la PGES. Asi, la manipulacién de los niveles de PGE2 ha sido propuesta como una terapia
alternativa personalizada, con el objetivo de inhibir las respuestas exacerbadas de interferones
de tipo | y favorecer la resolucién de la infeccion con M. tuberculosis. Sin embargo, el rol de este
mediador lipidico y su sefializacién en la respuesta inmune de pacientes con TB no han sido
estudiados hasta el momento.

En este trabajo abordamos el estudio de la PGE2 durante la infeccion tuberculosa en
humanos, con el fin de determinar las bases celulares y fisiologicas en las que operay asi evaluar
su potencialidad en futuras terapias dirigidas al hospedador. En primer lugar, se analiz6 la
concentracion plasmatica de PGE2 en DS y pacientes con TB. Esta determinacion se realizé por
el método de RIA, con la utilizacién de anti-sueros especificos y un patrén de PGE2 marcada
radioactivamente. Como se puede ver en la Figura 27, encontramos una concentracion
significativamente mayor de PGE2 en el plasma de pacientes con TB con respecto a los DS. Este
resultado es concordante con reportes anteriores y con el estado inflamatorio de los individuos
infectados. Es importante mencionar que registramos un porcentaje reducido (15%) de pacientes
con TB bajo tratamiento con ibuprofeno para disminuir la fiebre y los sintomas propios de la
enfermedad. En estos pacientes se detecté una concentracién plasméatica de PGE2 menor con
respecto al resto de los pacientes con TB, como era de esperar debido a la funcién inhibitoria de

este farmaco sobre la enzima COX-2.
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Figura 27. Niveles de PGE2 en plasma de Dadores Sanos y pacientes con TB. Se analiz6 la
concentracion plasmatica de PGE2 por radioinmunoensayo a partir de sangre periférica heparinizada de
dadores sanos (DS, n=5) y pacientes con TB (n=10) y centrifugada por 15 minutos a 1000g. Las barras
muestran los valores medios de la concentracion plasmatica de PGE2 (pg/ml) £ error estandar de la media.
* p<0.05 Los P valores fueron calculados usando la prueba no paramétrica de Mann Whitney para muestras
no pareadas.

La PGE2 ejerce una accion inmunosupresora durante la respuesta inmuneévtontra
tuberculosis

Con el objetivo de profundizar el estudio de este eicosanoide en la repuesta inmune
adaptativa durante la infeccion tuberculosa, investigamos el efecto de PGE2 sobre la proliferacion
linfocitaria en DS y pacientes con TB. Para ello, CMSP de ambos grupos de individuos fueron
estimuladas con Mth-Ag y tratadas o0 no con PGE2 a distintas concentraciones, encontradas en
el sitio de infeccién, durante 5 dias. Finalmente, la proliferacién celular fue analizada por
incorporacion de timidina tritiada durante las tltimas 16 horas de cultivo.

Como se aprecia en la Figura 28A, inclusive a bajas concentraciones de PGE2 (2 uM)
se encontrd una inhibicién en la linfoproliferacién con respecto a células sélo estimuladas con
Mtb-Ag. Ademas, este efecto supresor sobre la proliferacién celular se verifico tanto en células

provenientes de DS como de pacientes con TB (Figura 28B).
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Figura 28. Inhibicién de la proliferacion por PGE2 en CMSP. (A) Curva dosis-respuesta de PGE2 (0-
200 uM) sobre la proliferacion celular tras la estimulacion con Mtb-Ag (10 pg/ml). (B) CMSP provenientes
de dadores sanos (DS, n=5) y pacientes con TB (n=7) fueron estimuladas con Mtb-Ag (10 pg/ml) en
presencia o ausencia de PGE2 (2 pug/ml) durante 5 dias. Seguidamente se analiz6 la proliferacion celular
por incorporacion de timidina tritiada durante las dltimas 16 h de cultivo. Las barras muestran los valores
de indice de proliferacion (c.p.m. en cada condicién/c.p.m. sin estimular) + error estandar de la media.
*p<0.05, ** p<0,01. Los P valores fueron calculados usando ANOVA de un factor y test de comparacion
multiple post hoc Tukey.

A continuacién, se analizé por citometria de flujo la expresion de receptores de superficie, tanto
moléculas coestimulatorias como moléculas del CMH, necesarios en el proceso de activacion de
linfocitos T. Para ello, CMSP de DS y pacientes con TB fueron estimuladas con Mtbh-Ag y tratadas
0 no con PGE2 durante 5 dias. De manera interesante, el tratamiento con PGE2 redujo
significativamente la expresiéon de SLAMF1 y CD31 en linfocitos CD3* en ambas poblaciones
estudiadas (Figura 29A, B). A su vez, también se corrobord una inhibicién significativa en la
expresion de la molécula coestimulatoria CD80 y de moléculas de CMH de clase | en monocitos
CD14* tratados con este eicosanoide (Figura 29C, D) tanto en DS como pacientes con
enfermedad activa. Por ultimo, con respecto a la expresién de moléculas de CMH de clase I, se
observé una tendencia a la disminucion en las células estimuladas y tratadas con PGE2 con
respecto a aquellas que sélo habian sido estimuladas con Mtb-Ag (Figura 29E). En conjunto,
estos resultados sugieren que PGE2 podria participar en la regulacion de la presentacion
antigénica y la coestimulacion necesarias para la activacion linfocitaria en respuesta a antigenos

micobacterianos.
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Figura 29. Expresion de receptores de superficie en CMSP de DS y pacientes con TB tratadas con PGE2. CMSP
provenientes de DS (n=6) y pacientes con TB (n=6) fueron estimuladas con Mth-Ag (10 ug/ml) en presencia o ausencia de
PGE2 (2 uM) durante 5 dias. Luego, la expresiéon de (A) SLAMF1, (B) CD31 en células T CD3*y (C) CD80, (D) CMHI y (E)
CMHII en monocitos CD14" fue determinada por citometria de flujo. Cada barra representa (A, B, C) la media del porcentaje
de células CD14* 0 CD3" Receptor*+ error estandar de la media O (D, E) Intensidad de Fluorescencia Media relativa (IFMr)
+ error estdndar de la media.* p<0.05. Los P valores fueron calculados usando ANOVA de un factor y test de comparacién
multiple post hoc Tukey.

Adicionalmente, estudiamos la modulacion por PGE2 sobre la produccién de citoquinas
importantes en la respuesta inmune frente a M. tuberculosis, como IFNg e IL-17A. Se determiné
la secrecién de estas citoquinas por ELISA en sobrenadantes de cultivo de CMSP estimuladas o
no con Mtb-Ag y presencia o ausencia de PGE2. En linea con los resultados descriptos
anteriormente, se observd una significativa disminucién en los niveles de IFNg en los
sobrenadantes de cultivo de CMSP, tanto de DS como de pacientes con TB, estimuladas con

Mtb-Ag y tratadas con PGE2 (Figura 30A). Por otro lado, si bien no resultdé significativa
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estadisticamente, se evidencié una disminucion en los niveles de IL-17A producidos por CMSP
de DS y pacientes con TB (Figura 30B).
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Figura 30. Modulacion de la produccion de IFNge IL-17Apor PGE2. CMSP provenientes de DS (n=3) y
pacientes con TB (n=3) fueron estimulados con Mtbh-Ag (10 pg/ml) en presencia o ausencia de PGE2 (2
MM) durante 5 dias. Luego, la produccion de (A) IFNg e (B) IL-17A fue determinada por ELISA en
sobrenadantes de cultivo. Cada barra representa la media de la produccién de citoquina (pg/ml) + error
estandar de la media. * p<0.05. Los P valores fueron calculados usando ANOVA de un factor y test de
comparacién multiple post hoc Tukey.

Mas aun, también se evalu6 la produccién de TNFa e IL-1b, dos citoquinas de la respuesta
inmune innata sustanciales para la resolucion de la infeccién tuberculosa, por CMSP de dadores
sanos a 24 horas. Asi, de manera concordante con los resultados anteriores, se observé que el
tratamiento con PGE2 redujo significativamente la secrecién de TNFa en respuesta a Mtb-Ag, y
también se observé una disminucién en la produccion de IL-1b en presencia de este eicosanoide

(Figura 31).
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Figura 31. Modulacién de la produccion de TNFa e IL-16 por PGE2. CMSP provenientes de DS (n=4)
fueron estimulados con Mtb-Ag (10 pg/ml) en presencia o ausencia de PGE2 (2 uM) durante 24 horas.
Luego, la produccion de (A) TNFa e (B) IL-1b fue determinada por ELISA en sobrenadantes de cultivo.
Cada barra representa la media de la produccion de citoquina (pg/ml) * error estandar de la media. * p<0.05.
Los P valores fueron calculados usando ANOVA de un factor y test de comparacion multiple post hoc Tukey

La PGE2 modula hutofagia en monocitos Yy linfocitos provenientes de dadores sanos
y pacientes con TB

En conjunto, los resultados hasta aqui presentados sugieren un rol supresor/regulador de
la PGE2 sobre la respuesta inmune adaptativa contra M. tuberculosis. Sin embargo, diferentes
estudios han demostrado un rol benéfico de la PGE2 durante la infeccién con M. tuberculosis vy,
mas aun, se la propone como tratamiento personalizado, dirigido al hospedador, para
contrarrestar las predominantes respuestas de Interferones de tipo | que despliegan los pacientes
con TB.

Los mecanismos celulares dependientes de PGE2 que operan sobre los macrofagos
infectados no han sido completamente elucidados. Es importante destacar que estudios previos
observaron que la PGE2 protege contra la necrosis celular previniendo el dafio de la membrana
mitocondrial interna®®® y promoviendo la rapida reparaciéon de la membrana plasmatica. 6!

De acuerdo a estos antecedentes y los resultados hasta aqui obtenidos, el proceso
autofagico surge como un posible candidato para explicar el papel positivo de este eicosanoide

durante ciertas etapas de la infeccién. Al respecto, se ha demostrado que el estiramiento
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mecénico ciclico induce la muerte celular autofagica en tenofibroblastos a través de la activaciéon
de la produccién de PGE2,%%? y que la nicotina induce estrés celular y autofagia por medio de la
activacién de COX-2 y la produccién de PGE2 en células humanas de cancer de célon.?®®* Mas
aun, recientemente se describié en un modelo murino que la expresién de COX-2 contribuye a
eliminar M. tuberculosis en macréfagos derivados de médula 6sea a través de la autofagia.?** Por
ello, se analizé a continuaciéon la modulaciéon de la autofagia por la PGE2 en CMSP de DS y
pacientes con TB.

En primer lugar, se realiz6 un estudio cinético en donde se evaluaron los niveles de
autofagia por citometria de flujo. Como se puede apreciar en la Figura 32 Ay B, se detect6 un
aumento significativo tanto del porcentaje de células CD14"LC3A, B-II* como de la intensidad de
fluorescencia media relativa (IFMr) con el tratamiento con PGE2 a las 16 horas, mientras que
estos niveles volvieron a ser comparables con las células sin tratar a las 24 horas. Este efecto
inductor de la autofagia por la PGE2 se corrobor6 a las 16 horas tanto en monocitos provenientes
de DS como en pacientes con TB (Figura 32C), mientras que se observo una tendencia similar,

pero no significativa, en los linfocitos de estas poblaciones bajo estudio (Figura 32D).
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Figura 32. Modulacién de la autofagia por PGE2 en monocitos y linfocitos de DS y pacientes con
TB. Células adherentes de DS (n=6) y pacientes con TB (n=3) fueron estimuladas con Mtb-Ag (10 ug/ml)
en presencia o ausencia de PGE2 (2 uM) durante los tiempos indicados. Luego, los niveles de autofagia
fueron evaluados por citometria de flujo mediante una marcacion intracitoplasmaética indirecta de LC3A, B-
Il resistente a saponina en células CD14*. (A) Porcentaje de células CD14*LC3A, B-II*+ error estandar de
la media; (B) Intensidad de Fluorescencia Media relativa (IFMr) en células CD14* + error estandar de la
media. (C, D) Las barras representan el porcentaje de (C) monocitos CD14*LC3A, B-II* y (D) linfocitos
LC3A, B-lI*luego de 16 h de estimulacién + error estdndar de la media. (E) CMSP de DS fueron incubadas
a 2x10° células/ml durante 16h para permitir la adherencia de los monocitos. Luego, las células fueron
estimuladas con Mtb-Ag (10 pg/ml) en presencia o ausencia de PGE2 (2 uM) durante 16h. Los niveles de
autofagia fueron evaluados por inmunofluorescencia contra LC3 en monocitos. Las barras representan los
valores medios de focos localizados de LC3 por célula + error estandar de la media. (F) Se muestra un
experimento representativo. Los P valores fueron calculados usando ANOVA de un factor y test de
comparacién multiple post hoc Tukey.
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Asimismo, los estudios realizados mediante inmunofluorescencia arrojaron resultados
similares, al comprobarse una mayor cantidad de estructuras focalizadas de LC3 por célula
durante el tratamiento con PGE2 (Figura 32 E, F).

Nuevamente, es importante considerar que un aumento en los niveles de LC3-Il puede
asociarse tanto a una sintesis elevada de autofagosomas como a un bloqueo en el flujo autofagico
(ocasionado por fusién limitada de lisosomas o bien reducida actividad de enzimas lisosomales)
gue reduce la degradacion de esta proteina. Para dilucidar el origen de la acumulacion de LC3-II
frente al tratamiento con PGEZ2, se estimularon células de pacientes con TB con el sonicado de
M. tuberculosis (Mtb-Ag) en presencia o ausencia del eicosanoide, y se incubaron con Baf Al
durante las ultimas horas de cultivo. Asi, pudimos corroborar que el agregado de Baf Al provoca
un aumento apreciable en los niveles de autofagia respecto a monocitos Unicamente estimulados
con Mth-Ag y tratadas con PGE2 (Figura 33A). Esto implica que la PGE2 es capaz de inducir la
formacion de autofagosomas y promover la maduracion de los mismos, siendo el flujo autofagico
funcional. De esta manera, describimos por primera vez un efecto inductor de la autofagia por el
mediador lipidico PGE2.

A. B
=I I *%k I
[12] L ** 1 +
~ 60 - I 1 =I 20+ *
= — 0 ' '
Q <
- o 151
& 401 S
S 8 101
0 20 'S
© o
E £ 7
g a
=
5 0- 3~ -
Mtb-Ag + + * + Mtb-Ag + + - +
PGE2 - + - + PGE2 - + - +
Baf A1 - - + + Baf A1 - - + +

Figura 33. Evaluacion del flujo autofagico en células tratadas con PGE2. Para estudiar el flujo
autofdgico, se agreg6 Bafilomicina A1 (Baf Al, 1 pg/ml) en las ultimas 2h de cultivo antes de determinar el
nivel de autofagia por citometria de flujo mediante una marcacion intracitoplasmatica indirecta de LC3A, B-
Il resistente a saponina en (A) monocitos CD14* y (B) linfocitos. Las barras representan los valores medios
del porcentaje de células LC3A, B-II + error estandar de la media (n=5). *p<0.05, ** p<0.01. Los P valores
fueron calculados usando ANOVA de un factor y test de comparacion multiple post hoc Tukey.
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De manera interesante, el tratamiento con PGE2 y Baf Al provocdé un aumento

significativo en el porcentaje de linfocitos LC3A, B-II* con respecto a las células sélo estimuladas

con PGE2 (Figura 33B), corroborando un efecto inductor de la autofagia del eicosanoide también

en este tipo celular.

Por otro lado, se ha observado que los ratones que carecen de IL-1a o IL-13, o0 ambos,

son susceptibles a la infeccion aguda y cronica, respectivamente, después del desafio con M.

tuberculosis.?®52%6267 Ademas, se ha reportado recientemente que, tras la activacion del

inflamasoma, IL-1B e IL-18 son capaces de inducir la expresion de IL-17,%8 y seria capaz de

eliminar la micobacteria intracelular en macréfagos mediante la activacion de TBK1,2%° denotando

su importancia en esta enfermedad. Un aspecto critico de la funcion de IL-1 es la promocion de

la produccién de PGE2.'"" Por esta razén, a continuacion, profundizamos el estudio de la

modulacién del proceso autofagico por IL-18.
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Figura 34. Modulacién de la autofagia por IL-16 e IFNa en monocitos de DS y pacientes con TB (A-C) CMSP
provenientes de DS (n=4) y pacientes con TB (n=3) fueron incubadas a 2x10° células/ml durante 16h para permitir la
adherencia de los monocitos. Luego, las células fueron estimuladas con Mtb-Ag (10 pg/ml) en presencia o ausencia de IL-
1B (10 ng/ml) durante 16h. Los niveles de autofagia fueron evaluados por (A) citometria de flujo mediante una marcacién
intracitoplasmatica indirecta de LC3A, B-Il resistente a saponina en monocitos CD14* e (B) inmunofluorescencia contra
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LC3B en monocitos. Las barras representan los valores medios de focos localizados de LC3 por célulaz error estandar de
la media. (C) Se muestran imagenes representativas de un experimento. (D-F) CMSP de DS y pacientes con TB fueron
incubadas a 2x10° células/ml durante 16h para permitir la adherencia de los monocitos. Luego, las células fueron
estimuladas con Mtb-Ag (10 pg/ml) en presencia o ausencia de IFNa (10 ng/ml) o PGE2 (2 pg/ml) durante 16h. Los niveles
de autofagia fueron evaluados por (D) citometria de flujo mediante una marcacién intracitoplasmatica indirecta de LC3A,
B-1l resistente a saponina en monocitos CD14* y (E) inmunofluorescencia contra LC3B en monocitos. Las barras
representan los valores medios de focos localizados de LC3 por célula * error estandar de la media. (F) Se muestran
imagenes representativas de un experimento. *p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001. Los P valores fueron calculados usando
ANOVA de un factor y test de comparacion multiple post hoc Tukey.

En particular, en linea con reportes anteriores, mediante citometria de flujo y microscopia
confocal corroboramos un aumento en los niveles de autofagia tanto en monocitos de DS como
de pacientes con TB estimulados con Mtb-Ag y tratados con IL-1f3 con respecto a las células s6lo

estimuladas (Figura 34A-C).

Por otro lado, como ya se menciond, los IFNa/ suprimen la produccion de citoquinas
protectivas del hospedador luego de la infeccion con el patdgeno,'™ y su produccion excesiva
esta asociada a una mayor susceptibilidad a la TB. Curiosamente, diferentes trabajos
describieron una funcién inductora de la autofagia por los interferones de tipo | en distintos
modelos patolégicos como infecciones virales y cancer.?%2’! Sin embargo, hasta el momento no
se habia estudiado la modulacién de este proceso celular por parte de estas citoquinas en el

contexto de la TB humana.

De manera interesante, el tratamiento con IFNa en monocitos estimulados con Mth-Ag no
indujo un aumento significativo en el porcentaje de células CD14*LC3A, B-II* (Figura 34D) ni en
la cantidad de focos de LC3 por célula (Figura 34E, F). No obstante, la combinacion con el
tratamiento con PGE2 logré aumentar significativamente los niveles de autofagia medidos tanto
por citometria de flujo como por inmunofluorescencia (Figura 34D-F), reforzando el rol promotor

de este mediador lipidico en la autofagia en estas células.
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ESTUDIO DE LA PARTICIPACION DE SLAMF1 COMO REGULAI
DEL PROCESO DE AUTOFAGIA EN NEUTROFILOS DURANTE L
HUMANA.

De esta manera, nuestros resultados amplian el conocimiento sobre la capacidad
supresora de la PGE2 durante la respuesta inmune a M. tuberculosis, la cual tiene un impacto
directo sobre la patologia y la contencion de la enfermedad. En particular, la inflamacion
exacerbada puede perjudicar la conformacion de la estructura del granuloma, promover el dafio
tisular y aumentar la carga bacteriana, contribuyendo a la patogénesis de la TB. Dentro de ese
fino balance al que es preciso arribar para combatir la infeccién activa por M. tuberculosis, los
neutréfilos constituyen una poblacion celular clave tanto en la conformacion del granuloma y la
interaccidn con otras células del sistema inmune, como en la produccion de distintos mediadores
inflamatorios y metaloproteinasas involucradas en el dafio tisular del pulmén. Sin embargo, los
neutrofilos provenientes de pacientes con TB y sus bases celulares han sido poco estudiados.

Con el objetivo de profundizar el estudio del rol de los neutréfilos durante la infecciéon
tuberculosa humana, en primer lugar analizamos su frecuencia en sangre periférica de pacientes
con TB activa de acuerdo a la clasificacién inmunoldgica previamente establecida en nuestro
laboratorio. Si bien demostramos previamente que las dos poblaciones de pacientes con TB, TB
AR y TB BR, difieren en sus respuestas adaptativas a Mth-Ag,*?* no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas respecto al numero de neutrofilos circulantes (Figura 35A). Sin
embargo, se hallé un mayor niamero de neutréfilos en sangre en pacientes con lesiones
radioldgicas severas (enfermedad bilateral y afectaciones masivas con multiples cavidades) con
respecto a pacientes con lesiones moderadas o leves (Figura 35B). Asimismo, se observo un
marcado aumento en el recuento de neutréfilos de pacientes con baciloscopia positiva (Figura
35C) y una correlacién positiva entre la cantidad de estas células y el tiempo de evolucién de
enfermedad (Figura 35D). Todas estas observaciones sugieren que el nimero de neutréfilos en
pacientes con TB esta estrechamente relacionado con la severidad de la enfermedad, en
concordancia con reportes anteriores del rol perjudicial de un nimero elevado de estas células
en la patogénesis de la enfermedad pulmonar.?> Mas aln, observamos que los pacientes con
TB en etapas avanzadas del tratamiento anti-tuberculoso presentan menor cantidad de
neutréfilos que aquellos que no lo han comenzado o durante la primera semana del mismo (datos

no mostrados).
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Figura 35. Recuento de neutréfilos en sangre proveniente de pacientes con TB reclutados en el
Hospital Mufiiz, Buenos Aires. Cada punto representa el nimero de neutréfilos/mm? para cada individuo
analizado de acuerdo a (A) una clasificacion inmunolégica basada en las respuestas linfociticas in vitro
frente a Mth-Ag (TB AR, Altos Respondedores y TB BR, Bajos Respondedores), severidad de la
enfermedad basada en (B) las lesiones radioldgicas y (C) presencia de bacilos acido-alcohol resistentes
(tincién de Ziehl-Neelsen), y (D) tiempo de evolucion de la enfermedad (meses con sintomas clinicos
previos a la admision en el hospital) de pacientes con TB provenientes del Hospital Mufiiz (C.A. Buenos
Aires, n=156). Las diferencias estadisticas fueron calculadas usando el test no paramétrico Mann-Whitney
para muestras no pareadas (n.s., diferencias no significativas). * p <0,05; ** p <0,01; ANOVA de un factor
y test de comparacion multiple post hoc Dunnett’s; el factor de correlacion (r) y su p valor fue calculado por
el test de correlacién no paramétrico Spearman.

SLAMF1 se expresa en neutrofilos de dadores sanos y pacientes con TB

Por otro lado, SLAMF1 es una proteina transmembrana principalmente conocida como
molécula coestimulatoria en linfocitos T, que promueve la proliferacion de células T y la
produccion de IFNy. Ademas de estar involucrada en interacciones de linfocitos T/B con células
presentadoras de antigenos, recientemente se ha demostrado que SLAMF1 participa como

sensor microbiano de bacterias Gram positivas, reconociendo componentes de las mismas y
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regulando la maduraciéon fagosomal y la produccién de especies reactivas del oxigeno.'% Su
presencia ha sido demostrada en células mieloides (macr6fagos y monocitos) y células madre en
distintas etapas de diferenciacion, y especialmente estudiada en linfocitos T y B. Sin embargo,
hasta el momento no se habia determinado su expresion en neutréfilos humanos, y en particular
en el contexto de la infeccion con M. tuberculosis. Por esta razon, evaluamos la expresion de
SLAMF1 en neutrdfilos provenientes de dadores sanos y pacientes con TB.

Para ello, se obtuvieron muestras de sangre periférica de ambos grupos de individuos en
estudio y se aislaron los neutréfilos mediante centrifugacion en gradiente de Ficoll-Hypaque,
sedimentacién con Dextran 6% y finalmente lisis hipoténica de los eritrocitos contaminantes. Asi,
en este trabajo detectamos la presencia de SLAMF1 en neutrofilos de DS y pacientes con TB en
condiciones basales luego de 2 horas de cultivo (Figura 36A). Mas aun, el analisis por
microscopia confocal revelé un incremento significativo en los niveles de SLAMF1 en la
membrana de los neutréfilos y una acumulacion localizada de la sefial a nivel intracelular luego
de 2 horas de estimulacion con Mtb-Ag (Figura 36A). Ademas, se corroboré por citometria de
flujo que el desafio antigénico aumenté significativamente la intensidad de fluorescencia media
(Figura 36B, C, D) y el porcentaje de neutrofilos SLAMF1* en superficie, en forma sostenida en
el tiempo, hasta las 16 horas (Figura 36B). Curiosamente, tras la estimulacion durante 2 horas
con Mtb-Ag, los DS mostraron mayores porcentajes de neutréfilos SLAMF1* en comparacion con
los pacientes con TB (Figura 36C). De esta manera, estos hallazgos demuestran por primera vez
gue SLAMF1 es expresado en neutréfilos humanos durante la infeccion tuberculosa, y que la
exposicion de estas células a antigenos micobacterianos resulta, por mecanismos adn no

dilucidados, en un aumento en la expresion superficial de esta molécula.
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Figura 36. Expresién de SLAMF1 en neutréfilos de DS y pacientes con TB. Neutrdfilos provenientes
de dadores sanos (DS, n=10) y pacientes con TB (n=12) fueron estimulados con Mtb-Ag (10 pug/ml) durante
diferentes tiempos y la expresion de SLAMF1 fue determinada por (A) microscopia de fluorescenciay (B,
C, D) citometria de flujo (sin permeabilizar). (A) Se muestran imagenes representativas de un experimento.
Las barras de escala representan 5um. (B) Cinética de expresién en membrana de SLAMF1 medida por
citometria de flujo. Cada punto representa la media del porcentaje de neutréfilos SLAMF1*+ error estandar
de lamedia a0, 2, 4 o 16 hs luego de la estimulacién con Mth-Ag. (C) Expresion de SLAMF1 en neutréfilos
provenientes de DS o pacientes con TB determinada por citometria de flujo. Las barras representan el
porcentaje de neutréfilos SLAMF1*+ error estandar de la media. (D) Se muestra un histograma
representativo de la citometria de flujo. Las diferencias estadisticas fueron calculadas usando el test
Wilcoxon signed rank para muestras pareadas. .* p <0,05, ** p <0,01. # p <0,05 test Mann-Whitney para
muestras no pareadas.

La activacién de SLAMF1 induce la autofagia en neutréfilos de pacientes con TB

Recientemente, Bologna y colaboradores reportaron que la expresiéon de SLAMF1 se
encuentra disminuida en pacientes con leucemia linfocitica crénica caracterizados por una menor
sobrevida, y que esta molécula regula el flujo autofagico en estas células B, contribuyendo a la
efectividad de las quimioterapias basadas en la induccion de la autofagia.'®® Ademas,

anteriormente se habia descripto la interaccion de SLAMF1 con VPS34 y beclinl, dos proteinas
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involucradas en el inicio del proceso autofagico.'®® Por ello, a continuaciéon evaluamos el rol de
SLAMF1 durante el proceso autofagico en neutrofilos de dadores sanos y pacientes con TB.

En primer lugar, observamos que la estimulacion con Mtb-Ag incremento la localizacion
puntuada de LC3 en el citoplasma (Figura 37A), y aumenté significativamente el porcentaje de
neutréfilos LC3A,B-II" de DS y pacientes con TB mediante citometria de flujo (Figura 37B),
denotando la presencia de mas autofagosomas por el reconocimiento de antigenos
micobacterianos. De manera interesante, se detectaron mayores niveles de autofagia en los

neutréfilos de DS en comparacion con las células provenientes de pacientes con TB (Figura 37B).
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Figura 37. Modulacion de la autofagia en neutréfilos de DSy pacientes con TB estimulados con Mtb-
Ag. Neutréfilos provenientes de dadores sanos (n=8) y pacientes con TB (n=10) fueron estimulados con
Mtb-Ag (10 pug/ml) durante 2 hs y los niveles de autofagia fueron determinados por (A) inmunofluorescencia
contra LC3A, B y (B) marcacion intracitoplasmatica indirecta de LC3B resistente a saponina seguida de
analisis por citometria de flujo. (A) Se muestran imagenes representativas de un experimento. Las barras
de escala representan 5um. (B) Cada barra representa la media del porcentaje de neutréfilos LC3A,B-11*+
error estandar de la media a 2 hs luego de la estimulacion con Mtbh-Ag. Las diferencias estadisticas fueron
calculadas usando el test Wilcoxon signed rank para muestras pareadas. .* p <0,05, ** p <0,01. # p <0,05
test Mann-Whitney para muestras no pareadas.

A continuacién, se analizé la modulacion de la autofagia mediada por la activacién de
SLAMF1. Los neutrdfilos aislados fueron estimulados con Mtb-Ag y, al mismo tiempo, cultivados
en presencia o ausencia de un anticuerpo agonista anti-SLAMF1. Como se puede apreciar en la

Figura 38A, la activacion de SLAMF1 en neutréfilos estimulados con los antigenos incrementé
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significativamente la agregacion de LC3B enddgeno (Figura 38A). Adicionalmente, estos
resultados fueron corroborados por citometria de flujo, donde se constatd que la activacion con
el anticuerpo anti-SLAMF1 aument6 el porcentaje de neutréfilos LC3A,B-II* (Figura 38B).
Notablemente, el tratamiento de neutréfilos provenientes de pacientes con TB con anti-SLAMF1
en ausencia de Mth-Ag no produjo efecto en los niveles de autofagia (Figura 38C).
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Figura 38. Participaciéon de SLAMF1 en la modulaciéon de la autofagia en neutréfilos de pacientes
con TB estimulados con Mth-Ag. Neutréfilos provenientes de pacientes con TB (n=15) fueron
estimulados o no con Mtb-Ag (10 pg/ml) y tratados con un anticuerpo agonista anti-SLAMF1 (aSLAMF1)
durante 2 hs. Luego, los niveles de autofagia fueron evaluados por (A) inmunofluorescencia contra LC3B
en neutrdfilos y (B, C) citometria de flujo mediante una marcacion intracitoplasmaética indirecta de LC3 A,B-
Il resistente a saponina. (A) A la izquierda se muestran imagenes representativas de un experimento. Las
barras de escala representan 5um. A la derecha, cada barra representa la media de focos localizados de
LC3 por célula + SEM (B, C) Cada barra representa la media del porcentaje de neutréfilos LC3 A,B -II* +
error estandar de la media. Las diferencias estadisticas fueron calculadas usando ANOVA de un factor y
test de comparacion maltiple post hoc Dunnett. n.s. no significativa, ** p <0,01, *** p <0,001, **** p <0,0001.
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Considerando la caracteristica dindmica de la autofagia, como se mencioné
anteriormente, y que una proporcion del LC3 anclado a la membrana del autofagosoma es
degradado cuando arriba al lisosoma, a continuacion se investigo el flujo autofagico en neutrofilos
estimulados con Mtb-Ag y tratados o no con aSLAMF1 en presencia o ausencia de Baf A1. Asi,
en neutréfilos estimulados, observamos que la activacion de SLAMF1 incrementd
significativamente la cantidad de focos localizados de LC3B en neutréfilos provenientes de
pacientes con TB y DS cuando la Baf Al estaba presente en el cultivo, en comparaciéon con
aquellas células sin tratar con el anticuerpo agonista o sin incubar con Baf A1 (Figura 39A). Este
resultado demuestra que la activacion de SLAMF1 induce la formacién de autofagosomas y un

flujo autofagico funcional.
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Figura 39. Modulacion del flujo autofagico por SLAMF1 en neutréfilos estimulados con Mth-Ag e
interaccion con vesiculas LC3*. (A) Neutrdfilos provenientes de dadores sanos y pacientes con TB (n=8)
fueron estimulados con Mtb-Ag (10 pg/ml) y tratados con un anticuerpo agonista anti-SLAMF1 (aSLAMF1)
durante 2 hs. Se agreg6 Bafilomicina Al (Baf Al, 1 pg/ml) durante la dltima hora de cultivo. Luego, los
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niveles de autofagia fueron evaluados por citometria de flujo mediante inmunofluorescencia contra LC3B
en neutrdfilos y andlisis por microscopia confocal. Cada barra representa la media de la cantidad de focos
localizados de LC3B por célula + error estandar de la media. Las diferencias estadisticas fueron calculadas
usando ANOVA de un factor y test de comparacion mdultiple post hoc Tukey. * p <0,05 ** p <0,01. (B)
Correlacion entre el porcentaje de neutréfilos SLAMF1+ y el porcentaje de neutrdfilos LC3A, B-lI* evaluado
por citometria de flujo. El factor de correlacion (r) y el p valor fueron calculados usando la prueba no
paramétrica de correlacion Spearman. (C) Distribucion de la fluorescencia de SLAMF1 y LC3B en
neutréfilos estimulados con con Mtb-Ag (10 pg/ml). Los neutrdéfilos fueron fijados luego de 1 hora de
estimulacién antigénica. Luego las células fueron permeabilizadas y marcadas usando anticuerpos
especificos anti-SLAMF1 (rojo) y anti-LC3B (verde). Las imagenes fueron adquiridas con un microscopio
confocal. Se muestran imagenes representativas de uno de cinco pacientes con TB.

Mas aun, encontramos una correlacion positiva entre el porcentaje de neutréfilos
SLAMF1*y células LC3A, B-II* (Figura 39B), reforzando aiin mas el potencial papel de SLAMF1
durante la autofagia de neutréfilos en pacientes con TB. Ademas, mediante el analisis por
microscopia confocal, se observd una colocalizacion entre LC3B y SLAMF1 en neutrofilos
estimulados con Mtb-Ag (Figura 39C). Estos hallazgos sugieren que, tras la activacion del
neutrofilo, SLAMF1 desencadena el flujo autofagico y, en parte, se localizaria en vesiculas LC3*

una vez que se induce la formacién de autofagosoma.

Finalmente, se ha reportado que la acumulacién de ERO juega un rol importante en la
estimulacion de la autofagia en diferentes condiciones,?”® y que SLAMF1 regula la actividad de la
NADPH oxidasa. De esta forma, teniendo en cuenta los resultados descriptos, a continuaciéon se
investigaron los niveles intracelulares de ERO Iluego de la activacibon de SLAMF1.
Especificamente, utilizando la sonda diacetato de 5,6-clorometil-2,7-diclorohidrofluoresceina
(CM-H.DCFDA) se analizaron mediante citometria de flujo los niveles de ERO. CM-H.DCFDA es
un indicador del estrés oxidativo ampliamente utilizado®® que se vuelve fluorescente tras la
oxidacion por H2O- u otros radicales libres. Como se puede observar en la Figura 40A (ambos
paneles), la sefializacion a través de SLAMF1 incrementé significativamente la cantidad de ERO
a nivel intracelular. Esta acumulacion alcanzé su pico maximo a los 60 minutos luego del estimulo

con el anticuerpo agonista en comparacion con tiempos de 30 y 90 minutos (datos no mostrados).
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Figura 40. SLAMF1 participa en la modulacién de la autofagia en neutréfilos en parte mediante la
generacion de especies reactivas del oxigeno. (A) Neutréfilos provenientes de DS fueron incubados
con diacetato de 2,7’-diclorofluoresceina (H:DCFDA, 50 pM) durante 15 minutos y luego fueron
estimulados con Mtb-Ag (10 pg/ml) £ un anticuerpo agonista de SLAMF1 (aSLAMF1, 10 pug/ml) durante 60
minutos. Finalmente, la fluorescencia de la 2’,7’-diclorofluoresceina oxidada fue evaluada por citometria de
flujo para monitorear la produccion de ERO. Cada barra representa la intensidad de fluorescencia media
de dicha sonda * error estandar de la media. En el panel derecho se muestra un histograma representativo
de la citometria de flujo. (B) Neutréfilos provenientes de DS fueron estimulados con Mtb-Ag (10 pug/ml) £
un anticuerpo agonista anti-SLAMF1 (aSLAMF1) y tratados o no con difenil enedionio (DPI), un inhibidor
de la NADPH oxidasa, durante 2 hs. Finalmente, los niveles de autofagia en los neutréfilos fueron evaluados
por marcacién intracitoplasmatica indirecta de LC3-11A, B resistente a saponina y analisis por citometria de
flujo. Las barras representas los valores medios del porcentaje de neutréfilos LC3A, B-II* £ error estandar
de la media. Las diferencias estadisticas fueron calculadas usando ANOVA de un factor y test de
comparacién multiple post hoc Dunnett (n=7). * p <0,05 ** p <0,01.

Adicionalmente, con el objetivo de evaluar si la generacién de estas especies es
parte del mecanismo de promocion de la autofagia por SLAMF1 que anteriormente observamos,
se utilizé difenil enedionio (DPI, por sus siglas en inglés), un inhibidor de la NADPH oxidasa. Los
neutréfilos estimulados con Mtb-Ag + anti-SLAMF1 fueron tratados o no con DPI durante dos
horas, y finalmente se evalud el porcentaje de neutréfilos LC3A,B-II" por citometria de flujo. Asi,
se verifico que el tratamiento con DPI disminuyd significativamente los niveles de autofagia
inducida por la activacién de SLAMF1 (Figura 40B). Notoriamente, la inhibicién de la generacion
de ERO no afect6 la induccién de la autofagia por la estimulacion con Mtb-Ag, sugiriendo que la

misma estaria siendo promovida por otra via.
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En conjunto, en este trabajo mostramos por primera vez que SLAMF1 se expresa
en neutrofilos humanos y analizamos el papel de esta molécula como regulador del proceso de
autofagia, al menos en parte dependiente de la generacion de ERO, durante la TB activa.
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Se ha demostrado que la autofagia esta involucrada en la defensa del hospedador,
sobrevida o muerte celular, asi como en la inmunidad innata y adaptativa.?’* Al respecto, estudios
recientes han revelado un potencial rol para este proceso en el desarrollo de vacunas contra la
TB, a través de un aumento de la activacién inmunoldgica.?”® Mas aln, se ha propuesto que las
vacunas que efectivamente inducen autofagia serian mas efectivas para prevenir la adquisicion
o reactivacion de la TB latente.?*® Asimismo, se demostrd que los antibiticos anti-TB activan
positivamente la autofagia en ratones,?® indicando una via probable para mejorar la quimioterapia
contra M. tuberculosis. Asi, ya sea como una potencial vacuna exitosa o como inmunoterapia
complementaria, es claro que se necesitan esfuerzos para dilucidar los mecanismos basicos de
la autofagia en la inmunidad contra micobacterias, lo cual permitird lograr beneficios protectivos
y terapéuticos en la TB humana.?’®

La llamada region gendmica de diferenciacion 1 (RD1) de M. tuberculosis es requerida
para la virulencia completa de la bacteria y la pérdida de RD1 contribuye a la atenuacion de
Mycobacterium bovis BCG.% La RD1 codifica dos factores de virulencia bien conocidos, ESAT-6
y CFP-10, y el sistema de secrecion ESX-1. EI ESX-1 participa en la ruptura del compartimiento
fagosomal permitiendo a las bacterias acceder al citosol y afectar las interacciones hospedador-
patdgeno.?®®%® Asi, considerando la importancia de la region RD1 en la inmunopatologia de la TB,
realizamos estudios infectando células de pacientes TB AR y BR con la cepa patogénica
MtbH37Rv y con la cepa ho patogénica MtbARD1. Nuestros resultados mostraron que MtbARD1
incremento significativamente los niveles de focos de LC3 en presencia de Baf Al, de manera
similar a lo que observamos luego de estimular con Mtb-Ag.??®> Sin embargo, la infeccion de
monocitos con la cepa MtbH37Rv en presencia de Baf A1 no modificd la cantidad de focos de
LC3/célula comparado con células cultivadas en ausencia de Baf Al, indicando que esta cepa
bloquea la via autofagica (Figura 18). Estos hallazgos coinciden con reportes de Romagnolli y
colaboradores donde los autores demostraron en células dendriticas primarias humanas que
MtbH37Rv impide la autofagia a nivel de la fusidbn autofagosoma-lisosoma, mientras que ni la
cepa MtbH37Ra ni BCG obstruyen la maduracion del autofagosoma.?*° Ha sido propuesto que la
cepa viva atenuada MtbARD1 deberia ser considerada como un candidato a vacuna humana
para proteccion contra la TB.?”” Nuestros hallazgos estan en linea con dichas consideraciones,
dado que la cepa MtbARD1 incrementa los niveles de autofagia en monocitos de pacientes con
TB.

Cabe destacar que durante este trabajo se perfeccioné la medicion de la autofagia por
citometria de flujo en fagocitos de pacientes con TB. Este método cuantitativo es simple de aplicar

y permite un analisis rapido y simultaneo de multiples parametros. Esto es especialmente Util para
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el estudio de mezclas complejas de tipos celulares, por ejemplo, en el analisis de células inmunes,
donde se puede requerir la discriminacion del estado autofagico de cada tipo de célula o incluso
subpoblaciones celulares.

Modulacion de la autofagia por IFde IL-17A en monocitos durante la TB humana

Considerando que diferentes estudios han demostrado la funcion de algunas citoquinas
en la activacién/inhibicion de la autofagia?'®>26°27827 y que ciertas citoquinas son cruciales en la
defensa del hospedador contra M. tuberculosis, en este trabajo investigamos el efecto del IFNgy
de laIL-17A en la modulacion de la autofagia en monocitos infectados de pacientes con TB activa.

Previamente habiamos demostrado que la autofagia en monocitos estimulados con
antigenos de M. tuberculosis estéa influenciada y regulada por las respuestas de citoquinas Thl
contra el patdgeno, denotando la importancia de la inmunidad celular del hospedador en TB.?23
Ha sido reportado que el IFNgincrementa el control autofagico de M. tuberculosis, mientras que
las citoquinas Th2, IL-4 e IL-13 inhiben dichos efectos.?!® En el presente trabajo, profundizamos
el andlisis del rol del IFNg sobre la autofagia durante la infeccion de monocitos humanos con
cepas de M. tuberculosis. Observamos que en pacientes con TB AR y BR, el IFNg aument6
significativamente los niveles de autofagia en monocitos infectados tanto con la cepa patogénica
como con la cepa no patogénica de M. tuberculosis (Figura 20). Ademas de la actividad ya
establecida del IFNg sobre la autofagia en modelos animales,?15213280.281 previamente se
demostré que la adicion de IFNg recombinante sélo incrementaba los niveles de LC3-IIB en
monocitos humanos.'*3*Sin embargo, es importante destacar que los mencionados estudios
utilizaban 10 ng/ml de rIFNg, mientras que en nuestros estudios utilizamos una concentracion
considerablemente menor de la citoquina (1,8 ng/ml). Asi, esta citoquina critica modula
positivamente la respuesta autofagica, afectando la sobrevida de la micobacteria en pacientes
con TB, mas alla del estado inmune del hospedador.

Previamente reportamos que M. tuberculosis induce la produccion de IFNg por parte de
células T humanas en correlacion con la fosforilacion de MAPKs, ERK y p38. De hecho, los
pacientes con TB cuyos linfocitos T secretan minimas cantidades de IFNg contra Mth-Ag
(pacientes TB BR) muestran una activacion disminuida de ERK y p38 MAPK.?82 Dado que luego
de la estimulacion con Mtb-Ag detectamos una correlacién positiva entre la produccion de IFNg
y los niveles de LC3B-II/LC3B-I,%2® a continuacién investigamos la fosforilacion de p38 en

monocitos de pacientes con TB estimulados con Mtb-Ag. Observamos que p38 es activada por
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efecto del antigeno en pacientes TB AR (Figura 22). Mas aun, el tratamiento con IFNgexdgeno
incremento la fosforilacion de p38 tanto en pacientes TB AR como BR, si bien se observaron
niveles marcadamente mayores de fosforilacion de esta MAPK en pacientes TB AR. Estos datos
se encuentran en estrecha relacién con los niveles de autofagia que detectamos en pacientes
con enfermedad activa luego de la estimulacién con Mtb-Ag (Figura 19 y ?%). Ha sido reportado
gue tanto PI3K como la MAPK p38 son requeridas para que el IFNginduzca la activacion de la
autofagia en macréfagos de manera independiente de Irgm-1.22428% M&s auln, la autofagia
mediada por IFNg a través de la MAPK p38, contribuye a la habilidad de los macréfagos para
matar a bacterias intracelulares.?®®* Consecuentemente, dado que la autofagia participa en las
defensa contra M. tuberculosis en asociacion con el IFNg especifico secretado contra el
patdégeno,? los hallazgos actuales extienden los resultados publicados sobre la participacion de
la via de sefalizacion de p38 en este mecanismo.

Ademas de los efectos opuestos de las citoquinas Thl y Th2 sobre la modulacion de la
autofagia, hay otras citoquinas que participan en la regulacion de este proceso. En particular, el
gen de M. tuberculosis de sobrevida intracelular aumentada (eis) inhibe la autofagia de
macréfagos THP-1 tratados con PMA a través de la IL-10.2"® Mas auln, se encontré que la IL-18
contribuye a erradicar a M. tuberculosis de los macrofagos de manera dependiente de la
autofagia.?® Sin embargo, en nuestro conocimiento, hasta el momento el rol de la IL-17 sobre el
proceso de autofagia contra M. tuberculosis no habia sido investigado en monocitos de pacientes
con TB activa. Inicialmente estudiamos el efecto de IL-17A sobre la modulacion del porcentaje de
células CD14*LC3A,B-II" estimuladas con Mth-Ag. En forma similar a nuestros resultados con
IFNg, la adiciébn de IL-17A exdgena incrementd significativamente el nimero de células
CD14*LC3A,B-II" en DS y pacientes TB AR. Curiosamente, en pacientes TB BR, la IL-17A no
tuvo efecto sobre la autofagia. Mas aln, cuando infectamos CMSP de DS o pacientes con TB
con las cepas MtbH37Rv o MtbARD1, observamos las mismas respuestas diferenciales entre DS
y TB AR, y pacientes TB BR (Figura 23).

La IL-17A es considerada una importante citoquina que participa en la respuesta inmune
del huésped contra la infeccién producida por M. tuberculosis. De hecho, los linfocitos productores
de IL-17 constituyen una proporcién significativa de células activadas por M. tuberculosis en las
CMSP de reactores sanos a la tuberculina.'*® Aunque la IL-17A es rapidamente inducida por las
células T @ durante lainfeccion,!'! la secrecion de IL-17A por linfocitos T CD4* es requerida para
eliminar la infeccion primaria y para el establecimiento de una respuesta de memoria

efectiva. 284285286287 Ademds, se demostrd que esta citoquina posee un rol crucial en la formacion

Joaquin Miguel Pellegrini 126



DISCUSION

del granuloma?® y media la inducciéon de CXCL13.?%” También fue reportado que se requiere la
induccién de respuesta inmunes Thl y Th17 para lograr protecciéon contra M. tuberculosis.?®

Por otro lado, previamente demostramos que las CMSP de pacientes con TB estimuladas
con Mtb-Ag secretan menores niveles de IFNgy mayores cantidades de IL-17A en comparacion
a DS.1%® Asimismo, mostramos que la adicién de IL-17A recombinante inhibe la produccion de
IFNg contra Mtb-Ag por CMSP.*® También demostramos que los linfocitos CD4*IFNg'IL-17A* son
la principal fuente de IL-17A producida por CMSP de pacientes con TB en directa correlacion con
la severidad de la enfermedad.'? Si bien nuestros hallazgos previos sefialaron que cuando los
niveles de IL-17A estan elevados y sostenidos en el tiempo, esta citoquina podria ser dafiina para
el huésped, generando dafio de tejido y niveles reducidos de IFNg, nuestros datos actuales sobre
el rol de IL-17A en la TB activa nos conducen a hipotetizar un rol dual para esta citoquina, donde
se requeririan niveles moderados de IL-17A en etapas tempranas de la infeccién por M.
tuberculosis para inducir autofagia, reclutamiento de neutrdéfilos y células secretoras de IFNg a
fin de activar macrofagos y eliminar el patégeno.?8+285286 Esto podria explicar parcialmente por
gué en pacientes con débil respuesta inmune a M. tuberculosis, y condiciones clinicas e
inmunoldgicas pobres, la IL-17A se encuentra elevada'?® pero es incapaz de activar la autofagia.

Nuestros datos son consistentes con observaciones previas que demuestran que la IL-
17A estimula la autofagia en linfocitos B%>* y que tanto la IL-17A como la IL-17F promueven la
autofagia en macréfagos murinos RAW 264.7.2% Otros estudios hallaron que la IL-17 inhibe la
autofagia en células epiteliales de pulmén?® y en carcinoma hepatocelular,?®’ reforzando el
concepto que el rol de la IL-17 sobre la autofagia es dependiente del tipo y contexto celular.
Nuestro trabajo ha ampliado el conocimiento sobre el efecto de la IL-17 sobre la respuesta inmune
de pacientes con TB, enfatizando la actividad inductora de la IL-17A sobre la autofagia en
monocitos humanos infectados con M. tuberculosis.

Por otro lado, es importante sefialar que observamos un aumento significativo en el
numero de focos de LC3 por célula luego de la adicion de citoquinas a monocitos infectados ya
sea con la cepa MtbH37Rv o la cepa MtbARD1. Por lo tanto, la pérdida del Sistema proteico de
secrecion ESX-1 debido a la delecién del locus de RD127" no afectd la autofagia inducida por IFNg
0 IL-17. Ademas, la cepa viva atenuada MtbARD1 propuesta como candidato a vacuna,?’” induce
autofagia en monocitos de pacientes con TB sin interferir con el rol activador de IFNg e IL-17
sobre el proceso autofagico.

Previamente demostramos que las CMSP de pacientes con TB estimuladas con Mtb-Ag
expresan niveles significativamente menores del Receptor 1 de IFNg, comparado con DS.?%

Considerando nuestros resultados sobre la falta de efecto de IL-17A sobre el proceso de autofagia
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en pacientes TB BR, nos preguntamos si esto podria estar relacionado con diferencias en la
expresion del receptor de IL-17 en células de los dos grupos de pacientes con enfermedad activa.
Fue reportado que los ratones IL-17RA son deficientes en el control prolongado de la infeccién
por M. tuberculosis, demostrado por una carga bacteriana aumentada en pulmén y un menor
tiempo de sobrevida.'®* Asimismo, se sabe que la sefializacion intracelular inducida por IL-17A
correlaciona fuertemente con la expresion en superficie de IL-17RA 'y, en contraste con la mayoria
de los receptores de citoquinas, se requieren altos niveles de IL-17RA para lograr respuestas
efectivas. Por ello, hipotetizamos que una disminucién en los niveles del receptor de IL-17 en
pacientes TB BR, podria ser la causa de la incapacidad de estos individuos para responder a esta
citoquina. Sin embargo, observamos una proporcién similar de células CD14* IL-17RA* en ambos
grupos, y es importante destacar que detectamos una alta expresion en superficie (observada
por intensidad de fluorescencia media) de cada célula, indicando que los niveles del receptor de
IL-17 no estaban relacionados con la falta de efecto de la IL-17A sobre células adherentes de
pacientes TB BR. Ademas, estos resultados demostraron por primera vez que los monocitos de
pacientes con TB activa expresan IL-17RA (Figura 25).

El rol de ERK sobre el proceso de autofagia ha sido descripto anteriormente.?®* Ademas,
previamente se reporté que la IL-17 inducida por BCG dispara la cascada de sefializacion de ERK
conduciendo a la fosforilacién de esta MAPK.%%° En el presente trabajo, investigamos por primera
vez, la influencia de esta via de sefializacion inducida por IL-17A sobre el proceso de autofagia
de células adherentes de pacientes con TB. Observamos que, en pacientes TB AR, la
fosforilacion de ERK se incrementaba por efecto de la IL-17A, mientras que no se detectaron
diferencias en la fosforilacién de la MAPK en pacientes TB BR (Figura 25). Asimismo, la adicion
de un inhibidor de ERK a cultivos de células estimuladas con antigeno sonicado de M.
tuberculosis en presencia de IL-17A mostr6 menor porcentaje de células CD14*LC3A,B-II
comparado con controles (Figura 25). Nuestros resultados claramente indicaron que la
sefalizacién a través de ERK se encontraba impedida en presencia del inhibidor, confirmando
gue esta MAPK participa en la funcion de IL-17A sobre la modulacién positiva de la autofagia en
pacientes TB AR.

La induccion de autofagia supera la inhibicion de la fusion fagosoma-lisosoma ocasionada
por M. tuberculosis,??52% promoviendo la maduracion y acidificacion de los compartimientos
conteniendo a las micobacterias?'®*?*® y la incorporaciéon de diferentes componentes con
propiedades anti-micobacterianas incrementadas.13322822° En vista de nuestros resultados
mostrando que el IFNg y la IL-17A promueven el proceso de autofagia en pacientes TB AR,

seguidamente investigamos la importancia bioldgica de este hallazgo. Asi, observamos que
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ambas citoquinas incrementaban significativamente la actividad bactericida de monocitos de
pacientes TB AR. M&s aun, cuando bloqueamos el proceso autofagico con 3-MA, pudimos
confirmar que el rol de las citoquinas sobre la viabilidad de M. tuberculosis se relacionaba
principalmente con el proceso de autofagia, ya que el efecto de IFNg e IL-17A no se observé
luego de la inhibicion de la autofagia (Figura 26). En relacién, en macréfagos RAW 264.7, se
habia observado una elevacion en la actividad bactericida contra Listeria monocytogenes y
Salmonella typhimurium intravacuolar luego de tratamiento por 4 horas con IFNg, indicando una
actividad bactericida directa mediada por IFNg De esta manera, la autofagia podria contribuir a
la actividad bactericida en etapas tempranas de le estimulacién con IFNg.?® Mas aln, nuestros
datos coinciden con amplia evidencia que demuestra que la autofagia inducida por IFNgtiene un
rol protectivo durante la infeccion por M. tuberculosis.?**?8* Por otro lado, Orosz et al., han
demostrado que las citoquinas IL-17A e IL-17F inducen autofagia en macrofagos murinos,
contribuyendo a la eliminacién de Mycobacterium terrae.?*® Tanto IL-17A como IL-17F disparan
la inflamacion e incrementan las respuestas inmunes mediante activacion de células inmunes y
no inmunes.?*® De todas maneras, los efectos de los miembros de la familia de IL-17 sobre la
autofagia no habian sido investigados hasta el momento en monocitos/macréfagos humanos. Es
de importancia resaltar que nosotros observamos una actividad antibacteriana disparada por IL-
17A dependiente de la autofagia, en contraste con la leve disminucién en la sobrevida de M.

terrae detectada en macréfagos murinos.?%
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Figura 41. Esquema resumido del rol del IFNgy la IL-17A sobre la autofagia en monocitos de

pacientes con TB. Los datos aqui presentados sugieren que tanto el IFNgcomo la IL-17A son capaces de
inducir el flujo autofagico en monocitos infectados con M. tuberculosis de pacientes con fuerte respuesta
inmune frente a antigenos micobacterianos (TB AR), mediante la activacion de las MAPK p38 y ERK1/2
respectivamente, propiciando la eliminacion de las micobacterias por la via autofagica. Este mismo

fendmeno se observo por el tratamiento con IFNg exdgeno en células de pacientes con débil respuesta
inmune frente Mtb-Ag (TB BR). Sin embargo, al menos por un defecto en la via de sefializacion de ERK1/2,
la IL-17A no activa la autofagia en monocitos infectados de pacientes TB BR, lo cual podria estar asociado
con la débil respuesta inmunoldgica y la severidad de la enfermedad de estos pacientes.

En resumen, en el presente trabajo demostramos que el IFNg y la IL-17A activan la
autofagia en monocitos de pacientes con enfermedad activa, contribuyendo a la eliminacién del
patégeno y promoviendo las defensas inmunes anti-micobacterianas a pesar de la habilidad de
la bacteria para evadir las defensas inmunes. Hasta el momento, no habia sido descripta la
funcién de IL-17 sobre la autofagia en pacientes con TB. En la Figura 41 se resume
esquematicamente los mecanismos hallados en este trabajo de tesis respecto al efecto del IFNg
y la IL-17A sobre la autofagia. Es importante destacar que, anteriormente, clasificamos dos
grupos de pacientes con TB en base las respuestas in vitro de sus células T a antigenos de M.
tuberculosis.'* En este trabajo, extendimos nuestros estudios sobre células T de pacientes TB
AR y BR a monocitos de estos individuos infectados con cepas de M. tuberculosis, y encontramos
gue los monocitos de pacientes TB BR eran incapaces de activar la autofagia por efecto de IL-

17A al menos en parte debido a un defecto en la via de sefializacién de la MAPK ERK.
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Rol de la Prostagladina E2 durante la respuesta inmune humana frente a

tuberculosis

Como se menciond anteriormente, en los ultimos tiempos se ha reportado que los
eicosanoides juegan un papel critico en la determinacion del resultado de la infeccion por M.
tuberculosis. Asi, la observacion de una aumentada susceptibilidad a la infeccion en ratones
deficientes en la PGE sintetasa o en el receptor de PGE2 demuestra que en este modelo la PGE2
media, de alguna manera, la resolucion de la enfermedad. Asi, se ha propuesto que la
manipulacién de PGE2 y/o 5-LO podria servir como una aproximacion para contrarrestar la
respuesta de IFN tipo | en pacientes con TB mas severa,'’’ y de esta manera constituir una terapia
dirigida al hospedador frente a M. tuberculosis.

Los estudios al respecto de la funcién de este mediador lipidico durante la infeccion
tuberculosa en humanos son limitados, por lo cual es necesaria una mayor comprension de los
mecanismos exactos que operan durante la inmunidad frente a M. tuberculosis, para una eventual
utilizacion como terapia. Al respecto, Mayer-Barber y colaboradores encontraron que los
pacientes con una proporcion menor de PGE2-a-LXA4 presentan mayor numero de bacilos en
esputo y la medicion combinada de estos lipidos marcadores reflejaria la severidad de la
enfermedad.'’” Por lo mencionado, en este trabajo de tesis nos propusimos analizar la funcion
de la PGE2 durante la respuesta inmune humana contra M. tuberculosis.

A patrtir del analisis de los plasmas de DS y pacientes con TB, se hallé que los pacientes
con TB exhiben concentraciones plasmaticas significativamente mayores de PGE2 comparado a
los DS (Figura 27). Este resultado es concordante con otros trabajos que reportaron una mayor
cantidad de PGE2 en fluido cerebroespinal de pacientes con TB meningea que en el mismo fluido
de individuos control.?®* A su vez, Mayer-Barber y colaboradores también observaron mayores
concentraciones de PGE2 en plasma de pacientes con TB de bajo grado de severidad en
comparacion con DSy, adicionalmente, extendieron este resultado teniendo en cuenta la relacion
con la produccién de otro eicosanoide, como LXA-4.17" Asi, seria importante tener en cuenta la
concentracion de éste y otros mediadores lipidicos para conocer mas en detalle el microambiente
molecular de los enfermos de TB, dado que existe regulaciéon de su produccion entre si.

Por otro lado, no es sorprendente encontrar concentraciones elevadas de PGE2 en
pacientes que estan cursando un estado inflamatorio propio de la infeccion. En el futuro seria
importante la medicién de la PGE2 en una cohorte mas amplia de pacientes con TB y con

diferentes manifestaciones de la enfermedad o grados de severidad. Ademas, observamos que
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una proporcién menor de los pacientes con TB bajo tratamiento con ibuprofeno para disminuir la
fiebre y los sintomas propios de la enfermedad presentaron una concentracion plasmatica de
PGE2 menor con respecto al resto de los pacientes con TB.

Dadas sus multiples funciones en diversos tipos celulares, y a lo largo de diferentes etapas
de la respuesta inmune, la PGE2 presenta la paradoja de ser un factor proinflamatorio con
actividad inmunosupresora. Si bien generalmente es reconocido como un mediador de la
inflamacion activa, promoviendo localmente la vasodilatacién, y la activacién de neutrdfilos,
macréfagos y mastocitos en las primeras etapas de la inflamacion,?%2%2%7 sy capacidad para
promover la induccién de IL-10 y para suprimir directamente la produccién de mdltiples citoquinas
proinflamatorias le permite limitar la inflamacion inespecifica, promoviendo la supresién inmune
asociada con inflamacion crénica y cancer.150:158

En este sentido, se encontr6 que el tratamiento con PGE2 es capaz de inhibir la
proliferacion de células de DS y pacientes con TB (Figura 28) luego del desafio con antigenos
de M. tuberculosis. De hecho, el tratamiento con indometacina, un inhibidor selectivo de COX-2,
aumenta la proliferacion de linfocitos de DS y pacientes con TB y lepra.?®® Llamativamente, Tonby
y colaboradores reportaron que el uso de este inhibidor disminuye la proliferacion y la secrecion
de algunas citoquinas en linfocitos de pacientes con TB estimulados con antigenos
micobacterianos. Sin embargo, estas observaciones podrian estar ligadas a los efectos directos

de la indometacina inhibiendo la activacion de la via intracelular de NF-kB.?%°

La activacion de las células T requiere la interaccion del TCR con el antigeno peptidico
presentado en el contexto del CMH sobre la superficie de la célula presentadora de antigenos
(CPA). Esta interaccién denominada cominmente como la “sefial 1” no solo es insuficiente para
la activacion celular, sino que puede llevar a la célula a la apoptosis 0 a un estado de anergia.3%
Para una 6ptima activacion, el linfocito T requiere de una segunda sefial la cual es provista por la
interaccion de moléculas coestimulatorias expresadas sobre la CPA, con sus ligandos especificos
localizados sobre las células T. Estas moléculas coestimulatorias pueden emitir sefiales positivas
0 negativas que activan o inhiben la funcion de la célula T.3°°2%! Por ello, también estudiamos la
expresion de distintos receptores en la membrana de linfocitos T y monocitos, relevantes para
una apropiada activacion T (Figura 29). Se observé que el tratamiento de CMSP durante 5 dias
con PGE2 disminuy6 significativamente la expresiéon de SLAMF1 y CD31 en linfocitos T CD4*
provenientes de DS y también de pacientes con TB. Al respecto, previamente demostramos que
la coestimulacion a través de SLAMF1 aumenta la expresion de IFNgen células de pacientes con

TB y demostramos que la expresion elevada de SLAMF1 correlaciona con la proliferaciéon de un
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fenotipo celular mas protectivo en TB.1?11° A su vez, CD31, también conocido como PECAM-1,
es una glicoproteina miembro de la superfamilia de inmunoglobulinas que se expresa tanto en
células endoteliales como leucocitos, y que se ha reportado que facilita la migracion
transendotelial de leucocitos.®? Sin embargo, nuestro laboratorio ha demostrado que la
interaccion entre las proteinas CD31 y SAP regula negativamente las vias que conducen a la
produccién de IFNgdurante la TB pulmonar activa. 1?1124

Por otro lado, también se verific6 una reduccion en la expresion de la molécula
coestimulatoria CD80, que se une a CD28 en los linfocitos, y de moléculas de CMH de clase | en
monocitos CD14" tratados con PGE2 (Figura 29). También se observé una tendencia a una
disminucion en la expresion de CMH de clase Il en células estimuladas y tratadas con PGE2 de
DS, pero sin significancia estadistica. Estos resultados demuestran que la exposicion a PGE2
durante la estimulacion con Mtb-Ag regula negativamente la expresiéon de diversas moléculas de
membrana involucradas en la activacion de linfocitos T. Al respecto, se ha demostrado que la
adicion de PGE2 reduce la expresion de otra molécula coestimulatoria, CD46, en células T
activadas®® y también inhibe la expresion de CD80, CD86 y del CMH de clase | tras la
estimulacion con LPS.3% Sin embargo, otros autores reportaron que este eicosanoide es capaz
de aumentar la maduracion de CD en otros modelos,**” denotando la importancia del contexto,
del tiempo de exposicion y de la concentracion de este lipido.

Adicionalmente, se encontré que el tratamiento con PGE2 de CMSP estimuladas con Mtb-
Ag redujo significativamente la secrecion de IFNgy de IL-17A (Figura 30). Incluso se verificd la
misma supresion sobre la produccion de otras citoquinas importantes en la respuesta inmune
frente a este patdgeno como IL-1b y TNFa. En resumen, se observo que el tratamiento con PGE2
tiene un efecto inhibitorio sobre la proliferacién, la expresion de receptores de superficie
importantes para la activacion de linfocitos y sobre la produccién de citoquinas cruciales frente a
la infeccion por M. tuberculosis.

De esta forma, se corrobora un claro efecto inmunosupresor de la PGE2 sobre la
respuesta inmune humana durante la TB activa. Sin embargo, resta comprender de qué manera
este mediador lipidico puede colaborar con la respuesta del hospedador para contener al
patdgeno. Los mecanismos celulares dependientes de PGE2 que operan sobre los macréfagos
infectados no han sido completamente elucidados. Posiblemente, la proteccién contra la necrosis
celular (mediante la prevencion del dafio de la membrana mitocondrial interna®*® y la promocion
de una rapida reparacién de la membrana plasmatical®!) y el desvio hacia una muerte celular

programada por apoptosis, resulten importantes en la resolucion de la infeccion.
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Como se demostro en éste y otros trabajos, la activacion de la autofagia puede resultar
en la eliminacion de la bacteria en los lisosomas. Ademas, también limita la secrecion de
citoquinas como IL-1B y TNFa. Al respecto, la autofagia controla la inflamacion a través de
interacciones regulatorias con vias de sefializacion de la inmunidad innata, removiendo agonistas
enddgenos del inflamasoma y a través de efectos en la secrecién de mediadores inmunes. Méas
aun, en diferentes modelos de infecciones, como por Salmonella enterica serovar Typhimurium y
M. tuberculosis, se ha descripto que la autofagia participa en la reparacion de endomembranas
dafadas por los sistemas de secrecion de estas bacterias.?*>3% Por estas razones, evaluamos si
la PGE2 podria estar contribuyendo a una respuesta autofagica durante la infeccion con M.
tuberculosis.

De manera interesante, mediante abordajes por citometria de flujo y microscopia confocal,
se demostro que, en CMSP estimuladas con Mtb-Ag, el tratamiento con PGE2 induce la autofagia
a las 16 horas. Mas aun, se verificd que el agregado exdgeno de este eicosanoide es capaz de
inducir un flujo autofagico funcional tanto en monocitos como en linfocitos de DS y pacientes con
TB (Figura 32). En diferentes modelos patoldgicos, incluyendo tenofibroblastos y células
humanas de cancer de coélon, se ha demostrado el rol de PGE2 en la modulacién de la
autofagia.?2263307 Ademas, se ha observado que la inhibicion de COX-2 revierte la autofagia
inducida durante la nefritis IGpica,®*® y los niveles de autofagia en el rifién disminuyen tras el
silenciamiento de PGES-2.3%° Importantemente, Xiong y colaboradores reportaron que COX-2
suprime el crecimiento micobacteriano promoviendo la autofagia mediante la via AKT/mTOR. 264
Llamativamente, otros autores describieron que la PGE2 revierte la autofagia inducida por la
vitamina D3 en macréfagos infectados con M. tuberculosis,®° pero este trabajo requiere una
mejor evaluacién del flujo autofagico en estas células.

Un punto importante de los hallazgos de esta tesis doctoral es la deteccién de una
autofagia incrementada en linfocitos estimulados con antigenos micobacterianos tratados con
PGE2 (Figura 33). Hasta el momento no se habia podido detectar una induccion de este proceso
en este tipo celular en el contexto de la infeccién tuberculosa. Numerosas investigaciones han
demostrado que la autofagia es esencial para la sobrevida de las células T CD4"y la homeostasis
en organos linfoides periféricos, y que también es requerida para la proliferacion de estas células
y la produccion de citoquinas en respuesta a la activacion del TCR.3!!

Ademas, la autofagia en linfocitos T modula el metabolismo celular regulando la glicélisis
y la fosforilacién oxidativa, lo cual tiene implicaciones importantes en el desarrollo y diferenciaciéon
de estas células.?!? La autofagia esta activada en células T regulatorias y respalda la estabilidad

del linaje y la capacidad de supervivencia.?** Adicionalmente, previamente demostramos que la
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PGE2 contribuye a la expansion de células T regulatorias en respuesta a antigenos
micobacterianos.'®’ Por esta razén, la activacion de la autofagia en linfocitos por la PGE2 podria
tener implicancia directa en el mantenimiento de esta subpoblacion celular, e indirectamente en
la inmunosupresion generalizada que se observa. Concordantemente, disponemos de resultados
preliminares que muestran que el tratamiento con PGE2 de CMSP estimuladas con Mth-Ag
incrementa el numero de células T CD4*CD25*Foxp3*, pero la incubacion con el inhibidor de la
autofagia 3-MA revierte este incremento, sugiriendo que la expansion de células T regulatorias
por la PGE2 seria dependiente de la autofagia.

Finalmente, evaluamos la modulacion de la autofagia por IL-1b e IFNa, dos citoquinas
involucradas en la red de interacciones inmunoldgicas en las que opera PGE2 durante la infeccion
con M. tuberculosis. Especificamente, la IL-1 confiere resistencia al hospedador a través de la
induccion de PGE2, que limita la produccién excesiva de IFNa/p e incrementa la contencion
bacteriana y, por el contrario, los IFN de tipo | suprimen la produccion de IL-1. En concordancia
con resultados de otros autores, observamos que el tratamiento con IL-1b de CMSP estimuladas
con Mtb-Ag indujo significativamente la autofagia en monocitos CD14" (Figura 34). Esta
observacién concuerda con otros reportes en diferentes modelos que han mencionado la
capacidad de la IL-1 de modular positivamente la autofagia. De hecho, Pilli y colaboradores
demostraron que la induccion de la autofagia por la IL-1 esta mediada por TBK1 y permite la
eliminacion autofagica de M. tuberculosis.?®® El presente trabajo extiende estas observaciones a
células provenientes de pacientes con TB.

Se ha observado en diferentes modelos de infecciones virales que los IFN de tipo | pueden
conferir proteccién frente a estos patdgenos intracelulares mediante la induccién de la
autofagia.®'® Sin embargo, la mayoria de los estudios respaldan los hallazgos de que los IFN de
tipo | en realidad promueven la infeccion por M. tuberculosis.?43> Antonelli y colaboradores!’®
han demostrado que los ratones deficientes en el receptor de IFN tipo | infectados crénicamente
con varias cepas diferentes de M. tuberculosis mostraron cargas bacterianas reducidas en
comparacion con animales infectados sin este defecto. Nuestros analisis por citometria de flujo y
microscopia confocal revelaron que los monocitos de DS y pacientes con TB estimulados con
Mtb-Ag y tratados con IFNa no modificaron los niveles de autofagia (Figura 34). Sin embargo, el
agregado exégeno de PGE2, aln en estas condiciones de altas concentraciones de IFN de tipo
I, indujo significativamente la autofagia en estas células (Figura 34). Este hallazgo es importante
porque refuerza el rol promotor de este mediador lipidico en la autofagia de estas células y, en

especial, teniendo en cuenta que se ha descripto que los IFN de tipo | promueven un fenotipo de
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macrofagos refractarios al IFNg, inhibiendo la autofagia inducida por esta dltima citoquina y

favoreciendo el crecimiento de las micobacterias.3'®
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Figura 42. Resumen del rol de la triada inmunolégica PGE2/IL-1/IFN de tipo | durante la infeccién
con M. tuberculosis. La IL-1 confiere resistencia al hospedador a través de la induccion de la autofagia 'y
la activacion de COX-2, estimulando la produccién de PGE2. Por otro lado, esta respuesta es inhibida por
los IFN de tipo I, cuya expresion exacerbada esta asociada a mayor susceptibilidad y severidad de la
enfermedad. M&s aln, se reporté que RD1 explota la sefializacién via IFN tipo 1 para promover un fenotipo
de macroéfago regulador refractario a la autofagia mediada por IFN-y y la restriccion del crecimiento de
micobacterias intracelulares. La PGE2 es capaz de contrarrestar estas citoquinas mediante mecanismos
aun incompletamente dilucidados. En este trabajo encontramos que este eicosanoide induce la autofagia
en monocitos, proceso que podria contribuir a la eliminacién de las micobacterias, a la limitacion de la
produccion de IFNs de tipo | y a la expansién de un perfil T regulatorio. Al respecto, también observamos
gue tiene una amplia capacidad inmunosupresora, al disminuir la produccion de citoquinas, la
linfoproliferacién y la expresion de receptores de membrana.

En resumen, nuestros hallazgos sugieren que la PGE2 tendria un rol predominantemente
supresor sobre la inmunidad innata y adaptativa frente a M. tuberculosis (Figura 42),
posiblemente con una funcién importante sobre la homeostasis de esta respuesta y protegiendo
al hospedador de una inflamacién excesiva. Observamos que la PGE2 tiene un efecto inductor
de la autofagia en monocitos y linfocitos desafiados con antigenos micobacterianos. Sera
importante determinar con precision qué implicancias tiene esta regulacién sobre la muerte
celular, la produccién de citoquinas inflamatorias y la eliminacién misma del patégeno. El disefio
de nuevos tratamientos personalizados centrados en los eicosanoides del hospedador tendra que
tener en cuenta estas consecuencias diversas.

Los efectos heterogéneos de PGE2 se reflejan en la existencia de cuatro receptores
diferentes, designados EP1, EP2, EP3 y EP4, con un nivel adicional de diversidad funcional

resultante de maltiples variantes de corte y empalme de EP3 que existe en al menos 8 formas en
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humanos y 3 formas en ratones.*” EP3 y EP4 son receptores de alta afinidad, mientras que EP1
y EP3 requieren significativamente mayores concentraciones de PGE2 para una sefializacion
efectiva.'® Asi, las diferencias en sensibilidad, susceptibilidad de desensibilizacién y la habilidad
para activar diferentes vias de sefializacion entre los diferentes receptores de PGE2 permite la
existencia de distintos patrones adaptables de respuestas, de acuerdo al tipo celular y la etapa
de larespuesta inmune. Estas caracteristicas podrian permitir el desarrollo de nuevas estrategias
terapéuticas con mayor potencia y selectividad de accion mejorada.

Ademas, en un modelo experimental murino de TB activa, Rangel Moreno y colaboradores
observaron que la inhibicion de COX-2 durante la infeccion temprana conduce a un mayor
crecimiento bacteriano e inmunopatologia. En contraste, la expresion de COX-2, PGES y PGE2
aumenta durante la fase crénica de la infeccién (60-90 dias), y la inhibicion de COX-2 conduce a
una mayor expresion de iNOS con una reduccion concomitante en la carga bacteriana pulmonar
y el tamafio del granuloma.®® Claramente, la modulacion de PGE2 puede afectar el resultado de
la enfermedad durante la infeccién por M. tuberculosis, y las consecuencias de la inhibicién o
estimulacion de PGE2 podrian diferir entre las etapas agudas y crénicas de la infeccion

tuberculosa.

Participacion deSLAMF1 en la autofagia de neutrofilos en respuesta a antigenos

de M. tuberculosis

El resultado de la infeccion por M. tuberculosis depende de la capacidad del hospedador
para desarrollar una inmunidad efectiva junto con su habilidad para equilibrar las respuestas
inflamatorias. Los neutrdfilos participan en la formacion del granuloma, pero también median la
destruccion del tejido y la severidad de la enfermedad.®® Estos aparecen como células
multifuncionales con roles variables en la defensa del hospedador. De hecho, ha sido
documentada la existencia de una dualidad entre la habilidad de los neutréfilos de eliminar la
infecciébn con M. tuberculosis y la contribucién de un nimero creciente de estas células a la
severidad y mortalidad de la TB. Si bien toda esta evidencia demuestra un papel importante de
los neutréfilos durante la inmunidad y la patogénesis de la TB, existen pocos estudios que
investiguen la biologia de estas células durante la TB activa, especialmente en humanos.
Probablemente, su corta vida media y dificultad para su manipulacioén in vitro hayan contribuido a

esta realidad. Consecuentemente, un aspecto importante de nuestro trabajo es el estudio de la
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autofagia en neutrdfilos provenientes de pacientes con TB activa. En esta tesis, se profundizo el
estudio de los neutréfilos de pacientes con TB y la modulacién de la autofagia inducida por M.
tuberculosis en estas células.

De manera interesante, se observé una disminucion significativa en los niveles de
autofagia de neutréfilos provenientes de pacientes con TB, en comparacion a aquellos de DS
(Figura 37). Ademas, detectamos una correlacion directa entre los nUmeros de neutréfilos y las
formas mas severas de la enfermedad, como fue demostrado previamente otros autores. 272317318
De hecho, en humanos, la TB activa y la severidad ya habian sido asociadas con una respuesta
neutrofilica. En estrecha relacion a nuestros hallazgos, Sutherland y colaboradores habian
encontrado un incremento en granulocitos y un alto cociente granulocitos/linfocitos que permite
distinguir entra pacientes con TB y contactos sanos positivos para la prueba de tuberculina.3°

En este trabajo, especificamente, se encontré un mayor nimero de estas células en
sangre de pacientes con lesiones radiologicas severas (enfermedad bilateral y afectaciones
masivas con multiples cavidades), baciloscopia positiva y aquellos con mayor tiempo desde la
aparicion de los sintomas caracteristicos (Figura 35). En concordancia, incluso dentro del grupo
de pacientes con TB, la respuesta neutrofilica excesiva también habia sido asociada con la
destruccion pulmonar. Barry y colaboradores demostraron que las cavidades tuberculosas
contienen mas neutroéfilos y menos linfocitos en comparacién con los infiltrados pulmonares no
destructivos y los lébulos de los pulmones no afectados radiolégicamente. 3’

En linea con esto, se reportd que la colagenasa MMP-8 derivada de neutréfilos esta
aumentada en pacientes con TB y se demostré su papel en la destruccion de la matriz tanto in
vitro como en muestras respiratorias de pacientes con TB.®” Durante la TB pleural, la acumulacién
de neutréfilos en los derrames pleurales se asocié con marcadores séricos inflamatorios
significativamente aumentados y a una deteccion mas frecuente de M. tuberculosis en el liquido
pleural y esputo.’'® Todas estas observaciones apoyan nuestros hallazgos y contribuyen a la
hipétesis de un modelo que relaciona a los neutréfilos con una respuesta inflamatoria intensa, un
grado aumentado de diseminacion/carga de patégenos y destruccién tisular.

A su vez, evidencia creciente en el campo de la autofagia demuestra que en
enfermedades donde este proceso esta restringido o disminuido (por ejemplo enfermedad
intestinal inflamatoria), existe hiperinflamacion e hiperactivacion de los inflamasomas.3?° A su vez,
la activacion del inflamasoma puede promover la autofagia en un intento de proteger al
hospedador de una inflamacién excesiva. Los estudios iniciales mostraron que la pérdida de
Atgl6L1, una proteina esencial para el inicio de la autofagia, da como resultado una mayor

activacion de caspasa-1, asi como una mayor produccién de IL-1B e IL-18 por macréfagos
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después del tratamiento con endotoxina.?”® Estudios posteriores indicaron que la regulacion de la
activacion del inflamasoma por la autofagia puede ocurrir de multiples maneras, ya sea mediante
la eliminacion de los activadores enddgenos del inflamasoma (patdgenos, organelas dafiadas) o
directamente mediante la eliminacién de componentes de los inflamasomas y sus citoquinas. 32°

Cabe destacar que en lesiones de pacientes con lepra que desarrollan reacciones de tipo
1 se detectaron niveles disminuidos de autofagia, en asociacién con una expresion incrementada
de NLRP3, caspasa-1 y produccién de IL-1B. Mas aun, el bloqueo de la autofagia con 3-MA en
monocitos humanos estimulados con M. leprae incrementa el ensamblado del inflamasoma
NLRP3 y aumenta la produccién de IL-1B e IL-6.3*' Por lo tanto, teniendo en cuenta estos
antecedentes y que la autofagia protege contra la inflamacién excesiva durante la infeccion por
M. tuberculosis,?® la autofagia reducida detectada en los neutréfilos de pacientes podria estar
asociada a las respuestas inflamatorias exacerbadas perjudiciales que ocurren durante la
enfermedad activa.

SLAMF1 es una molécula coestimuladora que, actuando como homoligando, activa a los
linfocitos.1”® Previamente demostramos que la expresion de SLAMF1 en las células T de los
pacientes con TB correlaciona con la capacidad de respuesta a Mtbh-Ag.'?* Por otro lado, se
describié una pérdida de la expresién de SLAMF1 en los linfocitos de pacientes con una forma
agresiva de leucemia linfocitica crénica.'®® La mayoria de los miembros de la subfamilia SLAM se
expresan en células mieloides como macréfagos y monocitos,*?? pero hasta el momento no se ha
reportado la expresion de SLAMF1 en neutréfilos humanos. En este trabajo demostramos que la
estimulacion con Mtb-Ag induce marcadamente la expresion de SLAMF1 en neutréfilos humanos.
Mas interesante aun resulté el hecho de que el desafio antigénico indujo un mayor nimero de

neutréfilos SLAMF1* en DS que en pacientes con TB (Figura 36).

Por otro lado, los receptores de la familia de SLAM se unen tanto a sus homoligandos
como a proteinas del virus del sarampion y de bacterias Gram negativas, favoreciendo su
reconocimiento e internalizacion.'®32® Adicionalmente, SLAMF1 interactia con el complejo
Vps34/Beclin-1/UVRAG involucrado en la maduracion del autofagosoma,'®” y promueve la
maduracion del fagosoma utilizando la maquinaria ubicua de la autofagia.'®® Mas aln, se ha
reportado que SLAMF1 regula la via autofagica en linfocitos B de pacientes con leucemia
linfocitica crénica.’®® Sin embargo, el rol de SLAMF1 como regulador de la autofagia en el
contexto de la inmunidad contra M. tuberculosis no habia sido descripto.

Mediante la utilizacion de un anticuerpo agonista de SLAMF1, demostramos que la
activacion del receptor incrementa el flujo autofagico en neutréfilos de DS y pacientes con TB

(Figura 38). Méas aun, se detectaron mayores niveles de autofagia en neutréfilos de DS que en
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aquellas células provenientes de pacientes con TB, quienes expresan poco o nulo SLAMF1 en
membrana, en linea con resultados anteriores que reportan que células LLC SLAMF1™ muestran
una activacion defectuosa de la autofagia.'®® De hecho, se encontré una correlacion positiva entre
el porcentaje de neutrofilos SLAMF1* y el porcentaje de neutrofilos LC3A, B-1I* tras la estimulacion
con Mtb-Ag, reforzando la importancia de esta proteina durante la induccién de la autofagia en

neutréfilos humanos.

Previamente, se habia descripto que la activacion de SLAMF1 incrementa la acumulacion
de ERO e induce la fosforilacion de p38, JNK1/2 y Bcl2, promoviendo asi el flujo autofagico en
células B.'%8 En linea a estos resultados, previamente demostramos que la activacion de SLAMF1
induce la fosforilacion de p38 y JNK en linfocitos T de pacientes con TB.?%? Nuestros hallazgos
actuales mostraron que la sefializacion via SLAMF1 aument6 la acumulacion de ERO, mientras
qgue la inhibicion de la NADPH oxidasa, y asi de la generacion de ERO, disminuy6
significativamente los niveles de autofagia en estas células. Por ende, esto indica que la
promocioén del flujo autofagico por la activaciéon de SLAMF1 en neutréfilos humanos depende en
parte de la generacién de ERO (Figura 40). Asi, estas observaciones estan en concordancia con
otros trabajos que muestran que SLAMF1 regula la actividad de la NADPH oxidasa,®%18" y

aportan evidencia a la importancia de las ERO durante la autofagia en neutrdfilos.
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SLAMF1

¥ Inflamacion? 4 Inflamacién?
¥ Bacterias? 4 Bacterias?

Figura 43. Modelo esquematico de la participacion de SLAMF1 en el proceso de autofagia frente a
antigenos micobacterianos en neutréfilos humanos. Nuestros hallazgos demostraron que SLAMF1 es
expresado en neutréfilos de dadores sanos (DS) y pacientes con TB (TB) en respuesta al estimulo con
antigenos de M. tuberculosis (Mth-Ag). En este contexto, los DS expresan mayores niveles de esta
molécula en su membrana comparado con los pacientes con TB. Ademas, la activacién de SLAMF1 induce
la generacion de ROS y, en consecuencia, modula positivamente el flujo autofagico en estas células. Este
fenédmeno podria tener repercusién en distintas funciones del neutréfilo, por ejemplo atenuando la
inflamacion y contribuyendo a la eliminacién de bacterias.

Por lo tanto, los resultados anteriormente publicados!®®18 junto con nuestros hallazgos
actuales sugieren que SLAMF1 constituye un regulador del proceso de autofagia en neutrofilos
humanos (Figura 43). Entonces, si la autofagia previene la inflamacion exuberante, podria
resultar un blanco interesante para fines clinicos.®* Tanto la autofagia en neutréfilos, como
proceso celular, como el receptor SLAMF1 emergen asi como objetivos atractivos para las
terapias dirigidas al hospedador, ya sea aumentando directamente la capacidad del mismo para
eliminar las micobacterias o limitando el dafio colateral del tejido asociado con la infeccion. Dado
gue la autofagia puede suprimir la activacion de varios inflamasomas por multiples mecanismos,
pero también nuestros colaboradores han demostrado que media la secrecion no convencional
de IL-1B,%® se estan actualmente realizando investigaciones adicionales para dilucidar las
consecuencias funcionales de este evento.

Una limitacion en el estudio de neutroéfilos es que son células terminalmente diferenciadas

y de tiempo de vida media corta que son refractarias a la transfeccion. Por lo tanto, no son idéneas
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al silenciamiento génico y expresion de proteinas de fluorescencia. Este tipo de abordajes son
importantes para dilucidar el impacto funcional de la actividad autofagica.

Por otro lado, los experimentos aqui presentados fueron realizados en su mayoria
mediante el desafio in vitro con un lisado de M. tuberculosis (Mtb-Ag), que es una mezcla
antigénica de composicion variada de la bacteria. Si bien sera interesante en el futuro analizar la
relevancia funcional de la autofagia en neutrdfilos infectados con cepas vivas de M. tuberculosis,
asi como el rol de SLAMF1, el modelo aqui presentado constituye una primera aproximacion
importante al estudio de la biologia in vivo de los neutréfilos, en especial considerando su
delicadeza y corta vida media. Ademas, es de relevancia fisiolégica ya que aproximadamente el
40% de los neutrdfilos en lavados bronqueoalveolares y esputo no se encuentran infectados con
la bacteria,®® por lo que un gran porcentaje y nimero de neutréfilos en el pulmén se encuentran
expuestos a antigenos micobacterianos y al microambiente inflamatorio pero no infectados.

En conclusién, identificamos a SLAMF1 como un receptor innato en neutrdéfilos
humanos que puede regular las respuestas celulares contra M. tuberculosis. Por lo tanto, ya sea
induciendo la autofagia en células mieloides o promoviendo las respuestas de tipo Thl, SLAMF1
seria un receptor clave en la inmunidad humana contra este patégeno. Queda por dilucidar si
SLAMF1 participa en el resultado clinico de la enfermedad y si afecta las respuestas
farmacoldgicas de los pacientes con TB. En conjunto, nuestros hallazgos sugieren que la
estimulacion de SLAMF1 promueve la autofagia de neutréfilos contra M. tuberculosis,

participando en la respuesta humana antimicobacteriana durante la TB activa.

La TB es una enfermedad antigua que alguna vez fue una sentencia de muerte. Los
tratamientos efectivos con antibiéticos se pusieron a disposicion por primera vez en la década de
1940 y, en combinacién con el desarrollo social y econémico, permitieron que los paises de
Europa occidental, América del Norte y algunas otras partes del mundo reduzcan su incidencia
de TB a niveles muy bajos.!' Para la mayoria de los paises, sin embargo, el "fin" de la TB como
epidemia y como problema de salud publica sigue siendo una aspiracion mas que una realidad.

Los tratamientos actuales todavia giran en torno a la terapia antibiética. A medida que
crece la resistencia a los antibiéticos, otros blancos terapéuticos seran cada vez mas esenciales.
Como se mencion6 anteriormente, la terapia dirigida al hospedador es un concepto que surge
para enfermedades infecciosas emergentes y reemergentes, incluida la TB, a través de la mejora
de la inmunidad protectora. La misma es muy prometedora ya que podria contribuir a reducir los

efectos secundarios de los antibiéticos y la duracién del tratamiento.
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Los estudios actuales y futuros sobre candidatos terapéuticos basados en la autofagia no
s6lo proporcionaran informacion sobre la funcion antibacteriana y/o anti-inflamatoria de la
autofagia, sino que también pueden contribuir a posibles mejoras terapéuticas contra la TB. De
esta manera, nuestros hallazgos aportan nueva informacién acerca del rol de la autofagia en las
interacciones hospedador-patégeno durante la TB activa, colaborando con la identificacién de

nuevos blancos y el disefio de nuevas herramientas terapéuticas para combatir al patégeno.
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Este trabajo de tesis nos ha permitido concluir que:

1 La estimulacién con la mezcla antigénica Mtb-Ag y la infeccion con la cepa no
patogénica MtbARD1 inducen la formacion de autofagosomas y un flujo autofagico
funcional en monocitos humanos.

1 La cepa patogénica MtbH37Ryv, por otro lado, es capaz de bloquear el flujo autoféagico,
constituyendo un mecanismo de evasion adicional.

1 La adicién de IFNga monocitos infectados, induce un flujo autofagico funcional a través
de la via de p38 MAPK tanto en pacientes TB AR como BR.

1 La IL-17A regula diferencialmente la autofagia en monocitos infectados de pacientes
con alta y baja respuesta inmune contra M. tuberculosis, al menos en parte por un
defecto en la via de sefializacion de ERK MAPK en los monocitos de pacientes TB BR.

1 Ambos grupos de pacientes con TB expresan en la superficie de sus monocitos niveles
similares de IL17RA y no presentan diferencias en los porcentajes de células
CD147IL17RA".

1 La estimulacion con IFNg e IL-17A ocasiona una significativa eliminacién de

micobacterias mediante un mecanismo dependiente de la autofagia.

Por otro lado, encontramos que la PGE2 ejerce una potente accién inmunosupresora

durante la respuesta inmune contra M. tuberculosis.

1 Este efecto queddé demostrado por la inhibicion de la linfoproliferacion y la produccién
de citoquinas proinflamatorias (IFNg IL-17A, TNFa e IL-1b)

1 El tratamiento con PGE2 reduce la expresion en superficie de diferentes receptores
inmunoldgicos en linfocitos (SLAMF1 y CD31) y en monocitos humanos (CD80, CMH |
y CMH II) estimulados con Mtb-Ag.

1 La PGE2 promueve el flujo autofagico de monocitos de dadores sanos y pacientes con
TB, aun en presencia de IFNa.

1 La PGE2 induce también el flujo autofagico en linfocitos de DS y pacientes con TB

estimulados con Mtb-Ag.

Asimismo, iniciamos el estudio de la autofagia en otro tipo celular fundamental durante la

respuesta inmune contra micobacterias, los neutrdfilos. Al respecto encontramos que:
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1 Los pacientes con las manifestaciones méas severas de la enfermedad (de acuerdo a
lesiones radiolégicas, bacilos en esputo y tiempo de evolucién) presentan un mayor
namero de neutréfilos en sangre periférica con respecto a aquellos individuos con
manifestaciones mas leves de TB.

SLAMF1 es expresado en neutrdfilos tras el desafio antigénico con M. tuberculosis.
Luego de la estimulacion con Mtb-Ag, los DS presentan mayores porcentajes de
neutrofilos SLAMF1* en comparacion con los pacientes con TB.

1 La estimulacién con Mtb-Ag induce la formacién de autofagosomas en neutréfilos
humanos, y se observan mayores niveles de autofagia en los neutréfilos de DS en
comparacion con las células provenientes de pacientes con TB

1 La activacion de SLAMF1 induce la autofagia en neutrdfilos a través de un mecanismo

dependiente de la generacién de especies reactivas del oxigeno.
Tomados en conjunto, los hallazgos que surgen de esta tesis aportan nuevos
conocimientos sobre el papel de la autofagia en las interacciones hospedador-patégeno durante

la TB activa, lo que contribuye a identificar nuevos objetivos y disefiar nuevas herramientas

terapéuticas para combatir al patégeno.

Lic. Joaquin M. Pellegrini Dra. Veroénica E. Garcia
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