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La Tuberculosis se remonta a tiempos ancestrales, pero no constituye un problema del pasado. 

Cada año, millones de personas contraen la infección y mueren de Tuberculosis. Luego de la 

inhalación de microgotas con núcleos infecciosos, Mycobacterium tuberculosis accede a los 

pulmones donde puede manipular el sistema inmunológico y sobrevivir dentro de los macrófagos 

del hospedador, dando lugar al establecimiento de una infección persistente. La BCG es la única 

vacuna actualmente disponible, pero es de eficacia variable especialmente en regiones 

endémicas y sólo protege contra ciertos tipos de Tuberculosis infantil. 

La infección causada por Clostridioides difficile (CDI) es la causa más común de diarrea infecciosa 

nosocomial y generalmente se desarrolla luego del uso de antibióticos que provocan disbiosis de 

la microbiota intestinal. Recientemente ha habido un aumento progresivo en la incidencia, 

severidad y complicaciones de CDI a nivel mundial. Más aun, en los últimos años, han 

incrementado los reportes de casos adquiridos en la comunidad y con potencial zoonótico. 

Paradójicamente, el tratamiento para la CDI consiste en administrar antibióticos, lo cual podría 

generar nuevos nichos para la bacteria.  

La molécula linfocitaria activadora de señales (SLAM, SLAMF1 o CD150) es un receptor 

transmembrana que se expresa en la mayoría de las células hematopoyéticas. Es también un 

autoligando cuya función clásica es la de actuar como molécula coestimulatoria, pero también 

puede reconocer e internalizar bacterias Gram negativas y regular las funciones relacionadas al 

fagosoma en los macrófagos.  

En Tuberculosis, SLAMF1 promueve respuestas protectivas de tipo Th1. En la CDI, su función aún 

permanece desconocida, pero ha demostrado tener implicancias en patologías intestinales. En 

este trabajo, estudiamos el papel de SLAMF1 en las funciones de los macrófagos en estas dos 

infecciones caracterizadas por una fuerte respuesta proinflamatoria. 

Nuestros resultados muestran que tanto la estimulación con M. tuberculosis como IFN-  induce 

la expresión de SLAMF1 en macrófagos de dadores sanos y células THP-1. La coestimulación a 

través de SLAMF1 con un anticuerpo agonista resultó en una internalización incrementada de M. 

tuberculosis por parte de los macrófagos. Curiosamente, encontramos que SLAMF1 interactúa 

con M. tuberculosis y que colocaliza con la bacteria en el interior celular y con marcadores de 

endosomas tempranos y tardíos / lisosomas (EEA1 y LAMP2). Estos resultados sugieren que 

SLAMF1 reconoce M. tuberculosis y participa en el proceso de maduración endolisosomal. 

Interesantemente, encontramos niveles aumentados de SLAMF1 en células CD14 positivas 

provenientes de derrames pleurales de pacientes con Tuberculosis, lo que indica que SLAMF1 
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podría tener un rol activo en el sitio de la infección. Tomados en conjunto, nuestros resultados 

proporcionan evidencias de que SLAMF1 promueve las funciones efectoras de los macrófagos y 

que su modulación podría inducir la generación de respuestas inmunes protectivas que permitan 

un mejor control de la infección causada por M. tuberculosis, particularmente mejorando la 

internalización de esta bacteria en macrófagos humanos. 

En cuanto a la CDI, encontramos que la estimulación de los macrófagos derivados de monocitos 

tanto con la cepa hipervirulenta NAP1/BI/027 de C. difficile como con una cepa endógena aislada 

en nuestro laboratorio, propia de la microbiota de ratones de nuestro bioterio, no modula la 

expresión de SLAMF1. Por otro lado, SLAMF1 no interacciona con C. difficile y la activación de 

SLAMF1 no modifica la interacción de los macrófagos con C. difficile. Hemos detectado a ambas 

cepas de C. difficile en células que expresaron LAMP2 y también en superficie celular al ser 

observada conjuntamente con CD14. Sin embargo, más estudios son necesarios para comprobar 

la internalización de la bacteria. Curiosamente, observamos que en monocitos de dadores sanos 

y pacientes con CDI, C. difficile si puede inducir la expresión de SLAMF1 en superficie y, además, 

las células muestran una gran capacidad de interacción con la bacteria; observándose que la 

mayoría de los macrófagos que interactúan con la bacteria expresan SLAMF1. Por lo tanto, 

SLAMF1 posee diferentes roles en monocitos y macrófagos en la infección por C. difficile y tanto 

la cepa endógena como la hipervirulenta disparan respuestas similares en estas células. Si bien 

SLAMF1 no actuaría como sensor microbiológico de C. difficile en macrófagos, podría tener un rol 

en las respuestas de los monocitos frente a C. difficile.  

En conclusión, SLAMF1 cumple funciones diferentes en los monocitos y macrófagos humanos 

durante la Tuberculosis y la CDI. SLAMF1 es capaz de reconocer e interaccionar con M. 

tuberculosis, pero no con C. difficile. La activación de SLAMF1 induce la internalización de M. 

tuberculosis, pero no modifica la interacción de los macrófagos con C. difficile. Sin embargo, posee 

un rol potencial en los monocitos en la CDI. Así, hemos contribuido a profundizar el conocimiento 

acerca del rol de la inmunidad innata en dos infecciones bacterianas que constituyen un grave 

problema para la salud pública.  
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Tuberculosis dates back to ancient times, but it is not a problem of the past. Every year, millions 

of people contract the infection and die from Tuberculosis. After inhalation of droplets with 

infectious nuclei, Mycobacterium tuberculosis accesses the lungs where it can manipulate the 

immune system and survive within the host's macrophages, leading to the establishment of a 

persistent infection. BCG is the only currently available vaccine, but it is of variable efficacy, 

especially in endemic regions and only protects against certain types of childhood Tuberculosis. 

Infection caused by Clostridioides difficile (CDI) is the most common cause of nosocomial 

infectious diarrhea and generally develops after the use of antibiotics that cause dysbiosis of the 

intestinal microbiota. Recently, there has been a progressive increase in the incidence, severity 

and complications of CDI worldwide. Furthermore, in recent years, reports of community-

acquired cases with zoonotic potential have increased. Paradoxically, the treatment for CDI 

consists of antibiotics administration, which could create new niches for the bacteria. 

The Signal Lymphocytic Activating Molecule (SLAM, SLAMF1, or CD150) is a transmembrane 

receptor that is expressed on most hematopoietic cells. It is also a self-ligand commonly known 

by its costimulatory functions, but it can also recognize and internalize Gram negative bacteria 

and regulate phagosome-related functions in macrophages. 

In Tuberculosis, SLAMF1 promotes Th1 protective immune responses. During CDI, its functions 

are still unknown, but it has been implicated in intestinal pathologies. In this work, we study the 

role of SLAMF1 in macrophages' functions in these two infections characterized by a strong 

proinflammatory response. 

Our results show that both M. tuberculosis and IFN-  stimulation induce the expression of 

SLAMF1 in macrophages from healthy donors and THP-1 cells. Costimulation through SLAMF1 

with an agonist antibody resulted in increased internalization of M. tuberculosis by macrophages. 

Interestingly, we found that SLAMF1 interacts with M. tuberculosis and colocalizes with 

intracellular bacteria and with early and late endosome / lysosome markers (EEA1 and LAMP2), 

suggesting that SLAMF1 recognizes M. tuberculosis and participates in the endolysosomal 

maturation process. Furthermore, we found increased levels of SLAMF1 in CD14 positive cells 

from pleural effusions of patients with Tuberculosis, indicating that SLAMF1 could play an active 

role at the site of infection. Taken together, our results provide evidence that SLAMF1 promotes 

the effector functions of macrophages and that its modulation could induce the generation of 

protective immune responses that allow a better control of M. tuberculosis infection, particularly 

by improving its internalization in human macrophages. 
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Regarding CDI, we found that the stimulation of monocyte-derived macrophages, both with the 

hypervirulent strain NAP1/BI/027 of C. difficile and with an endogenous strain found and isolated 

in our laboratory after mice intestinal dysbiosis, does not modulate SLAMF1 expression. On the 

other hand, the activation of SLAMF1 did not modify the ability of macrophages to interact with 

C. difficile and neither did we find any biochemical interaction between SLAMF1 and C. difficile. 

We have detected both strains of C. difficile within cells that expressed LAMP2 and also on the 

cell surface. However, more studies are needed to verify the internalization of the bacteria. 

Interestingly, we observed that in monocytes from healthy donors and patients with CDI, C. 

difficile induces the surface expression of SLAMF1 and, in addition, the cells have a great capacity 

to interact with the bacteria. Moreover, we observed a large percentage of SLAMF1 positive 

monocytes interacting with C. difficile. Therefore, SLAMF1 has very distinctive roles in monocytes 

and macrophages in C. difficile infection, and both the endogenous and the hypervirulent strain 

trigger similar responses in these cells. Although SLAMF1 would not act as a microbiological 

sensor for C. difficile in macrophages, it could play a key role in the monocytes responses to C. 

difficile. 

In conclusion, SLAMF1 displays different functions in human monocytes and macrophages during 

Tuberculosis and CDI. SLAMF1 is able to recognize and interact with M. tuberculosis, but not with 

C. difficile. The activation of SLAMF1 induces the internalization of M. tuberculosis, but does not 

modify the interaction between macrophages and C. difficile. However, it has a potential role in 

monocytes in both infections. Thus, we have contributed to gain insight in the knowledge about 

the role of innate immunity in two bacterial infections that, far from being contained, constitute 

a serious problem for public health. 
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AAraLAM  Lipoarabinomananos sin residuos de manosa en el extremo aminofuranosil terminal 

BBAAR  Bacilos ácido-alcohol resistentes 

BBCG  Bacillus Calmette-Guérin 

CCDs  Células dendríticas 

CCMH  Complejo Mayor de Histocompatibilidad 
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GGM--CCSF  Factor estimulante de colonias de granulocitos y monocitos 

IICOS  Coestimulador Inducible 

IIg  Inmunoglobulina 

IIL  Interleuquina  

IIGRAs  Ensayos de liberación de IFN-  

LLAM  Lipoarabinomananos 

LLRG--447  oo 

IIRGM  
Proteína M de la familia GTPasa relacionada a la inmunidad 
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LLPS  Lipopolisacárido 

MManLAM  Lipoarabinomananos con residuos de manosa en el extremo aminofuranosil terminal 

MM--CCSF  Factor estimulante de colonias macrófagos 

MMDR  Multi-resistentes a drogas 

MMOI  Multiplicidad de infección 

MMR  Receptor de manosa 

MMtb--AAg  Lisado de M. tuberculosis 

NNKs  Células asesinas naturales 

NNOS2  Óxido nítrico Sintasa 2 

OOMP  Proteínas de membrana externa 

OOMS  Organización Mundial de la Salud 

PPAMPss  Patrones moleculares asociados a patógenos 

PPBS  Buffer fosfato salino 

PPD--11  Receptor de muerte programada 1 

PPFA  Paraformaldehído 

PPMA  Forbol 12-miristato 14-acetato 

PPPD  Prueba intradérmica de reacción a un derivado proteico purificado de la bacteria 

PPRRss  Receptores de reconocimiento de patrones 
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RRLC  Receptores de lectina tipo C 

SSAP  Proteína asociada a SLAM 

SSBF  Suero bovino fetal 

SSIDA  Síndrome de inmunodeficiencia adquirida 

SSLAM((FF1--

99)  
Molécula linfocitaria activadora de señales (Miembro Familiar 1-9) 

TCR  Receptor de las células T 

Th  Células T colaboradoras 

TLR  Receptores tipo Toll 

TNF  Factor de necrosis tumoral 

VIH  Virus de la inmunodeficiencia humana 

XLP  Síndrome Linfoproliferativo ligado al cromosoma X 
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TUBERCULOSIS. Historia y epidemiología 
 

La Tuberculosis es una enfermedad infecciosa que data de tiempos ancestrales. Se han 

encontrado referencias en antiguos escritos y lesiones de posible etiología tuberculosa en huesos 

de momias egipcias del año 3.700 A.C. Hipócrates, en la antigua Grecia, la llamó con el término 

“phthisis”, haciendo referencia al carácter destructivo de la enfermedad. Esta infección pulmonar 

crónica constituyó un grave problema de salud pública a partir de la Revolución Industrial en 

forma secundaria al aumento de la población en las ciudades. Durante los Siglos XVIII y XIX llegó 

a ser la causa del 25% de las muertes en los adultos de las ciudades de Europa occidental, y 

aunque se reconocía la enfermedad por sus síntomas se desconocía su etiología. Se la llamaba 

“gran peste blanca” y era considerada como una inevitable sentencia de muerte. En marzo de 

1882, cuando la Tuberculosis causaba la muerte a una de cada siete personas que vivían en los 

Estados Unidos y Europa, el Dr. Robert Koch anunció el descubrimiento de la bacteria 

Mycobacterium tuberculosis como agente causal de la enfermedad 1. 

La Tuberculosis afecta principalmente a los pulmones, pero también puede afectar otros sitios 

(Tuberculosis extrapulmonar). Los primeros tratamientos consistían en reposo, alimentación 

adecuada e internación en hospicios. La aparición de la medicación antituberculosa cambió 

favorablemente la evolución de la enfermedad. En 1944 se demostró la eficacia de la 

estreptomicina y en 1952 se desarrolló la isoniacida. A partir de entonces, la Tuberculosis se 

convirtió en una enfermedad curable en la mayoría de los casos. Posteriormente con el desarrollo 

de la rifampicina, en la década del 60, los regímenes terapéuticos se acortaron de forma 

significativa. Datos actuales estiman que el 85% de los pacientes que desarrollan Tuberculosis 

pueden ser tratados con éxito mediante un régimen de 6 meses de duración 2. Sin embargo, a 

pesar de los avances en el diagnóstico y el tratamiento, la Tuberculosis continúa siendo un grave 

problema para la salud pública y actualmente no existe una vacuna eficaz para prevenir la 

enfermedad en adultos, ni antes ni después de la exposición a Mycobacterium tuberculosis. 

Exceptuando el impacto de la pandemia por COVID-19 en 2020, desde el año 2016 la Tuberculosis 

ha sido la principal causa mundial de mortalidad por un agente infeccioso en el mundo 

constituyendo, además, la causa primordial de muerte en personas infectadas con VIH. La 

Organización Mundial de la Salud (OMS) estima que un cuarto de la población mundial (1.7 

billones de personas) se encuentra infectada latentemente con M. tuberculosis, causando 10 

millones de nuevos casos de Tuberculosis y 1.2 millones de muertes anuales 2. 
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El último Reporte Global de la Tuberculosis, emitido por la OMS en 2020, confirmó 11.907 nuevos 

casos notificados en nuestro país durante el año 2019 2. El boletín epidemiológico emitido por el 

Ministerio de Salud de la Argentina en Marzo de 2020 muestra que el 61% de los casos notificados 

corresponden a menores de 40 años 3. La Tuberculosis afecta a todas las jurisdicciones del país, 

pero se presentaron marcadas diferencias entre ellas, ubicándose 6 jurisdicciones por encima del 

promedio nacional: Salta, Jujuy, Ciudad de Buenos Aires, Chaco, Formosa y Buenos Aires (FFig. 1) 
3. La disparidad respecto de la distribución del número de casos es notable debido a la distribución 

de la población, la influencia migratoria de algunos países vecinos con alta incidencia de 

Tuberculosis, la pobreza, el VIH y la falta de prevención y tratamiento. Cabe destacar que Buenos 

Aires notificó más de la mitad (60.02%) de los casos del país respecto al total de casos 3. 

  
Fig. 1 TTasas de Tuberculosis por jurisdicción según clasificación al inicio del tratamiento en Argentina en el año 2018.  

Fuente: Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias (INER) “Dr. Emilio Coni”, con base en los datos de los Programas de 
Control de Tuberculosis de las 24 jurisdicciones del país. Secretaría de Salud, Ministerio de Salud y Desarrollo Social, Argentina, 
Diciembre de 2019. 
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Si bien la mortalidad a causa de la Tuberculosis ha disminuido globalmente en un 47% desde el 

año 1990, en nuestro país, este descenso se interrumpió a partir de 2010, siendo la tendencia 

estable en los últimos años. A pesar de los avances en el diagnóstico y tratamiento, la Tuberculosis 

continúa siendo una de las amenazas más grandes a nivel mundial, ubicándose entre las 10 

principales causas de muerte. Es importante remarcar que la BCG (Bacillus Calmette-Guérin), 

introducida en 1921, es la única vacuna disponible, pero es de eficacia variable especialmente en 

regiones endémicas y sólo protege contra ciertos tipos de Tuberculosis infantil.  

Para poder comprender el desarrollo, la distribución y la frecuencia de la Tuberculosis en la 

población es necesario evaluar las interacciones existentes entre el agente causal, el hospedador 

y el ambiente. Diversos factores de riesgo conocidos incluyen la co-infección por el VIH antes 

mencionada, las inmunodeficiencias, la diabetes mellitus, la súper-población, la malnutrición y la 

pobreza en general. A esto se agrega el significativo problema clínico constituido por la 

Tuberculosis multi-resistente, lo cual se asocia con alta morbilidad y mortalidad. Estos factores se 

están combinando de manera tal que en los próximos años la Tuberculosis habrá causado la 

muerte de más de 40 millones de personas e infectado a más de cien millones de individuos, 

principalmente en los países en vías de desarrollo. Además, se suma el riesgo del abandono del 

tratamiento para la Tuberculosis, que genera no solo la persistencia de la Tuberculosis en el 

enfermo con la consiguiente posibilidad de seguir transmitiendo la misma, sino que es una de las 

causas de aparición de resistencia de los bacilos a los fármacos. En 2019, el 3,3% de los nuevos 

casos y el 18% de los casos ya tratados con anterioridad tenían Tuberculosis multi-resistente a 

drogas (MDR) a nivel mundial 2. Los pacientes con Tuberculosis MDR necesitan un tratamiento 

con drogas de segunda línea, las cuales son más costosas, más tóxicas y menos efectivas, 

requiriéndose una mayor duración del tratamiento. 

 

Mycobacterium tuberculosis  
  

A 139 años de la identificación de M. tuberculosis, hemos logrado comprender que sus 

características, comportamiento y adaptaciones a la acción del sistema inmune aportan una gran 

complejidad a la enfermedad. 

M. tuberculosis es un microorganismo muy resistente a agentes físicos y químicos. Presenta 

resistencia al frío, a la congelación, a la desecación y a ciertos ácidos, álcalis y desinfectantes 

principalmente debido a la hidrofobicidad de sus envolturas. Es muy sensible al calor, a la luz solar 

y la luz ultravioleta. Se desarrolla de manera óptima a 35-37 °C, con una lenta capacidad de 
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división (16-20 horas) y su crecimiento depende de las condiciones locales en las cuales se 

desarrolla (como la presencia o ausencia de oxígeno o el pH del medio). 

M. tuberculosis es un patógeno intracelular que pertenece al orden de los Actinomycetales, 

familia de las Mycobacteriaceae, género Mycobacterium, especie Mycobacterium 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, Mycobacterium 

bovis, Mycobacterium caprae y Mycobacterium pinnipedii) que son genéticamente muy similares 
4. Cualquiera de las micobacterias pertenecientes al complejo de Mycobacterium tuberculosis 

puede producir la enfermedad, aunque en nuestro país el agente causal más frecuente de la 

enfermedad es M. tuberculosis. Además, varias especies poseen potencial zoonótico, siendo M. 

bovis la causa más común de la Tuberculosis zoonótica a nivel mundial 2.  

El bacilo tuberculoso es una bacteria aeróbica estricta que mide entre 2 a 5μm de largo (longitud 

comparable al diámetro del núcleo de un linfocito) y 0,2 a 0,3μm de ancho, adopta forma de 

bastón con extremidades redondeadas, no presenta esporas, ramificaciones, ni flagelos y por lo 

tanto son inmóviles. No se tiñen con la coloración de Gram, pero presentan características de 

microorganismos tanto Gram positivos como Gram negativos. Sin embargo, la alta concentración 

de ácido micólico en la pared celular de las micobacterias le otorga a este género una 

característica casi única de ácido-alcohol resistencia. Para poder identificar este tipo de bacterias 

se utiliza la tinción de Ziehl-Neelsen, donde la bacteria queda teñida de rojo (fucsina básica) y se 

agrega como tinción de contraste azul de metileno. Por lo tanto, las micobacterias son 

comúnmente conocidas como bacilos ácido-alcohol resistentes (BAAR). 

El genoma completo de M. tuberculosis fue descripto en 1998 por Cole S. T. y colaboradores 5. 

Consiste de aproximadamente 4.4 millones de pares de bases (pb) y 3924 genes. Lo decodificado 

a través del genoma permite comprender características únicas de la biología del bacilo de la 

Tuberculosis, 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. En efecto, la 

resistencia del bacilo en el granuloma, en microaerobiosis, frente al estrés oxidativo generado 

por células fagocíticas o ante la limitación de nutrientes, se debe a una gran ductilidad en el 

metabolismo y una gran capacidad para sintetizar proteínas dedicadas a la óxido-reducción, al 

transporte de oxígeno y al almacenamiento 5. 
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La envoltura de M. tuberculosis es una estructura compleja que facilita su supervivencia bajo 

condiciones extremas y contribuye sustancialmente con su patogenicidad y resistencia a drogas 
6. Está constituida por una cápsula, una pared celular y una membrana plasmática, las cuales se 

encargan de mediar el contacto y reconocimiento de las bacterias por parte de las células del 

sistema inmune (FFig. 2). Entre los principales componentes se encuentran el ácido micólico y los 

glicolípidos. En las micobacterias, los derivados de los fosfolípidos se caracterizan por estar 

altamente glicosilados dando lugar a moléculas como la lipoarabinomananos (LAM). Los LAM 

aislados de cepas virulentas de M. tuberculosis y de M. bovis presentan residuos de manosa en el 

extremo aminofuranosil terminal (ManLAM), mientras que el LAM aislado de cepas no virulentas 

carece de estos residuos (AraLAM). Dichas estructuras tienen un papel fundamental en la 

patogénesis de la Tuberculosis y son reconocidas diferencialmente por receptores de 

reconocimiento de patrones (PRR) 7. 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 2 Representación esquemática de la pared bacteriana de MM. tuberculosis yy sus componentes. Las micobacterias están cubiertas 
por un complejo formado por ácidos micólicos, arabinogalactano, péptidoglicanos y una cápsula rica en polisacáridos de 
arabinomanano y manano. MurNAc/Gc: ácido N-acetilmurámico/glucosamina. Man: manosa. Ara: arabinosa. GlcNac: N-
acetilglucosamina. Galf: galactofuranosa. (Adaptado de Current Topics in Medicinal Chemistry 7,475-88 (2007)). 
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Transmisión de la Tuberculosis  
 

La alta complejidad de M. tuberculosis contribuye a que la Tuberculosis sea una enfermedad de 

difícil erradicación. Para frenar, e idealmente, detener la epidemia de Tuberculosis resulta critico 

interrumpir la trasmisión de la misma. Las intervenciones que podrían acelerar la disminución de 

la incidencia de la Tuberculosis y la mortalidad, deberían estar dirigidas, principalmente, a grupos 

y entornos de alto riesgo.  

Básicamente, la transmisión de la Tuberculosis comienza con un caso fuente de la enfermedad 

que genera partículas infecciosas que sobreviven en el aire y que son inhalados por un individuo 

susceptible que puede infectarse y luego tiene el potencial de desarrollar Tuberculosis (FFig. 3). 

El mecanismo de transmisión más común es través de la vía aerógena, por la inhalación de 

microgotas aerosolizadas (gotas de Pflügge) de 1-5μm de diámetro emitidas por un individuo con 

Tuberculosis activa mediante la tos, el estornudo y otros movimientos respiratorios similares 

producidos en actividades cotidianas. Las microgotas son entonces inhaladas y depositadas en 

los alvéolos pulmonares distales. Aunque el sistema inmune puede controlar la infección, el 

control no lleva a esterilización. De hecho, la mayoría de los individuos infectados con M. 

tuberculosis son clínicamente asintomáticos, constituyendo un estadio conocido como 

Tuberculosis latente 8. Los individuos infectados latentemente representan un enorme reservorio 

de la enfermedad. La forma latente de Tuberculosis está definida por la ausencia de síntomas 

visibles de enfermedad, pero por la presencia de bacilos vivos persistentes en el hospedador. Este 

estado puede durar toda la vida de la persona infectada o progresar a Tuberculosis activa 

mediante la reactivación de la infección existente (FFig. 3). 

El progreso de la Tuberculosis latente a activa puede detenerse en esta etapa mediante la terapia 

preventiva con isoniazida en ciertos casos. Estudios epidemiológicos han determinado que, sin 

tratamiento, un 5-10% de los individuos infectados latentemente desarrollarán la enfermedad 

activa en algún momento de sus vidas. Este riesgo de progresión se ve agravado por factores que 

comprometen el sistema inmunológico, como factores genéticos, otras infecciones como el VIH-

SIDA, la diabetes, la contaminación del aire en interiores y el humo del tabaco. Se ha demostrado 

que la reactivación de la Tuberculosis ocurre en el lóbulo superior y más oxigenado del pulmón, 

que se puede curar mediante el cumplimiento de la terapia con medicamentos. Sin embargo, la 

Tuberculosis no tratada o mal tratada puede conducir a la formación de lesiones tuberculosas en 

el pulmón. El desarrollo de cavidades cerca de los espacios de las vías respiratorias permite la 

liberación de los bacilos a través de las vías respiratorias. Posteriormente, de forma cíclica, los 
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bacilos de la tuberculosis se transmiten a otros individuos para establecer la infección primaria 9 

(FFig. 3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

El ciclo de vida inmunológico de la Tuberculosis  
 

Uno de los mayores desafíos en la comprensión de la inmunidad frente a M. tuberculosis surge 

de la observación de que, aunque la mayoría de los humanos y los modelos experimentales 

desarrollan una respuesta inmune aparentemente apropiada luego de la infección, estas 

respuestas inmunes no logran erradicar la bacteria. En una revisión reciente ha sido propuesto 

un marco de trabajo para estudiar la respuesta inmune frente a M. tuberculosis 10. Este marco de 

trabajo se basa en la asunción de que existen múltiples estadios en la respuesta inmune frente a 

M. tuberculosis y utiliza evidencias que validan un modelo de un ciclo de vida inmunológico para 

la Tuberculosis constituido por las cuatro etapas que se describen a continuación (FFig. 4).  

Fig. 3 TTransmisión y progresión de la Tuberculosis en humanos. Datos basados en estudios clínicos-epidemiológicos. (Adaptado de 
Expert Reviews in Molecular Medicine © 2011. Cambridge University Press). 
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La primera etapa se inicia con la inhalación de partículas que contienen M. tuberculosis 

diseminadas por un individuo con Tuberculosis activa y participan principalmente células de la 

inmunidad innata. El inóculo inhalado llega a los alvéolos y bronquiolos donde la bacteria es 

reconocida y fagocitada principalmente por los macrófagos alveolares, aunque otras células 

fagocíticas como los neutrófilos, monocitos y células dendríticas (CDs) también pueden endocitar 

la bacteria y desempeñar un rol en el desenlace de la infección. En otras infecciones, el 

reclutamiento de células fagocíticas restringe e incluso elimina los patógenos, mientras que el 

reclutamiento de fagocitos a los sitios de infección por micobacterias, de hecho, puede beneficiar 

al patógeno en los estadios tempranos de la infección, al proveer nichos celulares para la 

supervivencia y expansión de la bacteria 10. 

Fig. 4 EEstadíos en el ciclo de vvida inmunológico dde la Tuberculosis. La estructura para el ciclo de vida está basada en estudios clínicos, 
epidemiológicos e inmunológicos en humanos. Se incluyen ejemplos de algunos mecanismos inmunológicos y funciones que 
caracterizan a cada estadío, en los casos que son conocidos. Los signos de interrogación corresponden a aquellos casos para los 
cuales aún solo se tienen hipótesis. En el centro se muestran los estados conocidos de la bacteria durante los distintos estadíos del 
ciclo. PAMP, patrón molecular asociado a patógenos. (Adaptado de Nat Rev Immunol 12, 581-91 (2012)). 
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Una vez en el interior celular, el crecimiento bacteriano dependerá de la capacidad de evadir la 

respuesta inmune del hospedador y de los mecanismos microbicidas de los macrófagos. En este 

contexto, se establece un balance entre el hospedador, el patógeno y el tipo de respuesta inmune 

iniciada contra la bacteria que influenciará fuertemente en el curso de la enfermedad. Durante 

esta etapa, que dura de 3 a 8 semanas luego del ingreso de la bacteria a los alvéolos, los bacilos 

son diseminados por la vía linfática a los ganglios linfáticos regionales del pulmón. Generalmente, 

la respuesta inmune conduce a la contención del patógeno formando lesiones focales 

granulomatosas mediante la secreción de citoquinas proinflamatorias (IL-1β, TNF-α e IL-6) por 

parte de los macrófagos expuestos a M. tuberculosis 10. 

A partir de la semana 2-8 se inicia la segunda etapa (equilibrio inmunológico) durante la cual se 

desarrolla la inmunidad adaptativa. Una característica prominente de la respuesta inmune 

adaptativa frente a M. tuberculosis es el largo retraso que presenta en su aparición. La generación 

de una respuesta inmune adaptativa en Tuberculosis resulta en el arresto del crecimiento 

progresivo de la bacteria y puede producir síntomas transientes como fiebre y, de manera 

inusual, una erupción en la piel llamada eritema nudoso. La mayoría de los individuos se vuelven 

luego asintomáticos, no contagian y son considerados individuos con Tuberculosis latente. La 

Tuberculosis latente no es simplemente un estadio de estasis de la bacteria, sino un estado de 

equilibrio dinámico entre la bacteria y el sistema inmune del hospedador. La respuesta inmune 

adaptativa depende de la acción de las células T CD4, adicionalmente de las células CD8, células 

T restringidas a CD1, entre otras. Entre los mediadores claves se encuentra TNF-α, IFN- , IL-17, 

vitamina D, perforinas, moléculas inducidas por IFN-  como la óxido nítrico sintetasa 2 (NOS2) y 

LRG-47, entre otras. El dogma central de la inmunidad protectiva en la Tuberculosis incluye 

principalmente macrófagos, células T CD4 del perfil Th1 y linfocitos TCD8 citotóxicos (FFig. 5). Por 

otro lado, M. tuberculosis posee al menos tres sistemas (regulón de dormancia (Dos), factores 

promotores de la resucitación y parejas de genes de toxinas–antitoxinas) que regulan su estado 

metabólico y su crecimiento, contribuyendo con el estadio de equilibrio 10.  

Luego de 4-5 semanas de infección progresiva, los granulomas microscópicos formados por la 

migración de diferentes tipos celulares (neutrófilos, linfocitos, macrófagos) aumentan de tamaño 

y se fusionan con otros granulomas, formando grandes áreas necróticas rodeadas por capas de 

histiocitos epiteloides, células gigantes multi-nucleadas, fibroblastos, linfocitos y monocitos. 

A pesar del pH ácido, la baja concentración de oxígeno y la presencia de ácidos grasos tóxicos, 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 10. 
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Comprender cómo los individuos con Tuberculosis latentes controlan la infección sin desarrollar 

la enfermedad es fundamental para entender los mecanismos de inmunidad protectiva contra la 

Tuberculosis. Sin embargo, la identificación de estos individuos es dificultosa y no existe un 

consenso universal. El diagnóstico clásico de la Tuberculosis latente implica la conversión a 

positivo en la prueba de la PPD (prueba intradérmica de reacción a un derivado proteico 

purificado de la bacteria) que posee confiabilidad limitada, especialmente en países donde la 

Tuberculosis es endémica y aún se administra la BCG o donde los altos niveles de exposición a 

micobacterias ambientales llevan usualmente a test de PPD positivos. En los últimos años, han 

emergido nuevos ensayos de diagnóstico basados en la producción de IFN-  en muestras de 

sangre, luego de la re-estimulación in vitro con antígenos específicos de M. tuberculosis tales 

(B) (A) 

Fig. 5 AA) EEl dogma central de la inmunidad protectiva frente a la Tuberculosis. Las células T CD4 producen IFN-  (células Th1), el cual 
actúa de manera sinérgica con el TNF-  (producido por macrófagos y células T), y activan la capacidad microbicida de los 
macrófagos. Los macrófagos son entonces capaces de restringir el crecimiento de M. tuberculosis. Dos vías activadas por el IFN-  
son capaces de inducir la muerte de M. tuberculosis: la producción de óxido nítrico y la fusión del fagosoma con el lisosoma, el cual 
acidifica el fagosoma que contiene la bacteria favoreciendo su eliminación. B) Una visión revisada del dogma central incorpora 
subpoblaciones de células T adicionales (células T CD4, CD8+ T y células T no convencionales: células T δ, células MAIT y células T 
restringidas a CD1) e incluye mecanismos adicionales por las cuales las células T median la muerte de M. tuberculosis. Estos incluyen 
citoquinas adicionales (como GM-CSF) y la citólisis de macrófagos infectados. El mecanismo citolítico varía y puede incluir gránulos 
citotóxicos, los cuales secretan péptidos antimicrobianos, como la granulisina, pero también pueden secretar granzimas disparando 
la apoptosis. La actividad citotóxica T (CTL) es mediada por FASL-FAS o TNF y puede llevar también a apoptosis. La apoptosis puede 
tener un efecto beneficioso en la resolución de la infección dado que las células apoptóticas son fagocitadas por macrófagos no 
infectados, los cuales son capaces de destruir las células apoptóticas, incluyendo las bacterias intracelulares. Finalmente, varios 
componentes de la respuesta inmune innata incluyendo a la IL-1 y algunas vitaminas, pueden actuar de manera sinérgica con las 
citoquinas producidas por las células T. (Adaptado de Nature Reviews Microbiology 12, paginas 289–299 (2014))  
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como ESAT-6 y CFP-10. Actualmente, estos ensayos de liberación de IFN-  (IGRAs, por sus siglas 

en inglés) como el QuantiFERON®-TB se utilizan para identificar exposición previa a M. 

tuberculosis y, en países desarrollados, son considerados una herramienta de diagnóstico muy 

útil 10. Sin embargo, no permiten diferenciar infección activa de latente.  

La infección puede mantenerse en esta etapa o progresar hacia el siguiente estadio. Si la 

inmunidad mediada por células es apropiada, el granuloma se resolverá dejando pequeñas 

lesiones fibrosas calcificadas.  

La tercera etapa ocurre cuando la inmunidad mediada por células no es suficiente para controlar 

la diseminación de los bacilos activos, dando lugar a la reactivación de la infección. Este evento 

puede darse muchos años después de la infección primaria y, aunque actualmente se desconoce 

el mecanismo exacto responsable de la reactivación, está claramente asociado a factores del 

sistema inmune del hospedador. Condiciones que afectan al mismo (co-infecciones, terapia con 

esteroides, edad avanzada, desnutrición, entre otras) favorecen este proceso. En estos casos, los 

macrófagos infectados pueden escapar del granuloma ocasionando diseminación hacia el ganglio 

linfático regional. Si la inmunidad mediada por células es inadecuada, la respuesta de 

hipersensibilidad tratará de combatir a los bacilos que se multiplican, pero a la vez ocasionará 

destrucción del tejido pulmonar llevando a la formación de cavidades. La reactivación que 

progresa a formación de cavidades, con una elevada multiplicación extracelular de la bacteria, 

favorece la propagación de cepas de M. tuberculosis resistentes y de alta virulencia 10.  

Al presente, se han identificado dos mecanismos que explican la reactivación en humanos. El 

primero involucra las deficiencias cualitativas y cuantitativas de los linfocitos T CD4+ en individuos 

infectados con VIH. El segundo mecanismo es la neutralización terapéutica de TNF-α. Los efectos 

del bloqueo de TNF-α incluyen disrupción del granuloma, disminución de la actividad anti-

micobacteriana y la subsecuente muerte de macrófagos; la inducción de un aumento en la 

frecuencia de las células T regulatorias; y la depleción de un subconjunto de células T CD8+ 

CD45RA+ de memoria efectora que contribuyen a la muerte de M. tuberculosis in vitro. En 

conjunto, la frecuencia incrementada de Tuberculosis en individuos infectados con VIH o tratados 

con agentes bloqueantes del TNF-α muestran que las células T CD4+ y el TNF-α son dos elementos 

claves en la inmunidad protectiva frente a M. tuberculosis. Otras condiciones médicas que se 

asocian con mayor riesgo de reactivación incluyen a la diabetes mellitus, el tratamiento con 

glucocorticoides, la silicosis, malignidades hematológicas, cáncer, quimioterapia, uremia, 

gastrectomía y la edad avanzada, pero ninguna ha sido estudiada con respecto a sus efectos en 

los mecanismos inmunológicos específicos. Aunque los mecanismos y asociaciones mencionados 
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son notables, corresponden a una minoría de todos los casos de reactivación de la Tuberculosis 
10. Esto sugiere que el modelo ampliamente aceptado de “debilitamiento” o decaimiento de la 

inmunidad para explicar la reactivación de la Tuberculosis requiere reconsideración.  

Algunos mecanismos posibles que han sido propuestos para explicar la reactivación incluyen el 

agotamiento de las células T, expresión alterada de antígenos y alteraciones en el tráfico celular. 

El mantenimiento de la respuesta inmune efectiva en el sitio de infección requiere el 

reclutamiento continuo de células efectoras del sistema inmune, pero poco se conoce acerca de 

la cinética del recambio celular en el granuloma. Si es necesario mantener el tráfico hacia los 

granulomas por décadas para mantener la inmunidad local en la tuberculosis latente, es 

razonable pensar que defectos en el tráfico, incluso menores o intermitentes, podría permitir la 

reactivación de la Tuberculosis. Por otro lado, ha sido sugerido que la bacteria también podría 

tener un rol primario en algunos casos de reactivación que no pueden ser explicados por defectos 

inmunes o deficiencias 10. En conjunto, se conoce muy poco de los mecanismos que median la 

progresión desde la latencia a la reactivación. 

Por último, la cuarta etapa es la transmisión a nuevos hospedadores que tiene lugar a través de 

aerosoles que son expulsados por un individuo con enfermedad activa e inhalados por un 

hospedador susceptible. En particular, los individuos con Tuberculosis cavitaria son 

especialmente contagiosos, ya que la conexión entre las cavidades y las vías áreas facilita 

ampliamente la expectoración de la bacteria 10. 

Inmunidad Innata frente a Mycobacterium tuberculosis 
 

Como se mencionó, M. tuberculosis ingresa al hospedador a través de las vías aéreas. Una vez en 

los alvéolos pulmonares, los macrófagos alveolares residentes son el primer tipo celular 

involucrado en la fagocitosis de M. tuberculosis. Los alvéolos contienen una capa fina de células 

epiteliales de tipo I y de tipo II y otras células inmunes como los macrófagos alveolares, CDs y 

neutrófilos. Hay pocos macrófagos alveolares por alvéolo (alrededor de 10) pero tienen una vida 

media de alrededor de 3 meses en humanos. Luego del encuentro con los macrófagos alveolares, 

las CDs, los macrófagos derivados de monocitos y los neutrófilos también forman parte del 

proceso fagocítico 11.  

La respuesta inmune innata se caracteriza por el reconocimiento de diversos patrones 

moleculares asociados a los patógenos (PAMPs), por los receptores de reconocimiento de 

patrones (PRRs). Un gran número de receptores son críticos en el reconocimiento de M. 
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tuberculosis por los fagocitos (FFig. 6), incluyendo los receptores tipo Toll (TLR), receptores del 

complemento (CR), el receptor de manosa (MR), receptores de lectina tipo C, entre otros 11,12.  

El TLR2 es el TLR para el cual se han identificado el mayor número de agonistas micobacterianos, 

incluyendo lipoproteínas, fosfatidilinositol mananos y lipomananos. El TLR4 reconoce lípidos de 

la pared, glicoproteínas y proteínas secretadas. El TLR9 citoplasmático sensa ADN micobacteriano 

y contribuye con la producción de citoquinas por macrófagos y CDs. Dentro de la familia de 

receptores de lectina tipo C, los receptores DC-SIGN pueden reconocer LAM, dectina 1 aún tiene 

ligandos de M. tuberculosis sin caracterizar, el receptor de manosa reconoce LAM y ManLAM y 

mincle media el reconocimiento de TDM; el glicolípido más abundante de la pared de la bacteria. 

Los receptores scavenger CD36, MARCO, SRA y AIM también participan del reconocimiento de 

M. tuberculosis mediante la interacción con ManLAM y otros componentes de la pared celular. 

Otros receptores de superficie como CD14 y el receptor del complemento 3 (CR3) también 

intervienen en el reconocimiento de M. tuberculosis. Ambos reconocen LAM y CR3 puede 

reconocer además una gran cantidad de productos micobacterianos 13. Los PRR citosólicos como 

NOD2 y NLRP3 reconocen los péptidoglicanos y algunas proteínas secretadas como ESAT6. AIM2 

(proteína citoplasmática ausente en melanoma 2, por sus siglas en inglés) y STING también han 

sido propuestos como sensores de ADN micobacteriano. 13 

Un amplio repertorio de lípidos, proteínas, lipoproteínas, carbohidratos y nucleótidos estimula 

los diferentes PRRs, individual o colectivamente, induciendo la expresión de citoquinas 

proinflamatorias, quemoquinas y moléculas de adhesión que contribuyen a la movilización y 

activación tanto local como sistémica de las células inmunes. Sin embargo, la activación de estos 

receptores no siempre resulta beneficioso para el hospedador ya que M. tuberculosis ha logrado 

modular el microambiente celular utilizando algunos PRRs. 
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El rol de las CDs es central para la presentación antigénica y la iniciación de la respuesta inmune 

adaptativa 14. Los neutrófilos son las primeras células que infiltran en los pulmones luego de la 

infección y son el tipo de célula más abundante que aparece en lavados broncoalveolares y 

esputo de pacientes con Tuberculosis pulmonar activa. Estas células juegan un papel muy 

complejo en la patología de la enfermedad. Su reclutamiento al pulmón y su rol patológico están 

regulados por varias citoquinas, quemoquinas, alarminas (como las proteínas S100A8 / A9) y 

miARN intrínsecamente expresados (como miR-223) 14. Ciertos factores liberados por los 

neutrófilos durante los estallidos respiratorios, como la elastasa, colagenasa y mieloperoxidasa, 

pueden dañar tanto células bacterianas como del hospedador indiscriminadamente. Por tanto, 

los neutrófilos constituyen una población de células efectoras que pueden mediar tanto la 

actividad antimicobacteriana como la inmunopatología de la infección 14. Las células asesinas 

naturales (Natural killer cells (NKs)) están también involucradas en la respuesta inmune innata 

frente a M. tuberculosis, poseen un rol central en la amplificación de las defensas anti-

microbianas a través del reconocimiento de macrófagos infectados por sus receptores NKp44, 
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Fig. 6 FFagocitosis y reconocimiento de MM. tuberculosis. Algunos de los receptores identificados para el reconocimiento de M. 
tuberculosis por macrófagos y CDs (los receptores del complemento, el receptor de manosa, receptores scavenger, el receptor DC-
SIGN, el receptor de la proteína surfactante A, las lectinas de unión a manosa). Luego de la unión a los TLR, se activan las vías de 
señalización comunes que llevan a la producción de citoquinas. Los TLR se expresan no sólo en la superficie celular sino también en 
los fagosomas, por lo tanto, la activación inmune puede ocurrir en presencia o ausencia de fagocitosis (Adaptado de Clin Microbiol 
Rev 15:294). 
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NKp46 y NKG2D. Las células NK pueden lisar los macrófagos infectados, producir IFN-  

promoviendo la activación de otros macrófagos y pueden, también, secretar citoquinas que 

expanden las poblaciones de células NKT y CD8 14. Las células T δ también están presentes en 

los alvéolos, reconocen fosfoantígenos de M. tuberculosis y participan en la inducción de la 

muerte de macrófagos infectados a través de la producción de gránulos citotóxicos y en la 

producción de citoquinas proinflamatorias como el IFN-  y el TNF-α 15  

La respuesta inmune innata es sin duda un estadio dinámico y posee un rol clave al establecer el 

ambiente que permite la generación de la respuesta T adaptativa necesaria para contener la 

enfermedad. Si bien provee las bases para la iniciación de la respuesta inmune celular adaptativa 

a través del reclutamiento y la inducción de la maduración de las CDs, los eventos iniciales de la 

respuesta inmune innata también pueden proveer nichos adicionales que favorecen el 

crecimiento de la bacteria. Por lo tanto, la comprensión de las variaciones en la respuesta inmune 

innata en los individuos con diferente resolución frente a la infección por M. tuberculosis 

proveerá de herramientas fundamentales para la elección de vectores y adyuvantes (inductores 

de la inmunidad innata) para el diseño óptimo de vacunas como así también inmunoterapias para 

la Tuberculosis. 

Macrófagos. Heterogeneidad de poblaciones y mecanismos microbicidas  
 

Los macrófagos derivan de células hematopoyéticas de la médula ósea, se diferencian a partir de 

células promonocíticas a monocitos maduros en la sangre periférica y en macrófagos luego de la 

migración al tejido donde mantienen la homeostasis o se reclutan en respuesta a un proceso 

inflamatorio o infeccioso. Su patrón de diferenciación depende en gran medida del entorno local, 

incluida la ubicación del tejido y células asociadas, así como de factores de crecimiento y 

citoquinas presentes en cada sitio. La heterogeneidad observada refleja la plasticidad y 

adaptación de estas células a diferentes ubicaciones anatómicas e inmunológicas. Para 

simplificar, la heterogeneidad de los macrófagos se ha categorizado en cuatro grupos principales 

definidos principalmente por condiciones de cultivo celular in vitro: macrófagos tipo I y tipo II, 

macrófagos activados alternativamente y macrófagos desactivados 16. 

Los macrófagos de tipo I (activación clásica o células M1) se diferencian por cultivo in vitro con 

IFN-  y LPS. Los macrófagos de tipo II (activación innata) se diferencian en cultivo in vitro por 

activación de receptores mediada por complejos inmunes. Ambos fenotipos de macrófagos están 

asociados con una alta actividad microbicida, producción de citoquinas proinflamatorias como 
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TNF-α, IL-1β e IL-6, generación de especies reactivas del oxígeno (ROS, por sus siglas en inglés), y 

la activación de la óxido nítrico sintasa inducible (iNOS) que conduce a la síntesis de óxido nítrico 

(NO). Los macrófagos de tipo I también muestran un aumento del complejo mayor de 

histocompatibilidad (CMH) de clase II y de la molécula CD86 y una mayor capacidad de presentar 

antígenos. Algunas diferencias entre los perfiles de tipo I y tipo II incluyen la disminución de la 

expresión del receptor de manosa (MR, CD206) en macrófagos tipo I, mientras que los 

macrófagos de tipo II tienen una mayor producción de la citoquina inmunorreguladora IL-10 y 

una disminución de la producción de la citoquina proinflamatoria IL-12. Por tanto, las dos 

poblaciones de macrófagos, aunque resultan fenotípicamente similares, tienen distintos perfiles 

funcionales 16.  

El tercer grupo se compone de macrófagos activados alternativamente (o M2). Estas células 

resultan del cultivo in vitro con citoquinas de tipo Th2 como la IL-4 o IL-13, que disminuye la 

capacidad de respuesta celular al IFN-  e inhibe la síntesis de iNOS. Los glucocorticoides también 

pueden dar lugar a la generación de macrófagos alternativos. Los macrófagos activados 

alternativamente tienen una mayor expresión de MR acompañada de una disminución en la 

expresión de CD14. Además, estas células no producen grandes cantidades de intermediarios 

oxidantes o citoquinas proinflamatorias, sino que secretan algunas citoquinas antiinflamatorias 

como el factor de crecimiento transformante beta (TGF-β). Esta población de macrófagos ha sido 

asociada con la reparación de tejidos y la inmunidad humoral 16. 

Finalmente, el fenotipo de macrófagos desactivados es inducido por cultivo in vitro en presencia 

de citoquinas como IL-10 o TGF-β. Este fenotipo de macrófagos se ha asociado con producción 

de citoquinas antiinflamatorias, producción de prostaglandina E2 (PGE2) y expresión reducida de 

CMH II 16. 

Recientemente ha surgido la idea de una clasificación más flexible, donde la heterogeneidad de 

los macrófagos generada en respuesta a procesos inmunes innatos o adquiridos se considera un 

espectro. Las poblaciones de macrófagos clásicos o alternativos que contribuyen a la cicatrización 

de heridas o que poseen funciones regulatorias, pueden superponerse en sus funciones, 

representando diferentes puntos a lo largo de un único espectro 16. 

En cuanto a la infección causada por M. tuberculosis, son numerosos los factores que intervienen 

en el reconocimiento de la bacteria y en los procesos que conllevan a la contención del patógeno 

y al establecimiento o eliminación de la enfermedad. Como fue mencionado, los macrófagos 

juegan un rol fundamental ya que al estar presentes en los alvéolos pulmonares son los primeros 

en encontrar al patógeno, reconocerlo y fagocitarlo con el fin de eliminarlo; pero también pueden 
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convertirse en un nicho para el crecimiento de la bacteria. Los macrófagos alveolares, son 

esenciales en la homeostasis del tejido, el reconocimiento temprano de patógenos, la iniciación 

de la respuesta inmune local y la resolución de la inflamación. Son especialmente importantes en 

la defensa frente a la Tuberculosis gracias al proceso fagocítico que llevan a cabo, a su poder 

microbicida intracelular y a la capacidad de presentación antigénica a los linfocitos T. Aun cuando 

la infección se vuelve crónica o latente, los macrófagos siguen cumpliendo funciones efectoras 

esenciales. Sin embargo, los macrófagos en los alvéolos son el principal blanco de M. tuberculosis 

una vez que ingresa al pulmón 16,17. La interacción de M. tuberculosis y de estas células, además 

del microambiente inicial, podría definir la progresión de la infección.  

La migración de M. tuberculosis hacia afuera del sitio primario de infección ocurre a pesar de la 

generación de la respuesta granulomatosa y la bacteria utiliza las células del hospedador para 

mediar esta migración. El problema es que esto ocurre recién luego de 7-9 días de iniciada la 

infección. Como consecuencia, hay un retraso de 18-20 días antes de que las células T antígeno-

específicas se acumulen en el pulmón en un número suficiente para frenar el crecimiento 

bacteriano 18. 

Como se mencionó previamente, el reconocimiento de M. tuberculosis es mediado por múltiples 

receptores en los macrófagos, algunos de ellos no sólo reconocen al patógeno, sino que también 

inician su fagocitosis 11. La lucha del hospedador frente al patógeno en la infección por M. 

tuberculosis implica varios niveles, incluyendo la contención de la bacteria, la generación de 

radicales libres, la creación de un ambiente hostil, ácido, deprivado de nutrientes esenciales, la 

producción de péptidos antimicrobianos y la secreción de citoquinas, el reclutamiento de otras 

células inmunes y las actividades suicidas de los macrófagos como la inducción de la apoptosis, 

autofagia y eferocitosis para prevenir la propagación de la enfermedad. 

Así, diversos mecanismos son disparados una vez que los macrófagos reconocen e internalizan la 

bacteria. Los macrófagos son capaces de producir un amplio rango de citoquinas y quemoquinas 

induciendo la activación y migración de distintas células del sistema inmune, son células 

presentadoras de antígenos (CPA) profesionales por lo que pueden presentar antígenos a través 

de CMH II a los linfocitos T y dar señales coestimulatorias y una de sus funciones principales es la 

de fagocitar y destruir células infectadas o microbianas. Después de la fagocitosis de M. 

tuberculosis se inicia la formación del fagolisosoma, que tiene como finalidad la muerte del 

microorganismo y la degradación de su contenido. Este proceso se realiza por la adquisición de 

enzimas lisosomales mediante un complejo proceso de maduración caracterizado por la fusión 

secuencial con endosomas y, finalmente, con lisosomas 16. Durante la biogénesis fagolisosomal 
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los eventos de fusión son controlados por un subtipo de GTPasas, las proteínas Rab, que incluyen 

Rab5 y Rab7, las cuales se encargan de regular la naturaleza de los eventos de fusión con 

endosomas tempranos y tardíos, respectivamente. Los fagosomas se fusionan con los endosomas 

y los lisosomas al tiempo que los componentes de la membrana se reciclan a la membrana 

plasmática. Durante el proceso de maduración fagosomal, la acidificación y los niveles de enzimas 

lisosomales como las hidrolasas ácidas, LAMP1, LAMP2 y catepsina D aumentan; mientras que los 

marcadores endocíticos como CD63, el receptor de transferrina y Rab5 disminuyen dentro del 

fagosoma 19–22. De esta forma, una vez fagocitados, muy pocos microorganismos pueden 

sobrevivir dentro de los macrófagos debido a la abundancia de vacuolas fagocíticas ácidas y 

enzimas hidrolíticas que contienen hidrolasas lisosomales e intermediarios reactivos del oxígeno 

y del nitrógeno. 

Los macrófagos también pueden eliminar otras células que hayan sido infectadas por M. 

tuberculosis y se encuentren en estado apoptótico mediante la eferocitosis (del griego: para llevar 

a la tumba). Luego de la fagocitosis, los cuerpos apoptóticos son entregados a los lisosomas y 

finalmente degradados en los endolisosomas. Otra vía promovida por la eferocitosis es la 

presentación antigénica cruzada, mediante la cual los macrófagos pueden alertar a los linfocitos 

T CD8+ para que ejecuten sus funciones citotóxicas 23. Además, las células apoptóticas son fuente 

de presentación antigénica para las CDs lo cual incrementa la activación de la respuesta inmune 

adaptativa 24. 

La autofagia es otro mecanismo que ocurre en macrófagos y contribuye con la eliminación de M. 

tuberculosis. Este es un proceso altamente conservado que sirve para degradar proteínas u 

organelas enteras mediante la vía lisosomal. También puede funcionar como un mecanismo de 

supervivencia proveyendo a la célula de aminoácidos esenciales que le permiten continuar con 

su actividad metabólica. Resulta también importante para remover constituyentes celulares 

potencialmente dañinos como mitocondrias dañadas, proteínas mal plegadas o agregados 

proteicos. La autofagia da como resultado la captura de proteínas citoplasmáticas por medio de 

una doble membrana llamada autofagosoma, el cual se fusiona con los lisosomas para dar lugar 

al autolisosoma dentro del cual se degrada el material capturado. Los macrófagos pueden usar 

este mecanismo para atrapar parásitos y bacterias, incluyendo a M. tuberculosis. Otra manera 

mediante la cual la autofagia promueve la eliminación de M. tuberculosis es incrementando la 

presentación cruzada vía CMH I hacia los linfocitos TCD8+ 25. 

En la inmunidad mediada por los macrófagos frente a las micobacterias, las especies reactivas del 

oxígeno (ROS, por sus siglas en inglés) juegan un rol importante. Los fagocitos generan ROS 
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mediante las subunidades catalíticas de la enzima NADPH oxidasa 2 (NOX2) que comienza con la 

producción del anión superóxido. Estas subunidades (gp22phox, gp40phox, gp47phox, gp67phox 

y gp91phox) se expresan mayormente en neutrófilos y macrófagos. El anión superóxido puede 

combinarse y sintetizar oxidantes microbicidas como el hipoclorito y el peróxido de hidrogeno en 

los fagosomas de los macrófagos 26. Además de este efecto directo, los ROS inducen la autofagia 

y la apoptosis en estas células y podrían actuar sinérgicamente con péptidos antimicrobianos para 

aumentar la muerte de las micobacterias. Sin embargo, por otra parte, el exceso de ROS 

mitocondriales puede inducir necrosis programada (necroptosis) y la consiguiente liberación de 

la bacteria al medio extracelular que resulta permisivo para su crecimiento 27. 

Los antígenos de M. tuberculosis son fuertes estímulos para los macrófagos y pueden dar lugar a 

la producción de citoquinas. Principalmente, el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-α) y la IL-1β 

cumplen un rol importante en la defensa frente a M. tuberculosis. TNF-α es secretado por 

macrófagos activados y contribuye con la activación de estos fagocitos, la formación del 

granuloma, la prevención de la diseminación de bacterias y la apoptosis de las células infectadas 
28. El TNF-α también es importante para inducir procesos como la maduración de las CDs, las 

respuestas de las células T específicas de antígeno y la migración de leucocitos 29. La IL-1β también 

se produce en la infección por M. tuberculosis humana principalmente por monocitos, 

macrófagos y CDs 30. Cuando esta molécula efectora antimicrobiana es liberada por macrófagos 
31,32 que se encuentran bajo glucólisis, limita la supervivencia bacteriana 30,33–35. IL-1β también 

promueve la secreción de TNF-α y la activación de la caspasa-3 pro apoptótica en macrófagos 

infectados, lo que contribuye a limitar el crecimiento bacteriano dentro de estos fagocitos 36. 

Otras citoquinas también son relevantes durante la respuesta inmune antituberculosa. Los 

macrófagos (como así también las CDs) son importantes productores de IL-12p40, IL-12, IL-23 e 

IL-27. Estas citoquinas están asociadas en gran medida con la inducción y regulación de la 

expresión de citoquinas en células T 30. Los macrófagos también pueden secretar TGF-β, cuyo 

impacto en la enfermedad se ha descripto como potencialmente negativo debido a su rol 

regulatorio y permisivo en cuanto al crecimiento intracelular de M. tuberculosis 30. La IL-10 

también puede permitir el mantenimiento de un nicho replicativo para la bacteria y la 

supervivencia dentro del fagosoma. Adicionalmente, la IL-10 puede inhibir los efectos activadores 

del IFN-  sobre los macrófagos 30.  

La función de los macrófagos es ampliamente regulada por un gran rango de moléculas que 

incluyen citoquinas, quemoquinas y diferentes receptores. Resulta imprescindible delinear las 

vías de señalización y mecanismos que llevan a la activación de los macrófagos como así también 
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de los procesos que favorecen la fagocitosis y la eliminación de la bacteria de manera de 

enfocarnos en nuevas estrategias terapéuticas para la Tuberculosis.  

Macrófagos. Mecanismos de evasión desarrollados por M. tuberculosis 
 

A lo largo de los años, M. tuberculosis ha desarrollado diversas estrategias para asegurar su 

entrada a los fagocitos, engañar y evadir la respuesta celular potencialmente tóxica del 

hospedador. Así, este patógeno es capaz de modular las funciones efectoras en la respuesta 

inmune celular durante y después de su entrada al fagocito. A pesar de la basta maquinaria de 

defensa que poseen los macrófagos, M. tuberculosis puede interferir con numerosos mecanismos 

microbicidas en diferentes etapas o estadios. Al no poseer un reservorio natural fuera de los 

humanos, su habilidad para sobrevivir dentro de los macrófagos constituye la clave de la 

persistencia y patogénesis de M. tuberculosis. 

Las características estructurales de M. tuberculosis ayudan a inhibir la maduración y acidificación 

del fagolisosoma. Por ejemplo, puede frenar la formación del lisosoma induciendo un aumento 

de la expresión de coronina 1 (o TACO, pos sus siglas en inglés para proteína de envoltura que 

contiene triptófano y aspartato) en la membrana de los fagosomas 24,37. Esta proteína está 

involucrada en la formación de fagosomas tempranos por lo que su retención o aumento en la 

membrana permite que M. tuberculosis permanezca en un compartimento que ha detenido su 

maduración. También puede frenar la maduración de los fagosomas modulando la función de la 

GTPasa Rab5 que es necesaria durante las etapas tempranas, pero no tardías, de formación del 

fagolisosoma. Rab5 puede ser retenida en membrana 37, como así también M. tuberculosis puede 

bloquear su función 38 o promover su disociación del fagosoma para evitar que se sucedan las 

etapas madurativas posteriores 39. Esto también conduce a inhibir el reclutamiento de EEA1 (por 

sus siglas en inglés para autoantígeno 1 de endosoma temprano). Esta molécula está implicada 

en la fusión endosoma-endosoma, por lo cual su ausencia no permite la maduración del 

fagolisosoma. Los fosfoinosítidos y ManLAM de M. tuberculosis se ven implicados en la 

modulación de EEA1 20,21,37. Asimismo, la acidificación del fagolisosoma puede verse 

comprometida y la bacteria logra sobrevivir en un ambiente menos acido (pH ≈ 6.2) 24. 

M. tuberculosis también ha logrado evadir la autofagia impidiendo la fusión autofagosoma-

lisosoma. En este sentido, se han descripto tanto proteínas 40,41 como microARNs 24,42 bacterianos 

capaces de inducir este mecanismo de escape. Más aun, la apoptosis puede verse inhibida 

mientras que la necrosis es promovida lo cual impacta ampliamente sobre la respuesta inmune 

protectiva del hospedador. Se ha reportado que ciertos miRNAs, componentes estructurales y 
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proteínas secretorias de M. tuberculosis pueden regular la apoptosis de los macrófagos 24. Las 

cepas menos virulentas suelen ser inductoras del proceso apoptótico mientras que las más 

virulentas lo inhiben modulando la producción de NO, citoquinas proinflamatorias y la activación 

de caspasas 24. 

El estrés oxidativo es otros de los targets de M. tuberculosis. El micotiol (MSH) de este patógeno 

posee actividad antioxidante y ayuda a la bacteria a permanecer dentro de los macrófagos 24. Las 

proteínas Wag31 y EIS también protegen a la bacteria del estrés oxidativo 24,43 como así también 

la fosfolipasa D que bloquea la acción de los ROS 24 y las enzimas KatG y TrxB2 de M. tuberculosis 

que contribuyen a la resistencia en ambientes oxidativos 44. Las proteínas CFP-10 y ESAT-6, juntas 

o separadas, pueden inhibir los radicales libres del oxígeno 24. Mientras que la GGC (gamma 

glutamil-cisteina) está involucrada en la detoxificación de especies reactivas del oxígeno y 

nitrógeno, la proteína Lsr2, con características similares a las histonas, protege a M. tuberculosis 

solamente de la acción de los ROS. Más aun, numerosas moléculas bacterianas pueden mediar la 

evasión de los intermediarios reactivos del nitrógeno. Es el caso de noxR1 y noxR2, AhpC, Lpd y 

SucB 37.  

Otros mecanismos que ayudan a M. tuberculosis a escapar del sistema inmune incluyen mutación 

antigénica que altera el reconocimiento por parte de las células del hospedador para evitar la 

muerte 24, inhibición del procesamiento y presentación antigénica vía CMH II 37, aumento de la 

expresión del receptor PPAR-  que da como resultado un aumento en la formación lípidos y una 

regulación negativa de la actividad microbicida del macrófago 24, resistencia a la acción de 

citoquinas proinflamatorias como IL-1β 24 e IFN-  37. Algunas de las principales estrategias de 

evasión exploradas por M. tuberculosis en los fagocitos se resumen en la FFig. 7 45. 

Los mecanismos de evasión inducidos por M. tuberculosis contribuyen a promover la persistencia 

del patógeno. Contrarrestar estos mecanismos que generan un nicho protectivo para la 

replicación bacteriana y se oponen al efecto antimicobacterial generado por los macrófagos 

resulta fundamental para establecer nuevas terapias. Las moléculas que median tales estrategias 

son objetivos potenciales para el desarrollo de nuevos agentes preventivos y terapéuticos contra 

la Tuberculosis. 
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Moléculas coestimulatorias 
 

Las moléculas coestimulatorias emiten señales positivas o negativas que activan o inhiben la 

función de la célula T y constituyen la segunda señal luego de la interacción del TCR con el 

Fig. 7.. Estrategias de evasión intracelular adoptadas por MM. tuberculosis ((Mtb)) y mecanismos de defensa celular. La fagocitosis de Mtb 
es promovida por diversos receptores de superficie celular y el colesterol presentes en las células fagocíticas mononucleares. Mtb 
utiliza el colesterol del hospedador para su supervivencia e impide el procesamiento y la presentación de antígenos por sus 
lipoproteínas. En consecuencia, ESAT-6 y ESX-1 de Mtb alteran el proceso de maduración del fagosoma. Los factores de virulencia 
como PtpA y Mce3E de Mtb, finalmente restringen varias cascadas de señalización de la inmunidad innata al unirse con la ubiquitina 
del hospedador. ManLAM de Mtb detiene la maduración fagosomal interrumpiendo el transporte de H+ por la ATPasa a los 
fagosomas del hospedador y bloqueando la liberación de Ca2+ citosólico. Las enzimas KatG, SodA/C, peroxidasa dependiente de 
NADH, superóxido dismutasa y DlaT de Mtb están involucradas en la detoxificación de ROS y RNI. La neutralización de péptidos 
antimicrobianos se logra mediante la proteína micobacteriana LysX. La supresión de la autofagia es lograda por el gen de 
"supervivencia intracelular mejorada (Eis)" de Mtb. AA. Agonistas de PRRs como TLR-2, -4 y 9, NLRs NOD-1 y NOD-2 y CLRs Mincle, 
Dectin-1 y Dectin-2 inducen la maduración del fagosoma e inhiben el crecimiento de Mtb. B, C. Luego se desencadena la fusión de 
fagolisosomas y posterior proceso de autofagia. Hip1, proteína 1 que interactúa con la huntingtina; PtpA, proteína tirosina fosfatasa A; Mce3E, operón 
de entrada de células de mamífero 3E; ManLAM, manosa lipoarabinomanano; EEA1, antígeno 1 del endosoma temprano; ESAT-6, diana antigénica de secreción 
temprana de 6 kDa; ESX-1, sistema de secreción ESTAT6 l; LysX, proteína bifuncional de biosíntesis de lisilfosfatidilglicerol; KatG, catalasa-peroxidasa; SodA/C, 
superóxido dismutasa A/C; AhpC/D, subunidad C/D de alquil hidroperóxido reductasa; DlaT, dihidrolipoamida aciltransferasa; Lpd, lipoamida deshidrogenasa; Ags, 
antígenos; Ub, ubiquitina; Jnk, quinasa N-terminal c-Jun; AP-1, proteína activadora 1; NF-κB, factor nuclear-κB; ERK1/2, proteína quinasas 1 y 2 reguladas por señales 
extracelulares; LC3, proteína 1A/1B-cadena ligera 3 asociada a microtúbulos; ROS, especies reactivas de oxígeno; RNI, intermedios de nitrógeno reactivo; NO, óxido 

nítrico. (Adaptado de Front. Immunol. 9:193). 
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antígeno presentado en el contexto del CMH. Esta segunda señal provista por la interacción de 

moléculas coestimulatorias expresadas sobre la CPA, con sus ligandos específicos localizados 

sobre las células T es fundamental para la correcta activación de las células T. La polarización 

hacia los distintos linajes Th requiere además de la presencia de citoquinas provista por un tercer 

tipo celular 46. 

Las moléculas coestimulatorias CD28 y CTLA-4 (Antígeno 4 de Linfocitos T Citotóxicos, o CD152) 

son los principales reguladores en la activación temprana de linfocitos T vírgenes. La interacción 

de CD80 (B7-1) y CD86 (B7-2) sobre las CPA con los receptores CD28 y CTLA-4 sobre las células T 

da como resultado eventos de señalización que regulan las respuestas inmunes, incluyendo la 

proliferación celular y el balance entre respuestas Th1 y Th2. La coestimulación de células T a 

través de CD28 es importante para la generación de respuestas inmunes antígeno-específicas, ya 

que dicha interacción incrementa la diferenciación hacia célula T efectora luego de la 

estimulación antigénica, la expansión clonal, la magnitud y la duración de las respuestas T. 

La coestimulación B7/CD28 resulta crítica para que el hospedador controle la infección crónica 

por M. tuberculosis. Ratones deficientes para CD80 y CD86 son capaces de contener la carga 

bacteriana inicialmente en el pulmón, pero exhiben una susceptibilidad aumentada durante la 

infección crónica, sugiriendo que esta coestimulación es crítica para la contención en el largo 

plazo dentro del granuloma 47. 

Luego de que los linfocitos T han sido activados y comienza la expansión clonal, otros miembros 

de la familia B7 y sus receptores (ICOS–B7h; PD-1-PD-Ls) contribuyen a la diferenciación/función 

de los linfocitos T activados. Previamente hemos demostrado que varias moléculas 

coestimulatorias regulan la activación y las funciones efectoras de las células T en pacientes con 

Tuberculosis. SLAMF1, ICOS y 4-1BB (CD137) inducen respuestas Th1 48–52. SLAMF1 e ICOS son 

capaces de inducir la producción de IFN-  y de IL-17 por células Th1/Th17, mientras que PD-1 y 

CD31 actúan como reguladores negativos de la respuesta T durante la respuesta inmune frente 

a M. tuberculosis 53,54. 

Sin embargo, si bien la mayoría de los estudios se centran en el rol de las moléculas 

coestimulatorias como reguladoras claves de la respuesta T, estas moléculas son capaces de dar 

señales bi-direcciones impactando también sobre la función de las CPA.  
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Molécula Linfocitaria Activadora de Señales (SLAMF1) 
 

Se denomina SLAM a una familia de receptores que poseen un importante rol en la inmunidad y 

cuya expresión se encuentra restringida a células hematopoyéticas. Esta familia está compuesta 

por un grupo de receptores transmembrana de tipo I que incluye a SLAMF1 (CD150 o SLAM), 

SLAMF2 (CD48), SLAMF3 (Ly-9 o CD229), SLAMF4 (2B4 o CD244), SLAMF5 (CD84), SLAMF6 (Ly108 

en ratón o NTB-A en humanos), SLAMF7 (CRACC, CD319 o CS1), SLAMF8 (BLAME) y SLAMF9 

(SF2001 o CD84H) (FFig. 8). Aunque SLAMF2, SLAMF8 y SLAMF9 están estrechamente relacionados 

a los receptores SLAM, estrictamente no se engloban dentro de esta familia al no compartir 

homología de su dominio citoplasmático. Sin embargo, los 9 miembros pertenecen a la 

superfamilia de la inmunoglobulinas CD2 55,56. Estos receptores poseen una fracción extracelular 

compuesta por dos segmentos tipo Inmunoglobulinas (Ig) (una región tipo variable (V) y una tipo 

constante 2 (C2)), una región transmembrana y una región intracelular (que contiene varios 

residuos tirosina fosforilables). A excepción de SLAMF4 que interacciona con SLAMF2, la familia 

de receptores SLAM son homoligandos. Por lo tanto, dependiendo del miembro de la familia 

involucrado, pueden activarse en el contexto de interacciones celulares homotípicas o 

heterotípicas (FFig. 8). Estos receptores se expresan ampliamente en las células inmunes mientras 

que no se encuentran en las células no inmunológicas. La mayoría de los tipos celulares 

inmunitarios expresan entre 3 y 5 miembros diferentes de la familia SLAM 56. 

 

 

Fig. 8. Modelo de interacción entre miembros de la 
familia SLAM. Receptores de la familia de SLAM y sus 
respectivos ligandos durante la presentación antigénica. 
SLAMF1 (SLAM), SLAMF5 (CD84) y SLAMF7 (CS1) se 
unen de forma homotípica, mientras que SAMF4 (2B4) 
se une a SLAMF2 (CD48) así como a CD2, aunque con 
menor afinidad. La unión de los receptores de la familia 
de SLAM con sus ligandos conduce a la fosforilación de 
su extremo citoplasmático, permitiendo la unión de SAP 
(en linfocitos T) y EAT-2 (en la célula presentadora de 
antígenos) mediante sus dominios SH2. Estas moléculas 
reclutan quinasas Src, incluida Fyn que modulan la 
activación T. La unión a SLAM de diferentes proteínas 
con dominios SH2 da lugar a diferentes señales que 
determinan desenlaces biológicos distintos y 
usualmente opuestos. (Adaptado de Nature Reviews 
Immunology. 3, 813-21 (2003)). 
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Los receptores de la familia de SLAM no sólo operan como moléculas coestimulatorias sino que 

también participan en la hematopoyesis de las células NK, así como en la regulación funcional de 

células NK, neutrófilos, CDs, macrófagos y plaquetas. 

La proteína de unión a SLAMF1 (SAP) se expresa en células T y NK y en algunas células B 56. SAP 

puede interactuar a través de su dominio SH2 con los miembros de la familia de receptores de 

SLAM 56. El descubrimiento de que el gen codificante para SAP se encuentra mutado en el 

Síndrome Linfoproliferativo ligado al cromosoma X (XLP, por sus siglas en inglés) fue el primer 

indicativo de que la familia de receptores SLAM estaban implicados en la inmunopatogénesis de 

enfermedades humanas 56,57.  

En particular, SLAMF1 humano es una proteína de membrana de tipo I que cuenta con ocho sitios 

potenciales de N-glicosilación, con un dominio V y un dominio C2 58. La expresión de SLAMF1 ha 

sido reportada en células T activadas, células B, CDs, macrófagos, plaquetas y células Tfh del 

centro germinal 59. Asimismo, se encuentra expresado en clones Th1 y Th2, linfocitos inmaduros 

y monocitos activados. SLAMF1 también se expresa en una población de linfocitos B periféricos, 

y su expresión aumenta luego de su activación 55. La estimulación a través de SLAMF1 utilizando 

un anticuerpo agonista (A12) induce perfiles de citoquinas Th1/Th0 en células T activadas por 

antígeno, incluso en clones Th2, sugiriendo así que esta molécula tendría una función en los 

mecanismos que determinan las respuestas Th1 versus Th2 60. Ha sido reportado un incremento 

en la respuesta proliferativa antígeno-específica en células T de individuos sanos inmunizados con 

derivado proteico purificado o toxoide tetánico luego de la coestimulación a través de SLAMF1. 

Más aún, ha sido descripto que, durante la infección por el VIH, existe una alteración de la 

expresión de SLAMF1 61. Trabajos más recientes muestran que la expresión de SLAMF1 es mayor 

en células Th1 que en las Th2 62, lo que indica que la vía de señales inducida por SLAMF1 posee 

un rol importante en la inmunidad frente a patógenos intracelulares. En la infección activa por 

M. tuberculosis, resultados previos demuestran que la coestimulación a través de SLAMF1 induce 

la producción de IFN-  por las células T 48, a través de una cascada de señalización que involucra 

la fosforilación de la proteína quinasa Erk y del factor de transcripción CREB 50,63. Esta vía de 

señalización es aberrante en pacientes que presentan mayor severidad de la enfermedad 50,63.  

Sin embargo, el rol de SLAMF1 en la producción de citoquinas por CPA ha demostrado ser 

controversial. Por un lado ha sido demostrado que induce la producción de IL-12 y CXCL8 por 

parte de CDs estimuladas con LPS 64, mientras que un trabajo posterior mostró que las 

interacciones SLAMF1 / SLAMF1 entre CDs activadas por CD40L regulan negativamente la 

producción de IL-12, IL-6 y TNF-α 65  En ratones, la activación de SLAMF1 induce la producción de 
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NO, IL-12 y TNF-  mientras que disminuye la secreción de IL-6 en macrófagos estimulados con 

LPS e IFN-  66.  

SLAMF1 actúa como un regulador vital en la defensa inmune innata contra las bacterias Gram 

negativas en los macrófagos, regulando dos procesos bactericidas principales: la maduración del 

fagosoma y la producción de ROS por el complejo de la NADPH oxidasa (NOX2) 67. Es así que 

SLAMF1 promueve la maduración del fagolisosoma en macrófagos murinos estimulados con 

Escherichia coli y promueve la eliminación de E. coli y Salmonella typhimurium tanto in vitro como 

in vivo en estas células 67. SLAMF1 también es una molécula clave en la patogenicidad causada 

por Tripanozoma cruzi durante la fase aguda en ratones 68. SLAMF1 es necesario para la 

interacción y la internalización de ciertas cepas de T. cruzi por parte de los macrófagos murinos, 

lo cual afecta la producción de ROS y promueve la supervivencia de los parásitos 69.  

Más aún, existen fuertes evidencias de que algunos receptores de la familia de SLAM también 

pueden actuar como receptores de entrada para patógenos. De esta manera, pueden 

comportarse de manera promiscua reconociendo diferentes ligandos con distintos niveles de 

afinidad. SLAMF1 actúa como receptor de internalización del virus del sarampión 70 en humanos 

mediante la interacción con la hemaglutinina, como así también de morbilivirus 71 en otras 

especies. Recientemente también se ha propuesto la interacción entre SLAMF1 y T. cruzi 69. Más 

aún, ha sido reportado que SLAMF1 y SLAMF6 pueden unirse y permitir la entrada de bacterias 

Gram-negativas como Escherichia coli 67,72 y Citrobacter Rodentium 72 a los macrófagos de 

mamíferos. Particularmente, ha sido demostrado que SLAMF1 es capaz de reconocer proteínas 

de membrana externa de E. coli (OmpC y OmpF) 67, Brucella abortus (Omp25) 73 y S. typhimurium 
67.  

Sin embargo, el papel de SLAMF1 en las funciones de los macrófagos humanos durante la 

infección por M. tuberculosis ha sido poco explorado. Los enfoques de microarrays han mostrado 

niveles aumentados de ARNm de SLAMF1 en macrófagos humanos estimulados con diferentes 

bacterias, incluyendo BCG y la cepa Erdman de M. tuberculosis 74 y en macrófagos alveolares 

humanos infectados con las cepas H37Ra y H37Rv de M. tuberculosis 75. Sin embargo, ambos 

estudios se centran en perfiles de expresión sin abordar el impacto funcional de las interacciones 

de SLAMF1 en el contexto de la Tuberculosis. Finalmente, Song y col. han demostrado que la 

regulación positiva de SLAMF1 promueve el clearance bacteriano en la línea celular macrofágica 

murina RAW264.7 infectada con BCG y en el pulmón de ratones infectados con esta bacteria 76. 

 



 

47 
 

Una mejor comprensión de la interacción M. tuberculosis -macrófago podría contribuir a delinear 

nuevas estrategias que lleven a una eliminación más eficiente de la bacteria y a una mejor y más 

rápida migración de células T efectoras al pulmón que puedan reconocer y eliminar los 

macrófagos infectados, además de secretar mediadores como IFN-  y TNF-α que contribuyen en 

la generación de la respuesta protectiva frente a M. tuberculosis.  

Teniendo en cuenta estos antecedentes, y que las micobacterias producen proteínas formadoras 

de canales identificadas como Omp nos propusimos explorar el papel de SLAMF1 en macrófagos 

humanos en la respuesta inmune innata frente a M. tuberculosis. Abordamos su rol como 

molécula coestimulatoria, así como también su rol como sensor potencial para M. tuberculosis 

en macrófagos humanos.  
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Objetivos 
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Objetivo General  
 

El objetivo general de este capítulo es investigar los mecanismos involucrados en la 

activación y modulación de la función de los macrófagos durante la infección por micobacterias. 

La fagocitosis de los microorganismos es un proceso que intenta limitar o resolver las infecciones. 

Comprender cómo los macrófagos eliminan los patógenos podría ofrecer importantes 

conocimientos para el desarrollo de nuevas estrategias de tratamiento. En el presente trabajo 

proponemos explorar el rol de la molécula linfocitaria activadora de señales (SLAMF1) en la 

activación y función de los macrófagos en la infección producida por M. tuberculosis. La inducción 

del potencial microbicida de los macrófagos podría contribuir a la resolución de esta infección, 

inducir la migración más eficiente de células de la respuesta inmune adaptativa y limitar el daño 

producido por la fuerte respuesta proinflamatoria. 

 

Objetivos específicos 
 

OObjetivo 1- Caracterizar el perfil de expresión de SLAMF1 en la línea celular monocítica-

macrofógica THP-1 y en macrófagos derivados de monocitos humanos luego de estimulación in 

vitro con M. tuberculosis y distintas citoquinas.  

 

Objetivo 2- Determinar la expresión de SLAMF1 en células de sangre periférica y de derrames 

pleurales de pacientes con Tuberculosis activa. 

 

Objetivo 3- Investigar el rol de SLAMF1 en la activación y fagocitosis de los macrófagos 

estimulados con M. tuberculosis.  

3.1- Evaluar la expresión de marcadores de activación de los macrófagos. 

3.2- Evaluar la viabilidad celular luego del tratamiento con un anticuerpo agonista para 

SLAMF1. 

3.3-Evaluar la secreción de citoquinas proinflamatorias. 

3.4-Evaluar la internalización de cepas de M. tuberculosis vivas e inactivadas en respuesta 

a la activación de SLAMF1 con un anticuerpo agonista en células THP-1 y macrófagos 

derivados de monocitos. 

 

Objetivo 4- Determinar la existencia de interacción bioquímica entre SLAMF1 y M. tuberculosis. 
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OObjetivo 5- Investigar la participación de SLAMF1 en la maduración del fagolisosoma frente a la 

infección por M. tuberculosis. Evaluar para esto la colocalización de SLAMF1 con marcadores de 

maduración del fagolisosoma (EEA1, CD107b). 
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Materiales y Métodos 
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Muestras humanas  

Dadores sanos. Los monocitos humanos se obtuvieron a partir de muestras de sangre periférica 

de donantes sanos (DS) adultos. Luego fueron diferenciados a macrófagos. La distribución del 

grupo masculino/femenino fue 13/6 y la mediana de la edad de 32 años; rango intercuartil (IQR) 

18-75 años.  

Pacientes con Tuberculosis. Las muestras de derrame pleural (DP) y sangre periférica pareada (SP) 

fueron recolectadas de pacientes VIH negativos con pleuresía tuberculosa después de realizarse 

procedimientos estándares con fines de diagnóstico en el Hospital de Infecciosas "Dr. Francisco 

JavierMuñiz”, Buenos Aires, Argentina. El diagnóstico de pleuresía tuberculosa se basó en un 

resultado positivo para la tinción de Ziehl-Nielsen o cultivo Lowestein-Jensen de DP y / o por 

histopatología de la biopsia pleural, y fue confirmado por respuesta de IFN-  inducida por M. 

tuberculosis y un test de adenosina deaminasa (ADA) positivo 77. Ninguno de los pacientes 

presentó Tuberculosis con multirresistencia a drogas o había recibido tratamiento 

antituberculoso antes de la colección de la muestra. La distribución del grupo 

masculino/femenino fue 6/2 y la edad media fue de 39 años; IQR 18–75 años.  

La investigación se llevó a cabo de acuerdo con la Declaración de Helsinki (2013) promulgada por 

la Asociación Médica Mundial y aprobada por los Comités de Ética del Hospital “Francisco J. 

Muñiz”, la Academia Nacional de Medicina de Buenos Aires, Argentina (número de protocolo: 

NIN-2612-17) y UNNOBA (COENOBA). Se obtuvieron consentimientos informados por escrito de 

todos los participantes antes de la recolección de la muestra. 

 

Antígenos y cepas bacterianas 

La estimulación in vitro de las células se realizó con un lisado celular de la cepa virulenta H37Rv 

de M. tuberculosis, preparada mediante sonicación (BEI Resources, NIAID, NIH: M. tuberculosis, 

cepa H37Rv, Strain H37Rv, Whole Cell Lysate, NR-14822) o células completas de M. tuberculosis 

(BEI Resources, NIAID, NIH: M. tuberculosis, cepa H37Rv, Gamma-Irradiated Whole Cells NR-

14819). Para algunos experimentos, el lisado celular (Mtb) fue teñido con rodamina (5 (6) -

carboxitetrametilrodamina Nsuccinimidilo éster, cat. No. 21955, Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EE. 

UU.) en agitación durante 40 minutos (Rodamina-Mtb Ags). El exceso de rodamina fue eliminado 

mediante lavados con PBS 1X. Finalmente, el lisado se resuspendió en PBS 1X y se utilizó para 

estimular las células. 
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Para experimentos de infección con bacteria viva, la cepa de M. tuberculosis CDC 1551 que 

expresa proteína roja fluorescente (RFP) (M. tuberculosis-RFP) fue proporcionada amablemente 

por la Dra. Fabiana Bigi (INTA, Castelar, Argentina). 

 

Cultivo celular 

Todos los experimentos se llevaron a cabo en una incubadora a 37 ° C y en una atmósfera con 5% 

de CO2. 

Las células mononucleares de sangre periférica (CMSP) de dadores sanos y pacientes con 

Tuberculosis y las células mononucleares de los fluidos pleurales se aislaron por centrifugación 

sobre Ficoll-Hypaque (GE Healthcare, Chicago, IL, EE. UU.). 

Para obtener macrófagos derivados de monocitos, los monocitos se purificaron a partir de CMSP 

de dadores sanos mediante selección magnética positiva por CD14 (Miltenyi Biotec, Cat No. 130-

097-052), de acuerdo con las instrucciones del fabricante. En todos los casos, la pureza de las 

células aisladas fue superior al 95%. Se cultivaron 0,5 x 106 monocitos CD14 positivos por ml de 

medio de cultivo durante 2 horas en ausencia de suero bovino fetal (SBF) para promover la 

adherencia. Las células no adherentes se eliminaron mediante lavados con RPMI precalentado y 

las células adherentes se cultivaron durante 16-18 horas adicionales en medio completo (medio 

RPMI 1640 (Gibco, Thermo Scientific, Waltham, MA, EE. UU.) suplementado con L-glutamina 

(Sigma Aldrich, St Louis, MO, EE. UU.), SBF al 10% (Gibco), 100 U / ml de penicilina y 100 μg / ml 

de estreptomicina (Gibco)). 

Las células THP-1 (ATCC® TIB-202 ™) se diferenciaron con 10 ng/ml de PMA (Sigma-Aldrich) 

durante 24 horas en medio completo (medio RPMI 1640 (Gibco, Thermo Scientific, Waltham, MA, 

EE. UU.) suplementado con L -glutamina (Sigma Aldrich, St Louis, MO, EE. UU.), SBF 10% (Gibco), 

100 U/ml de penicilina y 100 μg/ml de estreptomicina (Gibco), 0,25 g/L de glucosa (Gibco), 1 mM 

de piruvato de sodio (Gibco) y 5 mM de β-mercaptoetanol (Gibco)) para promover la adherencia. 

Las células no adherentes se eliminaron mediante lavados con RPMI. 

Las células THP-1 diferenciadas con PMA y los macrófagos derivados de monocitos se estimularon 

con 10 μl del sonicado de Mtb cada 1 x 106 células (10 μl sonicado= 1 x 106 bacterias) durante 4 

o 24 horas en presencia o ausencia de 10 μg/ml de un anticuerpo agonista anti-SLAMF1 (clon 

A12, BioLegend, San Diego, CA, EE. UU.), 10 ng/ml de rh-IFN-  (Cat No. 11343534, Immunotools, 

Friesoythe, Alemania), 20 ng/ml de rh-IL-4 (Cat No. 11340042, Immunotools, Friesoythe, 
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Alemania) o 10 ng/ml de rh-IL-10 (Cat No. 200-10, PreprotTech, Nueva Jersey, EE. UU.). Para 

algunos experimentos, las células fueron estimuladas con 10 μl de Rodamina-Mtb Ags o 10 μl de 

células enteras de M. tuberculosis (WCMtb) (10 μl = 1 x 106 bacterias) por cada 1 x 106 células 

durante 24 horas.  

En ciertos experimentos, los macrófagos obtenidos luego del cultivo en RPMI por 2 horas fueron 

cultivados en presencia de diferentes citoquinas y factores de crecimiento para polarizarlos tanto 

al perfil clásico (M1) como a perfiles alternativos (M2a y M2c), como se detalla en el esquema. 

 

 

 

 

 

 

 

Infección con M. tuberculosis 

Las infecciones con bacterias vivas se realizaron en laboratorio en la Unidad Operativa Centro de 

Contención Biológica, ANLIS-MALBRAN (Buenos Aires, Argentina) con nivel de bioseguridad 3, de 

acuerdo a guías institucionales de bioseguridad. 

Células THP-1 diferenciadas con PMA se infectaron con M. tuberculosis-RFP (multiplicidad de 

infección [MOI] 5: 1) en presencia o ausencia de 10 μg/ml de anticuerpo agonista anti-SLAMF1 

(clon A12, BioLegend) durante 2 horas 37 °C. Luego, se eliminaron las bacterias extracelulares 

suavemente lavando con PBS 1X precalentado y las células se cultivaron en medio RPMI 1640 

suplementado con SBF al 10% y gentamicina (50 μg/ml) con o sin anti-SLAMF1 durante 22 horas 

adicionales. 

Citometría de Flujo 

Las células THP-1 y los macrófagos derivados de monocitos se recogieron mediante lavado 

exhaustivo con buffer FACS (PBS 1X - SBF 2%) y se centrifugaron a 2000 rpm durante 5 minutos. 

Luego, las células se tiñeron con anticuerpos anti-SLAMF1 conjugados a fluorocromos (anti-

SLAMF1 PE, Cat No. 306308, BioLegend o anti-SLAMF1 Alexa Fluor 488 Cat No. 306312, 
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BioLegend). En paralelo con todos los experimentos, las muestras se incubaron con anticuerpos 

monoclonales irrelevantes (controles de isotipo). Todas las muestras se tiñeron con un colorante 

de viabilidad (Fixable Viability Dye eFluorTM 780 Cat No. 65-0865, eBioscience ™) para excluir las 

células muertas del análisis. La estrategia de selección de las células SLAMF1 positivas se muestra 

en la FFig. 1. Las muestras se analizaron en un citómetro de flujo FACSCanto II (BD Biosciences) y 

el análisis de datos se realizó usando FlowJo 7.6.2 (Tree Star Inc., OR, EE. UU.). 

Las células mononucleares de derrames pleurales (PE) y sangre periférica de pacientes con 

Tuberculosis se tiñeron con anticuerpos anti-CD14 PerCP Cy5.5 (BioLegend) y anti-SLAMF1 PE y 

se analizaron en un citómetro de flujo FACSCalibur (BD Biosciences). 

 

 

 

 

 

Fig. 1 Estrategia de regiones para el análisis de SLAMF1 por citometría de flujo. Después de seleccionar la población de interés (SSC-
A vs. FSC-A), las células se seleccionaron para excluir los dobletes mediante una estrategia de doble singuletes (FSC-A vs. FSC-H y 
SSC-A vs. SSC-H). Posteriormente, las células vivas vs. muertas se determinaron empleando un colorante de viabilidad (FVD 
eFluor780) que marca irreversiblemente las células muertas. Se utilizaron células muertas por calor para los controles de 
compensación. Las células muertas se excluyeron del análisis y la expresión de SLAMF1 se evaluó en células FVD eFluor780neg 
(células vivas). En todos los casos, la viabilidad celular fue superior al 90%. 
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Microscopía Confocal 

Las células THP-1 se utilizaron para experimentos de infección con M. tuberculosis-RFP y los 

macrófagos derivados de monocitos para ensayos de estimulación in vitro con la bacteria 

inactivada. 

En ambos casos, se incubaron 2 × 105 células/pocillo en microplacas (Nunc) como se describió 

anteriormente. Dependiendo del experimento, las células fueron estimuladas con células enteras 

M. tuberculosis (WCMtb), sonicado de M. tuberculosis (Mtb) o Rodamina-Mtb Ags o fueron 

infectadas con M. tuberculosis-RFP. 

Las células se fijaron con PFA al 4% durante 20 minutos, se lavaron con solución salina y se 

permeabilizaron con buffer que contenía PBS 1X, SBF al 10% y saponina al 0,5%. Posteriormente, 

las células se incubaron con un anticuerpo específico anti-SLAMF1 de ratón (clon A12, BioLegend, 

San Diego, CA, EE. UU.) seguido de un anticuerpo secundario anti-ratón conjugado a Alexa Fluor 

488 (Cat. No A21121, Invitrogen, Waltham, MA, EE. UU.) o a Alexa Fluor 546 (Cat No. A21123, 

Invitrogen, Waltham, MA, EE. UU.). Para detectar los compartimentos endosomales / lisosomales, 

las células se marcaron con un anticuerpo especifico anti-EEA1 (Cat No. 610456, BD Biosciences) 

o anti-LAMP2 (Cat No. 555803, BD Biosciences) de ratón seguidos de anticuerpos secundarios 

anti-ratón conjugados a Alexa Fluor 488 (Cat No. A21121, Invitrogen, Waltham, MA, EE. UU.) o a 

Alexa Fluor 633 (Cat No. A-21126, Invitrogen, Waltham, MA, EE. UU.). En todos los casos, los 

portaobjetos se montaron con PolyMount (Polysciences) y se analizaron usando un microscopio 

confocal FV-1000 con un objetivo Plan Apochromatic 60X NA1.42 de inmersión en aceite 

(Olympus). 

Medios condicionados  

Las células THP-1 (0,5 x 106 células en placas de 24 pocillos) se diferenciaron con 10 ng/ml de 

PMA durante 24 horas. Posteriormente, fueron estimuladas durante 24 horas en medio completo 

en presencia o ausencia de sonicado de M. tuberculosis. Los medios acondicionados (MC) se 

recogieron y filtraron con membrana de poros de 0,22 μm. MC de células no estimuladas se 

utilizaron como control (MC-control). En diferentes experimentos, las células THP-1 diferenciadas 

se incubaron durante 24 horas en medio completo con 10%, 25%, 50% y 75% de MC o MC-control 

y la expresión de SLAMF1 se determinó por citometría de flujo como se describió anteriormente. 
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Ensayos de interacción entre SLAMF1-M. tuberculosis  

La interacción bioquímica entre SLAMF1 y M. tuberculosis se evaluó mediante dos metodologías 

diferentes: citometría de flujo y microscopia de fluorescencia. Los macrófagos derivados de 

monocitos de dadores sanos se estimularon con el sonicado de M. tuberculosis (Mtb) durante 24 

horas para inducir la expresión de SLAMF1 y se prepararon extractos proteicos totales en 

condiciones no desnaturalizantes. Brevemente, se cosecharon 1 x 106 macrófagos y se usaron 

100 μl de buffer RIPA suplementado con PMSF (1 mM) y un cóctel de inhibidores de proteasas 

(Sigma-Aldrich Cat. No P8340) para la lisis celular. La suspensión se incubó en hielo durante 1 h, 

se agitó con vortex cada 10 minutos y se centrifugó a 14000 rpm durante 15 minutos. 

En la determinación por citometría de flujo, el extracto de proteínas totales se incubó con 1 x 106 

células enteras de M. tuberculosis (WCMtb) durante 16-18 horas a 4°C en agitación. 

Posteriormente, se añadió 1% de formaldehído durante 15 minutos a temperatura ambiente 

seguido de glicina (0,125 M) durante 5 minutos para frenar la reacción del formaldehído. Se 

realizaron dos pasos de lavado con PBS 1X a 14000 rpm durante 5 minutos previo a la incubación 

con 2 mM de EGS (ThermoFisher Scientific Cat No. 21565) durante 1 hora a temperatura 

ambiente. Finalmente, se realizaron dos pasos de lavado antes de la detección de SLAMF1 por 

citometría de flujo con un anticuerpo específico anti-SLAMF1 PE (Cat No. 306308, BioLegend). 

La interacción de SLAMF1-M. tuberculosis por microscopía de fluorescencia se realizó adhiriendo 

10 μl (1 x 106 bacterias) de Rodamina-M. tuberculosis en portaobjetos de vidrio pretratados con 

poli-D-lisina (Sigma-Aldrich) durante 1 hora a 37°C. Los portaobjetos se lavaron dos veces con PBS 

1X y se bloquearon durante 30 minutos a temperatura ambiente con PBS 1X conteniendo 10% de 

SBF. Posteriormente, los extractos de proteínas totales se incubaron durante 2 horas a 

temperatura ambiente en agitación. Los portaobjetos se lavaron con PBS 1X antes de realizar el 

entrecruzamiento (“crosslinking”) con formaldehído, glicina y EGS como se describió 

anteriormente. Los portaobjetos finalmente se incubaron con un anticuerpo específico de ratón 

anti-SLAMF1 seguido de un anticuerpo secundario anti-ratón Alexa Fluor 488 durante 30 minutos. 

Los portaobjetos se montaron con PolyMount (Polysciences) y se analizaron usando el 

microscopio de contraste de fase de fluorescencia invertida Zeiss Axiovert 40 CFL con un objetivo 

Plan Apochromatic 40X NA 0.5. 

ELISA 

La producción de TNF-α e IL-1β humanos se determinaron en sobrenadantes de cultivo mediante 

ELISA sándwich, usando anticuerpos de ratón específicos para cada citoquina de acuerdo con las 

instrucciones del fabricante (BioLegend y BD Pharmingen). 
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Análisis estadístico 

El ANOVA de una vía RM con la prueba post hoc corregida de Tukey o la prueba de Friedman con 

la prueba post hoc corregida de Dunn se utilizaron para la comparación entre grupos 

experimentales como se indica en las leyendas de las figuras. Se utilizaron la prueba de Mann-

Whitney o la prueba t no pareada para analizar las diferencias entre las muestras no pareadas. 

Las comparaciones entre dos grupos se evaluaron mediante la prueba de suma de rangos de 

Wilcoxon o la prueba t pareada para muestras pareadas. 

Los datos se analizaron con el software GraphPad Prism 8.0.1 (San Diego, CA, EE. UU.) Y, para 

todas las comparaciones estadísticas, se consideró significativo un valor de p <0,05.  
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Resultados 
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Elección del modelo de estudio 
Con el fin de determinar cuál era el modelo de diferenciación más apropiado para abordar 

nuestros objetivos de estudio, nuestro primer enfoque fue comparar la expresión de SLAMF1 en 

macrófagos humanos diferenciados mediante distintos protocolos. 

Por un lado, obtuvimos macrófagos a partir de monocitos de dadores sanos incubándolos con M-

CSF o GM-CSF durante 5 días, seguido de la adición de citoquinas polarizantes como IFN- , IL-4 e 

IL-10 por 48 horas, emulando la generación de los perfiles de los denominados macrófagos M1, 

M2a y M2c (FFig. 1 A). Por otro lado, obtuvimos macrófagos después de cultivar monocitos por 2 

horas en ausencia de SBF para favorecer la adherencia seguido de otras 16-18 horas de cultivo 

en medio fresco (resting) (FFig. 1 B). En ambos casos, luego de diferenciarlos, los macrófagos se 

estimularon por 24 o 48 horas en presencia o ausencia de un sonicado de Mycobacterium 

tuberculosis (Mtb). Como se puede observar en la figura 1A, los niveles de SLAMF1 se encontraron 

en menos del 5% de los macrófagos diferenciados por 7 días independientemente de su perfil de 

activación (M1, M2a o M2c). La estimulación con el sonicado de M. tuberculosis (Mtb) no 

aumentó la expresión de SLAMF1 en ninguno de los tres perfiles. Por el contrario, la expresión de 

SLAMF1 fue evidente en macrófagos derivados de monocitos diferenciados por adherencia 

seguido de resting por 16-18 horas, estimulados durante 24 o 48 horas con el sonicado de M. 

tuberculosis (Mtb). Los niveles más altos se observaron a las 24 horas. Estos hallazgos sugieren 

una expresión transitoria de SLAMF1 en la membrana de macrófagos derivados de monocitos 

cultivados in vitro.  

Adicionalmente, evaluamos la expresión de algunos marcadores de activación típicos en 

macrófagos derivados de monocitos obtenidos por adherencia seguido de resting luego de 24 

horas de estimulación antigénica con Mtb (FFig. 1C). Observamos altos niveles de las moléculas de 

superficie CMH II y CD86 tanto en células estimuladas como no estimuladas. Por otra parte, no 

observamos expresión de los marcadores CD163 o CD206 relacionados con el perfil M2. Así, estos 

macrófagos muestran expresión de marcadores de diferenciación hacia macrófagos asociados a 

un perfil proinflamatorio. 

Teniendo en cuenta estos resultados, todos los experimentos realizados en el presente trabajo 

se realizaron utilizando el esquema de diferenciación de adherencia por 2 horas seguido de 16-

18 horas en medio completo (resting) para luego ser estimulados con antígenos por 24 horas. 
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Fig. 1. Elección del modelo de estudio. Los monocitos CD14 positivos se obtuvieron de sangre periférica de dadores sanos mediante 
selección magnética positiva. (A) Se permitió que las células se diferenciaran durante 5 días con M-CSF para M2 o GM-CSF para M1 
(10 ng/ml cada una). La polarización de los macrófagos se indujo añadiendo IFN-  200U ml, M1), IL-4 (20 ng/ml, M2a) o IL-10 (10 
ng/ml, M2c) durante 48 horas adicionales. A partir de entonces, los macrófagos se estimularon con un sonicado de M. tuberculosis 
(Mtb) durante 24 horas y se evaluó la expresión de SLAMF1 por citometría de flujo. ((B-C) Luego de la adherencia por 2 horas en 
ausencia de suero bovino fetal e incubación por 16-18 horas en medio completo (resting), los macrófagos se estimularon o no con 
Mtb durante 24 y 48 horas y se evaluó la expresión de SLAMF1 ((B) o de CMH II, CD86, CD163 y CD206 ((C) mediante citometría de 
flujo.  
 (A-B) Porcentajes de células positivas para SLAMF1 evaluadas por citometría de flujo. Las barras representan la media ± SEM. Prueba 
de Friedman con la prueba post hoc de Dunn corregida. *, p <0,05 
(C) Se muestran histogramas representativos de citometría de flujo. 
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M. tuberculosis induce la expresión de SLAMF1 en macrófagos humanos 
Los niveles de SLAMF1 en la superficie de los macrófagos dependen del modelo experimental 78–

80. La expresión de SLAMF1 se ha demostrado en macrófagos murinos estimulados con BCG y en 

macrófagos humanos estimulados con diferentes cepas de Mycobacterium o sus componentes 

celulares 75,81,82. Sin embargo, el papel de SLAMF1 en la regulación de las funciones de los 

macrófagos permanece poco explorado. Con este fin, primero caracterizamos la expresión de 

SLAMF1 determinando los niveles proteicos de SLAMF1 en monocitos recién aislados de sangre 

periférica y macrófagos derivados de monocitos de dadores sanos estimulados con un sonicado 

de M. tuberculosis (Mtb). Los niveles de SLAMF1 fueron muy bajos en monocitos como ha sido 

reportado previamente 83,84 (FFig. 2A). En los macrófagos derivados de monocitos, la expresión de 

SLAMF1 aumentó significativamente en comparación con los monocitos (FFig. 2A). Más aún, la 

estimulación con el sonicado de M. tuberculosis (Mtb), indujo un incremento significativo de los 

niveles de SLAMF1 en la superficie celular, tanto en porcentaje como en intensidad de 

fluorescencia media determinada por citometría de flujo (FFig. 2A-C). Mientras que la cantidad de 

moléculas SLAMF1 por célula aumentó en 9 de 15 muestras (Fig. 2C), el número de células que 

expresaron SLAMF1 en respuesta a Mtb aumentó en todas las muestras de los dadores analizados 

(FFig. 2B). Además, también observamos un aumento en la expresión intracelular de SLAMF1 por 

microscopía confocal (FFig. 2D). Estos resultados demuestran que SLAMF1 se expresa no solo en 

la superficie celular sino también intracelularmente luego de la estimulación con M. tuberculosis. 

Según nuestro conocimiento, no existen estudios previos que reporten la expresión de SLAMF1 

en el linaje monocito-macrófago en el sitio de infección durante la Tuberculosis. Curiosamente, 

observamos que los pacientes con Tuberculosis activa evidenciaron una expresión de SLAMF1 

aumentada en las células CD14 positivas obtenidas de derrames pleurales (DP) en comparación 

con las células CD14 positivas provenientes de sangre periférica (SP) de los mismos pacientes (FFig. 

2E). Estos hallazgos indican que SLAMF1 podría tener un papel activo en el sitio de la infección y 

refuerzan el modelo de estudio elegido para realizar los experimentos in vitro.  

En conjunto, nuestros resultados demuestran no solo que M. tuberculosis induce la expresión de 

SLAMF1 en macrófagos in vitro, sino también que este receptor podría ser un posible regulador 

de las funciones de los macrófagos in vivo. 
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La línea celular THP-1 es utilizada ampliamente como modelo celular in vitro para monocitos y 

macrófagos 85. Por lo tanto, evaluamos la expresión de SLAMF1 en estas células luego de la 

diferenciación con PMA y estimulación con el sonicado de M. tuberculosis (Mtb) (FFig. 3A-B). Dado 

que las células THP-1 estimuladas exhibieron los mayores niveles de SLAMF1 en su superficie, 

utilizamos estas células como modelo para estudiar los macrófagos en el contexto de la infección 

por M. tuberculosis. 

Teniendo en cuenta que la inducción de la expresión de SLAMF1 podría deberse a un efecto 

directo de M. tuberculosis o a una activación bystander, se generaron medios condicionados. Las 

células THP-1 se cultivaron con medios condicionados (MC) de células no estimuladas (control) o 

estimuladas con el sonicado de M. tuberculosis por 24 horas. No se observaron diferencias en la 

expresión de SLAMF1 cuando se cultivaron células THP-1 con MC de células estimuladas con M. 

tuberculosis o MC de células no estimuladas, en comparación con el control (células no 

estimuladas incubadas en medio fresco completo) (FFig. 3C). Este resultado indica que la expresión 

de SLAMF1 se incrementa en las células que interactúan con M. tuberculosis y no es a causa de 

un efecto bystander. Adicionalmente, evaluamos si cantidades más altas del sonicado de M. 

tuberculosis (Mtb) podían conducir a niveles más altos de SLAMF1. Como se muestra en la figura, 

no se detectaron cambios en los niveles de SLAMF1 al aumentar la relación bacteria:macrófago 

(FFig. 3D-E). 

Fig. 2 EExpresión de SLAMF1 en monocitos y macrófagos humanos. ((A-CC) Los monocitos CD14 positivos se obtuvieron a partir de 
sangre periférica de dadores sanos mediante selección magnética positiva. Después de la adherencia e incubación en medio 
completo durante 16-18 horas, los macrófagos se estimularon con un sonicado de M. tuberculosis (Mtb) durante 24 horas y la 
expresión de SLAMF1 se evaluó mediante citometría de flujo (CF). (B-C) Se muestran los valores individuales de SLAMF1 para 
macrófagos no estimulados o estimulados con Mtb, en porcentaje ((B) e a intensidad media de fluorescencia (IMF) ((C). ((D) En el 
panel derecho se muestran micrografías confocales representativas de macrófagos no estimulados o estimulados con Mtb con la 
respectiva cuantificación de la intensidad de fluorescencia para SLAMF1. La intensidad media de SLAMF1 se calculó utilizando el 
software Fiji. Se utilizaron imágenes DIC (contraste de interferencia diferencial) para dibujar manualmente un contorno para cada 
célula y crear una región de interés (ROI). Luego, se restó el ruido de fondo y se midió la intensidad de fluorescencia promedio para 
cada ROI. Se analizaron al menos 100 células por tratamiento en tres experimentos independientes. (E) Se obtuvieron muestras 
pareadas de derrames pleurales (DP) y sangre periférica (SP) de pacientes con Tuberculosis. La IMF de SLAMF1 en células CD14 
positivas se determinó mediante citometría de flujo. 
Las barras representan la media ± SEM. **, p < 0,01; ***, p <0,001; ****, p <0,0001. A-C y E, Prueba de suma de rangos de Wilcoxon. 
D, prueba de Mann-Whitney. 
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Para caracterizar aún más la regulación de la expresión de SLAMF1, decidimos estimular los 

macrófagos con diferentes citoquinas in vitro. Las células THP-1 se estimularon en presencia o 

ausencia del sonicado de M. tuberculosis (Mtb) junto con IFN- , IL-4 o IL-10 recombinantes 

humanos como citoquinas representativas de respuestas inflamatorias, antiinflamatorias o 

reguladoras, respectivamente. Cuando evaluamos la expresión de SLAMF1 en la superficie celular 

por citometría de flujo, encontramos que el tratamiento con IFN-  indujo niveles de SLAMF1 

similares a los inducidos por el sonicado de M. tuberculosis (FFig. 4A y C). Más aún, cuando las 

células fueron estimuladas simultáneamente con M. tuberculosis e IFN- , los niveles de SLAMF1 

fueron aún mayores que los observados con el sonicado de M. tuberculosis o IFN-g por separado 

(FFig. 4A). Los mismos resultados fueron observados en los macrófagos primarios (FFig. 4C), 

indicando que la expresión de SLAMF1 en los macrófagos es inducida principalmente por 

estímulos proinflamatorios.   

 

 

 

 

 

Fig. 3 EExpresión de SLAMF1 en células THP-11. (A) Se estimularon células THP-1 diferenciadas con PMA con el sonicado de M. 
tuberculosis (Mtb) durante 24 horas y se determinó la expresión de SLAMF1 mediante citometría de flujo). ((B) Se muestran los 
valores individuales de SLAMF1 para células THP-1 no estimuladas o estimuladas con Mtb. ((C) Se estimularon células THP-1 
diferenciadas con PMA con 10%, 25%, 50% o 75% de medio acondicionado (MC) de células THP-1 estimuladas con Mtb. Se muestran 
histogramas de representativos de la intensidad media de fluorescencia (IMF) de SLAMF1 en comparación con las células incubadas 
en medio fresco (control). (D-E) Las células THP-1 diferenciadas con PMA se estimularon con diferentes cantidades del sonicado de 
M. tuberculosis (Mtb) durante 24 horas y la expresión de SLAMF1 se determinó mediante citometría de flujo. Se muestran gráficos 
de densidad representativos (D) e histogramas ((E). 
Mtb 1: 1, 10 μl del sonicado de M. tuberculosis / 1 x 106 células (10 μl = 1 x 106 bacterias) 
Mtb 2: 1, 20 μl del sonicado M. tuberculosis / 1 x 106 células (20 μl = 2 x 106 bacterias) 
Mtb 5: 1, 50 μl del sonicado M. tuberculosis / 1 x 106 células (50 μl = 5 x 106 bacterias) 
Las barras representan la media ± SEM. *, p = 0,05; **, p = 0,01; ***, p <0,001. Prueba t pareada A-B.  

Fig. 4 Efecto de las citoquinas sobre la expresión de SLAMF1. Células THP-1 diferenciadas con PMA se estimularon con o sin el 
sonicado de M. tuberculosis (Mtb) en presencia o ausencia de rhIFN-  ((A), rhIL-4 o rhIL-10 ((B) y se determinó la expresión de SLAMF1 
mediante citometría de flujo. (C) Se estimularon macrófagos derivados de monocitos de dadores sanos con o sin Mtb durante 24 
horas en presencia o ausencia de rhIFN-  y la expresión de SLAMF1 se determinó mediante citometría de flujo.  
A y C, Las barras representan la media ± SEM. *, p < 0,05; **, p < 0,01. A ANOVA de una vía de mediciones repetidas, B ANOVA de 
una vía. 
B, Las barras representan el porcentaje de células SLAMF1 positivas tratadas con rhIL-4 o rhIL-10 relativizadas al porcentaje delas 
células no estimuladas o estimuladas con Mtb. 
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SLAMF1 no modula la secreción de TNF-α e IL-1β inducida por M. tuberculosis en 
macrófagos humanos  
Dado que SLAMF1 puede actuar como un receptor autoligando 86 evaluamos si la activación a 

través de esta molécula podría modular la secreción de citoquinas por los macrófagos. Con este 

fin, las células THP-1 se cultivaron durante 4 o 24 horas en presencia o ausencia del sonicado de 

M. tuberculosis junto con un anticuerpo agonista para SLAMF1 (α-SLAMF1, A12). Posteriormente, 

la secreción de TNF-α e IL-1β se midió en sobrenadantes de cultivo mediante ELISA. Ambas 

citoquinas aumentaron luego de la estimulación con M. tuberculosis (FFig. 5A-B). Mientras que la 

producción de TNF-α se indujo luego de 4 horas de estimulación, los niveles de IL-1β aumentaron 

significativamente 24 horas después de la adición de M. tuberculosis. Sin embargo, no 

observamos diferencias en los niveles de secreción de estas citoquinas en respuesta a la 

estimulación con anticuerpo α-SLAMF1 (A12). Es importante destacar que no se detectaron 

cambios en la viabilidad celular luego del tratamiento con α-SLAMF1 (FFig. 5C). 
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Estos datos demuestran que la señalización promovida por la activación de SLAMF1 no regula la 

producción de TNF-α ni de IL-1β por las células THP-1 estimuladas con M. tuberculosis en los 

tiempos estudiados en este trabajo. 

 

SLAMF1 estimula la interacción entre M. tuberculosis y los macrófagos 
Como fagocitos profesionales, una de las funciones principales de los macrófagos es reconocer 

los patógenos, internalizarlos y destruirlos. Con este fin, expresan varios receptores endocíticos 

en su superficie y utilizan distintos mecanismos para internalizar microorganismos dentro de la 

célula. 

Aunque se ha demostrado el papel de SLAMF1 en algunas funciones de los macrófagos 67,87,88, el 

hecho de si las interacciones homofílicas de SLAMF1 (SLAMF1-SLAMF1) conducen a promover 

vías de señalización que aumentan la capacidad fagocítica de estas células aún no se conoce. 

Por lo tanto, decidimos evaluar el rol de SLAMF1 en la interacción M. tuberculosis-macrófagos. 

Para esto, las células THP-1 y los macrófagos derivados de monocitos se cultivaron durante 24 

horas con el sonicado de M. tuberculosis teñido con rodamina (Mtb-R Ags) en presencia o 

ausencia de α-SLAMF1 (A12). En primer lugar, los resultados demostraron la capacidad de las 

células THP-1 y de los macrófagos derivados de monocitos para internalizar Mtb-R Ags por 

citometría de flujo (FFig. 6A). Más aun, la adición del anticuerpo agonista para SLAMF1 (α-SLAMF1, 

A12) condujo a un marcado aumento en el porcentaje de células que interactúan con la bacteria, 

tanto en la línea celular como en los macrófagos provenientes de dadores sanos (FFig. 6B).  

Por otro lado, como observamos que el IFN-  es capaz de inducir la expresión de SLAMF1, 

evaluamos si también puede modular la internalización de M. tuberculosis. Sin embargo, el 

agregado de IFN-  recombinante humano no produjo cambios en la interacción de los 

macrófagos ni de las células THP-1 con M. tuberculosis (FFig. 6C), sugiriendo que la activación a 

través de SLAMF1 es necesaria para inducir la internalización de la bacteria.  

Fig. 5 Efecto de la coestimulación a través de SLAMF1 sobre la producción de citoquinas frente a MM. tuberculosis. Se estimularon 
células THP-1 diferenciadas con PMA con el sonicado de M. tuberculosis (Mtb) durante 4 ((A) o 24 ((B) horas en presencia o ausencia 
de un anticuerpo agonista para SLAMF1 (α-SLAMF1). Se recuperaron los sobrenadantes de cultivo y se midieron los niveles de TNF-
α e IL-1β humanos mediante ELISA. Las barras representan la media ± SEM. *, p = 0,05; ****, p <0,0001. ANOVA de una vía de 
mediciones repetidas. ((C) Se estimularon macrófagos de dadores sanos y células THP-1 diferenciadas con PMA con el sonicado de 
M. tuberculosis (Mtb) en presencia o ausencia de un anticuerpo agonista para SLAMF1 (α-SLAMF1). Para evaluar el efecto del 
tratamiento con α-SLAMF1 sobre la viabilidad celular, las células se tiñeron con el tinte de viabilidad FVD eFluor780. Se muestran 
histogramas de citometría de flujo representativos para macrófagos derivados de monocitos. 
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Fig.  6  Rol de SLAMF1 en la interacción macrófagos--M. tuberculosis.  (A) Los macrófagos de dadores sanos y las células THP-1 
diferenciadas con PMA se estimularon con el sonicado de M. tuberculosis teñido con rodamina (Mtb-R Ags) por 24 horas. Se 
muestran los porcentajes de células de rodamina positivas como medida de internalización. Los macrófagos (panel superior) y las 
células THP-1 (panel inferior) se estimularon como en A en presencia o ausencia de un anticuerpo agonista α-SLAMF1 ((B) o rhIFN-  
((C). 
B, Se muestran los porcentajes de células de rodamina positivas, los gráficos de puntos y los histogramas representativos obtenidos 
por citometría de flujo. *, P <0,05. Prueba de suma de rangos de Wilcoxon. 
C, Las barras representan la media ± SEM del porcentaje de células Rodamina positivas. 
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Además, estudiamos la internalización de M. tuberculosis por microscopía confocal. Para evaluar 

esto, los macrófagos primarios fueron estimulados con Mtb-R Ags durante 24 horas en presencia 

o ausencia de α-SLAMF1 (A12). En otro conjunto de experimentos, las células THP-1 diferenciadas 

con PMA se infectaron con M. tuberculosis-RFP viva (MOI 5:1) en presencia o ausencia de α-

SLAMF1 (A12) durante 2 horas y luego fueron cultivadas en medios completos durante 22 horas 

adicionales con o sin α-SLAMF1. 

En concordancia con nuestros resultados anteriores, la coestimulación a través de SLAMF1 

aumentó el porcentaje de internalización de M. tuberculosis en macrófagos primarios (FFig. 7A). 

Más aún, encontramos que la activación de SLAMF1 mediada por el anticuerpo agonista anti-

SLAMF1 aumentó el porcentaje de células infectadas por M. tuberculosis (FFig. 7B). En conjunto, 

estos hallazgos demuestran que SLAMF1 regula la interacción entre los macrófagos y M. 

tuberculosis, ya sean bacterias muertas o vivas. 
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SLAMF1 interactúa con M. tuberculosis en los macrófagos 
Como se mencionó anteriormente, SLAMF1 también puede actuar como un sensor 

microbiológico capaz de reconocer y mediar la internalización de ciertas bacterias 89, por lo que 

decidimos estudiar la posible interacción entre SLAMF1 y M. tuberculosis. Con este fin, los 

macrófagos derivados de monocitos fueron estimulados con el sonicado de M. tuberculosis 

teñido con rodamina (Mtb-R Ags) y 24 horas después se estudió la colocalización de SLAMF1 con 

Mtb-R Ags por microscopía confocal (FFig. 8A). Más de la mitad de las células mostraron 

colocalización entre SLAMF1 y M. tuberculosis (TTabla 1). Además, observamos un elevado índice 

de Manders, lo que indica un alto grado de colocalización en las células estimuladas (FFig. 8B).  

Adicionalmente, utilizamos células enteras de M. tuberculosis marcadas con FITC (WCMTB-FITC) 

como estímulo para los macrófagos. En primer lugar, observamos que las células enteras de M. 

tuberculosis (WCMTB) inducen niveles de SLAMF1 en la superficie celular similares a los inducidos 

por el sonicado (FFig. 9A). Posteriormente, al evaluar células estimuladas con WCMTB-FITC por 

Fig.. 7 Rol de SLAMF1 en la interacción de las células humanas con MM. tuberculosis. (A) Los macrófagos de dadores sanos se 
estimularon con el sonicado de M. tuberculosis teñido con rodamina (Mtb-R Ags) en presencia o ausencia de un anticuerpo agonista 
α-SLAMF1 por 24 horas. Se evaluó la internalización de Mtb-R Ags por microscopía confocal. La figura muestra micrografías 
confocales representativas y se muestra la cuantificación del número de células que interactúan con Mtb-R Ags en relación con las 
células totales. (B) Las células THP-1 diferenciadas con PMA se infectaron con M. tuberculosis RFP viva (Mtb-RFP) durante 2 horas 
en presencia / ausencia de un anticuerpo agonista α-SLAMF1. Las células se lavaron para eliminar las bacterias extracelulares y se 
incubaron durante 22 horas adicionales ± α-SLAMF1. 

A, Las barras representan la media ± SEM. *, p < 0.05. prueba de Mann-Whitney. B, Las barras representan la media ± SEM del 
porcentaje de infección en relación con las células totales. **, p < 0.01. Prueba t no emparejada. 
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microscopia confocal, encontramos un alto grado de colocalización entre las células enteras de 

M. tuberculosis y SLAMF1 (FFig 9B), lo que sugiere que la interacción entre SLAMF1 y M. 

tuberculosis involucra una molécula que se encuentra accesible tanto en el sonicado como en la 

bacteria completa. 

 

 

 

 

Fig. 8  Colocalización SLAMF1--M. ttuberculosis. (A) Los macrófagos provenientes de dadores sanos se estimularon durante 24 horas 
con el sonicado de M. tuberculosis teñido con rodamina (Mtb-R Ags). Para la detección de SLAMF1 se utilizó un anticuerpo específico 
de ratón anti-SLAMF1 humano seguido de anticuerpo secundario anti-ratón conjugado a Alexa Flúor 488 (verde). Los macrófagos 
no estimulados se usaron como control. Se muestran micrografías confocales representativas para una sola célula o micrografías 
confocales panorámicas. SLAMF1 se detectó después de la fijación y permeabilización de las células. DIC, contraste de interferencia 
diferencial. (B) Las barras representan la media ± SEM del índice de Manders, donde M1 fue el coeficiente de colocalización de 
Manders con umbrales, calculados en el “plugin” Coloc 2 Fiji, con la tinción anti-SLAMF1 como primer canal.  
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TTabla 1  
% de células que expresan 

SLAMF1 

% Colocalización 

SLAMF1-Mtb 

Macrófagos estimulados con 

Mtb-R Ags 
34,54 ± 4,7 54,31 ± 13,36 

Fig. 9 CColocalización de SLAMF1 ccon células enteras de MM. tuberculosis. (A) Células THP-1 diferenciadas con PMA se estimularon con 
el sonicado de M. tuberculosis (Mtb) o células enteras de M. tuberculosis (WCMtb) durante 24 horas y la expresión de SLAMF1 se 
determinó por citometría de flujo. Se muestran histogramas representativos. (B) Macrófagos derivados de monocitos de dadores 
sanos se estimularon durante 24 horas con células completas de M. tuberculosis marcadas con FITC (WCMtb-FITC). Se utilizó un 
anticuerpo específico de ratón anti-SLAMF1 humano seguido de un anticuerpo secundario conjugado a Alexa Flúor 546 (rojo) para 
la detección de SLAMF1 luego de fijar y permeabilizar las células. Se muestran micrografías confocales representativas para células 
únicas. Índice de Manders (M2) de 0,96 (panel izquierdo) y 0,902 (panel derecho). M2 fue el coeficiente de colocalización de 
Manders de cada celula con umbrales calculados en el “plugin” Coloc 2 Fiji con la tinción anti-SLAMF1 como segundo canal.  

Tabla 1. CColocalización SLAMF1-MM. tuberculosis. Los macrófagos provenientes de dadores sanos se estimularon durante 24 horas 
con el sonicado de M. tuberculosis teñido con rodamina (Mtb-R Ags). Para la detección de SLAMF1 por microscopía confocal se 
utilizó un anticuerpo específico de ratón anti-SLAMF1 humano seguido de un anticuerpo secundario conjugado a Alexa Flúor 488 
(verde). Se calculó el porcentaje de células SLAMF1 positivas en relación con las células totales y el porcentaje de células SLAMF1 
positivas que se colocalizan con Mtb-R Ags en relación con las células SLAMF1 positivas totales. 
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Con el objetivo de demostrar la interacción SLAMF1-M. tuberculosis realizamos ensayos de 

interacción bioquímica. Primeramente, incubamos extractos de proteínas totales de macrófagos 

derivados de monocitos con células enteras de M. tuberculosis (WCMTB). Después de un 

tratamiento de crosslinking, la detección de SLAMF1 se realizó por citometría de flujo. 

Observamos altos niveles de tinción positiva para SLAMF1 (FFig. 10A), lo cual proporciona una 

prueba bioquímica de interacción entre SLAMF1 y M. tuberculosis. 

Adicionalmente, estudiamos la interacción adhiriendo el sonicado de M. tuberculosis teñido con 

rodamina (Mtb-R Ags) a portaobjetos recubiertos con poli-D-lisina. Posteriormente, los 

portaobjetos se incubaron con extractos de proteínas totales de macrófagos derivados de 

monocitos. Después del tratamiento de crosslinking, SLAMF1 se detectó por microscopía de 

fluorescencia. En concordancia con los resultados obtenidos por citometría de flujo con M. 

tuberculosis completa, demostramos la existencia de interacción entre M. tuberculosis-R Ags y 

SLAMF1 como se muestra en la superposición (merge) de las imágenes (FFig. 10B). Se realizaron 

además múltiples controles de unión inespecífica del anticuerpo primario (anti-SLAMF1) y 

secundario utilizados que permitieron corroborar la especificidad de la interacción detectada 

(TTabla 2). 
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Estos datos demuestran que SLAMF1 es capaz de reconocer una firma molecular presente en M. 

tuberculosis, señalando a SLAMF1 como un nuevo receptor innato en macrófagos humanos. 

TTabla 2  CCanal Verde  CCanal Rojo  

MMtb--RR Ags  --  ++  

MMtb-R Ags + extracto de proteínas de macrófagos - + 

Mtb--R Ags + aanti-rratón Alexa Fluor 488 (control de pegado 

inespecífico del anticuerpo secundario) 
- + 

Mtb--R Ags + anti--SLAMF1  + anti--ratón AAlexa Fluor 488 (en 

ausencia del extracto proteeico. Control de pegado inespecífico 

del anticuerpo anti-SLAMF1 a M. tuberculosis) 

- + 

Mtb--R Ags  + extracto de proteínas de macrófagos +  anti--ratón 

Alexa Fluor 488 (control de pegado inespecífico del anticuerpo 

secundario) 

- + 

Fig. 10  Interacción de SLAMF1 con MM. tuberculosis. Macrófagos derivados de monocitos de dadores sanos se estimularon con el 
sonicado M. tuberculosis durante 24 horas para inducir la expresión de SLAMF1 y se prepararon extractos de proteínas celulares 
totales en condiciones no desnaturalizantes. (A) Los extractos de proteínas se incubaron con 1 x 106 células enteras de M. 
tuberculosis (WCMTB). Después del crosslinking con formaldehído, glicina y EGS, se detectó SLAMF1 por citometría de flujo 
utilizando anticuerpo específico anti-SLAMF1 PE. Se muestra un histograma representativo. ((B) 10 μl (1 x 106 bacterias) del sonicado 
de M. tuberculosis teñido con rodamina (Mtb-R Ags) se adhirieron en portaobjetos pretratados con poli-D-lisina. Después del 
bloqueo, los portaobjetos se incubaron con extractos de proteínas totales. El crosslinking se realizó con formaldehído, glicina y EGS 
y se utilizó un anticuerpo específico de ratón anti-SLAMF1 humano y un anticuerpo secundario anti-ratón Alexa Flúor 488 para la 
detección de SLAMF1. Los portaobjetos se montaron y analizaron usando un objetivo 40X de un microscopio de contraste de fase 
de fluorescencia invertido. Las imágenes fusionadas se muestran en amarillo. Barra de escala: 1 μm 

Tabla 2. CControles del ensayo de interacción por microscopía de fluorescencia. Portaobjetos pretratados con poli-D-lisina se 
incubaron con M. tuberculosis teñido con rodamina (Mtb-R Ags), se bloquearon y se realizó el entrecruzamiento con formaldehído, 
glicina y EGS. Las marcaciones se realizaron siguiendo el mismo protocolo mencionado en la Fig. 10. Los signos + indican los canales 
en los que se observó señal. En todos los casos se observó únicamente marca en el canal rojo correspondiente al extracto de la 
bacteria marcada con Rodamina. 
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SLAMF1 participa del proceso de maduración endolisosomal en los macrófagos 
La internalización de microorganismos dentro de la célula es seguida por la fusión de los 

endosomas con los lisosomas, lo que finalmente promueve la muerte de los patógenos 

endocitados dentro del fagolisosoma. 

Como propusimos que SLAMF1 actúa como receptor de M. tuberculosis y como modulador de 

las respuestas de los macrófagos, y considerando que Berger y col. demostraron que el proceso 

de maduración fagolisosomal se ve retrasado en los macrófagos deficientes para SLAMF1 

infectados con E. coli 67, decidimos evaluar la ubicación conjunta de SLAMF1 con marcadores 

endosomales tempranos y tardíos en macrófagos estimulados con M. tuberculosis. 

En consecuencia, primero estudiamos si M. tuberculosis se dirige a través de la vía endolisosomal. 

Para este propósito, estimulamos los macrófagos derivados de monocitos con el sonicado de M. 

tuberculosis teñido con rodamina (Mtb-R Ags) por 24 horas. Luego se evaluó la colocalización 

entre las bacterias y dos marcadores endosomales diferentes por microscopía confocal. Los 

resultados evidenciaron endosomas que contienen M. tuberculosis, demostrado por la expresión 

del autoantígeno 1 del endosoma temprano (EEA1) o la proteína de membrana 2 asociada al 

lisosoma (LAMP2) en los mismos compartimentos intracelulares que contenían Mtb-R Ags (FFig. 

111A). Además, comparando el grado de colocalización entre las bacterias y los marcadores 

endosomales, encontramos un mayor grado de colocalización para LAMP2 en comparación con 

EEA1 (índice de colocalización de Manders de 0.93 ± 0.05 vs 0.31 ± 0.05; Media ± SEM) (FFig. 11B). 

Es decir que M. tuberculosis se encuentra tanto en endosomas tempranos como en tardíos / 

lisosomas en los macrófagos humanos luego de 24 horas de estimulación, mostrando un mayor 

grado de colocalización con los compartimentos que caracterizan las etapas más tardías del 

proceso madurativo del endolisosoma. 
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Fig. 11 Ruta de MM. tuberculosis aa través de la vía endosomal. (A) Macrófagos de dadores sanos se estimularon durante 24 horas con 
el sonicado de M. tuberculosis teñido con rodamina (Mtb-R Ags) y la localización subcelular se determinó por microscopía confocal 
utilizando anticuerpos específicos de ratón para EEA1 (endosomas tempranos) o LAMP2 (endosomas / lisosomas tardíos) humanos 
seguidos de anticuerpos secundarios anti-ratón conjugados a Alexa Flúor 633 (azul). Se muestran micrografías confocales 
representativas para una única célula o micrografías confocales panorámicas. Ambos marcadores se detectaron después de la 
fijación y permeabilización de las células. DIC, contraste de interferencia diferencial. ((B) Las barras representan la media ± SEM del 
índice de Manders, donde M1 fue el coeficiente de colocalización de Manders con umbrales calculados con en el “plugin” Coloc 2 
Fiji con la tinción para los marcadores endosomales como primer canal.  
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Finalmente, también evaluamos la colocalización de SLAMF1 con los marcadores endosomales / 

lisosomales tempranos y tardíos. Observamos colocalización entre SLAMF1 y ambos marcadores 

(EEA1 y LAMP2) en macrófagos estimulados con el sonicado de M. tuberculosis (FFig. 12A-B). El 

índice de Manders indicó que el 59.55% y 69.90% de SLAMF1 colocaliza con EEA1 y LAMP2, 

respectivamente. Curiosamente, más del 70% de los coeficientes de Manders calculados fueron 

superiores a 0,5 en ambos casos, lo que indica una colocalización marcada de los endosomas con 

SLAMF1 (FFig. 12C). Es importante destacar que ésta es la primera vez que se demuestra la 

presencia de SLAMF1 en los compartimentos endosomales. Si bien había sido propuesto el rol de 

SLAMF1 en la maduración del fagolisosoma en macrófagos murinos infectados con bacterias 

Gram negativas, estos estudios fueron realizados con ratones deficientes para SLAMF1 evaluando 

la cinética del fagosoma o distintas funciones fagolisosomales, por lo que la existencia de SLAMF1 

en los endosomas tempranos y tardíos o lisosomas no había sido evaluada.  
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Estos resultados respaldan nuestra hipótesis de que SLAMF1 reconoce M. tuberculosis en la 

superficie de los macrófagos, contribuye a su internalización y podría participar en el proceso de 

maduración de los endolisosomas para, finalmente, lograr la eliminación este patógeno. 

 

TTomados en conjunto, nuestros hallazgos muestran que M. tuberculosis induce a la expresión de 

SLAMF1 en macrófagos derivados de monocitos y que las interacciones homofílicas SLAMF1-

SLAMF1 inducen la internalización de M. tuberculosis. Esta es la primera vez que se describe a 

SLAMF1 como un receptor capaz de reconocer M. tuberculosis en macrófagos humanos. Además, 

luego de endocitar a M. tuberculosis, SLAMF1 se internalizaría dentro de los macrófagos. Así, 

mostramos por primera vez que SLAMF1 se expresa en endosomas tempranos y en endosomas 

tardíos / lisosomas. Aunque todavía se requieren más estudios, estos resultados sugieren que, 

nuevos enfoques terapéuticos podrían dirigirse contra SLAMF1 para mejorar las funciones de los 

macrófagos, lo que podría conducir a la eliminación eficiente de M. tuberculosis. 

  

Fig. 12 CColocalización de SLAMF1 con compartimentos endosomales. Macrófagos de dadores sanos se estimularon durante 24 horas 
con el sonicado de M. tuberculosis (Mtb) sin teñir. La expresión de EEA1, LAMP2 y SLAMF1 se detectó utilizando anticuerpos 
específicos para estas moléculas seguidos por un anticuerpo secundario conjugado a Alexa Fluor 488 (verde) para compartimentos 
subcelulares o un anticuerpo secundario conjugado a Alexa Fluor 546 (rojo) para SLAMF1. Los macrófagos no estimulados se usaron 
como control. Se muestran micrografías confocales representativas para una única celula ((A) o micrografías confocales panorámicas 
((B).  Los tres marcadores se detectaron luego de la fijación y permeabilización de las células. DIC, contraste de interferencia 
diferencial. (C) Las barras representan la media ± SEM del índice de Manders, donde M2 fue el coeficiente de colocalización de 
Manders con umbrales calculados en el “plugin” Coloc 2 Fiji con la tinción para marcadores endosomales como primer canal. 
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Discusión 
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La Tuberculosis es una enfermedad ancestral que, aún hoy, continúa siendo un riesgo para la 

humanidad. Constituye un grave problema para la salud pública ya que se estima afecta 

latentemente entre un cuarto y un tercio de la población mundial y causa millones de muertes 

cada año 2. No existe una vacuna completamente eficaz y aunque es prevenible y posee 

tratamiento, muchos pacientes abandonan la terapia y desarrollan multiresistencia a antibióticos.  

En Argentina, el último reporte indica un aumento en el número de muertes por Tuberculosis 

respecto a los años anteriores 3. Más aun, desde principios de 2020, la pandemia COVID-19 ha 

provocado enormes impactos sanitarios, sociales y económicos, que también afectan la epidemia 

de Tuberculosis. La pandemia amenaza con revertir los avances logrados hacia finales de 2019 en 

la lucha mundial contra la Tuberculosis, incluso, ha sido propuesto que el tratamiento y la 

evolución de los pacientes con Tuberculosis podrían verse comprometidos en personas con 

COVID-19 2. 

La respuesta del hospedador frente a Mycobacterium tuberculosis, agente etiológico de la 

Tuberculosis, se basa principalmente en la inmunidad celular. En este sentido, los macrófagos 

tienen un papel central durante el desarrollo de la Tuberculosis. Una vez en los pulmones, los 

macrófagos alveolares son el primer tipo celular que puede reconocer M. tuberculosis. Estas 

células tienen el potencial de eliminar las bacterias, pero también pueden contribuir a la 

patogénesis de la enfermedad, ya que constituyen el principal reservorio de este patógeno que 

puede sobrevivir en el interior celular 17. Dado que M. tuberculosis ha desarrollado múltiples 

formas de escapar al sistema inmune, encontrar nuevos blancos que puedan mejorar las 

funciones inmunológicas podría constituir una buena estrategia para combatir a este patógeno. 

Particularmente, terapias que apunten a inducir o reestablecer mecanismos microbicidas de los 

macrófagos podrían resultar prometedoras. Así, una mejor comprensión de la interacción entre 

M. tuberculosis y la respuesta inmune del hospedador resulta fundamental para delinear nuevas 

estrategias que lleven a una eliminación más eficiente de la bacteria. 

SLAMF1 pertenece a la familia de receptores SLAM, los cuales inician distintas vías de 

transducción de señales en múltiples células inmunológicas innatas y adaptativas 90. La expresión 

de SLAMF1 en la superficie de los macrófagos se ha descripto anteriormente en patologías 

inflamatorias crónicas. Sin embargo, los niveles observados de SLAMF1 dependen del contexto 

estudiado. Los macrófagos en el intestino inflamado de los pacientes con enfermedad de Crohn 

expresan, por ejemplo, altos niveles de SLAMF1, mientras que, por otro lado, se han detectado 

muy pocas células positivas para SLAMF1 en lesiones activas de esclerosis múltiple 78–80. En 
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nuestro trabajo, demostramos que la cepa virulenta H37Rv de M. tuberculosis induce la expresión 

de SLAMF1 en macrófagos derivados de monocitos humanos.  

Sin embargo, hemos observado que SLAMF1 se expresa en niveles muy bajos y sin diferencias 

significativas en macrófagos generados hacia diferentes perfiles (M1, M2a y M2c). La 

estimulación antigénica en estos macrófagos no indujo cambios en los niveles observados de 

SLAMF1. Actualmente no está claro si un macrófago, al ser estimulado, adquiere un fenotipo que 

conserva durante toda su vida funcional (caso en el cual existirían in vivo subpoblaciones de 

macrófagos con estados de activación definidos) o si el patrón de activación de los macrófagos 

cambia de manera constante de acuerdo a los estímulos que encuentren (lo que generaría un 

amplio rango de fenotipos no estables representantes de un continuum de activación). Aunque 

se habla de diferentes estados de activación, entre los que se encuentran el clásico y el 

alternativo, no está del todo claro cuáles son los inductores, las propiedades funcionales y el 

repertorio molecular de cada uno de estos grupos de macrófagos, ya que las definiciones de los 

diferentes fenómenos asociados a la activación varían entre los sistemas experimentales. La 

activación clásica (M1) del macrófago corresponde a la inducida por IFN- , TNF-α, o diferentes 

inductores como ligandos de TLR, LPS, péptidoglicano y señales endógenas 16,91,92. Los macrófagos 

M1 activados clásicamente tienen la capacidad de disparar diferentes mecanismos efectores: 

muerte de patógenos intracelulares, lisis de células tumorales, producción y secreción de IL-1β, 

IL-6, IL-12, IL-18, TNF-α, CCL3, CXL9 y CXCL10, producción de ROS, generación de óxido nítrico, 

cambios fagolisosomales y aumento en la expresión de CMH II, CD86 y de la presentación 

antigénica asociada con células Th1. Los macrófagos M2 tienen propiedades anti-inflamatorias, 

inhiben la producción de IFN-  y son inducidos por diferentes mediadores. Deben adaptarse a 

diferentes necesidades y situaciones in vivo que van desde la inducción de tolerancia hasta la 

regulación de la inflamación, la remoción de desechos celulares y la regeneración del tejido 93,94.  

Aun cuando este modelo clasifica los fenotipos de activación, es importante considerar que 

subestima la complejidad in vivo, donde existe una alta diversidad de estados de macrófagos 

activados que emergen en respuesta a diferentes estímulos y ambientes. Por lo tanto, el estudio 

de la expresión de SLAMF1 en macrófagos polarizados in vitro debe ser explorada con mayor 

profundidad. Se requieren más estudios que permitan determinar el patrón de expresión en los 

diferentes perfiles luego de la estimulación con M. tuberculosis. Sería interesante evaluar si la 

coestimulación de SLAMF1 (o el bloqueo de la expresión de SLAMF1 utilizando ARN de 

interferencia) en los macrófagos estimulados con M. tuberculosis es capaz de modular la 

activación de los macrófagos hacia algún perfil determinado. Aunque en los últimos años se ha 
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realizado un gran esfuerzo para definir marcadores de macrófagos en humanos, todavía no existe 

consenso sobre cómo definir la activación de macrófagos en experimentos in vitro e in vivo. Lo 

que se recomienda fuertemente es la descripción por parte de los grupos de investigación de las 

condiciones experimentales utilizadas para la generación/diferenciación y la estimulación en los 

experimentos con el fin de obtener un estándar experimental reproducible 95. En nuestro trabajo, 

hemos descripto en detalle las condiciones de obtención y cultivo de los macrófagos para lograr 

este objetivo. 

SLAMF1 ha sido propuesto como un marcador de activación de monocitos, macrófagos y como 

una señal de activación de la respuesta inmune innata. En línea con esto, Farina y col., 

encontraron monocitos y macrófagos positivos para SLAMF1 presentes en centros germinales de 

muestras de amígdalas y bazos humanos 79. Además, los autores demostraron que SLAMF1 es 

inducido en monocitos estimulados con LPS o diferentes combinaciones de CD40L, IL-1β e IFN-  
79. SLAMF1 también ha sido asociado con la activación de macrófagos humanos por Nau y col 81. 

Apoyando nuestros hallazgos, mostraron que, entre otros receptores, los niveles 

transcripcionales de SLAMF1 estaban regulados positivamente en macrófagos derivados de 

monocitos luego de la estimulación con ciertas bacterias, incluida M. tuberculosis. Además, se ha 

demostrado que en ratones, los niveles de ARNm y proteínas de SLAMF1 también aumentan 

luego de la infección con Mycobacterium bovis Bacillus Calmette – Guérin (BCG) tanto in vitro 

como in vivo 82. Más aun, la infección de macrófagos alveolares humanos obtenidos de dadores 

sanos con la cepa H37Rv de M. tuberculosis dio como resultado una regulación positiva de los 

niveles de ARNm de SLAMF1 en comparación con la infección producida por la cepa avirulenta 

H37Ra 75. En este trabajo de tesis doctoral demostramos por primera vez que la proteína SLAMF1 

es inducida por M. tuberculosis en macrófagos derivados de monocitos humanos y células THP-1 

estimuladas in vitro, mientras que encontramos niveles muy bajos de SLAMF1 en monocitos 

obtenidos de sangre periférica. 

Interesantemente, la expresión de SLAMF1 ha sido propuesta como de carácter transitoria 79. 

Farina y col. observaron la presencia de monocitos SLAMF1 positivos al día 1 luego de la 

estimulación con LPS, peptidoglicano, flagelina o ácido lipoteicoico; pero la expresión de SLAMF1 

desaparecía al día 2 post-estimulación 79. Nuestros resultados también apoyan la idea de una 

expresión transitoria de SLAMF1 en la membrana de los macrófagos. Observamos los mayores 

niveles de SLAMF1 a las 24 horas de estimulación antigénica con M. tuberculosis, los cuales 

comienzan a decaer a las 48 horas del cultivo in vitro. Más aun, en los macrófagos diferenciados 

hacia los diferentes perfiles clásicos y alternativos que requieren aproximadamente 7 días de 
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cultivo in vitro encontramos menos del 5% de macrófagos positivos para SLAMF1, sin diferencias 

en ninguno de los perfiles evaluados. Sin embargo, no podemos descartar la posibilidad de que 

la capacidad de regular la expresión de SLAMF1 en respuesta M. tuberculosis esté restringida a 

solo una determinada población de macrófagos. Más estudios son requeridos para dilucidar qué 

fenómeno está operando en nuestro modelo experimental. De hecho, ha sido descripto que en 

fluidos pleurales de pacientes con Tuberculosis la mayoría de los monocitos/macrófagos son 

CD16+ 96. Estudios recientes revelan que los monocitos CD16- son más propensos a migrar en 

respuesta a M. tuberculosis, producen más ROS y son más resistentes al patógeno, contribuyendo 

a la inmunidad antimicobacteriana 97. La expresión de SLAMF1 en estas poblaciones de monocitos 

no ha sido caracterizada, sería interesante evaluar si SLAMF1 se expresa en mayor medida en los 

monocitos CD16- y en qué medida los macrófagos que luego son capaces de incrementar la 

expresión de SLAMF1 derivan de estos monocitos.  

Por otro lado, Yurchenko y col. observaron que los monocitos y macrófagos humanos en reposo 

expresaban SLAMF1 en el compartimento de reciclaje endocítico (por sus siglas en inglés, ERC), 

los cuales expresan Rab11, y mostraban una expresión débil o nula en la superficie celular. Sin 

embargo, después de 6 horas de estimulación con LPS, los macrófagos primarios aumentaron la 

expresión de SLAMF1 (50%). También observaron que SLAMF1 se relocalizó del ERC a fagosomas 

que contenian E. coli o LPS 98, como también propusieron Berger y col 67. Es importante destacar 

que, a diferencia nuestra, Yurchenko y col. obtuvieron macrófagos derivados de monocitos 

diferenciando células mononucleares de sangre periférica por adherencia durante 8 a 10 días en 

RPMI 1640 suplementado con suero humano y M-CSF. En las células THP-1, aunque diferenciadas 

por diferentes tiempos, los niveles encontrados para SLAMF1 fueron similares a los mostrados en 

nuestro trabajo. Por lo tanto, SLAMF1 podría permanecer en endosomas de reciclaje, tener una 

expresión transitoria en la membrana y luego regresar al compartimento intracelular. Estas 

observaciones están, de hecho, en consonancia con la hipótesis del papel de SLAMF1 como 

sensor microbiano. Para lograr esta función, SLAMF1 debe expresarse transitoriamente en la 

superficie celular para interactuar con los antígenos de M. tuberculosis y mediar la endocitosis de 

la bacteria, llevándola al compartimiento endosomal e induciendo la maduración del endosoma. 

Al evaluar si otros estímulos eran capaces de regular la expresión de SLAMF1, también 

observamos que este receptor fue inducido en macrófagos humanos de dadores sanos después 

del tratamiento in vitro con IFN-  humano recombinante pero no por IL-4 o IL-10. En contraste 

con nuestros hallazgos, Farina y col. propusieron que SLAMF1 está relacionado con la infección 

bacteriana, pero no necesariamente con la inflamación, ya que SLAMF1 es inducido por los 
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ligandos TLR-2, 4 y 5, pero no por IFN-  en los monocitos 79. En otro trabajo, Castillo-Velázquez y 

col. mostraron que los macrófagos derivados de monocitos de ganado adulto tratados con IL-4 

expresaban menores niveles de ARNm de SLAMF1 respecto a las células clásicamente activadas88. 

SLAMF1 también fue uno de los ocho inmunorreceptores que se encontró sobreexpresado en 

CDs tratadas con IL-10 99. Además, McBride y col. demostraron un aumento en los niveles de 

ARNm y de proteína SLAMF1 cuando las CDs se cultivaron en presencia de LPS e IL-10 en 

comparación con LPS solo 100. En conclusión, los reportes anteriores junto con nuestros resultados 

sugieren un patrón complejo de regulación de la expresión SLAMF1 en las células inmunes 

innatas, que depende del tipo de célula, del tipo de estímulo y del microambiente. Un dato 

relevante que surge de nuestro trabajo es que la expresión incrementada de SLAMF1 en 

macrófagos estimulados con M. tuberculosis no es producto de un efecto bystander. Es decir que 

los mediadores solubles presentes en los sobrenadantes de cultivo no son los responsables del 

incremento de los niveles de SLAMF1, sino que la interacción con la bacteria es necesaria para 

modular los niveles de SLAMF1 en la superficie de los macrófagos. 

Previamente, fue demostrado por miembros de nuestro equipo que SLAMF1 media las 

respuestas inmunes protectivas adaptativas durante la Tuberculosis al inducir respuestas Th1 
50,101,102. Por otro lado, se han descripto varios roles en las funciones de macrófagos para SLAMF1 
66–68,82,103–106. La presencia de SLAMF1 en macrófagos se ha asociado con la producción de 

citoquinas inflamatorias como TNF-α e IL-12 y de ROS en resuesta a LPS 66, con la regulación de 

la enzima NADPH oxidasa, la fusión de membranas y la maduración del fagolisosoma 67,103, con la 

activacion de la via de NF- B y la eliminación de BCG 83, con la modulacion de la via TLR4-TRAM-

TRIF 98 y con el reclutamiento de celulas inflamatorias a tejidos inflamados 104,105. Por otra parte, 

SLAMF1 se ha propuesto como una molécula que promueve la replicación intracelular de 

parásitos en CDs y macrófagos 68,69. Sin embargo, el papel de SLAMF1 como regulador de las 

funciones de los macrófagos durante la Tuberculosis no había sido explorado previamente. 

Aunque se requieren estudios más profundos, nuestros resultados indican que SLAMF1 podría 

estar actuando en el sitio de la infección, ya que la expresión de este receptor aumenta en las 

células CD14 positivas de derrames pleurales en comparación con las células CD14 positivas 

provenientes de sangre periférica de pacientes con Tuberculosis activa. 

Curiosamente, un trabajo reciente 107 demostró que la mayoría de los macrófagos de las vías 

respiratorias humanas derivan de monocitos reclutados de sangre periférica durante condiciones 

fisiológicas normales. Además, los autores también demostraron que durante el envejecimiento, 

el fenotipo de estas dos poblaciones es muy similar, lo que demuestra que las poblaciones de 
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macrófagos alveolares pueden ser considerablemente más dinámicas y menos estables que lo 

reportado durante el estudio de la ontogenia murina 107. Mediante el uso de muestras de lavado 

broncoalveolar de pacientes con trasplante de pulmón, mostraron que la mayoría de los 

macrófagos alveolares en el pulmón humano después del trasplante derivan del receptor, lo que 

demuestra el papel fundamental de los macrófagos alveolares de origen periférico en la salud 

pulmonar humana 107. Por lo tanto, en los pacientes con Tuberculosis activa, las células CD14 

positivas circulantes podrían estar migrando al pulmón durante el curso de la infección. Una vez 

que se encuentran con los antígenos de M. tuberculosis, tanto de bacilos vivos como de partículas 

antigénicas liberadas por micobacterias o incluso células necróticas infectadas, las células CD14 

positivas podrían aumentar la expresión de SLAMF1. Sin embargo, también podría ser posible que 

los patrones de expresión de SLAMF1 difieran entre las dos poblaciones de células CD14 positivas 

estudiadas en nuestro trabajo. De hecho, se han informado anteriormente diferencias en los 

perfiles de expresión de genes y proteínas de monocitos, macrófagos derivados de monocitos y 

macrófagos de las vías respiratorias en ratones, bovinos y humanos 108–112.  Algunos de estos 

estudios, mediante microarrays o enfoques de transcriptómica, evidencian diferencias en la 

expresión de citoquinas, moléculas asociadas al CMH, factores de transcripción, 

metalopeptidasas de matriz, quemoquinas y receptores de quemoquinas e integrinas 107,109–111. 

También se han observado distintos niveles de TLRs, particularmente TLR2, 4 y 9 los cuales están 

involucrados en el reconocimiento de M. tuberculosis 110. 

Como hemos mencionado previamente, numerosos estudios demuestran el rol de SLAMF1 en la 

regulación de muchos mecanismos celulares que incluyen poblaciones inmunes innatas y 

adaptativas 56,90,113,114. En este trabajo de tesis doctoral exploramos el rol de SLAMF1 como 

regulador de las funciones de los macrófagos durante la infección por M. tuberculosis. En primer 

lugar, evaluamos la secreción de TNF-α y de IL-1β por las células THP-1 estimuladas por M. 

tuberculosis en presencia de un anticuerpo agonista para SLAMF1 (α-SLAMF1, A12). El papel de 

SLAMF1 en la producción de citoquinas por las CPA es controversial. Aunque se ha demostrado 

que SLAMF1 puede inducir la producción de IL-12 y CXCL8 por CDs estimuladas con LPS 115, un 

trabajo posterior mostró que las interacciones SLAMF1-SLAMF1 entre las células regulan 

negativamente la producción de IL-12, IL-6 y TNF-α por CDs activadas mediante CD40L 116. En 

macrófagos murinos estimulados con LPS más IFN- , la ausencia de SLAMF1 redujo los niveles de 

TNF-α e IL-12, así como la producción de NO 66, mientras que la estimulación con LPS en 

macrófagos deficientes para SLAMF1 aumentó la producción de IL-6 66. Por otra parte, en la línea 

celular macrofágica murina RAW264.7 infectada con BCG y en el líquido proveniente de lavados 

broncoalveolares de ratones infectados in vivo, la sobreexpresión de SLAMF1 aumentó los niveles 
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de MCP-1, TNF-α e IL-1β y disminuyó la producción de IL-6 82. Estos trabajos previos evidencian 

que SLAMF1 puede modular la producción de citoquinas y quemoquinas en CDs y poblaciones de 

macrófagos. Sin embargo, aunque con nuestros experimentos demostramos que el sonicado de 

M. tuberculosis fue capaz de inducir la producción de TNF-α e IL-1β por las células THP-1, no 

encontramos diferencias en los niveles secretados de estas citoquinas cuando las células se 

cultivaron en presencia del anticuerpo agonista anti-SLAMF1. Por lo tanto, SLAMF1 no modula 

los niveles de producción de estas citoquinas proinflamatorias inducidos por M. tuberculosis en 

nuestro modelo de estudio. SLAMF1 podría regular la secreción de otras citoquinas, tanto positiva 

como negativamente o incluso la producción de TNF-α e IL-1β en diferentes tiempos a los 

estudiados. La elección de los tiempos para determinar los niveles de TNF-α y de IL-1β se realizó 

en base a estudios de cinéticas en monocitos/macrófagos previos. En estos estudios se observó 

que la máxima expresión de TNF-α ocurre alrededor de las 4 horas mientras que la de IL-1β es a 

las 24 horas de cultivo 117,118. También se ha demostrado que el momento de máxima inducción 

del ARNm de TNF-α en macrófagos alveolares humanos fue 24 horas después de la infección por 

M. tuberculosis 119. Otro trabajo reveló que la respuesta de IL-1β específica de macrófagos difiere 

entre los pacientes con Tuberculosis activa, los individuos con Tuberculosis latente y los controles 

no infectados. En este caso, la expresión génica y proteica de IL-1β (y también de TNF-α aunque 

no mostró cambios entre los diferentes grupos) en macrófagos derivados de monocitos humanos 

fue evaluada a las 6 y 24 horas después de la estimulación ex vivo por antígenos específicos de 

M. tuberculosis 120. Teniendo en cuenta estos trabajos previos, decidimos evaluar la producción 

de TNF-α e IL-1β a las 4 y 24 horas después de la estimulación con el sonicado de M. tuberculosis, 

lo que debería cubrir los tiempos de máxima acumulación de estas citoquinas en los 

sobrenadantes del cultivo. Cabe señalar que ambas citoquinas se detectaron en todas las 

condiciones de cultivo, tanto a las 4 como a las 24 horas. Con respecto a TNF-α, mostramos que 

los niveles secretados eran mayores a las 4 horas en comparación con las 24 horas. Para la IL-1β, 

observamos los niveles más altos en los sobrenadantes de cultivo a las 24 horas luego de la 

estimulación. Aunque en este caso no podemos establecer si los niveles máximos fueron o no 

alcanzados a las 24 horas, es importante destacar que a lo largo de nuestro trabajo no se realizó 

ningún otro experimento más allá de las 24 horas de cultivo. Independientemente del tiempo de 

estimulación, observamos que SLAMF1 no indujo la producción de estas citoquinas.  

Los macrófagos también exhiben la extraordinaria capacidad de reconocer patógenos y 

fagocitarlos. La fagocitosis inicia la respuesta inmune innata, lo que a su vez orquesta la respuesta 

adaptativa. Para discriminar entre agentes infecciosos y antígenos propios, los macrófagos 

disponen de receptores de reconocimiento, algunos de los cuales son capaces de mediar la 
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fagocitosis, induciendo cambios en el citoesqueleto de actina y permitiendo la internalización de 

los patógenos. En la infección por M. tuberculosis se han implicado una gran cantidad de 

receptores macrofágicos involucrados en la unión e internalización de la bacteria, siendo los 

receptores del complemento, los TLR y el receptor de manosa unos de los más estudiados 121. 

Para probar si SLAMF1 está involucrado en la internalización de M. tuberculosis en los 

macrófagos, empleamos el sonicado de M. tuberculosis teñido con rodamina para estimular los 

macrófagos derivados de monocitos y las células THP-1 y evaluar la internalización de antígenos 

por citometría de flujo. Observamos un mayor número de células que interactuaron con M. 

tuberculosis cuando agregamos al cultivo el anticuerpo agonista para SLAMF1 (α-SLAMF1). La 

asociación entre SLAMF1 y el proceso fagocítico se ha evaluado anteriormente. A diferencia de 

nuestros resultados, Wang y col. no encontraron diferencias en la tasa de fagocitosis de E. coli en 

macrófagos peritoneales de ratones deficientes para SLAMF1 66. Por el contrario, Berger y col. 

mostraron que la fagocitosis de E. coli, pero no de S. aureus, se vio retrasada en macrófagos 

primarios murinos que no expresaban SLAMF1 67. Es importante destacar que todos estos 

estudios fueron realizados en ratones y evaluaron la función de SLAMF1 frente a bacterias Gram 

negativas, mientras que nuestro trabajo se basa en macrófagos humanos frente a una bacteria 

no clasificable según la tinción de Gram (debido a la presencia de los ácidos micólicos en su pared) 

pero que comparte características tanto con aquellas Gram positivas como Gram negativas 122. 

Además, demostramos una mayor interacción entre macrófagos y M. tuberculosis por 

microscopia confocal. Observamos que la activación de SLAMF1 mediada por el agregado del 

anticuerpo agonista para SLAMF1 condujo a una mayor internalización de antígenos detectados 

por una mayor proporción de células rodamina positivas. Este resultado fue reforzado al infectar 

células THP-1 con M. tuberculosis viva fluorescente (Mtb-RFP), observándose una mayor 

proporción de infección cuando las células fueron cultivadas en presencia de α-SLAMF1.   

Interesantemente, si bien el IFN-  fue capaz de inducir los niveles de SLAMF1, no observamos 

cambios en los niveles de internalización del sonicado de M. tuberculosis teñido con rodamina 

cuando los macrófagos derivados de monocitos y las células THP-1 fueron cultivadas con esta 

citoquina. En concordancia con nuestros resultados, Castaño y col. propusieron que macrófagos 

derivados de monocitos expuestos a la cepa H37Rv de M. tuberculosis no responden al 

tratamiento con IFN- , ya que al evaluar las unidades formadoras de colonia no encontraron 

diferencias significativas entre las células tratadas y las células control 123. Por otro lado, Khan y 

col. observaron que el tratamiento con IFN-  en macrófagos provenientes de pacientes con 

Tuberculosis no modifica la capacidad fagocítica, pero si disminuye la replicación intracelular de 

la bacteria 124. Sin embargo, en otro trabajo fue demostrado que el bloqueo de PD-1 y PD-L en 
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cocultivos de células T y macrófagos derivados de monocitos (lo cual favorecería la producción 

de IFN- ) incrementaba tanto la fagocitosis como el poder bactericida de los macrófagos frente a 

la infección por BCG 125. Nuestros resultados podrían indicar que la regulación del proceso 

endocítico por SLAMF1 ocurre específicamente cuando existe una interacción homofílica 

SLAMF1-SLAMF1. 

Es importante destacar que los efectos que observamos a lo largo de nuestro trabajo al utilizar el 

anticuerpo agonista para SLAMF1 (α-SLAMF1, A12) no se deben a cambios en la viabilidad de las 

células. Hemos empleado un colorante de viabilidad (FVD eFluor780) que marca 

irreversiblemente las células muertas y permite excluirlas de los análisis, así como también 

permite detectar el número de células viables. La viabilidad celular fue en todos los casos superior 

al 90% y no observamos diferencias significativas al tratar los macrófagos con el anticuerpo α-

SLAMF1. 

Teniendo en cuenta las observaciones anteriores, nos preguntamos si SLAMF1 inducía la 

endocitosis debido a que es capaz de reconocer a M. tuberculosis o debido a que SLAMF1 es 

capaz de modular la expresión de otras moléculas que contribuyen con la internalización de la 

bacteria; o incluso ambas posibilidades. Trabajos anteriores han demostrado el papel de SLAMF1 

como un sensor microbiológico que reconoce patrones moleculares de virus y bacterias Gram 

negativas, lo que indica que SLAMF1 podría estar actuando como un receptor de reconocimiento 

de patrones que reconoce directamente algún antígeno de M. tuberculosis e induce su 

internalización. El dominio IgV de SLAMF1 participa en la entrada del virus del sarampión a las 

células, incluso si se transfecta en células que normalmente no expresan SLAMF1 70 y, como fue 

mencionado anteriormente, también reconoce las proteinas de membrana extrena OmpC y 

OmpF de E. coli 67 y Omp25 de B. abortus 73. Nuestros resultados sugieren que SLAMF1 puede 

detectar a M. tuberculosis según lo determinado por la fuerte colocalización observada entre la 

bacteria y SLAMF1 por microscopia confocal y evidenciado por el índice de Manders, tanto del 

sonicado (˃ 0,74) como de las células enteras de M. tuberculosis (˃ 0,90). Además, demostramos 

la existencia de interacción bioquímica entre SLAMF1 y M. tuberculosis mediante dos estrategias 

metodológicas diferentes: citometría de flujo y microscopía de fluorescencia. Nuevamente, tanto 

el sonicado como las células enteras de la bacteria mostraron interacción con SLAMF1, indicando 

que algún antígeno presente en la superficie de M. tuberculosis es el reconocido por SLAMF1. Se 

ha descripto que M. tuberculosis posee proteínas Omp en su pared celular 126–129. Estas proteínas 

podrían estar involucradas en el reconocimiento mediado por SLAMF1, sin ambargo se requieren 

mas para confirmar esta hipótesis. Ademas, proponemos que en los macrófagos SLAMF1 puede 
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desempeñar una doble funcion como molecula coestimulatoria y como sensor microbiologico 

para M. tuberculosis. Curiosamente, ha sido sugerido que la interacción de SLAMF1 con las 

bacterias involucra un dominio diferente al que participa en las interacciones homófilicas 

SLAMF1-SLAMF1 o SLAMF1-virus y, por lo tanto, puede tener un origen distinto y representar una 

función de SLAMF1 de origen evolutivo separado 89.  

Por otro lado, apoyando la idea de una interacción directa entre SLAMF1 y las proteínas Omp, 

Degos y col. 73 utilizaron células COS-7 (línea celular similar a fibroblastos de riñón de mono verde 

africano) transfectadas con un plásmido que codifica únicamente para el dominio extracelular de 

SLAMF1. Purificaron SLAMF1 a partir de extractos de proteína de las células COS-7 y luego los 

incubaron con la proteína Omp25 de B. abortus para analizar la interacción por Western Blot 

utilizando un anticuerpo anti-Omp25. Demostraron que el dominio extracelular de SLAMF1 

precipitaba con Omp25. También demostraron que esto era específico para Omp25 y no para 

Omp19 o incluso para CD90, otro miembro de la superfamilia de las inmunoglobulinas. También 

realizaron experimentos con ratones deficientes para SLAMF1 y cepas de B. abortus salvajes o 

mutantes para Omp25 para estudiar la interacción Omp25-SLAMF1 en CDs de ratón. Además, el 

trabajo de Berger y col. 67 también mostró evidencia convincente de una interacción directa entre 

SLAMF1 y Omp de E. coli y S. typhimurium SseB-. Utilizaron diferentes enfoques, incluidos ratones 

deficientes para SLAMF1, un ensayo de amplificación con la línea celular de células T Jurkat y 

macrófagos RAW264.7 que expresaban SLAMF1-mCherry fluorescente. Por lo tanto, existe 

evidencia previa bibliográfica y en nuestro trabajo para apoyar la hipótesis de la interacción entre 

SLAMF1 y M. tuberculosis. Finalmente, consideramos que una característica importante de 

nuestros ensayos de interacción bioquímica, que hace que nuestros resultados sean robustos, es 

que encontramos una interacción bioquímica al utilizar macrófagos sin ninguna modificación 

transgénica (SLAM no fue sobre-expresado) y la misma proporción células:bacterias que la 

utilizada para todos los ensayos in vitro desarrollados en este trabajo. 

Por otro lado, también podríamos especular que SLAMF1 forma parte de un complejo de 

proteínas que interacciona con M. tuberculosis. De hecho, esto ocurre para otro miembro de la 

familia SLAM, SLAMF7. SLAMF7 requiere de la expresión de la integrina Mac-1 y depende de la 

contribución de FcRγ y DAP12 para fagocitar células tumorales 130.Los autores observaron que los 

inmunoprecipitados de SLAMF7 contenían dos proteínas de la familia de las integrinas, la 

subunidad α de CD11b (αM) y la subunidad β de CD18 (β2), que constituyen Mac-1. Sin embargo, 

también realizaron ensayos de inmunoprecipitación utilizando anticuerpos anti-CD11b y 

demostraron que esos inmunoprecipitados no contenían SLAMF1 ni ningún otro receptor de la 



 

91 
 

familia SLAM que no fuese SLAMF7. Como en este trabajo no hemos realizado ensayos de 

inmunoprecipitación o enfoques similares que nos permitan saber si SLAMF1 requiere alguna 

otra molécula para interactuar con M. tuberculosis y modular el proceso endocítico, no podemos 

descartar esta hipótesis. Sin embargo, aunque esta es una función muy interesante para SLAMF7, 

es importante resaltar que los autores realmente demostraron que esto no ocurre para SLAMF1 

y que los experimentos se realizaron con células tumorales hematopoyéticas que también 

expresaban SLAMF7 en su membrana.  

Después de la absorción de los microorganismos, los macrófagos destruyen los patógenos dentro 

del fagolisosoma. Luego del reconocimiento antigénico, los receptores fagocíticos inician 

cascadas de señalización que remodelan la membrana celular y regulan el citoesqueleto de actina 

con el fin de extender la membrana celular alrededor de su target. Los receptores fagocíticos 

participan en un orden secuencial y cooperan para completar la formación del fagosoma. Una vez 

que la partícula se internaliza dentro del fagosoma temprano, esta vacuola puede fusionarse con 

vesículas provenientes del retículo endoplásmico y el complejo de Golgi para formar un fagosoma 

intermediario que, más tarde, se convertirá en una vacuola microbicida, el fagolisosoma, al 

fusionarse con los lisosomas. En este proceso madurativo, el fagosoma se vuelve cada vez más 

ácido por la acción de una V-ATPasa que bombea protones y por el reclutamiento de varias 

enzimas degradativas. La composición de la membrana también cambia para incluir moléculas 

que controlan la fusión de la membrana, como las GTPasas Rab. El endosoma temprano puede 

unirse a endosomas de reciclaje y adquiere un pH de alrededor de 6.1-6.5 pero no resulta muy 

destructivo. Estos eventos son regulados por la GTPasa Rab5, la cual también es requerida para 

la transición de endosoma temprano a tardío. Esta proteína recluta a EEA1 (autoantígeno 1 del 

endosoma temprano) que funciona como un puente que une los endosomas tempranos a las 

vesículas endocíticas entrantes. A medida que avanza la maduración, Rab5 se pierde y Rab7 

aparece en la membrana para formar los fagosomas intermedios, etapa en la cual se eliminan del 

fagosoma las proteínas que serán recicladas o degradadas. Posteriormente, con la constitución 

del fagosoma tardío, se logra una mayor acidificación (pH 5.5-6), se reclutan proteínas de 

membrana asociadas al lisosoma (LAMP) y proteasas como catepsinas e hidrolasas y ocurre la 

fusión con los lisosomas. Los fagolisosomas son los compartimentos microbicidas definitivos, 

altamente ácidos (pH de hasta 4.5) y se caracterizan por la presencia de múltiples enzimas 

hidrolíticas, V-ATPasas y NADPH oxidasas 131.  

Como observamos que SLAMF1 fue capaz de reconocer M. tuberculosis y facilitar su entrada en 

los macrófagos, decidimos evaluar si SLAMF1 es capaz de ingresar a los endosomas y si participa 
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en los pasos de maduración del compartimento endolisosomal. EEA1 y las proteínas LAMP han 

demostrado ser útiles como marcadores endosómicos / lisosómicos tempranos y tardíos, 

respectivamente 38,132–134. El reclutamiento de EEA1 es un evento esencial para la maduración del 

fagosoma. M. tuberculosis tienen el potencial de inhibir la adquisición de esta proteína 20,21 

evitando el aumento de Ca2+  135. También se ha demostrado que la estimulación de las vías de la 

MAPK p38 en las células BHK (línea celular de riñón de hámster) y los macrófagos contribuye a la 

detención de la maduración de fagosomas que contienen M. tuberculosis al eliminar Rab5 de la 

membrana 39 o al bloquear la actividad de Rab5 mientras está en la membrana 38, lo que a su vez 

culmina con la inhibición del reclutamiento de EEA1. Luego de la formación del endosoma 

temprano, las proteínas LAMP que se requieren para la fusión de fagosomas con lisosomas son 

reclutadas 22. La expresión de LAMP es variable entre las células infectadas por M. tuberculosis. 

LAMP-1 es acumulado por fagosomas de macrófagos infectados con M. avium 136 mientras que 

LAMP-1 y -2 están más marcadas dentro de los fagosomas que contienen M. tuberculosis muerta 

en comparación con los que contienen bacterias vivas 137. Los endosomas que contienen BCG 

también muestran niveles bajos de LAMP-1 y -2 138.  

Curiosamente, se ha demostrado previamente un papel positivo de SLAMF1 en la progresión de 

la maduración fagolisosómica 67. En consecuencia, decidimos evaluar si SLAMF1 ingresa en los 

endosomas tempranos y tardíos que contienen M. tuberculosis por microscopía confocal. 

Primeramente, observamos que M. tuberculosis colocalizó con ambos marcadores endosomales 

estudiados (EEA1 y LAMP-2). De hecho, el sonicado de M. tuberculosis mostró una mayor 

localización en endosomas tardíos/lisosomas a las 24 horas de estimulación como lo refleja el 

índice de Manders (0.31 para EEA1 y 0.93 para LAMP2). Un resultado llamativo fue que 

encontramos a SLAMF1 localizado tanto en endosomas tempranos como en endosomas 

tardíos/lisosomas, lo que sugiere la participación de SLAMF1 en el proceso de maduración 

endolisosomal. Nuestros resultados constituyen la primer evidencia de la expresión de SLAMF1 

dentro de los compartimentos endosomales. Al evaluar el grado de colocalización, detectamos 

que SLAMF1 colocalizaba en mayor medida con endosomas tardíos/lisosomas a las 24 horas post-

estimulación, de la misma manera que lo observado para hizo M. tuberculosis.  

Aunque SLAMF1 se ha propuesto como un blanco terapéutico en otras enfermedades 

inflamatorias e infecciosas 68,139, su papel en las respuestas inmunes es complejo y aún no es bien 

comprendido. A pesar de nuestros hallazgos, se requieren más estudios sobre los mecanismos 

microbicidas, así como el impacto de SLAMF1 en otras poblaciones celulares para una mejor 

comprensión de las funciones de esta proteína en los macrófagos durante la infección por M. 
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tuberculosis. Como la inhibición de la degradación de M. tuberculosis dentro de los fagosomas es 

una estrategia de escape para evitar la apoptosis y promover la necrosis y diseminación140, 

evaluar el impacto de SLAMF1 en la eliminación de M. tuberculosis sería un enfoque muy 

interesante.  

En resumen, hemos contribuido a comprender el papel de SLAMF1 en los macrófagos. Pusimos 

de manifiesto que M. tuberculosis induce la expresión de SLAMF1 en macrófagos humanos y que 

SLAMF1 es capaz de inducir la interacción entre estas células y las bacterias sin efecto en la 

secreción de citoquinas proinflamatorias como TNF-α e IL-1β. Es importante destacar que 

SLAMF1 reconoce M. tuberculosis y contribuye al proceso de maduración del endolisosoma una 

vez que las bacterias se encuentran dentro de la célula. Tomados en conjunto, estos resultados 

proporcionan la primera evidencia de SLAMF1 como un posible sensor microbiológico y regulador 

de las funciones de los macrófagos contra Mycobacterium tuberculosis. 

Este trabajo permite, además, sentar las bases que nos permitirán dilucidar la función de SLAMF1 

en pacientes con Tuberculosis latente y activa. Resultados previos demuestran que aquellos 

pacientes con mayor severidad de la enfermedad expresan menores niveles de SLAMF1 en las 

células T. Por lo tanto, se podría esperar deficiencias en la expresión de SLAMF1 y por 

consiguiente en algunas de sus funciones. La modulación de SLAMF1 podría llevar a un mayor 

control de la bacteria impactando no sólo en la respuesta inmune innata sino en la generación de 

una respuesta inmune adaptativa más eficiente frente al patógeno. 
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CCDs  Células dendríticas 

CCDI  Infección por Clostridioides difficile 

CCDC  Centro para el Control y Prevención de Enfermedades de EEUU 

CCDT  Toxina binaria de C. difficile 

CCwps  proteínas de la pared celular  

EECDC  Centro Europeo para la Prevención y el Control de Enfermedades 

EEPA  Agencia de Protección Medioambiental de EEUU 

FFITC  Isotiocianato de fluoresceína  

FFMT  Trasplante de materia fecal 

GGTPasas  guanosin trifosfatasas  

IIBD  enfermedad inflamatoria intestinal  

IIECs  células epiteliales intestinales 

IILCs  células linfoides innatas 

MMIP--11a, 2  proteína inflamatoria de macrófagos -1a, -2 

MMRSA  Staphylococcus aureus resistente a la meticilina 

PPaLoc  locus de patogenicidad 

PPRRs  Receptores de reconocimiento de patrones 

RROS  intermediarios reactivos del oxígeno 

SSLAM  ((F1--
99)  

Molécula Linfocitaria Activadora de Señales(Miembro Familiar 1-9) 

SLPs  proteínas de la capa superficial 

tcdA   Toxina A de C. difficile 

tcdB  Toxina B de C. difficile 
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INFECCION POR Clostridioides difficile. Historia y epidemiología 
 

La infección por Clostridioides difficile (CDI, por sus siglas en inglés) es la causa más común de 

diarrea infecciosa nosocomial y generalmente se desarrolla luego del uso de antibióticos que 

provocan disbiosis de la microbiota intestinal 141. La amoxicilina-clavulánico, cefalosporinas, 

clindamicina y quinolonas son los antibióticos comúnmente más asociados, pero, prácticamente 

cualquier antibiótico puede dar lugar a la CDI. La hospitalización, la residencia en instituciones de 

cuidados crónicos y la colonización ambiental son otros factores de riesgo importantes, al igual 

que la edad (> 65 años), la inmunosupresión, la insuficiencia renal y otras comorbilidades 142. Los 

síntomas clínicos de la CDI varían desde una diarrea leve a una colitis pseudomembranosa o 

megacolon tóxico (intestino groseramente dilatado), perforación intestinal, sepsis y shock 

séptico, con una mortalidad global en pacientes hospitalizados estimada en un 9% 143. 

La práctica estándar para el tratamiento de esta enfermedad consiste en la administración de 

antibióticos que producen una disrupción de la flora microbiana, creando un nicho para CDI 

adicionales. Por lo tanto, generar nuevas estrategias terapéuticas resulta sumamente necesario. 

Los antibióticos actualmente disponibles que se recomiendan para el tratamiento son 

metronidazol, vancomicina y fidaxomicina. Existen pruebas limitadas que apoyan el uso de 

probióticos para disminuir la recurrencia de CDI y, por otro lado, el trasplante de microbiota fecal 

(FMT, por sus siglas en inglés) es un tratamiento altamente efectivo que suele considerarse en 

pacientes que han tenido más de 2 recurrencias (ya que la eficacia de los antibióticos en estos 

pacientes es de aproximadamente un 30%) 144. Las inmunoterapias representan un método 

atractivo para combatir la epidemia de la CDI, sin embargo, aún se conoce poco acerca de la 

respuesta inmune generada durante las distintas etapas de esta enfermedad. 

Actualmente, la CDI se ubica por encima de la infección causada por Staphylococcus aureus 

resistente a la meticilina (MRSA, por sus siglas en inglés) 145, constituyéndose como la principal 

causa de infección intrahospitalaria en los Estados Unidos. Casi medio millón de estadounidenses 

están infectados con C. difficile, causando 29.300 muertes por año 146. Por otro lado, el Centro 

Europeo para la Prevención y el Control de Enfermedades (ECDC, por sus siglas en inglés) estimó 

que 152.905 personas enferman de CDI, provocando 8382 muertes anuales 147,148. Sin embargo, 

la epidemiología de la CDI en países en vías de desarrollo se encuentra subestimada debido a las 

diferencias y limitaciones en la política, los recursos de diagnóstico y protocolos de vigilancia 149. 

En Argentina, sólo se dispone de escasos datos sobre la incidencia y la prevalencia de C. difficile 

como causa de diarrea. Fernández Canigia y col. reportaron en el año 2001 una prevalencia de 

CDI del 6,5% 150. En un estudio de un año realizado en 2003 con pacientes sintomáticos en el 
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hospital general Tornú, Legaria y col. observaron una frecuencia de CDI del 36,8% 151. Mientras 

que, en un estudio multicéntrico realizado en un hospital terciario de Argentina y 3 de México, la 

incidencia general detectada fue de 1,1 por 1000 pacientes  152. Estos estudios demuestran que 

los datos sobre la frecuencia y la relevancia de la CDI en nuestro país no son solamente escasos 

sino también heterogéneos. 

La epidemiología de la CDI ha sufrido importantes cambios en la última década, evidenciados por 

un aumento en incidencia, gravedad, frecuencia de recurrencias y complicaciones asociadas a la 

CDI a nivel mundial 153. Respecto a esto, una característica sorprendente de la CDI, es la alta tasa 

de recurrencia. Entre el 18% y el 35% de las personas tratadas por CDI experimentan al menos 1 

episodio adicional de CDI dentro de las 2 a 8 semanas de la CDI inicial 154. Los episodios 

subsecuentes pueden clasificarse como recidivas si se trata de la misma cepa de C. difficile o 

reinfección si se trata de una nueva cepa 146,155. Un estudio retrospectivo realizado en Corea 

demostró que aproximadamente la mitad de los episodios consecutivos de CDI eran debido a 

recidivas con el mismo ribotipo de C. difficile y la otra mitad eran reinfecciones con un ribotipo 

diferente 156. El intervalo de la recurrencia fue menor en el grupo de individuos con recidiva, 

mayormente representadas por los ribotipos 017 y 018; mientras que un número mayor de 

pacientes con re-infección requirieron de hospitalización 156. Otro estudio realizado en Suiza 

encontró que el 65% de los segundos episodios correspondieron a recidivas 157. Aunque una 

proporción considerable de estos episodios recurrentes se producen después de la re-exposición 

a antimicrobianos sistémicos, la recurrencia es común, incluso sin una exposición directa a la 

bacteria 158.  

Los cambios en la epidemiologia vinieron acompañados de la aparición de una cepa 

hipervirulenta (NAP1/BI/027) en América del Norte en los años 2000, asociada con una mayor 

morbilidad y mortalidad, que se extendió a otros países y causó brotes a escala mundial en 

Europa, Asia y Australia 159. La detección de esta cepa hipervirulenta en Latinoamérica algunos 

años después destaca el problema y la facilidad de diseminación de C. difficile en todo el mundo 
160. 

Entre los pacientes hospitalizados, la tasa de colonización aumenta rápidamente de 13% para los 

pacientes hospitalizados de 1-2 semanas a 50% para los pacientes hospitalizados por más de 4 

semanas 161. Si bien la colonización de adultos sanos y ambulatorios con C. difficile es infrecuente, 

el número de CDI adquiridas en la comunidad ha incrementado en pacientes previamente 

considerados como de bajo riesgo, como mujeres jóvenes o individuos sin exposición previa a 

antibióticos 162,163. Curiosamente, en Argentina, el 15% de los casos de CDI se detectaron en 
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pacientes ambulatorios que presentaban diarrea, destacando el problema de la adquisición 

comunitaria de C. difficile 151. Además, C. difficile ha sido identificada en animales de ganado, 

productos cárnicos, mariscos y ensaladas, y existe una dispersión ambiental generalizada de 

esporas de C. difficile que son reservorios potenciales para la CDI adquirida en la comunidad 164,165. 

C. difficile también se encuentra como microorganismo comensal o patogénico en el tracto 

intestinal de la mayoría de los mamíferos, evidencia que apunta a un potencial zoonótico de esta 

bacteria 165,166.  

El aumento de la incidencia y la gravedad de la infección por C. difficile ha llevado a una carga 

económica importante en los sistemas de salud debido a los costos asociados con el tratamiento 

y las estadías prolongadas de los pacientes en los centros sanitarios. Los pacientes que presentan 

recurrencia están expuestos a repetidos y prolongados ciclos de antimicrobianos, frecuentes 

visitas clínicas y hospitalizaciones, desnutrición y frustración. El aumento de la presión sobre los 

hospitales para el alta hospitalaria podría contribuir con la diseminación de la bacteria al 

aumentar la circulación de cepas en la comunidad. Una mirada más profunda de datos 

epidemiológicos en nuestro país, así como también estudios que focalicen en métodos de 

prevención resultan de suma urgencia. Algunos mecanismos potenciales para explicar la 

susceptibilidad a la CDI recurrente incluyen la interrupción persistente de diversidad de la 

microbiota 167 y fallas en las respuestas inmunes del hospedador 168. Por lo tanto, una mejor 

comprensión de los mecanismos inmunes puestos en marcha durante la CDI y de la interrelación 

con la microbiota intestinal es necesaria para poder establecer nuevos blancos terapéuticos 

dirigidos al hospedador. 

 

Clostridioides difficile 
 

Clostridioides difficile, antes conocida como Clostridium diffcile, es una bacteria anaeróbica 

obligada Gram-positiva. Inicialmente fue identificada como parte de la flora de infantes sanos 

(1935), descripta como “activamente móvil, varilla de cuerpo pesado con esporas alargadas 

subterminales o casi terminales” 143. En ese tiempo, la cepa se denominó Bacillus difficilis para 

reflejar la dificultad experimentada al momento de aislarla y cultivarla. No fue hasta los años 

setenta (1978) 169 que una caracterización detallada de la bacteria reveló su implicancia en la 

enfermedad humana, al identificarse como agente causal de la colitis pseudomembranosa. Un 

rasgo característico de esta bacteria, que la distingue de otras especies de la clase Clostridia, es 
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su capacidad de descarboxilar ácido parahidroxifenilacético para producir p-cresol, lo que le da a 

C. difficile el olor característico tipo alquitrán u olor a cerdo o establo 144.  

La capacidad de C. difficile para causar colitis depende de una gama de factores de virulencia, 

incluyendo toxinas y factores de adherencia y motilidad. En respuesta a la disponibilidad limitada 

de nutrientes, C. difficile produce toxinas que atacan principalmente a las células epiteliales 

intestinales. Después de la endocitosis de la toxina, las células epiteliales experimentan necrosis, 

lo que conduce a la pérdida de integridad de la membrana intestinal, la exposición a 

microorganismos intestinales y la activación de la respuesta inflamatoria del hospedador 170. 

Todas las cepas de C. difficile toxigénicas presentan un locus de patogenicidad (PaLoc) formado 

por 5 genes (tcdA, tcdB, tcdC, tcdE y tcdR) (FFig. 1). Los principales factores de virulencia de C. 

difficile son dos toxinas, la toxina A (TcdA) y la toxina B (TcdB), codificadas por los genes tcdA y 

tcdB y de peso molecular de 308 y 270 kDa respectivamente 171. TcdA es una enterotoxina 

responsable de la acumulación de líquido en el íleon, mientras que TcdB es una citotoxina con 

una potencia citotóxica aproximadamente 100 a 1000 veces mayor que TcdA 172. El gen tcdR actúa 

como regulador positivo de la expresión de TcdA y TcdB, mientras que tcdC actúa como regulador 

negativo, evitando la expresión de todo el PaLoc. Finalmente, tcdE codifica una holina que se 

encargara de hacer poros en la membrana citoplasmática que permite la liberación de las toxinas 
173. Las cepas no toxígenas carecen del locus PaLoc. 

Tanto TcdA como TcdB son citotoxinas con actividad glucosiltransferasa, causando la interrupción 

de las fibras de actina del citoesqueleto que resulta en una disminución de la resistencia 

transepitelial, la acumulación de líquido y la disrupción del epitelio intestinal. Esto conduce a la 

acumulación de líquido y daño intestinal severo 174. Las toxinas también estimulan la liberación 

de citoquinas proinflamatorias (por ejemplo, IL-1β, TNF-α, IL-8) a partir de células epiteliales y 

células inmunes residentes de las mucosas, lo que provoca un flujo de neutrófilos y conduce a 

una destrucción adicional del revestimiento intestinal como así también a liberación de TNF-α 

por parte de macrófagos activados, contribuyendo a la respuesta inflamatoria típica de la colitis 
175. 
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Además del locus PaLoc, algunas cepas de C. difficile son portadoras de una transferasa (C. difficile 

transferasa: CDT) denominada también toxina binaria, formada por 2 subunidades: CDTa y CDTb, 

implicada en una mayor toxicidad y virulencia de estas cepas. Los genes que codifican esta toxina 

se encuentran en el locus Cdt (CdtLoc) (FFig. 1) 174. La CTD está presente típicamente en la cepa 

hipervirulenta BI/NAP1/027 (descripta por primera vez en Latinoamérica por Quesada-Gómez y 

col. en 2010 en Costa Rica 176) como así también en los ribotipos 078 y 023. El mecanismo 

patogénico de dicha toxina aún no está del todo dilucidado, pero existe una asociación entre su 

presencia y un aumento de la severidad de la enfermedad y una mayor mortalidad en los 

pacientes 177. Esta toxina mejora la adhesión de C. difficile a la celula diana ya que interfiere con 

la polimerización de la malla de actina que subyace a la membrana celular, lo que da lugar a 

protrusiones celulares que se forman por microtúbulos y una liberación aumentada de 

fibronectina a la superficie celular. Además, actúa a nivel del citoesqueleto de la célula 

provocando una mayor pérdida de líquidos 174. 

Fig. 1 Loci de patogenicidad. ((A) Dos toxinas grandes, la toxina A y la toxina B (TcdA y TcdB), están codificadas en el locus de 
patogenicidad (PaLoc), que comprende cinco genes. Ambas toxinas son proteínas monocatenarias con varios dominios y motivos 
funcionales. TcdB se muestra en detalle debajo del PaLoc. (B) Una tercera toxina, la toxina binaria o CDT (C. difficile transferasa), 
está codificada en una región separada del cromosoma (CdtLoc) y comprende tres genes. La toxina binaria está compuesta por dos 
proteínas no ligadas, CdtB y CdtA. CdtB tiene una función de unión y CdtA es el componente enzimático. (Adaptado de Nature 
Reviews Microbiology, Rupnik M, et al. 7: 532). 
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C. difficile presenta también otros factores de patogenicidad, como algunas proteínas de 

superficie implicadas en su adhesión y estimulación del proceso inflamatorio, u otras implicadas 

en la unión a las células epiteliales intestinales y cuya expresión se ve afectada por determinados 

antibióticos como la ampicilina y la clindamicina. Las proteínas de superficie llamadas proteínas 

de la pared celular (Cwps), que incluyen las proteínas de la capa superficial (S) (SLPs), la adhesina 

Cwp66 y la cisteína proteasa Cwp84; están implicadas en la adherencia y colonización intestinal 

pero también son capaces de disparar fuertes respuestas inmunes 178; lo que sugiere que estas 

proteínas podrían tener un papel muy importante en la patogénesis 179.  

La aparición mundial de cepas epidémicas de C. difficile, vinculadas a una mayor gravedad y 

mortalidad de la enfermedad, dio lugar a mayores esfuerzos de investigación para determinar los 

factores de virulencia y los mecanismos patogénicos utilizados por este microorganismo para 

causar la enfermedad. Sin embargo, las investigaciones se centran, en su mayoría, en el papel de 

los dos principales factores de virulencia, TcdA y TcdB 180, mientras que el papel de las proteínas 

de C. difficile liberadas durante su crecimiento y expuestas en la bacteria permanecen poco 

exploradas. Los distintos factores de virulencia de C. difficile podrían dar lugar a diferentes 

mecanismos que lleven a la generación de una respuesta inmune protectiva o a la 

inmunopatogénesis. Por lo tanto, evaluar el rol de estos factores resulta fundamental para 

comprender el desarrollo y desenlace de la CDI, así como también la implicancia en los casos de 

recurrencia.  

 

Transmisión de la CDI  
 

Los entornos sanitarios y la vía fecal-oral son las rutas más habituales de transmisión de C. difficile. 

Sin embargo, este patógeno también puede ser adquirido por contacto con portadores 

asintomáticos, ambientes contaminados y exposición a carnes, pescados y productos agrícolas 
181. C. difficile se elimina en las heces. Por lo tanto, cualquier superficie, dispositivo o material 

(como inodoros, bañeras y termómetros rectales electrónicos) que se contamine con heces 

podría servir como depósito para las esporas de la bacteria que son altamente resistentes. Las 

esporas de C. difficile también se pueden transferir a través de las manos del personal sanitario, 

por lo que la CDC (Centro para el Control y Prevención de Enfermedades de EEUU, por sus siglas 

en inglés) recomienda la utilización de guantes al ingresar a las habitaciones y durante la atención 

al paciente, así como una correcta higiene post-atención. Las esporas de C. difficile son resistentes 

al alcohol, incluso el uso de agua y jabón no es completamente suficiente para su eliminación, 
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haciendo más desafiante la inactivación de C. difficile comparándola con otros patógenos 

comunes. Las esporas de C. difficile pueden existir durante cinco meses en superficies duras 182,183 

y aunque muchos germicidas registrados por la EPA (Agencia de Protección Medioambiental de 

EEUU, por sus siglas en inglés) son capaces de eliminar la forma vegetativa de la bacteria, solo los 

desinfectantes a base de cloro de alta concentración y el peróxido de hidrógeno vaporizado 

pueden eliminar las esporas. Actualmente, no hay disponibles agentes esporicidas registrados 

por la EPA para utilizar como desinfectante de superficies 184,185. Más aún, actualmente se 

proponen nuevas rutas de contagio para la CDI. En reportes recientes se recuperaron 

aislamientos toxigénicos provenientes de secreciones nasales de perros, es decir que C. difficile 

se encuentra en el tracto respiratorio de estos animales y sus secreciones podrían considerarse 

como una nueva vía de tranmisión 186. 

Para que C difficile se establezca en el hospedador y prolifere en la mucosa colónica, la flora 

normal del colon debe estar alterada (como ocurre con el uso de antimicrobianos) y C. difficile 

debe ser ingerida. Aunque estos eventos no necesariamente ocurren en ese orden 187, una vez 

que ambos suceden, el paciente puede verse colonizado por la bacteria o desarrollar CDI. 

La infección por C. difficile es consecuencia de la ingestión de esporas de C. difficile toxigénica 

que resisten la acción del ácido gástrico, germinan en el intestino delgado y colonizan el colon, 

donde producen las toxinas que inician una serie de fenómenos mencionados anteriormente que 

culminan con la pérdida de la función de la barrera epitelial, la aparición de diarrea y la formación 

de pseudomembranas. Estas pseudomembranas se manifiestan como placas amarillo-

blanquecinas de 1-2 mm de diámetro que, al evolucionar la enfermedad, se unen hasta confluir 

en toda la pared del colon. En los estudios microscópicos, las pseudomembranas contienen 

leucocitos necróticos, fibrina, moco y restos celulares, y la mucosa subyacente está infiltrada por 

neutrófilos 188. 

Cuando C. difficile es trasmitida a través de la vía fecal-oral, el período desde la ingestión de 

esporas hasta el comienzo de los síntomas es variable, pero típicamente corto. El momento y el 

desarrollo de la enfermedad clínica dependen tanto de factores microbiológicos como 

bioquímicos e inmunológicos presentes en el intestino del paciente. La sintomatología clínica 

después de la adquisición de esporas es variable y va desde la colonización transitoria del 

intestino hasta la enfermedad fulminante. Las personas con una respuesta inmune adecuada 

eliminarán la infección y/o se convertirán en portadores asintomáticos de C. difficile. Estas 

personas proporcionan un reservorio potencial para su posterior transmisión, especialmente 

dentro de una población hospitalaria. Aunque los portadores aumentan la contaminación 
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ambiental e incrementan el riesgo de transmisión a otros, la colonización asintomática no 

aumenta el riesgo de CDI; por el contrario, ha sido sugerido que los portadores asintomáticos 

podrían estar protegidos contra la enfermedad sintomática generando una respuesta inmune 

exitosa frente a la infección 189.  

La patogénesis de C. difficile puede dividirse en tres etapas una vez generada la disrupción de la 

microbiota intestinal: 1) contaminación por esporas y su germinación en el tracto digestivo; 2) 

multiplicación de células vegetativas y colonización intestinal; 3) producción de las toxinas TcdA 

y TcdB, y para algunas cepas una toxina adicional, la toxina binaria, que son responsables de los 

signos clínicos (FFig. 2). C. difficile produce las esporas que facilita su propagación. Por otro lado, 

el lumen del colon humano es anóxico, permitiendo que bacterias anaerobias obligatorias como 

C. difficile sobrevivan y, si las condiciones son adecuadas, proliferen, produzcan toxinas y dañen 

el epitelio intestinal.  

Una vez ingeridas, las esporas son capaces de atravesar el ácido gástrico presente en el estómago. 

Al llegar al intestino delgado, las esporas germinan tomando ventaja de los ácidos biliares 

primarios (principalmente taurocolato) y diferentes aminoácidos presentes en el intestino; dado 

lugar a bacterias vegetativas de replicación activa. Las células vegetativas de C. difficile luego 

pasan a través de la capa de moco y se adhieren a las células epiteliales intestinales  190 liberando 

las toxinas que son las responsables del daño. Las exotoxinas TcdA y TcdB alteran las células 

epiteliales del colon y estimulan la liberación de citoquinas y quemoquinas proinflamatorias y la 

migración de células inmunes. Este proceso conduce a una intensa respuesta inflamatoria que 

provoca la inflamación aguda del intestino grueso (FFig. 2).  

Como fue mencionado anteriormente, el espectro de la enfermedad clínica va desde diarrea leve 

hasta megacolon tóxico, perforación colónica y muerte. Tanto las características de la cepa 

bacteriana implicada como el metabolismo y la respuesta inmune del hospedador influyen en la 

severidad de la CDI, el riesgo de recurrencia y la mortalidad 191. 
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Microbiota 
 

La microbiota o microflora constituye las comunidades microbianas que viven en las diferentes 

partes del cuerpo humano, superando en número a las células hospedador por un factor de 10. 

Fig. 2. Etapas del ciclo de vida de CC. difficile een el tracto gastrointestinal. C. difficile es propagada a través de la vía fecal-oral. L bacteria 
es ingerida ya sea en su forma vegetativa o como esporas resistentes, que pueden sobrevivir por largos periodos en el 
medioambiente y pueden atravesar el ácido estómacal. En el intestino delgado las esporas germinan hacia la forma vegetativa. En 
el intestino grueso, la CDI puede surgir si la flora normal ha sido interrumpida por terapias con antibióticos. C. difficile se reproduce 
en las criptas intestinales, liberando las toxinas A y B que causan inflamación severa. Restos mucosos y celulares son expulsados, lo 
que lleva a la formación de pseudomembranas. La toxina A atrae a neutrófilos y monocitos y la toxina B degrada las células epiteliales 
del colon, conduciendo a la colitis, formación de pseudomembrana y diarrea acuosa. (Adaptado de Nature reviews Disease, Smits, 
W.K., et al. 2016, 2:16020). 
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Particularmente, al nacer (o incluso desde el útero), el intestino es colonizado por 

microorganismos comensales que han evolucionado conjuntamente con el hospedador durante 

miles de años para formar una relación compleja y mutuamente beneficiosa 192. Esta coexistencia 

temprana es esencial en la formación de la respuesta del sistema inmune para evitar respuestas 

inmunes indeseadas a los componentes microbianos intestinales 193,194. La microbiota intestinal 

interactúa estrechamente con los componentes del sistema inmune y, en consecuencia, la 

composición y las actividades metabólicas de estas redes bacterianas intestinales dan forma y 

participan en el desarrollo y buen funcionamiento de la inmunidad innata y la adaptativa. 

Típicamente, estas interacciones entre la microbiota y el sistema inmunitario son homeostáticas 

y están estrictamente reguladas. Por lo tanto, cualquier perturbación en este fino equilibrio 

podría influir sobre las respuestas inmunes montadas por el hospedador. 

Es así que la microbiota puede promover la resistencia a la colonización por especies patógenas; 

Pero también, la composición de algunas microbiotas puede conducir a una expansión o a una 

mayor virulencia patogénica. Un ejemplo claro resulta al observar que las diferencias en la 

composición de microbiotas de los ratones determinan la susceptibilidad a la infección por 

Citrobacter rodentium. El trasplante de microbiotas de cepas de ratones susceptibles a la 

infección induce una susceptibilidad similar en animales que no son susceptibles y el trasplante 

de microbiotas de animales resistentes conducen a una resistencia a la infección en animales 

previamente susceptibles 195. Otro ejemplo lo constituye la microbiota intestinal de los pacientes 

con enfermedad inflamatoria intestinal (IBD, por sus siglas en inglés) que presentan una 

composición diferente a la de los individuos sanos 196. Estos cambios se observan en los microbios 

anaeróbicos "beneficiosos", como los Bacteroidetes y un subgrupo de los Firmicutes. Por lo tanto, 

es evidente que se necesitan ciertos microbios intestinales para la regulación de las respuestas 

inmunitarias y que las perturbaciones en la composición microbiota podrían dar lugar a una falta 

o fallas en la inmunorregulación, a la proliferación de microorganismos más patogénicos y a la 

promoción de la inflamación, particularmente en individuos genéticamente susceptibles 197. 
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La causa más común de susceptibilidad a la CDI son los antibióticos 198. Casi todos los antibióticos 

de amplio espectro han sido implicados en la alteración del microbioma intestinal, condición que 

se conoce como disbiosis (FFig. 3). La disbiosis se caracteriza por una reducida diversidad de 

microorganismos, una reducida abundancia de bacterias anaerobias obligatorias y una expansión 

de bacterias anaerobias facultativas del phylum Proteobacteria, en su mayoría miembros de la 

familia Enterobacteriaceae. La disbiosis es el principal factor de riesgo para la infección por C. 

difficile ya que proporciona un ambiente ideal para la expansión de la bacteria 193,199. Varios 

componentes de una microbiota saludable contribuyen a prevenir la susceptibilidad del 

hospedador a la infección y la diseminación de las bacterias patógenas, destacando la importancia 

de las bacterias comensales para combatir a C. difficile y a otros patógenos 171,198. Las bacterias 

comensales contribuyen a inhibir la germinación, colonización y diseminación de C. difficile 

desconjugando ácidos biliares primarios ácidos biliares secundarios 200,201 y también pueden 

inhibir el crecimiento C. difficile mediante la liberación de bacteriotoxinas con actividad 

antimicrobianos contra microorganismos Gram-positivos 202,203. 

 

 

 

Inmunidad frente a Clostridioides difficile 
 

 

Respuesta Inmune Innata 

 

Fig. 3. Impacto de los antibióticos en la microbiota y la expansión de CC. difficile. Una microbiota diversa confiere resistencia a la 
colonización por patógenos entéricos en el epitelio intestinal. El tratamiento con antibióticos disminuye la diversidad de la 
microbiota y lleva a una expansión de la población de C. difficile. Las toxinas liberadas por la bacteria (TcdA y TcdB) producen daño 
de las células epiteliales, lo cual provoca inflamación y muerte celular, además del desbalance de las poblaciones inmunitarias en la 
mucosa intestinal (Adaptado de J Leukoc Biol.Hernández Del Pino RE, Barbero AM, Español LÁ, Morro LS, Pasquinelli V. The adaptive 
immune response to Clostridioides difficile: A tricky balance between immunoprotection and immunopathogenesis. 2020;1-16.) 
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La patogénesis temprana de la CDI (0-12 horas) se caracteriza predominantemente por una 

inflamación intestinal aguda mediada por la respuesta inmune innata (FFig. 4) 204. 

El primer paso para el hospedador en cuanto a la defensa contra la CDI es prevenir o retrasar la 

unión de la bacteria o de las toxinas secretadas a las células epiteliales intestinales donde pueden 

causar daño. Una capa de moco que cubre el epitelio crea una barrera de defensa dinámica contra 

las bacterias luminales; sin embargo, muchos patógenos incluyendo C. difficile, han desarrollado 

mecanismos para reducir la producción de mucina durante la infección. Otro mecanismo de 

defensa en la superficie epitelial es la presencia de péptidos antimicrobianos, defensinas y 

catelicidinas secretadas por las células de Paneth de la cripta intestinal y también por leucocitos. 

Se ha demostrado que la catelicidina y las defensinas reducen significativamente el daño tisular 

y la inflamación causados por TcdA y TcdB de C. difficile y reducen la producción de citoquinas 

inflamatorias 204.  

Las toxinas inducen la liberación de mediadores inflamatorios por parte de células intestinales 

epiteliales, neuronales e inmunes a través de la activación de diferentes PRRs incluyendo la 

señalización a través de TLR4, TLR5 y NOD1 y la activación del inflamasoma. Los actores claves de 

la inmunidad innata son las células epiteliales intestinales (IECs) y las células inmunitarias 

intestinales tales como macrófagos, monocitos, mastocitos, células linfoides innatas (ILCs) y CDs 
179. Después de inducirse la ruptura de la barrera epitelial intestinal, las células inmunitarias 

dentro de la mucosa son activadas por TcdA y TcdB, conduciendo finalmente a la liberación de 

mediadores inflamatorios, que incluyen IL-12, IL-18, IFN- , IL-1 , TNF- , MIP-1a, MIP-2, IL-8 y 

leptina. Esto, además, conlleva a una afluencia de neutrófilos establecida por quimioatractantes 

liberados por las células epiteliales e inmunológicas. Estos factores pueden exacerbar la 

inflamación y ser responsables del daño de las células del hospedador y de muchas de las 

características histopatológicas de las enfermedades asociadas a C. difficile 179.  

Diversos reportes han revelado una naturaleza controversial para el rol de los neutrófilos en la 

CDI, ya que tienen la capacidad de reducir la carga de patógenos, pero también pueden mediar 

el daño tisular. Se ha observado que fallas en el reclutamiento de neutrófilos se correlacionan 

con una mayor morbilidad y mortalidad en modelos murinos 205–207. Además, en pacientes con 

leucemias hospitalizados y en pacientes con trasplante de células madre hematopoyéticas 

alogénicas, la neutropenia es un marcador de susceptibilidad a CDI y de CDI recurrente, 

respectivamente 208,209. Por el contrario, la inhibición del reclutamiento de neutrófilos mediante 

la administración de anti-CD18 en conejos 210 o anti-MIP2 211 en ratas conduce a la reducción de 
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la enterotoxicidad inducida por TcdA. Incluso, se ha propuesto que la depleción de granulocitos 

no posee ningún impacto sobre la susceptibilidad a la CDI en ratones 212.  

Los mastocitos intestinales también juegan un papel importante en las respuestas inflamatorias 

mediadas por las toxinas. Ambas toxinas A y B conducen a la activación, degranulación y la 

liberación de mediadores inflamatorios de los mastocitos. Por ejemplo, TcdA induce la 

producción de IL-8 por los mastocitos, un quimioatractante de neutrófilos, en las líneas celulares 

de colon humano 179.  

El papel de otras células inmunitarias, incluyendo macrófagos, monocitos y CDs, se ha 

extrapolado generalmente a partir de estudios in vitro y ex vivo usando líneas celulares humanas 

y de ratón, monocitos humanos y CDs derivadas de monocitos. Estos estudios han demostrado 

que las toxinas de C. difficile pueden estimular la liberación de citoquinas y quemoquinas pro-

inflamatorias dependiente de MAPK y p38, y particularmente la toxina A induce la producción de 

IL-8 mediada por NF B en monocitos humanos 213. 

A su vez, es importante mencionar que las CDs en la mucosa intestinal desempeñan varias 

funciones, como la fagocitosis, el procesamiento y la presentación de antígenos generando la 

comunicación con la respuesta inmune adaptativa 179. Los fagocitos mononucleares son una de 

las poblaciones más abundantes de leucocitos en la mucosa intestinal sana, y los macrófagos 

constituyen la mayor población de fagocitos. Los macrófagos intestinales contribuyen a la 

respuesta inmune a través de, no sólo la secreción de citoquinas y quemoquinas, sino también 

mediante de su potencial fagocítico y microbicida y su capacidad de actuar como células 

presentadoras de antígenos 214. 

Recientemente, Abt y col. demostraron que las ILCs de tipo 1 y tipo 3 coordinan las respuestas 

tempranas del hospedador para proporcionar resistencia inicial contra la CDI 215. Las ILCs son 

células presentes en las mucosas que comparten características con células inductoras de tejidos 

linfoides (LTi) y células asesinas naturales (NK) y que reflejan el fenotipo y funciones de las células 

T 216. La función primaria de las ILCs en la mucosa es la secreción de citoquinas importantes para 

la defensa del hospedador y la reparación de tejidos 179. Dos subgrupos de las ILCs, ILC1 que 

expresan T-bet y producen IFN- , e ILC3 que expresan Rorγt y producen IL-22, se activan durante 

la infección aguda por C. difficile y contribuyen a la defensa del hospedador. La IL-22 induce la 

producción de péptidos antimicrobianos en el intestino inmediatamente después de la infección. 

El IFN-  producido por las ILC1 puede aumentar los mecanismos fagocíticos y la expresión de las 

enzimas productoras de intermediarios reactivos del oxígeno y del nitrógeno en la mucosa 
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colónica 217. También se ha demostrado un rol protectivo de las ILCs de tipo 2, que expresan 

GATA3, mediante mecanismos aún desconocidos pero que responden a la presencia de IL-33 

durante la CDI 218. 

La inmunidad innata es esencial para la contención inicial de las infecciones, contribuye a la 

resolución de enfermedades y orquesta el inicio de la respuesta inmune adaptativa. Por lo tanto, 

una mejor comprensión de los mecanismos innatos involucrados en la respuesta frente a C. 

difficile podría contribuir a comprender el desarrollo y la patogénesis de la CDI.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Macrófagos y monocitos 
 

Como fue mencionado en el capítulo uno, los macrófagos cuentan con un vasto repertorio de 

mecanismos microbicidas. Pueden expresar receptores y diversas moléculas en su superficie, 

secretar citoquinas y quemoquinas, intermediarios reactivos del oxígeno y del nitrógeno y 

fagocitar tanto células propias como patogénicas que serán degradadas en los fagolisosomas. Sin 

embargo, es importante destacar que, bajo condiciones homeostáticas dentro de los tejidos, los 

macrófagos mantienen un estado no inflamatorio para evitar daños tisulares. En la mucosa 

intestinal, los macrófagos son unos de los leucocitos más abundantes y se encuentran en mayor 

Fig.  4 RRespuesta iinmune iinnata ffrente aa CC. ddifficile. Al 
perderse la integridad epitelial y al traslocarse 
bacterias, las células epiteliales intestinales y las 
células inmunes innatas residentes secretan 
quemoquinas pro-inflamatorias (CXCL1, CXCL2 e IL-8) 
y citoquinas proinflamatorias (IL-1b, IL -12 e IL-23), 
que conducen al reclutamiento de neutrófilos y a la 
activación de células linfoides innatas (ILCs). La 
señalización de IL-12 impulsa la expresión de IFN- , 
mientras que IL-1β e IL-23 inducen la producción de 
IL-22. Las citoquinas efectoras IFN-  e IL-22 inducen 
mecanismos de defensa tales como el aumento de la 
actividad fagocítica de los macrófagos y neutrófilos, y 
la producción de péptidos y enzimas antimicrobianas 
que sintetizan especies reactivas del oxígeno (ROS) y 
especies reactivas del nitrógeno (RNS). Estos 
mecanismos de defensa limitan la diseminación 
bacteriana, atenúan la actividad de las toxinas y 
contribuyen a reparar el daño epitelial. (Adaptado de 
Microbiology, Abt, M.C., McKenney, P.T. & Pamer, 
E.G. Clostridium difficile colitis: pathogenesis and host 
defence. Nature reviews. 14, 609-620 (2016)). 
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número en la lámina propia, que forma el núcleo de la mucosa subyacente al epitelio superficial. 

A diferencia de lo que ocurre en otros tejidos, los macrófagos intestinales requieren renovación 

constante a partir de monocitos circulantes 219. Por lo tanto, la composición del compartimento 

de macrófagos en la mucosa intestinal cambia notablemente cuando hay alteración de la 

homeostasis del tejido por infección, inflamación o trauma 220. 

En cuanto al reclutamiento de los monocitos hacia la lámina propia intestinal durante la CDI, se 

ha descripto la importancia de la señalización vía MyD88, la expresión de CCR2 221,222 e IL-23 222 

en el colon. Además, varios reportes destacan la capacidad de los monocitos para promover un 

perfil de citoquinas proinflamatorias como TNF- , IL-1β e IL-6 así como también de quemoquinas, 

siendo de especial importancia la producción de IL-8 que induce la migración de neutrófilos, los 

cuales pueden contribuir al daño en el intestino 223–225. También ha sido reportado que las toxinas 

de C. difficile poseen un efecto citotóxico sobre monocitos y macrófagos 226,227, eliminándolos 

rápidamente. Esta pérdida podría impedir el correcto funcionamiento del sistema inmune frente 

a C. difficile in vivo.  

Si bien se han descripto algunas funciones de los macrófagos durante la infección por C. difficile, 

los antecedentes indican que aún resta mucho por dilucidar. De hecho, el rol de los diferentes 

perfiles macrofágicos o los macrófagos residentes de tejido en la CDI es pobremente 

comprendido en la actualidad. 

Durante CDI, los macrófagos producen citoquinas y quemoquinas proinflamatorias, así como 

también muestran expresión de ciertos receptores y moléculas que indican activación de los 

macrófagos. La estimulación de la línea celular macrofágica murina J774A.1 con proteínas de la 

capa superficial (SLPs) aumentó la expresión de TLR2, TLR4 (con su correceptor CD14), CD40, 

CD80 y CMH II 228. La activación de TLR4 con SLPs también desencadena la señalización vía p38 y 

aumenta la producción de IL-1 , IL-6, TNF-  e IL-12p40, así como la regulación positiva de las 

quemoquinas MIP-1 , MIP-2 y MCP 228. Vohra y col. también evidenciaron una respuesta 

proinflamatoria caracterizada por la producción de TNF- , IL-1 , IL-6, IL-8 e IL-12p70 en la línea 

celular macrofágica humana THP-1 estimulada con diferentes factores de virulencia de C. difficile 

(flagelos, SLPs, HSP42 y HSP60) 178. 

Por otro lado, ha sido propuesto que la activación del Inflamasoma puede ser beneficiosa para 

controlar la carga bacteriana, ya que su inhibición resultó en una progresión severa de la 

enfermedad durante la CDI 229,230. Macrófagos peritoneales murinos infectados con C. difficile 

toxigénica producen in vitro pro-IL-1  en una forma dependiente de MyD88 y parcialmente 
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dependiente de TLR2 230. Además, C. difficile toxigénica induce la activación del inflamasoma a 

través de la vía ATP-P2X7 y posteriormente induce la piroptosis (muerte celular lítica programada 

altamente inflamatoria) dependiente de caspasa-1 230. 

Aunque la presencia intracelular de la bacteria aún no se ha demostrado, se ha propuesto que la 

fagocitosis de C. difficile, de sus toxinas u otros componentes es fundamental para disparar estos 

mecanismos, ya que la activación del inflamasoma requiere del reconocimiento intracelular del 

patógeno 230. Paredes-Sabja y col. demostraron que, a pesar de ser eficientemente reconocidas 

e internalizadas por la línea celular macrofágica murina Raw 264.7, las esporas de C. difficile 

logran sobrevivir dentro de los macrófagos evitando su eliminación y promoviendo la persistencia 

en el intestino 231. Algunos trabajos también demuestran interacción e internalización de las 

toxinas de C. difficile por parte de monocitos y células epiteliales 226,232,233. Sin embargo, tanto los 

procesos endocíticos en los macrófagos primarios como las moléculas del hospedador que 

intervienen en estos procesos no han sido demostrados. Tampoco se ha evaluado la 

internalización de bacterias completas.  

Es posible que diferentes componentes bacterianos desencadenen diferentes respuestas en los 

macrófagos. Es evidente que tanto las toxinas como otros componentes son capaces de activar a 

los macrófagos induciendo una respuesta proinflamatoria, pero estas células también pueden 

constituir un reservorio de esporas de C. difficile. Entonces, resulta indispensable conocer en 

profundidad las funciones macrofágicas que intervienen durante la CDI para comprender su 

implicancia tanto durante las respuestas protectivas como en las respuestas que median la 

inmunopatogenesis de la enfermedad.  

 

Además de las respuestas innatas, la activación de la inmunidad adaptativa conduce a la 

producción de respuestas protectivas, pero también puede desencadenar inflamación no 

controlada o patológica. Si bien no es el foco de este trabajo, a continuación, se describe de 

manera resumida la respuesta inmune adaptativa frente a C. difficile (vver cuadro 1). Las FFiguras 5 

y 6 sintetizan el rol de las células Tfh y la respuesta B y de las células Th (con foco en las Th17) 

durante la CDI.  

 

 

 

 

 



 

114 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Cuadro 1. Respuesta inmune adaptativa en la infección por CC. difficile.  Aunque las células T y las células B 

no contribuyen a la resolución de la fase aguda de la infección por C. difficile en ratones, los datos clínicos 

indican que las respuestas inmunitarias adaptativas pueden tener efectos protectores. Los anticuerpos 

contra las toxinas de C. difficile están naturalmente presentes en hasta el 60% de adultos sanos y niños 

mayores 179. La importancia de los anticuerpos para proteger al hospedador de la CDI está respaldada por 

niveles bajos de anticuerpos séricos dirigidos contra las toxinas A y B observadas en pacientes con CDI 

recurrente en comparación con pacientes que no sufren recurrencias 171. Es claro que las células Tfh y las 

células B tienen un rol protectivo a través de la neutralización de las toxinas y en la prevención de la 

recurrencia. Pero los pacientes con recurrencia fallan en la generación de una respuesta B de memoria 

apropiada lo cual podría también estar relacionado con la respuesta Tfh y la regulación previa de estas 

células por la respuesta inmune innata.  

Por otra parte, las células T residentes representan un componente principal de la mucosa intestinal. La 

desregulación de subpoblaciones de células T está relacionada con la patogénesis del intestino en las 

enfermedades inflamatorias y en el cáncer; y parecen ser las principales responsables de la iniciación y 

desarrollo de la inflamación en la lámina propia del intestino. Estas respuestas celulares adaptativas 

desreguladas implican la activación de linfocitos Th1, Th2, Th17 y la supresión de la actividad de las células 

Treg 263–265. Buonomo y col., han propuesto que mantener una respuesta inflamatoria equilibrada para 

combatir la infección mientras se limita el daño tisular sería beneficioso durante la CDI 266.  

Las células T regulan tanto la naturaleza como la forma de las respuestas innatas. El balance entre las 

respuestas Th1, Th2 y Th17 tiene un impacto en la regulación de las poblaciones migratorias y residentes 

de las mucosas tales como las ILCs, eosinófilos, neutrófilos y macrófagos; los cuales llevan a patología o a 

protección frente a la enfermedad 155. Han sido demostrados tanto roles patológicos como protectivos 

para las respuestas Th1 y Th17 en la CDI 155. 

Kim y col. demostraron que la expresión de IFN-  media la mayor severidad de la enfermedad en aquellos 

ratones deficientes para IL-10 y que el IFN-  podría ser un importante blanco molecular para el control de 

la CDI 267. Asimismo, se han observado mayores niveles de IFN-  en pacientes con recurrencias como 

también de IL-17, indicando una respuesta hacia los linajes Th1 y Th17 268. Por el contrario, algunos 

estudios muestran una respuesta Th1 y Th17 prevalente en respuesta a diferentes cepas de C. difficile que 

ha sido asociada con un rol inmunoprotectivo 155,269–272.  

Sin embargo, la mayoría de los trabajos han sido realizados en ratón, y las poblaciones Th en humanos 

permanecen pobremente exploradas en la CDI.  
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Fig. 5. Respuesta Tfh--B en la CDI. La respuesta humoral delinea el resultado de la infección por C. difficile (CDI). La colaboración de 
las células Tfh-B en los ganglios linfáticos mesentéricos, la migración al sitio de infección y la producción de anticuerpos específicos 
son necesarias para contener la CDI. Los pacientes que desarrollan una respuesta inmune apropiada contra C. difficile (sin 
recurrencia) son capaces de inducir células B de memoria. En los ganglios mesentéricos o tejidos linfoides secundarios, las células 
Tfh interactúan con las células B y favorecen el desarrollo de células plasmáticas que reconocen específicamente las toxinas y 
antígenos de C. difficile no toxigénicos (tales como SLP). Posteriormente, estas células plasmáticas alcanzan la lámina propia del 
colon donde pueden producir y liberar grandes cantidades de anticuerpos específicos que conducen a la resolución de la 
enfermedad. La edad avanzada, terapias con antibióticos, supresión de ácido gástrico e infección con una cepa hipervirulenta de C. 
difficile se consideran actualmente como los principales factores de riesgo de CDI recurrente. Sin embargo, factores adicionales de 
riesgo como insuficiencia renal, estadías prolongadas en el hospital y una respuesta inmune adaptativa deficiente a las toxinas A y 
B han sido reportados. Los pacientes con episodios de recurrencia tienen una respuesta deficiente de las células B de memoria. La 
reducción de estas células junto con la falla en la producción de IgA, IgG e IgM permiten que C. difficile se replique e induzca daño 
epitelial. Además, los pacientes con CDI recurrentes tienen una frecuencia reducida de células CD4+ Th17 específicas de TcdB 
circulantes, pero no células CD4+ Th1 y Th2. Se ha demostrado que estas deficiencias en la respuesta inmune adaptativa de los 
pacientes con recurrencias podrían resolverse utilizando el trasplante de microbiota fecal como terapia. (Adaptado de J Leukoc 
Biol.Hernández Del Pino RE, Barbero AM, Español LÁ, Morro LS, Pasquinelli V. The adaptive immune response to Clostridioides 
difficile: A tricky balance between immunoprotection and immunopathogenesis. 2020;1-16.) 
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Fig. 6. Rol de las células Th17 en la inmunoprotección y la inmunopatogénesis durante la CDI. La colonización intestinal y la liberación 
de toxinas por C. difficile induce una respuesta aguda del hospedador caracterizada por daño, pérdida de la integridad de la capa 
de moco y translocación de patobiontes. En esta etapa, la respuesta inmune adaptativa mediada por Th17 y Tc17 (no mostrada) 
secreta IL-17A/F que induce la producción de otras citoquinas y quemoquinas (G-CSF, CXCL1, CXCL2, CXCL5 y CXCL8) que modulan 
la migración de neutrófilos. La acumulación de neutrófilos en el sitio de la infección induce inflamación que conduce a 
inmunopatogénesis y mal pronóstico. En colaboración con el papel patogénico de las células Th17, la población Th1 produce 
citoquinas proinflamatorias, como IFN- , que aumentan el daño de la barrera epitelial colónica.  Las células T regulatorias 
contrarrestan la inflamación intestinal inducida por las poblaciones Th17 y Th1. Por otro lado, la activación de ILC2 aumenta el 
número de eosinófilos que liberan IL-4, inclinando la balanza hacia un perfil tipo 2 que media la protección. El mutualismo de la 
microbiota comensal (por ejemplo, C. albicans) con la respuesta inmune del hospedador conduce a la protección contra la CDI a 
través de la inducción de la producción de IL-17A por células Th17 y T . Las células Th17 son capaces de producir tanto CXCL8 
como CCL20 que inducen el reclutamiento de más células Th17 que, junto con la población Th1, podría mediar en la generación de 
mecanismos de defensa que limitarían la diseminación bacteriana. (Adaptado de J Leukoc Biol.Hernández Del Pino RE, Barbero AM, 
Español LÁ, Morro LS, Pasquinelli V. The adaptive immune response to Clostridioides difficile: A tricky balance between 
immunoprotection and immunopathogenesis. 2020;1-16.) 
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Molécula Linfocitaria Activadora de Señales (SLAMF1)  
 

Como se ha mencionado en el capítulo uno, SLAMF1 (SLAM o CD150) puede regular la producción 

de diversas citoquinas y quemoquinas en CDs 64–66 y está involucrado en funciones 

fagolisosomales de macrófagos murinos 67. SLAMF1 es capaz de reconocer e interactuar con el 

virus de sarampión 70 y morbilivirus 71 así como también con T. cruzi 69 y bacterias como E. coli 
67,72, C. Rodentium 72, B. abortus 73 y S. typhimurium 67. Es así que SLAMF1 participa en las 

funciones de diversas células inmunes en distintos contextos patológicos.  

Específicamente en el escenario de la inmunidad de mucosas, ha sido demostrado que en ratones 

deficientes para SLAMF1 la producción de TNF-  e IL-12 por parte de macrófagos peritoneales 

disminuye cuando los mismos son estimulados con LPS y/o IFN-  66. También se detectó un alto 

número de monocitos, macrófagos y otras células SLAMF1+ a través del intestino inflamado de 

pacientes con la enfermedad de Crohn 80. Van Driel y col. han propuesto que SLAMF1 podría 

regular la homeostasis de los macrófagos durante la enterocolitis crónica o aguda 139. En 

congruencia con una enfermedad más leve, el número de macrófagos derivados de monocitos 

en el colon de ratones deficientes para SLAMF1 y RAG se vio reducido en comparación con 

ratones deficientes para RAG 139. Más aun, anticuerpos neutralizantes frente a SLAMF1 mitigan la 

gravedad enfermedad 139, por lo que las interacciones SLAMF1-SLAMF1 en la superficie celular de 

macrófagos y monocitos probablemente desempeñen un papel en el desarrollo de colitis. Wang 

y col. reportaron que la migración de células mieloides durante la inflamación está regulada 

diferencialmente por los receptores SLAMF1 y SLAMF8, modulando positiva y negativamente la 

migración de CDs y macrófagos al sitio inflamado respectivamente 104. Los autores concluyeron 

que estos receptores dirigen las respuestas inmunitarias innatas de las células mieloides a través 

de la producción de ROS mediada por la enzima NADPH oxidasa (NOX-2) 104. Además se ha 

sugerido un rol de SLAMF1 en la citotoxicidad de células T frente a células derivadas de cáncer de 

colon 234. 

Así, ha sido propuesto que SLAMF1 podría ser un nuevo blanco terapéutico en el tratamiento de 

las enfermedades inflamatorias intestinales. El bloqueo de la respuesta inflamatoria puede 

disminuir la severidad de enfermedad en modelos animales. Sin embargo, una respuesta 

inflamatoria robusta en la CDI es necesaria para controlar el crecimiento bacteriano, pero debe 

ser regulada de manera de limitar el daño de los tejidos. Aunque la respuesta inmune adaptativa 

influencia la severidad de la CDI, la respuesta inmune innata posee un rol crucial en la progresión, 

y la resolución de la enfermedad. 
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Dado que la inmuno-patología en la CDI es esencialmente mediada por la respuesta inflamatoria, 

pero la misma es necesaria para la eliminación y control del patógeno, y que son muy pocos los 

estudios que exploran el rol de los macrófagos en este contexto y menos aun los que evalúan el 

rol de moléculas coestimulatorias, en este segundo capítulo estudiamos el rol de SLAMF1 y de los 

macrófagos en la infección por Clostridioides difficile. Teniendo en cuenta los antecedentes 

mencionados, SLAMF1 podría regular la respuesta inflamatoria, la migración y activación de los 

macrófagos y monocitos actuando como un sensor microbiológico o disparando diferentes vías 

de señalización. Así, nos propusimos estudiar si SLAMF1 podría actuar como un receptor inmune 

reconociendo directamente a Clostridioides difficile y/o como molécula coestimulatoria 

modulando distintas funciones microbicidas de los macrófagos.  

Mediante el diseño experimental propuesto se pretende trabajar con un modelo que facilite la 

comprensión del rol de SLAMF1 y de los macrófagos humanos en la CDI. 
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Objetivos 
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Objetivo General  
 

El objetivo general de este capítulo es investigar los mecanismos involucrados en la 

activación y modulación de la función de los macrófagos durante la infección por Clostridioides 

difficile. Comprender cómo los macrófagos participan del proceso infeccioso podría ofrecer 

importantes herramientas para el desarrollo de nuevos blancos terapéuticos. En este segundo 

capítulo nos propusimos explorar el rol de la molécula linfocitaria activadora de señales (SLAMF1) 

en la activación y función de los macrófagos en la respuesta inducida por C. difficile. La activación 

y reclutamiento de macrófagos, así como la inducción de las funciones macrofágicas podría 

contribuir a la resolución de esta infección en etapas tempranas, colaborando con la generación 

de una respuesta inmune adaptativa eficiente y limitando el daño ocasionado por la fuerte 

respuesta proinflamatoria desregulada. 

 

Objetivos específicos 
  

Objetivo 1- Caracterizar el perfil de expresión de SLAMF1 junto a marcadores de activación y 

viabilidad en macrófagos derivados de monocitos humanos de dadores sanos luego de 

estimulación in vitro con distintas cepas de C. difficile inactivadas por diferentes métodos físicos 

y químicos (calor y formol). 

 

Objetivo 2- Determinar la existencia de interacción bioquímica entre SLAMF1 y distintas cepas de 

C. difficile. 

 

Objetivo 3- Investigar el rol de SLAMF1 en la interacción de macrófagos humanos con distintas 

cepas de C. difficile en respuesta a la activación de SLAMF1 con un anticuerpo agonista. 

 

Objetivo 4- Determinar la localización celular de distintas cepas de C. difficile evaluando la 

expresión de marcadores de superficie celular (CD14), SLAMF1 y marcadores endosomales 

tempranos y tardíos (EEA1 y LAMP2).  

 

Objetivo 5- Estudiar la expresión de SLAMF1 en células mononucleares CD14 positivas 

provenientes de sangre periférica de pacientes con infección por C. difficile (CDI) y dadores sanos 

y la capacidad de éstas células de interaccionar con C. difficile. 
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Materiales y Métodos 
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Muestras humanas  

Dadores sanos. Los monocitos humanos se obtuvieron a partir de muestras de sangre periférica 

de donantes sanos (DS) adultos. Luego fueron diferenciados a macrófagos. La distribución del 

grupo masculino/femenino fue 3/3 y la edad media de 36 años; rango intercuartil (IQR) 18-75 

años.  

Pacientes con CDI. Las muestras de sangre periférica fueron recolectadas de pacientes con CDI 

en distintos centros de salud (Clínica La Pequeña Familia y Clínica Centro) de la ciudad de Junín, 

Buenos Aires, Argentina. El diagnóstico de la infección por C. difficile se confirmó por test rápido 

para la detección simultanea de la enzima glutamato deshidrogenasa (GDH) de C. difficile y los 

antígenos de las Toxinas A y B en heces humanas (Cat. No F41220, Savyon  Diagnostics Ltd., 

Israel). La distribución del grupo masculino/femenino fue 2/0 y la edad media fue de 44 años; IQR 

18–75 años. La investigación se llevó a cabo de acuerdo con la Declaración de Helsinki (2013) 

promulgada por la Asociación Médica Mundial y aprobada por el Comité de Ética de la UNNOBA 

(COENOBA). Se obtuvieron consentimientos informados por escrito de todos los participantes 

antes de la recolección de la muestra. 

 

Antígenos y cepas bacterianas 

La estimulación in vitro de las células se realizó con la cepa hipervirulenta NAP1/BI/027 (CD) 

obtenida del Instituto Nacional de Microbiología Dr. Malbran-ANLIS y con una cepa endógena 

(End) obtenida de la flora comensal de ratones C57BL/6 SPF (libres de patógenos específicos) 

mantenidos en el bioterio de nuestro centro de investigación (CIBA, UNNOBA). La cepa End se 

detectó luego de generada la disbiosis intestinal con un coctel típico de antibióticos para modelos 

murinos de CDI in vivo. Brevemente, la disbiosis se induce utilizando Gentamicina (50 mg/ml), 

Metronidazol (5 mg/ml), Colistina (25 mg/ml) y Vancomicina (50 mg/ml) en la botella de agua de 

consumo por 3 días. Luego de dos días de agua libre de antibióticos se inyecta Clindamicina (10 

mg/kg) por vía intraperitoneal. Esta cepa está siendo actualmente secuenciada y comparada con 

la cepa NAP-1/BI/027.  

Ambas cepas de C. difficile fueron inactivadas por calor (CD Calor o End Calor) o con formol (CD 

Formol o End Formol). Brevemente, para la preparación de los extractos de C. difficile, se tomó 

una alícuota del caldo de cultivo de C. difficile (BHI Broth) y se centrifugó a 15000 rpm por 10 

minutos a 4°C. En el caso del extracto de C. difficile inactivado por calor, se lavó el pellet de 

bacterias con PBS 1X centrifugando a 15000 rpm por 10 minutos a 4°C y se resuspendió en PBS 
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1X una vez descartado el sobrenadante. Posteriormente, se inactivó a 95°C por 30 minutos en 

termobloque. Para el extracto de C. difficile inactivado con formol, el pellet se resuspendió en 

formol 3% (Biopack, Bs. As, Argentina) y se incubó a 4°C durante toda la noche. Se centrifugó a 

15000 rpm por 10 minutos, se lavó 3 veces con PBS 1X para remover el formol y se resuspendió 

en PBS 1X. Ambos extractos se almacenaron a -20°C. Antes del inicio de la preparación de los 

extractos, las bacterias se cultivaron por 48 horas en agar chocolate (FFig.1) y luego en medio 

liquido (BHI Broth) por 72 horas. Todos los cultivos se realizaron en jarras de anaerobiosis 

utilizando sobres de anaerobiosis (Mitsubishi Gas Chemical Company, Inc, Japón). Se monitoreó 

el crecimiento bacteriano del cultivo (37°C en condiciones de anaerobiosis y oscuridad) midiendo 

la DO a 600 nm. Inicialmente se partió de una DO de 0,1 y se detuvo el crecimiento a una DO de 

0,6. Una vez realizados los extractos, se cuantificó el contenido antigénico a 600 nm y se ajustó a 

una DO de 1 para una mayor paridad entre los extractos. 

 

 

 

 

 

Para algunos experimentos, los extractos inactivados por calor fueron teñidos con el isómero I de 

isotiocianato de fluoresceína (FITC) (cat. No. F7250, Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EE. UU.). 

Brevemente, las bacterias inactivadas resuspendidas en PBS se centrifugaron a 10000g durante 

4 minutos y se descartó el sobrenadante. Luego se resuspendieron en buffer NaHCO3 0,1M pH=9 

con 1 mg/mL de la solución FITC- dimetilsulfóxido (DMSO) y se dejaron en agitación por 2 horas 

a 37°C en oscuridad. Finalmente, el exceso de FITC fue eliminado mediante lavados con PBS 1X y 

los extractos se resuspendieron en PBS 1X y se utilizaron para estimular las células. 

Cultivo celular 

Todos los experimentos se llevaron a cabo en una incubadora a 37 ° C y en una atmósfera con 5% 

de CO2. 

Las células mononucleares de sangre periférica (CMSP) de dadores sanos y pacientes con CDI se 

aislaron por centrifugación sobre Ficoll-Hypaque (GE Healthcare, Chicago, IL, EE. UU.).  

Fig. 1 Colonias aisladas de C. difficile en placa de Agar 
chocolate cultivadas en anaerobiosis 
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Para ciertos experimentos, se cultivaron 1 x 106 CMSP por ml de medio de cultivo completo 

(medio RPMI 1640 (Gibco, Thermo Scientific, Waltham, MA, EE. UU.) suplementado con L-

glutamina (Sigma Aldrich, St Louis, MO, EE. UU.), SBF al 10% (Gibco), 100 U / ml de penicilina y 

100 μg / ml de estreptomicina (Gibco)) por 24 horas. 

Para obtener macrófagos derivados de monocitos, los monocitos se purificaron a partir de CMSP 

de dadores sanos mediante selección magnética positiva por CD14 (Miltenyi Biotec, Cat No. 130-

097-052), de acuerdo con las instrucciones del fabricante. En todos los casos, la pureza de las 

células aisladas fue superior al 95%. Se cultivaron 0,5 x 106 monocitos CD14 positivos por ml de 

medio de cultivo durante 2 horas en ausencia de SBF para promover la adherencia. Las células no 

adherentes se eliminaron mediante lavados con RPMI precalentado y las células adherentes se 

cultivaron durante 16-18 horas adicionales en medio completo medio (RPMI 1640 suplementado 

con L-glutamina, SBF al 10%, 100 U / ml de penicilina y 100 μg / ml de estreptomicina). 

Las CMSP y los macrófagos derivados de monocitos se estimularon con 10, 20 o 50 μl de los 

extractos de C. difficile cada 1 x 106 células (10 μl extracto= 1 x 106 bacterias) durante 24 horas 

en presencia o ausencia de 10 μg/ml de un anticuerpo agonista anti-SLAMF1 (clon A12, 

BioLegend, San Diego, CA, EE. UU). Para algunos experimentos, las células fueron estimuladas con 

10, 20 o 50 μl de CD Calor FITC o 10 μl End Calor FITC (10 μl = 1 x 106 bacterias) por cada 1 x 106 

células durante 24 horas.  

 

Citometría de Flujo 

Las CMSP y los macrófagos derivados de monocitos se recogieron mediante lavado exhaustivo 

con buffer FACS (PBS 1X - SBF 2%) y se centrifugaron a 2000 rpm durante 5 minutos. Luego, las 

células se tiñeron con anticuerpos conjugados a fluorocromos anti-CD14 (anti-CD14 Alexa Fluor 

647, Cat No. 325612, BioLegend), anti-SLAMF1 (anti-SLAMF1 PE, Cat No. 306308, BioLegend o, 

anti-SLAMF1 Alexa Fluor 488 Cat No. 306312, BioLegend), anti-CD163 (anti-CD163 PE, Cat No. 12-

1639-42, eBiosciences, Inc.).  

Para la detección de TNF-α, en las últimas 5 horas de cultivo se adicionó un inhibidor de 

transporte del aparato de Golgi (GolgiStop, BD Biosciences) para inducir la acumulación 

intracelular de la citoquina. Las células fueron lavadas en buffer FACS y luego incubadas con 

anticuerpos monoclonales específicos para las moléculas de superficie a determinar durante 30 

minutos a 4ºC en oscuridad. Luego, las células fueron lavadas con buffer FACS y centrifugadas a 

2000 rpm por 5 minutos. Se descartó el sobrenadante y las células fueron fijadas en 

paraformaldehído (PFA) al 4% (Sigma-Aldrich) por 20 minutos. Posteriormente, se realizaron dos 
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lavados con buffer de permeabilización (BP; PBS 1X, SBF 10%, Saponina 0,5%) y una incubación 

con BP durante 15 minutos. Luego, se incubaron por 40 minutos con un anticuerpo específico 

anti-TNF-α PE (Immunotools, Friesoythe, Alemania). Las células fueron lavadas dos veces con BP 

y resuspendidas en FACS. En paralelo con todos los experimentos, las muestras se incubaron con 

anticuerpos monoclonales irrelevantes (isotipos). Todas las muestras se tiñeron con un colorante 

de viabilidad (Fixable Viability Dye eFluorTM 780 Cat No. 65-0865, eBioscience ™) para excluir las 

células muertas del análisis. Las muestras se analizaron en un citómetro de flujo FACSCanto II (BD 

Biosciences) y el análisis de datos se realizó usando FlowJo 7.6.2 (Tree Star Inc., OR, EE. UU.). 

 

Ensayos de interacción entre SLAMF1-C. difficile  

La interacción bioquímica entre SLAMF1 y C. difficile se evaluó mediante dos metodologías 

diferentes como se describió en el capítulo 1 para M. tuberculosis. Se prepararon extractos 

proteicos totales en condiciones no desnaturalizantes de macrófagos derivados de monocitos de 

dadores sanos. La expresión de SLAMF1 se corroboró por citometría de flujo previamente a la 

preparación de los extractos proteicos. Brevemente, se cosecharon 1 x 106 macrófagos y se 

usaron 100 μl de buffer RIPA suplementado con PMSF (1 mM) y un cóctel de inhibidores de 

proteasas (Sigma-Aldrich Cat. No P8340) para la lisis celular. La suspensión se incubó en hielo 

durante 1 h, se agitó con vortex cada 10 minutos y se centrifugó a 14000 rpm durante 15 minutos. 

Para la determinación por citometría de flujo, se siguieron los mismos pasos descriptos en el 

capítulo 1. En este caso el extracto de proteínas totales se incubó con 10 μl de CD Calor o CD 

Formol (10 μl = 1 x 106 bacterias). La interacción de SLAMF1-C. difficile por microscopía de 

fluorescencia se realizó adhiriendo 10 μl (1 x 106 bacterias) de CD Calor FITC o End FITC en los 

portaobjetos de vidrio pretratados con poli-D-lisina (Sigma-Aldrich) durante 1 hora a 37°C. Luego 

se continuó con la tinción siguiendo los pasos descriptos en el Capítulo 1.  

 

Microscopía de Fluorescencia 

Los macrófagos derivados de monocitos se incubaron 2 × 105 células/pocillo en microplacas 

(Nunc) como se describió anteriormente. Las células fueron estimuladas con CD Calor FITC o End 

FITC. Las células se fijaron con PFA al 4% durante 20 minutos, se lavaron con solución salina y se 

permeabilizaron con buffer que contenía PBS 1X, SBF al 10% y saponina al 0,5%. Posteriormente, 

las células se incubaron con un anticuerpo específico anti-SLAMF1 de ratón (clon A12, BioLegend, 

San Diego, CA, EE. UU.) seguido de un anticuerpo secundario anti-ratón conjugado a Alexa Fluor 
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647 (Cat. No 4410S, Cell Signaling Technology, Danvers, MA, EE. UU). Para detectar los 

compartimentos endosomales / lisosomales, las células se marcaron con un anticuerpo específico 

anti-EEA1 (Cat No. 610456, BD Biosciences) o anti-LAMP2 (Cat No. 555803, BD Biosciences) de 

ratón seguidos de un anticuerpo secundario anti-ratón conjugado a Alexa Fluor 546 (Cat No. 

A21123, Invitrogen, Waltham, MA, EE. UU.). Para detectar CD14, se empleó un anticuerpo anti-

CD14 conjugado a Alexa Fluor 647 (Cat No. 325612, BioLegend). En todos los casos, los 

portaobjetos se montaron con PolyMount (Polysciences) y se evaluaron con microscopio de 

fluorescencia trinocular Axio Imager.A2 (Carl Zeiss, Alemania). Se analizaron al menos 100 células 

por campo y 5 campos por tratamiento en tres experimentos independientes. 

 

Análisis estadístico 

Como se indica en las leyendas de las figuras, la prueba de Friedman con la prueba post hoc 

corregida de Dunn se utilizó para la comparación entre grupos experimentales, la prueba de 

Mann-Whitney para analizar las diferencias entre las muestras no pareadas y las comparaciones 

entre dos grupos se evaluaron mediante la prueba de suma de rangos de Wilcoxon. 

 Los datos se analizaron con el software GraphPad Prism 8.0.1 (San Diego, CA, EE. UU.) Para todas 

las comparaciones estadísticas, se consideró significativo un valor de p <0,05.  
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Resultados 
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La cepa NAP1/BI/027 de C. difficile no induce la expresión de SLAMF1 en macrófagos 
humanos 
La expresión de SLAMF1 frente a antígenos de bacterias Gram positivas ha sido evaluada 

previamente, observándose un aumento en monocitos humanos estimulados con peptidoglicano 

y ácido lipoteicoico de S. aureus 79 pero no frente a L. acidophilus y S. aureus en CDs murinas 235. 

Sin embargo, la modulación de SLAMF1 frente a C. difficile aún no ha sido abordada.  

Nuestros resultados muestran que la cepa hipervirulenta NAP1/BI/027 de C. difficile inactivada 

por calor o formol (CD Calor o CD Formol) no fue capaz de inducir la expresión de SLAMF1 en la 

superficie de macrófagos derivados de monocitos de dadores sanos (FFig. 1A). Con el fin de evaluar 

si mayores cantidades de bacteria presentes en el cultivo celular podían modular positivamente 

la expresión de SLAMF1, estimulamos macrófagos con relaciones 2:1 y 5:1 de bacteria:macrófago 

(FFig. 1B). A pesar de observar un leve incremento en los niveles de SLAMF1 luego de exponer las 

células a CD Calor o CD Formol, los resultados no fueron significativos (FFig. 1B). 

Como ha sido propuesto que el receptor tipo scavenger CD163 se asocia a perfiles alternativos 

en macrófagos 236 y ha sido relacionado con enfermedades intestinales como IBD y enfermedad 

de Crohn 236–238, evaluamos la expresión de CD163 de superficie en macrófagos expuestos a C. 

difficile (FFig. 1 C-D). Los niveles de CD163 fueron muy bajos tanto en los macrófagos sin estimular 

como en los estimulados con CD Calor y CD Formol (FFig. 1C) y su expresión no fue modulada en 

presencia de cantidades crecientes de C. difficile (FFig. 1D). 

Para comprobar que los efectos observados al utilizar mayores cantidades de bacteria no eran 

causa de una inducción de la muerte celular, evaluamos la viabilidad de los macrófagos 

empleando el colorante de viabilidad FVD eFluor780 mediante citometría de flujo (FFig. 1E). El 

porcentaje de macrófagos viables no sufrió cambios al utilizar las distintas relaciones 

bacteria:macrófago (FFig. 1E), indicando que C. difficile inactivada por calor o formol no induce la 

expresión de SLAMF1 ni de CD163 en la superficie de macrófagos derivados de monocitos 

humanos.  
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SLAMF1 no interactúa con la cepa NAP1/BI/027 de C. difficile 
El reconocimiento de patógenos mediado por SLAMF1 ha sido descripto para virus 70,71 y bacterias 

Gram negativas 67,72,73 y ha sido propuesto para parásitos 69 y para M. tuberculosis en el capítulo 

Fig. 1 EExpresión de SLAMF1 en macrófagos humanos estimulados con C. difficile  (NAP1/BI/027). ((A-EE) Los monocitos CD14 positivos 
se obtuvieron a partir de sangre periférica de dadores sanos mediante selección magnética positiva. Después de la adherencia e 
incubación en medio completo durante 16-18 horas, los macrófagos se estimularon con relación 1:1 de la cepa NAP1/BI/027 de 
C. difficile inactivada por calor o formol (CD Calor o CD Formol) durante 24 horas y ((A-B) la expresión de SLAMF1 se evaluó mediante 
citometría de flujo. (B) Se muestra el porcentaje de células SLAMF1 positivas estimuladas con relaciones 1:1, 2:1 y 5:1 de C. 
difficile:macrófagos relativizado a los macrófagos sin estimular (control). ((C-D) Niveles de CD163 expresado en superficie de 
macrófagos estimulados con relaciones 1:1 (C y D), 2:1 y 5:1 ((D) de C. difficile:macrófagos evaluados por citometrái de flujo. (D) 
Histograma representativo de 3 experimentos independientes. (E) La viabilidad de los macrófagos se determinó empleando un 
colorante de viabilidad (FVD eFluor780) que marca irreversiblemente las células muertas. Se utilizaron células muertas por calor 
para los controles de compensación. En todos los casos, la viabilidad celular fue superior al 93%. 
1: 1, 10 μl de CD Calor o CD Formol/ 1 x 106 células (10 μl = 1 x 106 bacterias) 
20 μl de CD Calor o CD Formol / 1 x 106 células (20 μl = 2 x 106 bacterias) 
50 μl de CD Calor o CD Formol / 1 x 106 células (50 μl = 5 x 106 bacterias) 
(A-C) Las barras representan la media ± SEM. A y C, Prueba de suma de rangos de Wilcoxon. B, prueba de Friedman con prueba 
post hoc corregida de Dunn 
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uno de este trabajo. Esta función ha sido descartada para S. aureus 67, pero no ha sido estudiada 

para otras bacterias Gram positivas.  

Para evaluar la interacción directa de C. difficile con SLAMF1, en primera instancia acoplamos la 

cepa NAP1/BI/027 inactivada por calor al isómero I de FITC (FFig. 2A-B). La proporción de CD Calor 

acoplada al fluoróforo fue evaluada por citometría de flujo y microscopia de fluorescencia, 

observándose que casi la totalidad de bacterias resultaron positivas para FITC (FFig. 2A-B). Luego 

realizamos ensayos de interacción bioquímica. Para esto, incubamos extractos de proteínas 

totales de macrófagos derivados de monocitos que expresaban SLAMF1 con los extractos de la 

bacteria (CD Calor y CD Formol) (FFig. 2D). La expresión de SLAMF1 en las células utilizadas para 

obtener los extractos proteicos fue corroborada por citometría de flujo (FFig. 2C). Después de un 

tratamiento de crosslinking, no detectamos tinción positiva para SLAMF1 (FFig. 2D) mediante 

citometría de flujo.  

Además, estudiamos la interacción SLAMF1-C. difficile adhiriendo CD Calor acoplado a FITC a 

portaobjetos recubiertos con poli-D-lisina. Posteriormente, los portaobjetos se incubaron con 

extractos de proteínas totales de macrófagos derivados de monocitos. Después del tratamiento 

de crosslinking, SLAMF1 se detectó por microscopía de fluorescencia. Acordando con los 

resultados obtenidos por citometría de flujo, no se observó interacción entre C. difficile inactivada 

por calor y SLAMF1 como se muestra en la superposición (merge) de las imágenes (FFig. 2E). Al 

igual que en el capítulo uno, se realizaron controles de unión inespecífica del anticuerpo primario 

(anti-SLAMF1) y secundario utilizados que permitieron corroborar la especificidad del ensayo.  
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Los resultados de las pruebas bioquímicas demuestras que SLAMF1 no interacciona con C. difficile 

y sugieren que SLAMF1 no actúa como sensor microbiológico de esta bacteria.  

 

Fig. 2 IInteracción SLAMF1-CC. difficile ((NAP-11/BI/07). ((A-BB) C. difficile  inactivada por calor (DO=1) fue acoplada a FITC en buffer 
carbonato por 2 horas, lavada y resuspendida en PBS 1X. La eficiencia de la tinción se evaluó por citometría de flujo (A) y por 
microscopia de fluorescencia con objetivo 20X (B). (C) Expresión de SLAMF1 en macrófagos derivados de monocitos utilizados para 
generar extractos de proteínas totales en condiciones no desnaturalizantes mediante citometría de flujo. (D) Los extractos de 
proteínas se incubaron con 1 x 106 células enteras de C. difficile inactivada por calor o formol (CD Calor o CD Formol). Después del 
crosslinking con formaldehído, glicina y EGS, se detectó SLAMF1 por citometría de flujo utilizando anticuerpo específico anti-
SLAMF1 conjugado a PE. Se muestra un histograma representativo. (E) 10 μl (1 x 106 bacterias) de C. difficile inactivada por calor 
acoplada a FITC (CD Calor FITC) se adhirieron en portaobjetos pretratados con poli-D-lisina. Después del bloqueo, los portaobjetos 
se incubaron con extractos de proteínas totales. El crosslinking se realizó con formaldehído, glicina y EGS y se utilizó un anticuerpo 
específico de ratón anti-SLAMF1 humano y un anticuerpo secundario anti-ratón Alexa Fluor 647 para la detección de SLAMF1. Los 
portaobjetos se montaron y analizaron usando un objetivo 40X de un microscopio de fluorescencia trinocular. Se muestran las 
imágenes individuales para cada canal de fluorescencia y la fusión (merge) de las mismas. Barra de escala: 100 μm  
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La cepa NAP1/BI/027 de C. difficile interacciona con los macrófagos humanos por un 
mecanismo independiente de SLAMF1.  
Al observar que SLAMF1 no modifica su expresión frente a C. difficile y que tampoco interacciona 

con la bacteria, decidimos evaluar si la coestimulación a través de SLAMF1 utilizando un 

anticuerpo agonista podría tener algún efecto sobre la interacción con C. difficile.  

Como demostramos en el capítulo uno, las interacciones homofílicas SLAMF1-SLAMF1 indujeron 

la internalización de M. tuberculosis. Es decir que SLAMF1 promueve la interacción entre los 

macrófagos humanos y M. tuberculosis independientemente del reconocimiento de la bacteria. 

Para evaluar si SLAMF1 también era capaz de modular la interacción con C. difficile, los 

macrófagos derivados de monocitos fueron cultivados en presencia o ausencia de un anticuerpo 

agonista para SLAMF1 (α-SLAMF1 (A12)) y estimulados con C. difficile inactivada con calor 

acoplada a FITC (CD Calor FITC). Al analizar el número de células interaccionando con C. difficile 

por citometría de flujo no observamos diferencias cuando la señalización de SLAMF1 fue activada 

con el anticuerpo agonista respecto de los macrófagos que no habían sido expuestos a α-SLAMF1 

(FFig. 3A-B). Apoyando estos resultados, macrófagos evaluados por microscopía de fluorescencia 

tampoco mostraron diferencias en su capacidad de interaccionar con C. difficile inactivada con 

calor acoplada a FITC (FFig. 3C-D).  

Más aun, cuando determinamos la expresión de SLAMF1 en los macrófagos que estaban 

interaccionando con C. difficile por citometría de flujo, observamos un porcentaje muy bajo de 

células positivas para SLAMF1 (FFig. 3 E). De hecho, la mayoría de los macrófagos que expresaron 

SLAMF1 no estaban interactuando con la bacteria y, del mismo modo, la mayoría de las células 

interactuando con C. difficile no expresaron SLAMF1 (FFig. 3 E). Por otro lado, al estimular los 

macrófagos con cantidades crecientes de CD Calor FITC observamos que los macrófagos 

incrementaron su capacidad de interaccionar con las bacterias (FFig. 3F). Estos resultados 

indicarían que los macrófagos humanos son capaces de fagocitar a C. difficile por mecanismos 

independientes de SLAMF1. 
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Posteriormente decidimos evaluar la localización celular de C. difficile por microscopia de 

fluorescencia, para lo cual empleamos marcadores de superficie como CD14 y endosomales 

tempranos y tardíos (EEA1 y LAMP2) (FFig. 4). Observamos que algunas bacterias permanecían en 

el espacio extracelular y que la mayoría estaban presentes en células CD14 positivas o LAMP2 

positivas (FFig. 4A). Si bien es necesario realizar microscopia confocal para confirmar la 

internalización de la bacteria, proponemos que la cepa NAP1/BI/027 de C. difficile puede 

interactuar con los macrófagos humanos y podría ser endocitada por algún mecanismo 

independiente de SLAMF1. Pudimos confirmar los resultados obtenidos por citometría de flujo 

(FFig. 3E) ya que, al observar los macrófagos, la mayoría de las células positivas para SLAMF1 no 

contenían bacterias (FFig. 4B). Curiosamente, detectamos que C. difficile induce una mayor 

proporción de células que forman endosomas tardíos en comparación con endosomas 

tempranos a las 24 horas de estimulación (FFig. 4C-D).  

Fig. 3  Rol de SLAMF1 en la interacción macrófagos--C. difficile ((NAP1/BI/027).  (A--D) Macrófagos de dadores sanos se estimularon con 
C. difficile inactivada con calor acoplada a FITC (CD Calor FITC) por 24 horas en presencia o ausencia de un anticuerpo agonista α-
SLAMF1. Se muestra un gráfico de puntos representativo de 3 experimentos independientes (A) y la cuantificación correspondiente 
a los porcentajes de células FITC positivas como medida de interacción entre los macrófagos y C. difficile en los gráficos de barras 
((B). (C) Micrografías representativas de 3 experimentos independientes tomadas con objetivo 20X y ((D) porcentaje de células 
interactuando con C. difficile evaluado por microscopía de fluorescencia. ((E) Grafico de puntos representativo del porcentaje de 
células positivas para FITC, positivas para SLAMF1 y dobles positivas. (F) Histograma representativo de macrófagos derivados de 
monocitos estimulados por 24 horas con cantidades crecientes de C. difficile en relación a la cantidad de macrófagos, donde el 
porcentaje de células FITC positivas en la relación 1:1 corresponde al 24,45 %, en la relación 2:1 al 38,7 % y en la relación 5:1 al 
54,1%. 
Barras de escala: 10 μm 
B y D, Las barras representan la media ± SEM. B, prueba de Wilcoxon. D, prueba de Mann-Withney. 
C, Las flechas señalan C. difficile sin interaccionar con macrófagos. 
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En conjunto, estos resultados sugieren que C. difficile es internalizada por los macrófagos pero 

que SLAMF1 no promueve la interacción entre macrófagos y la cepa hipervirulenta de C. difficile 

y que no participaría en el proceso de internalización de la bacteria. 

 
La cepa endógena de C. difficile no induce la expresión de SLAMF1 en macrófagos 
humanos 
Recientemente, nuestro laboratorio de investigación ha puesto a punto un modelo de infección 

in vivo de C. difficile en ratones C57BL/6 para el estudio de respuestas inmunes durante la CDI. 

Curiosamente, hemos observado presencia de C. difficile luego de realizar disbiosis de la 

microbiota intestinal utilizando un coctel de antibióticos, previo a la infección con la cepa 

Fig. 4  Localización celular de la cepa NAP1/BI/027 de CC. difficile. ((A-DD) Macrófagos de dadores sanos se estimularon con C. difficile 
inactivada con calor acoplada a FITC (CD Calor FITC) por 24 horas. Se muestran micrografías tomadas con un objetivo 40X 
representativas de 3 experimentos independientes. Para la detección de CD14 ((A), EEA1 ((C), LAMP2 ((A y C) y SLAMF1 ((B) se utilizaron 
anticuerpos específicos de ratón anti-CD14, anti-EEA1, anti-LAMP2 o anti-SLAMF1 humano, seguido de anticuerpos secundarios 
anti-ratón conjugados a Alexa Fluor 647 (magenta para CD14, cyan para SLAMF1) o Alexa Fluor 546 (rojo para EEA1 y LAMP2). La 
detección de las moléculas se realizó después de la fijación y permeabilización de los macrófagos. DIC, contraste de interferencia 
diferencial. (D) Las barras representan la media ± SEM del porcentaje de células positivas para EEA1 o LAMP2. 
Barras de escala: 10 μm 
B, Las flechas señalan C. difficile interaccionando con macrófagos SLAMF1 positivos 
**, p < 0.01. D, prueba de Mann-Withney 
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NAP1/BI/027. La presencia de esta cepa de C. difficile fue confirmada en muestras de materia 

fecal por enzimoinmunoanálisis y ha demostrado ser toxigénica (FFig. 5A). También ha sido 

cultivada en agar sangre (FFig. 5B) y CHROMagar ™ para C. difficile (FFig. 5D) y teñida mediante 

coloración de Gram (FFig. 5C). Finalmente, para poder realizar los extractos de esta cepa endógena 

inactivados por calor y formol, las colonias a amplificar se seleccionaron a partir de placas de 

CHROMagar ™. Esta cepa está siendo actualmente secuenciada para realizar un análisis más 

profundo de las características patogénicas, sin embargo, estos ensayos demuestran que es una 

cepa endógena productora de toxinas.  

 

 

 

 

 

Ha sido descripto que la colonización del intestino con cepas endógenas de C. difficile resultaría 

protectiva frente a la infección causada por esta bacteria 239. Sin embargo, el rol de la respuesta 

inmune sobre los efectos protectivos ha sido poco abordado. Con este objetivo, decidimos 

evaluar la modulación de las respuestas macrofágicas por esta cepa aislada en nuestro 

laboratorio.  

Fig. 5  Obtención de la cepa endógena de CC. difficile. ((A) Enzimoinmunoanálisis (EIA) rápido para la detección simultanea de la enzima 
glutamato deshidrogenasa (GDH) conservada de C. difficile y los antígenos de la Toxina A y Toxina B en heces de ratones luego de 
la disbiosis. ((B) Crecimiento de C. difficile en placa de agar sangre. ((C) Tinción de Gram positiva a partir de una colonia de C. difficile 
luego del crecimiento en placa de agar sangre. Se pueden observar esporas típicas en posición sub-terminal.  (D) Crecimiento de C. 
difficile en placa de CHROMagar ™.  
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Al estimular macrófagos derivados de monocitos de dadores sanos con la cepa endógena de C. 

difficile (End) inactivada por calor o formol (End Calor o End Formol) por 24 horas, la expresión 

en superficie de SLAMF1 no presentó cambios respecto a macrófagos sin estimular (FFig. 6AA). 

Cantidades crecientes de C. difficile endógena tampoco indujeron la expresión de SLAMF1 (FFig. 

6B). A pesar de que End Calor muestra un mayor impacto sobre la expresión de SLAMF1 en la 

relación más alta C. difficile End:macró◌ٚfago, las diferencias no fueron significativas (FFig. 6B).  

También evaluamos si la expresión de CD163 sufría modificaciones en presencia de C. difficile 

endógena inactivada con calor o formol (End Calor o End Formol) luego de 24 horas (FFig. 6C-D). 

Los niveles de ésta molécula fueron menores al 3% en todos los casos cuando los macrófagos 

fueron estimulados con relación 1:1 de C. difficile End:macrófago (FFig. 6C) y no se modificaron en 

presencia de relaciones 2:1 y 5:1 (FFig. 6D). 

Además, comprobamos que el estímulo de los macrófagos con las relaciones 1:1, 2:1 y 5:1 C. 

difficile End:macrófago no produjo cambios en la viabilidad de las células luego de 24 horas, 

evaluado por citometría de flujo empleando el colorante FVD eFluor780 (FFig. 6E). 
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Fig. 6 EExpresión de SLAMF1 en macrófagos humanos estimulados con C. ddifficile eendógena. ((A-EE) Los monocitos CD14 positivos se 
obtuvieron a partir de sangre periférica de dadores sanos mediante selección magnética positiva. Después de la adherencia e 
incubación en medio completo durante 16-18 horas, los macrófagos se estimularon con relación 1:1 de la cepa endógena de C. 
difficile inactivada por calor o formol (End Calor o End Formol) durante 24 horas y ((A-B) la expresión de SLAMF1 se evaluó mediante 
citometría de flujo. (B) Se muestra el porcentaje de células SLAMF1 positivas estimuladas con relaciones 1:1, 2:1 y 5:1 de C. 
difficile:macrófagos relativizado a los macrófagos sin estimular (control). ((C-D) Niveles de CD163 expresado en superficie de 
macrófagos estimulados con relaciones 1:1 (C y D), 2:1 y 5:1 ((D) de C. difficile:macrófagos evaluados por citometría de flujo. (D) 
Histograma representativo de 3 experimentos independientes. (E) La viabilidad de los macrófagos se determinó empleando un 
colorante de viabilidad (FVD eFluor780) que marca irreversiblemente las células muertas. Se utilizaron células muertas por calor 
para los controles de compensación. En todos los casos, la viabilidad celular fue superior al 93%. 
1: 1, 10 μl de End Calor o End Formol/ 1 x 106 células (10 μl = 1 x 106 bacterias) 
20 μl de End Calor o End Formol / 1 x 106 células (20 μl = 2 x 106 bacterias) 
50 μl de End Calor o End Formol / 1 x 106 células (50 μl = 5 x 106 bacterias) 
(A-C) Las barras representan la media ± SEM. A y C, Prueba de suma de rangos de Wilcoxon. B, prueba de Friedman con prueba 
post hoc corregida de Dunn 
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Por lo tanto, la cepa endógena de C. difficile se comporta como la cepa NAP1/BI/027 en cuanto a 

la modulación de SLAMF1 y CD163 en superficie como así también en el impacto sobre la 

viabilidad de los macrófagos, considerando las relaciones de estimulación y tiempos utilizados en 

este trabajo.  

 

SLAMF1 no interactúa con la cepa endógena de C. difficile 
Con la hipótesis de que, a diferencia de la cepa NAP1/BI/027, la cepa endógena podría ser 

reconocida por SLAMF1, realizamos un ensayo de interacción bioquímica.  

Para esto, acoplamos C. difficile endógena inactivada por calor al isómero I de FITC (FFig. 2 A-B). 

Corroboramos la eficiencia de la tinción por citometría de flujo (FFig. 7A), observándose que más 

del 97% de las bacterias resultaron FITC positivas y, además, realizamos observación por 

microscopía de fluorescencia (FFig. 7B). 

Para evaluar la interacción directa de C. difficile endógena con SLAMF1, realizamos un ensayo de 

interacción bioquímica analizando por microscopia de fluorescencia. Primero, adherimos C. 

difficile endógena inactivada por calor acoplada a FITC (End Calor FITC) a portaobjetos recubiertos 

con poli-D-lisina. Luego, los portaobjetos se incubaron con extractos de proteínas totales 

provenientes de macrófagos derivados de monocitos. Se utilizó el mismo extracto proteico que 

en la FFig. 2, en los cuales se había evaluado la expresión de SLAMF1 y mostraron una expresión 

mayor al 40% (Fig. 2C). Finalmente, se realizó el tratamiento de crosslinking y SLAMF1 se detectó 

por microscopía de fluorescencia. Al analizar la superposición de micrografías observamos que 

no existe interacción entre C. difficile endógena inactivada por calor y SLAMF1 (FFig. 7C). Los 

controles de unión inespecífica del anticuerpo primario (anti-SLAMF1) y secundario corroboraron 

la especificidad del ensayo. 
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Estos resultados muestran que SLAMF1 tampoco interacciona con la cepa endógena de C. difficile 

aislada en nuestro laboratorio.  

 
SLAMF1 no induce la interacción de la cepa endógena de C. difficile y los macrófagos 
humanos 
Finalmente, evaluamos el rol de SLAMF1 sobre la modulación de la interacción entre macrófagos 

y la cepa endógena de C. difficile.  

Macrófagos derivados de monocitos de dadores sanos fueron cultivados en presencia o ausencia 

de un anticuerpo agonista para SLAMF1 (α-SLAMF1 (A12)) y estimulados con C. difficile endógena 

inactivada con calor acoplada a FITC (End Calor FITC) por 24 horas (FFig. 8A-D). El porcentaje de 

células interaccionando con C. difficile fue evaluado en primera instancia por citometría de flujo 

(FFig. 8A-B) y también por microscopia de fluorescencia (FFig. 8C-D). No observamos diferencias 

cuando la señalización de SLAMF1 fue activada con el anticuerpo agonista respecto de los 

macrófagos que no habían sido expuestos a α-SLAMF1 durante el cultivo (FFig. 8A-D). Es decir que 

los macrófagos derivados de monocitos humanos no modifican su capacidad de interaccionar con 

C. difficile endógena inactivada con calor cuando ocurren interacciones homofílicas SLAMF1-

SLAMF1. 

Fig. 7 IInteracción SLAMF1-CC. difficile eendógena. ((A-BB) C. difficile  endógena inactivada por calor (DO=1) fue acoplada a FITC en buffer 
carbonato por 2 horas, lavada y resuspendida en PBS 1X. La eficiencia de la tinción se evaluó por citometría de flujo (A) y por 
microscopia de fluorescencia con objetivo 20X ((B). (C) 10 μl (1 x 106 bacterias) de C. difficile endógena inactivada por calor acoplada 
a FITC (End Calor FITC) se adhirieron en portaobjetos pretratados con poli-D-lisina. Después del bloqueo, los portaobjetos se 
incubaron con extractos de proteínas totales provenientes de macrófagos derivados de monocitos que expresaban SLAMF1. El 
crosslinking se realizó con formaldehído, glicina y EGS y se utilizó un anticuerpo específico de ratón anti-SLAMF1 humano y un 
anticuerpo secundario anti-ratón Alexa Fluor 647 para la detección de SLAMF1. Los portaobjetos se montaron y analizaron usando 
un objetivo 40X de un microscopio de fluorescencia trinocular. Se muestran las imágenes individuales para cada canal de 
fluorescencia y la fusión (merge) de las mismas. Barra de escala: 100 μm  



 

141 
 

Al determinar la expresión de SLAMF1 en los macrófagos que estaban interaccionando con C. 

difficile, observamos niveles muy bajos de esta molécula por citometría de flujo (FFig. 8E). La 

mayoría de los macrófagos SLAMF1 positivos no estaban interactuando con la bacteria y la 

mayoría de las células interactuando con C. difficile endógena no expresaron SLAMF1 (FFig. 8E). 

Similarmente a lo evidenciado por la cepa NAP-1/BI/027, relaciones crecientes de End Calor FITC 

indujeron un incremento en la capacidad de los macrófagos de interaccionar con la bacteria (FFig. 

8F).  
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Finalmente estudiamos la localización celular de C. difficile endógena por microscopia de 

fluorescencia, utilizando CD14 como marcador de superficie y EEA1 y LAMP2 como marcadores 

endosomales tempranos y tardíos (FFig. 9). Pocas bacterias fueron detectadas en el espacio 

extracelular. En su mayoría se encontraron en células positivas para CD14 o LAMP2 (FFig. 9A). Al 

igual que lo mencionado para la cepa NAP1/BI/027, se requiere la evaluación de las células por 

microscopia confocal para confirmar la internalización de la bacteria. Sin embargo, estas 

observaciones nos permiten proponer que la cepa endógena de C. difficile también podría 

interactuar con los macrófagos humanos, siendo endocitada por algún mecanismo que no 

requiere la acción de SLAMF1. Confirmando los resultados obtenidos por citometría de flujo (FFig. 

8E), observamos por microscopía que la mayoría de las células positivas para SLAMF1 no 

Fig. 8  Rol de SLAMF1 en la interacción macrófagos--C. difficile eendógena.  (A--D) Macrófagos de dadores sanos se estimularon con C. 
difficile inactivada con calor acoplada a FITC (CD Calor FITC) por 24 horas en presencia o ausencia de un anticuerpo agonista α-
SLAMF1. Se muestra un gráfico de puntos representativo de 3 experimentos independientes ((A) y la cuantificación correspondiente 
a los porcentajes de células FITC positivas como medida de interacción entre los macrófagos y C. difficile en los gráficos de barras 
((B). (C) Micrografías representativas de 3 experimentos independientes tomadas con objetivo 20X y ((D) porcentaje de células 
interactuando con C. difficile evaluado por microscopía de fluorescencia. ((E) Grafico de puntos representativo del porcentaje de 
células positivas para FITC, positivas para SLAMF1 y dobles positivas. (F) Histograma representativo de macrófagos derivados de 
monocitos estimulados por 24 horas con cantidades crecientes de C. difficile endógena en relación a la cantidad de macrófagos, 
donde el porcentaje de células FITC positivas en la relación 1:1 corresponde al 23,15 %, en la relación 2:1 al 33,1 % y en la relación 
5:1 al 46,6%.  
Barras de escala: 10 μm 
B y D, Las barras representan la media ± SEM. B, prueba de Wilcoxon. D, prueba de Mann-Withney. 
C, Las flechas señalan C. difficile sin interaccionar con macrófagos. 
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contenían bacterias (FFig. 9B). Además, detectamos que C. difficile endógena también induce una 

mayor proporción de células que forman endosomas tardíos en comparación con endosomas 

tempranos a las 24 horas post estimulación (FFig. 9C-D). 
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Estos resultados demuestran que, al igual que lo observado con la cepa NAP-1/BI/027, SLAMF1 

no promueve la interacción entre macrófagos y la cepa endógena de C. difficile y no participaría 

en el proceso de internalización de la bacteria. 

 
Las cepas NAP1/BI/027 y endógena de C. difficile inducen la expresión de SLAMF1 en 
células CD14 positivas de dadores sanos y pacientes con CDI  
Los estudios en monocitos y macrófagos durante la infección por C. difficile (CDI) se han llevado 

a cabo mayormente en líneas celulares y modelos murinos. El conocimiento de las respuestas 

inducidas por estas células en pacientes con CDI permanece poco explorado. Es así que hemos 

comenzado con estudios preliminares en pacientes con CDI de centros de salud de nuestra 

región.  

Hasta el momento contamos con muestras de un número reducido de pacientes de los que 

hemos evaluado la expresión de SLAMF1 y CD163 en primera instancia. Para esto, células 

mononucleares de sangre periférica (CMSP), tanto de los pacientes como de dadores sanos, 

fueron obtenidas y estimuladas por 24 horas con la cepa NAP1/BI/027 y endógena de C. difficile. 

Para el análisis de los datos las células CD14 positivas (monocitos) fueron seleccionadas como se 

muestra en la FFig. 10.  

Al evaluar la expresión de SLAMF1 en la superficie de células CD14 positivas de dadores sanos 

luego de 24 horas de estímulo, observamos que la cepa NAP1/BI/027 de C. difficile inactivada por 

calor (CD Calor) fue capaz de inducir significativamente los niveles de SLAMF1 (FFig. 11A-B). Si bien 

se observan resultados similares para la cepa de C. difficile endógena, el número de muestras 

analizadas (N=2) no permite realizar un análisis estadístico de los datos. 

 

 

Fig. 9  Localización celular de la cepa endógena de CC. difficile. ((A-DD) Macrófagos de dadores sanos se estimularon con C. difficile 
endógena inactivada con calor acoplada a FITC (End Calor FITC) por 24 horas. Se muestran micrografías tomadas con un objetivo 
40X representativas de 3 experimentos independientes. Para la detección de CD14 ((A), EEA1 ((C), LAMP2 ((A y C) y SLAMF1 ((B) se 
utilizaron anticuerpos específicos de ratón anti-CD14, anti-EEA1, anti-LAMP2 o anti-SLAMF1 humano, seguido de anticuerpos 
secundarios anti-ratón conjugados a Alexa Fluor 647 (magenta para CD14, cyan para SLAMF1) o Alexa Fluor 546 (rojo para EEA1 y 
LAMP2). La detección de las moléculas se realizó luego de la fijación y permeabilización de los macrófagos. DIC, contraste de 
interferencia diferencial. (D) Las barras representan la media ± SEM del porcentaje de células positivas para EEA1 o LAMP2. 
Barras de escala: 10 μm 
B, Las flechas señalan C. difficile interaccionando con macrófagos SLAMF1 positivos 
**, p < 0.01. D, prueba de Mann-Withney 
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En el caso de las CMSP de dadores sanos estimuladas con la cepa NAP1/BI/027 de C. difficile 

también evaluamos la producción de TNF-α por citometría de flujo luego de 24 horas (FFig. 11C-

E). CD Calor indujo la producción de TNF-α de manera significativa (FFig. 11C) como así también el 

porcentaje de células TNF-α positivas que expresaban también SLAMF1 (FFig. 11D). Más aun, al 

analizar las células productoras de TNF-α, observamos que luego de la estimulación con CD Calor, 

la mayoría de las células expresaron SLAMF1 en su superficie (FFig. 11E). 

Finalmente estudiamos la expresión de CD163 y, aunque el número de muestras no permite 

realizar análisis estadísticos, los niveles de esta molécula en superficie fueron bajos 24 horas 

luego de la estimulación antigénica con CD Calor, CD Formol, End Calor y End Formol (menores 

al 2,5% en todos los casos) (FFig. 11F).  

Fig. 10 Estrategia de selección para análisis de citometría de flujo. Después de seleccionar la población de interés (SSC-A vs. 
FSC-A), las células se seleccionaron para excluir los dobletes mediante una estrategia de doble singuletes (FSC-A vs. FSC-H 
y SSC-A vs. SSC-H). Posteriormente, las células vivas vs. muertas se determinaron empleando un colorante de viabilidad 
(FVD eFluor780) que marca irreversiblemente las células muertas. Se utilizaron células muertas por calor para los controles 
de compensación. Las células muertas se excluyeron del análisis y la expresión de CD14 se evaluó en células FVD 
eFluor780neg (células vivas). 
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Al estudiar las CMSP de los pacientes con CDI, observamos expresión de SLAMF1 luego de la 

estimulación con C. difficile en las células CD14 positivas, sin embargo, los niveles de SLAMF1 

fueron diferentes en ambos pacientes (FFig. 12A). Las características más relevantes de los 

pacientes se muestran en la ttabla I, pudiendo destacarse que uno de los pacientes adquirió la CDI 

en el centro de salud del que provenía la muestra (paciente CDI intrahospitalario) y el otro resultó 

ser un caso adquirido en la comunidad (paciente CDI de la comunidad). La diferencia en la 

expresión de SLAMF1 podría deberse a esta característica ya que ambos mostraron modulación 

de SLAMF1 frente al estímulo con C. difficile. Mientras que el paciente CDI intrahospitalario 

mostró los mayores niveles de SLAMF1 frente a CD Calor con un porcentaje de aproximadamente 

18%, el paciente CDI de la comunidad mostró niveles superiores de SLAMF1 mayores al 53% en 

todas las condiciones de estímulo estudiadas (CD Calor, CD Formol, End Calor y End Formol). Por 

otro lado, la expresión de CD163 en el paciente CDI de la comunidad fue menor al 1% y no mostró 

modificaciones frente a C. difficile (FFig. 12B). 

Estos resultados muestran que la cepa NAP1/BI/027 de C. difficile regula positivamente la 

expresión de SLAMF1 y la producción de TNF-α mientras que parece no modular la expresión de 

CD163 en superficie de monocitos humanos provenientes de dadores sanos, lo que podría indicar 

la inducción de un perfil proinflamatorio. En los pacientes con CDI, la exposición de los monocitos 

a la bacteria induce los niveles de SLAMF1 y no modularía la expresión de CD163. 

 

 

 

 

Fig.  11  Expresión  de  SLAMF1  en  células  CD14  positivas  de  dadores  sanos. CMSP de dadores sanos fueron estimuladas en 
presencia/ausencia del C. difficile (NAP1/BI/027 o endógena) inactivada con calor (CD Calor o End Calor) o Formol (CD 
Formol o End Formol) por 24 horas. La expresión de SLAMF1 (AA-B, D-E), TNF-α (CC-E) y CD163 (FF) en células CD14 positivas 
(monocitos) fue determinada por citometría de flujo. (AA) Expresión de SLAMF1. (BB) Gráfico de puntos representativo de 
células estimuladas con ambas cepas de C. difficile. (CC) Producción de TNF-α. (DD) Coexpresión de SLAMF1 y TNF-α. (EE) 
Células positivas para SLAMF1 y TNF-α (SLAMF1+TNF-α+) y células positivas sólo para TNF-α (SLAMF1-TNF-α+) (FF) Expresión 
de CD163. 

Las barras representan la media  SEM *, P <0,05. A y C-E, Prueba de Friedman con prueba post hoc corregida de Dunn 
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Las cepas NAP1/BI/027 y endógena de C. difficile interaccionan con células CD14 positivas 
de dadores sanos y pacientes con CDI 
Por último, evaluamos la capacidad de los monocitos ´provenientes de dadores sanos y pacientes 

con CDI de interaccionar con las cepas NAP1/BI/027 y endógena de C. difficile. Con este fin, las 

CMSP de los dadores sanos y del paciente CDI de la comunidad fueron incubadas por 24 horas 

con las cepas NAP1/BI/027 y endógena de C. difficile inactivadas por calor y acopladas a FITC (CD 

Calor FITC o End Calor FITC) para ser evaluadas por citometría de flujo.  

Las células CD14 positivas (monocitos) de los dadores sanos mostraron una gran capacidad de 

interactuar con C. difficile, tanto con la cepa endógena como con la cepa hipervirulenta (FFig. 13A--

Fig.  12  Expresión  de  SLAMF1  en  células  CD14  positivas  de  pacientes  con  CDI. CMSP de dos pacientes con CDI fueron 
estimuladas en presencia/ausencia del C. difficile (NAP1/BI/027 o endógena) inactivada con calor (CD Calor o End Calor) o 
Formol (CD Formol o End Formol) por 24 horas. La expresión de SLAMF1 (AA) y de CD163 (BB) en células CD14 positivas 
(monocitos) fue determinada por citometría de flujo. (AA) Expresión de SLAMF1. (BB) Histograma correspondiente al paciente 
CDI de la comunidad estimulado con ambas cepas de C. difficile 
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BB), observándose aproximadamente un 80% de monocitos interactuando con la bacteria. 

Además, al evaluar la expresión de SLAMF1, detectamos que alrededor de un 45% de los 

monocitos que interactuaron con C. difficile expresaron SLAMF1 y que el 80% de las células 

SLAMF1 positivas estaban interactuando con ambas cepas bacterianas (FFig. 13C).  

 

 
 

 
 
 
 

Fig.  13  Interacción  de  células  CD14  positivas  de  dadores  sanos  con  C.  difficile. CMSP de dadores sanos fueron estimuladas 
en presencia/ausencia del C. difficile (NAP1/BI/027 o endógena) inactivada con calor y acoplada a FITC (CD Calor FITC o 
End Calor FITC) por 24 horas. (AA) Gráfico de puntos representativo de 4 experimentos independientes que muestra el 
porcentaje de monocitos interactuando con la cepa NAP1/BI/027 o endógena de C. difficile. (BB) Media  SEM del porcentaje 
de células interactuando con C. difficile. (CC) Gráfico de puntos representativo de 4 experimentos independientes que 
muestra el porcentaje de células SLAMF1 positivas, FITC positivas (interaccionando con la bacteria) y dobles positivas.  

B, Prueba de suma de rangos de Wilcoxon.  
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Al evaluar los monocitos del paciente CDI de la comunidad pudimos observar que también poseen 

una gran capacidad para interaccionar con C. difficile, tanto con la cepa NAP1/BI/027 como con 

la cepa endógena (FFig. 14A). Al estudiar la expresión de SLAMF1, detectamos que más de la mitad 

de los monocitos que interaccionaron con ambas cepas resultaron SLAMF1 positivos (FFig. 14B). 

Más aun, casi la totalidad de las células que expresaron SLAMF1 se encontraban interaccionando 

con C. difficile (FFig. 14B)  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
Estos resultados, aunque preliminares, sugieren que los monocitos de dadores sanos y pacientes 

con CDI poseen gran capacidad de interactuar con la cepa hipervirulenta NAP1/BI/027 de C. 

Fig.  14  Interacción  de  células  CD14  positivas  de  un  paciente  con  CDI  con  C.  difficile. CMSP de un paciente con CDI adquirida 
en la comunidad fueron estimuladas en presencia/ausencia del C. difficile (NAP1/BI/027 o endógena) inactivada con calor 
y acoplada a FITC (CD Calor FITC o End Calor FITC) por 24 horas. (AA) Gráfico de densidad que muestra el porcentaje de 
monocitos interactuando con la cepa NAP1/BI/027 o endógena de C. difficile. (BB) Gráfico de densidad que muestra el 
porcentaje de células SLAMF1 positivas, FITC positivas (interaccionando con la bacteria) y dobles positivas.  
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difficile y con la cepa endógena aislada en nuestro laboratorio. Además, un gran porcentaje de 

estas células expresan SLAMF1, lo que supone un rol de SLAMF1 en los monocitos frente a la CDI.  

 

 

TTomados en conjunto, los resultados de este capítulo muestran que la expresión de SLAMF1 es 

modulada por C. difficile de manera diferencial en los monocitos y macrófagos. Mientras que en los 

macrófagos ni la cepa hipervirulenta NAP1/BI/027 ni la cepa endógena inducen la expresión de 

SLAMF1, en los monocitos hemos encontrado altos niveles de expresión en superficie. Además, los 

monocitos mostraron una capacidad superior de interactuar con C. difficile y la mayoría de los 

monocitos que interactuaron con la bacteria expresaban SLAMF1, a diferencia de los macrófagos 

que resultaron SLAMF1 negativos casi en su totalidad. Las interacciones homofílicas SLAMF1-

SLAMF1 no indujeron la interacción entre los macrófagos y C. difficile. Por último, encontramos 

bacterias en macrófagos CD14 y LAMP2 positivos. Aunque todavía se requieren más estudios, estos 

resultados sugieren que SLAMF1 no actúa como sensor microbiológico de C. difficile en macrófagos 

pero que, si podría tener un potencial rol en monocitos y que, tanto la cepa hipervirulenta como la 

endógena, disparan respuestas similares en los monocitos y macrófagos humanos.  
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Discusión 
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Clostridioides difficile, un bacilo anaeróbico Gram positivo y formador de esporas, es la causa 

bacteriana más común de diarrea identificable en pacientes hospitalizados asociada al uso de 

antibióticos. Sin embargo, en los últimos años, la aparición de casos de origen comunitario 164,165 

ha despertado la preocupación de especialistas de la medicina y la infectología a nivel mundial. 

Además, crecientes reportes muestran la presencia de C. difficile en animales domésticos, de 

granja e incluso osos polares, que pueden dar lugar a la enfermedad zoonótica y a nuevas rutas 

de contagio 165,166. La transmisión de C. difficile ocurre típicamente por la vía fecal-oral, pero 

también puede tener lugar a partir de superficies, objetos u alimentos contaminados 155; incluso 

el contagio vía secreciones naso-bucales ha sido recientemente sugerido 186. Los cambios en la 

epidemiologia de la infección por C. difficile (CDI) y la aparición de nuevas cepas hipervirulentas 

convierten a la CDI en un grave y emergente problema sanitario. Desde el inicio de la pandemia 

por COVID-19, se estima que aproximadamente el 72% de los pacientes de COVID-19 fueron 

tratados con antibióticos de amplio espectro para prevenir coinfecciones bacterianas, los que a 

su vez se asocian fuertemente a la CDI. Por lo tanto, se espera que el número de infecciones por 

C difficile, en particular las recurrencias, aumente con el tiempo. Más aun, ambas infecciones 

presentan manifestaciones clínicas similares, lo que puede llevar a un diagnóstico ineficiente o 

erróneo provocando retrasos en el tratamiento adecuado y subestimación de los casos de CDI 
240. 

C. difficile puede colonizar e inducir enfermedad del colon que se caracteriza por la infiltración de 

células inflamatorias en la mucosa. La colitis pseudomembranosa es una forma grave de la CDI, 

pero las manifestaciones clínicas son variadas, desde una enfermedad asintomática hasta sepsis, 

shock séptico y muerte. C. difficile secreta las toxinas A y B que han demostrado ser las principales 

responsables del daño en el intestino 179. La mayoría de los estudios se centran en el rol de las 

toxinas utilizando incluso modelos de intoxicación y no de infección. Sin embargo, C. difficile 

posee otros componentes que podrían tener un papel importante en la inducción de respuestas 

inmunes, como las SLPs (proteínas de la capa superficial) que son antígenos inmunodominantes. 

En este trabajo de tesis doctoral exploramos el rol de monocitos y macrófagos humanos 

expuestos a dos cepas de C. difficile inactivadas por tratamiento físico con temperatura o químico 

con formol. 

El microbioma tiene un papel muy importante en la salud humana. Los cambios en la composición 

de la microbiota pueden conferir resistencia o promover la infección por bacterias patógenas 

como C. difficile. Los antibióticos tienen un profundo impacto sobre la microbiota, alterando el 

estado de equilibrio y pudiendo conducir a la expansión de poblaciones patógenas, que 



 

154 
 

aprovechan nutrientes y señales del entorno para promover su propio crecimiento y virulencia. 

El sistema inmune y la microflora están en constante y estrecho contacto, regulándose 

mutuamente. La mucosa intestinal es un entorno particularmente dinámico en el que el 

hospedador interactúa constantemente con billones de microorganismos comensales e 

interactúa periódicamente con patógenos de diversa naturaleza. Además, tanto la microbiota 

intestinal como el sistema inmunológico están íntimamente relacionados con otros procesos 

fisiológicos como el metabolismo y los cambios epigenéticos 241. La interacción entre el sistema 

inmunológico intestinal, la barrera epitelial y las bacterias que residen dentro, es fundamental 

para mantener una homeostasis saludable en el intestino y así, ante un proceso patológico, 

determinar la resolución hacia salud o enfermedad 194. Comprender las interacciones entre la 

microbiota, las respuestas inmunes del hospedador y las bacterias patógenas permitirá 

establecer nuevas estrategias frente a enfermedades infecciosas, ya sea manipulando la 

microflora, el sistema inmune o las relaciones entre ellos. 

Si bien existen diversos estudios acerca de la patogénesis de C. difficile, conocemos poco sobre la 

eliminación de este patógeno. Comprender cómo el sistema inmunológico elimina la infección 

causada por C. difficile podría ofrecer información importante para nuevas estrategias de 

tratamiento. Muchas cepas de la bacteria no se eliminan eficazmente del intestino y cuando esto 

ocurre, los pacientes pueden ser susceptibles a infecciones recurrentes o pueden desarrollar 

formas más graves de la enfermedad. Aún quedan importantes interrogantes en nuestra 

comprensión sobre los procesos inmunes y las células inmunológicas que intervienen durante el 

curso de la CDI. Con este trabajo pretendemos lograr un mayor grado de conocimiento de las 

funciones de los macrófagos y el rol de la Molécula Linfocitaria Activadora de Señales (SLAMF1) 

en las respuestas frente a C. difficile. 

La mucosa intestinal tiene la particularidad de recibir continuamente monocitos de circulación 

que arriban para mantener la población de macrófagos residentes intestinales 242. El 

reclutamiento de monocitos se asocia a menudo con el desarrollo de inflamación y daño epitelial 

en las mucosas. Las células derivadas de monocitos son mediadores claves durante las respuestas 

inflamatorias en el tracto gastrointestinal. Los macrófagos intestinales son esenciales para la 

homeostasis local y para mantener el equilibrio entre la microbiota comensal y el hospedador. 

Sin embargo, también juegan un papel esencial en la inflamación e inmunidad protectora frente 

a microorganismos patogénicos.  

Varios reportes describen el rol de las toxinas o de las SLPs de C. difficile en las respuestas 

macrofágicas. Claude Siffert y col. mostraron que la toxina B no afecta la viabilidad de los fagocitos 
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mononucleares humanos ni ejerce un efecto lítico significativo 243. En cambio, si puede alterar la 

morfología de los monocitos y más pronunciadamente de los macrófagos. También afecta la 

función fagocítica de estos últimos ya que se observó un menor porcentaje de macrófagos 

capaces de fagocitar levaduras, así como también una reducción en la cantidad de levaduras 

fagocitadas cuando habían sido tratados con la toxina B de la cepa 79685 (altamente toxigénica) 

de C. difficile durante toda una noche 243. También se ha propuesto que la IL-8 liberada por 

macrófagos expuestos a las toxinas de C. difficile en la lámina propia podría crear un gradiente 

quimiotáctico induciendo la migración de neutrófilos al sitio de infección en la mucosa 

provocando la inflamación típicamente observada durante la colitis 224. Por otro lado, ha sido 

observado que la toxina A de la cepa VPI 10463 de C. difficile induce la pérdida de viabilidad de 

células aisladas de lámina propia humana, con una pérdida temprana de macrófagos CD68+ 

(dentro de las 72 horas), lo cual podría inhibir el sistema inmune de la mucosa colónica in vivo y 

provocar una forma grave de la enfermedad 227. Es importante tener en cuenta que las muestras 

de tejido intestinal fueron obtenidas de pacientes con carcinoma. En línea con estos resultados, 

un trabajo más reciente muestra que la toxina A de la cepa VPI 10463 de C. difficile induce una 

rápida pérdida (dentro de las 24 horas) de monocitos provenientes de sangre periférica y células 

THP-1 por procesos apoptóticos y necróticos 226. 

El rol del inflamasoma en los macrófagos ha sido caracterizado durante la CDI. Las toxinas A y B 

de la cepa hipervirulenta NAP1/027 de C. difficile desencadenan la liberación de IL-1β mediante 

la activación de la proteína adaptadora del inflamasoma ASC, una respuesta que contribuye a la 

inflamación y daño generados por las toxinas in vivo 244. Estos estudios fueron realizados 

utilizando la línea celular macrofágica THP-1 diferenciadas con PMA y con ratones deficientes 

para diferentes componentes del inflamasoma, pero sin generar un modelo in vivo de infección, 

sino inyectando las toxinas luego de realizar cirugía del íleon. Reportes posteriores confirman el 

rol de inflamasoma en la CDI. Macrófagos murinos peritoneales infectados in vitro con C. difficile 

viva o muerta por calor inducen pro-IL-1β, pero solo la bacteria viva puede activar el inflamasoma 

y la producción de IL-1β madura 230. Esta inducción es más eficiente en las cepas toxigénicas (VPI 

10463 y NAP1/BI/027) que en las no toxigénicas 230. Los autores también muestran que la 

producción de pro-IL-1β inducida por C. difficile es completamente dependiente de MyD88 y 

parcialmente dependiente de TLR2 y proponen que las células sufren piroptosis liberando SLPs al 

medio extracelular 230. Además, obtuvieron el colon de ratones infectados in vivo luego de 2 días 

y encontraron producción de IL-1β y activación de caspasa 1, indicando activación del 

inflamasoma. Por último, aunque los estudios realizados en el trabajo no lo demuestran 
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directamente, los autores proponen que la fagocitosis de la bacteria o de sus toxinas debe ocurrir 

para disparar estos mecanismos 230. 

Las SLPs de C. difficile aislada de un paciente (HPA UK ref. R13537, cepa frecuentemente 

encontrada en pacientes) inducen la secreción de citoquinas y quemoquinas proinflamatorias (IL-

1β, IL-6, TNF- , IL-12p40, MIP-1a, MIP-2 y MCP), regulan positivamente la expresión de 

marcadores de activación de superficie (TLR2, TLR4, CD14, CD40, CD80 y CMH II) favorecen la 

migración en respuesta a IL-2 y GM-CSF e inducen la fagocitosis de micropartículas de látex en la 

línea celular macrofágica murina J774A.1 245. Más aun, fue observado que varias de estas 

funciones están reguladas por una vía de señalización que involucra a p38 245. El rol de las SLPs 

así como también el rol de las proteínas de shock término HSP42 y HSP60 y los flagelos obtenidos 

de 5 cepas diferentes de C. difficile (el ribotipo hipervirulento 027, ribotipos 001 y 106 y las cepas 

de referencia VPI 10463 y 630) ha sido abordado en la línea celular humana THP-1 activada con 

PMA. Todos los estímulos derivaron en una respuesta proinflamatoria caracterizada por la 

producción de TNF- , ΙL-1β, IL-6, IL-8 e IL-12p70 178. En algunos casos se observó una relación 

negativa dosis-respuesta sugiriendo, por un lado, que pequeñas cantidades de antígenos de C. 

difficile podrían disparar respuestas inmunes y, por otro lado, que cantidades altas de ciertos 

estímulos podrían resultar citotóxicas 178.  

La mayoría de los estudios se han enfocado en comprender el rol de las cepas toxigénicas y las 

toxinas de C. difficile en la respuesta inmune innata considerando que los componentes 

toxigénicos son los mayores responsables del daño histopatológico observado durante la CDI. 

Más aún como se describe en los párrafos anteriores, la mayoría de los estudios se centran en la 

caracterización de la respuesta pro-inflamatoria por parte de los macrófagos; mientras que la 

función fagocítica y microbicida ha sido pobremente explorada. Los objetivos de este trabajo de 

tesis doctoral se centran en evaluar las respuestas macrofágicas frente a C. difficile inactivada por 

calor y formol, sin aislar individualmente componentes bacterianos para los ensayos in vitro.  

Como fue mencionado previamente, SLAMF1 se expresa y modula funciones en macrófagos 
59,67,69 y su expresión en contextos inflamatorios crónicos no es siempre constante 80. En el 

contexto intestinal, se han detectado numerosos monocitos y macrófagos SLAMF1+ en el 

intestino inflamado de pacientes con enfermedad de Crohn 80. Se ha demostrado también que 

SLAMF1 contribuye al desarrollo de colitis en ratones y parece regular indirectamente el 

reclutamiento de monocitos y macrófagos en tejidos intestinales inflamados 139. Si bien el rol de 

SLAMF1 en las funciones macrofágicas ha sido abordado previamente, la mayoría de los trabajos 

han evaluado infecciones causadas por bacterias Gram negativas en modelos murinos 67,73,104; 
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solamente Berger y col. han estudiado el rol de SLAMF1 como sensor microbiológico de S. aureus 
67. Los autores observaron que las funciones fagosomales no fueron moduladas por SLAMF1 en 

células que contenían esta bacteria 67. Sin embargo, la expresión de SLAMF1 en la superficie 

celular de monocitos mostró un aumento cuando estas células fueron estimuladas con antígenos 

de S. aureus 79 y, la inducción de SLAMF1, fue dependiente de la MAPK p38 79.  

Hasta este momento, la función de SLAMF1 frente a C. difficile en las respuestas macrofágicas y 

monocíticas no había sido evaluada. En este trabajo de tesis doctoral hemos comenzado con la 

caracterización de esta molécula en respuesta a diferentes cepas de C. difficile en macrófagos y 

monocitos humanos. Nuestros resultados han mostrado que la estimulación de macrófagos 

derivados de monocitos de dadores sanos con C. difficile no modula la expresión de SLAMF1 en 

la superficie celular. La cepa hipervirulenta NAP-1/BI/027 C. difficile inactivada por tratamiento 

con calor o formol no fue capaz de inducir los niveles de SLAMF1, incluso en las cantidades más 

elevadas utilizadas de la bacteria (relación C. difficile:macrófagos 5:1).  

En este trabajo también utilizamos como estímulo una cepa endógena de C. difficile (End) aislada 

de nuestros animales de laboratorio luego de generada la disbiosis intestinal con un coctel de 

antibióticos típicamente utilizado en modelos murinos de CDI. Algunos estudios han propuesto 

que la pre-colonización con cepas no toxigénicas o menos virulentas de C. difficile protege frente 

a la infección con C. difficile patogénica 246,247. Los primeros reportes en la década de 1980 han 

demostrado que ratones y hámsteres colonizados por cepas no toxigénicas de C. difficile 

mostraron una mayor resistencia y una mayor sobrevida cuando fueron desafiados con C. difficile 

toxigénica 248–250 e incluso hipervirulenta 251. Particularmente, Borriello y Barclay demostraron 

que este efecto era específico para C. difficile y que la protección era conferida por bacterias vivas 

(C. difficile muerta por calor no inducia protección) 249. Interesantemente, en un ensayo clínico se 

observó que el pretratamiento con C. difficile no toxigénica fue seguro y eficaz para prevenir la 

CDI en pacientes durante el primer episodio o la primera recurrencia de CDI 252. Por otro lado, 

también se han caracterizado cepas endógenas productoras de toxinas que pueden conferir 

protección frente a episodios de CDI. Etienne-Mesmin y col. identificaron en sus ratones una cepa 

de C. difficile, LEM1, que compartía el 95% del genoma con la cepa VPI 10463 (toxigénica, no 

hipervirulenta), incluidos los genes de virulencia. Estos ratones habían sido testeados para la 

presencia de C. difficile previo a la realización de los experimentos y habían resultado negativos. 

Pero luego del tratamiento con antibióticos, previo a la infección, los ratones mostraban 

presencia de la bacteria. La administración de LEM1 antes o poco después de la inoculación con 

la cepa VPI 10463 evitó la muerte inducida en ratones por C. difficile 239. Se ha propuesto que las 
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cepas no toxigénicas utilizadas para la pre-colonización o las cepas de C. difficile endógenas 

competirían por nutrientes específicos o nichos ecológicos con las cepas de C. difficile mas 

patogénicas. Recientemente ha sido demostrado que la reducción del aminoácido glicina en el 

intestino por parte de una cepa menos virulenta de C. difficile (630) es suficiente para disminuir 

la germinación y limitar la colonización de una segunda cepa altamente virulenta (VPI 10463). Los 

autores proponen que la inmunidad adaptativa no sería la responsable de mediar protección ya 

que ratones deficientes para Rag (carentes de respuesta T y B) no presentaron cambios en el 

score histopatológico del colon 253.  

Sin embargo, no se ha demostrado si las cepas que confieren protección pueden modular 

directamente la respuesta inmune induciendo mecanismos responsables de los efectos 

protectivos. La cepa endógena de C. difficile aislada en nuestro laboratorio, que fue utilizada en 

este capítulo, está siendo actualmente secuenciada y comparada con la cepa NAP1/BI/027. La 

cepa endógena ha demostrado ser productora de toxinas mediante la prueba rápida TECHLAB® 

C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®. Este enzimoinmunoensayo detecta simultáneamente el antígeno 

glutamato deshidrogenasa de C. difficile (una enzima muy conservada en la especie, tanto en las 

cepas toxigénicas como en las no toxigénicas; codificada en el gen gluD, el cual se encuentra fuera 

del PaLoc 254) y las toxinas A y B (en un mismo pocillo de reacción) a partir de muestras de materia 

fecal. También mostró las características típicas de las colonias de C. difficile (colonias de color 

gris-blanco con un aspecto de vidrio molido y un borde ligeramente filamentoso, con olor 

característico “similar al establo”, causado por la acumulación de p-cresol) y la capacidad de 

fluorescer ante luz UV en placas de CHROMagar C. difficile™. Con el fin de determinar si esta cepa 

impacta de manera diferencial en los macrófagos y monocitos, decidimos incluirla en nuestros 

estudios. Observamos que C. difficile endógena inactivada por calor y formol en todas las 

relaciones utilizadas no fue capaz de inducir la expresión de SLAMF1 en macrófagos a las 24 horas, 

comportándose, en este sentido, como la cepa NAP1/BI/027 patogénica. 

Además de la expresión de SLAMF1 en la superficie de los macrófagos, evaluamos los niveles 

proteicos de CD163 por citometría de flujo. El receptor transmembrana scavenger CD163 ha sido 

ampliamente asociado a perfiles antiinflamatorios de macrófagos y, además, es un receptor 

especifico del linaje monocítico-macrofágico conservado entre macrófagos humanos y murinos 
236. Está involucrado en el clearance de los complejos hemoglobina-haptoglobina y en la 

regulación de los procesos inflamatorios 236. La activación tanto de los monocitos como de los 

macrófagos tisulares conduce a la liberación de CD163 como un factor soluble (sCD163); por lo 

tanto, sCD163 ha sido utilizado como un marcador específico de activación de monocitos y 
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macrófagos en circulación 236. Se ha reportado una relación inversa entre la expresión de CD163 

en la superficie de monocitos humanos y los niveles de sCD163 en sangre humana, sugiriendo 

que sCD163 en plasma deriva de los monocitos circulantes. Además, este equilibrio estaría 

impulsado por el estado funcional de los monocitos y no por cambios numéricos en las células 

circulantes 255. La mayoría de los macrófagos residentes del colon del ratón en estado de reposo 

expresan niveles altos de CX3CR1 y CMH II, son ávidamente fagocíticos, pero son resistentes a la 

estimulación de los TLRs, producen IL-10 constitutivamente y expresan CD163 y CD206. La 

mayoría de los monocitos y macrófagos humanos de la mucosa ileal expresan bajos niveles de 

CD14, consistente con el fenotipo de macrófagos residentes, y también expresan CMH II, CD209 

y / o CD163 256. En la enfermedad de Crohn e IBD ha sido descripto un aumento de la expresión 

de CD163 en los macrófagos de la mucosa colónica inflamada y de sCD163 236–238. 

Particularmente, un estudio propone que los macrófagos CD163+, al encontrarse 

abundantemente en las áreas inflamadas del intestino de los pacientes, podrían participar en la 

amplificación y perpetuación de la inflamación de la mucosa en curso de la IBD 238. 

En nuestro trabajo, los niveles de CD163 estudiados por citometría de flujo fueron muy bajos en 

macrófagos derivados de monocitos de dadores sanos estimulados con C. difficile. El estímulo in 

vitro con CD Calor y CD Formol, aun en cantidades crecientes de bacteria en relación a la cantidad 

de macrófagos, no indujo aumentos en la expresión de CD163 en la membrana celular. Por lo 

tanto, los monocitos que podrían migrar desde la periferia hacia la mucosa intestinal y 

diferenciarse a macrófagos durante la CDI no presentarían este marcador característico de un 

fenotipo alternativo. Cuando estimulamos las células con C. difficile endógena tampoco 

observamos diferencias en la expresión de CD163 y el porcentaje de macrófagos que expresaron 

este receptor también fue muy bajo. Es decir que si C. difficile endógena produce una respuesta 

diferencial en los macrófagos no sería a través de la regulación de esta molécula. Sería interesante 

evaluar la presencia de macrófagos CD163+ en la mucosa intestinal en el modelo in vivo murino 

que contamos en nuestro laboratorio, así como también su localización específica y su asociación 

a la histopatología observada. También abordar los niveles de sCD163 en los pacientes con CDI 

como marcador de activación del linaje monocítico/macrofágico en esta infección. Teniendo en 

cuanta nuestros resultados y los reportes previos en otros contextos inflamatorios intestinales, 

es posible que CD163 pueda tener un papel dual en el control de las respuestas inmunes, 

dependiendo del microambiente en el que se encuentran las células, de la localización tisular y 

de la etiología del proceso inflamatorio. 
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Al estudiar la interacción de SLAMF1 con C. difficile mediante enfoques bioquímicos observamos 

tanto por citometría de flujo como por microscopía de fluorescencia que SLAMF1 no es capaz de 

reconocer a C. difficile en los macrófagos. La cepa NAP1/BI/027 C. difficile inactivada por calor o 

formol y la cepa endógena inactivada por calor no mostraron interacción directa con SLAMF1. En 

este sentido, nuestros resultados concuerdan con lo observado previamente por Berger y col. 67. 

Si bien se ha demostrado que SLAMF1 puede sensar diferentes microorganismos, que incluyen 

virus 70,71, parásitos 69 y bacterias Gram negativas 67,72,73, no se ha encontrado interacción con 

bacterias Gram positivas. Incluso otro miembro de la familia de SLAM, SLAMF6, también puede 

reconocer bacterias Gram negativas 72 y se ha propuesto que los aminoácidos en el ectodominio 

de SLAMF1 y SLAMF6 que interactúan con estructuras en la pared celular externa de las bacterias 

Gram negativas son diferentes de los residuos amoniacídicos necesarios para la formación de los 

homodímeros SLAM-SLAM 72. Por lo tanto, de acuerdo a lo reportado anteriormente y a 

diferencia de lo encontrado en el primer capítulo con M. tuberculosis, SLAMF1 no reconoce 

directamente a C. difficile, reforzando estudios previos que demuestran que SLAMF1 no 

reconocería bacterias Gram positivas. 

En este capítulo también expandimos los estudios de SLAMF1 como molécula coestimulatoria 

capaz de modular la interacción entre los macrófagos y bacterias que encontramos en el primer 

capítulo de esta tesis. A diferencia de lo observado con M. tuberculosis, pero en concordancia 

con Wang y col. y Berger y col. que no encontraron diferencias mediadas por SLAMF1 en la 

fagocitosis de E. coli 66 y S. aureus 67 respectivamente, la interacción macrófagos- C. difficile no se 

vio afectada por SLAMF1. Utilizando un anticuerpo agonista de SLAMF1 para simular las 

interacciones homofílicas de este receptor, evaluamos por citometría de flujo y microscopía de 

florescencia la interacción de los macrófagos con las cepas NAP1/BI/027 y endógena de C. difficile. 

La presencia del anticuerpo en el cultivo celular no modificó el porcentaje de macrófagos que 

fueron capaces de interaccionar con las cepas de C. difficile inactivadas por calor. Más aun, un 

número muy bajo de células SLAMF1 positivas interactuaron con C. difficile, observado tanto por 

citometría de flujo como por microscopía de fluorescencia. Por otro lado, detectamos mayor 

interacción C. difficile-macrófagos al utilizar mayores cantidades de bacteria. Por lo tanto, 

SLAMF1 no tendría un rol coestimulatorio sobre la capacidad de los macrófagos de interactuar 

con C. difficile en la CDI. 

Como fue mencionado, algunos autores han propuesto que C. difficile o sus componentes deben 

ser endocitados para disparar ciertos mecanismos que requieren el reconocimiento intracelular 

de la bacteria 230. En este sentido, Solomon y col. demostraron que la toxina A es capaz de unirse 
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a los monocitos en mayor medida que a los linfocitos mediante citometría de flujo, luego de 

incubar las células con la toxina por 30 minutos a 4°C 226. En un estudio posterior demostraron 

que la toxina A interacciona con los monocitos y es internalizada, con una muerte subsecuente 

de estas células 232. También interacciona con neutrófilos pero permanece en la superficie de los 

mismos y se asocia muy débilmente a linfocitos obtenidos de dadores sanos 232. Esto sugiere que, 

en el contexto fisiológico de la CDI, las células que migren al sitio de infección podrían estar 

interactuando de manera diferencial con las toxinas y otras moléculas bacterianas.  

Se ha demostrado además que la línea celular macrofágica murina Raw 264.7 puede unirse y 

fagocitar esporas de C. difficile, evitando que éstas germinen al mantenerlas aisladas de 

mediadores que favorecen el proceso germinativo (como taurocolato, glicina y otros 

aminoácidos) 231. Como mencionamos previamente, C. difficile sufre esporulación y libera las 

esporas en el ambiente colónico. Las elevadas tasas de recurrencia de la CDI sugieren que las 

esporas de C. difficile pueden persistir en el colon del hospedador. En este trabajo observaron 

que, si bien los macrófagos murinos son capaces de fagocitar las esporas, éstas permanecen 

dormidas pero vivas y pueden generar toxicidad celular 257. Recientemente ha sido demostrado 

que tanto la toxina A completa como fragmentos de la misma provenientes de la cepa VPI 10463 

de C. difficile remodelan las membranas, permitiendo su acceso a los endosomas y que los 

fragmentos de TcdA se unen al ADN y lo organizan para activar a TLR9 en la línea celular de 

epitelio colónico HT29 233. Sin embargo, la localización endosomal de la toxina no fue demostrada. 

Estos antecedentes muestran la interacción e internalización de las toxinas y esporas de C. 

difficile, sin embargo, la endocitosis de la bacteria no ha sido demostrada ni abordada 

previamente. Más aun, los receptores de superficie específicos que intervendrían en el 

reconocimiento de C. difficile o sus componentes no han sido descriptos. Con el objetivo de 

estudiar la endocitosis de C. difficile y comprender su localización celular, estimulamos 

macrófagos derivados de monocitos con C. difficile (NAP1/BI/027 y endógena) acoplada a FITC y, 

conjuntamente, detectamos distintas moléculas de superficie y endosomales mediante 

microscopia de fluorescencia. Observamos que las bacterias estaban presentes conjuntamente 

tanto con CD14, marcador de superficie celular, como con LAMP2, marcador de endosoma tardío 

o lisosoma. Aunque requerimos de otras herramientas de la microscopia como la confocalidad, 

la evaluación de ejes ortogonales o la composición de Z-stacks para confirmar la internalización 

de la bacteria (o sus partes), estos resultados sugieren que ambas cepas de C. difficile podrían 

ingresar al interior celular de los macrófagos. Además, la exposición de los macrófagos a C. difficile 

indujo una mayor expresión de LAMP2 en el interior de las células en comparación a la expresión 

de EEA1 (endosoma temprano). Este resultado podría implicar la formación de endosomas 
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tardíos que se fusionarían con lisosomas para poder degradar el material endocitado, pero 

también podría indicar la presencia de autofagia. LAMP2 posee funciones alternativas, y es un 

regulador de la maduración tanto del fagosoma como del autofagosomas 258. Varios estudios 

recientes muestran que los procesos madurativos de estos compartimentos están conectados 258. 

La autofagia puede tener un rol beneficial contribuyendo a la eliminación de patógenos mediante 

la inducción de la maduración del fagosoma o puede permitir el establecimiento de una infección 

persistente en macrófagos al secuestrar en los autofagosomas a los fagosomas que contienen 

bacterias 258. El primer caso ocurre típicamente frente a M. tuberculosis mediante el 

reclutamiento de la proteína autofágica LC3 hacia los fagosomas promoviendo su maduración 258. 

Un ejemplo del segundo caso lo constituye Lesiteria monocytogenes, una bacteria Gram positiva 
258. Por lo tanto, resultaría útil estudiar la expresión de proteínas relacionadas a la autofagia como 

ATG5 o LC3 en macrófagos estimulados con C. difficile, así como también trabajar con diferentes 

tiempos de estimulación. La comprensión de las interacciones patógeno-hospedador implicadas 

en la patogénesis proporciona conocimientos mecánicos sobre los procesos celulares básicos y 

puede conducir al descubrimiento de nuevas terapias dirigidas a enfermedades infecciosas e 

inflamatorias. De esta manera se podría abordar el rol de la endocitosis y de la autofagia durante 

la CDI con el fin de comprender el tráfico de C. difficile en los macrófagos y sus posibles estrategias 

de escape y crecimiento intracelular.  

Hemos visto que la expresión de SLAMF1 no se induce en la superficie de los macrófagos luego 

de la exposición a distintas cantidades de C. difficile y SLAMF1 tampoco es capaz de interactuar 

con la bacteria ni de modular la interacción de los macrófagos con C. difficile. Sin embargo, estos 

resultados no indican que SLAMF1 no posee ningún rol durante la CDI. SLAMF1 podría regular 

otros mecanismos como la secreción de citoquinas y quemoquinas, la migración de otras células 

inmunes, el mantenimiento de los macrófagos en el sitio de infección o el desarrollo de la 

respuesta inmune adaptativa. De hecho, ha sido propuesto que SLAMF1 podría regular la 

homeostasis de los macrófagos durante la enterocolitis crónica o aguda: SLAMF1 podría controlar 

la producción, proliferación y / o supervivencia de macrófagos CD11b+, o la expresión de SLAMF1 

podría ser un requisito para la migración o retención de los macrófagos en los tejidos intestinales 

inflamados 139. En otro estudio del mismo grupo de investigación, Wang y col. concluyeron que 

SLAMF1 y SLAMF8 (BLAME o CD353) gobiernan las respuestas inmunes innatas dependientes de 

ROS en las células mieloides, modulando la migración de estas células durante procesos 

inflamatorios de manera opuesta en modelos murinos de peritonitis 104. Mientras SLAMF1 induce 

la migración de CDs y macrófagos F4/80+ al peritoneo, SLAMF8 regula la migración 

negativamente. Los autores proponen una regulación cruzada entre estos dos miembros de la 
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familia de SLAM: en los fagocitos migratorios, SLAMF1 actúa de manera temprana, mejorando las 

señales de migración mediadas por ROS. Posteriormente, SLAMF8 reduce las señales migratorias 

mediadas por ROS. Las señales inflamatorias inducen la actividad de SLAMF1, lo cual promueve 

la producción de ROS mediada por la NADPH oxidasa (NOX-2). Los mediadores inflamatorios 

(como el IFN- ), aumentan posteriormente la expresión y función de SLAMF8. Esto lleva a la 

supresión de la producción de ROS que da como resultado la reducción de la infiltración de 

fagocitos. Por lo tanto, SLAMF1 y SLAMF8 en conjunto equilibran el grado de infiltración de 

células inflamatorias 104. 

Por otro lado, en este trabajo también hemos comenzado con la caracterización de la expresión 

de SLAMF1 y la función de los monocitos durante la CDI. Para esto analizamos células 

mononucleares de sangre periférica de dadores sanos y pacientes con CDI estimuladas con C. 

difficile luego de 24 horas.  

Una característica típica del proceso inflamatorio temprano en el colon está dada por un mayor 

reclutamiento de monocitos, que están sesgados para convertirse en fagocitos mononucleares 

inflamatorios preferentemente, en lugar de macrófagos residentes hipo-reactivos. Las células 

derivadas de monocitos son mediadores clave durante las respuestas inflamatorias en el tracto 

gastrointestinal. El reclutamiento de monocitos se asocia a menudo con el desarrollo de 

inflamación y daño epitelial en las mucosas. Los monocitos y macrófagos producen TNF-  

durante la inflamación del colon 259 y el reclutamiento de monocitos Ly6Chi (que pueden dar 

origen a macrófagos CX3CR1+ para mantener la homeostasis de las células residentes intestinales) 

también se requiere para la producción completa de otras citoquinas proinflamatorias como IL-

1β e IL-6 durante la colitis inducida por DSS (sulfato sódico de dextrano), contribuyendo al 

desarrollo de la histopatología intestinal 260. En la infección por C. difficile, la señalización vía 

MyD88 es crucial para el reclutamiento de monocitos a la lámina propia del intestino grueso como 

así también la expresión de CCR2 221,222 e IL-23 222 . 

Ha sido demostrado que, frente a diversas infecciones (ej. Toxoplasma gondii, Citrobacter 

rodentium, Salmonella typhimurium, Helicobacter hepaticus), los monocitos clásicos (CD14hi 

CD16- en humanos o Ly6C+ en ratón) se acumulan rápidamente en la mucosa intestinal murina, 

reclutados desde la periferia. De hecho, ratones deficientes en CCL2 y CCR2 muestran un retraso 

en la eliminación de C. rodentium debido a la imposibilidad de reclutar monocitos, lo que implica 

el rol protector de los mismos en la respuesta inmune 220. El reclutamiento de monocitos clásicos 

también ocurre durante la inflamación estéril. En humanos, se ha descripto la acumulación de 
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células derivadas de monocitos clásicos durante la inflamación intestinal causada por la 

enfermedad de Crohn y la colitis ulcerosa 220,261. También ha sido propuesto que el reclutamiento 

de los monocitos clásicos sería importante para la interacción con células T ya que células del 

linaje monocítico/macrofágico son requeridas para mantener las células T productoras de IFN-  

(Th1) y productoras de IFN-  e IL-17 (Th1/Th17) en la mucosa durante la infección por C. 

rodentium 262.  

Ha sido reportado que SLPs obtenidas a partir de un aislamiento clínico de C. difficile fueron 

capaces de inducir la secreción de IL-6 e IL-1β por parte de monocitos humanos de dadores sanos 

provenientes de sangre periférica estimulados por 18 horas 225. También indujeron activación y 

maduración de CDs y una orientación de la respuesta adaptativa hacia un perfil mixto Th1/Th2 
225. Linevsky y col. observaron que monocitos activados con bajas concentraciones de toxina A o 

B de la cepa VPI 10463 de C. difficile liberan IL-8, factor quimioatractante de neutrófilos que 

facilita la extravasación e infiltración de estas células a los tejidos. Flegel y col. demostraron que 

las toxinas A y B de la cepa VPI 10463 (no hipervirulenta, altamente toxigenica) de C difficile 

inducen secreción de citoquinas proinflamatorias en monocitos cultivados por una noche con las 

toxinas. En este sentido, la toxina B fue más eficaz en inducir IL-1β, TNF-  e IL-6 que la toxina A. 

Los autores propusieron que las toxinas son activadoras de los monocitos humanos y que la 

inducción de estas células puede contribuir al daño local y sistémico en las enteropatías causadas 

por C. difficile 223. Finalmente, monocitos tratados con IFN-  y toxina B resultaron más citotóxicos 

para las células diana U-937 comparados con los monocitos activados en ausencia de la toxina, y 

también aumentaron significativamente la secreción de TNF- , mientras que el tratamiento 

únicamente con toxina B no indujo la producción de esta citoquina 243 a diferencia de lo observado 

por Flegel y col. 223. Por lo tanto, las SLPs y toxinas de C. difficile podrían estar involucradas en la 

regulación del balance de perfiles de monocitos pro y anti-inflamatorios. 

En este capítulo hemos evaluado la expresión de SLAMF1 y de CD163 como así también la 

capacidad de interacción entre los monocitos de dadores sanos y pacientes con CDI y las cepas 

NAP1/BI/027 y endógena de C. difficile. Como se mencionó anteriormente, SLAMF1 contribuye al 

desarrollo de colitis en ratones e interviene en  el reclutamiento de monocitos hacia tejidos 

intestinales inflamados 139. En nuestros estudios, los dadores sanos mostraron mayores niveles 

de SLAMF1 cuando sus células mononucleares fueron estimuladas con C. difficile cepa 

NAP1/BI/027 inactivada por calor (CD Calor). Aunque con la cepa endógena inactivada por calor 

(End Calor) pudimos apreciar el mismo efecto, estos datos no pudieron analizarse 

estadísticamente debido al bajo número de muestras evaluadas. La obtención, crecimiento e 
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inactivación de la cepa endógena la hemos realizado recientemente en el laboratorio (Año 2021), 

por lo que la cantidad de algunos experimentos conducidos es reducida y los resultados aún son 

preliminares. También hemos evaluado la producción de TNF-α por citometría de flujo, 

detectando la mayor proporción de células productoras de esta citoquina frente al estímulo con 

CD Calor. Más aun, observamos que la mayoría de las células que produjeron TNF-α también 

expresaron SLAMF1, lo que podría sugerir un rol de SLAMF1 en la modulación de la secreción de 

citoquinas proinflamatorias. Aunque el estímulo con C. difficile inactivada con formol (CD Formol) 

muestra un aumento en los niveles de SLAMF1 de superficie y también de TNF-α, las diferencias 

no fueron significativas. Esta propiedad diferencial de CD Calor y CD Formol de inducir la 

expresión de estas moléculas podría deberse a cambios en los antígenos que permanecen 

disponibles una vez aplicado los tratamientos; presentando CD Calor la mayor capacidad de 

afectar las respuestas inmunes innatas.  

En cuanto a los pacientes evaluados, sus monocitos aumentaron los niveles de SLAMF1 al ser 

expuestos a C. difficile, pero mostraron diferente comportamiento. Como mencionamos en 

sección de resultados, pudimos realizar estos estudios únicamente en dos pacientes cuya 

diferencia más llamativa fue el origen de la CDI. Mientras uno de los pacientes adquirió la CDI en 

un centro de salud (paciente CDI hospitalario), el otro resultó ser un caso de la comunidad 

(paciente CDI de la comunidad). Ambos mostraron un aumento en la expresión de SLAMF1 en la 

superficie de sus monocitos al ser estimulados con CD Calor y CD Formol, siendo el paciente CDI 

de la comunidad quien evidenció mayores cambios. Éste último también mostró un gran aumento 

en la expresión de SLAMF1 al exponer sus células mononucleares a la cepa endógena.  

En línea con nuestros resultados, el peptidoglicano y el ácido lipoteicoico provenientes de S. 

aureus indujeron la expresión de SLAMF1 en monocitos humanos obtenidos a partir de células 

mononucleares de sangre periférica de dadores sanos y enriquecidos por selección positivas con 

microesferas magnéticas 79. Esto indica que las bacterias Gram positivas también pueden modular 

la expresión de SLAMF1 en monocitos. Los altos niveles de SLAMF1 observados en los dadores 

sanos y pacientes con CDI en este trabajo, junto a la inducción de la producción de TNF-α y a los 

bajos niveles de CD163 sugieren que C. difficile regula a la población monocítica induciendo un 

perfil proinflamatorio en los mismos. Cabe destacar que el desarrollo de un perfil proinflamatorio 

que migre al sitio de infección no siempre conlleva a un panorama detrimental, sino que puede 

contribuir a la resolución y contención de la enfermedad. De hecho, ha sido propuesto que 

señalización por IL-23 promueve el reclutamiento de monocitos Ly6Chi Ly6GMid en el colon en 

respuesta a la colitis causada por C. difficile, pero que los monocitos en sí mismos no son los 
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principales impulsores de la expresión de citoquinas inflamatorias o de la histopatología intestinal 

observada 222. Los autores encontraron que no hubo disminución en la expresión de las citoquinas 

inflamatorias como IL-1β, IL-6 o TNF-α o reducción en la severidad de la histopatología colónica 

asociada con la ablación del reclutamiento de monocitos 222. Por lo tanto, resultaría interesante 

evaluar la subpoblación de monocitos involucrada en modular la expresión de SLAMF1- 

CD14/CD16 clásicos (CD14hiCD16- o LY6Chi en ratón) o no clásicos/patrullantes (CD14lowCD16+ o 

Ly6Clow en ratón)- como así también evaluar la expresión del eje CCL2-CCR2 que indicaría 

migración a la mucosa intestinal durante la infección por C. difficile. 

Por otro lado, la acumulación de células que expresan CD163 en IBD se observó principalmente 

alrededor y dentro de los vasos sanguíneos, lo que sugiere que estas células son parcialmente 

reclutadas de la circulación sistémica; y el análisis de las células mononucleares circulantes 

mostró que los monocitos positivos para CD163 aumentaron en los pacientes en comparación 

con los controles. Curiosamente, la activación de CD163 con un anticuerpo aumentó los niveles 

de TNF-α, lo que podría contribuir a amplificar la respuesta inflamatoria 238. A diferencia de estos 

antecedentes, en nuestro trabajo, los niveles de CD163 estudiados por citometría de flujo fueron 

muy bajos, tanto en los monocitos de dadores sanos como del paciente CDI de la comunidad 

estimulados con C. difficile NAP1/BI/027 y endógena por 24 horas. En conjunto con los resultados 

obtenidos en macrófagos derivados de monocitos, podemos considerar que CD163 no cumpliría 

un rol sobre monocitos y macrófagos durante la CDI, aunque, como mencionamos anteriormente, 

sería interesante evaluar los niveles de sCD163 como marcador de activación del linaje 

monocítico/macrofágico y la expresión de CD163 en el sitio de infección.  

Finalmente evaluamos la capacidad de los monocitos de interaccionar con C. difficile, utilizando 

ambas cepas inactivadas por calor acopladas a FITC (CD Calor FITC y End Calor FITC) por citometría 

de flujo. Tanto los dadores sanos como el paciente con CDI adquirida en la comunidad mostraron 

que, aproximadamente el 80% de sus monocitos interactuaron con CD Calor FITC y End Calor 

FITC. Más aun, al estudiar la expresión de SLAMF1 en estos monocitos, observamos que alrededor 

del 80% de los monocitos que expresaron SLAMF1 estaban interactuando con C. difficile en los 

dadores sanos. Porcentajes similares se encontraron en el paciente CDI de la comunidad 

analizado, donde casi la totalidad (˃95%) de los monocitos SLAMF1 positivos fueron capaces de 

interactuar con ambas cepas bacterianas. Aunque estos resultados son preliminares, indicarían 

un rol de SLAMF1 como modulador de las respuestas fagocíticas de los monocitos.  

Por último, es importante destacar que las diferentes cantidades de C. difficile inactivada por calor 

y formol, acopladas o no a FITC, no indujeron muerte celular; reforzando que los resultados 
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obtenidos a lo largo de este trabajo se deben exclusivamente a las respuestas inducidas por la 

bacteria. Además, para los estudios de interacción (SLAMF1-C. difficile y C. difficile-

monocitos/macrófagos) hemos puesto a punto la tinción de las bacterias con el isómero I de FITC 

que no había sido descripta previamente. 

En resumen, hemos contribuido a comprender el papel de monocitos y macrófagos frente a dos 

cepas toxigénicas de C. difficile. Hemos demostrado que CD163 no se modula en monocitos ni 

macrófagos derivados de monocitos humanos. Hemos propuesto también que C. difficile podría 

ser endocitada por macrófagos. Además, SLAMF1 modificó sus niveles de expresión solo en 

monocitos de dadores sanos y pacientes con CDI, pero no en macrófagos, sugiriendo un rol 

diferencial en los distintos tipos celulares durante la CDI. Apoyando esta idea, encontramos que 

la mayoría de los monocitos SLAMF1 positivos interactuaron con C. difficile, mientras que casi la 

totalidad de macrófagos que interaccionaron con la bacteria no expresaron SLAMF1 en su 

superficie. Más aun, SLAMF1 no sería un sensor microbiológico de C. difficile en macrófagos.  

Con este trabajo pudimos establecer fundamentos que nos permitirán adentrarnos en diversas 

funciones de monocitos y macrófagos en la infección causada por C. difficile, tanto en muestras 

humanas como en un modelo in vivo de CDI, lo cual nos permitirá caracterizar las respuestas del 

linaje monocítico/macrofágico en el sitio diana de la bacteria. La modulación de la respuesta del 

hospedador podría ser un enfoque más efectivo para los pacientes que no resuelven la 

enfermedad, para lo cual resulta fundamental identificar los mecanismos que llevan a la 

generación de una respuesta inmune protectiva o que conducen a la inmunopatogénesis. 
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Conclusiones Generales 
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En este trabajo de tesis doctoral hemos contribuido a la compresión de la respuesta inmune 

innata frente a dos infecciones caracterizadas por disparar una fuerte respuesta proinflamatoria. 

Hemos abordado el rol de la Molécula Linfocitaria Activadora de Señales (SLAMF1) como sensor 

microbiológico de Mycobacterium tuberculosis y Clostridioides difficile, así como también su 

función como molécula coestimulatoria en monocitos y macrófagos humanos. SLAMF1 ha 

demostrado poseer diferente comportamiento en monocitos y macrófagos estimulados con M. 

tuberculosis y distintas cepas toxigénicas de C. difficile (FFig. 1 y FFig.2).  

Durante el capítulo uno de este trabajo hemos demostrado que SLAMF1 se expresa en muy bajos 

niveles en la superficie de monocitos de dadores sanos, mientras que su expresión aumenta 

cuando estas células se diferencian a macrófagos y se incrementa aún más y significativamente 

al exponer estas células a M. tuberculosis, no solo en la superficie sino intracelularmente. Sin 

embargo, un porcentaje muy bajo de macrófagos completamente diferenciados hacia perfiles 

M1, M2a y M2c expresaron SLAMF1 y M. tuberculosis no fue capaz de inducirlo. En cambio, 

células CD14 positivas provenientes de derrames pleurales mostraron mayores niveles de 

SLAMF1 que células CD14 positivas de sangre periférica de pacientes con Tuberculosis activa; por 

lo tanto, SLAMF1 podría cumplir un rol activo en el sitio de infección, validando también la 

elección de nuestro modelo de estudio.  

La estimulación de los macrófagos con IFN- , pero no con IL-4 o IL-10, indujo los niveles de 

SLAMF1, sugiriendo que los estímulos proinflamatorios son los encargados de modular la 

expresión de SLAMF1. La línea celular THP-1 mostró un comportamiento similar y fue utilizada 

para conducir ciertos experimentos. La utilización de medios condicionados durante el cultivo de 

las células THP-1 mostraron que SLAMF1 se induce en la superficie de las células al interactuar 

con M. tuberculosis y no a causa de un efecto bystander.  

En su rol como molécula coestimulatoria, SLAMF1 no moduló la producción de TNF-α ni de IL-1β 

inducida por M. tuberculosis. Por otro lado, la activación de SLAMF1 indujo la internalización de 

M. tuberculosis tanto sonicada como viva. Demostramos por primera vez que SLAMF1 se 

encuentra en endosomas tempranos y tardíos/lisosomas, sugiriendo que SLAMF1 podría regular 

la maduración de los endosomas una vez fagocitada M. tuberculosis. Observamos, además, que 

SLAMF1 fue capaz de interaccionar bioquímicamente con M. tuberculosis y también hallamos 

colocalización entre esta molécula y la bacteria por microscopia confocal, resaltando a SLAMF1 

como un nuevo sensor microbiológico de M. tuberculosis.  
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Como inhibir su degradación en el interior de los fagosomas constituye una de las principales 

estrategias de evasión de M. tuberculosis logrando evitar la apoptosis de los macrófagos y 

promoviendo la necrosis y diseminación, consideramos que evaluar el impacto de SLAMF1 en la 

eliminación de M. tuberculosis sería un enfoque muy interesante. Más estudios son necesarios 

para determinar si la bacteria es finalmente degradada en el interior de las vacuolas endocíticas 

en aquellos macrófagos en los que SLAMF1 promueve la internalización de M. tuberculosis y la 

maduración del endolisosoma. Además, profundizar el rol de SLAMF1 en otros mecanismos 

microbicidas, así como el impacto de este receptor en otras poblaciones celulares es necesario 

para lograr una mejor comprensión de las funciones de SLAMF1 en los macrófagos durante la 

Tuberculosis.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura  1. MModulación  y  rol  de  SLAMF1  como  sensor  microbiológico  y  regulador  de  la  internalización  de  M.  tuberculosis  en  macrófagos. 

(Adaptado de: Barbero AM et al. SLAMF1 signaling induces Mycobacterium tuberculosis uptake leading to endolysosomal maturation 

in human macrophages. J Leukoc Biol. 2020;1–17. https://doi.org/10.1002/JLB.4MA0820-655RR) 
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En el segundo capítulo de este trabajo, hemos demostrado que la expresión de SLAMF1 y de 

CD163 no se regula en la superficie de macrófagos derivados de monocitos de dadores sanos, 

incluso en cantidades crecientes de C. difficile, tanto de la cepa NAP1/BI/027 como de una cepa 

endógena aislada en nuestro laboratorio. Mientras que CD163 tampoco fue modulado en 

monocitos de dadores sanos y de pacientes con CDI, SLAMF1 si mostró un incremento cuando 

los monocitos fueron estimulados con ambas cepas de C. difficile inactivadas por calor; indicando 

un rol diferencial de SLAMF1 en monocitos y macrófagos frente a C. difficile. 

Al evaluar el rol de SLAMF1 como posible sensor microbiológico de C. difficile en macrófagos 

humanos, observamos que no existe interacción bioquímica entre ellos, por lo cual SLAMF1 no 

sería capaz de sensar ninguna de estas dos cepas bacterianas. Si bien tanto los macrófagos como 

los monocitos mostraron capacidad de interactuar con la cepa NAP1/BI/027 y endógena de C. 

difficile, los monocitos lo hicieron en mayor medida. Más aún, los macrófagos que expresaron 

SLAMF1 en su mayoría no interactuaron con C. difficile mientras que los monocitos SLAMF1 

positivos se encontraban casi en su totalidad interactuando con C. difficile; observación que 

refuerza la idea de que SLAMF1 no puede reconocer a C. difficile en macrófagos.  

A pesar de ser resultados preliminares, encontramos diferencias en los niveles de expresión de 

SLAMF1 en los pacientes analizados. Aunque ambos mostraron un aumento de esta molécula en 

la superficie de sus monocitos, el paciente con origen de CDI hospitalaria mostró menor expresión 

de SLAMF1. Sería de gran interés evaluar los niveles proteicos de SLAMF1 en macrófagos 

derivados de monocitos de pacientes como así también la capacidad de éstos de interactuar con 

C. difficile con el fin de dilucidar si el comportamiento de estos macrófagos difiere de los dadores 

sanos.  

También hemos propuesto que C. difficile podría ser endocitada por los macrófagos mediante 

mecanismos independientes de SLAMF1 ya que encontramos a ambas cepas de C. difficile 

posicionadas en macrófagos positivos para la molécula de superficie CD14 y para la molécula 

endosomal LAMP2, pero no para SLAMF1 por microscopia de fluorescencia. Resulta necesario 

emplear otras herramientas de microscopía para determinar fehacientemente la localización 

celular de la bacteria. 

Finalmente, podemos concluir que tanto la cepa hipervirulenta NAP1/BI/027 como la cepa 

endógena de C. difficile poseen un comportamiento similar en las funciones evaluadas en 

monocitos y macrófagos en este trabajo. Este resultado nos plantea como interrogante si la 

colonización con la cepa endógena posee algún efecto diferencial sobre las respuestas inmunes 
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innatas comparado a las desencadenadas por las cepas patogénicas. Para complementar nuestro 

estudio acerca del rol de SLAMF1 frente a C. difficile y abordar el cuestionamiento anterior, seria 

vital evaluar otras funciones monocíticas/macrofágicas como la secreción de citoquinas, 

quemoquinas y otros factores solubles como así también la migración hacia el intestino y la 

relación con otras células del sistema inmune en muestras humanas y en el modelo in vivo de CDI 

que contamos en nuestro laboratorio.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

En resumen, hemos contribuido a comprender el rol de SLAMF1 en los monocitos y macrófagos, 

como así también el rol de estas células, en las infecciones producidas por M. tuberculosis y C. 

difficile. Tomados en conjunto, estos resultados evidencian que la expresión de SLAMF1 en los 

macrófagos y las funciones disparadas por SLAMF1 dependen del contexto al cual estén expuestas 

las células del sistema inmune. Los macrófagos, al ser los guardianes de la homeostasis 

inmunitaria intestinal, discriminando entre antígenos inocuos y patógenos potenciales, y al ser 

los primeros en encontrarse con M. tuberculosis en el pulmón teniendo el potencial de eliminar 

la bacteria o de convirtirse en un nicho permisivo para su crecimiento, despiertan especial interés 

Figura  2. RRegulación yy rrol dde SSLAMF1 ffrente aa CC. ddifficile een mmonocitos yy mmacrófagos. 
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como blanco de estudio. Por otro lado, SLAMF1 ya ha sido propuesto como target terapéutico en 

otros contextos inflamatorios. Conocer los mecanismos y las vías moleculares que median la 

respuesta inmune, identificando procesos que contribuyan a la resolución de las infecciones o 

que, por otro lado, puedan resultar perjudiciales para el desenlace de la enfermedad o 

comprender mecanismos de evasión puestos en marcha por los patógenos, permitiría el diseño 

de nuevos blancos inmunoterapéuticos. La modulación de la respuesta del hospedador podría 

ser un enfoque adyuvante a las terapias actuales para los pacientes que no resuelven 

eficientemente estas infecciones.  
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