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Resumen




La Tuberculosis se remonta a tiempos ancestrales, pero no constituye un problema del pasado.
Cada afio, millones de personas contraen la infeccién y mueren de Tuberculosis. Luego de la
inhalacion de microgotas con nucleos infecciosos, Mycobacterium tuberculosis accede a los
pulmones donde puede manipular el sistema inmunolégico y sobrevivir dentro de los macréfagos
del hospedador, dando lugar al establecimiento de una infeccion persistente. La BCG es la Unica
vacuna actualmente disponible, pero es de eficacia variable especialmente en regiones

endémicas y sélo protege contra ciertos tipos de Tuberculosis infantil.

La infeccion causada por Clostridioides difficile (CDI) es la causa mas comun de diarrea infecciosa
nosocomial y generalmente se desarrolla luego del uso de antibidticos que provocan disbiosis de
la microbiota intestinal. Recientemente ha habido un aumento progresivo en la incidencia,
severidad y complicaciones de CDI a nivel mundial. Mas aun, en los ultimos afios, han
incrementado los reportes de casos adquiridos en la comunidad y con potencial zoondtico.
Paraddjicamente, el tratamiento para la CDI consiste en administrar antibiéticos, lo cual podria

generar nuevos nichos para la bacteria.

La molécula linfocitaria activadora de sefiales (SLAM, SLAMF1 o CD150) es un receptor
transmembrana que se expresa en la mayoria de las células hematopoyéticas. Es también un
autoligando cuya funcién clasica 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 macréfagos.

En Tuberculosis, SLAMF1 promueve respuestas protectivas de tipo Th1. En la CDI, su funcion aun
permanece desconocida, pero ha demostrado tener implicancias en patologias intestinales. En
este trabajo, estudiamos el papel de SLAMF1 en las funciones de los macrofagos en estas dos

infecciones caracterizadas por una fuerte respuesta proinflamatoria.

Nuestros resultados muestran que tanto la estimulacion con M. tuberculosis como IFN-y induce
la expresion de SLAMF1 en macrofagos de dadores sanos y células THP-1. La coestimulacién a
través de SLAMF1 con un anticuerpo agonista resulté en una internalizacion incrementada de M.
tuberculosis por parte de los macrofagos. Curiosamente, encontramos que SLAMF1 interactUa
con M. tuberculosis y que colocaliza con la bacteria en el interior celular y con marcadores de
endosomas tempranos y tardios / lisosomas (EEA1 y LAMP2). Estos resultados sugieren que
SLAMF1 reconoce M. tuberculosis y participa en el proceso de maduraciéon 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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podria tener un rol activo en el sitio de la infeccién. Tomados en conjunto, nuestros resultados
proporcionan evidencias de que SLAMF1 promueve las funciones efectoras de los macrofagos y
que su modulacion podria inducir la generacién de respuestas inmunes protectivas que permitan
un mejor control de la infeccién causada por M. tuberculosis, particularmente mejorando la

internalizacién de esta bacteria en macréfagos humanos.

En cuanto a la CDI, encontramos que la estimulacién de los macréfagos derivados de monocitos
tanto con la cepa hipervirulenta NAP1/BI/027 de C. difficile como con una cepa enddgena aislada
en nuestro laboratorio, propia de la microbiota de ratones de nuestro bioterio, no modula la
expresion de SLAMF1. Por otro lado, SLAMF1 no interacciona con C. difficile y la activacion de
SLAMF1 no modifica la interaccion de los macréfagos 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, mas estudios son necesarios para comprobar
la internalizacion de la bacteria. Curiosamente, observamos que en monocitos de dadores sanos
y pacientes con CDI, C. difficile si puede inducir la expresién de SLAMF1 en superficie y, ademas,
las células muestran una gran capacidad de interaccién con la bacteria; observandose que la
mavyoria de los macrofagos que interactlan con la bacteria expresan SLAMF1. Por lo tanto,
SLAMF1 posee diferentes roles en monocitos y macréfagos en la infeccién por C. difficile y tanto
la cepa enddgena como la hipervirulenta disparan respuestas similares en estas células. Si bien
SLAMF1 no actuaria como sensor microbioldgico de C. difficile en macrofagos, podria tener un rol

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

En conclusion, SLAMF1 cumple funciones diferentes en los monocitos y macréfagos humanos
durante la Tuberculosis y la CDI. SLAMF1 es capaz de reconocer e interaccionar con M.
tuberculosis, pero no con C. difficile. La activaciéon de SLAMF1 induce la internalizacion de M.
tuberculosis, pero no modifica la interaccién de los macrofagos con C. difficile. Sin embargo, posee
un rol potencial en los monocitos en la CDI. Asi, 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 publica.
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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-y 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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TUBERCULQOSIS. Historia y epidemiologia

La Tuberculosis es una enfermedad infecciosa que data de tiempos ancestrales. Se han
encontrado referencias en antiguos escritos y lesiones de posible etiologia tuberculosa en huesos
de momias egipcias del afio 3.700 A.C. Hipdcrates, en la antigua Grecia, la llamd con el término
“phthisis”, haciendo referencia al caracter destructivo de la enfermedad. Esta infeccién pulmonar
cronica constituyd un grave problema de salud publica a partir de la Revolucion Industrial en
forma secundaria al aumento de la poblacion en las ciudades. Durante los Siglos XVIII y XIX llegd
a ser la causa del 25% de las muertes en los adultos de las ciudades de Europa occidental, y
aunque se reconocia la enfermedad por sus sintomas se desconocia su etiologia. 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 vivian en los
Estados Unidos y Europa, el Dr. Robert Koch anuncié el descubrimiento de la bacteria

Mycobacterium tuberculosis como agente causal de la enfermedad *.

La Tuberculosis afecta principalmente a los pulmones, pero también puede afectar otros sitios
(Tuberculosis extrapulmonar). Los primeros tratamientos consistian en reposo, alimentacion
adecuada e internacién en hospicios. La aparicion de la medicacién antituberculosa cambio
favorablemente la evolucion de la enfermedad. En 1944 se demostrd la eficacia de la
estreptomicina y en 1952 se desarrolld la isoniacida. A partir de entonces, la Tuberculosis se
convirtié en una enfermedad curable en la mayoria de los casos. Posteriormente con el desarrollo
de la rifampicina, en la década del 60, los regimenes 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 duracién 2. Sin embargo, a
pesar de los avances en el diagndstico y el tratamiento, la Tuberculosis continda siendo un grave
problema para la salud publica y actualmente no existe una vacuna eficaz para prevenir la

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

Exceptuando el impacto de la pandemia por COVID-19 en 2020, desde el afio 2016 la Tuberculosis
ha sido la principal causa mundial de mortalidad por un agente infeccioso en el mundo
constituyendo, ademas, la causa primordial de muerte en personas infectadas con VIH. La
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estima que un cuarto de la poblacion 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 Ultimo Reporte Global de la Tuberculosis, emitido por la OMS en 2020, confirmé 11.907 nuevos
casos notificados en nuestro pais durante el afio 2019 2. El boletin epidemioldgico 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 afios 3. La Tuberculosis afecta a todas las jurisdicciones del pafs,
pero se presentaron marcadas diferencias entre ellas, ubicdndose 6 jurisdicciones por encima del
promedio nacional: Salta, Jujuy, Ciudad de Buenos Aires, Chaco, Formosa y Buenos Aires (Fig. 1)
3. La disparidad respecto de la distribucién del nimero de casos es notable debido a la distribucion
de la poblacion, la influencia migratoria de algunos paises vecinos con alta incidencia de
Tuberculosis, la pobreza, el VIH y la falta de prevencion y tratamiento. Cabe destacar que Buenos

Aires notificd mas de la mitad (60.02%) de los casos del pais respecto al total de casos °.

Salta
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CABA
Chaco
Formosa
Buenos Aires |
Argentina |
Santa Oz |
Santa Fe |
Chubut |
Comientes |
Tucuman

Misiorcs 13,95 I S 0,57
Entre Rios 13,89 I 1,10
laPampa | 12,49 I N 0,00
4oy n 11,27 N 1,36
Cardob | 10,07 N0, 73
Rio Negro | 8,92 I0,55

Mendoza 8,46 I 0,26
Catamarca 8,33 0,74
San ._luan Sin casos [ ,ﬂﬁ_ 0,39

THETa | L
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La Rioja 2 101 250 5,74 I 0,52
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Fig. 1 Tasas de Tuberculosis por jurisdiccion segtin clasificacién al inicio del tratamiento en Argentina en el afio 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 pais. Secretaria 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
afio 1990, en nuestro pais, este descenso se interrumpid a partir de 2010, siendo la tendencia
estable en los Ultimos afos. A pesar de los avances en el diagndstico y tratamiento, la Tuberculosis
continda siendo una de las amenazas mas grandes a nivel mundial, ubicandose entre las 10
principales causas de muerte. Es importante remarcar que la BCG (Bacillus Calmette-Guérin),
introducida en 1921, es la Unica vacuna disponible, pero es de eficacia variable especialmente en

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

Para poder comprender el desarrollo, la distribucién y la frecuencia de la Tuberculosis en la
poblacion es necesario evaluar las interacciones existentes entre el agente causal, el hospedador
y el ambiente. Diversos factores de riesgo conocidos incluyen la co-infeccion por el VIH antes
mencionada, las inmunodeficiencias, la diabetes mellitus, la sUper-poblacidn, la malnutricion y la
pobreza en general. A esto se agrega el significativo problema clinico constituido por la
Tuberculosis multi-resistente, lo cual se asocia con alta morbilidad y mortalidad. Estos factores se
estan combinando de manera tal que en los proximos afios la Tuberculosis habra causado la
muerte de mas de 40 millones de personas e infectado a mas de cien millones de individuos,
principalmente en los paises en vias de desarrollo. Ademas, 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 aparicion de resistencia de los bacilos a los farmacos. En 2019, el 3,3% de los nuevos
casos y el 18% de los casos ya tratados con anterioridad tenian Tuberculosis multi-resistente a
drogas (MDR) a nivel mundial 2. Los pacientes con Tuberculosis MDR necesitan un tratamiento
con drogas de segunda linea, las cuales son mas costosas, mas toxicas y menos efectivas,

requiriéndose una mayor duracion del tratamiento.

Mycobacterium tuberculosis

A 139 afios de la identificacion de M. tuberculosis, hemos logrado comprender que sus
caracteristicas, comportamiento y adaptaciones a la accion del sistema inmune aportan una gran

complejidad a la enfermedad.

M. tuberculosis es un microorganismo muy resistente a agentes fisicos y quimicos. Presenta
resistencia al frio, a la congelacién, a la desecacién y a ciertos dcidos, alcalis 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 dptima a 35-37 °C, con una lenta capacidad de
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division (16-20 horas) y su crecimiento depende de las condiciones locales en las cuales se

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

M. tuberculosis es un patégeno 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 pais el agente causal mds frecuente de la
enfermedad es M. tuberculosis. Ademas, varias especies poseen potencial zoondtico, siendo M.

bovis la causa mas comun de la Tuberculosis zoondtica a nivel mundial 2.

El bacilo tuberculoso es una bacteria aerdbica estricta que mide entre 2 a 5um de largo (longitud
comparable al diametro del nucleo de un linfocito) y 0,2 a 0,3um de ancho, adopta forma de
bastén con extremidades redondeadas, no presenta esporas, ramificaciones, ni flagelos y por lo
tanto son inmdviles. No se tifien con la coloraciéon de Gram, pero presentan caracteristicas de
microorganismos tanto Gram positivos como Gram negativos. Sin embargo, la alta concentracion
de acido micdlico en la pared celular de las micobacterias le otorga a este género una
caracteristica casi Unica de acido-alcohol resistencia. Para poder identificar este tipo de bacterias
se utiliza la tincién de Ziehl-Neelsen, donde la bacteria queda tefiida de rojo (fucsina basica) y se
agrega como tincion de contraste azul de metileno. Por lo tanto, las micobacterias son

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

El genoma completo de M. tuberculosis fue descripto en 1998 por Cole S. T. y colaboradores °.
Consiste de aproximadamente 4.4 millones de pares de bases (pb) y 3924 genes. Lo decodificado
a través del genoma permite comprender caracteristicas Unicas de la biologia 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 fagociticas o ante la limitacion de nutrientes, se debe a una gran ductilidad en el
metabolismo y una gran capacidad para sintetizar proteinas dedicadas a la éxido-reduccion, al

transporte de oxigeno y al almacenamiento .
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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
®. Estd constituida por una cépsula, una pared celular y una membrana plasmética, las cuales se
encargan de mediar el contacto y reconocimiento de las bacterias por parte de las células del
sistema inmune (Fig. 2). Entre los principales componentes se encuentran el acido micélico y los
glicolipidos. En las micobacterias, los derivados de los fosfolipidos 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) ’
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Fig. 2 Representacion esquematica de la pared bacteriana de M. tuberculosis y sus componentes. Las micobacterias estan cubiertas
por un complejo formado por dacidos micélicos, arabinogalactano, péptidoglicanos y una capsula rica en polisacéridos de
arabinomanano y manano. MurNAc/Gc: 4cido N-acetilmurdmico/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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Transmision de la Tuberculosis

La alta complejidad de M. tuberculosis contribuye a que la Tuberculosis sea una enfermedad de
dificil erradicacion. Para frenar, e idealmente, detener la epidemia de Tuberculosis resulta critico
interrumpir la trasmisién de la misma. Las intervenciones que podrian acelerar la disminucion de
la incidencia de la Tuberculosis y la mortalidad, deberian estar dirigidas, principalmente, a grupos

y entornos de alto riesgo.

Basicamente, la transmision de la Tuberculosis comienza con un caso fuente de la enfermedad
gue genera particulas 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 (Fig. 3).

El mecanismo de transmisién mas comun es través de la via aerdgena, por la inhalacién de
microgotas aerosolizadas (gotas de Pfligge) de 1-5um de didmetro 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 infeccién, el
control no lleva a esterilizacion. De hecho, la mayoria de los individuos infectados con M.
tuberculosis son clinicamente asintomaticos, constituyendo un estadio conocido como
Tuberculosis latente . Los individuos infectados latentemente representan un enorme reservorio
de la enfermedad. La forma latente de Tuberculosis estd definida por la ausencia de sintomas
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 reactivacion de la infeccidn existente (Fig. 3).

El progreso de la Tuberculosis latente a activa puede detenerse en esta etapa mediante la terapia
preventiva con isoniazida en ciertos casos. Estudios epidemioldgicos han determinado que, sin
tratamiento, un 5-10% de los individuos infectados latentemente desarrollaran la enfermedad
activa en algin momento de sus vidas. Este riesgo de progresion se ve agravado por factores que
comprometen el sistema inmunoldgico, como factores genéticos, otras infecciones como el VIH-
SIDA, la diabetes, la contaminacién del aire en interiores y el humo del tabaco. Se ha demostrado
que la reactivacion de la Tuberculosis ocurre en el [6bulo superior y mas oxigenado del pulmdn,
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 formacién de lesiones tuberculosas en
el pulmon. El desarrollo de cavidades cerca de los espacios de las vias respiratorias permite la

liberacion de los bacilos a través de las vias respiratorias. Posteriormente, de forma ciclica, los
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bacilos de la tuberculosis se transmiten a otros individuos para establecer la infeccion primaria °

(Fig. 3).
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Fig. 3 Transmision y progresion de la Tuberculosis en humanos. Datos basados en estudios clinicos-epidemiolégicos. (Adaptado de
Expert Reviews in Molecular Medicine © 2011. Cambridge University Press).

El ciclo de vida inmunolégico de la Tuberculosis

Uno de los mayores desafios en la comprensién de la inmunidad frente a M. tuberculosis surge
de la observacion de que, aunque la mayoria de los humanos y los modelos experimentales
desarrollan una respuesta inmune aparentemente apropiada luego de la infeccion, estas
respuestas inmunes no logran erradicar la bacteria. En una revisién reciente ha sido propuesto
un marco de trabajo para estudiar la respuesta inmune frente a M. tuberculosis *°. Este marco de
trabajo se basa en la asuncién de que existen multiples estadios en la respuesta inmune frente a
M. tuberculosis y utiliza evidencias que validan un modelo de un ciclo de vida inmunoldgico para

la Tuberculosis constituido por las cuatro etapas que se describen a continuacion (Fig. 4).

27




Infeccidon primaria
o secundaria

T Retraso en comienzo
A “s.. de respuestas de células
*. T CD4* y CD8*
sCrecimiento intracelular Eauilibrio entre células T
eModulacion de PAMPs %;.CQULIDNo entre cetlias

8 :
» efectoras y regulatorias
\
<

para limitar inflamacion?

Daiio inflamatorio
detefidopulmonar Condicionamiento de eEstado de equilibrio Equilibrio
la bacteria por el R tencia? inmunoldgico Latencia

hospedadgs para la *Bajos niveles de O,?
A transmision? 2

Transmisor de alto nivel .
(TB cavitaria; alta carga .

bacteriana) ,'
% Reactivacion dirigida|
“\ por el patégeno? 7
s, .- | Mecanismos que contribuyen:
> L ,»*" | sDefectos en células T CD4*
) (individuos HIV~)
Bk T <" *Bloqueo TNF, glucocorticoides
eAgotamiento de células T?
Transmisor de bajo nivel A e entre células T
(TB no cavitaria, baja <= amemmeu= efector as y regula?onas?
carga bacteriana en *Expresion de antigenos alterada?
pulmén) { sTrafico celular alterado?
Control inmunoldgico espontaneo
versus el switch bacteriano a TB inactiva
latencia

Fig. 4 Estadios en el ciclo de vida inmunoldgico de la Tuberculosis. La estructura para el ciclo de vida estéd basada en estudios clinicos,
epidemioldgicos e inmunoldgicos en humanos. Se incluyen ejemplos de algunos mecanismos inmunoldgicos y funciones que
caracterizan a cada estadio, en los casos que son conocidos. Los signos de interrogacién corresponden a aquellos casos para los
cuales aun solo se tienen hipotesis. En el centro se muestran los estados conocidos de la bacteria durante los distintos estadios del
ciclo. PAMP, patron molecular asociado a patogenos. (Adaptado de Nat Rev Immunol 12, 581-91 (2012)).

La primera etapa se inicia con la inhalacion de particulas que contienen M. tuberculosis
diseminadas por un individuo con Tuberculosis activa y participan principalmente células de la
inmunidad innata. El indculo inhalado llega a los alvéolos y bronquiolos donde la bacteria es

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

fagociticas como los neutrofilos, monocitos y células dendriticas (CDs) también pueden endocitar
la bacteria y desempefiar un rol en el desenlace de la infeccion. En otras infecciones, el
reclutamiento de células fagociticas restringe e incluso elimina los patégenos, mientras que el
reclutamiento de fagocitos a los sitios de infeccidon por micobacterias, de hecho, puede beneficiar
al patogeno en los estadios tempranos de la infeccion, al proveer nichos celulares para la

supervivencia y expansion de la bacteria °.
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Una vez en el interior celular, el crecimiento bacteriano dependera de la capacidad de evadir la
respuesta inmune del hospedador y de los mecanismos microbicidas de los macroéfagos. En este
contexto, se establece un balance entre el hospedador, el patégenoy el tipo de respuesta inmune
iniciada contra la bacteria que influenciara 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 via linfatica a los ganglios linfaticos regionales del pulmén. Generalmente,
la respuesta inmune conduce a la contencién del patégeno formando lesiones focales
granulomatosas mediante la secrecién de citoquinas proinflamatorias (IL-18, TNF-a e IL-6) por

parte de los macrofagos expuestos a M. tuberculosis *°.

A partir de la semana 2-8 se inicia la segunda etapa (equilibrio inmunolégico) durante la cual se
desarrolla la inmunidad adaptativa. Una caracteristica prominente de la respuesta inmune
adaptativa frente a M. tuberculosis es el largo retraso que presenta en su aparicion. La generacién
de una respuesta inmune adaptativa en Tuberculosis resulta en el arresto del crecimiento
progresivo de la bacteria y puede producir sintomas transientes como fiebre y, de manera
inusual, una erupcion en la piel lamada eritema nudoso. La mayoria de los individuos se vuelven
luego asintomaticos, 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 dindmico entre la bacteria y el sistema inmune del hospedador. La respuesta inmune
adaptativa depende de la accion de las células T CD4, adicionalmente de las células CD8, células

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

vitamina D, perforinas, moléculas inducidas por IFN-y como la éxido nitrico sintetasa 2 (NOS2) y
LRG-47, entre otras. El dogma central de la inmunidad protectiva en la Tuberculosis incluye
principalmente macréfagos, células T CD4 del perfil Thl y linfocitos TCD8 citotéxicos (Fig. 5). Por
otro lado, M. tuberculosis posee al menos tres sistemas (reguldon de dormancia (Dos), factores
promotores de la resucitacion y parejas de genes de toxinas—antitoxinas) que regulan su estado

metabdlico y su crecimiento, contribuyendo con el estadio de equilibrio .

Luego de 4-5 semanas de infeccion progresiva, los granulomas microscopicos formados por la
migracion de diferentes tipos celulares (neutroéfilos, linfocitos, macréfagos) aumentan de tamafio
y se fusionan con otros granulomas, formando grandes areas necroticas rodeadas por capas de

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

A pesar del pH acido, la baja concentracion de oxigeno vy la presencia de acidos grasos toxicos, M.
tuberculosis puede permanecer viable por décadas. En este estado de latencia, las bacterias

constantemente escapan del estado durmiente reponiendo el volumen de bacilos replicativos .
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Fig. 5 A) El dogma central de la inmunidad protectiva frente a la Tuberculosis. Las células T CD4 producen IFN-y (células Th1l), el cual
actla de manera sinérgica con el TNF-a (producido por macréfagos y células T), y activan la capacidad microbicida de los
macrdéfagos. Los macréfagos son entonces capaces de restringir el crecimiento de M. tuberculosis. Dos vias activadas por el IFN-y
son capaces de inducir la muerte de M. tuberculosis: la produccién de éxido nitrico y la fusion del fagosoma con el lisosoma, el cual
acidifica el fagosoma que contiene la bacteria favoreciendo su eliminacion. B) Una vision revisada del dogma central incorpora
subpoblaciones de células T adicionales (células T CD4, CD8* Ty células T no convencionales: células T y5, 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 citélisis de macrofagos infectados. EIl mecanismo citolitico varia y puede incluir granulos
citotoxicos, los cuales secretan péptidos antimicrobianos, como la granulisina, pero también pueden secretar granzimas disparando
la apoptosis. La actividad citotdxica T (CTL) es mediada por FASL-FAS o TNF y puede llevar también a apoptosis. La apoptosis puede
tener un efecto beneficioso en la resolucion de la infeccion dado que las células apoptodticas son fagocitadas por macréfagos no
infectados, los cuales son capaces de destruir las células apoptoticas, 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))

Comprender como los individuos con Tuberculosis latentes controlan la infeccion sin desarrollar
la enfermedad es fundamental para entender los mecanismos de inmunidad protectiva contra la
Tuberculosis. Sin embargo, la identificacidon de estos individuos es dificultosa y no existe un
consenso universal. El diagndstico clasico de la Tuberculosis latente implica la conversién a
positivo en la prueba de la PPD (prueba intradérmica de reaccién a un derivado proteico
purificado de la bacteria) que posee confiabilidad limitada, especialmente en paises donde la
Tuberculosis es endémica y aun se administra la BCG o donde los altos niveles de exposicion a
micobacterias ambientales llevan usualmente a test de PPD positivos. En los Ultimos afios, han
emergido nuevos ensayos de diagndstico basados en la produccién de IFN-y en muestras de

sangre, luego de la re-estimulacion in vitro con antigenos especificos de M. tuberculosis tales
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como ESAT-6 y CFP-10. Actualmente, estos ensayos de liberacién de IFN-y (IGRAs, por sus siglas
en inglés) como el QuantiFERON®-TB se utilizan para identificar exposicion previa a M.
tuberculosis y, en paises desarrollados, son considerados una herramienta de diagndstico muy

util . Sin embargo, no permiten diferenciar infeccidn activa de latente.

La infeccion puede mantenerse en esta etapa o progresar hacia el siguiente estadio. Si la
inmunidad mediada por células es apropiada, el granuloma se resolverd dejando pequefias

lesiones fibrosas calcificadas.

La tercera etapa ocurre cuando la inmunidad mediada por células no es suficiente para controlar
la diseminacion de los bacilos activos, dando lugar a la reactivacion de la infeccidn. Este evento
puede darse muchos afios después de la infeccion primaria y, aungue actualmente se desconoce
el mecanismo exacto responsable de la reactivacion, estd claramente asociado a factores del
sistema inmune del hospedador. Condiciones que afectan al mismo (co-infecciones, terapia con
esteroides, edad avanzada, desnutricion, entre otras) favorecen este proceso. En estos casos, los
macrofagos infectados pueden escapar del granuloma ocasionando diseminacion hacia el ganglio
linfatico regional. Si la inmunidad mediada por células es inadecuada, la respuesta de
hipersensibilidad tratard de combatir a los bacilos que se multiplican, pero a la vez ocasionara
destruccion del tejido pulmonar llevando a la formacién de cavidades. La reactivacion que
progresa a formacion de cavidades, con una elevada multiplicacién extracelular de la bacteria,

favorece la propagacion de cepas de M. tuberculosis resistentes y de alta virulencia .

Al presente, se han identificado dos mecanismos que explican la reactivacion en humanos. El
primero involucra las deficiencias cualitativas y cuantitativas de los linfocitos T CD4+ en individuos
infectados con VIH. El segundo mecanismo es la neutralizacidn terapéutica de TNF-a. Los efectos
del bloqueo de TNF-a incluyen disrupcién del granuloma, disminucion de la actividad anti-
micobacteriana y la subsecuente muerte de macrofagos; la induccién de un aumento en la
frecuencia de las células T regulatorias; y la deplecion 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 blogueantes del TNF-a muestran que las células T CD4+y el TNF-a son dos elementos
claves en la inmunidad protectiva frente a M. tuberculosis. Otras condiciones médicas que se
asocian con mayor riesgo de reactivacion incluyen a la diabetes mellitus, el tratamiento con
glucocorticoides, la silicosis, malignidades hematoldgicas, cancer, quimioterapia, uremia,
gastrectomia y la edad avanzada, pero ninguna ha sido estudiada con respecto a sus efectos en

los mecanismos inmunoldgicos especificos. Aungue los mecanismos y asociaciones mencionados

31



son notables, corresponden a una minoria de todos los casos de reactivacién de la Tuberculosis
10, Esto sugiere que el modelo ampliamente aceptado de “debilitamiento” o decaimiento de la

inmunidad para explicar la reactivacion de la Tuberculosis requiere reconsideracion.

Algunos mecanismos posibles que han sido propuestos para explicar la reactivacion incluyen el
agotamiento de las células T, expresién alterada de antigenos y alteraciones en el tréfico celular.
El mantenimiento de la respuesta inmune efectiva en el sitio de infeccion 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 trafico hacia los
granulomas por décadas para mantener la inmunidad local en la tuberculosis latente, es
razonable pensar que defectos en el trafico, incluso menores o intermitentes, podria permitir la
reactivacion de la Tuberculosis. Por otro lado, ha sido sugerido que la bacteria también podria
tener un rol primario en algunos casos de reactivacion que no pueden ser explicados por defectos
inmunes o deficiencias '°. En conjunto, se conoce muy poco de los mecanismos que median la

progresiéon desde la latencia a la reactivacion.

Por ultimo, la cuarta etapa es la transmisién 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 conexidén entre las cavidades y las vias dreas facilita

ampliamente la expectoracion de la bacteria °.

Inmunidad Innata frente a Mycobacterium tuberculosis

Como se menciond, M. tuberculosis ingresa al hospedador a través de las vias aéreas. Una vez en
los alvéolos pulmonares, los macrofagos 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 | y de tipo Il y otras células inmunes como los macrofagos alveolares, CDs y
neutrofilos. Hay pocos macréfagos alveolares por alvéolo (alrededor de 10) pero tienen una vida
media de alrededor de 3 meses en humanos. Luego del encuentro con los macréfagos alveolares,
las CDs, los macréfagos derivados de monocitos y los neutréfilos también forman parte del

proceso fagocitico 2.

La respuesta inmune innata se caracteriza por el reconocimiento de diversos patrones
moleculares asociados a los patdgenos (PAMPs), por los receptores de reconocimiento de

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

complemento (CR), el receptor de manosa (MR), receptores de lectina tipo C, entre otros 2,

EI TLR2 es el TLR para el cual se han identificado el mayor nimero de agonistas micobacterianos,
incluyendo lipoproteinas, fosfatidilinositol mananos y lipomananos. El TLR4 reconoce lipidos de
la pared, glicoproteinas y proteinas secretadas. EI TLR9 citoplasmatico sensa ADN micobacteriano
y contribuye con la produccion de citoquinas por macroéfagos y CDs. Dentro de la familia de
receptores de lectina tipo C, los receptores DC-SIGN pueden reconocer LAM, dectina 1 aun tiene
ligandos de M. tuberculosis sin caracterizar, el receptor de manosa reconoce LAM y ManLAM vy
mincle media el reconocimiento de TDM; el glicolipido méas abundante de la pared de la bacteria.
Los receptores scavenger CD36, MARCO, SRA y AIM también participan del reconocimiento de
M. tuberculosis mediante la interacciéon 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 ademds una gran cantidad de productos micobacterianos 3. Los PRR citosélicos como
NOD2 y NLRP3 reconocen los péptidoglicanos y algunas proteinas secretadas como ESAT6. AIM?2
(proteina citoplasmatica ausente en melanoma 2, por sus siglas en inglés) y STING también han

sido propuestos como sensores de ADN micobacteriano. 1

Un amplio repertorio de lipidos, proteinas, lipoproteinas, carbohidratos y nucledtidos estimula
los diferentes PRRs, individual o colectivamente, induciendo la expresion de citoquinas
proinflamatorias, quemoquinas y moléculas de adhesién que contribuyen a la movilizacién y
activacion tanto local como sistémica de las células inmunes. Sin embargo, la activacion 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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Fagocitosis de M. Reconocimiento inmune de
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Fig. 6 Fagocitosis y reconocimiento de M. tuberculosis. Algunos de los receptores identificados para el reconocimiento de M.
tuberculosis por macréfagos y CDs (los receptores del complemento, el receptor de manosa, receptores scavenger, el receptor DC-
SIGN, el receptor de la proteina surfactante A, las lectinas de unién a manosa). Luego de la unién a los TLR, se activan las vias de
sefializacién comunes que llevan a la produccion de citoquinas. Los TLR se expresan no solo en la superficie celular sino también en
los fagosomas, por lo tanto, la activacion inmune puede ocurrir en presencia o ausencia de fagocitosis (Adaptado de Clin Microbiol
Rev 15:294).

El rol de las CDs es central para la presentacién antigénica y la iniciacion de la respuesta inmune
adaptativa **. Los neutrdfilos son las primeras células que infiltran en los pulmones luego de la
infeccion y son el tipo de célula mas abundante que aparece en lavados broncoalveolares y
esputo de pacientes con Tuberculosis pulmonar activa. Estas células juegan un papel muy
complejo en la patologia de la enfermedad. Su reclutamiento al pulmoény su rol patolégico estan
regulados por varias citoquinas, quemoquinas, alarminas (como las proteinas S100A8 / A9) y
miARN intrinsecamente expresados (como miR-223) 4. Ciertos factores liberados por los
neutrofilos durante los estallidos respiratorios, como la elastasa, colagenasa y mieloperoxidasa,
pueden dafiar tanto células bacterianas como del hospedador indiscriminadamente. Por tanto,
los neutrofilos constituyen una poblacién de células efectoras que pueden mediar tanto la
actividad antimicobacteriana como la inmunopatologia de la infeccién . Las células asesinas
naturales (Natural killer cells (NKs)) estan también involucradas en la respuesta inmune innata
frente a M. tuberculosis, poseen un rol central en la amplificacion de las defensas anti-

microbianas a través del reconocimiento de macréfagos infectados por sus receptores NKp44,
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NKp46 y NKG2D. Las células NK pueden lisar los macrofagos infectados, producir IFN-y

promoviendo la activacién de otros macréfagos y pueden, también, secretar citoquinas que

expanden las poblaciones de células NKT y CD8 ™. Las células T y& también estan presentes en
los alvéolos, reconocen fosfoantigenos de M. tuberculosis y participan en la induccién de la
muerte de macrofagos infectados a través de la produccién de granulos citotdxicos y en la

produccion de citoquinas proinflamatorias como el IFN-y y el TNF-a *°

La respuesta inmune innata es sin duda un estadio dinamico y posee un rol clave al establecer el
ambiente que permite la generacién de la respuesta T adaptativa necesaria para contener la
enfermedad. Si bien provee las bases para la iniciacidn de la respuesta inmune celular adaptativa
a través del reclutamiento y la induccién de la maduracién 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 comprensién de las variaciones en la respuesta inmune
innata en los individuos con diferente resolucion frente a la infeccién por M. tuberculosis
proveerd de herramientas fundamentales para la eleccion de vectores y adyuvantes (inductores
de lainmunidad innata) para el disefio éptimo de vacunas como asi también inmunoterapias para

la Tuberculosis.

Macrofagos. Heterogeneidad de poblaciones y mecanismos microbicidas

Los macrdfagos derivan de células hematopoyéticas de la médula dsea, se diferencian a partir de
células promonociticas a monocitos maduros en la sangre periférica y en macroéfagos luego de la
migracion al tejido donde mantienen la homeostasis o se reclutan en respuesta a un proceso
inflamatorio o infeccioso. Su patrdén de diferenciacion depende en gran medida del entorno local,
incluida la ubicacion del tejido y células asociadas, asi como de factores de crecimiento y
citoguinas presentes en cada sitio. La heterogeneidad observada refleja la plasticidad y
adaptacién de estas células a diferentes ubicaciones anatdmicas e inmunoldgicas. Para
simplificar, la heterogeneidad de los macréfagos se ha categorizado en cuatro grupos principales
definidos principalmente por condiciones de cultivo celular in vitro: macréfagos tipo |y tipo I,

macrofagos activados alternativamente y macréfagos desactivados 6.

Los macrdéfagos de tipo | (activacion cldsica o células M1) se diferencian por cultivo in vitro con
IFN-y y LPS. Los macrdéfagos de tipo Il (activacion innata) se diferencian en cultivo in vitro por
activacién de receptores mediada por complejos inmunes. Ambos fenotipos de macrofagos estan

asociados con una alta actividad microbicida, produccién de citoquinas proinflamatorias como
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TNF-a, IL-1B e IL-6, generacion de especies reactivas del oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés), y
la activacion de la oxido nitrico sintasa inducible (iNOS) que conduce a la sintesis de éxido nitrico
(NO). Los macrofagos de tipo | también muestran un aumento del complejo mayor de
histocompatibilidad (CMH) de clase Il y de la molécula CD86 y una mayor capacidad de presentar
antigenos. Algunas diferencias entre los perfiles de tipo | y tipo Il incluyen la disminucion de la
expresion del receptor de manosa (MR, CD206) en macréfagos tipo |, mientras que los
macrofagos de tipo Il tienen una mayor producciéon de la citoquina inmunorreguladora IL-10 y
una disminucion de la produccion de la citoquina proinflamatoria IL-12. Por tanto, las dos
poblaciones de macréfagos, aunque resultan fenotipicamente similares, tienen distintos perfiles

funcionales ®.

El tercer grupo se compone de macréfagos 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-y e inhibe la sintesis de iNOS. Los glucocorticoides también
pueden dar lugar a la generacion de macréfagos alternativos. Los macréfagos activados
alternativamente tienen una mayor expresion de MR acompafiada de una disminucion en la
expresion de CD14. Ademas, 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-B). Esta poblacién de macréfagos ha sido

asociada con la reparacion de tejidos y la inmunidad humoral *°.

Finalmente, el fenotipo de macréfagos desactivados es inducido por cultivo in vitro en presencia
de citoquinas como IL-10 o TGF-B. Este fenotipo de macrofagos se ha asociado con produccién
de citoquinas antiinflamatorias, produccién de prostaglandina E2 (PGE2) y expresion reducida de

CMH 11 %8,

Recientemente ha surgido la idea de una clasificacién mas flexible, donde la heterogeneidad de
los macréfagos generada en respuesta a procesos inmunes innatos o adquiridos se considera un
espectro. Las poblaciones de macréfagos cldsicos o alternativos que contribuyen a la cicatrizacion
de heridas o que poseen funciones regulatorias, pueden superponerse en sus funciones,

representando diferentes puntos a lo largo de un Unico espectro .

En cuanto a la infeccidn causada por M. tuberculosis, son numerosos los factores que intervienen
en el reconocimiento de la bacteria y en los procesos que conllevan a la contencion del patégeno
y al establecimiento o eliminacion de la enfermedad. Como fue mencionado, los macréfagos
juegan un rol fundamental ya que al estar presentes en los alvéolos pulmonares son los primeros

en encontrar al patégeno, 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 macréfagos alveolares, son
esenciales en la homeostasis del tejido, el reconocimiento temprano de patégenos, la iniciacion
de la respuesta inmune local y la resolucidn de la inflamacion. Son especialmente importantes en
la defensa frente a la Tuberculosis gracias al proceso fagocitico que llevan a cabo, a su poder
microbicida intracelular y a la capacidad de presentacién antigénica a los linfocitos T. Aun cuando
la infeccidon se vuelve crénica o latente, los macrofagos siguen cumpliendo funciones efectoras
esenciales. Sin embargo, los macréfagos en los alvéolos son el principal blanco de M. tuberculosis
una vez que ingresa al pulmon Y. La interaccion de M. tuberculosis y de estas células, ademds

del microambiente inicial, podria definir la progresion de la infeccidn.

La migraciéon de M. tuberculosis hacia afuera del sitio primario de infeccidén ocurre a pesar de la
generacion de la respuesta granulomatosa y la bacteria utiliza las células del hospedador para
mediar esta migracion. El problema es que esto ocurre recién luego de 7-9 dias de iniciada la
infeccion. Como consecuencia, hay un retraso de 18-20 dias antes de que las células T antigeno-
especificas se acumulen en el pulmdén en un numero suficiente para frenar el crecimiento

bacteriano 8.

Como se menciond previamente, el reconocimiento de M. tuberculosis es mediado por multiples
receptores en los macréfagos, algunos de ellos no sélo reconocen al patégeno, sino que también

11 La lucha del hospedador frente al patégeno en la infeccion por M.

inician su fagocitosis
tuberculosis implica varios niveles, incluyendo la contencion de la bacteria, la generacion de
radicales libres, la creacidon de un ambiente hostil, acido, deprivado de nutrientes esenciales, la
produccion de péptidos antimicrobianos y la secrecion de citoquinas, el reclutamiento de otras
células inmunes v las actividades suicidas de los macréfagos como la induccion de la apoptosis,

autofagia y eferocitosis para prevenir la propagacion de la enfermedad.

Asi, diversos mecanismos son disparados una vez que los macréfagos reconocen e internalizan la
bacteria. Los macréfagos son capaces de producir un amplio rango de citoquinas y quemoquinas
induciendo la activacion y migracién de distintas células del sistema inmune, son células
presentadoras de antigenos (CPA) profesionales por lo que pueden presentar antigenos a través
de CMH Il a los linfocitos Ty dar sefiales 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 formacion del fagolisosoma, que tiene como finalidad la muerte del
microorganismo y la degradacion de su contenido. Este proceso se realiza por la adquisicién de
enzimas lisosomales mediante un complejo proceso de maduracién caracterizado por la fusién

secuencial con endosomas vy, finalmente, con lisosomas °. Durante la biogénesis fagolisosomal
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los eventos de fusion son controlados por un subtipo de GTPasas, las proteinas Rab, que incluyen
Rab5 y Rab7, las cuales se encargan de regular la naturaleza de los eventos de fusion con
endosomas tempranos y tardios, respectivamente. Los fagosomas se fusionan con los endosomas
y los lisosomas al tiempo que los componentes de la membrana se reciclan a la membrana
plasmatica. Durante el proceso de maduracién fagosomal, la acidificacion y los niveles de enzimas
lisosomales como las hidrolasas acidas, LAMP1, LAMP2 y catepsina D aumentan; mientras que los
marcadores endociticos como CD63, el receptor de transferrina y Rab5 disminuyen dentro del

19-22 De esta forma, una vez fagocitados, muy pocos microorganismos pueden

fagosoma
sobrevivir dentro de los macréfagos debido a la abundancia de vacuolas fagociticas acidas vy
enzimas hidroliticas que contienen hidrolasas lisosomales e intermediarios reactivos del oxigeno

y del nitrégeno.

Los macrofagos también pueden eliminar otras células que hayan sido infectadas por M.
tuberculosis y se encuentren en estado apoptético mediante la eferocitosis (del griego: para llevar
a la tumba). Luego de la fagocitosis, los cuerpos apoptdéticos son entregados a los lisosomas y
finalmente degradados en los endolisosomas. Otra via promovida por la eferocitosis es la
presentacion antigénica cruzada, mediante la cual los macréfagos pueden alertar a los linfocitos
T CD8+ para que ejecuten sus funciones citotoxicas 23. Ademas, las células apoptdticas son fuente
de presentacion antigénica para las CDs lo cual incrementa la activacion de la respuesta inmune

adaptativa *.

La autofagia es otro mecanismo que ocurre en macréfagos y contribuye con la eliminacion de M.
tuberculosis. Este es un proceso altamente conservado que sirve para degradar proteinas u
organelas enteras mediante la via lisosomal. También puede funcionar como un mecanismo de
supervivencia proveyendo a la célula de aminodcidos esenciales que le permiten continuar con
su actividad metabdlica. Resulta también importante para remover constituyentes celulares
potencialmente dafiinos como mitocondrias dafiadas, proteinas mal plegadas o agregados
proteicos. La autofagia da como resultado la captura de proteinas citoplasmaticas 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 macrofagos pueden usar
este mecanismo para atrapar parasitos y bacterias, incluyendo a M. tuberculosis. Otra manera
mediante la cual la autofagia promueve la eliminacién de M. tuberculosis es incrementando la

presentacion cruzada via CMH | hacia los linfocitos TCD8+ .

En lainmunidad mediada por los macrofagos frente a las micobacterias, las especies reactivas del

oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés) juegan un rol importante. Los fagocitos generan ROS
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mediante las subunidades cataliticas de la enzima NADPH oxidasa 2 (NOX2) que comienza con la
produccion del anidon superoxido. Estas subunidades (gp22phox, gp40phox, gp47phox, gp67phox
y gp91phox) se expresan mayormente en neutrofilos y macréfagos. El anidn superdxido puede
combinarse y sintetizar oxidantes microbicidas como el hipoclorito y el perdxido de hidrogeno en
los fagosomas de los macrofagos 2°. Ademas de este efecto directo, los ROS inducen la autofagia
y la apoptosis en estas células y podrian 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 liberacion de

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

Los antigenos de M. tuberculosis son fuertes estimulos para los macréfagos y pueden dar lugar a
la produccién de citoquinas. Principalmente, el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) y la IL-18
cumplen un rol importante en la defensa frente a M. tuberculosis. TNF-a es secretado por
macrofagos activados y contribuye con la activacion de estos fagocitos, la formacion del
granuloma, la prevencién de la diseminacion de bacterias y la apoptosis de las células infectadas
28 El TNF-a también es importante para inducir procesos como la maduracién de las CDs, las
respuestas de las células T especificas de antigeno y la migracién de leucocitos 2. La IL-1B también
se produce en la infeccién por M. tuberculosis humana principalmente por monocitos,
macrdfagos y CDs *°. Cuando esta molécula efectora antimicrobiana es liberada por macréfagos
3132 que se encuentran bajo glucdlisis, limita la supervivencia bacteriana 3%, |L-1B también
promueve la secrecion de TNF-a y la activacién de la caspasa-3 pro apoptodtica en macréfagos
infectados, lo que contribuye a limitar el crecimiento bacteriano dentro de estos fagocitos °.
Otras citoquinas también son relevantes durante la respuesta inmune antituberculosa. Los
macrofagos (como asi también las CDs) son importantes productores de I1L-12p40, 1L-12, IL-23 e
IL-27. Estas citoquinas estan asociadas en gran medida con la induccién y regulaciéon de la
expresion de citoquinas en células T *. Los macrdéfagos también pueden secretar TGF-B, 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 *. 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-y sobre los macréfagos *°.

La funcién de los macrofagos es ampliamente regulada por un gran rango de moléculas que
incluyen citoquinas, quemoquinas y diferentes receptores. Resulta imprescindible delinear las

vias de sefializacion y mecanismos que llevan a la activacion de los macréfagos como asi también
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de los procesos que favorecen la fagocitosis y la eliminacién de la bacteria de manera de

enfocarnos en nuevas estrategias terapéuticas para la Tuberculosis.

Macrdéfagos. Mecanismos de evasion desarrollados por M. tuberculosis

A lo largo de los aflos, M. tuberculosis ha desarrollado diversas estrategias para asegurar su
entrada a los fagocitos, engafiar y evadir la respuesta celular potencialmente téxica del
hospedador. Asi, este patdgeno 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 macrofagos, 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 macréfagos constituye la clave de la

persistencia y patogénesis de M. tuberculosis.

Las caracteristicas estructurales de M. tuberculosis ayudan a inhibir la maduracién y acidificacién
del fagolisosoma. Por ejemplo, puede frenar la formacion del lisosoma induciendo un aumento
de la expresion de coronina 1 (o TACO, pos sus siglas en inglés para proteina de envoltura que
contiene triptéfano y aspartato) en la membrana de los fagosomas /. Esta proteina estd
involucrada en la formacion de fagosomas tempranos por lo que su retencidon o aumento en la
membrana permite que M. tuberculosis permanezca en un compartimento que ha detenido su
maduracion. También puede frenar la maduracion de los fagosomas modulando la funcion de la
GTPasa Rab5 que es necesaria durante las etapas tempranas, pero no tardias, de formacion del
fagolisosoma. Rab5 puede ser retenida en membrana ¥/, como asi también M. tuberculosis puede
bloguear su funcién *® o promover su disociacion del fagosoma para evitar que se sucedan las
etapas madurativas posteriores *°. Esto también conduce a inhibir el reclutamiento de EEAL (por
sus siglas en inglés para autoantigeno 1 de endosoma temprano). Esta molécula estd implicada
en la fusién endosoma-endosoma, por lo cual su ausencia no permite la maduracién del
fagolisosoma. Los fosfoinositidos y ManLAM de M. tuberculosis se ven implicados en la
modulacién de EEA1 22137 Asimismo, la acidificacién del fagolisosoma puede verse

comprometida y la bacteria logra sobrevivir en un ambiente menos acido (pH = 6.2) 2%

M. tuberculosis también ha logrado evadir la autofagia impidiendo la fusién autofagosoma-
lisosoma. En este sentido, se han descripto tanto proteinas *>** como microARNs 2#*? bacterianos
capaces de inducir este mecanismo de escape. Mas 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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proteinas secretorias de M. tuberculosis pueden regular la apoptosis de los macréfagos 2*. Las
cepas menos virulentas suelen ser inductoras del proceso apoptdtico mientras que las mas
virulentas lo inhiben modulando la produccién de NO, citoquinas proinflamatorias y la activacion

de caspasas 2.

El estrés oxidativo es otros de los targets de M. tuberculosis. El micotiol (MSH) de este patdgeno
posee actividad antioxidante y ayuda a la bacteria a permanecer dentro de los macréfagos . Las

2443 como asf también

proteinas Wag31 vy EIS también protegen a la bacteria del estrés oxidativo
la fosfolipasa D que bloquea la accidn de los ROS 2* y las enzimas KatG y TrxB2 de M. tuberculosis
que contribuyen a la resistencia en ambientes oxidativos **. Las proteinas CFP-10 y ESAT-6, juntas
o separadas, pueden inhibir los radicales libres del oxigeno ?*. Mientras que la GGC (gamma
glutamil-cisteina) esta involucrada en la detoxificacion de especies reactivas del oxigeno y
nitrogeno, la proteina Lsr2, con caracteristicas similares a las histonas, protege a M. tuberculosis
solamente de la accion de los ROS. Mds aun, numerosas moléculas bacterianas pueden mediar la

evasion de los intermediarios reactivos del nitrogeno. Es el caso de noxR1 y noxR2, AhpC, Lpd y

SucB ¥’.

Otros mecanismos que ayudan a M. tuberculosis a escapar del sistema inmune incluyen mutacién
antigénica que altera el reconocimiento por parte de las células del hospedador para evitar la
muerte %, inhibicidon del procesamiento y presentacién antigénica via CMH 1l 37, aumento de la
expresion del receptor PPAR-y que da como resultado un aumento en la formacion lipidos y una

24

regulacion negativa de la actividad microbicida del macréfago #4, resistencia a la accién de

citoquinas proinflamatorias como IL-1B ** e IFN-y *’. Algunas de las principales estrategias de

evasion exploradas por M. tuberculosis en los fagocitos se resumen en la Fig. 7 *°.

Los mecanismos de evasion inducidos por M. tuberculosis contribuyen a promover la persistencia
del patogeno. Contrarrestar estos mecanismos que generan un nicho protectivo para la
replicacion bacteriana y se oponen al efecto antimicobacterial generado por los macréfagos
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.

41



7 YL U At

Supresion de la autofagia por Mtb G Internalizacién \
de Mth
- .—’. EEA1 '\‘ = —— Mtb previene el A"=?‘
- esxa¥ ¥ .., ORI i I“\
¥ {
’_’_- f» Heis ‘ ‘.\ RERGA \I\\ ‘ /I} |<. ‘/)

2 ¢?  ragosoms

9 Mtb induce el escape del

Colesterol X ==
g O
Supresién de péptidos = : |
antimicrobianos por Mtb
{1
Detoxificacion
inducida por Mtb
Mtbevitala Supresion de vias de sefializacion innatas
maduraciondel ‘por Mtb
fagosoma

Fig. 7. Estrategias de evasién intracelular adoptadas por M. 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 fagociticas mononucleares. Mtb
utiliza el colesterol del hospedador para su supervivencia e impide el procesamiento y la presentacién de antigenos por sus
lipoproteinas. En consecuencia, ESAT-6 y ESX-1 de Mtb alteran el proceso de maduraciéon del fagosoma. Los factores de virulencia
como PtpAy Mce3E de Mtb, finalmente restringen varias cascadas de sefializacion de la inmunidad innata al unirse con la ubiquitina
del hospedador. ManLAM de Mtb detiene la maduracién fagosomal interrumpiendo el transporte de H+ por la ATPasa a los
fagosomas del hospedador y bloqueando la liberacion de Ca2+ citosélico. Las enzimas KatG, SodA/C, peroxidasa dependiente de
NADH, superdxido dismutasa y DlaT de Mtb estan involucradas en la detoxificacion de ROS y RNI. La neutralizacién de péptidos
antimicrobianos se logra mediante la proteina micobacteriana LysX. La supresion de la autofagia es lograda por el gen de
"supervivencia intracelular mejorada (Eis)" de Mtb. A. Agonistas de PRRs como TLR-2, -4 y 9, NLRs NOD-1 y NOD-2 y CLRs Mincle,
Dectin-1y Dectin-2 inducen la maduracion del fagosoma e inhiben el crecimiento de Mtb. B, C. Luego se desencadena la fusion de

fagolisosomas y posterior proceso de autofagia. Hip1, proteina 1 que interactda con la huntingtina; PtpA, proteina tirosina fosfatasa A; Mce3E, operdn
de entrada de células de mamifero 3E; ManLAM, manosa lipoarabinomanano; EEA1, antigeno 1 del endosoma temprano; ESAT-6, diana antigénica de secrecion
temprana de 6 kDa; ESX-1, sistema de secrecion ESTAT6 [; LysX, proteina bifuncional de biosintesis de lisilfosfatidilglicerol; KatG, catalasa-peroxidasa; SodA/C,
superoxido dismutasa A/C; AhpC/D, subunidad C/D de alquil hidroperdxido reductasa; DlaT, dihidrolipoamida aciltransferasa; Lpd, lipoamida deshidrogenasa; Ags,
antigenos; Ub, ubiquitina; Jnk, quinasa N-terminal c-Jun; AP-1, proteina activadora 1; NF-kB, factor nuclear-kB; ERK1/2, proteina quinasas 1y 2 reguladas por sefiales
extracelulares; LC3, proteina 1A/1B-cadena ligera 3 asociada a microtubulos; ROS, especies reactivas de oxigeno; RNI, intermedios de nitrégeno reactivo; NO, 6xido

nitrico. (Adaptado de Front. Immunol. 9:193).

Moléculas coestimulatorias

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

funcién de la célula T y constituyen la segunda sefial luego de la interaccién del TCR con el
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antigeno presentado en el contexto del CMH. Esta segunda sefial provista por la interaccién de
moléculas coestimulatorias expresadas sobre la CPA, con sus ligandos especificos localizados
sobre las células T es fundamental para la correcta activacién de las células T. La polarizacién
hacia los distintos linajes Th requiere ademas de la presencia de citoquinas provista por un tercer

tipo celular “°.

Las moléculas coestimulatorias CD28 y CTLA-4 (Antigeno 4 de Linfocitos T Citotdxicos, o CD152)
son los principales reguladores en la activacién temprana de linfocitos T virgenes. La interaccién
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 sefializacion que regulan las respuestas inmunes, incluyendo la
proliferacion celular y el balance entre respuestas Th1l y Th2. La coestimulacién de células T a
través de CD28 es importante para la generacion de respuestas inmunes antigeno-especificas, ya
que dicha interaccion incrementa la diferenciacién hacia célula T efectora luego de la

estimulacion antigénica, la expansion clonal, la magnitud y la duracién de las respuestas T.

La coestimulacion B7/CD28 resulta critica para que el hospedador controle la infeccion crénica
por M. tuberculosis. Ratones deficientes para CD80 y CD86 son capaces de contener la carga
bacteriana inicialmente en el pulmdn, pero exhiben una susceptibilidad aumentada durante la
infeccion crénica, sugiriendo que esta coestimulacidn es critica para la contencién en el largo

plazo dentro del granuloma /.

Luego de que los linfocitos T han sido activados y comienza la expansién clonal, otros miembros
de la familia B7 y sus receptores (ICOS—-B7h; PD-1-PD-Ls) contribuyen a la diferenciacion/funcion
de los linfocitos T activados. Previamente hemos demostrado que varias moléculas
coestimulatorias regulan la activacién y las funciones efectoras de las células T en pacientes con
Tuberculosis. SLAMF1, ICOS y 4-1BB (CD137) inducen respuestas Th1 “7°2, SLAMF1 e ICOS son
capaces de inducir la produccion de IFN-y y de IL-17 por células Th1/Th17, mientras que PD-1y
CD31 actiian como reguladores negativos de la respuesta T durante la respuesta inmune frente

a M. tuberculosis >*>*.

Sin embargo, si bien la mayoria 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

sefiales bi-direcciones impactando también sobre la funcion de las CPA.
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Molécula Linfocitaria Activadora de Sefiales (SLAMF1)

Se denomina SLAM a una familia de receptores que poseen un importante rol en la inmunidad y
cuya expresion se encuentra restringida a células hematopoyéticas. Esta familia estd compuesta
por un grupo de receptores transmembrana de tipo | que incluye a SLAMF1 (CD150 o SLAM),
SLAMPF2 (CD48), SLAMF3 (Ly-9 0 CD229), SLAMF4 (2B4 0 CD244), SLAMFS (CD84), SLAMF6 (Ly108
en ratén o NTB-A en humanos), SLAMF7 (CRACC, CD319 o CS1), SLAMF8 (BLAME) y SLAMF9
(SF2001 o CD84H) (Fig. 8). Aunque SLAMF2, SLAMF8 y SLAMF9 estan estrechamente relacionados
a los receptores SLAM, estrictamente no se engloban dentro de esta familia al no compartir
homologia de su dominio citoplasmatico. Sin embargo, los 9 miembros pertenecen a la
superfamilia de la inmunoglobulinas CD2 >>°°. Estos receptores poseen una fraccion extracelular
compuesta por dos segmentos tipo Inmunoglobulinas (Ig) (una regién tipo variable (V) y una tipo
constante 2 (C2)), una region transmembrana y una regién intracelular (que contiene varios
residuos tirosina fosforilables). A excepcién 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 homotipicas o
heterotipicas (Fig. 8). Estos receptores se expresan ampliamente en las células inmunes mientras
que no se encuentran en las células no inmunoldgicas. La mayoria de los tipos celulares

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

- N Célula T
\\ /
CS1 ( 0\1@081 Fig. 8. Modelo de interaccion entre miembros de la

/4

E. / familia SLAM. Receptores de la familia de SLAM y sus
respectivos ligandos durante la presentacion antigénica.

/
CD48-\~OO MCOZM SLAMF1 (SLAM), SLAMF5 (CD84) y SLAMF7 (CS1) se
CD86 Ao

unen de forma homotipica, mientras que SAMF4 (2B4)

¢ )QNJJV\cozs
= e—
CTLA4

Sefal 2 se une a SLAMF2 (CD48) asi como a CD2, aunque con
menor afinidad. La unién de los receptores de la familia
de SLAM con sus ligandos conduce a la fosforilacion de

su extremo citoplasmatico, permitiendo la unidn de SAP
(en linfocitos T) y EAT-2 (en la célula presentadora de
antigenos) mediante sus dominios SH2. Estas moléculas
reclutan quinasas Src, incluida Fyn que modulan la
activacion T. La unidén a SLAM de diferentes proteinas
con dominios SH2 da lugar a diferentes sefiales que
determinan  desenlaces bioldgicos distintos vy

usualmente opuestos. (Adaptado de Nature Reviews
@ Dpominiolgc ) DominiolgV AEATz [ saP (sH20A) Immunology. 3, 813-21 (2003)).
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Los receptores de la familia de SLAM no soélo operan como moléculas coestimulatorias sino que
también participan en la hematopoyesis de las células NK, asi como en la regulacion funcional de

células NK, neutrofilos, CDs, macréfagos y plaquetas.

La proteina de union a SLAMF1 (SAP) se expresa en células Ty NK y en algunas células B >°. SAP
puede interactuar a través de su dominio SH2 con los miembros de la familia de receptores de
SLAM *%. E| descubrimiento de que el gen codificante para SAP se encuentra mutado en el
Sindrome 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 >%°7.

En particular, SLAMF1 humano es una proteina de membrana de tipo | que cuenta con ocho sitios
potenciales de N-glicosilaciéon, con un dominio V y un dominio C2 8. La expresion de SLAMF1 ha
sido reportada en células T activadas, células B, CDs, macréfagos, plaquetas y células Tfh del
centro germinal *°. Asimismo, se encuentra expresado en clones Th1ly Th2, linfocitos inmaduros
y monocitos activados. SLAMF1 también se expresa en una poblacién de linfocitos B periféricos,
y su expresion aumenta luego de su activacion >°. La estimulacion a través de SLAMF1 utilizando
un anticuerpo agonista (A12) induce perfiles de citoquinas Th1/ThO en células T activadas por
antigeno, incluso en clones Th2, sugiriendo asi que esta molécula tendria una funcién en los
mecanismos que determinan las respuestas Th1l versus Th2 ®°. Ha sido reportado un incremento
en la respuesta proliferativa antigeno-especifica en células T de individuos sanos inmunizados con
derivado proteico purificado o toxoide tetdnico luego de la coestimulacion a través de SLAMF1.
Mds aun, ha sido descripto que, durante la infeccidén por el VIH, existe una alteracion de la
expresion de SLAMF1 °%, Trabajos mas recientes muestran que la expresion de SLAMF1 es mayor
en células Th1 que en las Th2 2, lo que indica que la via de sefiales inducida por SLAMF1 posee
un rol importante en la inmunidad frente a patdgenos intracelulares. En la infeccién activa por
M. tuberculosis, resultados previos demuestran que la coestimulacién a través de SLAMF1 induce
la produccién de IFN-y por las células T *8, a través de una cascada de sefializacion que involucra
la fosforilacion de la proteina quinasa Erk y del factor de transcripcién CREB °0%3, Esta via de

sefializacion es aberrante en pacientes que presentan mayor severidad de la enfermedad %3,

Sin embargo, el rol de SLAMF1 en la produccién de citoquinas por CPA ha demostrado ser
controversial. Por un lado ha sido demostrado que induce la produccién de IL-12 y CXCL8 por
parte de CDs estimuladas con LPS ® mientras que un trabajo posterior mostré que las
interacciones SLAMF1 / SLAMF1 entre CDs activadas por CD40L regulan negativamente la

produccién de IL-12, IL-6 y TNF-a %, En ratones, la activacion de SLAMF1 induce la produccién de
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NO, IL-12 y TNF-a mientras que disminuye la secrecion de IL-6 en macréfagos estimulados con

LPS e IFN-y €.

SLAMF1 actia como un regulador vital en la defensa inmune innata contra las bacterias Gram
negativas en los macréfagos, regulando dos procesos bactericidas principales: la maduracion del
fagosoma vy la producciéon de ROS por el complejo de la NADPH oxidasa (NOX2) 7. Es asi que
SLAMF1 promueve la maduracién del fagolisosoma en macroéfagos murinos estimulados con
Escherichia coliy promueve la eliminacién de E. coliy Salmonella typhimurium tanto in vitro como
in vivo en estas células ®’. SLAMF1 también es una molécula clave en la patogenicidad causada
por Tripanozoma cruzi durante la fase aguda en ratones . SLAMF1 es necesario para la
interaccién y la internalizacion de ciertas cepas de T. cruzi por parte de los macréfagos murinos,

lo cual afecta la produccion de ROS y promueve la supervivencia de los parasitos .

Mas aun, existen fuertes evidencias de que algunos receptores de la familia de SLAM también
pueden actuar como receptores de entrada para patégenos. De esta manera, pueden
comportarse de manera promiscua reconociendo diferentes ligandos con distintos niveles de
afinidad. SLAMF1 actua como receptor de internalizacion del virus del sarampién ° en humanos
mediante la interaccién con la hemaglutinina, como asi también de morbilivirus * en otras
especies. Recientemente también se ha propuesto la interaccion entre SLAMF1y T. cruzi %°. Mas

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

67,72 72

Gram-negativas como Escherichia coli y Citrobacter Rodentium ’* a los macréfagos de
mamiferos. Particularmente, ha sido demostrado que SLAMF1 es capaz de reconocer proteinas

de membrana externa de E. coli (OmpCy OmpF) , Brucella abortus (Omp25) 2y S. typhimurium

67

Sin embargo, el papel de SLAMF1 en las funciones de los macréfagos humanos durante la
infeccion por M. tuberculosis ha sido poco explorado. Los enfoques de microarrays han mostrado
niveles aumentados de ARNm de SLAMF1 en macréfagos humanos estimulados con diferentes
bacterias, incluyendo BCG vy la cepa Erdman de M. tuberculosis "* y en macréfagos alveolares
humanos infectados con las cepas H37Ra y H37Rv de M. tuberculosis 7°. Sin embargo, ambos
estudios se centran en perfiles de expresion sin abordar el impacto funcional de las interacciones
de SLAMF1 en el contexto de la Tuberculosis. Finalmente, Song y col. han demostrado que la
regulacion positiva de SLAMF1 promueve el clearance bacteriano en la linea celular macrofagica

murina RAW264.7 infectada con BCG y en el pulmon de ratones infectados con esta bacteria 7°.
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Una mejor comprension de la interaccién M. tuberculosis -macréfago podria contribuir a delinear
nuevas estrategias que lleven a una eliminacién mas eficiente de la bacteria y a una mejor y mas
rapida migracién de células T efectoras al pulmdn que puedan reconocer y eliminar los
macrofagos infectados, ademas de secretar mediadores como IFN-y y TNF-a. que contribuyen en

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

Teniendo en cuenta estos antecedentes, y que las micobacterias producen proteinas formadoras
de canales identificadas como Omp nos propusimos explorar el papel de SLAMF1 en macréfagos
humanos en la respuesta inmune innata frente a M. tuberculosis. Abordamos su rol como
molécula coestimulatoria, asi como también su rol como sensor potencial para M. tuberculosis

en macréfagos humanos.
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Objetivos
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Objetivo General

El objetivo general de este capitulo es investigar los mecanismos involucrados en la
activacién y modulacién de la funcién de los macréfagos durante la infeccién por micobacterias.
La fagocitosis de los microorganismos es un proceso que intenta limitar o resolver las infecciones.
Comprender como los macréfagos eliminan los patdgenos podria 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 sefiales (SLAMF1) en la
activacion y funcién de los macrofagos en la infeccidn producida por M. tuberculosis. La induccion
del potencial microbicida de los macrofagos podria contribuir a la resolucion de esta infeccion,
inducir la migracidn mds eficiente de células de la respuesta inmune adaptativa y limitar el dafio

producido por la fuerte respuesta proinflamatoria.

Objetivos especificos

Objetivo 1- Caracterizar el perfil de expresion de SLAMF1 en la linea celular monocitica-
macrofdgica THP-1 y en macréfagos derivados de monocitos humanos luego de estimulacion in

vitro con M. tuberculosis y distintas citoquinas.

Objetivo 2- Determinar la expresion 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 activacion y fagocitosis de los macréfagos
estimulados con M. tuberculosis.
3.1- Evaluar la expresién de marcadores de activacion de los macrdéfagos.
3.2- Evaluar la viabilidad celular luego del tratamiento con un anticuerpo agonista para
SLAMF1.
3.3-Evaluar la secrecion de citoquinas proinflamatorias.
3.4-Evaluar la internalizacion de cepas de M. tuberculosis vivas e inactivadas en respuesta
a la activacién de SLAMF1 con un anticuerpo agonista en células THP-1 y macréfagos

derivados de monocitos.

Objetivo 4- Determinar la existencia de interaccion bioquimica entre SLAMF1 y M. tuberculosis.
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Objetivo 5- Investigar la participacion de SLAMF1 en la maduracién del fagolisosoma frente a la
infeccion por M. tuberculosis. Evaluar para esto la colocalizaciéon de SLAMF1 con marcadores de

maduracion 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 macroéfagos. La distribucion del
grupo masculino/femenino fue 13/6 y la mediana de la edad de 32 afios; rango intercuartil (IQR)

18-75 afos.

Pacientes con Tuberculosis. Las muestras de derrame pleural (DP) y sangre periférica pareada (SP)
fueron recolectadas de pacientes VIH negativos con pleuresia tuberculosa después de realizarse
procedimientos estandares con fines de diagndstico en el Hospital de Infecciosas "Dr. Francisco
JavierMuiiiz”, Buenos Aires, Argentina. El diagndstico de pleuresia tuberculosa se basd en un
resultado positivo para la tincién de Ziehl-Nielsen o cultivo Lowestein-Jensen de DP y / o por
histopatologia de la biopsia pleural, y fue confirmado por respuesta de IFN-y inducida por M.
tuberculosis y un test de adenosina deaminasa (ADA) positivo 7. Ninguno de los pacientes
presentdé Tuberculosis con multirresistencia a drogas o habia recibido tratamiento
antituberculoso antes de la coleccion de la muestra. La distribucion del grupo

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

La investigacion se llevd a cabo de acuerdo con la Declaracién de Helsinki (2013) promulgada por

|ll

la Asociacién Médica Mundial y aprobada por los Comités de Etica del Hospital “Francisco J.
Mufiiz”, la Academia Nacional de Medicina de Buenos Aires, Argentina (nimero de protocolo:
NIN-2612-17) y UNNOBA (COENOBA). Se obtuvieron consentimientos informados por escrito de

todos los participantes antes de la recoleccion de la muestra.

Antigenos y cepas bacterianas

La estimulacién in vitro de las células se realizé con un lisado celular de la cepa virulenta H37Rv
de M. tuberculosis, preparada mediante sonicacién (BEI Resources, NIAID, NIH: M. tuberculosis,
cepa H37Ry, 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 tefiido con rodamina (5 (6) -
carboxitetrametilrodamina Nsuccinimidilo éster, cat. No. 21955, Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EE.
UU.) en agitacion durante 40 minutos (Rodamina-Mtb Ags). El exceso de rodamina fue eliminado
mediante lavados con PBS 1X. Finalmente, el lisado se resuspendié en PBS 1X y se utilizd para

estimular las células.
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Para experimentos de infeccidon con bacteria viva, la cepa de M. tuberculosis CDC 1551 que
expresa proteina 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 ° Cy en una atmaésfera 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 centrifugacién

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

Para obtener macréfagos derivados de monocitos, los monocitos se purificaron a partir de CMSP
de dadores sanos mediante selecciéon 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 10° 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 pg / 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 pg/ml de estreptomicina (Gibco), 0,25 g/L de glucosa (Gibco), 1 mM
de piruvato de sodio (Gibco) y 5 mM de B-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 macrdfagos derivados de monocitos se estimularon
con 10 pl del sonicado de Mtb cada 1 x 10° células (10 pl sonicado= 1 x 10° bacterias) durante 4
0 24 horas en presencia o ausencia de 10 pg/ml de un anticuerpo agonista anti-SLAMF1 (clon
A12, BioLegend, San Diego, CA, EE. UU.), 10 ng/ml de rh-IFN-y (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 pl de Rodamina-Mtb Ags o 10 ul de
células enteras de M. tuberculosis (WCMtb) (10 pl = 1 x 10° bacterias) por cada 1 x 10° células

durante 24 horas.

En ciertos experimentos, los macrofagos 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 clasico (M1) como a perfiles alternativos (M2ay M2c), como se detalla en el esquema.

5 dias 2 dias
- --°= 1
GM-CSF IFN-g 1 M1 !
(10 ng/ml} (200U/mty  TT==== !
M-CSF IL-4 | M2a !
(10 ng/ml) (20 ng/ml) I ;
______ 1
M-CSF IL-10 L M2c i
(10 ng/ml) (10 ng/ml) L i

Infeccién con M. tuberculosis
Las infecciones con bacterias vivas se realizaron en laboratorio en la Unidad Operativa Centro de
Contencion Bioldgica, ANLIS-MALBRAN (Buenos Aires, Argentina) con nivel de bioseguridad 3, de

acuerdo a guias institucionales de bioseguridad.

Células THP-1 diferenciadas con PMA se infectaron con M. tuberculosis-RFP (multiplicidad de
infeccion [MOI] 5: 1) en presencia o ausencia de 10 pg/ml de anticuerpo agonista anti-SLAMF1
(clon A12, BiolLegend) 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 pg/ml) con o sin anti-SLAMF1 durante 22 horas

adicionales.

Citometria de Flujo

Las células THP-1 y los macréfagos 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 tifieron con anticuerpos anti-SLAMF1 conjugados a fluorocromos (anti-

SLAMF1 PE, Cat No. 306308, BiolLegend 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 tifieron con un colorante
de viabilidad (Fixable Viability Dye eFluorTM 780 Cat No. 65-0865, eBioscience ™) para excluir las
células muertas del andlisis. La estrategia de seleccién de las células SLAMF1 positivas se muestra
en la Fig. 1. Las muestras se analizaron en un citémetro de flujo FACSCanto Il (BD Biosciences) y

el analisis de datos se realizé 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 tifieron con anticuerpos anti-CD14 PerCP Cy5.5 (BioLegend) y anti-SLAMF1 PE y

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

Macrofagos derivados Exclusién de dobletes
de monocitos

S8C-A
FSC-A
S5C-A

Células SLAMF1ros Viabilidad celular

2]
596%

] ’ Células

viables

Células
SLAMF1pos

Normaized To Mode
S8C-A
Normalized To Mode

Q3

0,00% 0,00% 0
Ty TrenT TreT ey

A 4

SLAMF1 FVD eFluor780

Fig. 1 Estrategia de regiones para el analisis de SLAMF1 por citometria de flujo. Después de seleccionar la poblacién 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
compensacion. Las células muertas se excluyeron del analisis y la expresion de SLAMF1 se evalud en células FVD eFluor780neg
(células vivas). En todos los casos. la viabilidad celular fue superior al 90%.
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Microscopia Confocal
Las células THP-1 se utilizaron para experimentos de infeccién con M. tuberculosis-RFP y los
macrofagos derivados de monocitos para ensayos de estimulacién in vitro con la bacteria

inactivada.

En ambos casos, se incubaron 2 x 10° células/pocillo en microplacas (Nunc) como se describid
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 solucién salina y se
permeabilizaron con buffer que contenia PBS 1X, SBF al 10% y saponina al 0,5%. Posteriormente,
las células se incubaron con un anticuerpo especifico anti-SLAMF1 de raton (clon A12, BiolLegend,
San Diego, CA, EE. UU.) seguido de un anticuerpo secundario anti-ratén 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 raton seguidos de anticuerpos secundarios
anti-ratén 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 inmersidén en aceite

(Olympus).

Medios condicionados

Las células THP-1 (0,5 x 10° 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 um. 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 expresiéon de SLAMF1 se determind por citometria de flujo como se describié anteriormente.
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Ensayos de interaccion entre SLAMF1-M. tuberculosis

La interaccion bioquimica entre SLAMF1 y M. tuberculosis se evalué mediante dos metodologias
diferentes: citometria de flujo y microscopia de fluorescencia. Los macréfagos derivados de
monocitos de dadores sanos se estimularon con el sonicado de M. tuberculosis (Mtb) durante 24
horas para inducir la expresién de SLAMF1 y se prepararon extractos proteicos totales en
condiciones no desnaturalizantes. Brevemente, se cosecharon 1 x 10° macréfagos vy se usaron
100 pl de buffer RIPA suplementado con PMSF (1 mM) y un céctel de inhibidores de proteasas
(Sigma-Aldrich Cat. No P8340) para la lisis celular. La suspension se incubd en hielo durante 1 h,

se agitd con vortex cada 10 minutos y se centrifugd a 14000 rpm durante 15 minutos.

En la determinacion por citometria de flujo, el extracto de proteinas totales se incubd con 1 x 10°
células enteras de M. tuberculosis (WCMtb) durante 16-18 horas a 4°C en agitacion.
Posteriormente, se afiadid 1% de formaldehido durante 15 minutos a temperatura ambiente
seguido de glicina (0,125 M) durante 5 minutos para frenar la reaccién del formaldehido. Se
realizaron dos pasos de lavado con PBS 1X a 14000 rpm durante 5 minutos previo a la incubacion
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 deteccién de SLAMF1 por

citometria de flujo con un anticuerpo especifico anti-SLAMF1 PE (Cat No. 306308, BioLegend).

La interaccion de SLAMF1-M. tuberculosis por microscopia de fluorescencia se realizé adhiriendo
10 pl (1 x 10 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
1Xy se bloquearon durante 30 minutos a temperatura ambiente con PBS 1X conteniendo 10% de
SBF. Posteriormente, los extractos de proteinas totales se incubaron durante 2 horas a
temperatura ambiente en agitacion. Los portaobjetos se lavaron con PBS 1X antes de realizar el
entrecruzamiento (“crosslinking”) con formaldehido, glicina y EGS como se describid
anteriormente. Los portaobjetos finalmente se incubaron con un anticuerpo especifico de ratén
anti-SLAMF1 seguido de un anticuerpo secundario anti-ratéon 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 produccion de TNF-a e IL-1 humanos se determinaron en sobrenadantes de cultivo mediante
ELISA sandwich, usando anticuerpos de ratén especificos para cada citoquina de acuerdo con las

instrucciones del fabricante (BioLegend y BD Pharmingen).
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Analisis estadistico

El ANOVA de una via 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 comparacion 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 estadisticas, se considero significativo un valor de p <0,05.

58



Resultados
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Eleccién del modelo de estudio
Con el fin de determinar cudl era el modelo de diferenciacién mas apropiado para abordar

nuestros objetivos de estudio, nuestro primer enfoque fue comparar la expresién de SLAMF1 en

macroéfagos humanos diferenciados mediante distintos protocolos.

Por un lado, obtuvimos macrofagos a partir de monocitos de dadores sanos incubandolos con M-
CSF o GM-CSF durante 5 dias, seguido de la adicion de citoquinas polarizantes como IFN-y, IL-4 e
IL-10 por 48 horas, emulando la generacién de los perfiles de los denominados macroéfagos M1,
M2ay M2c (Fig. 1 A). Por otro lado, obtuvimos macréfagos 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) (Fig. 1 B). En ambos casos, luego de diferenciarlos, los macrofagos 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 macréfagos diferenciados por 7 dias independientemente de su perfil de
activaciéon (M1, M2a o M2c). La estimulacién con el sonicado de M. tuberculosis (Mtb) no
aumento la expresién de SLAMF1 en ninguno de los tres perfiles. Por el contrario, la expresion de
SLAMF1 fue evidente en macréfagos 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 mas altos se observaron a las 24 horas. Estos hallazgos sugieren
una expresion transitoria de SLAMF1 en la membrana de macréfagos derivados de monocitos

cultivados in vitro.

Adicionalmente, evaluamos la expresion de algunos marcadores de activacion tipicos en
macrofagos derivados de monocitos obtenidos por adherencia seguido de resting luego de 24
horas de estimulacion antigénica con Mtb (Fig. 1C). Observamos altos niveles de las moléculas de
superficie CMH Il y CD86 tanto en células estimuladas como no estimuladas. Por otra parte, no
observamos expresion de los marcadores CD163 o CD206 relacionados con el perfil M2. Asi, estos
macrofagos muestran expresion de marcadores de diferenciacion hacia macréfagos asociados a

un perfil proinflamatorio.

Teniendo en cuenta estos resultados, todos los experimentos realizados en el presente trabajo
se realizaron utilizando el esquema de diferenciacion de adherencia por 2 horas seguido de 16-

18 horas en medio completo (resting) para luego ser estimulados con antigenos por 24 horas.
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Fig. 1. Eleccion del modelo de estudio. Los monocitos CD14 positivos se obtuvieron de sangre periférica de dadores sanos mediante
seleccidon magnética positiva. (A) Se permitio que las células se diferenciaran durante 5 dias con M-CSF para M2 o GM-CSF para M1
(10 ng/ml cada una). La polarizacién de los macrdfagos se indujo afiadiendo IFN-y 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 macréfagos se estimularon con un sonicado de M. tuberculosis
(Mtb) durante 24 horas y se evalud la expresion de SLAMF1 por citometria de flujo. (B-C) Luego de la adherencia por 2 horas en
ausencia de suero bovino fetal e incubacién por 16-18 horas en medio completo (resting), los macréfagos se estimularon o no con
Mtb durante 24 y 48 horas y se evalud la expresién de SLAMF1 (B) o de CMH II, CD86, CD163 y CD206 (C) mediante citometria de
flujo.

(A-B) Porcentajes de células positivas para SLAMF1 evaluadas por citometria 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 citometria de flujo.
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M. tuberculosis induce la expresion de SLAMF1 en macréfagos humanos
Los niveles de SLAMF1 en la superficie de los macréfagos dependen del modelo experimental 78~

80 La expresiéon de SLAMF1 se ha demostrado en macréfagos murinos estimulados con BCG y en
macroéfagos humanos estimulados con diferentes cepas de Mycobacterium o sus componentes
celulares 7>8%82 Sin embargo, el papel de SLAMF1 en la regulacidn de las funciones de los
macrofagos permanece poco explorado. Con este fin, primero caracterizamos la expresién de
SLAMF1 determinando los niveles proteicos de SLAMF1 en monocitos recién aislados de sangre
periférica y macréfagos 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 88 (Fig. 2A). En los macrofagos derivados de monocitos, la expresion de
SLAMF1 aumenté significativamente en comparacion con los monocitos (Fig. 2A). Mas aun, la
estimulacion 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 citometria de flujo (Fig. 2A-C). Mientras que la cantidad de
moléculas SLAMF1 por célula aumentd en 9 de 15 muestras (Fig. 2C), el nimero de células que
expresaron SLAMF1 en respuesta a Mtb aumentd en todas las muestras de los dadores analizados
(Fig. 2B). Ademas, también observamos un aumento en la expresion intracelular de SLAMF1 por
microscopia confocal (Fig. 2D). Estos resultados demuestran que SLAMF1 se expresa no solo en
la superficie celular sino también intracelularmente luego de la estimulacién con M. tuberculosis.
Segln nuestro conocimiento, no existen estudios previos que reporten la expresién de SLAMF1
en el linaje monocito-macréfago en el sitio de infeccidn durante la Tuberculosis. Curiosamente,
observamos que los pacientes con Tuberculosis activa evidenciaron una expresién de SLAMF1
aumentada en las células CD14 positivas obtenidas de derrames pleurales (DP) en comparacion
con las células CD14 positivas provenientes de sangre periférica (SP) de los mismos pacientes (Fig.
2E). Estos hallazgos indican que SLAMF1 podria tener un papel activo en el sitio de la infeccion 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 expresion de
SLAMF1 en macroéfagos in vitro, sino también que este receptor podria ser un posible regulador

de las funciones de los macréfagos in vivo.
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Fig. 2 Expresion de SLAMF1 en monocitos y macréfagos humanos. (A-C) Los monocitos CD14 positivos se obtuvieron a partir de
sangre periférica de dadores sanos mediante seleccion magnética positiva. Después de la adherencia e incubacion en medio
completo durante 16-18 horas, los macrofagos se estimularon con un sonicado de M. tuberculosis (Mtb) durante 24 horas y la
expresion de SLAMF1 se evalué mediante citometria de flujo (CF). (B-C) Se muestran los valores individuales de SLAMF1 para
macréfagos no estimulados o estimulados con Mtb, en porcentaje (B) e a intensidad media de fluorescencia (IMF) (C). (D) En el
panel derecho se muestran micrografias confocales representativas de macréfagos no estimulados o estimulados con Mtb con la
respectiva cuantificaciéon de la intensidad de fluorescencia para SLAMF1. La intensidad media de SLAMF1 se calculé utilizando el
software Fiji. Se utilizaron imagenes DIC (contraste de interferencia diferencial) para dibujar manualmente un contorno para cada
célulay crear una region de interés (ROI). Luego, se resto el ruido de fondo y se midié 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 determiné mediante citometria de flujo.

Las barras representan la media + SEM. **, p <0,01; ***, p <0,001; **** p <0,0001. A-Cy E, Prueba de suma de rangos de Wilcoxon.
D, prueba de Mann-Whitney.

La linea celular THP-1 es utilizada ampliamente como modelo celular in vitro para monocitos y
macrofagos . Por lo tanto, evaluamos la expresion de SLAMF1 en estas células luego de la
diferenciacion con PMA y estimulacion con el sonicado de M. tuberculosis (Mtb) (Fig. 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 macrofagos en el contexto de la infeccion
por M. tuberculosis.

Teniendo en cuenta que la induccion de la expresién de SLAMF1 podria deberse a un efecto
directo de M. tuberculosis o a una activacion 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
expresion de SLAMF1 cuando se cultivaron células THP-1 con MC de células estimuladas con M.
tuberculosis o MC de células no estimuladas, en comparacion con el control (células no
estimuladas incubadas en medio fresco completo) (Fig. 3C). Este resultado indica que la expresién
de SLAMF1 se incrementa en las células que interactUan con M. tuberculosis y no es a causa de
un efecto bystander. Adicionalmente, evaluamos si cantidades mads altas del sonicado de M.
tuberculosis (Mtb) podian conducir a niveles mas altos de SLAMF1. Como se muestra en la figura,
no se detectaron cambios en los niveles de SLAMF1 al aumentar la relacion bacteria:macréfago

(Fig. 3D-E).
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Fig. 3 Expresion de SLAMF1 en células THP-1. (A) Se estimularon células THP-1 diferenciadas con PMA con el sonicado de M.
tuberculosis (Mtb) durante 24 horas y se determind la expresion de SLAMF1 mediante citometria 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 comparacion 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 expresion de SLAMF1 se determiné mediante citometria de flujo. Se muestran graficos
de densidad representativos (D) e histogramas (E).

Mtb 1: 1, 10 ul del sonicado de M. tuberculosis / 1 x 108 células (10 ul = 1 x 10° bacterias)

Mtb 2: 1, 20 pl del sonicado M. tuberculosis / 1 x 108 células (20 ul = 2 x 10° bacterias)

Mtb 5: 1, 50 ul del sonicado M. tuberculosis / 1 x 108 células (50 ul = 5 x 10° bacterias)

Las barras representan la media + SEM. *, p = 0,05; **, p =0,01; ***, p <0,001. Prueba t pareada A-B.

Para caracterizar aun mas la regulacién de la expresion de SLAMF1, decidimos estimular los
macrofagos con diferentes citoquinas in vitro. Las células THP-1 se estimularon en presencia o
ausencia del sonicado de M. tuberculosis (Mtb) junto con IFN-y, IL-4 o IL-10 recombinantes
humanos como citoquinas representativas de respuestas inflamatorias, antiinflamatorias o
reguladoras, respectivamente. Cuando evaluamos la expresion de SLAMF1 en la superficie celular
por citometria de flujo, encontramos que el tratamiento con IFN-y indujo niveles de SLAMF1
similares a los inducidos por el sonicado de M. tuberculosis (Fig. 4A y C). Mas aun, cuando las
células fueron estimuladas simultdneamente con M. tuberculosis e IFN-y, los niveles de SLAMF1
fueron alin mayores que los observados con el sonicado de M. tuberculosis o IFN-g por separado
(Fig. 4A). Los mismos resultados fueron observados en los macrofagos primarios (Fig. 4C),
indicando que la expresion de SLAMF1 en los macréfagos es inducida principalmente por

estimulos proinflamatorios.
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Fig. 4 Efecto de las citoquinas sobre la expresién 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-y (A), rhiL-4 o rhIL-10 (B) y se determind la expresién de SLAMF1
mediante citometria de flujo. (C) Se estimularon macréfagos derivados de monocitos de dadores sanos con o sin Mtb durante 24
horas en presencia o ausencia de rhIFN-y y la expresion de SLAMF1 se determiné mediante citometria de flujo.

Ay C, Las barras representan la media = SEM. *, p < 0,05; **, p < 0,01. A ANOVA de una via de mediciones repetidas, B ANOVA de
una via.

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.




SLAMF1 no modula la secrecion de TNF-a e IL-1B inducida por M. tuberculosis en

macroéfagos humanos
Dado que SLAMF1 puede actuar como un receptor autoligando 8¢ evaluamos si la activacién a

través de esta molécula podria modular la secrecién de citoquinas por los macrofagos. 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 (a-SLAMF1, A12). Posteriormente,

la secrecion de TNF-a e IL-1B se midid en sobrenadantes de cultivo mediante ELISA. Ambas

citoquinas aumentaron luego de la estimulaciéon con M. tuberculosis (Fig. 5A-B). Mientras que la

produccion de TNF-a se indujo luego de 4 horas de estimulacidn, los niveles de IL-13 aumentaron

significativamente 24 horas después de la adicién de M. tuberculosis. Sin embargo, no

observamos diferencias en los niveles de secrecién de estas citoquinas en respuesta a la

estimulacion con anticuerpo a-SLAMF1 (A12). Es importante destacar que no se detectaron

cambios en la viabilidad celular luego del tratamiento con a-SLAMF1 (Fig. 5C).
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Fig. 5 Efecto de la coestimulacién a través de SLAMF1 sobre la produccidn de citoquinas frente a M. 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 (a-SLAMF1). Se recuperaron los sobrenadantes de cultivo y se midieron los niveles de TNF-
a e IL-1B humanos mediante ELISA. Las barras representan la media = SEM. *, p = 0,05; **** p <0,0001. ANOVA de una via de
mediciones repetidas. (C) Se estimularon macréfagos 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 (a-SLAMF1). Para evaluar el efecto del
tratamiento con a-SLAMF1 sobre la viabilidad celular, las células se tifieron con el tinte de viabilidad FVD eFluor780. Se muestran
histogramas de citometria de flujo representativos para macrofagos derivados de monocitos.

Estos datos demuestran que la sefializacion promovida por la activacién de SLAMF1 no regula la
produccion de TNF-a ni de IL-1B por las células THP-1 estimuladas con M. tuberculosis en los

tiempos estudiados en este trabajo.

SLAMF1 estimula la interaccidn entre M. tuberculosis y los macréfagos
Como fagocitos profesionales, una de las funciones principales de los macréfagos es reconocer

los patdogenos, internalizarlos y destruirlos. Con este fin, expresan varios receptores endociticos
en su superficie y utilizan distintos mecanismos para internalizar microorganismos dentro de la

célula.

67,87,88, el

Aunque se ha demostrado el papel de SLAMF1 en algunas funciones de los macrofagos
hecho de si las interacciones homofilicas de SLAMF1 (SLAMF1-SLAMF1) conducen a promover

vias de sefializacion que aumentan la capacidad fagocitica de estas células aiin no se conoce.

Por lo tanto, decidimos evaluar el rol de SLAMF1 en la interaccién M. tuberculosis-macréfagos.
Para esto, las células THP-1 y los macréfagos derivados de monocitos se cultivaron durante 24
horas con el sonicado de M. tuberculosis tefiido con rodamina (Mtb-R Ags) en presencia o
ausencia de a-SLAMF1 (A12). En primer lugar, los resultados demostraron la capacidad de las
células THP-1 y de los macroéfagos derivados de monocitos para internalizar Mtb-R Ags por
citometria de flujo (Fig. 6A). Mas aun, la adicion del anticuerpo agonista para SLAMF1 (a-SLAMF1,
A12) condujo a un marcado aumento en el porcentaje de células que interactlan con la bacteria,

tanto en la linea celular como en los macréfagos provenientes de dadores sanos (Fig. 6B).

Por otro lado, como observamos que el IFN-y es capaz de inducir la expresion de SLAMF1,
evaluamos si también puede modular la internalizacién de M. tuberculosis. Sin embargo, el
agregado de IFN-y recombinante humano no produjo cambios en la interaccion de los
macrdéfagos ni de las células THP-1 con M. tuberculosis (Fig. 6C), sugiriendo que la activacion a

través de SLAMF1 es necesaria para inducir la internalizacién de la bacteria.
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Fig. 6 Rol de SLAMF1 en la interaccidn macréfagos-M. tuberculosis. (A) Los macréfagos de dadores sanos y las células THP-1
diferenciadas con PMA se estimularon con el sonicado de M. tuberculosis tefiido con rodamina (Mtb-R Ags) por 24 horas. Se
muestran los porcentajes de células de rodamina positivas como medida de internalizacidon. Los macrofagos (panel superior) y las
células THP-1 (panel inferior) se estimularon como en A en presencia o ausencia de un anticuerpo agonista a-SLAMF1 (B) o rhIFN-y
(C).

B, Se muestran los porcentajes de células de rodamina positivas, los graficos de puntos y los histogramas representativos obtenidos
por citometria 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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Ademas, estudiamos la internalizacién de M. tuberculosis por microscopia confocal. Para evaluar
esto, los macrofagos primarios fueron estimulados con Mth-R Ags durante 24 horas en presencia
o ausencia de a-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 a-
SLAMF1 (A12) durante 2 horas y luego fueron cultivadas en medios completos durante 22 horas

adicionales con o sin a-SLAMF1.

En concordancia con nuestros resultados anteriores, la coestimulaciéon a través de SLAMF1
aumento el porcentaje de internalizacion de M. tuberculosis en macrofagos primarios (Fig. 7A).
Mds aun, encontramos que la activacién de SLAMF1 mediada por el anticuerpo agonista anti-
SLAMF1 aumenté el porcentaje de células infectadas por M. tuberculosis (Fig. 7B). En conjunto,
estos hallazgos demuestran que SLAMF1 regula la interaccion entre los macréfagos y M.

tuberculosis, ya sean bacterias muertas o vivas.
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Fig. 7 Rol de SLAMF1 en la interaccién de las células humanas con M. tuberculosis. (A) Los macrofagos de dadores sanos se
estimularon con el sonicado de M. tuberculosis tefiido con rodamina (Mtb-R Ags) en presencia o ausencia de un anticuerpo agonista
o-SLAMF1 por 24 horas. Se evalud la internalizacion de Mtb-R Ags por microscopia confocal. La figura muestra micrografias
confocales representativas y se muestra la cuantificacion del nimero de células que interactlian con Mtb-R Ags en relacién 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 a-SLAMF1. Las células se lavaron para eliminar las bacterias extracelulares y se
incubaron durante 22 horas adicionales + a-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 infeccidn en relacién con las células totales. **, p < 0.01. Prueba t no emparejada.

SLAMF1 interactia con M. tuberculosis en los macréfagos
Como se menciond anteriormente, SLAMF1 también puede actuar como un sensor

microbioldgico capaz de reconocer y mediar la internalizacién de ciertas bacterias &, por lo que
decidimos estudiar la posible interacciéon entre SLAMF1 y M. tuberculosis. Con este fin, los
macrofagos derivados de monocitos fueron estimulados con el sonicado de M. tuberculosis
tefiido con rodamina (Mth-R Ags) y 24 horas después se estudié la colocalizacion de SLAMF1 con
Mtb-R Ags por microscopia confocal (Fig. 8A). Mas de la mitad de las células mostraron
colocalizacion entre SLAMF1 y M. tuberculosis (Tabla 1). Ademas, observamos un elevado indice

de Manders, lo que indica un alto grado de colocalizaciéon en las células estimuladas (Fig. 8B).

Adicionalmente, utilizamos células enteras de M. tuberculosis marcadas con FITC (WCMTB-FITC)
como estimulo para los macréfagos. 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 (Fig. 9A). Posteriormente, al evaluar células estimuladas con WCMTB-FITC por
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microscopia confocal, encontramos un alto grado de colocalizacién entre las células enteras de
M. tuberculosis y SLAMF1 (Fig 9B), lo que sugiere que la interaccién entre SLAMF1 y M.
tuberculosis involucra una molécula que se encuentra accesible tanto en el sonicado como en la

bacteria completa.
A Sin estimulo Estimulados con Mtb

DIC

Mtb-R Ags
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Fig. 8 Colocalizacion SLAMF1-M. tuberculosis. (A) Los macréfagos provenientes de dadores sanos se estimularon durante 24 horas
con el sonicado de M. tuberculosis tefiido con rodamina (Mtb-R Ags). Para la deteccion de SLAMF1 se utilizé un anticuerpo especifico
de ratén anti-SLAMF1 humano seguido de anticuerpo secundario anti-raton conjugado a Alexa Flior 488 (verde). Los macréfagos
no estimulados se usaron como control. Se muestran micrografias confocales representativas para una sola célula o micrografias
confocales panoramicas. SLAMF1 se detectd después de la fijacion y permeabilizacién de las células. DIC, contraste de interferencia
diferencial. (B) Las barras representan la media + SEM del indice de Manders, donde M1 fue el coeficiente de colocalizacion de

Manders con umbrales, calculados en el “plugin” Coloc 2 Fiji, con la tincion anti-SLAMF1 como primer canal.

72




A B
THP-1

— Control de isotipo
— Mtb
— WCMtb 3}

Normalized To Mode

WCMth-FITC

SLAMF1

Fig. 9 Colocalizacién de SLAMF1 con células enteras de M. 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 expresiéon de SLAMF1 se
determind por citometria de flujo. Se muestran histogramas representativos. (B) Macréfagos derivados de monocitos de dadores
sanos se estimularon durante 24 horas con células completas de M. tuberculosis marcadas con FITC (WCMtb-FITC). Se utilizé un
anticuerpo especifico de ratén anti-SLAMF1 humano seguido de un anticuerpo secundario conjugado a Alexa FlUor 546 (rojo) para
la deteccion de SLAMF1 luego de fijar y permeabilizar las células. Se muestran micrografias confocales representativas para células
Unicas. Indice de Manders (M2) de 0,96 (panel izquierdo) y 0,902 (panel derecho). M2 fue el coeficiente de colocalizacién de
Manders de cada celula con umbrales calculados en el “plugin” Coloc 2 Fiji con la tincidn anti-SLAMF1 como segundo canal.

% de células que expresan % Colocalizacion

SLAMF1 SLAMF1-Mtb

Macrdéfagos estimulados con

Mtb-R Ags

54,31 + 13,36

34,54 +4,7

Tabla 1. Colocalizaciéon SLAMF1-M. tuberculosis. Los macrofagos provenientes de dadores sanos se estimularon durante 24 horas
con el sonicado de M. tuberculosis tefiido con rodamina (Mtb-R Ags). Para la deteccion de SLAMF1 por microscopia confocal se
utilizé un anticuerpo especifico de ratén anti-SLAMF1 humano seguido de un anticuerpo secundario conjugado a Alexa FlUor 488
(verde). Se calculd el porcentaje de células SLAMF1 positivas en relacion con las células totales y el porcentaje de células SLAMF1
positivas que se colocalizan con Mtb-R Ags en relacidon con las células SLAMF1 positivas totales.
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Con el objetivo de demostrar la interaccion SLAMF1-M. tuberculosis realizamos ensayos de
interaccién bioquimica. Primeramente, incubamos extractos de proteinas totales de macréfagos
derivados de monocitos con células enteras de M. tuberculosis (WCMTB). Después de un
tratamiento de crosslinking, la deteccién de SLAMF1 se realizé por citometria de flujo.
Observamos altos niveles de tincion positiva para SLAMF1 (Fig. 10A), lo cual proporciona una

prueba bioquimica de interaccién entre SLAMF1 y M. tuberculosis.

Adicionalmente, estudiamos la interaccién adhiriendo el sonicado de M. tuberculosis tefiido con
rodamina (Mtb-R Ags) a portaobjetos recubiertos con poli-D-lisina. Posteriormente, los
portaobjetos se incubaron con extractos de proteinas totales de macréfagos derivados de
monocitos. Después del tratamiento de crosslinking, SLAMF1 se detectd por microscopia de
fluorescencia. En concordancia con los resultados obtenidos por citometria de flujo con M.
tuberculosis completa, demostramos la existencia de interacciéon entre M. tuberculosis-R Ags y
SLAMF1 como se muestra en la superposicion (merge) de las imagenes (Fig. 10B). Se realizaron
ademds multiples controles de union inespecifica del anticuerpo primario (anti-SLAMF1) vy
secundario utilizados que permitieron corroborar la especificidad de la interacciéon detectada

(Tabla 2).
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Fig. 10 Interaccion de SLAMF1 con M. tuberculosis. Macréfagos derivados de monocitos de dadores sanos se estimularon con el
sonicado M. tuberculosis durante 24 horas para inducir la expresion de SLAMF1 y se prepararon extractos de proteinas celulares
totales en condiciones no desnaturalizantes. (A) Los extractos de proteinas se incubaron con 1 x 10° células enteras de M.
tuberculosis (WCMTB). Después del crosslinking con formaldehido, glicina y EGS, se detectd SLAMF1 por citometria de flujo
utilizando anticuerpo especifico anti-SLAMF1 PE. Se muestra un histograma representativo. (B) 10 pl (1 x 10° bacterias) del sonicado
de M. tuberculosis tefiido con rodamina (Mtb-R Ags) se adhirieron en portaobjetos pretratados con poli-D-lisina. Después del
blogueo, los portaobjetos se incubaron con extractos de proteinas totales. El crosslinking se realizé con formaldehido, glicina y EGS
y se utilizd un anticuerpo especifico de ratén anti-SLAMF1 humano y un anticuerpo secundario anti-raton Alexa Flior 488 para la
deteccion de SLAMF1. Los portaobjetos se montaron y analizaron usando un objetivo 40X de un microscopio de contraste de fase
de fluorescencia invertido. Las imagenes fusionadas se muestran en amarillo. Barra de escala: 1 pm

Canal Verde  Canal Rojo

Mtb-R Ags - +

Mtb-R Ags + extracto de proteinas de macréfagos = it

Mtb-R Ags + anti-ratén Alexa Fluor 488 (control de pegado

- +
inespecifico del anticuerpo secundario)
Mtb-R Ags + anti-SLAMF1 + anti-ratén Alexa Fluor 488 (en
ausencia del extracto proteico. Control de pegado inespecifico - +
del anticuerpo anti-SLAMF1 a M. tuberculosis)
Mtb-R Ags + extracto de proteinas de macréfagos + anti-ratén
Alexa Fluor 488 (control de pegado inespecifico del anticuerpo - +

secundario)

Tabla 2. Controles del ensayo de interaccidon por microscopia de fluorescencia. Portaobjetos pretratados con poli-D-lisina se
incubaron con M. tuberculosis tefiido con rodamina (Mtb-R Ags), se bloquearon y se realizo el entrecruzamiento con formaldehido,
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 observd sefial. En todos los casos se observé Unicamente marca en el canal rojo correspondiente al extracto de la
bacteria marcada con Rodamina.

Estos datos demuestran que SLAMF1 es capaz de reconocer una firma molecular presente en M.

tuberculosis, sefialando a SLAMF1 como un nuevo receptor innato en macréfagos humanos.
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SLAMF1 participa del proceso de maduracion endolisosomal en los macrofagos
La internalizacion de microorganismos dentro de la célula es seguida por la fusion de los

endosomas con los lisosomas, lo que finalmente promueve la muerte de los patdgenos

endocitados dentro del fagolisosoma.

Como propusimos que SLAMF1 actla como receptor de M. tuberculosis y como modulador de
las respuestas de los macrofagos, y considerando que Berger y col. demostraron que el proceso
de maduracién fagolisosomal se ve retrasado en los macréfagos deficientes para SLAMF1
infectados con E. coli ®, decidimos evaluar la ubicacion conjunta de SLAMF1 con marcadores

endosomales tempranos y tardios en macréfagos estimulados con M. tuberculosis.

En consecuencia, primero estudiamos si M. tuberculosis se dirige a través de la via endolisosomal.
Para este propdsito, estimulamos los macréfagos derivados de monocitos con el sonicado de M.
tuberculosis tefiido con rodamina (Mtb-R Ags) por 24 horas. Luego se evalud la colocalizacion
entre las bacterias y dos marcadores endosomales diferentes por microscopia confocal. Los
resultados evidenciaron endosomas que contienen M. tuberculosis, demostrado por la expresion
del autoantigeno 1 del endosoma temprano (EEA1) o la proteina de membrana 2 asociada al
lisosoma (LAMP2) en los mismos compartimentos intracelulares que contenfan Mtb-R Ags (Fig.
11A). Ademas, comparando el grado de colocalizacion entre las bacterias y los marcadores
endosomales, encontramos un mayor grado de colocalizacion para LAMP2 en comparacién con
EEA1 (indice de colocalizacion de Manders de 0.93 + 0.05 vs 0.31 + 0.05; Media + SEM) (Fig. 11B).
Es decir que M. tuberculosis se encuentra tanto en endosomas tempranos como en tardios /
lisosomas en los macrofagos humanos luego de 24 horas de estimulacién, mostrando un mayor
grado de colocalizacién con los compartimentos que caracterizan las etapas mas tardias del

proceso madurativo del endolisosoma.

76



DIC
DIC

Mtb-R Ags
Mtb-R Ags

EEA1

LAMP-2

Merge
Merge

Indice Manders

M1 M1
(EEA1IM tb) (LAMP2/M tb)

Fig. 11 Ruta de M. tuberculosis a través de la via endosomal. (A) Macréfagos de dadores sanos se estimularon durante 24 horas con

el sonicado de M. tuberculosis tefiido con rodamina (Mtb-R Ags) y la localizacidn subcelular se determind por microscopia confocal

utilizando anticuerpos especificos de ratén para EEA1 (endosomas tempranos) o LAMP2 (endosomas / lisosomas tardios) humanos

seguidos de anticuerpos secundarios anti-raton conjugados a Alexa Fluor 633 (azul). Se muestran micrografias confocales

representativas para una Unica célula o micrografias confocales panordmicas. Ambos marcadores se detectaron después de la

fijacion y permeabilizacion de las células. DIC, contraste de interferencia diferencial. (B) Las barras representan la media + SEM del
|«

indice de Manders, donde M1 fue el coeficiente de colocalizacion de Manders con umbrales calculados con en el “plugin” Coloc 2

Fiji con la tincién para los marcadores endosomales como primer canal.
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Finalmente, también evaluamos la colocalizacién de SLAMF1 con los marcadores endosomales /
lisosomales tempranos y tardios. Observamos colocalizacion entre SLAMF1 y ambos marcadores
(EEA1 y LAMP2) en macrofagos estimulados con el sonicado de M. tuberculosis (Fig. 12A-B). El
indice de Manders indicd que el 59.55% y 69.90% de SLAMF1 colocaliza con EEA1 y LAMP2,
respectivamente. Curiosamente, mas del 70% de los coeficientes de Manders calculados fueron
superiores a 0,5 en ambos casos, lo que indica una colocalizacién marcada de los endosomas con
SLAMF1 (Fig. 12C). Es importante destacar que ésta es la primera vez que se demuestra la
presencia de SLAMF1 en los compartimentos endosomales. Si bien habia sido propuesto el rol de
SLAMF1 en la maduracion del fagolisosoma en macréfagos 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 tardios o lisosomas no habia sido evaluada.

Sin estimulo Estimulados con Mtb
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Fig. 12 Colocalizacién de SLAMF1 con compartimentos endosomales. Macréfagos de dadores sanos se estimularon durante 24 horas
con el sonicado de M. tuberculosis (Mtb) sin tefiir. La expresion de EEA1, LAMP2 y SLAMF1 se detectd utilizando anticuerpos
especificos 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 macréfagos no estimulados se usaron
como control. Se muestran micrografias confocales representativas para una Unica celula (A) o micrografias confocales panoramicas
(B). Los tres marcadores se detectaron luego de la fijacién y permeabilizacion de las células. DIC, contraste de interferencia
diferencial. (C) Las barras representan la media + SEM del indice de Manders, donde M2 fue el coeficiente de colocalizacién de
Manders con umbrales calculados en el “plugin” Coloc 2 Fiji con la tincion para marcadores endosomales como primer canal.

Estos resultados respaldan nuestra hipdtesis de que SLAMF1 reconoce M. tuberculosis en la
superficie de los macrofagos, contribuye a su internalizacion y podria participar en el proceso de

maduracion de los endolisosomas para, finalmente, lograr la eliminacion este patdgeno.

Tomados en conjunto, nuestros hallazgos muestran que M. tuberculosis induce a la expresién de
SLAMF1 en macrdéfagos derivados de monocitos y que las interacciones homofilicas SLAMF1-
SLAMF1 inducen la internalizacién de M. tuberculosis. Esta es la primera vez que se describe a
SLAMF1 como un receptor capaz de reconocer M. tuberculosis en macréfagos humanos. Ademas,
luego de endocitar a M. tuberculosis, SLAMF1 se internalizaria dentro de los macréfagos. Asi,
mostramos por primera vez que SLAMF1 se expresa en endosomas tempranos y en endosomas
tardios / lisosomas. Aunque todavia se requieren mas estudios, estos resultados sugieren que,
nuevos enfoques terapéuticos podrian dirigirse contra SLAMF1 para mejorar las funciones de los

macréfagos, o que podria conducir a la eliminacion eficiente de M. tuberculosis.
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La Tuberculosis es una enfermedad ancestral que, aun hoy, continta siendo un riesgo para la
humanidad. Constituye un grave problema para la salud publica ya que se estima afecta
latentemente entre un cuarto y un tercio de la poblacion mundial y causa millones de muertes
cada afio 2. No existe una vacuna completamente eficaz y aunque es prevenible y posee
tratamiento, muchos pacientes abandonan la terapia y desarrollan multiresistencia a antibioticos.
En Argentina, el dUltimo reporte indica un aumento en el nimero de muertes por Tuberculosis
respecto a los afios anteriores 3. Mds aun, desde principios de 2020, la pandemia COVID-19 ha
provocado enormes impactos sanitarios, sociales y econémicos, 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 vy la

evolucién de los pacientes con Tuberculosis podrian verse comprometidos en personas con

COVID-19 2.

La respuesta del hospedador frente a Mycobacterium tuberculosis, agente etioldgico de la
Tuberculosis, se basa principalmente en la inmunidad celular. En este sentido, los macrofagos
tienen un papel central durante el desarrollo de la Tuberculosis. Una vez en los pulmones, los
macrofagos 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 patégeno que
puede sobrevivir en el interior celular . Dado que M. tuberculosis ha desarrollado mdultiples
formas de escapar al sistema inmune, encontrar nuevos blancos que puedan mejorar las
funciones inmunoldgicas podria constituir una buena estrategia para combatir a este patégeno.
Particularmente, terapias que apunten a inducir o reestablecer mecanismos microbicidas de los
macrofagos podrian resultar prometedoras. Asi, una mejor comprensién de la interaccion entre
M. tuberculosis y la respuesta inmune del hospedador resulta fundamental para delinear nuevas

estrategias que lleven a una eliminacion mas eficiente de la bacteria.

SLAMF1 pertenece a la familia de receptores SLAM, los cuales inician distintas vias de
transduccién de sefiales en multiples células inmunoldgicas innatas y adaptativas %°. La expresion
de SLAMF1 en la superficie de los macréfagos se ha descripto anteriormente en patologias
inflamatorias cronicas. Sin embargo, los niveles observados de SLAMF1 dependen del contexto
estudiado. Los macrofagos 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 multiple 7. En
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nuestro trabajo, demostramos que la cepa virulenta H37Rv de M. tuberculosis induce la expresion

de SLAMF1 en macréfagos derivados de monocitos humanos.

Sin embargo, hemos observado que SLAMF1 se expresa en niveles muy bajos y sin diferencias
significativas en macréfagos generados hacia diferentes perfiles (M1, M2a y M2c). La
estimulacion antigénica en estos macrofagos no indujo cambios en los niveles observados de
SLAMF1. Actualmente no esta claro si un macréfago, al ser estimulado, adquiere un fenotipo que
conserva durante toda su vida funcional (caso en el cual existirian in vivo subpoblaciones de
macrofagos con estados de activacion definidos) o si el patrén de activacion de los macrofagos
cambia de manera constante de acuerdo a los estimulos que encuentren (lo que generaria un
amplio rango de fenotipos no estables representantes de un continuum de activacion). Aunque
se habla de diferentes estados de activacion, entre los que se encuentran el clasico y el
alternativo, no estd del todo claro cuales son los inductores, las propiedades funcionales y el
repertorio molecular de cada uno de estos grupos de macrofagos, ya que las definiciones de los
diferentes fenédmenos asociados a la activaciéon varian entre los sistemas experimentales. La
activacion clasica (M1) del macrdfago corresponde a la inducida por IFN-y, TNF-a, o diferentes
inductores como ligandos de TLR, LPS, péptidoglicano y sefiales enddgenas **°%%2, Los macrofagos
M1 activados clasicamente tienen la capacidad de disparar diferentes mecanismos efectores:
muerte de patdgenos intracelulares, lisis de células tumorales, produccidn y secrecién de IL-1,
IL-6, IL-12, IL-18, TNF-a, CCL3, CXL9 y CXCL10, produccién de ROS, generacion de éxido nitrico,
cambios fagolisosomales y aumento en la expresion de CMH I, CD86 y de la presentacion
antigénica asociada con células Thl. Los macréfagos M2 tienen propiedades anti-inflamatorias,
inhiben la produccion de IFN-y y son inducidos por diferentes mediadores. Deben adaptarse a
diferentes necesidades vy situaciones in vivo que van desde la induccion de tolerancia hasta la

regulacion de la inflamacion, la remocidn de desechos celulares y la regeneracién del tejido %4,

Aun cuando este modelo clasifica los fenotipos de activacién, es importante considerar que
subestima la complejidad in vivo, donde existe una alta diversidad de estados de macrofagos
activados que emergen en respuesta a diferentes estimulos y ambientes. Por lo tanto, el estudio
de la expresion de SLAMF1 en macrofagos polarizados in vitro debe ser explorada con mayor
profundidad. Se requieren mas estudios que permitan determinar el patron de expresién en los
diferentes perfiles luego de la estimulacion con M. tuberculosis. Seria interesante evaluar si la
coestimulaciéon de SLAMF1 (o el bloqueo de la expresién de SLAMF1 utilizando ARN de
interferencia) en los macrofagos estimulados con M. tuberculosis es capaz de modular la

activacién de los macréfagos hacia algun perfil determinado. Aunque en los Ultimos afios se ha
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realizado un gran esfuerzo para definir marcadores de macréfagos en humanos, todavia no existe
consenso sobre cémo definir la activacién de macréfagos en experimentos in vitro e in vivo. Lo
gue se recomienda fuertemente es la descripcién por parte de los grupos de investigacion de las
condiciones experimentales utilizadas para la generacion/diferenciacion y la estimulacion en los
experimentos con el fin de obtener un estandar experimental reproducible . En nuestro trabajo,
hemos descripto en detalle las condiciones de obtencion y cultivo de los macréfagos para lograr

este objetivo.

SLAMF1 ha sido propuesto como un marcador de activacion de monocitos, macréfagos y como
una sefial de activacién de la respuesta inmune innata. En linea con esto, Farina y col.,
encontraron monocitos y macréfagos positivos para SLAMF1 presentes en centros germinales de
muestras de amigdalas y bazos humanos 7°. Ademas, los autores demostraron que SLAMF1 es
inducido en monocitos estimulados con LPS o diferentes combinaciones de CD40L, IL-1B e IFN-y
9. SLAMF1 también ha sido asociado con la activacién de macréfagos humanos por Nau y col 2.
Apoyando nuestros hallazgos, mostraron que, entre otros receptores, los niveles
transcripcionales de SLAMF1 estaban regulados positivamente en macréfagos derivados de
monocitos luego de la estimulacion con ciertas bacterias, incluida M. tuberculosis. Ademas, se ha
demostrado que en ratones, los niveles de ARNm vy proteinas de SLAMF1 también aumentan
luego de la infeccién con Mycobacterium bovis Bacillus Calmette — Guérin (BCG) tanto in vitro
como in vivo 8. Mas aun, la infeccion de macrofagos alveolares humanos obtenidos de dadores
sanos con la cepa H37Rv de M. tuberculosis dio como resultado una regulacion positiva de los
niveles de ARNm de SLAMF1 en comparacion con la infeccién producida por la cepa avirulenta
H37Ra ’°. En este trabajo de tesis doctoral demostramos por primera vez que la proteina SLAMF1
es inducida por M. tuberculosis en macréfagos 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 expresion de SLAMF1 ha sido propuesta como de caracter transitoria ’°.
Farina y col. observaron la presencia de monocitos SLAMF1 positivos al dia 1 luego de la
estimulacion con LPS, peptidoglicano, flagelina o acido lipoteicoico; pero la expresién de SLAMF1
desaparecia al dia 2 post-estimulaciéon 7°. Nuestros resultados también apoyan la idea de una
expresion transitoria de SLAMF1 en la membrana de los macréfagos. Observamos los mayores
niveles de SLAMF1 a las 24 horas de estimulacidén antigénica con M. tuberculosis, los cuales
comienzan a decaer a las 48 horas del cultivo in vitro. Mds aun, en los macréfagos diferenciados

hacia los diferentes perfiles clasicos y alternativos que requieren aproximadamente 7 dias de
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cultivo in vitro encontramos menos del 5% de macréfagos 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 expresion de SLAMF1 en respuesta M. tuberculosis esté restringida a
solo una determinada poblacion de macrofagos. Mas estudios son requeridos para dilucidar qué
fendmeno estd operando en nuestro modelo experimental. De hecho, ha sido descripto que en
fluidos pleurales de pacientes con Tuberculosis la mayoria de los monocitos/macréfagos son
CD16+ %5, Estudios recientes revelan que los monocitos CD16- son mdas propensos a migrar en
respuesta a M. tuberculosis, producen mas ROS y son mas resistentes al patégeno, contribuyendo
alainmunidad antimicobacteriana ¥’. La expresién de SLAMF1 en estas poblaciones de monocitos
no ha sido caracterizada, seria interesante evaluar si SLAMF1 se expresa en mayor medida en los
monocitos CD16- y en qué medida los macréfagos que luego son capaces de incrementar la

expresion de SLAMF1 derivan de estos monocitos.

Por otro lado, Yurchenko y col. observaron que los monocitos y macréfagos humanos en reposo
expresaban SLAMF1 en el compartimento de reciclaje endocitico (por sus siglas en inglés, ERC),
los cuales expresan Rab11, y mostraban una expresion débil o nula en la superficie celular. Sin
embargo, después de 6 horas de estimulacion con LPS, los macréfagos primarios aumentaron la
expresion de SLAMF1 (50%). También observaron que SLAMF1 se relocalizé del ERC a fagosomas
que contenian E. coli o LPS %, como también propusieron Berger y col ®’. Es importante destacar
que, a diferencia nuestra, Yurchenko y col. obtuvieron macréfagos derivados de monocitos
diferenciando células mononucleares de sangre periférica por adherencia durante 8 a 10 dias 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 podria permanecer en endosomas de reciclaje, tener una
expresion transitoria en la membrana y luego regresar al compartimento intracelular. Estas
observaciones estan, de hecho, en consonancia con la hipdtesis del papel de SLAMF1 como
sensor microbiano. Para lograr esta funcion, SLAMF1 debe expresarse transitoriamente en la
superficie celular para interactuar con los antigenos de M. tuberculosis y mediar la endocitosis de

la bacteria, llevandola al compartimiento endosomal e induciendo la maduracion del endosoma.

Al evaluar si otros estimulos eran capaces de regular la expresion de SLAMF1, también
observamos que este receptor fue inducido en macrdéfagos humanos de dadores sanos después
del tratamiento in vitro con IFN-y humano recombinante pero no por IL-4 o IL-10. En contraste
con nuestros hallazgos, Farina y col. propusieron que SLAMF1 estd relacionado con la infeccién

bacteriana, pero no necesariamente con la inflamacion, ya que SLAMF1 es inducido por los
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ligandos TLR-2, 4 y 5, pero no por IFN-y en los monocitos ”°. En otro trabajo, Castillo-Velazquez y
col. mostraron que los macréfagos derivados de monocitos de ganado adulto tratados con IL-4
expresaban menores niveles de ARNm de SLAMF1 respecto a las células cldsicamente activadas®.
SLAMF1 también fue uno de los ocho inmunorreceptores que se encontrd sobreexpresado en
CDs tratadas con IL-10 *°. Ademds, McBride y col. demostraron un aumento en los niveles de
ARNm y de proteina SLAMF1 cuando las CDs se cultivaron en presencia de LPS e IL-10 en
comparacion con LPS solo 1%. En conclusion, los reportes anteriores junto con nuestros resultados
sugieren un patron complejo de regulacion de la expresién SLAMF1 en las células inmunes
innatas, que depende del tipo de célula, del tipo de estimulo y del microambiente. Un dato
relevante que surge de nuestro trabajo es que la expresidén incrementada de SLAMF1 en
macrofagos 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 interaccidn con la bacteria es necesaria para

modular los niveles de SLAMF1 en la superficie de los macréfagos.

Previamente, fue demostrado por miembros de nuestro equipo que SLAMF1 media las
respuestas inmunes protectivas adaptativas durante la Tuberculosis al inducir respuestas Thl
50101102 por otro lado, se han descripto varios roles en las funciones de macréfagos para SLAMF1
66-6882,103-106 | 3 presencia de SLAMF1 en macréfagos se ha asociado con la produccion de
citoquinas inflamatorias como TNF-a e IL-12 y de ROS en resuesta a LPS °, con la regulacion de

67.103 'con la

la enzima NADPH oxidasa, la fusion de membranas y la maduracién del fagolisosoma
activacion de la via de NF-xB y la eliminacién de BCG 2, con la modulacion de la via TLR4-TRAM-
TRIF 8y con el reclutamiento de celulas inflamatorias a tejidos inflamados 1°#1%°. Por otra parte,
SLAMF1 se ha propuesto como una molécula que promueve la replicacion intracelular de
parasitos en CDs y macrofagos %%, Sin embargo, el papel de SLAMF1 como regulador de las
funciones de los macréfagos durante la Tuberculosis no habia sido explorado previamente.
Aungue se requieren estudios mas profundos, nuestros resultados indican que SLAMF1 podria
estar actuando en el sitio de la infeccidn, ya que la expresion de este receptor aumenta en las

células CD14 positivas de derrames pleurales en comparacion con las células CD14 positivas

provenientes de sangre periférica de pacientes con Tuberculosis activa.

Curiosamente, un trabajo reciente *” demostré que la mayoria de los macréfagos de las vias
respiratorias humanas derivan de monocitos reclutados de sangre periférica durante condiciones
fisiolégicas normales. Ademas, 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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macrofagos alveolares pueden ser considerablemente mas dindmicas y menos estables que lo
reportado durante el estudio de la ontogenia murina ¥’. Mediante el uso de muestras de lavado
broncoalveolar de pacientes con trasplante de pulmdn, mostraron que la mayoria de los
macrofagos alveolares en el pulmon humano después del trasplante derivan del receptor, lo que
demuestra el papel fundamental de los macréfagos alveolares de origen periférico en la salud
pulmonar humana . Por lo tanto, en los pacientes con Tuberculosis activa, las células CD14
positivas circulantes podrian estar migrando al pulmdn durante el curso de la infeccién. Una vez
que se encuentran con los antigenos de M. tuberculosis, tanto de bacilos vivos como de particulas
antigénicas liberadas por micobacterias o incluso células necrdticas infectadas, las células CD14
positivas podrian aumentar la expresion de SLAMF1. Sin embargo, también podria ser posible que
los patrones de expresion 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 expresién de genes y proteinas de monocitos, macréfagos derivados de monocitos y

108112 Algunos de estos

macrofagos de las vias respiratorias en ratones, bovinos y humanos
estudios, mediante microarrays o enfoques de transcriptomica, evidencian diferencias en la
expresion de citoquinas, moléculas asociadas al CMH, factores de transcripcion,
metalopeptidasas de matriz, quemoquinas y receptores de quemogquinas e integrinas 107107111,
También se han observado distintos niveles de TLRs, particularmente TLR2, 4 y 9 los cuales estan

involucrados en el reconocimiento de M. tuberculosis *°.

Como hemos mencionado previamente, numerosos estudios demuestran el rol de SLAMF1 en la
regulacion de muchos mecanismos celulares que incluyen poblaciones inmunes innatas y
adaptativas *®°%13114 En este trabajo de tesis doctoral exploramos el rol de SLAMF1 como
regulador de las funciones de los macréfagos durante la infeccién por M. tuberculosis. En primer
lugar, evaluamos la secrecién de TNF-a y de IL-1B por las células THP-1 estimuladas por M.
tuberculosis en presencia de un anticuerpo agonista para SLAMF1 (a-SLAMF1, A12). El papel de
SLAMF1 en la produccion de citoquinas por las CPA es controversial. Aungue se ha demostrado
que SLAMF1 puede inducir la produccién de IL-12 y CXCL8 por CDs estimuladas con LPS '*°, un
trabajo posterior mostré que las interacciones SLAMF1-SLAMF1 entre las células regulan
negativamente la produccion de I1L-12, IL-6 y TNF-a por CDs activadas mediante CD40L %6, En
macrofagos murinos estimulados con LPS mas IFN-y, la ausencia de SLAMF1 redujo los niveles de
TNF-a e IL-12, asi como la produccién de NO 5, mientras que la estimulacién con LPS en
macrdfagos deficientes para SLAMF1 aument6 la produccion de IL-6 ®6. Por otra parte, en la linea
celular macrofagica murina RAW264.7 infectada con BCG y en el liquido proveniente de lavados

broncoalveolares de ratones infectados in vivo, la sobreexpresion de SLAMF1 aumento los niveles
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de MCP-1, TNF-a e IL-1B v disminuyd la produccion de IL-6 82, Estos trabajos previos evidencian
gue SLAMF1 puede modular la produccién de citoquinas y quemoquinas en CDs y poblaciones de
macrofagos. Sin embargo, aungue con nuestros experimentos demostramos que el sonicado de
M. tuberculosis fue capaz de inducir la produccién de TNF-a e IL-1B 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 produccién de estas citoquinas proinflamatorias inducidos por M. tuberculosis en
nuestro modelo de estudio. SLAMF1 podria regular la secrecion de otras citoquinas, tanto positiva
como negativamente o incluso la produccién de TNF-a e IL-1B en diferentes tiempos a los
estudiados. La eleccién de los tiempos para determinar los niveles de TNF-a y de IL-1f se realizo
en base a estudios de cinéticas en monocitos/macréfagos previos. En estos estudios se observo
que la maxima expresion de TNF-a ocurre alrededor de las 4 horas mientras que la de IL-1f es a
las 24 horas de cultivo "8 También se ha demostrado que el momento de maxima induccién
del ARNm de TNF-a en macréfagos alveolares humanos fue 24 horas después de la infeccion por
M. tuberculosis *°. Otro trabajo reveld que la respuesta de IL-1B especifica de macrofagos difiere
entre los pacientes con Tuberculosis activa, los individuos con Tuberculosis latente y los controles
no infectados. En este caso, la expresion génica y proteica de IL-1B (y también de TNF-a aunque
no mostré cambios entre los diferentes grupos) en macréfagos derivados de monocitos humanos
fue evaluada a las 6 y 24 horas después de la estimulacidn ex vivo por antigenos especificos de
M. tuberculosis **°. Teniendo en cuenta estos trabajos previos, decidimos evaluar la produccién
de TNF-a e IL-1B a las 4 y 24 horas después de la estimulacién con el sonicado de M. tuberculosis,
lo que deberia cubrir los tiempos de maxima acumulacion de estas citoquinas en los
sobrenadantes del cultivo. Cabe sefialar que ambas citoquinas se detectaron en todas las
condiciones de cultivo, tanto a las 4 como a las 24 horas. Con respecto a TNF-a, mostramos que
los niveles secretados eran mayores a las 4 horas en comparacion con las 24 horas. Para la IL-1,
observamos los niveles mas altos en los sobrenadantes de cultivo a las 24 horas luego de la
estimulacion. Aungue en este caso no podemos establecer si los niveles maximos fueron o no
alcanzados a las 24 horas, es importante destacar que a lo largo de nuestro trabajo no se realizo
ningun otro experimento mas alld de las 24 horas de cultivo. Independientemente del tiempo de

estimulacion, observamos que SLAMF1 no indujo la produccién de estas citoquinas.

Los macrofagos también exhiben la extraordinaria capacidad de reconocer patdgenos y
fagocitarlos. La fagocitosis inicia la respuesta inmune innata, lo que a su vez orquesta la respuesta
adaptativa. Para discriminar entre agentes infecciosos y antigenos propios, los macréfagos

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 internalizacién de
los patdgenos. En la infeccion por M. tuberculosis se han implicado una gran cantidad de
receptores macrofagicos involucrados en la unién e internalizacion de la bacteria, siendo los
receptores del complemento, los TLR y el receptor de manosa unos de los mas estudiados %%,
Para probar si SLAMF1 estd involucrado en la internalizacion de M. tuberculosis en los
macrofagos, empleamos el sonicado de M. tuberculosis tefiido con rodamina para estimular los
macrofagos derivados de monocitos vy las células THP-1 y evaluar la internalizacion de antigenos
por citometria de flujo. Observamos un mayor nimero de células que interactuaron con M.
tuberculosis cuando agregamos al cultivo el anticuerpo agonista para SLAMF1 (a-SLAMF1). La
asociacion entre SLAMF1 y el proceso fagocitico se ha evaluado anteriormente. A diferencia de
nuestros resultados, Wangy col. no encontraron diferencias en la tasa de fagocitosis de E. coli en
macrdfagos peritoneales de ratones deficientes para SLAMF1 . Por el contrario, Berger y col.
mostraron que la fagocitosis de E. coli, pero no de S. aureus, se vio retrasada en macréfagos
primarios murinos que no expresaban SLAMF1 ®’. Es importante destacar que todos estos
estudios fueron realizados en ratones y evaluaron la funcién de SLAMF1 frente a bacterias Gram
negativas, mientras que nuestro trabajo se basa en macréfagos humanos frente a una bacteria
no clasificable segln la tincion de Gram (debido a la presencia de los dcidos micdlicos en su pared)
pero que comparte caracteristicas tanto con aquellas Gram positivas como Gram negativas 1%,
Ademds, demostramos una mayor interaccion entre macrofagos y M. tuberculosis por
microscopia confocal. Observamos que la activacion de SLAMF1 mediada por el agregado del
anticuerpo agonista para SLAMF1 condujo a una mayor internalizacién de antigenos detectados
por una mayor proporcion de células rodamina positivas. Este resultado fue reforzado al infectar
células THP-1 con M. tuberculosis viva fluorescente (Mtb-RFP), observandose una mayor

proporcion de infeccién cuando las células fueron cultivadas en presencia de a-SLAMF1.

Interesantemente, si bien el IFN-y fue capaz de inducir los niveles de SLAMF1, no observamos

cambios en los niveles de internalizacién del sonicado de M. tuberculosis tefiido con rodamina

cuando los macrofagos derivados de monocitos y las células THP-1 fueron cultivadas con esta
citoguina. En concordancia con nuestros resultados, Castafio y col. propusieron que macréfagos
derivados de monocitos expuestos a la cepa H37Rv de M. tuberculosis no responden al
tratamiento con IFN-y, 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-y en macrdfagos provenientes de pacientes con
Tuberculosis no modifica la capacidad fagocitica, pero si disminuye la replicacién intracelular de

la bacteria 12*. Sin embargo, en otro trabajo fue demostrado que el bloqueo de PD-1y PD-L en
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cocultivos de células Ty macrofagos derivados de monocitos (lo cual favoreceria la produccion
de IFN-y) incrementaba tanto la fagocitosis como el poder bactericida de los macrdfagos frente a
la infeccion por BCG *?°. Nuestros resultados podrian indicar que la regulaciéon del proceso
endocitico por SLAMF1 ocurre especificamente cuando existe una interaccién homofilica

SLAMF1-SLAMF1.

Es importante destacar que los efectos que observamos a lo largo de nuestro trabajo al utilizar el
anticuerpo agonista para SLAMF1 (a-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 andlisis, asi como también
permite detectar el nUmero de células viables. La viabilidad celular fue en todos los casos superior
al 90% y no observamos diferencias significativas al tratar los macréfagos con el anticuerpo a-

SLAMF1.

Teniendo en cuenta las observaciones anteriores, nos preguntamos si SLAMF1 inducia la
endocitosis debido a que es capaz de reconocer a M. tuberculosis o debido a que SLAMF1 es
capaz de modular la expresién de otras moléculas que contribuyen con la internalizacion de la
bacteria; o incluso ambas posibilidades. Trabajos anteriores han demostrado el papel de SLAMF1
como un sensor microbiolégico que reconoce patrones moleculares de virus y bacterias Gram
negativas, lo que indica que SLAMF1 podria estar actuando como un receptor de reconocimiento
de patrones que reconoce directamente algin antigeno de M. tuberculosis e induce su
internalizacién. El dominio IgV de SLAMF1 participa en la entrada del virus del sarampién a las
células, incluso si se transfecta en células que normalmente no expresan SLAMF1 7y, como fue
mencionado anteriormente, también reconoce las proteinas de membrana extrena OmpC y
OmpF de E. coli  y Omp25 de B. abortus "3. Nuestros resultados sugieren que SLAMF1 puede
detectar a M. tuberculosis segin lo determinado por la fuerte colocalizacién observada entre la
bacteria y SLAMF1 por microscopia confocal y evidenciado por el indice de Manders, tanto del
sonicado (> 0,74) como de las células enteras de M. tuberculosis (> 0,90). Ademas, demostramos
la existencia de interaccion bioquimica entre SLAMF1 y M. tuberculosis mediante dos estrategias
metodoldgicas diferentes: citometria de flujo y microscopia de fluorescencia. Nuevamente, tanto
el sonicado como las células enteras de la bacteria mostraron interaccion con SLAMF1, indicando
que algln antigeno presente en la superficie de M. tuberculosis es el reconocido por SLAMF1. Se

1267129 Estas proteinas

ha descripto que M. tuberculosis posee proteinas Omp en su pared celular
podrian estar involucradas en el reconocimiento mediado por SLAMF1, sin ambargo se requieren

mas para confirmar esta hipdtesis. Ademas, proponemos que en los macréfagos SLAMF1 puede
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desempefiar una doble funcion como molecula coestimulatoria y como sensor microbiologico
para M. tuberculosis. Curiosamente, ha sido sugerido que la interaccion de SLAMF1 con las
bacterias involucra un dominio diferente al que participa en las interacciones homofilicas
SLAMF1-SLAMF1 o SLAMF1-virusy, por lo tanto, puede tener un origen distinto y representar una

funcién de SLAMF1 de origen evolutivo separado .

Por otro lado, apoyando la idea de una interaccion directa entre SLAMF1 y las proteinas Omp,
Degos y col. 7 utilizaron células COS-7 (linea celular similar a fibroblastos de rifion de mono verde
africano) transfectadas con un plasmido que codifica Unicamente para el dominio extracelular de
SLAMF1. Purificaron SLAMF1 a partir de extractos de proteina de las células COS-7 y luego los
incubaron con la proteina Omp25 de B. abortus para analizar la interaccién por Western Blot
utilizando un anticuerpo anti-Omp25. Demostraron que el dominio extracelular de SLAMF1
precipitaba con Omp25. También demostraron que esto era especifico 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 interaccion Omp25-SLAMF1 en CDs de ratdén. Ademas, el
trabajo de Bergery col. ®” también mostrd evidencia convincente de una interaccion directa entre
SLAMF1y Omp de E. coliy S. typhimurium SseB-. Utilizaron diferentes enfoques, incluidos ratones
deficientes para SLAMF1, un ensayo de amplificacién con la linea celular de células T Jurkat y
macrofagos RAW264.7 que expresaban SLAMF1-mCherry fluorescente. Por lo tanto, existe
evidencia previa bibliografica y en nuestro trabajo para apoyar la hipdtesis de la interaccion entre
SLAMF1 y M. tuberculosis. Finalmente, consideramos que una caracteristica importante de
nuestros ensayos de interaccién bioguimica, que hace que nuestros resultados sean robustos, es
gue encontramos una interaccién bioguimica al utilizar macréfagos sin ninguna modificacién
transgénica (SLAM no fue sobre-expresado) y la misma proporcién células:bacterias que la

utilizada para todos los ensayos in vitro desarrollados en este trabajo.

Por otro lado, también podriamos especular que SLAMF1 forma parte de un complejo de
proteinas que interacciona con M. tuberculosis. De hecho, esto ocurre para otro miembro de la
familia SLAM, SLAMF7. SLAMF7 requiere de la expresién de la integrina Mac-1 y depende de la
contribucién de FcRy y DAP12 para fagocitar células tumorales *°.Los autores observaron que los
inmunoprecipitados de SLAMF7 contenian dos proteinas de la familia de las integrinas, la
subunidad a de CD11b (aM) y la subunidad B de CD18 (B2), que constituyen Mac-1. Sin embargo,
también realizaron ensayos de inmunoprecipitacién utilizando anticuerpos anti-CD11b vy

demostraron que esos inmunoprecipitados no contenian SLAMF1 ni ningln otro receptor de la
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familia SLAM que no fuese SLAMF7. Como en este trabajo no hemos realizado ensayos de
inmunoprecipitacion o enfoques similares que nos permitan saber si SLAMF1 requiere alguna
otra molécula para interactuar con M. tuberculosis y modular el proceso endocitico, no podemos
descartar esta hipdtesis. Sin embargo, aunque esta es una funcion 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 absorcion de los microorganismos, los macréfagos destruyen los patdégenos dentro
del fagolisosoma. Luego del reconocimiento antigénico, los receptores fagociticos inician
cascadas de sefializacién 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 fagociticos
participan en un orden secuencial y cooperan para completar la formacién del fagosoma. Una vez
que la particula se internaliza dentro del fagosoma temprano, esta vacuola puede fusionarse con
vesiculas provenientes del reticulo endoplasmico y el complejo de Golgi para formar un fagosoma
intermediario que, mas tarde, se convertira en una vacuola microbicida, el fagolisosoma, al
fusionarse con los lisosomas. En este proceso madurativo, el fagosoma se vuelve cada vez mas
acido por la accion de una V-ATPasa que bombea protones y por el reclutamiento de varias
enzimas degradativas. La composiciéon de la membrana también cambia para incluir moléculas
que controlan la fusion 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 transicién de endosoma temprano a tardio. Esta proteina recluta a EEA1 (autoantigeno 1 del
endosoma temprano) que funciona como un puente que une los endosomas tempranos a las
vesiculas endociticas entrantes. A medida que avanza la maduracion, Rab5 se pierde y Rab7
aparece en la membrana para formar los fagosomas intermedios, etapa en la cual se eliminan del
fagosoma las proteinas que seran recicladas o degradadas. Posteriormente, con la constitucién
del fagosoma tardio, se logra una mayor acidificacién (pH 5.5-6), se reclutan proteinas de
membrana asociadas al lisosoma (LAMP) y proteasas como catepsinas e hidrolasas y ocurre la
fusién con los lisosomas. Los fagolisosomas son los compartimentos microbicidas definitivos,
altamente acidos (pH de hasta 4.5) y se caracterizan por la presencia de multiples enzimas

hidroliticas, V-ATPasas y NADPH oxidasas .

Como observamos que SLAMF1 fue capaz de reconocer M. tuberculosis y facilitar su entrada en

los macréfagos, decidimos evaluar si SLAMF1 es capaz de ingresar a los endosomas y si participa
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en los pasos de maduracién del compartimento endolisosomal. EEA1 y las proteinas LAMP han
demostrado ser Utiles como marcadores endosdmicos / lisosémicos tempranos vy tardios,
respectivamente 31327134 E| reclutamiento de EEA1 es un evento esencial para la maduracion del
fagosoma. M. tuberculosis tienen el potencial de inhibir la adquisicion de esta proteina 292!
evitando el aumento de Ca?* ¥, También se ha demostrado que la estimulacion de las vias de la
MAPK p38 en las células BHK (linea celular de rifién de hamster) y los macréfagos contribuye a la
detencién de la maduracion de fagosomas que contienen M. tuberculosis al eliminar Rab5 de la
membrana 3° o al bloquear la actividad de Rab5 mientras estd en la membrana 3%, lo que a su vez
culmina con la inhibicién del reclutamiento de EEA1l. Luego de la formacion del endosoma
temprano, las proteinas LAMP que se requieren para la fusién de fagosomas con lisosomas son
reclutadas 22. La expresion de LAMP es variable entre las células infectadas por M. tuberculosis.

LAMP-1 es acumulado por fagosomas de macrdfagos infectados con M. avium 3

mientras que
LAMP-1vy -2 estdn mas marcadas dentro de los fagosomas que contienen M. tuberculosis muerta
en comparacion con los que contienen bacterias vivas **’. Los endosomas que contienen BCG
también muestran niveles bajos de LAMP-1y -2 1%,

Curiosamente, se ha demostrado previamente un papel positivo de SLAMF1 en la progresion de
la maduracion fagolisosémica ®. En consecuencia, decidimos evaluar si SLAMF1 ingresa en los
endosomas tempranos y tardios que contienen M. tuberculosis por microscopia confocal.
Primeramente, observamos que M. tuberculosis colocalizé con ambos marcadores endosomales
estudiados (EEA1 y LAMP-2). De hecho, el sonicado de M. tuberculosis mostré una mayor
localizacion en endosomas tardios/lisosomas a las 24 horas de estimulacion como lo refleja el
indice 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
tardios/lisosomas, lo que sugiere la participacion de SLAMF1 en el proceso de maduracién
endolisosomal. Nuestros resultados constituyen la primer evidencia de la expresion de SLAMF1
dentro de los compartimentos endosomales. Al evaluar el grado de colocalizacién, detectamos

que SLAMF1 colocalizaba en mayor medida con endosomas tardios/lisosomas a las 24 horas post-

estimulacion, 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 3%, su papel en las respuestas inmunes es complejo y aun no es bien
comprendido. A pesar de nuestros hallazgos, se requieren mas estudios sobre los mecanismos
microbicidas, asi como el impacto de SLAMF1 en otras poblaciones celulares para una mejor

comprensién de las funciones de esta proteina en los macréfagos durante la infeccion por M.
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tuberculosis. Como la inhibicion de la degradacion de M. tuberculosis dentro de los fagosomas es
una estrategia de escape para evitar la apoptosis y promover la necrosis y diseminacion#,
evaluar el impacto de SLAMF1 en la eliminacion de M. tuberculosis seria un enfoque muy

interesante.

En resumen, hemos contribuido a comprender el papel de SLAMF1 en los macréfagos. Pusimos
de manifiesto que M. tuberculosis induce la expresion de SLAMF1 en macrofagos humanos y que
SLAMF1 es capaz de inducir la interaccion entre estas células y las bacterias sin efecto en la
secrecion de citoquinas proinflamatorias como TNF-a e IL-1B. Es importante destacar que
SLAMF1 reconoce M. tuberculosis y contribuye al proceso de maduracion 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 microbiolégico y regulador

de las funciones de los macréfagos contra Mycobacterium tuberculosis.

Este trabajo permite, ademas, sentar las bases que nos permitiran dilucidar la funcion 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 podria esperar deficiencias en la expresion de SLAMF1 y por
consiguiente en algunas de sus funciones. La modulacién de SLAMF1 podria llevar a un mayor
control de la bacteria impactando no sélo en la respuesta inmune innata sino en la generacion de

una respuesta inmune adaptativa mas eficiente frente al patogeno.
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CDs

CDI

CcDC
CDT
Cwps
ECDC
EPA
FITC
FMT
GTPasas
IBD

IECs
ILCs
MIP-13, 2
MRSA
Paloc
PRRs

ROS

SLAM (F1-
9)

SLPs
tcdA

tcdB

Células dendriticas

Infeccion por Clostridioides difficile

Centro para el Control y Prevencién de Enfermedades de EEUU
Toxina binaria de C. difficile

proteinas de la pared celular

Centro Europeo para la Prevencion y el Control de Enfermedades
Agencia de Proteccion Medioambiental de EEUU

Isotiocianato de fluoresceina

Trasplante de materia fecal

guanosin trifosfatasas

enfermedad inflamatoria intestinal

células epiteliales intestinales

células linfoides innatas

proteina inflamatoria de macrdéfagos -1a, -2

Staphylococcus aureus resistente a la meticilina

locus de patogenicidad

Receptores de reconocimiento de patrones

intermediarios reactivos del oxigeno

Molécula Linfocitaria Activadora de Sefiales(Miembro Familiar 1-9)

proteinas de la capa superficial
Toxina A de C. difficile

Toxina B de C. difficile
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INFECCION POR Clostridioides difficile. Historia y epidemiologia

La infeccion por Clostridioides difficile (CDI, por sus siglas en inglés) es la causa mas comun de
diarrea infecciosa nosocomial y generalmente se desarrolla luego del uso de antibidticos que
provocan disbiosis de la microbiota intestinal *!. La amoxicilina-clavulanico, cefalosporinas,
clindamicina y quinolonas son los antibidticos cominmente mas asociados, pero, practicamente
cualquier antibiotico puede dar lugar a la CDI. La hospitalizacion, la residencia en instituciones de
cuidados crénicos y la colonizacién ambiental son otros factores de riesgo importantes, al igual
que la edad (> 65 afios), la inmunosupresion, la insuficiencia renal y otras comorbilidades **2. Los
sintomas clinicos de la CDI varian desde una diarrea leve a una colitis pseudomembranosa o
megacolon toéxico (intestino groseramente dilatado), perforacion intestinal, sepsis y shock

séptico, con una mortalidad global en pacientes hospitalizados estimada en un 9% .

La practica estandar para el tratamiento de esta enfermedad consiste en la administracién de
antibidticos que producen una disrupcion de la flora microbiana, creando un nicho para CDI
adicionales. Por lo tanto, generar nuevas estrategias terapéuticas resulta sumamente necesario.
Los antibidticos actualmente disponibles que se recomiendan para el tratamiento son
metronidazol, vancomicina y fidaxomicina. Existen pruebas limitadas que apoyan el uso de
probidticos 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 mas de 2 recurrencias (ya que la eficacia de los antibioticos en estos
pacientes es de aproximadamente un 30%) **. Las inmunoterapias representan un método
atractivo para combatir la epidemia de la CDI, sin embargo, aln 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 infeccidén causada por Staphylococcus aureus

) 15 constituyéndose como la principal

resistente a la meticilina (MRSA, por sus siglas en inglés
causa de infeccién intrahospitalaria en los Estados Unidos. Casi medio millén de estadounidenses
estan infectados con C. difficile, causando 29.300 muertes por afio **¢. Por otro lado, el Centro
Europeo para la Prevencién y el Control de Enfermedades (ECDC, por sus siglas en inglés) estimo
que 152.905 personas enferman de CDI, provocando 8382 muertes anuales #7148 Sin embargo,
la epidemiologia de la CDI en paises en vias de desarrollo se encuentra subestimada debido a las
diferencias y limitaciones en la politica, los recursos de diagndstico y protocolos de vigilancia .
En Argentina, solo se dispone de escasos datos sobre la incidencia y la prevalencia de C. difficile

como causa de diarrea. Fernandez Canigia y col. reportaron en el afilo 2001 una prevalencia de

CDI del 6,5% *°. En un estudio de un afio realizado en 2003 con pacientes sintomaticos en el
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hospital general Tornu, Legaria y col. observaron una frecuencia de CDI del 36,8% *1. Mientras
gue, en un estudio multicéntrico realizado en un hospital terciario de Argentinay 3 de México, la
incidencia general detectada fue de 1,1 por 1000 pacientes '*2. Estos estudios demuestran que
los datos sobre la frecuencia y la relevancia de la CDI en nuestro pais no son solamente escasos

sino también heterogéneos.

La epidemiologia de la CDI ha sufrido importantes cambios en la Ultima década, evidenciados por
un aumento en incidencia, gravedad, frecuencia de recurrencias y complicaciones asociadas a la
CDI a nivel mundial **3. Respecto a esto, una caracteristica 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

1% Los episodios

episodio adicional de CDI dentro de las 2 a 8 semanas de la CDI inicial
subsecuentes pueden clasificarse como recidivas si se trata de la misma cepa de C. difficile o
reinfeccion si se trata de una nueva cepa *®° Un estudio retrospectivo realizado en Corea
demostrd 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 '*°. 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 numero mayor de
pacientes con re-infeccion requirieron de hospitalizacion 6. Otro estudio realizado en Suiza
encontrd que el 65% de los segundos episodios correspondieron a recidivas *’. Aunque una
proporcion considerable de estos episodios recurrentes se producen después de la re-exposicién

a antimicrobianos sistémicos, la recurrencia es comun, incluso sin una exposicion directa a la

bacteria 8.

Los cambios en la epidemiologia vinieron acompafiados de la aparicién de una cepa
hipervirulenta (NAP1/BI/027) en América del Norte en los afios 2000, asociada con una mayor
morbilidad y mortalidad, que se extendid a otros paises y causd brotes a escala mundial en
Europa, Asia y Australia °. La deteccidn de esta cepa hipervirulenta en Latinoamérica algunos

afios después destaca el problema vy la facilidad de diseminacién de C. difficile en todo el mundo

160

Entre los pacientes hospitalizados, la tasa de colonizacién aumenta rapidamente de 13% para los
pacientes hospitalizados de 1-2 semanas a 50% para los pacientes hospitalizados por mas de 4
semanas 1. Si bien la colonizacion de adultos sanos y ambulatorios con C. difficile es infrecuente,
el nimero de CDI adquiridas en la comunidad ha incrementado en pacientes previamente
considerados como de bajo riesgo, como mujeres jévenes o individuos sin exposicion previa a

antibiodticos 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 adquisicion
comunitaria de C. difficile ***. Ademas, C. difficile ha sido identificada en animales de ganado,
productos carnicos, mariscos y ensaladas, y existe una dispersion ambiental generalizada de
esporas de C. difficile que son reservorios potenciales para la CDI adquirida en la comunidad 4165,
C. difficile también se encuentra como microorganismo comensal o patogénico en el tracto
intestinal de la mayoria de los mamiferos, evidencia que apunta a un potencial zoondtico de esta

bacteria 1616,

El aumento de la incidencia y la gravedad de la infeccion por C. difficile ha llevado a una carga
econdmica importante en los sistemas de salud debido a los costos asociados con el tratamiento
y las estadias prolongadas de los pacientes en los centros sanitarios. Los pacientes que presentan
recurrencia estan expuestos a repetidos y prolongados ciclos de antimicrobianos, frecuentes
visitas clinicas y hospitalizaciones, desnutricion y frustracion. El aumento de la presion sobre los
hospitales para el alta hospitalaria podria contribuir con la diseminacion de la bacteria al
aumentar la circulacion de cepas en la comunidad. Una mirada mds profunda de datos
epidemioldgicos en nuestro pais, asi como también estudios que focalicen en métodos de
prevencién resultan de suma urgencia. Algunos mecanismos potenciales para explicar la
susceptibilidad a la CDI recurrente incluyen la interrupcion persistente de diversidad de la
microbiota 1 y fallas en las respuestas inmunes del hospedador 8. Por lo tanto, una mejor
comprensién de los mecanismos inmunes puestos en marcha durante la CDI y de la interrelacion
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 anaerdbica
obligada Gram-positiva. Inicialmente fue identificada como parte de la flora de infantes sanos
(1935), descripta como “activamente movil, varilla de cuerpo pesado con esporas alargadas
subterminales o casi terminales” 3. En ese tiempo, la cepa se denomind Bacillus difficilis para
reflejar la dificultad experimentada al momento de aislarla y cultivarla. No fue hasta los afios
setenta (1978) *° que una caracterizacion detallada de la bacteria reveld su implicancia en la
enfermedad humana, al identificarse como agente causal de la colitis pseudomembranosa. Un

rasgo caracteristico de esta bacteria, que la distingue de otras especies de la clase Clostridia, es
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su capacidad de descarboxilar acido parahidroxifenilacético para producir p-cresol, lo que le da a

C. difficile el olor caracteristico tipo alquitran u olor a cerdo o establo 4,

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 exposicién a

microorganismos intestinales y la activacion de la respuesta inflamatoria del hospedador *7°.

Todas las cepas de C. difficile toxigénicas presentan un locus de patogenicidad (PalLoc) formado
por 5 genes (tcdA, tcdB, tcdC, tcdE y tcdR) (Fig. 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 *’*. TcdA es una enterotoxina
responsable de la acumulaciéon de liguido en el ileon, mientras que TcdB es una citotoxina con
una potencia citotoxica aproximadamente 100 a 1000 veces mayor que TcdA 172, El gen tcdR actua
como regulador positivo de la expresion de TcdA y TcdB, mientras que tcdC actia como regulador
negativo, evitando la expresion de todo el Paloc. Finalmente, tcdE codifica una holina que se
encargara de hacer poros en la membrana citoplasmatica que permite la liberacién de las toxinas

173 Las cepas no toxigenas carecen del locus Paloc.

Tanto TcdA como TcdB son citotoxinas con actividad glucosiltransferasa, causando la interrupcion
de las fibras de actina del citoesqueleto que resulta en una disminucién de la resistencia
transepitelial, la acumulacion de liquido vy la disrupcién del epitelio intestinal. Esto conduce a la
acumulacion de liquido y dafio intestinal severo 74, Las toxinas también estimulan la liberacion
de citoquinas proinflamatorias (por ejemplo, IL-1B, TNF-q, IL-8) a partir de células epiteliales y
células inmunes residentes de las mucosas, lo que provoca un flujo de neutrdfilos y conduce a
una destruccién adicional del revestimiento intestinal como asi también a liberacion de TNF-a

por parte de macrofagos activados, contribuyendo a la respuesta inflamatoria tipica de la colitis

175
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Fig. 1 Loci de patogenicidad. (A) Dos toxinas grandes, la toxina A y la toxina B (TcdA y TcdB), estan codificadas en el locus de
patogenicidad (Paloc), que comprende cinco genes. Ambas toxinas son proteinas monocatenarias con varios dominios y motivos
funcionales. TcdB se muestra en detalle debajo del PalLoc. (B) Una tercera toxina, la toxina binaria o CDT (C. difficile transferasa),
esta codificada en una region separada del cromosoma (CdtLoc) y comprende tres genes. La toxina binaria estd compuesta por dos
proteinas no ligadas, CdtB y CdtA. CdtB tiene una funcion de union y CdtA es el componente enzimatico. (Adaptado de Nature
Reviews Microbiology, Rupnik M, et al. 7: 532).

Ademas 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) (Fig. 1) 7*. La CTD estd presente tipicamente en la cepa
hipervirulenta BI/NAP1/027 (descripta por primera vez en Latinoamérica por Quesada-Gémez y
col. en 2010 en Costa Rica *’®) como asi también en los ribotipos 078 y 023. El mecanismo
patogénico de dicha toxina aln no estd del todo dilucidado, pero existe una asociacion entre su
presencia y un aumento de la severidad de la enfermedad y una mayor mortalidad en los
pacientes 7. Esta toxina mejora la adhesidn de C. difficile a la celula diana ya que interfiere con
la polimerizacion de la malla de actina que subyace a la membrana celular, lo que da lugar a
protrusiones celulares que se forman por microtdbulos y una liberacién aumentada de
fibronectina a la superficie celular. Ademds, actia a nivel del citoesqueleto de la célula

provocando una mayor pérdida de liquidos 174,
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C. difficile presenta también otros factores de patogenicidad, como algunas proteinas de
superficie implicadas en su adhesién y estimulacion del proceso inflamatorio, u otras implicadas
en la union a las células epiteliales intestinales y cuya expresion se ve afectada por determinados
antibidticos como la ampicilina y la clindamicina. Las proteinas de superficie llamadas proteinas
de la pared celular (Cwps), que incluyen las proteinas de la capa superficial (S) (SLPs), la adhesina
Cwpb66 vy la cisteina proteasa Cwp84; estan implicadas en la adherencia y colonizacion intestinal
pero también son capaces de disparar fuertes respuestas inmunes 1’8; lo que sugiere que estas

proteinas podrian tener un papel muy importante en la patogénesis .

La apariciéon mundial de cepas epidémicas de C. difficile, vinculadas a una mayor gravedad y
mortalidad de la enfermedad, dio lugar a mayores esfuerzos de investigacion 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 mayoria, en el papel de
los dos principales factores de virulencia, TcdA y TcdB ¥ mientras que el papel de las proteinas
de C. difficile liberadas durante su crecimiento y expuestas en la bacteria permanecen poco
exploradas. Los distintos factores de virulencia de C. difficile podrian dar lugar a diferentes
mecanismos que lleven a la generacién 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, asi como también la implicancia en los casos de

recurrencia.

Transmision de la CDI

Los entornos sanitariosy la via fecal-oral son las rutas mas habituales de transmisién de C. difficile.
Sin embargo, este patdégeno también puede ser adquirido por contacto con portadores
asintomaticos, ambientes contaminados y exposicién a carnes, pescados y productos agricolas
181 C. difficile se elimina en las heces. Por lo tanto, cualquier superficie, dispositivo o material
(como inodoros, bafieras y termdmetros rectales electronicos) que se contamine con heces
podria servir como depdsito 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 Prevencién de Enfermedades de EEUU, por sus siglas
en inglés) recomienda la utilizacion de guantes al ingresar a las habitaciones y durante la atencién
al paciente, asi como una correcta higiene post-atencién. Las esporas de C. difficile son resistentes

al alcohol, incluso el uso de agua y jabdn no es completamente suficiente para su eliminacion,
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haciendo mas desafiante la inactivacién de C. difficile comparandola con otros patégenos
comunes. Las esporas de C. difficile pueden existir durante cinco meses en superficies duras 1818
y aungue muchos germicidas registrados por la EPA (Agencia de Proteccion 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 concentracion y el perdxido de hidrogeno vaporizado
pueden eliminar las esporas. Actualmente, no hay disponibles agentes esporicidas registrados

184185 Mds aun, actualmente se

por la EPA para utilizar como desinfectante de superficies
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 podrian considerarse

como una nueva via de tranmisién 8.

Para que C difficile se establezca en el hospedador y prolifere en la mucosa coldnica, 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 **/, una vez

gue ambos suceden, el paciente puede verse colonizado por la bacteria o desarrollar CDI.

La infeccion por C. difficile es consecuencia de la ingestiéon de esporas de C. difficile toxigénica
que resisten la accion del acido gastrico, germinan en el intestino delgado y colonizan el colon,
donde producen las toxinas que inician una serie de fendmenos mencionados anteriormente que
culminan con la pérdida de la funcién de la barrera epitelial, la aparicién de diarreay la formacién
de pseudomembranas. Estas pseudomembranas se manifiestan como placas amarillo-
blanquecinas de 1-2 mm de didmetro que, al evolucionar la enfermedad, se unen hasta confluir
en toda la pared del colon. En los estudios microscépicos, las pseudomembranas contienen
leucocitos necréticos, fibrina, moco y restos celulares, y la mucosa subyacente esta infiltrada por

neutrdfilos 188,

Cuando C. difficile es trasmitida a través de la via fecal-oral, el periodo desde la ingestién de
esporas hasta el comienzo de los sintomas es variable, pero tipicamente corto. El momento y el
desarrollo de la enfermedad clinica dependen tanto de factores microbiolégicos como
bioguimicos e inmunoldgicos presentes en el intestino del paciente. La sintomatologia clinica
después de la adquisiciéon de esporas es variable y va desde la colonizacion transitoria del
intestino hasta la enfermedad fulminante. Las personas con una respuesta inmune adecuada
eliminaran la infeccién y/o se convertirdn en portadores asintomaticos de C. difficile. Estas
personas proporcionan un reservorio potencial para su posterior transmisién, especialmente

dentro de una poblacidon hospitalaria. Aunque los portadores aumentan la contaminacién
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ambiental e incrementan el riesgo de transmision a otros, la colonizacién asintomdtica no
aumenta el riesgo de CDI; por el contrario, ha sido sugerido que los portadores asintomaticos
podrian estar protegidos contra la enfermedad sintomatica generando una respuesta inmune

exitosa frente a la infeccidn &,

La patogénesis de C. difficile puede dividirse en tres etapas una vez generada la disrupcion de la
microbiota intestinal: 1) contaminacidn por esporas y su germinacion en el tracto digestivo; 2)
multiplicacién de células vegetativas y colonizacion intestinal; 3) produccién de las toxinas TcdA
y TcdB, y para algunas cepas una toxina adicional, la toxina binaria, que son responsables de los
signos clinicos (Fig. 2). C. difficile produce las esporas que facilita su propagacion. Por otro lado,
el lumen del colon humano es andxico, permitiendo que bacterias anaerobias obligatorias como
C. difficile sobrevivan vy, si las condiciones son adecuadas, proliferen, produzcan toxinas y dafien

el epitelio intestinal.

Una vez ingeridas, las esporas son capaces de atravesar el dcido gastrico presente en el estdmago.
Al llegar al intestino delgado, las esporas germinan tomando ventaja de los 4cidos biliares
primarios (principalmente taurocolato) y diferentes aminoacidos presentes en el intestino; dado
lugar a bacterias vegetativas de replicacidn activa. Las células vegetativas de C. difficile luego
pasan a través de la capa de moco y se adhieren a las células epiteliales intestinales **° liberando
las toxinas que son las responsables del dafio. Las exotoxinas TcdA y TcdB alteran las células
epiteliales del colon y estimulan la liberacion de citoquinas y quemoquinas proinflamatorias y la
migracion de células inmunes. Este proceso conduce a una intensa respuesta inflamatoria que

provoca la inflamacion aguda del intestino grueso (Fig. 2).

Como fue mencionado anteriormente, el espectro de la enfermedad clinica va desde diarrea leve
hasta megacolon toxico, perforacién coldnica y muerte. Tanto las caracteristicas 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 2.
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Fig. 2. Etapas del ciclo de vida de C. difficile en el tracto gastrointestinal. C. difficile es propagada a través de la via 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 acido estémacal. 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 antibidticos. C. difficile se reproduce
en las criptas intestinales, liberando las toxinas Ay B que causan inflamacion severa. Restos mucosos y celulares son expulsados, lo
que lleva a la formacién de pseudomembranas. La toxina A atrae a neutréfilos y monocitos y la toxina B degrada las células epiteliales
del colon, conduciendo a la colitis, formacién de pseudomembrana y diarrea acuosa. (Adaptado de Nature reviews Disease, Smits,
W.K., et al. 2016, 2:16020).

Microbiota

La microbiota o microflora constituye las comunidades microbianas que viven en las diferentes

partes del cuerpo humano, superando en nimero a las células hospedador por un factor de 10.
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Particularmente, al nacer (o incluso desde el Utero), el intestino es colonizado por
microorganismos comensales que han evolucionado conjuntamente con el hospedador durante
miles de afios para formar una relacién compleja y mutuamente beneficiosa *°2. Esta coexistencia
temprana es esencial en la formacién de la respuesta del sistema inmune para evitar respuestas
inmunes indeseadas a los componentes microbianos intestinales >4, La microbiota intestinal
interactUa estrechamente con los componentes del sistema inmune y, en consecuencia, la
composicién y las actividades metabdlicas de estas redes bacterianas intestinales dan formay
participan en el desarrollo y buen funcionamiento de la inmunidad innata y la adaptativa.
Tipicamente, estas interacciones entre la microbiota y el sistema inmunitario son homeostaticas
y estan estrictamente reguladas. Por lo tanto, cualquier perturbacién en este fino equilibrio

podria influir sobre las respuestas inmunes montadas por el hospedador.

Es asf que la microbiota puede promover la resistencia a la colonizacion por especies patdogenas;
Pero también, la composicion de algunas microbiotas puede conducir a una expansion o a una
mayor virulencia patogénica. Un ejemplo claro resulta al observar que las diferencias en la
composicién de microbiotas de los ratones determinan la susceptibilidad a la infeccién por
Citrobacter rodentium. El trasplante de microbiotas de cepas de ratones susceptibles a la
infecciéon induce una susceptibilidad similar en animales que no son susceptibles y el trasplante
de microbiotas de animales resistentes conducen a una resistencia a la infeccién en animales
previamente susceptibles 1°°. Otro ejemplo lo constituye la microbiota intestinal de los pacientes
con enfermedad inflamatoria intestinal (IBD, por sus siglas en inglés) que presentan una
composicion diferente a la de los individuos sanos . Estos cambios se observan en los microbios
anaerdbicos "beneficiosos", como los Bacteroidetes y un subgrupo de los Firmicutes. Por lo tanto,
es evidente que se necesitan ciertos microbios intestinales para la regulacion de las respuestas
inmunitarias y que las perturbaciones en la composicidon microbiota podrian dar lugar a una falta
o fallas en la inmunorregulacién, a la proliferacién de microorganismos mas patogénicos y a la

promocion de la inflamacidn, particularmente en individuos genéticamente susceptibles *7.
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La causa mas comun de susceptibilidad a la CDI son los antibidticos *%. Casi todos los antibidticos
de amplio espectro han sido implicados en la alteracion del microbioma intestinal, condicion que
se conoce como disbiosis (Fig. 3). La disbiosis se caracteriza por una reducida diversidad de
microorganismos, una reducida abundancia de bacterias anaerobias obligatorias y una expansion
de bacterias anaerobias facultativas del phylum Proteobacteria, en su mayoria miembros de la
familia Enterobacteriaceae. La disbiosis es el principal factor de riesgo para la infeccion por C.
difficile ya que proporciona un ambiente ideal para la expansion de la bacteria **'°. Varios
componentes de una microbiota saludable contribuyen a prevenir la susceptibilidad del
hospedador a la infeccion y la diseminacion de las bacterias patdgenas, destacando la importancia
de las bacterias comensales para combatir a C. difficile y a otros patdgenos 1%, Las bacterias
comensales contribuyen a inhibir la germinacion, colonizacién y diseminacién de C. difficile
desconjugando &cidos biliares primarios acidos biliares secundarios 209201 y también pueden
inhibir el crecimiento C. difficile mediante la liberacién de bacteriotoxinas con actividad

antimicrobianos contra microorganismos Gram-positivos 202%,

Microbiota intestinal normal Disbiosis Infeccién por C. difficile
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Fig. 3. Impacto de los antibiéticos en la microbiota y la expansién de C. difficile. Una microbiota diversa confiere resistencia a la
colonizacion por patégenos entéricos en el epitelio intestinal. El tratamiento con antibidticos disminuye la diversidad de la
microbiota y lleva a una expansion de la poblacion de C. difficile. Las toxinas liberadas por la bacteria (TcdA y TcdB) producen dafio
de las células epiteliales, lo cual provoca inflamacién y muerte celular, ademas del desbalance de las poblaciones inmunitarias en la
mucosa intestinal (Adaptado de J Leukoc Biol.Herndndez Del Pino RE, Barbero AM, Espafiol LA, Morro LS, Pasquinelli V. The adaptive
immune response to Clostridioides difficile: A tricky balance between immunoprotection and immunopathogenesis. 2020,1-16.)

Respuesta Inmune Innata
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La patogénesis temprana de la CDI (0-12 horas) se caracteriza predominantemente por una

inflamacion intestinal aguda mediada por la respuesta inmune innata (Fig. 4) 2%,

El primer paso para el hospedador en cuanto a la defensa contra la CDI es prevenir o retrasar la
unién de la bacteria o de las toxinas secretadas a las células epiteliales intestinales donde pueden
causar dafio. Una capa de moco que cubre el epitelio crea una barrera de defensa dindmica contra
las bacterias luminales; sin embargo, muchos patdgenos incluyendo C. difficile, han desarrollado
mecanismos para reducir la produccion de mucina durante la infeccién. Otro mecanismo de
defensa en la superficie epitelial es la presencia de péptidos antimicrobianos, defensinas vy
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 dafio tisular
y la inflamacion causados por TcdA y TcdB de C. difficile y reducen la produccién de citoquinas

inflamatorias 2.

Las toxinas inducen la liberacion de mediadores inflamatorios por parte de células intestinales
epiteliales, neuronales e inmunes a través de la activaciéon de diferentes PRRs incluyendo la
sefializacion a través de TLR4, TLR5 y NOD1 vy la activacién del inflamasoma. Los actores claves de
la inmunidad innata son las células epiteliales intestinales (IECs) y las células inmunitarias
intestinales tales como macréfagos, monocitos, mastocitos, células linfoides innatas (ILCs) y CDs
175 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 liberacién de
mediadores inflamatorios, que incluyen IL-12, IL-18, IFN-y, IL-1B, TNF-a,, MIP-1a, MIP-2, IL-8 y
leptina. Esto, ademas, conlleva a una afluencia de neutrdfilos establecida por quimioatractantes
liberados por las células epiteliales e inmunoldgicas. Estos factores pueden exacerbar la
inflamacién y ser responsables del dafio de las células del hospedador y de muchas de las

caracteristicas histopatoldgicas de las enfermedades asociadas a C. difficile *°.

Diversos reportes han revelado una naturaleza controversial para el rol de los neutrdfilos en la
CDI, ya que tienen la capacidad de reducir la carga de patégenos, pero también pueden mediar
el dafio tisular. Se ha observado que fallas en el reclutamiento de neutréfilos se correlacionan
con una mayor morbilidad y mortalidad en modelos murinos 2°72%. Ademads, 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 28209 Por el contrario, la inhibicién del reclutamiento de neutréfilos mediante

la administracion de anti-CD18 en conejos 2° 0 anti-MIP2 21! en ratas conduce a la reduccion de
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la enterotoxicidad inducida por TcdA. Incluso, se ha propuesto que la deplecién de granulocitos

no posee ningun impacto sobre la susceptibilidad a la CDI en ratones 2.

Los mastocitos intestinales también juegan un papel importante en las respuestas inflamatorias
mediadas por las toxinas. Ambas toxinas A y B conducen a la activacién, degranulacion y la
liberacion de mediadores inflamatorios de los mastocitos. Por ejemplo, TcdA induce la
produccion de IL-8 por los mastocitos, un quimioatractante de neutrofilos, en las lineas celulares

de colon humano *7°.

El papel de otras células inmunitarias, incluyendo macréfagos, monocitos y CDs, se ha
extrapolado generalmente a partir de estudios in vitro y ex vivo usando lineas celulares humanas
y de ratdn, monocitos humanos y CDs derivadas de monocitos. Estos estudios han demostrado
que las toxinas de C. difficile pueden estimular la liberacién de citoquinas y quemoquinas pro-
inflamatorias dependiente de MAPK y p38, y particularmente la toxina A induce la produccion de

IL-8 mediada por NFkB en monocitos humanos 2%3.

A su vez, es importante mencionar que las CDs en la mucosa intestinal desempefian varias
funciones, como la fagocitosis, el procesamiento y la presentacion de antigenos generando la
comunicacion con la respuesta inmune adaptativa 7°. Los fagocitos mononucleares son una de
las poblaciones mas abundantes de leucocitos en la mucosa intestinal sana, y los macréfagos
constituyen la mayor poblacidon de fagocitos. Los macréfagos intestinales contribuyen a la
respuesta inmune a través de, no solo la secrecién de citoquinas y quemoquinas, sino también
mediante de su potencial fagocitico y microbicida y su capacidad de actuar como células

presentadoras de antigenos 24,

Recientemente, Abt y col. demostraron que las ILCs de tipo 1y tipo 3 coordinan las respuestas
tempranas del hospedador para proporcionar resistencia inicial contra la CDI #*°. Las ILCs son
células presentes en las mucosas que comparten caracteristicas con células inductoras de tejidos
linfoides (LTi) y células asesinas naturales (NK) y que reflejan el fenotipo y funciones de las células
T 2% La funcidn primaria de las ILCs en la mucosa es la secrecion de citoquinas importantes para
la defensa del hospedador vy la reparacion de tejidos *7°. Dos subgrupos de las ILCs, ILC1 que
expresan T-bet y producen IFN-y, e ILC3 que expresan Roryty producen IL-22, se activan durante
la infeccion aguda por C. difficile y contribuyen a la defensa del hospedador. La IL-22 induce la
produccion de péptidos antimicrobianos en el intestino inmediatamente después de la infeccidn.
El IFN-y producido por las ILC1 puede aumentar los mecanismos fagociticos y la expresion de las

enzimas productoras de intermediarios reactivos del oxigeno y del nitrégeno en la mucosa
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coldnica 2. También se ha demostrado un rol protectivo de las ILCs de tipo 2, que expresan
GATA3, mediante mecanismos aun desconocidos pero que responden a la presencia de IL-33

durante la CDI 28,

La inmunidad innata es esencial para la contencién inicial de las infecciones, contribuye a la
resolucidon de enfermedades y orquesta el inicio de la respuesta inmune adaptativa. Por lo tanto,
una mejor comprensiéon de los mecanismos innatos involucrados en la respuesta frente a C

difficile podria contribuir a comprender el desarrollo y la patogénesis de la CDI.

C. difficile = Antimicrobianos
Pk m% E;[))i?:;i)al ROS Fig. 4 Respuesta inmune innata frente a C. difficile. Al
RNS
Tk Tk y @ O's perderse la integridad epitelial y al traslocarse
.', (7 8000 bacterias, las células epiteliales intestinales y las

células inmunes innatas residentes secretan
guemoquinas pro-inflamatorias (CXCL1, CXCL2 e IL-8)

y citoquinas proinflamatorias (IL-1b, IL -12 e IL-23),

Translocacion
de bacterias y/o
toxinas

T
2o

que conducen al reclutamiento de neutrdfilos y a la

activacion de células linfoides innatas (ILCs). La

: sefializacién de IL-12 impulsa la expresiéon de IFN-y,

mientras que IL-1f e IL-23 inducen la produccion de
IL-22. Las citoquinas efectoras IFN-y e IL-22 inducen

R
ox\ l

mecanismos de defensa tales como el aumento de la

actividad fagocitica de los macréfagos y neutrofilos, y
la produccion de péptidos y enzimas antimicrobianas

. :Hg que sintetizan especies reactivas del oxigeno (ROS) y

-1 especies reactivas del nitrégeno (RNS). Estos

° i} CD5 & Maciotagos mecanismos de defensa limitan la diseminaciéon
insiionios bacteriana, atentan la actividad de las toxinas vy

contribuyen a reparar el dafio 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)).

Neutrofilos
infiltrantes

Macrofagos y monocitos

Como fue mencionado en el capitulo uno, los macréfagos cuentan con un vasto repertorio de
mecanismos microbicidas. Pueden expresar receptores y diversas moléculas en su superficie,
secretar citoquinas y quemogquinas, intermediarios reactivos del oxigeno y del nitrégeno vy
fagocitar tanto células propias como patogénicas que seran degradadas en los fagolisosomas. Sin
embargo, es importante destacar que, bajo condiciones homeostaticas dentro de los tejidos, los
macrofagos mantienen un estado no inflamatorio para evitar dafios tisulares. En la mucosa

intestinal, los macroéfagos son unos de los leucocitos mas abundantes y se encuentran en mayor
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numero en la ldmina propia, que forma el ndcleo de la mucosa subyacente al epitelio superficial.
A diferencia de lo que ocurre en otros tejidos, los macrdéfagos intestinales requieren renovacion
constante a partir de monocitos circulantes 2%°. Por lo tanto, la composicion del compartimento
de macréfagos en la mucosa intestinal cambia notablemente cuando hay alteracién de la

homeostasis del tejido por infeccion, inflamacidn o trauma 2%°.

En cuanto al reclutamiento de los monocitos hacia la ldmina propia intestinal durante la CDI, se
ha descripto la importancia de la sefializacién via MyD88, la expresion de CCR2 221222 ¢ |-23 222
en el colon. Ademas, varios reportes destacan la capacidad de los monocitos para promover un
perfil de citoquinas proinflamatorias como TNF-a., IL-1f e IL-6 asi como también de quemoquinas,
siendo de especial importancia la produccién de IL-8 que induce la migracién de neutrofilos, los
cuales pueden contribuir al dafio en el intestino 2237225, También ha sido reportado que las toxinas

226227 " aliminandolos

de C. difficile poseen un efecto citotdxico sobre monocitos y macréfagos
rapidamente. Esta pérdida podria impedir el correcto funcionamiento del sistema inmune frente

a C. difficile in vivo.

Si bien se han descripto algunas funciones de los macrofagos durante la infeccion por C. difficile,
los antecedentes indican que aun resta mucho por dilucidar. De hecho, el rol de los diferentes
perfiles macrofagicos o los macréfagos residentes de tejido en la CDI es pobremente

comprendido en la actualidad.

Durante CDI, los macrofagos producen citoquinas y quemoquinas proinflamatorias, asi como
también muestran expresion de ciertos receptores y moléculas que indican activacién de los
macrofagos. La estimulacidn de la linea celular macrofagica murina J774A.1 con proteinas de la
capa superficial (SLPs) aumentd la expresion de TLR2, TLR4 (con su correceptor CD14), CD40,
CD80y CMH 11228, La activacion de TLR4 con SLPs también desencadena la sefializacion via p38y
aumenta la produccion de IL-1B, IL-6, TNF-a. e IL-12p40, asi como la regulacion positiva de las
quemoquinas MIP-1a, MIP-2 y MCP 2%, Vohra y col. también evidenciaron una respuesta
proinflamatoria caracterizada por la produccion de TNF-a, IL-1pB, IL-6, IL-8 e IL-12p70 en la linea
celular macrofagica humana THP-1 estimulada con diferentes factores de virulencia de C. difficile

(flagelos, SLPs, HSP42 y HSP60) 78

Por otro lado, ha sido propuesto que la activacion del Inflamasoma puede ser beneficiosa para
controlar la carga bacteriana, ya que su inhibicién resultd en una progresion severa de la
enfermedad durante la CDI 222 Macrdfagos peritoneales murinos infectados con C. difficile

toxigénica producen in vitro pro-IL-1B en una forma dependiente de MyD88 y parcialmente
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dependiente de TLR2 2°. Ademds, C. difficile toxigénica induce la activacion del inflamasoma a
través de la via ATP-P2X7 y posteriormente induce la piroptosis (muerte celular litica programada

altamente inflamatoria) dependiente de caspasa-1 2.

Aunque la presencia intracelular de la bacteria aln 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 activacion del inflamasoma requiere del reconocimiento intracelular del
: 230 ; . ;
patégeno <°°. Paredes-Sabja y col. demostraron que, a pesar de ser eficientemente reconocidas
e internalizadas por la linea celular macrofagica murina Raw 264.7, las esporas de C. difficile
logran sobrevivir dentro de los macrofagos evitando su eliminacién y promoviendo la persistencia
. . 231 . .7 . .7 . . .7
en el intestino “*'. Algunos trabajos también demuestran interaccion e internalizacién de las
toxinas de C. difficile por parte de monocitos y células epiteliales 224232233 Sin embargo, tanto los
procesos endociticos en los macréfagos primarios como las moléculas del hospedador que
intervienen en estos procesos no han sido demostrados. Tampoco se ha evaluado la

internalizacién de bacterias completas.

Es posible que diferentes componentes bacterianos desencadenen diferentes respuestas en los
macrdéfagos. Es evidente que tanto las toxinas como otros componentes son capaces de activar a
los macrofagos 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 macrofagicas 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.

Ademds de las respuestas innatas, la activacion de la inmunidad adaptativa conduce a la
produccion de respuestas protectivas, pero también puede desencadenar inflamacion no
controlada o patoldgica. Si bien no es el foco de este trabajo, a continuacion, se describe de
manera resumida la respuesta inmune adaptativa frente a C. difficile (ver cuadro 1). Las Figuras 5
y 6 sintetizan el rol de las células Tfh y la respuesta By de las células Th (con foco en las Th17)

durante la CDI.
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Cuadro 1. Respuesta inmune adaptativa en la infeccion por C. difficile. Aunque las células T y las células B
no contribuyen a la resolucién de la fase aguda de la infeccién por C. difficile en ratones, los datos clinicos
indican que las respuestas inmunitarias adaptativas pueden tener efectos protectores. Los anticuerpos
contra las toxinas de C. difficile estan naturalmente presentes en hasta el 60% de adultos sanos y nifios
mayores *7°. La importancia de los anticuerpos para proteger al hospedador de la CDI estd respaldada por
niveles bajos de anticuerpos séricos dirigidos contra las toxinas A y B observadas en pacientes con CDI
recurrente en comparacion con pacientes que no sufren recurrencias ’*. Es claro que las células Tfh y las
células B tienen un rol protectivo a través de la neutralizacion de las toxinas y en la prevencion de la
recurrencia. Pero los pacientes con recurrencia fallan en la generacién de una respuesta B de memoria
apropiada lo cual podria también estar relacionado con la respuesta Tfh y la regulacion 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
desregulacién de subpoblaciones de células T esta relacionada con la patogénesis del intestino en las
enfermedades inflamatorias y en el cancer; y parecen ser las principales responsables de la iniciacion y
desarrollo de la inflamacién en la ldmina propia del intestino. Estas respuestas celulares adaptativas
desreguladas implican la activacion de linfocitos Th1, Th2, Th17 y la supresién de la actividad de las células
Treg %3725 Buonomo vy col., han propuesto que mantener una respuesta inflamatoria equilibrada para
combatir la infeccion mientras se limita el dafio tisular seria beneficioso durante la CDI 2,

Las células T regulan tanto la naturaleza como la forma de las respuestas innatas. El balance entre las
respuestas Thl, Th2 y Th17 tiene un impacto en la regulacién de las poblaciones migratorias y residentes
de las mucosas tales como las ILCs, eosindfilos, neutréfilos y macrofagos; los cuales llevan a patologia o a
proteccion frente a la enfermedad **°. Han sido demostrados tanto roles patoldgicos como protectivos
para las respuestas Thly Th17 en la CDI **.

Kim y col. demostraron que la expresion de IFN-y media la mayor severidad de la enfermedad en aquellos

ratones deficientes para IL-10 y que el IFN-y podria ser un importante blanco molecular para el control de

la CDI %7, Asimismo, se han observado mayores niveles de IFN-y en pacientes con recurrencias como

también de IL-17, indicando una respuesta hacia los linajes Th1l y Th17 2% Por el contrario, algunos
estudios muestran una respuesta Thly Th17 prevalente en respuesta a diferentes cepas de C. difficile que

ha sido asociada con un rol inmunoprotectivo 1°>2697272,

Sin embargo, la mayoria de los trabajos han sido realizados en ratén, 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 infeccién por C. difficile (CDI). La colaboracion de
las células Tfh-B en los ganglios linfaticos mesentéricos, la migracion al sitio de infeccién y la produccidn de anticuerpos especificos
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 interactuan con las células B y favorecen el desarrollo de células plasmaticas que reconocen especificamente las toxinas y
antigenos de C. difficile no toxigénicos (tales como SLP). Posteriormente, estas células plasmaticas alcanzan la lamina propia del
colon donde pueden producir y liberar grandes cantidades de anticuerpos especificos que conducen a la resolucién de la
enfermedad. La edad avanzada, terapias con antibidticos, supresion de dcido gastrico e infeccidon 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, estadias prolongadas en el hospital y una respuesta inmune adaptativa deficiente a las toxinas Ay
B han sido reportados. Los pacientes con episodios de recurrencia tienen una respuesta deficiente de las células B de memoria. La
reduccién de estas células junto con la falla en la produccion de IgA, 1gG e IgM permiten que C. difficile se replique e induzca dafio
epitelial. Ademas, los pacientes con CDI recurrentes tienen una frecuencia reducida de células CD4+ Th17 especificas de TcdB
circulantes, pero no células CD4+ Thl y Th2. Se ha demostrado que estas deficiencias en la respuesta inmune adaptativa de los
pacientes con recurrencias podrian resolverse utilizando el trasplante de microbiota fecal como terapia. (Adaptado de J Leukoc
Biol.Herndndez Del Pino RE, Barbero AM, Espafiol LA, 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 inmunoproteccién y la inmunopatogénesis durante la CDI. La colonizacién intestinal y la liberacidon
de toxinas por C. difficile induce una respuesta aguda del hospedador caracterizada por dafio, pérdida de la integridad de la capa
de moco y translocacion de patobiontes. En esta etapa, la respuesta inmune adaptativa mediada por Th17 y Tc17 (no mostrada)
secreta IL-17A/F que induce la produccién de otras citoquinas y quemoquinas (G-CSF, CXCL1, CXCL2, CXCL5 y CXCL8) que modulan
la migracion de neutréfilos. La acumulacion de neutréfilos en el sitio de la infeccién induce inflamacion que conduce a
inmunopatogénesis y mal prondstico. En colaboracion con el papel patogénico de las células Th17, la poblacién Th1 produce
citoquinas proinflamatorias, como IFN-y, que aumentan el dafio de la barrera epitelial colénica. Las células T regulatorias
contrarrestan la inflamacion intestinal inducida por las poblaciones Th17 y Thl. Por otro lado, la activacion de ILC2 aumenta el
numero de eosindéfilos que liberan IL-4, inclinando la balanza hacia un perfil tipo 2 que media la proteccién. El mutualismo de la
microbiota comensal (por ejemplo, C. albicans) con la respuesta inmune del hospedador conduce a la proteccién contra la CDI a
través de la induccion de la produccion de IL-17A por células Th17 y Tyé. Las células Th17 son capaces de producir tanto CXCL8
como CCL20 que inducen el reclutamiento de mas células Th17 que, junto con la poblacién Th1, podria mediar en la generacién de
mecanismos de defensa que limitarian la diseminacion bacteriana. (Adaptado de J Leukoc Biol.Herndndez Del Pino RE, Barbero AM,
Espafiol LA, 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 Sefiales (SLAMF1)

Como se ha mencionado en el capitulo uno, SLAMF1 (SLAM o CD150) puede regular la produccién

6466 v estd involucrado en funciones

de diversas citoquinas y quemoquinas en CDs
fagolisosomales de macréfagos murinos . SLAMF1 es capaz de reconocer e interactuar con el
virus de sarampidén 7° y morbilivirus ”* asi como también con T. cruzi ®° y bacterias como E. coli
6772 C. Rodentium 72, B. abortus ® y S. typhimurium . Es asi que SLAMF1 participa en las

funciones de diversas células inmunes en distintos contextos patoldgicos.

Especificamente en el escenario de lainmunidad de mucosas, ha sido demostrado que en ratones
deficientes para SLAMF1 la produccion de TNF-a e IL-12 por parte de macréfagos peritoneales
disminuye cuando los mismos son estimulados con LPS y/o IFN-y . También se detectd un alto
numero de monocitos, macréfagos y otras células SLAMF1* a través del intestino inflamado de
pacientes con la enfermedad de Crohn &. Van Driel y col. han propuesto que SLAMF1 podria
regular la homeostasis de los macréfagos durante la enterocolitis crénica o aguda . En
congruencia con una enfermedad mas leve, el nimero de macréfagos derivados de monocitos
en el colon de ratones deficientes para SLAMF1 y RAG se vio reducido en comparacion con
ratones deficientes para RAG '*°. Mds aun, anticuerpos neutralizantes frente a SLAMF1 mitigan la
gravedad enfermedad **°, por lo que las interacciones SLAMF1-SLAMF1 en la superficie celular de
macrofagos y monocitos probablemente desempefien un papel en el desarrollo de colitis. Wang
y col. reportaron que la migracién de células mieloides durante la inflamacion esta regulada
diferencialmente por los receptores SLAMF1 y SLAMF8, modulando positiva y negativamente la
migracion de CDs y macréfagos al sitio inflamado respectivamente 4. Los autores concluyeron
que estos receptores dirigen las respuestas inmunitarias innatas de las células mieloides a través
de la produccién de ROS mediada por la enzima NADPH oxidasa (NOX-2) 1% Ademas se ha
sugerido un rol de SLAMF1 en la citotoxicidad de células T frente a células derivadas de cancer de

colon %%,

Asi, ha sido propuesto que SLAMF1 podria 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 dafio de los tejidos. Aunque la respuesta inmune adaptativa
influencia la severidad de la CDI, la respuesta inmune innata posee un rol crucial en la progresion,

y la resolucion de la enfermedad.
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Dado que la inmuno-patologia en la CDI es esencialmente mediada por la respuesta inflamatoria,
pero la misma es necesaria para la eliminacién y control del patégeno, y que son muy pocos los
estudios que exploran el rol de los macrdéfagos en este contexto y menos aun los que evaluan el
rol de moléculas coestimulatorias, en este segundo capitulo estudiamos el rol de SLAMF1 y de los
macréfagos en la infeccion por Clostridioides difficile. Teniendo en cuenta los antecedentes
mencionados, SLAMF1 podria regular la respuesta inflamatoria, la migracion y activacion de los
macrofagos y monocitos actuando como un sensor microbioldgico o disparando diferentes vias
de sefializacion. Asi, nos propusimos estudiar si SLAMF1 podria actuar como un receptor inmune
reconociendo directamente a Clostridioides difficile y/o como molécula coestimulatoria
modulando distintas funciones microbicidas de los macréfagos.

Mediante el disefio experimental propuesto se pretende trabajar con un modelo que facilite la

comprensién del rol de SLAMF1 y de los macréfagos humanos en la CDI.
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Objetivos
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Objetivo General

El objetivo general de este capitulo es investigar los mecanismos involucrados en la
activacion y modulacién de la funcién de los macrofagos durante la infeccion por Clostridioides
difficile. Comprender cémo los macrofagos participan del proceso infeccioso podria ofrecer
importantes herramientas para el desarrollo de nuevos blancos terapéuticos. En este segundo
capitulo nos propusimos explorar el rol de la molécula linfocitaria activadora de sefiales (SLAMF1)
en la activacion y funcién de los macréfagos en la respuesta inducida por C. difficile. La activacion
y reclutamiento de macrofagos, asi como la induccion de las funciones macrofdgicas podria
contribuir a la resolucion de esta infeccion en etapas tempranas, colaborando con la generacion
de una respuesta inmune adaptativa eficiente y limitando el dafio ocasionado por la fuerte

respuesta proinflamatoria desregulada.

Objetivos especificos

Objetivo 1- Caracterizar el perfil de expresion de SLAMF1 junto a marcadores de activacién y
viabilidad en macréfagos derivados de monocitos humanos de dadores sanos luego de
estimulacion in vitro con distintas cepas de C. difficile inactivadas por diferentes métodos fisicos

y quimicos (calor y formol).

Objetivo 2- Determinar la existencia de interacciéon bioquimica entre SLAMF1 y distintas cepas de

C. difficile.

Objetivo 3- Investigar el rol de SLAMF1 en la interaccion de macréfagos humanos con distintas

cepas de C. difficile en respuesta a la activacion de SLAMF1 con un anticuerpo agonista.

Objetivo 4- Determinar la localizacidén celular de distintas cepas de C. difficile evaluando la
expresion de marcadores de superficie celular (CD14), SLAMF1 y marcadores endosomales

tempranos y tardios (EEA1y LAMP2).

Objetivo 5- Estudiar la expresién de SLAMF1 en células mononucleares CD14 positivas

provenientes de sangre periférica de pacientes con infeccién 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 macroéfagos. La distribucion del
grupo masculino/femenino fue 3/3 y la edad media de 36 afios; rango intercuartil (IQR) 18-75

afos.

Pacientes con CDI. Las muestras de sangre periférica fueron recolectadas de pacientes con CDI
en distintos centros de salud (Clinica La Pequefia Familia y Clinica Centro) de la ciudad de Junin,
Buenos Aires, Argentina. El diagndstico de la infeccidn por C. difficile se confirmo por test rapido
para la deteccion simultanea de la enzima glutamato deshidrogenasa (GDH) de C. difficile y los
antigenos de las Toxinas Ay B en heces humanas (Cat. No F41220, Savyon® Diagnostics Ltd.,
Israel). La distribucion del grupo masculino/femenino fue 2/0y la edad media fue de 44 afios; IQR
18-75 afios. La investigacion se llevd a cabo de acuerdo con la Declaraciéon de Helsinki (2013)
promulgada por la Asociacién Médica Mundial y aprobada por el Comité de Etica de la UNNOBA
(COENOBA). Se obtuvieron consentimientos informados por escrito de todos los participantes

antes de la recolecciéon de la muestra.

Antigenos y cepas bacterianas

La estimulacién in vitro de las células se realizd con la cepa hipervirulenta NAP1/BI/027 (CD)
obtenida del Instituto Nacional de Microbiologia Dr. Malbran-ANLIS y con una cepa enddgena
(End) obtenida de la flora comensal de ratones C57BL/6 SPF (libres de patdgenos especificos)
mantenidos en el bioterio de nuestro centro de investigacion (CIBA, UNNOBA). La cepa End se
detectd luego de generada la dishiosis intestinal con un coctel tipico de antibidticos 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 dias. Luego de dos dias de agua libre de antibidticos se inyecta Clindamicina (10
mg/kg) por via intraperitoneal. Esta cepa esta 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 preparacion de los extractos de C. difficile, se tomd
una alicuota del caldo de cultivo de C. difficile (BHI Broth) y se centrifugd a 15000 rpm por 10
minutos a 4°C. En el caso del extracto de C. difficile inactivado por calor, se lavo el pellet de

bacterias con PBS 1X centrifugando a 15000 rpm por 10 minutos a 4°C vy se resuspendio en PBS
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1X una vez descartado el sobrenadante. Posteriormente, se inactivd a 95°C por 30 minutos en
termobloque. Para el extracto de C. difficile inactivado con formol, el pellet se resuspendid en
formol 3% (Biopack, Bs. As, Argentina) y se incubd a 4°C durante toda la noche. Se centrifugd a
15000 rpm por 10 minutos, se lavd 3 veces con PBS 1X para remover el formol y se resuspendié
en PBS 1X. Ambos extractos se almacenaron a -20°C. Antes del inicio de la preparacion de los
extractos, las bacterias se cultivaron por 48 horas en agar chocolate (Fig.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, Japdn). Se monitored
el crecimiento bacteriano del cultivo (37°C en condiciones de anaerobiosis y oscuridad) midiendo
la DO a 600 nm. Inicialmente se partié de una DO de 0,1 y se detuvo el crecimiento a una DO de
0,6. Una vez realizados los extractos, se cuantifico el contenido antigénico a 600 nm y se ajusté a

una DO de 1 para una mayor paridad entre los extractos.

Fig. 1 Colonias aisladas de C. difficile en placa de Agar
chocolate cultivadas en anaerobiosis

Para algunos experimentos, los extractos inactivados por calor fueron tefiidos con el isémero | de
isotiocianato de fluoresceina (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 descarto el sobrenadante. Luego se resuspendieron en buffer NaHCO50,1M pH=9
con 1 mg/mL de la solucidon FITC- dimetilsulféxido (DMSO) y se dejaron en agitacién por 2 horas
a 37°C en oscuridad. Finalmente, el exceso de FITC fue eliminado mediante lavados con PBS 1Xy

los extractos se resuspendieron en PBS 1Xy se utilizaron para estimular las células.

Cultivo celular
Todos los experimentos se llevaron a cabo en una incubadora a 37 ° Cy en una atmésfera con 5%

de CO2.

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

aislaron por centrifugacion sobre Ficoll-Hypaque (GE Healthcare, Chicago, IL, EE. UU.).
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Para ciertos experimentos, se cultivaron 1 x 10 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 ug / ml de estreptomicina (Gibco)) por 24 horas.

Para obtener macrdéfagos derivados de monocitos, los monocitos se purificaron a partir de CMSP
de dadores sanos mediante seleccién 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 10° 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 ug / ml de estreptomicina).

Las CMSP vy los macréfagos derivados de monocitos se estimularon con 10, 20 o 50 pl de los
extractos de C. difficile cada 1 x 10° células (10 pl extracto= 1 x 10° bacterias) durante 24 horas
en presencia o ausencia de 10 ug/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 0 50 pl de CD Calor FITC 0 10 pl End Calor FITC (10 pl = 1 x 10° bacterias) por cada 1 x 10°

células durante 24 horas.

Citometria de Flujo

Las CMSP y los macréfagos 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 tifieron 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 deteccion de TNF-a, en las ultimas 5 horas de cultivo se adiciond un inhibidor de
transporte del aparato de Golgi (GolgiStop, BD Biosciences) para inducir la acumulacion
intracelular de la citoquina. Las células fueron lavadas en buffer FACS y luego incubadas con
anticuerpos monoclonales especificos para las moléculas de superficie a determinar durante 30
minutos a 42C en oscuridad. Luego, las células fueron lavadas con buffer FACS y centrifugadas a
2000 rpm por 5 minutos. Se descartd el sobrenadante y las células fueron fijadas en

paraformaldehido (PFA) al 4% (Sigma-Aldrich) por 20 minutos. Posteriormente, se realizaron dos
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lavados con buffer de permeabilizacién (BP; PBS 1X, SBF 10%, Saponina 0,5%) y una incubacion
con BP durante 15 minutos. Luego, se incubaron por 40 minutos con un anticuerpo especifico
anti-TNF-a 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 tifieron con un colorante
de viabilidad (Fixable Viability Dye eFluorTM 780 Cat No. 65-0865, eBioscience ™) para excluir las
células muertas del analisis. Las muestras se analizaron en un citémetro de flujo FACSCanto Il (BD

Biosciences) y el andlisis de datos se realizé usando FlowJo 7.6.2 (Tree Star Inc., OR, EE. UU.).

Ensayos de interaccién entre SLAMF1-C. difficile

La interaccion bioquimica entre SLAMF1 y C. difficile se evalu6 mediante dos metodologias
diferentes como se describié en el capitulo 1 para M. tuberculosis. Se prepararon extractos
proteicos totales en condiciones no desnaturalizantes de macréfagos derivados de monocitos de
dadores sanos. La expresion de SLAMF1 se corroboré por citometria de flujo previamente a la
preparacion de los extractos proteicos. Brevemente, se cosecharon 1 x 10° macrdfagos vy se
usaron 100 ul de buffer RIPA suplementado con PMSF (1 mM) y un cdctel de inhibidores de
proteasas (Sigma-Aldrich Cat. No P8340) para la lisis celular. La suspensidon se incubd en hielo

durante 1 h, se agitd con vortex cada 10 minutos y se centrifugd a 14000 rpm durante 15 minutos.

Para la determinacion por citometria de flujo, se siguieron los mismos pasos descriptos en el
capitulo 1. En este caso el extracto de proteinas totales se incubé con 10 ul de CD Calor o CD
Formol (10 pl = 1 x 10° bacterias). La interaccion de SLAMF1-C. difficile por microscopia de
fluorescencia se realizd adhiriendo 10 pl (1 x 10° 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 continud con la tincién siguiendo los pasos descriptos en el Capitulo 1.

Microscopia de Fluorescencia

Los macrdfagos derivados de monocitos se incubaron 2 x 10° células/pocillo en microplacas
(Nunc) como se describié 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 solucién salina y se
permeabilizaron con buffer que contenia PBS 1X, SBF al 10% y saponina al 0,5%. Posteriormente,
las células se incubaron con un anticuerpo especifico anti-SLAMF1 de raton (clon A12, BiolLegend,

San Diego, CA, EE. UU.) seguido de un anticuerpo secundario anti-ratén 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 especifico
anti-EEA1 (Cat No. 610456, BD Biosciences) o anti-LAMP2 (Cat No. 555803, BD Biosciences) de
raton seguidos de un anticuerpo secundario anti-raton conjugado a Alexa Fluor 546 (Cat No.
A21123, Invitrogen, Waltham, MA, EE. UU.). Para detectar CD14, se empled 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.

Analisis estadistico

Como se indica en las leyendas de las figuras, la prueba de Friedman con la prueba post hoc
corregida de Dunn se utilizdé para la comparacién 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 estadisticas, se considerd significativo un valor de p <0,05.
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La cepa NAP1/BI/027 de C. difficile no induce la expresién de SLAMF1 en macréfagos
humanos

La expresion de SLAMF1 frente a antigenos de bacterias Gram positivas ha sido evaluada
previamente, observandose un aumento en monocitos humanos estimulados con peptidoglicano
y acido lipoteicoico de S. aureus ”® pero no frente a L. acidophilus y S. aureus en CDs murinas 2°.

Sin embargo, la modulacion de SLAMF1 frente a C. difficile aun 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 expresion de SLAMF1 en la
superficie de macréfagos derivados de monocitos de dadores sanos (Fig. 1A). Con el fin de evaluar
si mayores cantidades de bacteria presentes en el cultivo celular podian modular positivamente
la expresion de SLAMF1, estimulamos macrofagos con relaciones 2:1y 5:1 de bacteria:macréfago
(Fig. 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 (Fig. 1B).

Como ha sido propuesto que el receptor tipo scavenger CD163 se asocia a perfiles alternativos
en macrofagos 2%y ha sido relacionado con enfermedades intestinales como IBD y enfermedad
de Crohn 2%238 evaluamos la expresion de CD163 de superficie en macrdfagos expuestos a C.
difficile (Fig. 1 C-D). Los niveles de CD163 fueron muy bajos tanto en los macréfagos sin estimular
como en los estimulados con CD Calor y CD Formol (Fig. 1C) y su expresion no fue modulada en

presencia de cantidades crecientes de C. difficile (Fig. 1D).

Para comprobar que los efectos observados al utilizar mayores cantidades de bacteria no eran
causa de una induccién de la muerte celular, evaluamos la viabilidad de los macréfagos
empleando el colorante de viabilidad FVD eFluor780 mediante citometria de flujo (Fig. 1E). El
porcentaje de macrdéfagos viables no sufrié cambios al utilizar las distintas relaciones
bacteria:macréfago (Fig. 1E), indicando que C. difficile inactivada por calor o formol no induce la

expresion de SLAMF1 ni de CD163 en la superficie de macréfagos derivados de monocitos

humanos.
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Fig. 1 Expresidn de SLAMF1 en macréfagos humanos estimulados con C. difficile (NAP1/BI1/027). (A-E) Los monocitos CD14 positivos
se obtuvieron a partir de sangre periférica de dadores sanos mediante seleccion magnética positiva. Después de la adherencia e
incubacién en medio completo durante 16-18 horas, los macréfagos se estimularon con relacién 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 expresion de SLAMF1 se evalué mediante
citometria de flujo. (B) Se muestra el porcentaje de células SLAMF1 positivas estimuladas con relaciones 1:1, 2:1 y 5:1 de C.
difficile:macréfagos relativizado a los macrofagos sin estimular (control). (C-D) Niveles de CD163 expresado en superficie de
macrofagos estimulados con relaciones 1:1 (Cy D), 2:1 y 5:1 (D) de C. difficile:macréfagos evaluados por citometrai de flujo. (D)
Histograma representativo de 3 experimentos independientes. (E) La viabilidad de los macréfagos se determind empleando un
colorante de viabilidad (FVD eFluor780) que marca irreversiblemente las células muertas. Se utilizaron células muertas por calor
para los controles de compensacion. En todos los casos, la viabilidad celular fue superior al 93%.

1:1, 10 pl de CD Calor o CD Formol/ 1 x 10° células (10 pl = 1 x 10° bacterias)

20 pl de CD Calor o CD Formol / 1 x 108 células (20 ul = 2 x 10° bacterias)

50 pl de CD Calor o CD Formol / 1 x 108 células (50 ul = 5 x 10° bacterias)

(A-C) Las barras representan la media + SEM. Ay C, Prueba de suma de rangos de Wilcoxon. B, prueba de Friedman con prueba
post hoc corregida de Dunn

SLAMF1 no interactta con la cepa NAP1/BI/027 de C. difficile
El reconocimiento de patégenos mediado por SLAMF1 ha sido descripto para virus "%’!y bacterias

67,72,73

Gram negativas y ha sido propuesto para parasitos ® y para M. tuberculosis en el capitulo
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uno de este trabajo. Esta funcién ha sido descartada para S. aureus ®, pero no ha sido estudiada

para otras bacterias Gram positivas.

Para evaluar la interaccion directa de C. difficile con SLAMF1, en primera instancia acoplamos la
cepa NAP1/BI/027 inactivada por calor al isémero | de FITC (Fig. 2A-B). La proporcién de CD Calor
acoplada al fluordforo fue evaluada por citometria de flujo y microscopia de fluorescencia,
observandose que casi la totalidad de bacterias resultaron positivas para FITC (Fig. 2A-B). Luego
realizamos ensayos de interaccion bioquimica. Para esto, incubamos extractos de proteinas
totales de macrdfagos derivados de monocitos que expresaban SLAMF1 con los extractos de la
bacteria (CD Calor y CD Formol) (Fig. 2D). La expresion de SLAMF1 en las células utilizadas para
obtener los extractos proteicos fue corroborada por citometria de flujo (Fig. 2C). Después de un
tratamiento de crosslinking, no detectamos tincién positiva para SLAMF1 (Fig. 2D) mediante

citometria de flujo.

Ademas, estudiamos la interaccion SLAMF1-C. difficile adhiriendo CD Calor acoplado a FITC a
portaobjetos recubiertos con poli-D-lisina. Posteriormente, los portaobjetos se incubaron con
extractos de proteinas totales de macréfagos derivados de monocitos. Después del tratamiento
de crosslinking, SLAMF1 se detecté por microscopia de fluorescencia. Acordando con los
resultados obtenidos por citometria de flujo, no se observd interaccién entre C. difficile inactivada
por calor y SLAMF1 como se muestra en la superposicion (merge) de las imagenes (Fig. 2E). Al
igual que en el capitulo uno, se realizaron controles de union inespecifica del anticuerpo primario

(anti-SLAMF1) y secundario utilizados que permitieron corroborar la especificidad del ensayo.
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Fig. 2 Interaccién SLAMF1-C. difficile (NAP-1/BI/07). (A-B) 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 tincién se evalud por citometria de flujo (A) y por
microscopia de fluorescencia con objetivo 20X (B). (C) Expresion de SLAMF1 en macréfagos derivados de monocitos utilizados para
generar extractos de proteinas totales en condiciones no desnaturalizantes mediante citometria de flujo. (D) Los extractos de
proteinas se incubaron con 1 x 10° células enteras de C. difficile inactivada por calor o formol (CD Calor o CD Formol). Después del
crosslinking con formaldehido, glicina y EGS, se detecté SLAMF1 por citometria de flujo utilizando anticuerpo especifico anti-
SLAMF1 conjugado a PE. Se muestra un histograma representativo. (E) 10 pl (1 x 10° 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 proteinas totales. El crosslinking se realizé con formaldehido, glicinay EGS y se utilizd un anticuerpo
especifico de ratdon anti-SLAMF1 humano y un anticuerpo secundario anti-ratén Alexa Fluor 647 para la deteccién de SLAMF1. Los
portaobjetos se montaron y analizaron usando un objetivo 40X de un microscopio de fluorescencia trinocular. Se muestran las
imagenes individuales para cada canal de fluorescencia y la fusién (merge) de las mismas. Barra de escala: 100 um

Los resultados de las pruebas bioquimicas demuestras que SLAMF1 no interacciona con C. difficile

y sugieren que SLAMF1 no actia como sensor microbioldgico de esta bacteria.
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La cepa NAP1/BI/027 de C. difficile interacciona con los macréfagos humanos por un
mecanismo independiente de SLAMF1.
Al observar que SLAMF1 no modifica su expresién frente a C. difficile y que tampoco interacciona

con la bacteria, decidimos evaluar si la coestimulacion a través de SLAMF1 utilizando un

anticuerpo agonista podria tener algun efecto sobre la interaccion con C. difficile.

Como demostramos en el capitulo uno, las interacciones homofilicas SLAMF1-SLAMF1 indujeron
la internalizacién de M. tuberculosis. Es decir que SLAMF1 promueve la interaccion entre los
macrofagos humanos y M. tuberculosis independientemente del reconocimiento de la bacteria.
Para evaluar si SLAMF1 también era capaz de modular la interaccion con C. difficile, los
macrofagos derivados de monocitos fueron cultivados en presencia o ausencia de un anticuerpo
agonista para SLAMF1 (a-SLAMF1 (A12)) y estimulados con C. difficile inactivada con calor
acoplada a FITC (CD Calor FITC). Al analizar el numero de células interaccionando con C. difficile
por citometria de flujo no observamos diferencias cuando la sefializacion de SLAMF1 fue activada
con el anticuerpo agonista respecto de los macréfagos que no habian sido expuestos a a-SLAMF1
(Fig. 3A-B). Apoyando estos resultados, macrofagos evaluados por microscopia de fluorescencia
tampoco mostraron diferencias en su capacidad de interaccionar con C. difficile inactivada con

calor acoplada a FITC (Fig. 3C-D).

Mds aun, cuando determinamos la expresion de SLAMF1 en los macréfagos que estaban
interaccionando con C. difficile por citometria de flujo, observamos un porcentaje muy bajo de
células positivas para SLAMF1 (Fig. 3 E). De hecho, la mayoria de los macrofagos que expresaron
SLAMF1 no estaban interactuando con la bacteria y, del mismo modo, la mayoria de las células
interactuando con C. difficile no expresaron SLAMF1 (Fig. 3 E). Por otro lado, al estimular los
macrofagos con cantidades crecientes de CD Calor FITC observamos que los macréfagos
incrementaron su capacidad de interaccionar con las bacterias (Fig. 3F). Estos resultados
indicarian que los macréfagos humanos son capaces de fagocitar a C. difficile por mecanismos

independientes de SLAMF1.
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Fig. 3 Rol de SLAMF1 en la interaccion macréfagos-C. difficile (NAP1/B1/027). (A-D) Macrofagos 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 a-
SLAMF1. Se muestra un grafico de puntos representativo de 3 experimentos independientes (A) y la cuantificacién correspondiente
a los porcentajes de células FITC positivas como medida de interaccién entre los macrofagos y C. difficile en los graficos de barras
(B). (C) Micrografias representativas de 3 experimentos independientes tomadas con objetivo 20X y (D) porcentaje de células
interactuando con C. difficile evaluado por microscopia de fluorescencia. (E) Grafico de puntos representativo del porcentaje de
células positivas para FITC, positivas para SLAMF1 y dobles positivas. (F) Histograma representativo de macroéfagos derivados de
monocitos estimulados por 24 horas con cantidades crecientes de C. difficile en relacién a la cantidad de macrofagos, donde el
porcentaje de células FITC positivas en la relacion 1:1 corresponde al 24,45 %, en la relacién 2:1 al 38,7 % y en la relacién 5:1 al
54,1%.

Barras de escala: 10 um

By D, Las barras representan la media + SEM. B, prueba de Wilcoxon. D, prueba de Mann-Withney.

C, Las flechas sefialan C. difficile sin interaccionar con macrofagos.

Posteriormente decidimos evaluar la localizacion celular de C. difficile por microscopia de
fluorescencia, para lo cual empleamos marcadores de superficie como CD14 y endosomales
tempranos y tardios (EEA1 y LAMP2) (Fig. 4). Observamos que algunas bacterias permanecian en
el espacio extracelular y que la mayoria estaban presentes en células CD14 positivas o LAMP2
positivas (Fig. 4A). Si bien es necesario realizar microscopia confocal para confirmar la
internalizacion de la bacteria, proponemos que la cepa NAP1/BI/027 de C. difficile puede
interactuar con los macréfagos humanos y podria ser endocitada por algin mecanismo
independiente de SLAMF1. Pudimos confirmar los resultados obtenidos por citometria de flujo
(Fig. 3E) ya que, al observar los macrofagos, la mayoria de las células positivas para SLAMF1 no
contenian bacterias (Fig. 4B). Curiosamente, detectamos que C. difficile induce una mayor
proporcion de células que forman endosomas tardios en comparacion con endosomas

tempranos a las 24 horas de estimulacion (Fig. 4C-D).
A

CD calor

CDcalor/ CD14 =~ CD calor / LAMP2 - CDcalor/CD14/ LAMP2
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C. difficile (NAP1/BI/027)
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Fig. 4 Localizacién celular de la cepa NAP1/BI/027 de C. difficile. (A-D) Macrofagos de dadores sanos se estimularon con C. difficile
inactivada con calor acoplada a FITC (CD Calor FITC) por 24 horas. Se muestran micrografias tomadas con un objetivo 40X
representativas de 3 experimentos independientes. Para la deteccion de CD14 (A), EEAL (C), LAMP2 (Ay C) y SLAMF1 (B) se utilizaron
anticuerpos especificos de ratén anti-CD14, anti-EEA1, anti-LAMP2 o anti-SLAMF1 humano, seguido de anticuerpos secundarios
anti-raton conjugados a Alexa Fluor 647 (magenta para CD14, cyan para SLAMF1) o Alexa Fluor 546 (rojo para EEA1 y LAMP2). La
deteccion de las moléculas se realizd después de la fijacion y permeabilizacién de los macréfagos. 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 um

B, Las flechas sefialan C. difficile interaccionando con macrofagos SLAMF1 positivos

** p<0.01. D, prueba de Mann-Withney

En conjunto, estos resultados sugieren que C. difficile es internalizada por los macréfagos pero
que SLAMF1 no promueve la interaccion entre macréfagos y la cepa hipervirulenta de C. difficile

y que no participaria en el proceso de internalizacion de la bacteria.

La cepa endogena de C. difficile no induce la expresiéon de SLAMF1 en macréfagos

humanos
Recientemente, nuestro laboratorio de investigacion ha puesto a punto un modelo de infeccidén

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 antibioticos, previo a la infeccidon con la cepa
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NAP1/BI/027. La presencia de esta cepa de C. difficile fue confirmada en muestras de materia
fecal por enzimoinmunoanalisis y ha demostrado ser toxigénica (Fig. 5A). También ha sido
cultivada en agar sangre (Fig. 5B) y CHROMagar ™ para C. difficile (Fig. 5D) y tefiida mediante
coloracién de Gram (Fig. 5C). Finalmente, para poder realizar los extractos de esta cepa enddgena
inactivados por calor y formol, las colonias a amplificar se seleccionaron a partir de placas de
CHROMagar ™. Esta cepa estd siendo actualmente secuenciada para realizar un analisis mas
profundo de las caracteristicas patogénicas, sin embargo, estos ensayos demuestran que es una

cepa enddgena productora de toxinas.

Fig. 5 Obtencién de la cepa endégena de C. difficile. (A) Enzimoinmunoanalisis (EIA) rapido para la deteccién simultanea de la enzima
glutamato deshidrogenasa (GDH) conservada de C. difficile y los antigenos de la Toxina Ay Toxina B en heces de ratones luego de
la disbiosis. (B) Crecimiento de C. difficile en placa de agar sangre. (C) Tincion de Gram positiva a partir de una colonia de C. difficile
luego del crecimiento en placa de agar sangre. Se pueden observar esporas tipicas en posicion sub-terminal. (D) Crecimiento de C.
difficile en placa de CHROMagar ™.

Ha sido descripto que la colonizacién del intestino con cepas enddgenas de C. difficile resultaria
protectiva frente a la infeccion causada por esta bacteria 2*°. Sin embargo, el rol de la respuesta
inmune sobre los efectos protectivos ha sido poco abordado. Con este objetivo, decidimos
evaluar la modulacion de las respuestas macrofagicas por esta cepa aislada en nuestro

laboratorio.
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Al estimular macréfagos derivados de monocitos de dadores sanos con la cepa enddgena de C.
difficile (End) inactivada por calor o formol (End Calor o End Formol) por 24 horas, la expresién
en superficie de SLAMF1 no presenté cambios respecto a macréfagos sin estimular (Fig. 6A).
Cantidades crecientes de C. difficile enddégena tampoco indujeron la expresion de SLAMF1 (Fig.
6B). A pesar de que End Calor muestra un mayor impacto sobre la expresion de SLAMF1 en la

relacion mas alta C. difficile End:macro::fago, las diferencias no fueron significativas (Fig. 6B).

También evaluamos si la expresion de CD163 sufria modificaciones en presencia de C. difficile
enddgena inactivada con calor o formol (End Calor o End Formol) luego de 24 horas (Fig. 6C-D).
Los niveles de ésta molécula fueron menores al 3% en todos los casos cuando los macréfagos
fueron estimulados con relacion 1:1 de C. difficile End:macrdéfago (Fig. 6C) y no se modificaron en

presencia de relaciones 2:1y 5:1 (Fig. 6D).

Ademas, comprobamos que el estimulo de los macréfagos con las relaciones 1:1, 2:1y 5:1 C.
difficile End:macréfago no produjo cambios en la viabilidad de las células luego de 24 horas,

evaluado por citometria de flujo empleando el colorante FVD eFluor780 (Fig. 6E).
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Fig. 6 Expresién de SLAMF1 en macréfagos humanos estimulados con C. difficile endégena. (A-E) Los monocitos CD14 positivos se
obtuvieron a partir de sangre periférica de dadores sanos mediante seleccion magnética positiva. Después de la adherencia e
incubacién en medio completo durante 16-18 horas, los macrofagos se estimularon con relaciéon 1:1 de la cepa enddgena de C.
difficile inactivada por calor o formol (End Calor o End Formol) durante 24 horasy (A-B) la expresion de SLAMF1 se evalué mediante
citometria de flujo. (B) Se muestra el porcentaje de células SLAMF1 positivas estimuladas con relaciones 1:1, 2:1 y 5:1 de C.
difficile:macrdéfagos relativizado a los macréfagos sin estimular (control). (C-D) Niveles de CD163 expresado en superficie de
macrofagos estimulados con relaciones 1:1 (Cy D), 2:1 y 5:1 (D) de C. difficile:macréfagos evaluados por citometria de flujo. (D)
Histograma representativo de 3 experimentos independientes. (E) La viabilidad de los macréfagos se determind empleando un
colorante de viabilidad (FVD eFluor780) que marca irreversiblemente las células muertas. Se utilizaron células muertas por calor
para los controles de compensacién. En todos los casos, la viabilidad celular fue superior al 93%.

1:1, 10 pl de End Calor o End Formol/ 1 x 10° células (10 ul = 1 x 10° bacterias)

20 pl de End Calor o End Formol / 1 x 10° células (20 ul = 2 x 10° bacterias)

50 pl de End Calor o End Formol / 1 x 10° células (50 ul = 5 x 106 bacterias)

(A-C) Las barras representan la media + SEM. Ay 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 enddgena de C. difficile se comporta como la cepa NAP1/BI/027 en cuanto a
la modulacion de SLAMF1 y CD163 en superficie como asi también en el impacto sobre la
viabilidad de los macréfagos, considerando las relaciones de estimulacién y tiempos utilizados en

este trabajo.

SLAMF1 no interactua con la cepa endégena de C. difficile
Con la hipdtesis de que, a diferencia de la cepa NAP1/BI/027, la cepa enddgena podria ser

reconocida por SLAMF1, realizamos un ensayo de interaccién bioguimica.

Para esto, acoplamos C. difficile endégena inactivada por calor al isémero | de FITC (Fig. 2 A-B).
Corroboramos la eficiencia de la tincién por citometria de flujo (Fig. 7A), observandose que mas
del 97% de las bacterias resultaron FITC positivas y, ademds, realizamos observacién por

microscopia de fluorescencia (Fig. 7B).

Para evaluar la interaccién directa de C. difficile enddgena con SLAMF1, realizamos un ensayo de
interaccion bioquimica analizando por microscopia de fluorescencia. Primero, adherimos C.
difficile enddgena inactivada por calor acoplada a FITC (End Calor FITC) a portaobjetos recubiertos
con poli-D-lisina. Luego, los portaobjetos se incubaron con extractos de proteinas totales
provenientes de macréfagos derivados de monocitos. Se utilizd el mismo extracto proteico que
en la Fig. 2, en los cuales se habia evaluado la expresion de SLAMF1 y mostraron una expresion
mavyor al 40% (Fig. 2C). Finalmente, se realizé el tratamiento de crosslinking y SLAMF1 se detectd
por microscopia de fluorescencia. Al analizar la superposicién de micrografias observamos que
no existe interaccion entre C. difficile endégena inactivada por calor y SLAMF1 (Fig. 7C). Los
controles de unién inespecifica del anticuerpo primario (anti-SLAMF1) y secundario corroboraron

la especificidad del ensayo.
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Fig. 7 Interaccion SLAMF1-C. difficile endégena. (A-B) C. difficile enddégena 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 tincién se evalud por citometria de flujo (A) y por
microscopia de fluorescencia con objetivo 20X (B). (C) 10 pl (1 x 108 bacterias) de C. difficile enddgena 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 proteinas totales provenientes de macréfagos derivados de monocitos que expresaban SLAMF1. El
crosslinking se realizd con formaldehido, glicina y EGS y se utilizd un anticuerpo especifico de ratén anti-SLAMF1 humano y un
anticuerpo secundario anti-ratén Alexa Fluor 647 para la deteccién de SLAMF1. Los portaobjetos se montaron y analizaron usando
un objetivo 40X de un microscopio de fluorescencia trinocular. Se muestran las imagenes individuales para cada canal de
fluorescencia y la fusion (merge) de las mismas. Barra de escala: 100 um

Estos resultados muestran que SLAMF1 tampoco interacciona con la cepa endégena de C. difficile

aislada en nuestro laboratorio.

SLAMF1 no induce la interaccion de la cepa enddgena de C. difficile y los macrofagos
humanos
Finalmente, evaluamos el rol de SLAMF1 sobre la modulacién de la interaccién entre macrofagos

y la cepa enddgena de C. difficile.

Macrdéfagos derivados de monocitos de dadores sanos fueron cultivados en presencia o ausencia
de un anticuerpo agonista para SLAMF1 (a-SLAMF1 (A12)) y estimulados con C. difficile enddgena
inactivada con calor acoplada a FITC (End Calor FITC) por 24 horas (Fig. 8A-D). El porcentaje de
células interaccionando con C. difficile fue evaluado en primera instancia por citometria de flujo
(Fig. 8A-B) y también por microscopia de fluorescencia (Fig. 8C-D). No observamos diferencias
cuando la seflalizacion de SLAMF1 fue activada con el anticuerpo agonista respecto de los
macrofagos que no habian sido expuestos a a-SLAMF1 durante el cultivo (Fig. 8A-D). Es decir que
los macrofagos derivados de monocitos humanos no modifican su capacidad de interaccionar con
C. difficile enddgena inactivada con calor cuando ocurren interacciones homofilicas SLAMF1-

SLAMF1.
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Al determinar la expresién de SLAMF1 en los macréfagos que estaban interaccionando con C.
difficile, observamos niveles muy bajos de esta molécula por citometria de flujo (Fig. 8E). La
mayoria de los macrofagos SLAMF1 positivos no estaban interactuando con la bacteria y la
mayoria de las células interactuando con C. difficile endégena no expresaron SLAMF1 (Fig. 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 macréfagos de interaccionar con la bacteria (Fig.
8F).
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Fig. 8 Rol de SLAMF1 en la interacciéon macréfagos-C. difficile enddgena. (A-D) Macrofagos 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 a-
SLAMF1. Se muestra un grafico de puntos representativo de 3 experimentos independientes (A) y la cuantificacion correspondiente
a los porcentajes de células FITC positivas como medida de interaccién entre los macréfagos y C. difficile en los graficos de barras
(B). (C) Micrografias representativas de 3 experimentos independientes tomadas con objetivo 20X y (D) porcentaje de células
interactuando con C. difficile evaluado por microscopia de fluorescencia. (E) Grafico de puntos representativo del porcentaje de
células positivas para FITC, positivas para SLAMF1 y dobles positivas. (F) Histograma representativo de macrofagos derivados de
monocitos estimulados por 24 horas con cantidades crecientes de C. difficile endégena en relacion a la cantidad de macrdéfagos,
donde el porcentaje de células FITC positivas en la relacion 1:1 corresponde al 23,15 %, en la relacion 2:1 al 33,1 % y en la relacién
5:1 al 46,6%.

Barras de escala: 10 um

By D, Las barras representan la media + SEM. B, prueba de Wilcoxon. D, prueba de Mann-Withney.

C, Las flechas sefialan C. difficile sin interaccionar con macrofagos.

Finalmente estudiamos la localizacion celular de C. difficile enddgena por microscopia de
fluorescencia, utilizando CD14 como marcador de superficie y EEA1 y LAMP2 como marcadores
endosomales tempranos y tardios (Fig. 9). Pocas bacterias fueron detectadas en el espacio
extracelular. En su mayoria se encontraron en células positivas para CD14 o LAMP2 (Fig. 9A). Al
igual que lo mencionado para la cepa NAP1/BI/027, se requiere la evaluacion de las células por
microscopia confocal para confirmar la internalizacion de la bacteria. Sin embargo, estas
observaciones nos permiten proponer que la cepa endodgena de C. difficile también podria
interactuar con los macréfagos humanos, siendo endocitada por algin mecanismo que no
requiere la accién de SLAMF1. Confirmando los resultados obtenidos por citometria de flujo (Fig.

8E), observamos por microscopia que la mayoria de las células positivas para SLAMF1 no
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contenian bacterias (Fig. 9B). Ademas, detectamos que C. difficile endégena también induce una

mayor proporcién de células que forman endosomas tardios en comparaciéon con endosomas

tempranos a las 24 horas post estimulacién (Fig. 9C-D).
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Fig. 9 Localizacién celular de la cepa enddgena de C. difficile. (A-D) Macréfagos de dadores sanos se estimularon con C. difficile
endogena inactivada con calor acoplada a FITC (End Calor FITC) por 24 horas. Se muestran micrografias tomadas con un objetivo
40X representativas de 3 experimentos independientes. Para la deteccién de CD14 (A), EEAL (C), LAMP2 (Ay C) y SLAMF1 (B) se
utilizaron anticuerpos especificos de ratdon anti-CD14, anti-EEA1, anti-LAMP2 o anti-SLAMF1 humano, seguido de anticuerpos
secundarios anti-ratén conjugados a Alexa Fluor 647 (magenta para CD14, cyan para SLAMF1) o Alexa Fluor 546 (rojo para EEAly
LAMP2). La deteccién de las moléculas se realizé luego de la fijacién y permeabilizacion de los macrofagos. 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 um

B, Las flechas sefialan C. difficile interaccionando con macrofagos SLAMF1 positivos

** p<0.01. D, prueba de Mann-Withney

Estos resultados demuestran que, al igual que lo observado con la cepa NAP-1/BI/027, SLAMF1
no promueve la interaccion entre macréfagos y la cepa endégena de C. difficile y no participaria

en el proceso de internalizacién de la bacteria.

Las cepas NAP1/BI/027 y enddgena de C. difficile inducen la expresion de SLAMF1 en
células CD14 positivas de dadores sanos y pacientes con CDI
Los estudios en monocitos y macréfagos durante la infeccion por C. difficile (CDI) se han llevado

a cabo mayormente en lineas celulares y modelos murinos. El conocimiento de las respuestas
inducidas por estas células en pacientes con CDI permanece poco explorado. Es asi que hemos
comenzado con estudios preliminares en pacientes con CDI de centros de salud de nuestra

region.

Hasta el momento contamos con muestras de un ndmero reducido de pacientes de los que
hemos evaluado la expresion 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 enddgena de C. difficile.
Para el analisis de los datos las células CD14 positivas (monocitos) fueron seleccionadas como se

muestra en la Fig. 10.

Al evaluar la expresion de SLAMF1 en la superficie de células CD14 positivas de dadores sanos
luego de 24 horas de estimulo, observamos que la cepa NAP1/BI/027 de C. difficile inactivada por
calor (CD Calor) fue capaz de inducir significativamente los niveles de SLAMF1 (Fig. 11A-B). Si bien
se observan resultados similares para la cepa de C. difficile enddgena, el nimero de muestras

analizadas (N=2) no permite realizar un andlisis estadistico de los datos.
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Fig. 10 Estrategia de seleccién para analisis de citometria de flujo. Después de seleccionar la poblacion 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 compensacion. Las células muertas se excluyeron del analisis y la expresion de CD14 se evalud en células FVD
eFluor780neg (células vivas).

En el caso de las CMSP de dadores sanos estimuladas con la cepa NAP1/BI/027 de C. difficile
también evaluamos la produccién de TNF-a por citometria de flujo luego de 24 horas (Fig. 11C-
E). CD Calor indujo la produccion de TNF-a de manera significativa (Fig. 11C) como asi también el
porcentaje de células TNF-a positivas que expresaban también SLAMF1 (Fig. 11D). Mas aun, al
analizar las células productoras de TNF-a, observamos que luego de la estimulacion con CD Calor,

la mayoria de las células expresaron SLAMF1 en su superficie (Fig. 11E).

Finalmente estudiamos la expresién de CD163 y, aunque el nimero de muestras no permite
realizar analisis estadisticos, los niveles de esta molécula en superficie fueron bajos 24 horas
luego de la estimulacion antigénica con CD Calor, CD Formol, End Calor y End Formol (menores

al 2,5% en todos los casos) (Fig. 11F).
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Fig. 11 Expresidn 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 enddgena) inactivada con calor (CD Calor o End Calor) o Formol (CD
Formol o End Formol) por 24 horas. La expresion de SLAMF1 (A-B, D-E), TNF-a (C-E) y CD163 (F) en células CD14 positivas
(monocitos) fue determinada por citometria de flujo. (A) Expresion de SLAMF1. (B) Grafico de puntos representativo de
células estimuladas con ambas cepas de C. difficile. (C) Produccion de TNF-a. (D) Coexpresién de SLAMF1 y TNF-a. (E)
Células positivas para SLAMF1y TNF-a (SLAMF1*TNF-a*) y células positivas sélo para TNF-a (SLAMF1TNF-a) (F) Expresion
de CD163.

Las barras representan la media = SEM *, P <0,05. Ay C-E, Prueba de Friedman con prueba post hoc corregida de Dunn

Al estudiar las CMSP de los pacientes con CDI, observamos expresion de SLAMF1 luego de la
estimulacion con C. difficile en las células CD14 positivas, sin embargo, los niveles de SLAMF1
fueron diferentes en ambos pacientes (Fig. 12A). Las caracteristicas mas relevantes de los
pacientes se muestran en la tabla |, pudiendo destacarse que uno de los pacientes adquirié la CDI
en el centro de salud del que provenia la muestra (paciente CDI intrahospitalario) y el otro resultd
ser un caso adquirido en la comunidad (paciente CDI de la comunidad). La diferencia en la
expresion de SLAMF1 podria deberse a esta caracteristica ya que ambos mostraron modulacion
de SLAMF1 frente al estimulo con C. difficile. Mientras que el paciente CDI intrahospitalario
mostro los mayores niveles de SLAMF1 frente a CD Calor con un porcentaje de aproximadamente
18%, el paciente CDI de la comunidad mostrd niveles superiores de SLAMF1 mayores al 53% en
todas las condiciones de estimulo estudiadas (CD Calor, CD Formol, End Calor y End Formol). Por
otro lado, la expresion de CD163 en el paciente CDI de la comunidad fue menor al 1% y no mostro

modificaciones frente a C. difficile (Fig. 12B).

Estos resultados muestran que la cepa NAP1/BI/027 de C. difficile regula positivamente la
expresion de SLAMF1 y la produccion de TNF-a mientras que parece no modular la expresion de
CD163 en superficie de monocitos humanos provenientes de dadores sanos, lo que podria indicar
la induccién de un perfil proinflamatorio. En los pacientes con CDI, la exposicion de los monocitos

a la bacteria induce los niveles de SLAMF1 y no modularia la expresion de CD163.
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Fig. 12 Expresion 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 enddgena) inactivada con calor (CD Calor o End Calor) o
Formol (CD Formol o End Formol) por 24 horas. La expresion de SLAMF1 (A) y de CD163 (B) en células CD14 positivas
(monocitos) fue determinada por citometria de flujo. (A) Expresién de SLAMF1. (B) Histograma correspondiente al paciente
CDI de la comunidad estimulado con ambas cepas de C. difficile

Las cepas NAP1/BI/027 y enddgena de C. difficile interaccionan con células CD14 positivas
de dadores sanos y pacientes con CDI

Por dltimo, evaluamos la capacidad de los monocitos ‘provenientes de dadores sanos y pacientes
con CDI de interaccionar con las cepas NAP1/BI/027 y enddgena 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 enddgena de C. difficile inactivadas por calor y acopladas a FITC (CD

Calor FITC o End Calor FITC) para ser evaluadas por citometria de flujo.

Las células CD14 positivas (monocitos) de los dadores sanos mostraron una gran capacidad de

interactuar con C. difficile, tanto con la cepa enddgena como con la cepa hipervirulenta (Fig. 13A-
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B), observidndose aproximadamente un 80% de monocitos interactuando con la bacteria.
Ademas, al evaluar la expresion 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 (Fig. 13C).
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Fig. 13 Interaccion 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 enddgena) inactivada con calor y acoplada a FITC (CD Calor FITC o
End Calor FITC) por 24 horas. (A) Grafico de puntos representativo de 4 experimentos independientes que muestra el
porcentaje de monocitos interactuando con la cepa NAP1/BI/027 o enddgena de C. difficile. (B) Media = SEM del porcentaje
de células interactuando con C. difficile. (C) Grafico 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 enddgena (Fig. 14A). Al estudiar la expresién de SLAMF1, detectamos que mas de la mitad
de los monocitos que interaccionaron con ambas cepas resultaron SLAMF1 positivos (Fig. 14B).
Mads aun, casi la totalidad de las células que expresaron SLAMF1 se encontraban interaccionando

con C. difficile (Fig. 14B)
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Fig. 14 Interaccién 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 enddgena) inactivada con calor
y acoplada a FITC (CD Calor FITC o End Calor FITC) por 24 horas. (A) Grafico de densidad que muestra el porcentaje de
monocitos interactuando con la cepa NAP1/BI/027 o enddgena de C. difficile. (B) Gréfico de densidad que muestra el
porcentaje de células SLAMF1 positivas, FITC positivas (interaccionando con la bacteria) y dobles positivas.

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.
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difficile y con la cepa enddgena aislada en nuestro laboratorio. Ademads, un gran porcentaje de

estas células expresan SLAMF1, lo que supone un rol de SLAMF1 en los monocitos frente a la CDI.

Tomados en conjunto, los resultados de este capitulo muestran que la expresion de SLAMF1 es
modulada por C. difficile de manera diferencial en los monocitos y macréfagos. Mientras que en los
macrdfagos ni la cepa hipervirulenta NAP1/BI/027 ni la cepa enddgena inducen la expresién de
SLAMF1, en los monocitos hemos encontrado altos niveles de expresidn en superficie. Ademas, los
monocitos mostraron una capacidad superior de interactuar con C. difficile y la mayoria de los
monocitos que interactuaron con la bacteria expresaban SLAMF1, a diferencia de los macréfagos
que resultaron SLAMF1 negativos casi en su totalidad. Las interacciones homofilicas SLAMF1-
SLAMF1 no indujeron la interaccién entre los macréfagos y C. difficile. Por dltimo, encontramos
bacterias en macréfagos CD14 y LAMP2 positivos. Aunque todavia se requieren mas estudios, estos
resultados sugieren que SLAMF1 no actlia como sensor microbiolégico de C. difficile en macréfagos
pero que, si podria tener un potencial rol en monocitos y que, tanto la cepa hipervirulenta como la

enddgena, disparan respuestas similares en los monocitos y macréfagos humanos.
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Clostridioides difficile, un bacilo anaerdbico Gram positivo y formador de esporas, es la causa
bacteriana mas comun de diarrea identificable en pacientes hospitalizados asociada al uso de
antibidticos. Sin embargo, en los Ultimos afios, la aparicion de casos de origen comunitario 16416
ha despertado la preocupacion de especialistas de la medicina y la infectologia a nivel mundial.
Ademas, crecientes reportes muestran la presencia de C. difficile en animales domésticos, de
granja e incluso osos polares, que pueden dar lugar a la enfermedad zoondtica y a nuevas rutas
de contagio 1 L3 transmisién de C. difficile ocurre tipicamente por la via fecal-oral, pero
también puede tener lugar a partir de superficies, objetos u alimentos contaminados *°°; incluso
el contagio via secreciones naso-bucales ha sido recientemente sugerido . Los cambios en la
epidemiologia de la infeccién por C. difficile (CDI) y la aparicién 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 antibidticos 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 nimero de infecciones por
C difficile, en particular las recurrencias, aumente con el tiempo. Mds aun, ambas infecciones
presentan manifestaciones clinicas similares, lo que puede llevar a un diagndstico ineficiente o

erréneo provocando retrasos en el tratamiento adecuado y subestimacion de los casos de CDI

240

C. difficile puede colonizar e inducir enfermedad del colon que se caracteriza por la infiltracion de
células inflamatorias en la mucosa. La colitis pseudomembranosa es una forma grave de la CDI,
pero las manifestaciones clinicas son variadas, desde una enfermedad asintomatica hasta sepsis,
shock sépticoy muerte. C. difficile secreta las toxinas Ay B que han demostrado ser las principales
responsables del dafio en el intestino 17°. La mayoria de los estudios se centran en el rol de las
toxinas utilizando incluso modelos de intoxicacion y no de infeccidn. Sin embargo, C. difficile
posee otros componentes que podrian tener un papel importante en la induccién de respuestas
inmunes, como las SLPs (proteinas de la capa superficial) que son antigenos inmunodominantes.
En este trabajo de tesis doctoral exploramos el rol de monocitos y macrofagos humanos
expuestos a dos cepas de C. difficile inactivadas por tratamiento fisico con temperatura o quimico

con formol.

El microbioma tiene un papel muy importante en la salud humana. Los cambios en la composicion
de la microbiota pueden conferir resistencia o promover la infeccion por bacterias patégenas
como C. difficile. Los antibidticos tienen un profundo impacto sobre la microbiota, alterando el

estado de equilibrio y pudiendo conducir a la expansion de poblaciones patdgenas, que
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aprovechan nutrientes y sefiales del entorno para promover su propio crecimiento y virulencia.
El sistema inmune y la microflora estdn en constante y estrecho contacto, reguldndose
mutuamente. La mucosa intestinal es un entorno particularmente dindmico en el que el
hospedador interactlia constantemente con billones de microorganismos comensales e
interactla periddicamente con patégenos de diversa naturaleza. Ademas, tanto la microbiota
intestinal como el sistema inmunoldgico estan intimamente relacionados con otros procesos
fisioldgicos como el metabolismo y los cambios epigenéticos 2. La interaccion entre el sistema
inmunoldgico intestinal, la barrera epitelial y las bacterias que residen dentro, es fundamental
para mantener una homeostasis saludable en el intestino y asi, ante un proceso patoldégico,
determinar la resolucion hacia salud o enfermedad °*. Comprender las interacciones entre la
microbiota, las respuestas inmunes del hospedador y las bacterias patégenas permitira
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
eliminacion de este patdgeno. Comprender cémo el sistema inmunoldégico elimina la infeccion
causada por C. difficile podria ofrecer informacion 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 mads graves de la enfermedad. Aun quedan importantes interrogantes en nuestra
comprensién sobre los procesos inmunes y las células inmunoldgicas que intervienen durante el
curso de la CDI. Con este trabajo pretendemos lograr un mayor grado de conocimiento de las
funciones de los macrofagos v el rol de la Molécula Linfocitaria Activadora de Sefiales (SLAMF1)

en las respuestas frente a C. difficile.

La mucosa intestinal tiene la particularidad de recibir continuamente monocitos de circulacién
que arriban para mantener la poblacion de macréfagos residentes intestinales 2. El
reclutamiento de monocitos se asocia a menudo con el desarrollo de inflamacion y dafio epitelial
en las mucosas. Las células derivadas de monocitos son mediadores claves durante las respuestas
inflamatorias en el tracto gastrointestinal. Los macrofagos 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 inflamacion 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

macrofagicas. 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 litico significativo 2*. En cambio, si puede alterar la
morfologia de los monocitos y mas pronunciadamente de los macrofagos. También afecta la
funcion fagocitica de estos ultimos ya que se observd un menor porcentaje de macréfagos
capaces de fagocitar levaduras, asi como también una reduccion en la cantidad de levaduras
fagocitadas cuando habian sido tratados con la toxina B de la cepa 79685 (altamente toxigénica)
de C. difficile durante toda una noche ?*. También se ha propuesto que la IL-8 liberada por
macrofagos expuestos a las toxinas de C. difficile en la ldmina propia podria crear un gradiente
quimiotactico induciendo la migracién de neutrdfilos al sitio de infeccién en la mucosa
provocando la inflamacién tipicamente observada durante la colitis 22%. 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 lamina propia humana, con una pérdida temprana de macréfagos CD68+
(dentro de las 72 horas), lo cual podria inhibir el sistema inmune de la mucosa coldnica in vivo y
provocar una forma grave de la enfermedad ?%’. Es importante tener en cuenta que las muestras
de tejido intestinal fueron obtenidas de pacientes con carcinoma. En linea con estos resultados,
un trabajo mas reciente muestra que la toxina A de la cepa VPI 10463 de C. difficile induce una
rapida pérdida (dentro de las 24 horas) de monocitos provenientes de sangre periférica y células

THP-1 por procesos apoptdticos y necroticos 2%,

El rol del inflamasoma en los macrofagos ha sido caracterizado durante la CDI. Las toxinas Ay B
de la cepa hipervirulenta NAP1/027 de C. difficile desencadenan la liberacion de IL-1B mediante
la activacion de la proteina adaptadora del inflamasoma ASC, una respuesta que contribuye a la
inflamacion y dafio generados por las toxinas in vivo %**. Estos estudios fueron realizados
utilizando la linea celular macrofagica THP-1 diferenciadas con PMA y con ratones deficientes
para diferentes componentes del inflamasoma, pero sin generar un modelo in vivo de infeccidn,
sino inyectando las toxinas luego de realizar cirugia del ileon. Reportes posteriores confirman el
rol de inflamasoma en la CDI. Macréfagos murinos peritoneales infectados in vitro con C. difficile
viva o muerta por calor inducen pro-IL-1p, pero solo la bacteria viva puede activar el inflamasoma
y la produccion de IL-1B madura 2%°. Esta induccidn es més eficiente en las cepas toxigénicas (VPI
10463 y NAP1/BI/027) que en las no toxigénicas 2°. Los autores también muestran que la
produccion de pro-IL-1B inducida por C. difficile es completamente dependiente de MyD88 vy
parcialmente dependiente de TLR2 y proponen que las células sufren piroptosis liberando SLPs al
medio extracelular 22°. Ademds, obtuvieron el colon de ratones infectados in vivo luego de 2 dias
y encontraron producciéon de IL-1f vy activacién de caspasa 1, indicando activacién del

inflamasoma. Por ultimo, 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 2.

Las SLPs de C. difficile aislada de un paciente (HPA UK ref. R13537, cepa frecuentemente
encontrada en pacientes) inducen la secrecion de citoquinas y quemoquinas proinflamatorias (IL-
1B, IL-6, TNF-a, IL-12p40, MIP-1a, MIP-2 y MCP), regulan positivamente la expresion de
marcadores de activacion de superficie (TLR2, TLR4, CD14, CD40, CD80 y CMH Il) favorecen la
migracién en respuesta a IL-2 y GM-CSF e inducen la fagocitosis de microparticulas de latex en la
linea celular macrofdgica murina J774A.1 #*°. M&s aun, fue observado que varias de estas
funciones estdn reguladas por una via de sefializacién que involucra a p38 ?*°. El rol de las SLPs
asi como también el rol de las proteinas 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 linea celular humana THP-1 activada con
PMA. Todos los estimulos derivaron en una respuesta proinflamatoria caracterizada por la
produccién de TNF-a., IL-1B, IL-6, IL-8 e IL-12p70 78, En algunos casos se observé una relacién
negativa dosis-respuesta sugiriendo, por un lado, que pequefias cantidades de antigenos de C.
difficile podrian disparar respuestas inmunes y, por otro lado, que cantidades altas de ciertos

estimulos podrian resultar citotoxicas 178,

La mayoria 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 dafio histopatoldgico observado durante la CDI.
Mds aun como se describe en los parrafos anteriores, la mayoria de los estudios se centran en la
caracterizacion de la respuesta pro-inflamatoria por parte de los macréfagos; mientras que la
funcién fagocitica y microbicida ha sido pobremente explorada. Los objetivos de este trabajo de
tesis doctoral se centran en evaluar las respuestas macrofagicas 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 macréfagos
59,6789 v sy expresidon en contextos inflamatorios cronicos no es siempre constante . En el
contexto intestinal, se han detectado numerosos monocitos y macrofagos SLAMF1* en el
intestino inflamado de pacientes con enfermedad de Crohn . Se ha demostrado también que
SLAMF1 contribuye al desarrollo de colitis en ratones y parece regular indirectamente el
reclutamiento de monocitos y macréfagos en tejidos intestinales inflamados **°. Si bien el rol de
SLAMF1 en las funciones macrofagicas ha sido abordado previamente, la mayoria de los trabajos

han evaluado infecciones causadas por bacterias Gram negativas en modelos murinos 773104
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solamente Bergery col. han estudiado el rol de SLAMF1 como sensor microbioldgico de S. aureus
7. Los autores observaron que las funciones fagosomales no fueron moduladas por SLAMF1 en
células que contenfan esta bacteria . Sin embargo, la expresion de SLAMF1 en la superficie
celular de monocitos mostrdé un aumento cuando estas células fueron estimuladas con antigenos

de S. aureus °y, la induccion de SLAMF1, fue dependiente de la MAPK p38 7.

Hasta este momento, la funcién de SLAMF1 frente a C. difficile en las respuestas macrofagicas y
monociticas no habia sido evaluada. En este trabajo de tesis doctoral hemos comenzado con la
caracterizacion de esta molécula en respuesta a diferentes cepas de C. difficile en macréfagos y
monocitos humanos. Nuestros resultados han mostrado que la estimulacién de macrofagos
derivados de monocitos de dadores sanos con C. difficile no modula la expresion 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 mas

elevadas utilizadas de la bacteria (relacién C. difficile:macréfagos 5:1).

En este trabajo también utilizamos como estimulo una cepa enddgena de C. difficile (End) aislada
de nuestros animales de laboratorio luego de generada la disbiosis intestinal con un coctel de
antibidticos tipicamente utilizado en modelos murinos de CDI. Algunos estudios han propuesto
que la pre-colonizacidn con cepas no toxigénicas o menos virulentas de C. difficile protege frente
a la infeccién con C. difficile patogénica 2247, Los primeros reportes en la década de 1980 han
demostrado que ratones y hamsteres colonizados por cepas no toxigénicas de C. difficile
mostraron una mayor resistencia y una mayor sobrevida cuando fueron desafiados con C. difficile

248250 o incluso hipervirulenta 2°1. Particularmente, Borriello y Barclay demostraron

toxigénica
que este efecto era especifico para C. difficile y que la proteccién era conferida por bacterias vivas
(C. difficile muerta por calor no inducia proteccion) 2°. Interesantemente, en un ensayo clinico se
observd 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 %2, Por otro lado,
también se han caracterizado cepas enddgenas productoras de toxinas que pueden conferir
proteccién frente a episodios de CDI. Etienne-Mesmin y col. identificaron en sus ratones una cepa
de C. difficile, LEM1, que compartia el 95% del genoma con la cepa VPl 10463 (toxigénica, no
hipervirulenta), incluidos los genes de virulencia. Estos ratones habian sido testeados para la
presencia de C. difficile previo a la realizacion de los experimentos y habian resultado negativos.
Pero luego del tratamiento con antibidticos, previo a la infeccién, los ratones mostraban

presencia de la bacteria. La administracion de LEM1 antes o poco después de la inoculacién con

la cepa VPI 10463 evitd la muerte inducida en ratones por C. difficile *°. Se ha propuesto que las
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cepas no toxigénicas utilizadas para la pre-colonizacién o las cepas de C. difficile enddgenas
competirian por nutrientes especificos o nichos ecoldgicos con las cepas de C. difficile mas
patogénicas. Recientemente ha sido demostrado que la reduccion del aminoacido glicina en el
intestino por parte de una cepa menos virulenta de C. difficile (630) es suficiente para disminuir
la germinacién y limitar la colonizacion de una segunda cepa altamente virulenta (VPI 10463). Los
autores proponen que la inmunidad adaptativa no seria la responsable de mediar proteccion ya
que ratones deficientes para Rag (carentes de respuesta T y B) no presentaron cambios en el

score histopatolégico del colon %3,

Sin embargo, no se ha demostrado si las cepas que confieren proteccion pueden modular
directamente la respuesta inmune induciendo mecanismos responsables de los efectos
protectivos. La cepa enddgena de C. difficile aislada en nuestro laboratorio, que fue utilizada en
este capitulo, esta siendo actualmente secuenciada y comparada con la cepa NAP1/BI/027. La
cepa enddgena ha demostrado ser productora de toxinas mediante la prueba rédpida TECHLAB®
C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®. Este enzimoinmunoensayo detecta simultdneamente el antigeno
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 **) y las toxinas Ay B (en un mismo pocillo de reaccion) a partir de muestras de materia
fecal. También mostro las caracteristicas tipicas de las colonias de C. difficile (colonias de color
gris-blanco con un aspecto de vidrio molido y un borde ligeramente filamentoso, con olor
caracteristico “similar al establo”, causado por la acumulacién 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 macréfagos y monocitos, decidimos incluirla en nuestros
estudios. Observamos que C. difficile enddgena inactivada por calor y formol en todas las
relaciones utilizadas no fue capaz de inducir la expresion de SLAMF1 en macréfagos a las 24 horas,

comportandose, en este sentido, como la cepa NAP1/BI/027 patogénica.

Ademds de la expresién de SLAMF1 en la superficie de los macréfagos, evaluamos los niveles
proteicos de CD163 por citometria de flujo. El receptor transmembrana scavenger CD163 ha sido
ampliamente asociado a perfiles antiinflamatorios de macrdfagos y, ademas, es un receptor
especifico del linaje monocitico-macrofagico conservado entre macréfagos humanos y murinos
236 Estd involucrado en el clearance de los complejos hemoglobina-haptoglobina vy en la
regulacion de los procesos inflamatorios 2%. La activacién tanto de los monocitos como de los

macrofagos tisulares conduce a la liberacion de CD163 como un factor soluble (sCD163); por lo

tanto, sCD163 ha sido utilizado como un marcador especifico de activacién de monocitos y
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macrdfagos en circulacion 2%, Se ha reportado una relacion inversa entre la expresion de CD163
en la superficie de monocitos humanos vy los niveles de sCD163 en sangre humana, sugiriendo
gue sCD163 en plasma deriva de los monocitos circulantes. Ademas, este equilibrio estaria
impulsado por el estado funcional de los monocitos y no por cambios numéricos en las células
circulantes 2°°. La mayoria de los macréfagos residentes del colon del ratén en estado de reposo
expresan niveles altos de CX3CR1 y CMH I, son dvidamente fagociticos, pero son resistentes a la
estimulacion de los TLRs, producen IL-10 constitutivamente y expresan CD163 y CD206. La
mavyoria de los monocitos y macréfagos humanos de la mucosa ileal expresan bajos niveles de
CD14, consistente con el fenotipo de macrofagos residentes, y también expresan CMH Il, CD209
y /0 CD163 %% En la enfermedad de Crohn e IBD ha sido descripto un aumento de la expresion
de CD163 en los macréfagos de la mucosa coldnica inflamada y de sCD163 236723,
Particularmente, un estudio propone que los macréfagos CD163%, al encontrarse
abundantemente en las areas inflamadas del intestino de los pacientes, podrian participar en la
amplificacion y perpetuacion de la inflamacion de la mucosa en curso de la IBD 2%,

En nuestro trabajo, los niveles de CD163 estudiados por citometria de flujo fueron muy bajos en
macrofagos derivados de monocitos de dadores sanos estimulados con C. difficile. El estimulo in
vitro con CD Calor y CD Formol, aun en cantidades crecientes de bacteria en relacién a la cantidad
de macrdéfagos, no indujo aumentos en la expresion de CD163 en la membrana celular. Por lo
tanto, los monocitos que podrian migrar desde la periferia hacia la mucosa intestinal y

diferenciarse a macrofagos durante la CDI no presentarian este marcador caracteristico de un

fenotipo alternativo. Cuando estimulamos las células con C. difficile enddgena tampoco
observamos diferencias en la expresion de CD163 y el porcentaje de macréfagos que expresaron
este receptor también fue muy bajo. Es decir que si C. difficile enddgena produce una respuesta
diferencial en los macréfagos no seria a través de la regulacion de esta molécula. Seria interesante
evaluar la presencia de macrofagos CD163* en la mucosa intestinal en el modelo in vivo murino
gue contamos en nuestro laboratorio, asi como también su localizacién especifica y su asociacién
a la histopatologia observada. También abordar los niveles de sCD163 en los pacientes con CDI
como marcador de activacion del linaje monocitico/macrofagico en esta infeccidén. 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 localizacion tisular y

de la etiologia del proceso inflamatorio.
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Al estudiar la interaccion de SLAMF1 con C. difficile mediante enfoques bioquimicos observamos
tanto por citometria de flujo como por microscopia de fluorescencia que SLAMF1 no es capaz de
reconocer a C. difficile en los macréfagos. La cepa NAP1/BI/027 C. difficile inactivada por calor o
formoly la cepa enddgena inactivada por calor no mostraron interaccién directa con SLAMF1. En
este sentido, nuestros resultados concuerdan con lo observado previamente por Berger y col. ©’.

Si bien se ha demostrado que SLAMF1 puede sensar diferentes microorganismos, que incluyen

70,71 67,72,73

virus , parasitos % y bacterias Gram negativas , no se ha encontrado interaccién con
bacterias Gram positivas. Incluso otro miembro de la familia de SLAM, SLAMF6, también puede
reconocer bacterias Gram negativas "2 y se ha propuesto que los aminodcidos en el ectodominio
de SLAMF1 y SLAMF6 que interactdan con estructuras en la pared celular externa de las bacterias
Gram negativas son diferentes de los residuos amoniacidicos necesarios para la formacién de los
homodimeros SLAM-SLAM 72. Por lo tanto, de acuerdo a lo reportado anteriormente y a
diferencia de lo encontrado en el primer capitulo con M. tuberculosis, SLAMF1 no reconoce
directamente a C. difficile, reforzando estudios previos que demuestran que SLAMF1 no

reconoceria bacterias Gram positivas.

En este capitulo también expandimos los estudios de SLAMF1 como molécula coestimulatoria
capaz de modular la interaccion entre los macréfagos y bacterias que encontramos en el primer
capitulo de esta tesis. A diferencia de lo observado con M. tuberculosis, pero en concordancia
con Wang vy col. y Berger y col. que no encontraron diferencias mediadas por SLAMF1 en la
fagocitosis de E. coli %y S. aureus ® respectivamente, la interaccion macrofagos- C. difficile no se
vio afectada por SLAMF1. Utilizando un anticuerpo agonista de SLAMF1 para simular las
interacciones homofilicas de este receptor, evaluamos por citometria de flujo y microscopia de
florescencia lainteraccion de los macrofagos con las cepas NAP1/BI/027 y enddgena de C. difficile.
La presencia del anticuerpo en el cultivo celular no modifico el porcentaje de macréfagos que
fueron capaces de interaccionar con las cepas de C. difficile inactivadas por calor. Mas aun, un
ndmero muy bajo de células SLAMF1 positivas interactuaron con C. difficile, observado tanto por
citometria de flujo como por microscopia de fluorescencia. Por otro lado, detectamos mayor
interaccion C. difficile-macrdéfagos al utilizar mayores cantidades de bacteria. Por lo tanto,
SLAMF1 no tendria un rol coestimulatorio sobre la capacidad de los macréfagos 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 2*°. 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 citometria de flujo, luego de
incubar las células con la toxina por 30 minutos a 4°C #%°. En un estudio posterior demostraron
gue la toxina A interacciona con los monocitos y es internalizada, con una muerte subsecuente
de estas células 232. También interacciona con neutroéfilos pero permanece en la superficie de los
mismos y se asocia muy débilmente a linfocitos obtenidos de dadores sanos %32, Esto sugiere que,
en el contexto fisiolégico de la CDI, las células que migren al sitio de infeccion podrian estar

interactuando de manera diferencial con las toxinas y otras moléculas bacterianas.

Se ha demostrado ademas que la linea celular macrofagica 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
aminodcidos) 2*1. Como mencionamos previamente, C. difficile sufre esporulacion vy libera las
esporas en el ambiente coldnico. 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 macrofagos murinos son capaces de fagocitar las esporas, éstas permanecen
dormidas pero vivas y pueden generar toxicidad celular 7. 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 linea celular de

epitelio coldnico HT29 223, Sin embargo, la localizacién endosomal de la toxina no fue demostrada.

Estos antecedentes muestran la interaccion e internalizacién de las toxinas y esporas de C.
difficile, sin embargo, la endocitosis de la bacteria no ha sido demostrada ni abordada
previamente. Mdas aun, los receptores de superficie especificos que intervendrian 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 localizacion celular, estimulamos
macrdéfagos derivados de monocitos con C. difficile (NAP1/BI/027 y enddgena) acoplada a FITCy,
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 tardio
o lisosoma. Aunque requerimos de otras herramientas de la microscopia como la confocalidad,
la evaluacion de ejes ortogonales o la composicion de Z-stacks para confirmar la internalizacion
de la bacteria (o sus partes), estos resultados sugieren que ambas cepas de C. difficile podrian
ingresar al interior celular de los macrofagos. Ademas, la exposicién de los macrofagos a C. difficile
indujo una mayor expresion de LAMP2 en el interior de las células en comparacion a la expresion

de EEA1 (endosoma temprano). Este resultado podria implicar la formacién de endosomas
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tardios que se fusionarian con lisosomas para poder degradar el material endocitado, pero
también podria indicar la presencia de autofagia. LAMP2 posee funciones alternativas, y es un
regulador de la maduracion tanto del fagosoma como del autofagosomas 2°%. Varios estudios
recientes muestran que los procesos madurativos de estos compartimentos estan conectados 2.
La autofagia puede tener un rol beneficial contribuyendo a la eliminacion de patdgenos mediante
la induccién de la maduracion del fagosoma o puede permitir el establecimiento de una infeccion
persistente en macréfagos al secuestrar en los autofagosomas a los fagosomas que contienen

bacterias 8.

El primer caso ocurre tipicamente frente a M. tuberculosis mediante el
reclutamiento de la proteina autofagica LC3 hacia los fagosomas promoviendo su maduracion 2%,
Un ejemplo del segundo caso lo constituye Lesiteria monocytogenes, una bacteria Gram positiva
28 Por lo tanto, resultarfa Util estudiar la expresién de proteinas relacionadas a la autofagia como
ATGS5 o LC3 en macrdéfagos estimulados con C. difficile, asi como también trabajar con diferentes
tiempos de estimulacion. La comprension de las interacciones patégeno-hospedador implicadas
en la patogénesis proporciona conocimientos mecanicos sobre los procesos celulares basicos y
puede conducir al descubrimiento de nuevas terapias dirigidas a enfermedades infecciosas e
inflamatorias. De esta manera se podria abordar el rol de la endocitosis y de la autofagia durante

la CDI con el fin de comprender el trafico de C. difficile en los macréfagos y sus posibles estrategias

de escape y crecimiento intracelular.

Hemos visto que la expresion de SLAMF1 no se induce en la superficie de los macréfagos luego
de la exposicién a distintas cantidades de C. difficile y SLAMF1 tampoco es capaz de interactuar
con la bacteria ni de modular la interaccién de los macréfagos con C. difficile. Sin embargo, estos
resultados no indican que SLAMF1 no posee ningun rol durante la CDI. SLAMF1 podria regular
otros mecanismos como la secrecidon de citoquinas y quemoquinas, la migraciéon de otras células
inmunes, el mantenimiento de los macrofagos en el sitio de infeccién o el desarrollo de la
respuesta inmune adaptativa. De hecho, ha sido propuesto que SLAMF1 podria regular la
homeostasis de los macréfagos durante la enterocolitis cronica o aguda: SLAMF1 podria controlar
la producciodn, proliferaciény / o supervivencia de macrofagos CD11b", o la expresién de SLAMF1
podria ser un requisito para la migracion o retencion de los macréfagos en los tejidos intestinales
inflamados **°. En otro estudio del mismo grupo de investigacion, 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 migracion de estas células durante procesos
inflamatorios de manera opuesta en modelos murinos de peritonitis °*. Mientras SLAMF1 induce
la migraciéon de CDs y macrofagos F4/80* al peritoneo, SLAMF8 regula la migracion

negativamente. Los autores proponen una regulacidon cruzada entre estos dos miembros de la
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familia de SLAM: en los fagocitos migratorios, SLAMF1 actua de manera temprana, mejorando las
sefiales de migracion mediadas por ROS. Posteriormente, SLAMF8 reduce las sefiales migratorias
mediadas por ROS. Las sefiales inflamatorias inducen la actividad de SLAMF1, lo cual promueve
la produccion de ROS mediada por la NADPH oxidasa (NOX-2). Los mediadores inflamatorios
(como el IFN-y), aumentan posteriormente la expresiéon y funcién de SLAMF8. Esto lleva a la
supresion de la produccion de ROS que da como resultado la reduccion de la infiltracion de
fagocitos. Por lo tanto, SLAMF1 y SLAMF8 en conjunto equilibran el grado de infiltracion de

células inflamatorias .

Por otro lado, en este trabajo también hemos comenzado con la caracterizacidon de la expresién
de SLAMF1 vy la funcién 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 caracteristica tipica del proceso inflamatorio temprano en el colon esta dada por un mayor
reclutamiento de monocitos, que estan sesgados para convertirse en fagocitos mononucleares
inflamatorios preferentemente, en lugar de macréfagos 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
inflamacion y dafio epitelial en las mucosas. Los monocitos y macréfagos producen TNF-a
durante la inflamacion del colon 2° y el reclutamiento de monocitos Ly6C" (que pueden dar
origen a macréfagos CX3CR1* para mantener la homeostasis de las células residentes intestinales)
también se requiere para la produccion completa de otras citoquinas proinflamatorias como IL-
1B e IL-6 durante la colitis inducida por DSS (sulfato sddico de dextrano), contribuyendo al
desarrollo de la histopatologia intestinal %°. En la infeccion por C. difficile, la sefializacion via
MyD88 es crucial para el reclutamiento de monocitos a la ldmina propia del intestino grueso como

asi también la expresion de CCR2 221222 ¢ ||-23 222

Ha sido demostrado que, frente a diversas infecciones (ej. Toxoplasma gondii, Citrobacter
rodentium, Salmonella typhimurium, Helicobacter hepaticus), los monocitos cldsicos (CD14"
CD16 en humanos o Ly6C" en ratdn) se acumulan rapidamente en la mucosa intestinal murina,
reclutados desde la periferia. De hecho, ratones deficientes en CCL2 y CCR2 muestran un retraso
en la eliminacién de C. rodentium debido a la imposibilidad de reclutar monocitos, lo que implica
el rol protector de los mismos en la respuesta inmune 2. El reclutamiento de monocitos cldsicos

también ocurre durante la inflamacion estéril. En humanos, se ha descripto la acumulacién de
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células derivadas de monocitos clasicos durante la inflamacion intestinal causada por la
enfermedad de Crohn vy la colitis ulcerosa 22251, También ha sido propuesto que el reclutamiento
de los monocitos clasicos seria importante para la interaccion con células T ya que células del
linaje monocitico/macrofagico son requeridas para mantener las células T productoras de IFN-y

(Th1) y productoras de IFN-y e IL-17 (Th1/Th17) en la mucosa durante la infeccion por C.

rodentium 2.

Ha sido reportado que SLPs obtenidas a partir de un aislamiento clinico de C. difficile fueron
capaces de inducir la secrecion de IL-6 e IL-1B por parte de monocitos humanos de dadores sanos
provenientes de sangre periférica estimulados por 18 horas 2%. También indujeron activacién y
maduracion de CDs y una orientacién 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 neutrofilos que
facilita la extravasacion e infiltracién de estas células a los tejidos. Flegel y col. demostraron que
las toxinas Ay B de la cepa VPI 10463 (no hipervirulenta, altamente toxigenica) de C difficile
inducen secrecion de citoquinas proinflamatorias en monocitos cultivados por una noche con las
toxinas. En este sentido, la toxina B fue mas eficaz en inducir IL-1B, TNF-a. e IL-6 que la toxina A.
Los autores propusieron que las toxinas son activadoras de los monocitos humanos y que la
induccién de estas células puede contribuir al dafio local y sistémico en las enteropatias causadas
por C. difficile **. Finalmente, monocitos tratados con IFN-y y toxina B resultaron mds citotoxicos
para las células diana U-937 comparados con los monocitos activados en ausencia de la toxina, y
también aumentaron significativamente la secrecién de TNF-a, mientras que el tratamiento
Unicamente con toxina B no indujo la produccién de esta citoquina 2* a diferencia de lo observado
por Flegel y col. 22. Por lo tanto, las SLPs y toxinas de C. difficile podrian estar involucradas en la

regulacion del balance de perfiles de monocitos pro y anti-inflamatorios.

En este capitulo hemos evaluado la expresion de SLAMF1 y de CD163 como asi también la
capacidad de interaccion entre los monocitos de dadores sanos y pacientes con CDI y las cepas
NAP1/BI/027 y enddgena de C. difficile. Como se menciond anteriormente, SLAMF1 contribuye al
desarrollo de colitis en ratones e interviene en el reclutamiento de monocitos hacia tejidos
intestinales inflamados **°. 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 enddgena inactivada por calor
(End Calor) pudimos apreciar el mismo efecto, estos datos no pudieron analizarse

estadisticamente debido al bajo nimero de muestras evaluadas. La obtencién, crecimiento e
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inactivacion de la cepa enddgena la hemos realizado recientemente en el laboratorio (Afio 2021),
por lo que la cantidad de algunos experimentos conducidos es reducida y los resultados aun son
preliminares. También hemos evaluado la produccion de TNF-a por citometria de flujo,
detectando la mayor proporcion de células productoras de esta citoquina frente al estimulo con
CD Calor. Mas aun, observamos que la mayoria de las células que produjeron TNF-a también
expresaron SLAMF1, lo que podria sugerir un rol de SLAMF1 en la modulacién de la secrecidn de
citoquinas proinflamatorias. Aunque el estimulo con C. difficile inactivada con formol (CD Formol)
muestra un aumento en los niveles de SLAMF1 de superficie y también de TNF-q, las diferencias
no fueron significativas. Esta propiedad diferencial de CD Calor y CD Formol de inducir la
expresion de estas moléculas podria deberse a cambios en los antigenos 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
seccién de resultados, pudimos realizar estos estudios Unicamente en dos pacientes cuya
diferencia mas llamativa fue el origen de la CDI. Mientras uno de los pacientes adquirio la CDI en
un centro de salud (paciente CDI hospitalario), el otro resultd ser un caso de la comunidad
(paciente CDI de la comunidad). Ambos mostraron un aumento en la expresién 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 evidencié mayores cambios. Este tltimo también mostré un gran aumento

en la expresion de SLAMF1 al exponer sus células mononucleares a la cepa enddgena.

En linea con nuestros resultados, el peptidoglicano y el acido lipoteicoico provenientes de S.
aureus indujeron la expresion de SLAMF1 en monocitos humanos obtenidos a partir de células
mononucleares de sangre periférica de dadores sanos y enriquecidos por seleccidn positivas con
microesferas magnéticas ’°. Esto indica que las bacterias Gram positivas también pueden modular
la expresion de SLAMF1 en monocitos. Los altos niveles de SLAMF1 observados en los dadores
sanos y pacientes con CDI en este trabajo, junto a la induccion de la produccion de TNF-a y a los
bajos niveles de CD163 sugieren que C. difficile regula a la poblacién monocitica induciendo un
perfil proinflamatorio en los mismos. Cabe destacar que el desarrollo de un perfil proinflamatorio
gue migre al sitio de infeccidén no siempre conlleva a un panorama detrimental, sino que puede
contribuir a la resolucién y contencion de la enfermedad. De hecho, ha sido propuesto que
sefializaciéon por IL-23 promueve el reclutamiento de monocitos Ly6C" Ly6GMd en el colon en

respuesta a la colitis causada por C. difficile, pero que los monocitos en si mismos no son los
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principales impulsores de la expresion de citoquinas inflamatorias o de la histopatologia intestinal
observada ?%. Los autores encontraron que no hubo disminucidon en la expresion de las citoquinas
inflamatorias como IL-1f, IL-6 o TNF-a o reduccion en la severidad de la histopatologia coldnica
asociada con la ablacidn del reclutamiento de monocitos 2%2. Por lo tanto, resultaria interesante
evaluar la subpoblacién de monocitos involucrada en modular la expresion de SLAMF1-
CD14/CD16 clasicos (CD14"CD16™ o LY6C" en ratén) o no cldsicos/patrullantes (CD14"°“CD16* o
Ly6C'®™ en ratdn)- como asi también evaluar la expresion del eje CCL2-CCR2 que indicarfa

migracién a la mucosa intestinal durante la infeccion por C. difficile.

Por otro lado, la acumulacion de células que expresan CD163 en IBD se observé principalmente
alrededor y dentro de los vasos sanguineos, lo que sugiere que estas células son parcialmente
reclutadas de la circulacién sistémica; y el andlisis de las células mononucleares circulantes
mostro que los monocitos positivos para CD163 aumentaron en los pacientes en comparacion
con los controles. Curiosamente, la activacion de CD163 con un anticuerpo aumenté los niveles
de TNF-a, lo que podria contribuir a amplificar la respuesta inflamatoria 2. A diferencia de estos
antecedentes, en nuestro trabajo, los niveles de CD163 estudiados por citometria 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 enddgena por 24 horas. En conjunto con los resultados
obtenidos en macréfagos derivados de monocitos, podemos considerar que CD163 no cumpliria
un rol sobre monocitos y macréfagos durante la CDI, aunque, como mencionamos anteriormente,
seria interesante evaluar los niveles de sCD163 como marcador de activacién del linaje

monocitico/macrofagico y la expresion de CD163 en el sitio de infeccion.

Finalmente evaluamos la capacidad de los monocitos de interaccionar con C. difficile, utilizando
ambas cepas inactivadas por calor acopladas a FITC (CD Calor FITCy End Calor FITC) por citometria
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. Mds aun, al estudiar la expresiéon 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, indicarian

un rol de SLAMF1 como modulador de las respuestas fagociticas de los monocitos.

Por ultimo, 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. Ademas, para los estudios de interaccion (SLAMF1-C. difficile y C. difficile-
monocitos/macrofagos) hemos puesto a punto la tincion de las bacterias con el isémero | de FITC

gue no habia sido descripta previamente.

En resumen, hemos contribuido a comprender el papel de monocitos y macréfagos frente a dos
cepas toxigénicas de C. difficile. Hemos demostrado que CD163 no se modula en monocitos ni
macrofagos derivados de monocitos humanos. Hemos propuesto también que C. difficile podria
ser endocitada por macréfagos. Ademas, SLAMF1 modificd sus niveles de expresion solo en
monocitos de dadores sanos y pacientes con CDI, pero no en macrofagos, sugiriendo un rol
diferencial en los distintos tipos celulares durante la CDI. Apoyando esta idea, encontramos que
la mayoria de los monocitos SLAMF1 positivos interactuaron con C. difficile, mientras que casi la
totalidad de macréfagos que interaccionaron con la bacteria no expresaron SLAMF1 en su

superficie. Mds aun, SLAMF1 no seria un sensor microbioldgico de C. difficile en macréfagos.

Con este trabajo pudimos establecer fundamentos que nos permitirdn adentrarnos en diversas
funciones de monocitos y macréfagos en la infeccidon causada por C. difficile, tanto en muestras
humanas como en un modelo in vivo de CDI, lo cual nos permitird caracterizar las respuestas del
linaje monocitico/macrofagico en el sitio diana de la bacteria. La modulacion de la respuesta del
hospedador podria ser un enfoque mas efectivo para los pacientes que no resuelven la
enfermedad, para lo cual resulta fundamental identificar los mecanismos que llevan a la

generacion de una respuesta inmune protectiva o que conducen a la inmunopatogénesis.

167



Conclusiones Generales
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En este trabajo de tesis doctoral hemos contribuido a la compresion 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 Sefiales (SLAMF1) como sensor
microbioldgico de Mycobacterium tuberculosis y Clostridioides difficile, asi como también su
funcién como molécula coestimulatoria en monocitos y macrofagos humanos. SLAMF1 ha
demostrado poseer diferente comportamiento en monocitos y macrofagos estimulados con M.

tuberculosis y distintas cepas toxigénicas de C. difficile (Fig. 1y Fig.2).

Durante el capitulo 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 expresiéon aumenta
cuando estas células se diferencian a macréfagos y se incrementa aln mas vy significativamente
al exponer estas células a M. tuberculosis, no solo en la superficie sino intracelularmente. Sin
embargo, un porcentaje muy bajo de macréfagos 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 podria cumplir un rol activo en el sitio de infeccion, validando también la

eleccion de nuestro modelo de estudio.

La estimulacion de los macrdfagos con IFN-y, pero no con IL-4 o IL-10, indujo los niveles de
SLAMF1, sugiriendo que los estimulos proinflamatorios son los encargados de modular la
expresion de SLAMF1. La linea celular THP-1 mostré un comportamiento similar y fue utilizada
para conducir ciertos experimentos. La utilizacion 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 moduld la produccion de TNF-a ni de IL-18
inducida por M. tuberculosis. Por otro lado, la activacion de SLAMF1 indujo la internalizacién de
M. tuberculosis tanto sonicada como viva. Demostramos por primera vez que SLAMF1 se
encuentra en endosomas tempranos y tardios/lisosomas, sugiriendo que SLAMF1 podria regular
la maduracion de los endosomas una vez fagocitada M. tuberculosis. Observamos, ademas, que
SLAMF1 fue capaz de interaccionar bioquimicamente con M. tuberculosis y también hallamos
colocalizacion entre esta molécula y la bacteria por microscopia confocal, resaltando a SLAMF1

Ccomo un nuevo sensor microbioldgico de M. tuberculosis.
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Como inhibir su degradacion en el interior de los fagosomas constituye una de las principales
estrategias de evasion de M. tuberculosis logrando evitar la apoptosis de los macréfagos vy
promoviendo la necrosis y diseminacion, consideramos que evaluar el impacto de SLAMF1 en la
eliminacion de M. tuberculosis seria un enfoque muy interesante. Mds estudios son necesarios
para determinar si la bacteria es finalmente degradada en el interior de las vacuolas endociticas
en aquellos macrofagos en los que SLAMF1 promueve la internalizacion de M. tuberculosis y la
maduracion del endolisosoma. Ademas, profundizar el rol de SLAMF1 en otros mecanismos
microbicidas, asi como el impacto de este receptor en otras poblaciones celulares es necesario
para lograr una mejor comprension de las funciones de SLAMF1 en los macréfagos durante la

Tuberculosis.

Monocito Macrofago Macrofago + Mtb
4 sLAMF1 44 sLAMF1

° %

1 4 Internalizacion 2 SLAMF1 participa del proceso
M. tuberculosis endolisosomal

endosoma’s.
temprano -~~~ endosoma

tardio/lisosoma

SLAMF1 1/‘ M. tuberculosis (Mtb) + EEA1 + LAMP2

Figura 1. Modulacién y rol de SLAMF1 como sensor microbioldgico y regulador de la internalizacién de M. tuberculosis en macréfagos.
(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 capitulo de este trabajo, hemos demostrado que la expresion de SLAMF1 y de
CD163 no se regula en la superficie de macrofagos derivados de monocitos de dadores sanos,
incluso en cantidades crecientes de C. difficile, tanto de la cepa NAP1/BI/027 como de una cepa
endogena aislada en nuestro laboratorio. Mientras que CD163 tampoco fue modulado en
monocitos de dadores sanos y de pacientes con CDI, SLAMF1 si mostré 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 macréfagos frente a C. difficile.

Al evaluar el rol de SLAMF1 como posible sensor microbiolégico de C. difficile en macrofagos
humanos, observamos que no existe interaccién bioquimica entre ellos, por lo cual SLAMF1 no
seria capaz de sensar ninguna de estas dos cepas bacterianas. Si bien tanto los macréfagos como
los monocitos mostraron capacidad de interactuar con la cepa NAP1/BI/027 y enddgena de C.
difficile, los monocitos lo hicieron en mayor medida. Mas aun, los macréfagos que expresaron
SLAMF1 en su mayoria no interactuaron con C. difficile mientras que los monocitos SLAMF1
positivos se encontraban casi en su totalidad interactuando con C. difficile; observacion que

refuerza la idea de que SLAMF1 no puede reconocer a C. difficile en macrdéfagos.

A pesar de ser resultados preliminares, encontramos diferencias en los niveles de expresion 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 mostré menor expresion
de SLAMF1. Seria de gran interés evaluar los niveles proteicos de SLAMF1 en macréfagos
derivados de monocitos de pacientes como asi también la capacidad de éstos de interactuar con
C. difficile con el fin de dilucidar si el comportamiento de estos macréfagos difiere de los dadores

sSanos.

También hemos propuesto que C. difficile podria ser endocitada por los macréfagos mediante
mecanismos independientes de SLAMF1 ya que encontramos a ambas cepas de C. difficile
posicionadas en macroéfagos 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 microscopia para determinar fehacientemente la localizacion

celular de la bacteria.

Finalmente, podemos concluir que tanto la cepa hipervirulenta NAP1/BI/027 como la cepa
endogena de C. difficile poseen un comportamiento similar en las funciones evaluadas en
monocitos y macréfagos en este trabajo. Este resultado nos plantea como interrogante si la

colonizacién con la cepa enddgena posee algun 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 monociticas/macrofagicas como la secrecién de citoquinas,
guemoquinas y otros factores solubles como asi también la migracién hacia el intestino y la
relacidn con otras células del sistema inmune en muestras humanas y en el modelo in vivo de CDI

gue contamos en nuestro laboratorio.

Monocito 4 sLAMF1
C. difficile vy
) = SLAMF1
Macrofago ) & = Interaccion
% C. difficile

sLAMF1 | c. difficile

Figura 2. Regulacién y rol de SLAMF1 frente a C. difficile en monocitos y macréfagos.

En resumen, hemos contribuido a comprender el rol de SLAMF1 en los monocitos y macréfagos,
como asi también el rol de estas células, en las infecciones producidas por M. tuberculosis y C.
difficile. Tomados en conjunto, estos resultados evidencian que la expresion de SLAMF1 en los
macrofagos y las funciones disparadas por SLAMF1 dependen del contexto al cual estén expuestas
las células del sistema inmune. Los macréfagos, al ser los guardianes de la homeostasis
inmunitaria intestinal, discriminando entre antigenos inocuos y patdgenos potenciales, y al ser
los primeros en encontrarse con M. tuberculosis en el pulmon teniendo el potencial de eliminar

la bacteria o de convirtirse en un nicho permisivo para su crecimiento, despiertan especial interés
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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 vias moleculares que median la
respuesta inmune, identificando procesos que contribuyan a la resolucion de las infecciones o
qgue, por otro lado, puedan resultar perjudiciales para el desenlace de la enfermedad o
comprender mecanismos de evasion puestos en marcha por los patégenos, permitiria el disefio
de nuevos blancos inmunoterapéuticos. La modulacién de la respuesta del hospedador podria
ser un enfoque adyuvante a las terapias actuales para los pacientes que no resuelven

eficientemente estas infecciones.
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