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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 inmunoldégico y sobrevivir dentro de los macréfagos
del hospedador, dando lugar al establecimiento de una infeccién 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 afos, han
incrementado los reportes de casos adquiridos en la comunidad y con potencial zoonédtico.
Paraddjicamente, el tratamiento para la CDI consiste en administrar antibidticos, 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 cldsica 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 macrofagos.

En Tuberculosis, SLAMF1 promueve respuestas protectivas de tipo Th1. En la CDI, su funcién aun
permanece desconocida, pero ha demostrado tener implicancias en patologias intestinales. En
este trabajo, estudiamos el papel de SLAMF1 en las funciones de los macréfagos 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 macréfagos de dadores sanos y células THP-1. La coestimulacion a
través de SLAMF1 con un anticuerpo agonista resulté en una internalizacion incrementada de M.
tuberculosis por parte de los macréfagos. 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 maduracion 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 infeccion. Tomados en conjunto, nuestros resultados
proporcionan evidencias de que SLAMF1 promueve las funciones efectoras de los macrofagos y
que su modulacion podria inducir la generacion 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 activacién 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 expresion de SLAMF1 en superficie y, ademas,
las células muestran una gran capacidad de interaccién con la bacteria; observandose que la
mayoria de los macrofagos que interactian con la bacteria expresan SLAMF1. Por lo tanto,
SLAMF1 posee diferentes roles en monocitos y macréfagos en la infeccion por C. difficile y tanto
la cepa enddgena como la hipervirulenta disparan respuestas similares en estas células. Si bien
SLAMF1 no actuaria como sensor microbiolégico de C. difficile en macréfagos, podria tener un rol

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

En conclusién, 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 activacion de SLAMF1 induce la internalizacién de M.
tuberculosis, pero no modifica la interaccion de los macréfagos 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 Thl 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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GM-CSF

ICOS

IGRAs

LAM

LRG-47 o

IRGM
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Células dendriticas
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TUBERCULOSIS. 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 aflo 3.700 A.C. Hipdcrates, en la antigua Grecia, la llamd con el término
“phthisis”, haciendo referencia al caracter destructivo de la enfermedad. Esta infeccion pulmonar
cronica constituyd un grave problema de salud publica a partir de la Revolucion Industrial en
forma secundaria al aumento de la poblacién en las ciudades. Durante los Siglos XVIIl y XIX llegd
a ser la causa del 25% de las muertes en los adultos de las ciudades de Europa occidental, y
aunqgue 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 medicacion 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 exposicion 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 pais,
pero se presentaron marcadas diferencias entre ellas, ubicandose 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 distribucion del nimero de casos es notable debido a la distribucién
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 3.
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Fig. 1 Tasas de Tuberculosis por jurisdiccién segun 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 interrumpié a partir de 2010, siendo la tendencia
estable en los Ultimos afios. A pesar de los avances en el diagndstico y tratamiento, la Tuberculosis
continla 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 solo 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 siper-poblacidn, la malnutriciény 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 préoximos afios la Tuberculosis habrd causado la
muerte de mas de 40 millones de personas e infectado a mds 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 toéxicas 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 accién 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 desecacion y a ciertos acidos, 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 éptima 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, aungue en nuestro pais el agente causal mas 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 didmetro del ndcleo de un linfocito) y 0,2 a 0,3um de ancho, adopta forma de
baston con extremidades redondeadas, no presenta esporas, ramificaciones, ni flagelos y por lo
tanto son inmdviles. No se tifien con la coloracién de Gram, pero presentan caracteristicas de
microorganismos tanto Gram positivos como Gram negativos. Sin embargo, la alta concentracién
de dacido 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 6xido-reduccién, 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
6. Esta constituida por una cdpsula, una pared celular y una membrana plasmatica, 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) 7.
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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 acidos micdlicos, arabinogalactano, péptidoglicanos y una cdpsula rica en polisacéridos de
arabinomanano y manano. MurNAc/Gc: acido 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 trasmision 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
que 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 transmision mas comun es través de la via aerdgena, por la inhalacion 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 infeccion, 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 esta 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 infeccion 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 contaminacion 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 pulmon,
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 infeccién 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 revision 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 continuacién (Fig. 4).
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Fig. 4 Estadios en el ciclo de vida inmunoldgico de la Tuberculosis. La estructura para el ciclo de vida estd basada en estudios clinicos,
epidemioldgicos e inmunoldgicos en humanos. Se incluyen ejemplos de algunos mecanismos inmunoldégicos y funciones que
caracterizan a cada estadio, en los casos que son conocidos. Los signos de interrogacion 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 patégenos. (Adaptado de Nat Rev Immunol 12, 581-91 (2012)).

La primera etapa se inicia con la inhalacién 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 macrofagos 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 patdgenos, mientras que el
reclutamiento de fagocitos a los sitios de infeccién por micobacterias, de hecho, puede beneficiar
al patdgeno en los estadios tempranos de la infeccidon, 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 macréfagos. En este
contexto, se establece un balance entre el hospedador, el patdgenoy el tipo de respuesta inmune
iniciada contra la bacteria que influenciarad 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 pulmdn. Generalmente,
la respuesta inmune conduce a la contencion del patégeno formando lesiones focales
granulomatosas mediante la secrecion de citoquinas proinflamatorias (IL-18, TNF-a e IL-6) por

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

A partir de la semana 2-8 se inicia la segunda etapa (equilibrio inmunoldgico) 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 aparicién. La generacion
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 llamada 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 accidon 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 dxido nitrico sintetasa 2 (NOS2) y
LRG-47, entre otras. El dogma central de la inmunidad protectiva en la Tuberculosis incluye
principalmente macrdéfagos, células T CD4 del perfil Th1 y linfocitos TCD8 citotéxicos (Fig. 5). Por
otro lado, M. tuberculosis posee al menos tres sistemas (regulén de dormancia (Dos), factores
promotores de la resucitacidon 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 infeccidn progresiva, los granulomas microscopicos formados por la
migracién de diferentes tipos celulares (neutrdfilos, 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 concentracidon de oxigeno y 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 Th1), 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 produccion 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) vy la citdlisis de macréfagos infectados. El 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 resolucién de la infeccion dado que las células apoptéticas son fagocitadas por macréfagos no
infectados, los cuales son capaces de destruir las células apoptéticas, 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 infeccién sin desarrollar
la enfermedad es fundamental para entender los mecanismos de inmunidad protectiva contra la
Tuberculosis. Sin embargo, la identificacién de estos individuos es dificultosa y no existe un
consenso universal. El diagndstico clasico de la Tuberculosis latente implica la conversion a
positivo en la prueba de la PPD (prueba intradérmica de reacciéon 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 exposicién a
micobacterias ambientales Illevan usualmente a test de PPD positivos. En los ultimos afios, han
emergido nuevos ensayos de diagndstico basados en la produccidon de IFN-y en muestras de

sangre, luego de la re-estimulacidn in vitro con antigenos especificos de M. tuberculosis tales
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como ESAT-6 y CFP-10. Actualmente, estos ensayos de liberacion 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 2. Sin embargo, no permiten diferenciar infeccion 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 resolvera 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 reactivaciéon de la infeccion. Este evento
puede darse muchos afios después de la infeccion primaria y, aunque 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, desnutricidn, 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 formacion 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 reactivacién 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 neutralizacion terapéutica de TNF-a. Los efectos
del bloqueo de TNF-a incluyen disrupcion 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 deplecién de un subconjunto de células T CD8+
CD45RA+ de memoria efectora que contribuyen a la muerte de M. tuberculosis in vitro. En
conjunto, la frecuencia incrementada de Tuberculosis en individuos infectados con VIH o tratados
con agentes bloqueantes del TNF-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, cdncer, 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
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son notables, corresponden a una minoria de todos los casos de reactivacion 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, expresion alterada de antigenos vy alteraciones en el trafico celular.
El mantenimiento de la respuesta inmune efectiva en el sitio de infeccién 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 tréfico, 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

progresion 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 conexion entre las cavidades y las vias areas 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 macréfagos alveolares, CDs y
neutréfilos. 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 macrofagos alveolares,
las CDs, los macrdfagos derivados de monocitos y los neutrdfilos también forman parte del

proceso fagocitico .

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 nuimero 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 12,

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. El TLR9 citoplasmatico sensa ADN micobacteriano
y contribuye con la produccion de citoquinas por macréfagos 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 mas abundante de la pared de la bacteria.
Los receptores scavenger CD36, MARCO, SRA y AIM también participan del reconocimiento de
M. tuberculosis mediante la interaccién con ManLAM y otros componentes de la pared celular.
Otros receptores de superficie como CD14 vy el receptor del complemento 3 (CR3) también
intervienen en el reconocimiento de M. tuberculosis. Ambos reconocen LAM y CR3 puede
reconocer ademas una gran cantidad de productos micobacterianos 3. Los PRR citosdlicos como
NOD2 y NLRP3 reconocen los péptidoglicanos y algunas proteinas secretadas como ESAT6. AIM2
(proteina citoplasmatica ausente en melanoma 2, por sus siglas en inglés) y STING también han

sido propuestos como sensores de ADN micobacteriano.

Un amplio repertorio de lipidos, proteinas, lipoproteinas, carbohidratos y nucledtidos estimula
los diferentes PRRs, individual o colectivamente, induciendo la expresién de citoquinas
proinflamatorias, quemoquinas y moléculas de adhesién que contribuyen a la movilizacion y
activacion tanto local como sistémica de las células inmunes. Sin embargo, la activacién 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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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 uniéon a manosa). Luego de la unién a los TLR, se activan las vias de
sefializaciéon comunes que llevan a la produccion de citoquinas. Los TLR se expresan no sélo en la superficie celular sino también en
los fagosomas, por lo tanto, la activacién 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 presentacidon antigénicay la iniciacién 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 pulmdn vy su rol patoldgico 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 poblacion de células efectoras que pueden mediar tanto la
actividad antimicobacteriana como la inmunopatologia de la infecciéon 4. 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 activacion de otros macrofagos y pueden, también, secretar citoquinas que

expanden las poblaciones de células NKT y CD8 *. Las células T y6 también estan presentes en
los alvéolos, reconocen fosfoantigenos de M. tuberculosis y participan en la induccion de la
muerte de macrofagos infectados a través de la produccién de granulos citotoxicos y en la

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

La respuesta inmune innata es sin duda un estadio dindmico y posee un rol clave al establecer el
ambiente que permite la generacion de la respuesta T adaptativa necesaria para contener la
enfermedad. Si bien provee las bases para la iniciacion 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 infeccion por M. tuberculosis
proveera de herramientas fundamentales para la eleccién de vectores y adyuvantes (inductores
de la inmunidad innata) para el disefio dptimo de vacunas como asi también inmunoterapias para

la Tuberculosis.

Macrdéfagos. Heterogeneidad de poblaciones y mecanismos microbicidas

Los macréfagos derivan de células hematopoyéticas de la médula dsea, se diferencian a partir de
células promonociticas a monocitos maduros en la sangre periférica y en macréfagos luego de la
migracioén al tejido donde mantienen la homeostasis o se reclutan en respuesta a un proceso
inflamatorio o infeccioso. Su patrdn de diferenciacion depende en gran medida del entorno local,
incluida la ubicacion del tejido y células asociadas, asi como de factores de crecimiento y
citoquinas presentes en cada sitio. La heterogeneidad observada refleja la plasticidad vy
adaptacién de estas células a diferentes ubicaciones anatdomicas 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 | vy tipo I,

macrdfagos activados alternativamente y macréfagos desactivados 6.

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

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 activacién de la dxido nitrico sintasa inducible (iNOS) que conduce a la sintesis de dxido nitrico
(NO). Los macréfagos 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 disminuciéon de la
expresion del receptor de manosa (MR, CD206) en macréfagos tipo |, mientras que los
macrofagos de tipo Il tienen una mayor produccion 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 macroéfagos 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 generaciéon de macrofagos alternativos. Los macrdfagos activados
alternativamente tienen una mayor expresion de MR acompafiada de una disminucién 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 poblacion de macréfagos ha sido

asociada con la reparacién de tejidos y la inmunidad humoral 6

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

CMH 11 %€,

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 cicatrizacién
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 infeccién causada por M. tuberculosis, son numerosos los factores que intervienen
en el reconocimiento de la bacteria y en los procesos que conllevan a la contencidn del patégeno
y al establecimiento o eliminacién 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 iniciacién
de la respuesta inmune local y la resolucién de la inflamacién. 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 presentacion antigénica a los linfocitos T. Aun cuando
la infeccidon se vuelve crénica o latente, los macréfagos siguen cumpliendo funciones efectoras
esenciales. Sin embargo, los macrofagos en los alvéolos son el principal blanco de M. tuberculosis
una vez que ingresa al pulmén %Y. La interaccion de M. tuberculosis y de estas células, ademas

del microambiente inicial, podria definir la progresién de la infeccién.

La migracidon de M. tuberculosis hacia afuera del sitio primario de infeccion ocurre a pesar de la

generacion de la respuesta granulomatosa y la bacteria utiliza las células del hospedador para
mediar esta migracién. 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 pulmdn 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 patdgeno, sino que también

11 La lucha del hospedador frente al patdgeno en la infeccién por M.

inician su fagocitosis
tuberculosis implica varios niveles, incluyendo la contencién de la bacteria, la generacién de
radicales libres, la creacién de un ambiente hostil, acido, deprivado de nutrientes esenciales, la
produccion de péptidos antimicrobianos y la secrecién de citoquinas, el reclutamiento de otras
células inmunes y las actividades suicidas de los macréfagos como la induccién 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 macrdéfagos 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 adquisicion de
enzimas lisosomales mediante un complejo proceso de maduracién caracterizado por la fusion

secuencial con endosomas v, 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 fusién 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 maduracion fagosomal, la acidificacion y los niveles de enzimas
lisosomales como las hidrolasas dcidas, LAMP1, LAMP2 y catepsina D aumentan; mientras que los
marcadores endociticos como CD63, el receptor de transferrina y Rab5 disminuyen dentro del

fagosoma °722.

De esta forma, una vez fagocitados, muy pocos microorganismos pueden
sobrevivir dentro de los macréfagos debido a la abundancia de vacuolas fagociticas acidas y
enzimas hidroliticas que contienen hidrolasas lisosomales e intermediarios reactivos del oxigeno

y del nitrégeno.

Los macréfagos también pueden eliminar otras células que hayan sido infectadas por M.
tuberculosisy se encuentren en estado apoptdtico mediante la eferocitosis (del griego: para llevar
a la tumba). Luego de la fagocitosis, los cuerpos apoptdticos 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 2°. Ademas, las células apoptdticas son fuente
de presentacidn antigénica para las CDs lo cual incrementa la activacién de la respuesta inmune

adaptativa 2*.

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 aminodacidos 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 macréfagos pueden usar
este mecanismo para atrapar pardsitos y bacterias, incluyendo a M. tuberculosis. Otra manera
mediante la cual la autofagia promueve la eliminacion de M. tuberculosis es incrementando la

presentacion cruzada via CMH | hacia los linfocitos TCD8+ 5.

En lainmunidad mediada por los macréfagos 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 anién superdxido. Estas subunidades (gp22phox, gp40phox, gpd7phox, gp67phox
y gp91phox) se expresan mayormente en neutréfilos y macréfagos. El anion superdxido puede
combinarse y sintetizar oxidantes microbicidas como el hipoclorito y el peréxido de hidrogeno en
los fagosomas de los macréfagos 26. 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 formacién del
granuloma, la prevencién de la diseminacidon de bacterias y la apoptosis de las células infectadas
28 E| TNF-a también es importante para inducir procesos como la maduracion de las CDs, las
respuestas de las células T especificas de antigeno y la migracion de leucocitos #°. 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 39%73> |L-1B también
promueve la secrecion de TNF-a vy la activacion de la caspasa-3 pro apoptdética en macrofagos
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 IL-12p40, I1L-12, IL-23 e
IL-27. Estas citoquinas estan asociadas en gran medida con la induccidon y regulacion de la
expresion de citoquinas en células T 3. 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 macroéfagos *°.

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 activacién de los macréfagos como asi también
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de los procesos que favorecen la fagocitosis y la eliminacion de la bacteria de manera de

enfocarnos en nuevas estrategias terapéuticas para la Tuberculosis.

Macrofagos. Mecanismos de evasion desarrollados por M. tuberculosis

A lo largo de los afios, 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 macrdéfagos constituye la clave de la

persistencia y patogénesis de M. tuberculosis.

Las caracteristicas estructurales de M. tuberculosis ayudan a inhibir la maduracién y acidificacidn
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 #37. Esta proteina estd
involucrada en la formacién de fagosomas tempranos por lo que su retencién 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 funcién de la
GTPasa Rab5 que es necesaria durante las etapas tempranas, pero no tardias, de formacién del
fagolisosoma. Rab5 puede ser retenida en membrana 3/, como asi también M. tuberculosis puede
bloquear su funcion * o promover su disociacién del fagosoma para evitar que se sucedan las
etapas madurativas posteriores *. Esto también conduce a inhibir el reclutamiento de EEA1 (por
sus siglas en inglés para autoantigeno 1 de endosoma temprano). Esta molécula esta implicada
en la fusion endosoma-endosoma, por lo cual su ausencia no permite la maduracion del
fagolisosoma. Los fosfoinositidos y ManLAM de M. tuberculosis se ven implicados en la
modulacién de EEA1 202137 Asimismo, la acidificacién del fagolisosoma puede verse

comprometida y la bacteria logra sobrevivir en un ambiente menos acido (pH = 6.2) %4,

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

4041 como microARNs ***? bacterianos

lisosoma. En este sentido, se han descripto tanto proteinas
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 produccion de NO, citoquinas proinflamatorias y la activacién

de caspasas 2.

El estrés oxidativo es otros de los targets de M. tuberculosis. El micotiol (MSH) de este patégeno
posee actividad antioxidante y ayuda a la bacteria a permanecer dentro de los macréfagos 2*. Las
proteinas Wag31 y EIS también protegen a la bacteria del estrés oxidativo ?*** como asi también
la fosfolipasa D que bloquea la accion de los ROS 2*y las enzimas KatG y TrxB2 de M. tuberculosis
que contribuyen a la resistencia en ambientes oxidativos **. Las proteinas CFP-10y 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 vy
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 noxR1y noxR2, AhpC, Lpd y

SucB ¥’.

Otros mecanismos que ayudan a M. tuberculosis a escapar del sistema inmune incluyen mutacion
antigénica que altera el reconocimiento por parte de las células del hospedador para evitar la
muerte 2%, inhibicidn del procesamiento y presentacion antigénica via CMH Il ¥, aumento de la
expresion del receptor PPAR-y que da como resultado un aumento en la formacion lipidos y una
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regulacion negativa de la actividad microbicida del macréfago %, resistencia a la accion de

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

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

Los mecanismos de evasién inducidos por M. tuberculosis contribuyen a promover la persistencia
del patdgeno. Contrarrestar estos mecanismos que generan un nicho protectivo para la
replicacion bacteriana y se oponen al efecto antimicobacterial generado por los macrofagos
resulta fundamental para establecer nuevas terapias. Las moléculas que median tales estrategias
son objetivos potenciales para el desarrollo de nuevos agentes preventivos y terapéuticos contra

la Tuberculosis.
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Colesterol

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 presentacion de antigenos por sus
lipoproteinas. En consecuencia, ESAT-6 y ESX-1 de Mtb alteran el proceso de maduracién del fagosoma. Los factores de virulencia
como PtpAy Mce3E de Mtb, finalmente restringen varias cascadas de sefializacion de lainmunidad innata al unirse con la ubiquitina
del hospedador. ManLAM de Mtb detiene la maduracion fagosomal interrumpiendo el transporte de H+ por la ATPasa a los
fagosomas del hospedador y bloqueando la liberacion de Ca2+ citosdlico. Las enzimas KatG, SodA/C, peroxidasa dependiente de
NADH, superodxido dismutasa y DlaT de Mtb estdn involucradas en la detoxificacion de ROS y RNI. La neutralizacion 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 maduracién del fagosoma e inhiben el crecimiento de Mtb. B, C. Luego se desencadena la fusién de

fagolisosomas y posterior proceso de autofagia, Hip1, proteina 1 que interactta con la huntingtina; PtpA, proteina tirosina fosfatasa A; Mce3E, operon
de entrada de células de mamifero 3E; ManLAM, manosa lipoarabinomanano; EEA1, antigeno 1 del endosoma temprano; ESAT-6, diana antigénica de secrecién
temprana de 6 kDa; ESX-1, sistema de secrecién ESTATG6 [; LysX, proteina bifuncional de biosintesis de lisilfosfatidilglicerol; KatG, catalasa-peroxidasa; SodA/C,
superodxido dismutasa A/C; AhpC/D, subunidad C/D de alquil hidroperéxido 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 microttbulos; ROS, especies reactivas de oxigeno; RNI, intermedios de nitrégeno reactivo; NO, éxido

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 interaccion 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 ademds 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 interaccion
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 sefializacidon que regulan las respuestas inmunes, incluyendo la
proliferacion celular y el balance entre respuestas Thl 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 diferenciacion 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 crdnica
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
infeccidon crénica, sugiriendo que esta coestimulacién es critica para la contencion en el largo

plazo dentro del granuloma /.

Luego de que los linfocitos T han sido activados y comienza la expansion 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 *°2 SLAMF1 e ICOS son
capaces de inducir la produccién de IFN-y y de IL-17 por células Th1/Th17, mientras que PD-1y
CD31 acttian 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),
SLAMF2 (CD48), SLAMF3 (Ly-9 0 CD229), SLAMF4 (2B4 o CD244), SLAMFS5 (CD84), SLAMF6 (Ly108
en raton 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 region tipo variable (V) y una tipo
constante 2 (C2)), una region transmembrana y una regioén 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
gue 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 .

Célula T
O'Vdg CS1 Fig. 8. Modelo de interaccion entre miembros de la
. ,“ familia SLAM. Receptores de la familia de SLAM y sus
" /' NTBA respectivos ligandos durante la presentacion antigénica.
u:'W&CD?“ SLAMF1 (SLAM), SLAMF5 (CD84) y SLAMF7 (CS1) se
[o unen de forma homotipica, mientras que SAMF4 (2B4)
‘L Mﬂ» Senal 2 se une a SLAMF2 (CD48) asi como a CD2, aunque con
menor afinidad. La unién de los receptores de la familia
B Seﬁa;»1 de SLAM con sus ligandos conduce a la fosforilacion de

\ 5 su extremo citoplasmatico, permitiendo la unién de SAP
ﬁ"\’"ﬁ’s‘-‘w (en linfocitos T) y EAT-2 (en la célula presentadora de
&

\\ FYNALCR) —> antigenos) mediante sus dominios SH2. Estas moléculas
\\ reclutan quinasas Src, incluida Fyn que modulan la
r?ON\"\\gCDGA activacion T. La unién a SLAM de diferentes proteinas

determinan  desenlaces bioldgicos distintos vy

p—. con dominios SH2 da lugar a diferentes sefiales que
OO M\g\\ CD229

|| usualmente opuestos. (Adaptado de Nature Reviews
@ Dominiolgc () DominiolgV AEATZ [ saP (sH20) Immunology. 3, 813-21 (2003)).
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Los receptores de la familia de SLAM no sélo 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 unidon 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 °%>’.

En particular, SLAMF1 humano es una proteina de membrana de tipo | que cuenta con ocho sitios
potenciales de N-glicosilacién, 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 Thly 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 funcion en los
mecanismos que determinan las respuestas Th1l versus Th2 ®°. Ha sido reportado un incremento
en larespuesta proliferativa antigeno-especifica en células T de individuos sanos inmunizados con
derivado proteico purificado o toxoide tetanico luego de la coestimulacidon a través de SLAMF1.
Mas aun, ha sido descripto que, durante la infeccién por el VIH, existe una alteracion de la
expresion de SLAMF1 5%, Trabajos mas recientes muestran que la expresion de SLAMF1 es mayor
en células Th1l que en las Th2 %, lo que indica que la via de sefiales inducida por SLAMF1 posee
un rol importante en la inmunidad frente a patdgenos intracelulares. En la infeccion activa por
M. tuberculosis, resultados previos demuestran que la coestimulacién a través de SLAMF1 induce
la produccién de IFN-y por las células T *, a través de una cascada de sefializacion que involucra
la fosforilacion de la proteina quinasa Erk y del factor de transcripcién CREB %%, Esta via de

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

Sin embargo, el rol de SLAMF1 en la produccion de citoquinas por CPA ha demostrado ser
controversial. Por un lado ha sido demostrado que induce la produccion de IL-12 y CXCL8 por
parte de CDs estimuladas con LPS ®, mientras que un trabajo posterior mostrd 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 produccion de
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NO, IL-12 y TNF-a mientras que disminuye la secrecién de IL-6 en macrdéfagos estimulados con

LPS e IFN-y 6.

SLAMF1 actua como un regulador vital en la defensa inmune innata contra las bacterias Gram
negativas en los macrofagos, regulando dos procesos bactericidas principales: la maduracion del
fagosoma vy la produccién de ROS por el complejo de la NADPH oxidasa (NOX2) 7. Es asi que
SLAMF1 promueve la maduracién del fagolisosoma en macréfagos murinos estimulados con
Escherichia coliy promueve la eliminacion 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
interaccion 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 .

Mds aun, existen fuertes evidencias de que algunos receptores de la familia de SLAM también
pueden actuar como receptores de entrada para patdgenos. De esta manera, pueden
comportarse de manera promiscua reconociendo diferentes ligandos con distintos niveles de
afinidad. SLAMF1 actla como receptor de internalizacion del virus del sarampion 7° en humanos

1 en otras

mediante la interaccién con la hemaglutinina, como asi también de morbilivirus
especies. Recientemente también se ha propuesto la interaccién entre SLAMF1y T. cruzi ®. Més

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) 7y 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 macrdéfagos 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 pulmdn de ratones infectados con esta bacteria 7.
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Una mejor comprensién de la interaccion M. tuberculosis -macrofago podria contribuir a delinear
nuevas estrategias que lleven a una eliminacion mas eficiente de la bacteria y a una mejor y mas
rapida migracion de células T efectoras al pulmdén que puedan reconocer y eliminar los
macrdfagos 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 modulacion de la funcién de los macréfagos durante la infeccion 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
activacién y funcién de los macréfagos en la infeccion producida por M. tuberculosis. La induccion
del potencial microbicida de los macrdfagos podria contribuir a la resolucidn de esta infeccidn,
inducir la migracion 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 estimulacién 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 activacién y fagocitosis de los macréfagos
estimulados con M. tuberculosis.
3.1- Evaluar la expresién de marcadores de activacion de los macréfagos.
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 activacion 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 colocalizacién 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 macréfagos. La distribucién del
grupo masculino/femenino fue 13/6 y la mediana de la edad de 32 afios; rango intercuartil (IQR)

18-75 afios.

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
JavierMufiiz”, 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.

7. Ninguno de los pacientes

tuberculosis y un test de adenosina deaminasa (ADA) positivo
presenté Tuberculosis con multirresistencia a drogas o habia recibido tratamiento
antituberculoso antes de Ila coleccion de la muestra. La distribucién del grupo

masculino/femenino fue 6/2 y la edad media fue de 39 afios; IQR 1875 afios.

La investigacion se llevd a cabo de acuerdo con la Declaracién de Helsinki (2013) promulgada por
la Asociacion Médica Mundial v 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 estimulacidn in vitro de las células se realizé con un lisado celular de la cepa virulenta H37Rv
de M. tuberculosis, preparada mediante sonicacion (BEI Resources, NIAID, NIH: M. tuberculosis,
cepa H37Ryv, 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 utilizé para

estimular las células.
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Para experimentos de infeccion 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 centrifugacion

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

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 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 ug / 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 penicilinay 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 macréfagos 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 pl 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 macréfagos 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 (M2a y M2c), como se detalla en el esquema.

5 dias 2 dias
' 1
GM-CSF IFN-g ! M1 !
(10 ng/ml) (200 U/ml) L EREEE 3
M-CSF IL-4 > M2a !
(10 ng/ml) (20 ng/ml) I H
______ 1
M-CSF IL-10 : M2c
(10 ng/ml) (10 ng/ml) L H

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, BioLegend o anti-SLAMF1 Alexa Fluor 488 Cat No. 306312,
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BioLegend). En paralelo con todos los experimentos, las muestras se incubaron con anticuerpos
monoclonales irrelevantes (controles de isotipo). Todas las muestras se tifieron con un colorante
de viabilidad (Fixable Viability Dye eFluorTM 780 Cat No. 65-0865, eBioscience ™) para excluir las
células muertas del analisis. La estrategia de seleccion de las células SLAMF1 positivas se muestra
en la Fig. 1. Las muestras se analizaron en un citometro de flujo FACSCanto Il (BD Biosciences) y

el andlisis 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 Exclusion de dobletes
de monocitos

FSC-A
$8C.A

S8C-A

_’q _’
FSCA FSCH 85C-H
Células SLAMF1ros Viabilidad celular
1= 3
596%
: Células Saam H
B SLAMF1pos § 1 g
3 ] 2
=z ~
E £
z |
z .
P
. @
3 0.00% 0.00% o
R R T T vy
0 100 100 1wt 1’ o w6 10 w10
SLAMF1 FVD eFluor780

Fig. 1 Estrategia de regiones para el analisis de SLAMF1 por citometria de flujo. Después de seleccionar la poblaciéon 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 infeccion con M. tuberculosis-RFP y los
macrofagos derivados de monocitos para ensayos de estimulacion in vitro con la bacteria

inactivada.

En ambos casos, se incubaron 2 x 10° células/pocillo en microplacas (Nunc) como se describié
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 ratén (clon A12, BioLegend,
San Diego, CA, EE. UU.) seguido de un anticuerpo secundario anti-ratéon 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 ratdn 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 inmersidon 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 vy 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 expresién de SLAMF1 se determind por citometria de flujo como se describid anteriormente.
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Ensayos de interaccién 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 y se usaron
100 pl de buffer RIPA suplementado con PMSF (1 mM) y un coctel 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 incubé con 1 x 10°
células enteras de M. tuberculosis (WCMtb) durante 16-18 horas a 4°C en agitacion.
Posteriormente, se afladido 1% de formaldehido durante 15 minutos a temperatura ambiente
seguido de glicina (0,125 M) durante 5 minutos para frenar la reaccion 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 deteccion 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 108 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 raton
anti-SLAMF1 seguido de un anticuerpo secundario anti-ratén 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-18 humanos se determinaron en sobrenadantes de cultivo mediante
ELISA sandwich, usando anticuerpos de raton 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 considerd significativo un valor de p <0,05.
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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 expresion de SLAMF1 en

macrofagos 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 generacion de los perfiles de los denominados macréfagos M1,
M2ay M2c (Fig. 1 A). Por otro lado, obtuvimos macrofagos 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 macréfagos 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 macrdfagos diferenciados por 7 dias independientemente de su perfil de
activacién (M1, M2a o M2c). La estimulacion con el sonicado de M. tuberculosis (Mtbh) 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 expresién de algunos marcadores de activacion tipicos en
macrofagos derivados de monocitos obtenidos por adherencia seguido de resting luego de 24
horas de estimulacidn 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 expresién de marcadores de diferenciacion hacia macrofagos 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. Eleccién del modelo de estudio. Los monocitos CD14 positivos se obtuvieron de sangre periférica de dadores sanos mediante
seleccion 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 macroéfagos 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 incubacion 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 expresion de SLAMF1 (B) o de CMH I, 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 expresién de SLAMF1 en macréfagos humanos
Los niveles de SLAMF1 en la superficie de los macréfagos dependen del modelo experimental 78

8 |a expresion de SLAMF1 se ha demostrado en macréfagos murinos estimulados con BCG y en
macrofagos humanos estimulados con diferentes cepas de Mycobacterium o sus componentes
celulares 7>8%82 Sin embargo, el papel de SLAMF1 en la regulacion de las funciones de los
macrofagos permanece poco explorado. Con este fin, primero caracterizamos la expresion de
SLAMF1 determinando los niveles proteicos de SLAMF1 en monocitos recién aislados de sangre
periférica y macroéfagos 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 8 (Fig. 2A). En los macréfagos derivados de monocitos, la expresion de
SLAMF1 aumenté significativamente en comparacion con los monocitos (Fig. 2A). Mds 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 expresion de SLAMF1
en el linaje monocito-macréfago en el sitio de infeccién durante la Tuberculosis. Curiosamente,
observamos que los pacientes con Tuberculosis activa evidenciaron una expresion 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 expresién 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 Expresiéon 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 incubacién en medio
completo durante 16-18 horas, los macréfagos 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
macrofagos 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 macrofagos no estimulados o estimulados con Mtb con la
respectiva cuantificaciéon de la intensidad de fluorescencia para SLAMF1. La intensidad media de SLAMF1 se calculd utilizando el
software Fiji. Se utilizaron imagenes DIC (contraste de interferencia diferencial) para dibujar manualmente un contorno para cada
célulay crear una regién de interés (ROI). Luego, se resto el ruido de fondo y se midid 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-Cvy 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 expresién de SLAMF1 en estas células luego de la
diferenciacion con PMA y estimulacién 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 macréfagos en el contexto de la infeccién
por M. tuberculosis.

Teniendo en cuenta que la induccion de la expresion 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 comparaciéon 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 interactlan con M. tuberculosis y no es a causa de
un efecto bystander. Adicionalmente, evaluamos si cantidades mds 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 Mtbh. 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 determind mediante citometria de flujo. Se muestran graficos
de densidad representativos (D) e histogramas (E).

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

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

Mtb 5: 1, 50 pl del sonicado M. tuberculosis / 1 x 10°® células (50 pl = 5 x 108 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 regulacion 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). Mds aun, cuando las
células fueron estimuladas simultaneamente 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 macréfagos primarios (Fig. 4C),
indicando que la expresiéon de SLAMF1 en los macréfagos es inducida principalmente por

estimulos proinflamatorios.
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Fig. 4 Efecto de las citoquinas sobre la expresion 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 expresién 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

macrofagos humanos
Dado que SLAMF1 puede actuar como un receptor autoligando # evaluamos si la activacién a

través de esta molécula podria modular la secrecidn de citoquinas por los macréfagos. 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

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

produccion de TNF-a se indujo luego de 4 horas de estimulacion, los niveles de IL-1 aumentaron

significativamente 24 horas después de la adicion 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 coestimulacion 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 activacion 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 interaccion entre M. tuberculosis y los macréfagos
Como fagocitos profesionales, una de las funciones principales de los macréfagos es reconocer

los patdgenos, 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 macréfagos
hecho de si las interacciones homofilicas de SLAMF1 (SLAMF1-SLAMF1) conducen a promover

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

Por lo tanto, decidimos evaluar el rol de SLAMF1 en la interacciéon M. tuberculosis-macrofagos.
Para esto, las células THP-1 y los macrofagos 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 macréfagos derivados de monocitos para internalizar Mtb-R Ags por
citometria de flujo (Fig. 6A). Mas aun, la adicién del anticuerpo agonista para SLAMF1 (a-SLAMF1,
A12) condujo a un marcado aumento en el porcentaje de células que interactdan 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 SLAMFL,
evaluamos si también puede modular la internalizacion 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 internalizacion de la bacteria.
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Fig. 6 Rol de SLAMF1 en la interaccién macréfagos-M. tuberculosis. (A) Los macrofagos 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 internalizacion. Los macréfagos (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 gréficos 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 macréfagos 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 macréfagos primarios (Fig. 7A).
Mads 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 macrofagos y M.

tuberculosis, ya sean bacterias muertas o vivas.
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Fig. 7 Rol de SLAMF1 en la interaccion de las células humanas con M. tuberculosis. (A) Los macréfagos 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 interactian con Mtb-R Ags en relacion 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 interactua con M. tuberculosis en los macrofagos
Como se menciond anteriormente, SLAMF1 también puede actuar como un sensor

microbioldgico capaz de reconocer y mediar la internalizacion de ciertas bacterias &, por lo que
decidimos estudiar la posible interaccién entre SLAMF1 y M. tuberculosis. Con este fin, los
macrofagos derivados de monocitos fueron estimulados con el sonicado de M. tuberculosis
tefiido con rodamina (Mtb-R Ags) y 24 horas después se estudioé la colocalizacién 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). Ademads, observamos un elevado indice

de Manders, lo que indica un alto grado de colocalizacién 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 colocalizacion entre las células enteras de
M. tuberculosis y SLAMF1 (Fig 9B), lo que sugiere que la interaccion entre SLAMF1 y M.
tuberculosis involucra una molécula que se encuentra accesible tanto en el sonicado como en la

bacteria completa.
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Fig. 8 Colocalizacién 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 utilizd un anticuerpo especifico
de ratén anti-SLAMF1 humano seguido de anticuerpo secundario anti-raton conjugado a Alexa Fltor 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 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 en el “plugin” Coloc 2 Fiji, con la tincién anti-SLAMF1 como primer canal.
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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 expresion de SLAMF1 se
determind por citometria de flujo. Se muestran histogramas representativos. (B) Macrofagos derivados de monocitos de dadores
sanos se estimularon durante 24 horas con células completas de M. tuberculosis marcadas con FITC (WCMtb-FITC). Se utilizd un
anticuerpo especifico de ratdn 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 tincion anti-SLAMF1 como segundo canal.

% de células que expresan % Colocalizacion

SLAMF1 SLAMF1-Mtb

Macrofagos estimulados con

Mtb-R Ags

34,54 £ 4,7

54,31 + 13,36

Tabla 1. Colocalizacién 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 deteccién de SLAMF1 por microscopia confocal se
utilizé un anticuerpo especifico de ratén anti-SLAMF1 humano seguido de un anticuerpo secundario conjugado a Alexa Flior 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 relacidn con las células SLAMF1 positivas totales.
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Con el objetivo de demostrar la interaccion SLAMF1-M. tuberculosis realizamos ensayos de
interaccion bioquimica. Primeramente, incubamos extractos de proteinas totales de macrofagos
derivados de monocitos con células enteras de M. tuberculosis (WCMTB). Después de un
tratamiento de crosslinking, la deteccion 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 interaccion 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 interaccion entre M. tuberculosis-R Ags y
SLAMF1 como se muestra en la superposicion (merge) de las imagenes (Fig. 10B). Se realizaron
ademas multiples controles de unidn inespecifica del anticuerpo primario (anti-SLAMF1) vy

secundario utilizados que permitieron corroborar la especificidad de la interaccién 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 (Mth-R Ags) 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 ratdn anti-SLAMF1 humano y un anticuerpo secundario anti-raton Alexa Fluor 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 um

Canal Verde  Canal Rojo

Mtb-R Ags - +

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

Mtb-R Ags + anti-ratdn 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 interacciéon 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 realizé 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 observo sefial. En todos los casos se observd 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.

75




SLAMF1 participa del proceso de maduracién endolisosomal en los macrofagos
La internalizaciéon 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 macréfagos, y considerando que Berger y col. demostraron que el proceso
de maduracion 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 macrofagos 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 (Mth-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 contenian Mtb-R Ags (Fig.
11A). Ademas, comparando el grado de colocalizacién entre las bacterias y los marcadores
endosomales, encontramos un mayor grado de colocalizacion para LAMP2 en comparacion 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 estimulacion, mostrando un mayor
grado de colocalizacién con los compartimentos que caracterizan las etapas mas tardias del

proceso madurativo del endolisosoma.
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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 localizacion subcelular se determiné 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 Fldor 633 (azul). Se muestran micrografias confocales
representativas para una Unica célula o micrografias confocales panoramicas. Ambos marcadores se detectaron después de la
fijacion y permeabilizacidon 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 tincion para los marcadores endosomales como primer canal.
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Finalmente, también evaluamos la colocalizacion 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 colocalizacion 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 maduracién 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.
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Fig. 12 Colocalizacidon de SLAMF1 con compartimentos endosomales. Macrofagos de dadores sanos se estimularon durante 24 horas
con el sonicado de M. tuberculosis (Mtb) sin tefiir. La expresiéon 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 macrofagos no estimulados se usaron
como control. Se muestran micrografias confocales representativas para una Unica celula (A) o micrografias confocales panorédmicas
(B). Los tres marcadores se detectaron luego de la fijacion 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 colocalizacion de
Manders con umbrales calculados en el “plugin” Coloc 2 Fiji con la tincién para marcadores endosomales como primer canal.

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

maduracion de los endolisosomas para, finalmente, lograr la eliminacién este patégeno.

Tomados en conjunto, nuestros hallazgos muestran que M. tuberculosis induce a la expresion de
SLAMF1 en macréfagos 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

macrofagos, lo que podria conducir a la eliminacidn eficiente de M. tuberculosis.
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La Tuberculosis es una enfermedad ancestral que, aln 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 ?

. 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 Ultimo 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 y 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 etiolégico de la
Tuberculosis, se basa principalmente en la inmunidad celular. En este sentido, los macréfagos
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 multiples
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 comprension de la interaccién 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
transduccion 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 crénicas. Sin embargo, los niveles observados de SLAMF1 dependen del contexto
estudiado. Los macréfagos 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 728%. En
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nuestro trabajo, demostramos que la cepa virulenta H37Rv de M. tuberculosis induce la expresion

de SLAMF1 en macrdéfagos derivados de monocitos humanos.

Sin embargo, hemos observado que SLAMF1 se expresa en niveles muy bajos y sin diferencias
significativas en macrofagos 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 activacidon definidos) o si el patrén de activacién 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 activacién, entre los que se encuentran el cldsico y el
alternativo, no estd del todo claro cudles son los inductores, las propiedades funcionales y el
repertorio molecular de cada uno de estos grupos de macréfagos, ya que las definiciones de los
diferentes fenédmenos asociados a la activacion 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 *94°2. Los macrdfagos
M1 activados clasicamente tienen la capacidad de disparar diferentes mecanismos efectores:
muerte de patdgenos intracelulares, lisis de células tumorales, produccion y secrecion de IL-1B,
IL-6, IL-12, IL-18, TNF-a, CCL3, CXL9 y CXCL10, produccién de ROS, generaciéon de éxido nitrico,
cambios fagolisosomales y aumento en la expresion de CMH Il, CD86 y de la presentacién
antigénica asociada con células Th1. Los macréfagos M2 tienen propiedades anti-inflamatorias,
inhiben la produccion de IFN-y y son inducidos por diferentes mediadores. Deben adaptarse a
diferentes necesidades y situaciones in vivo que van desde la induccién de tolerancia hasta la

regulacion de la inflamacion, la remocion de desechos celulares y la regeneracion del tejido %4,

Aun cuando este modelo clasifica los fenotipos de activacion, es importante considerar que
subestima la complejidad in vivo, donde existe una alta diversidad de estados de macréfagos
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 patrén de expresion en los
diferentes perfiles luego de la estimulacién con M. tuberculosis. Serfa interesante evaluar si la
coestimulaciéon de SLAMF1 (o el bloqueo de la expresion 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. Aungue en los Ultimos afios se ha

82



realizado un gran esfuerzo para definir marcadores de macréfagos en humanos, todavia no existe
consenso sobre cémo definir la activacion de macréfagos en experimentos in vitro e in vivo. Lo
que se recomienda fuertemente es la descripcién por parte de los grupos de investigacion de las
condiciones experimentales utilizadas para la generacién/diferenciacion y la estimulacién en los
experimentos con el fin de obtener un estandar experimental reproducible °. En nuestro trabajo,
hemos descripto en detalle las condiciones de obtencién 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 activacion 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°. Ademds, los autores demostraron que SLAMF1 es
inducido en monocitos estimulados con LPS o diferentes combinaciones de CD40L, IL-1P e IFN-y
9 SLAMF1 también ha sido asociado con la activacion de macréfagos humanos por Nau y co/ 8.
Apoyando nuestros hallazgos, mostraron que, entre otros receptores, los niveles
transcripcionales de SLAMF1 estaban regulados positivamente en macrofagos derivados de
monocitos luego de la estimulacidon 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 macréfagos alveolares humanos obtenidos de dadores
sanos con la cepa H37Rv de M. tuberculosis dio como resultado una regulacién positiva de los
niveles de ARNm de SLAMF1 en comparacion con la infeccion 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 4cido lipoteicoico; pero la expresién de SLAMF1
desaparecia al dia 2 post-estimulacién 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 estimulacién antigénica con M. tuberculosis, los cuales
comienzan a decaer a las 48 horas del cultivo in vitro. Mas 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 macrdfagos 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 poblacién de macrofagos. Mds 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 mds propensos a migrar en
respuesta a M. tuberculosis, producen mds ROS y son mas resistentes al patégeno, contribuyendo
alainmunidad antimicobacteriana °’. La expresion 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 macrofagos 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 estimulacién 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 ®8, como también propusieron Berger y col ®’. Es importante destacar
que, a diferencia nuestra, Yurchenko y col. obtuvieron macroéfagos derivados de monocitos
diferenciando células mononucleares de sangre periférica por adherencia durante 8 a 10 dias en
RPMI 1640 suplementado con suero humanoy 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 estdn, de hecho, en consonancia con la hipotesis 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 maduracién del endosoma.

Al evaluar si otros estimulos eran capaces de regular la expresion de SLAMF1, también
observamos que este receptor fue inducido en macréfagos 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 infeccion

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 macrofagos derivados de monocitos de ganado adulto tratados con IL-4
expresaban menores niveles de ARNm de SLAMF1 respecto a las células clasicamente activadas®,
SLAMF1 también fue uno de los ocho inmunorreceptores que se encontrd sobreexpresado en
CDs tratadas con IL-10 %°. Ademas, 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 conclusién, los reportes anteriores junto con nuestros resultados
sugieren un patréon 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 expresion 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 interaccidon 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 macroéfagos para SLAMF1
66-68:82103-106 | 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 regulacién de

67103 con |3

la enzima NADPH oxidasa, la fusion de membranas y la maduracion del fagolisosoma
activacion de la via de NF-xB y la eliminacion de BCG 8, con la modulacion de la via TLR4-TRAM-
TRIF ®8 y con el reclutamiento de celulas inflamatorias a tejidos inflamados %1%, Por otra parte,
SLAMF1 se ha propuesto como una molécula que promueve la replicacion intracelular de
parasitos en CDs y macréfagos %%, Sin embargo, el papel de SLAMF1 como regulador de las
funciones de los macréfagos durante la Tuberculosis no habia sido explorado previamente.
Aunque se requieren estudios mas profundos, nuestros resultados indican que SLAMF1 podria
estar actuando en el sitio de la infeccion, 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 dinamicas 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 pulmdén 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 necréticas infectadas, las células CD14
positivas podrian aumentar la expresién de SLAMF1. Sin embargo, también podria ser posible que
los patrones de expresién 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 expresidon de genes y proteinas de monocitos, macréfagos derivados de monocitos y

108-112  Algunos de estos

macrofagos de las vias respiratorias en ratones, bovinos y humanos
estudios, mediante microarrays o enfoques de transcriptémica, evidencian diferencias en la
expresion de citoquinas, moléculas asociadas al CMH, factores de transcripcion,
metalopeptidasas de matriz, quemoquinas y receptores de quemoquinas e integrinas 107109111,
También se han observado distintos niveles de TLRs, particularmente TLR2, 4 v 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 vy
adaptativas ®°9113114 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 secrecion 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. Aunque se ha demostrado
que SLAMF1 puede inducir la produccion 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 produccién de IL-12, IL-6 y TNF-a por CDs activadas mediante CD40L %, 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 produccion de NO ¢, mientras que la estimulacion con LPS en
macrdfagos deficientes para SLAMF1 aumentd la produccién de IL-6 6. Por otra parte, en la linea
celular macrofdgica murina RAW264.7 infectada con BCG y en el liquido proveniente de lavados

broncoalveolares de ratones infectados in vivo, la sobreexpresion de SLAMF1 aumentd 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
que SLAMF1 puede modular la produccién de citoquinas y quemoguinas en CDs y poblaciones de

macrofagos. Sin embargo, aunque 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 produccidn 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 produccion de TNF-a e IL-1B en diferentes tiempos a los
estudiados. La eleccidn de los tiempos para determinar los niveles de TNF-a y de IL-1f se realizé
en base a estudios de cinéticas en monocitos/macrdéfagos previos. En estos estudios se observd
gue la maxima expresiéon de TNF-a ocurre alrededor de las 4 horas mientras que la de IL-1B es a
las 24 horas de cultivo **”**® También se ha demostrado que el momento de maxima induccion
del ARNm de TNF-a en macréfagos alveolares humanos fue 24 horas después de la infeccidn por
M. tuberculosis *°. Otro trabajo reveld que la respuesta de IL-1B especifica de macréfagos 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 estimulacion ex vivo por antigenos especificos de
M. tuberculosis **°. Teniendo en cuenta estos trabajos previos, decidimos evaluar la produccion
de TNF-a e IL-1B alas 4 y 24 horas después de la estimulacion con el sonicado de M. tuberculosis,
lo que deberfa cubrir los tiempos de maxima acumulaciéon 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 comparacién con las 24 horas. Para la IL-1B,
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
ningln otro experimento mas alld de las 24 horas de cultivo. Independientemente del tiempo de

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

Los macrofagos también exhiben la extraordinaria capacidad de reconocer patégenos vy
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 internalizacion de
los patogenos. En la infeccion por M. tuberculosis se han implicado una gran cantidad de
receptores macrofagicos involucrados en la uniéon e internalizacion de la bacteria, siendo los
receptores del complemento, los TLR y el receptor de manosa unos de los més estudiados 2.
Para probar si SLAMF1 esta involucrado en la internalizaciéon de M. tuberculosis en los
macrofagos, empleamos el sonicado de M. tuberculosis tefiido con rodamina para estimular los
macrofagos derivados de monocitos y las células THP-1 vy evaluar la internalizacién de antigenos
por citometria de flujo. Observamos un mayor numero 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, Wang y 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 macrofagos
primarios murinos que no expresaban SLAMF1 ®. Es importante destacar que todos estos
estudios fueron realizados en ratones y evaluaron la funcion de SLAMF1 frente a bacterias Gram
negativas, mientras que nuestro trabajo se basa en macréfagos humanos frente a una bacteria
no clasificable segun 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 2.
Ademds, demostramos una mayor interacciéon entre macrofagos y M. tuberculosis por
microscopia confocal. Observamos que la activacién de SLAMF1 mediada por el agregado del
anticuerpo agonista para SLAMF1 condujo a una mayor internalizacidén 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 infeccidn 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 macréfagos derivados de monocitos y las células THP-1 fueron cultivadas con esta
citoguina. En concordancia con nuestros resultados, Castafio y col. propusieron que macrofagos
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 23, 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 replicacion 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 produccién
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 regulacion del proceso

endocitico por SLAMF1 ocurre especificamente cuando existe una interaccion 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 analisis, 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 expresion de otras moléculas que contribuyen con la internalizacién de la
bacteria; o incluso ambas posibilidades. Trabajos anteriores han demostrado el papel de SLAMF1
como un sensor microbioldgico 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 sarampion a las
células, incluso si se transfecta en células que normalmente no expresan SLAMF1 ©y, como fue
mencionado anteriormente, también reconoce las proteinas de membrana extrena OmpC vy
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 algun 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 interaccién 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

funcion 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 rifién 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 CDY0, 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 interaccién Omp25-SLAMF1 en CDs de ratén. Ademas, el
trabajo de Bergery col. ®” también mostré 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 amplificaciéon 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 interaccion bioquimica, que hace que nuestros resultados sean robustos, es
gue encontramos una interaccién bioquimica al utilizar macréfagos sin ninguna modificacion
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 expresion 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 inmunoprecipitacion utilizando anticuerpos anti-CD11b vy

demostraron que esos inmunoprecipitados no contenian SLAMF1 ni ninglin 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 funcién 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 patégenos 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 convertird 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 composicion de la membrana también cambia para incluir moléculas
gue 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 transicion 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 maduracién, 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 acidificacion (pH 5.5-6), se reclutan proteinas de
membrana asociadas al lisosoma (LAMP) y proteasas como catepsinas e hidrolasas y ocurre la
fusion 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 3L

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 v si participa

91



en los pasos de maduracién del compartimento endolisosomal. EEA1 vy las proteinas LAMP han
demostrado ser Utiles como marcadores endosémicos / lisosémicos tempranos y tardios,
respectivamente 381327134 E| reclutamiento de EEA1 es un evento esencial para la maduracion del
20,21

fagosoma. M. tuberculosis tienen el potencial de inhibir la adquisicién de esta proteina

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 rifion de hdamster) y los macréfagos contribuye a la
detencion de la maduracién de fagosomas que contienen M. tuberculosis al eliminar Rab5 de la
membrana *° o al bloquear la actividad de Rab5 mientras estd en la membrana 3%, lo que a su vez
culmina con la inhibicion del reclutamiento de EEAl. Luego de la formacién del endosoma
temprano, las proteinas LAMP que se requieren para la fusion 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 progresién 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 estimulaciéon 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 participaciéon de SLAMF1 en el proceso de maduracion
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 aln 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

comprensidon 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 expresién de SLAMF1 en macréfagos humanos y que
SLAMF1 es capaz de inducir la interaccion entre estas células y las bacterias sin efecto en la
secrecién de citoquinas proinflamatorias como TNF-a e IL-1B. Es importante destacar que
SLAMF1 reconoce M. tuberculosis y contribuye al proceso de maduracién 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 microbioldgico 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 expresién de SLAMF1 y por
consiguiente en algunas de sus funciones. La modulacion 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 patdgeno.
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Conclusiones Generales
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En este trabajo de tesis doctoral hemos contribuido a la compresién 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
microbiolégico de Mycobacterium tuberculosis y Clostridioides difficile, asi como también su
funcién como molécula coestimulatoria en monocitos y macréfagos humanos. SLAMF1 ha
demostrado poseer diferente comportamiento en monocitos y macréfagos 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 expresion aumenta
cuando estas células se diferencian a macrofagos y se incrementa adn mas y 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 infeccién, validando también la

eleccion de nuestro modelo de estudio.

La estimulacién de los macréfagos 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 utilizacién 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 modulé la produccién de TNF-a ni de IL-18
inducida por M. tuberculosis. Por otro lado, la activacién de SLAMF1 indujo la internalizacion 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, ademds, 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

como 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 y
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 macréfagos en los que SLAMF1 promueve la internalizacién 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 Macroéfago + Mitb
4 sLAMF1 44 SLAMF1

@-o-&

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

Interaccion
SLAMF1-SLAMF1

endosoma’s._ .
temprano " endosoma

tardio/lisosoma

SLAMF1 M. tuberculosis (Mtb) +# EEA1 +# LAMP2
J

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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