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EVALUACION DE LA RESPUESTA INMUNE FRENTE A CEPAS LOCALES DE
Mycobacterium tuberculosis MULTIRRESISTENTES A DROGAS

Resumen

La tuberculosis multirresistente a drogas (MDR-TB) representa un gran desafio
sanitario. En el presente trabajo evaluamos en monocitos (Mo) y macréfagos (M®), las
estrategias de evasidon de la respuesta inmune de dos aislados clinicos MDR de
Mycobacterium tuberculosis (Mtb) relacionados genéticamente: la cepa M causante de un

extenso brote y la cepa 410 de baja virulencia.

Nuestros resultados muestran que: 1) la induccién de citoquinas (CK) y respuesta
linfoproliferativa Mtb-especifica dependen tanto del status inmunolégico del huésped como
del genotipo de Mtb, 2) estas diferencias podrian deberse en parte al aumento en el
subset de Mo-CD16" en sangre periférica, 3) la cepa M es pobre inductora de TNF-a tanto
en Mo como en M®, 4) ambas cepas MDR indujeron una cinética retardada de expresion
de IL-1B en Mo, 5) algunos mecanismos de evasion, como la down-regulacion del
receptor de IFN-y serian comunes a las cepas estudiadas, 6) la replicacion intracelular de
la cepa M fue lenta, mientras que 410 se multiplicé rdpidamente dentro del M®, 7) la
infeccion del M® con la cepa 410 induce tempranamente una fuerte secrecion de TNF-a e
IL-10, 8) la cepa M es capaz de interferir con sefiales proapoptoticas de la via intrinseca y
probablemente de la via extrinseca, 9) la cepa 410 indujo predominantemente muerte por

necrosis.

En base a estos resultados, y a diferencia de lo reportado para otros genotipos
virulentos de Mtb, proponemos que el éxito de M se deberia a su capacidad de
mantenerse en un estado de quiescencia, preservando su nicho y minimizando la

respuesta inflamatoria en las etapas tempranas de la infeccion.

Palabras claves: tuberculosis multirresistente a drogas, macréfago S, apoptosis,
Mycobacterium tuberculosis, TNF-a



EVALUATION OF IMMUNE RESPONSE AGAINST LOCAL STRAINS OF MULTI DRUG-
RESISTANT Mycobacterium tuberculosis

Summary

Multidrug-resistant tuberculosis (MDR-TB) is a major challenge to public health. We
tested in monocytes (Mo) and macrophages (M®), the immune evasion strategies of two
MDR clinical isolates of Mycobacterium tuberculosis (Mtb) genetically related: strain M,

responsible for a large outbreak and the low virulence strain 410.

Our results show that: 1) induction of cytokines (CK) and Mtb-specific T-cell
proliferation are dependent on both the host's immune status and the genotype of Mtb, 2)
these differences could be, in part, due to the increase in CD16"Mo-subset in peripheral
blood, 3) strain M is poor inducer of TNF-a in both Mo and M®, 4) both MDR strains
induced a delayed kinetics of IL-18 expression in Mo, 5) some immune evasion
mechanisms such as the down-regulation IFN-y receptor would be common to the strains
tested, 6) intracellular replication of strain M was slow, while 410 multiplied rapidly within
the M®, 7) infection of M® with strain 410 induces an early and strong secretion of TNF-a
and IL-10, 8) strain M is capable of interfering with proapoptotic signaling of the intrinsic
and, probably, also the extrinsic pathways, 9) 410-induced cell death was predominantly

by necrosis.

Our results suggest that, in contrast with previous reports with other virulent
genotypes Mtb, the success of M is due to its ability to stay in a state of quiescence,
preserving its niche and minimizing the inflammatory response in the early stages of

infection.

Keywords: multidrug-resistant tuberculosis, macrophages, apoptosis, Mycobacterium
tuberculosis, TNF-a
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2. INTRODUCCION

2. INTRODUCCION

La tuberculosis (TB) continda siendo un gran problema sanitario mundial y la
irrupcién de cepas multirresistentes a drogas (MDR) agrava esta situacion. En las dltimas
décadas se ha acumulado una gran cantidad de informacién acerca de la epidemiologia
de la MDR-TB. Sin embargo, poco se sabe de la interacciobn de estas cepas con su
hospedador y la relevancia de la variabilidad genética dentro de la especie Mycobacterium
tuberculosis (Mtb).

2.1. La tuberculosis

2.1.1. La era pre-antibiotica

La historia de la TB est4 estrechamente vinculada con la historia de su
hospedador, el hombre. Las herramientas de genotipificacion molecular han permitido en
los Ultimos afios determinar que el Complejo Mycobacterium tuberculosis (grupo
flogenético que incluye a las especies patdgenas Mtb y M. bovis) se habria originado
hace unos 15.000-40.000 afios [2-5] estimacion cercana a la del éxodo del Homo sapiens
desde del Cuerno de Africa (Figura 2.1.1) [3].

La TB fue documentada por los antiguos egipcios, indios y chinos hace 5000, 3300
y 2300 afios respectivamente en sus diversas manifestaciones [6]. Durante el imperio
romano, Galeno observo que el tratamiento de la TB era casi siempre inutil y se cree que
recomendaba a sus colegas no visitar a los enfermos avanzados, ya que la inevitable

muerte podria afectar la reputacién del médico [7].

A comienzos del siglo XVII, estalla la gran epidemia tuberculosa en Europa. El
hacinamiento y las pobres condiciones higiénicas de las crecientes ciudades de la época

crearon el escenario perfecto para la transmision de la mortal Peste Blanca.
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Figura 2.1.1: Evolucién del Complejo
Mycobacterium tuberculosis (MTBC). a.
Migracion hipotética desde Africa de los
antiguos linajes del MTBC. b. Rutas de
migracion desde el crecimiento demografico
moderno. Las zonas en gris oscuro
corresponden a regiones con mas de 1 millén
de habitantes. Los linajes modernos salieron
de las regiones mas densamente pobladas
durante la colonizacion, migracion e
intercambio comercial. c. La poblacion
mundial ha llegado a los 6000 millones.
Distribucién actual de los seis principales
linajes modernos del MTBC. mLinaje Indo-
Oceanico, mOeste Africano 1, mOeste
Africano 2, mEste Africano e India, mEste
Asiatico, mEuropa y América.

Fuente: Hershberg et. al., PLoS Biology, 2008

Las creencias populares y los debates académicos perfilaron la concepcién de esta
enfermedad en las distintas culturas y épocas, respecto a la etiologia (castigo divino,
vampirismo, herencia), medidas sanitarias preventivas a tomar y posibles tratamientos

(ninguno de ellos exitoso).

Pero no es hasta entrado el siglo XIX que la ciencia hace los aportes mas
significativos sobre estas cuestiones. En 1865 Jean-Antoine Villemin demuestra
experimentalmente la inoculabilidad de la TB humana en animales y de animal a animal,
los cuales desarrollaban las lesiones histopatoldgicas caracteristicas [8]. Finalmente en
1882 Robert Koch demuestra de manera exhaustiva que el bacilo tuberculoso es el
causante Unico de la tuberculosis en todas sus variantes [9]. A Koch debemos ademas el
desarrollo de la tincion &cido-alcohol resistente y de la produccién del derivado proteico
purificado (PPD), dos técnicas que, junto con la radiografia de térax, aun hoy son el gold

standard en el diagnéstico de la TB.
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Figura 2.1.2: Historia de la tuberculosis (TB). La historia de la TB esta estrechamente relacionada con la
historia del hombre. Pasé de ser una enfermedad con alta tasa de mortalidad en la era pre-antibi6tica (AB)
a una afeccion prevenible y curable en la era de los AB. Desde la década de 1990’ la irrupcién de cepas
resistentes a drogas (DR) alarma a las autoridades sanitarias ya que en estos casos la mortalidad seria
similar a la de la era pre-AB. Modelos matematicos predicen que de no tomarse medidas especificas contra
la TB-DR, estas cepas podrian ser las dominantes en el futuro (Cohen, 2004, Nat Med). PPD: derivado
proteico purificado. IUATLD: International Union Against Tuberculosis and Lung Disease. BCG:
Mycobacterium bovis Bacillus Calmette-Guérin. STM: estreptomicina. PAS: Acido p-aminosalicilico. INH:
isoniazida. PZA: pirazinamida. RMP: rifampicina. EMB: etambutol. VIH: virus de la inmunodeficiencia
humana. NY: Nueva York. DOTS: tratamiento directamente observado de corto plazo. MDR:
multirresistente a drogas. XDR: extremadamente resistente a drogas.

2.1.2. La tuberculosis es prevenible y curable

“...estamos en presencia de un parasito visible y tangible...”

Koch, R. Uber Tuberculose. 1882

A mediados del siglo XIX comenzaron a proliferar en Europa los sanatorios para
tuberculosos, los cuales contribuyeron a cortar la cadena de transmision. Por otro lado, a

pesar de que las terapias disponibles a principio del siglo XX eran de escasa eficacia [6]
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(Fig. 2.1.2), gracias a la mejora progresiva de las condiciones de vida los casos de TB
comenzaron a disminuir en los paises industrializados incluso antes de la aparicién de los

primeros farmacos [9, 10].

La confirmacién de que la tuberculosis no era heredable, sino transmisible, alent6
a las autoridades sanitarias a montar campafias de prevencidon para educar a la
comunidad (Fig. 2.1.3). En 1921 es administrada al hombre por primera vez la vacuna
desarrollada por Albert Calmette y Camille Guérin, una cepa atenuada de Mycobacterium
bovis llamada BCG. La inmunizacién solo resulté ser efectiva contra la meningitis

tuberculosa infantil, pero ain en la actualidad es la Unica vacuna disponible [11].

Figura 2.1.3: Un péster de 1935 el cual afirma que

“la tuberculosis es prevenible y curable”.
Fuente: Visual culture and Public health posters,
NLM, NIH, EEUU.

.
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El descubrimiento de la estreptomicina (STM, S) y sus propiedades
micobactericidas en 1944 por Albert Schatz y Selman Waksman dieron inicio a la era de
los antibiéticos en la historia de la tuberculosis [6, 9] (Fig. 2.1.2). La sucesiva sintesis de la
isoniazida (INH, H), la droga antituberculosa mas potente descubierta hasta ese momento
[12], y el acido p-aminosalicilico (PAS), condujo al desarrollo de la terapia combinada la
cual logré una tasa de negativizacion del 90% en la década de 1960’ [6]. Otras drogas se
sumaron a la lista de agentes con accién antituberculosa: rifampicina (RMP, R),
pirazinamida (PZA, Z), etambutol (EMB, E), cicloserina y etionamida [6]. La quimioterapia
efectiva sumada a la los intensos programas de lucha contra la TB lograron reducir
notablemente las tasas de infeccion y muerte: la TB pasé a ser una enfermedad
prevenible y curable. Pero quedd latente en aquellos lugares donde la terapia no estaba

disponible para todos.
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2.1.3. Emergencia Sanitaria Global

“Un tercio de la poblacion mundial esta infectada con el bacilo de la tuberculosis”
OMS, 10 facts about tuberculosis, 2009

“Two million deaths each year. (...) Reduced to numbers (...), tuberculosis patients don’t

seem like us. They live in faraway places, come from obscure cultures, speak incomprehensible
languages, have disreputable comorbid disease, or exhibit antisocial behavior. They are “the other”.
Maybe they do not even exist”

Morens D. At the Deathbed of Consumptive Art. EID. 2002 [13]

Hacia el afio 1985, la incidencia de la TB comenz6 a crecer en los paises
industrializados. Diversos fendmenos sociales estarian asociados con la re-emergencia de
esta enfermedad: aumento de la poblacion en las prisiones, la indigencia, el abuso de
drogas inyectables, el hacinamiento y la inmigracién desde los paises en los que la TB
continuaba siendo endémica. Sin embargo, el debilitamiento de las medidas de control de
la TB y la epidemia de VIH/SIDA (virus de la inmunodeficiencia humana/sindrome de

inmunodeficiencia adquirida) fueron los dos factores sinérgicos que detonaron la epidemia

[6].

En 1993 la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) declara la tuberculosis como
una emergencia sanitaria global. A diferencia de la situacion vivida en el Medioevo o el
Renacimiento la humanidad dispondria en este caso de antibidticos efectivos. Sin
embargo, estos resultaron ser un arma de doble filo: la irrupcién de cepas

multirresistentes a drogas alarmoé a las autoridades sanitarias.

2.2. Tuberculosis Multirresistente a Drogas

2.2.1. La emergencia de la tuberculosis multirresis  tente a drogas

y Su problematica

En 1991 la OMS adopta oficialmente el programa DOTS (directly observed
treatment short-course, tratamiento directamente observado acortado), una estrategia

altamente efectiva para el tratamiento de la TB sensible a drogas [6]. El camino recorrido
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hasta la implementacion del DOTS es el reflejo de las dos facetas del milagro de la

guimioterapia [7].

Tabla 2.1 Componentes de la estrategia DOTS:

1. Compromiso politico, con financiamiento adecuado y sostenido

2. Asegurar la rapida identificacion de casos y diagnéstico por medio de
practicas de bacteriologia de calidad

3. Proveer un régimen de tratamiento estandarizado con supervision (DOT) y
apoyo a los pacientes

4. Asegurar el suministro regular e ininterrumpido de las drogas esenciales y su
correcta administracion

5. Monitorear y evaluar la performance e impacto del programa mediante
sistemas estandarizados de registro

Adaptado de WHO REPORT 2009. Global Tuberculosis Control.

Tan sélo unos meses después del descubrimiento de la STM, los médicos notaron
gue la primera droga antituberculosa de la historia perdia rapidamente su eficacia en un
alto nimero de casos [7]. El primer ensayo clinico controlado realizado en Gran Bretafia
en 1947 describi6 también las primeras cepas de Mtb resistentes a la STM [14]. La
experiencia se repiti6 con los subsiguientes intentos de monoterapia con las nuevas
drogas disponibles [12, 15]. Si bien la efectividad de la terapia combinada fue demostrada
tempranamente, no fue hasta la aparicion de la INH y RMP que fue posible disponer de
una estrategia compatible con contextos de bajos recursos. Estas dos drogas, por su alta
efectividad y bajo costo, lograron acortar el tiempo de tratamiento (unos pocos meses
comparado con los 18~24 meses recomendados para el tratamiento con PAS) y su baja
toxicidad permitié el tratamiento ambulatorio [7]. Por otro lado, la observacion directa fue
necesaria para aumentar la tasa de cumplimiento y asi el DOTS fue tomando su forma
actual. Cabe destacar que uno de los pilares de esta estrategia es el compromiso politico
de las autoridades sanitarias, ya que depende de la supervision profesional durante el

tratamiento, de la disponibilidad de drogas especificas y del correcto uso de las mismas.

A principios de la década de los 90’ la ciudad de Nueva York, EEUU, se convierte
en el epicentro de una epidemia de tuberculosis multirresistente a drogas (MDR-TB) [16,

17]. La MDR-TB es definida como la TB causada por bacilos de Mtb resistentes a, al
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menos, las dos drogas mas efectivas: INH y RMP [18]. Las variantes de Mtb resistentes a
drogas emergieron de los sectores marginales gracias a un sistema de salud que habia
bajado la guardia en la lucha contra la TB. Los enfermos de SIDA eran particularmente
vulnerables a esta forma de TB. Ya en el tercer milenio, mientras se seguia discutiendo la
problematica de la MDR-TB, se produce en Kwa-Zulu-Natal, Sudafrica, un brote en una
poblacién con alta prevalencia de VIH/SIDA causado por una cepa luego bautizada como
XDR (extremadamente resistente a drogas) [19], por ser resistente a INH, RMP, una
fluoroquinolona y una droga inyectable de segunda linea. Desde entonces la XDR-TB se
ha detectado en todo el mundo. Estos pacientes serian virtualmente intratables y el

prondstico para ellos es alin peor que para los pacientes con MDR-TB.

Tabla 2.2. Drogas antituberculosas en uso Tabla 2.3. Tratamiento de la TB

_ Isoniazida (H) Fase inicial 2 meses de HRZE

o . . Rifampicina (R)

8 Drogas de primera linea

g = I Etambutol (E)

= de administracion oral R .

o Pirazinamida (2) ] y

Rifabutina Fase de continuacion 4 a 7 meses de HR
= Kanamicina

S SO

S Drogas inyectables émlka(:lng .

5 apreomicina

Estreptomicina Tabla 2.4. Tratamiento de la MDR-TB

= . Tratamiento basado en la PSD* con 4 drogas

o Levofloxacina seleccionando sucesivamente aquellas que

2  Fluoroquinolonas Moxifloxacina .

> . sean efectivas del grupo |, 11, lll, IVy V. Se

Ofloxacina ; .

o recomienda tratar a los pacientes por 18
meses desde la negativizacion del cultivo de
esputo.

Etionamida

= ‘ ; ; -

o  Drogas de segundalinea  Protionamida *PSD: prueba de sensibilidad a drogas

=2 bacteriostéticas de Cicloserina

) administracién oral Terizidone

PAS
Drogas con rol o eficacia Clofazimine
poco clara en el Linezolid

z tratamiento de la MDR-TB  Amoxicillina/Clavu-

g  (no recomendadas por la lanato

@  OMS para el tratamiento Tioacetazona

de rutina de pacientes Claritromicina
MDR) Imipenem

Adaptado de Guidelines for the programmatic
management of drug-resistant tuberculosis, WHO, 2008

Segun estimaciones de la OMS, en el 2007 hubo 0,5 millones de nuevos casos de

MDR-TB en el mundo (5% de todos los casos de TB), de los cuales soélo el 6% habria sido
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reportado [20]. Los casos prevalentes podrian ser dos o tres veces mayores y los
individuos con infeccién latente aun mas numerosos [21, 22]. Para tratar a estos pacientes
se necesitd recurrir a drogas antiguas como el PAS vy la cicloserina (Tablas 2.2.2 y 2.2.4,
Fig. 2.1.2), las cuales habian sido dejadas de producir por no ser econémicamente
redituables. El elevado costo de las drogas de segunda linea y su escasa disponibilidad
en los paises en desarrollo fueron los dos mayores escollos en el desarrollo de una
estrategia global contra la MDR-TB. La efectividad de estas drogas es menor, por lo cual
el tiempo de tratamiento es mayor al de la TB sensible (Tablas 2.2.3 y 2.2.4), y se
requiere del monitoreo cercano de los pacientes debido a que la aparicion de efectos
secundarios es mucho mas frecuente que para las drogas de primera linea. Para el
diagnostico rapido y el disefio de un tratamiento eficaz para cada caso, es necesario
realizar pruebas de sensibilidad a drogas (PSD) las cuales requieren de equipamientos

especificos [18].

La resistencia a drogas se origina en los casos inicialmente sensibles luego del
tratamiento incorrecto o abandono del mismo; estos casos son denominados adquiridos.
Los brotes antes mencionados demostraron que algunas de estas cepas resistentes
podrian transmitirse a otro huésped. En este caso, cuando la primo-infeccion es producida
por un bacilo MDR se los denomina primarios’. En caso de fracaso terapéutico o
epidemiologia positiva para MDR-TB, se realiza una PSD para determinar el patron de
resistencia a drogas. Esta prueba no se realiza de rutina en los nuevos pacientes

diagnosticados con TB.

Los desafios planteados en el tratamiento de la MDR-TB llevaron a la OMS a
incluir recomendaciones especificas dentro de la estrategia Stop TB, entre las cuales esta
la creacion del Green Light Committee, el cual supervisara el uso racional de las drogas
de segunda linea y trabajara para garantizar la disponibilidad de estas drogas en los

paises en desarrollo [18].

! Seglin la OMS el episodio es adquirido si se hizo una PSD al paciente antes del tratamiento, se
confirma la sensibilidad y luego de un tiempo al realizar de nuevo la prueba se determina que
corresponde al mismo genotipo original que adquirio las resistencias. Si el paciente se infecta con
un genotipo que ya era MDR, se denomina primario . Como esta informaciéon no suele estar
disponible, los pacientes se clasifican segln su historia de tratamientos (con o sin historia de
abandono).

WHO. Guidelines for the programmatic management of drug-resistant tuberculosis. 2008. [18]

9
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La terapia estandarizada dirigida Unicamente a la TB sensible a drogas surgié de
dos consideraciones: en primer lugar, debido al costo y la complejidad de la deteccion y el
tratamiento de la TB resistente a drogas, y segundo de la percepcion que se tenia de que
las cepas resistentes a drogas tendrian menor capacidad de provocar epidemias. Este
fendomeno fue descripto tempranamente por Middlebrook y sus colaboradores en 1954 en
cepas resistentes a INH [23]. Los numerosos brotes reportados en el mundo demuestran
gue este supuesto era incorrecto. Mas aun, modelos matematicos y analisis
epidemiolégicos predicen que de no tomarse medidas especificas para controlar la MDR-

TB, estas cepas seran una verdadera amenaza para la salud publica en el futuro [24-26].

2.2.2. Mecanismos genéticos y moleculares de la res istencia a

drogas

Mtb es naturalmente resistente a muchos de los agentes antimicrobianos de uso
comun, y debe esta particularidad a su pared bacteriana altamente impermeable [27, 28].
El componente estructural de la pared esta formada por los acidos micélicos (ac. grasos
de alto peso molecular, de 60~90 carbonos de longitud; AM), el arabinogalactano (AG) y
el péptidoglicano (PG), los cuales forman capas superpuestas y unidas entre si de manera
covalente (Fig. 2.2.1) [6, 28]. Por otro lado, se ha descripto que Mtb posee bombas de
eflujo especializadas para el transporte extracelular de drogas [27, 29] y también podria
utilizar mecanismos de tolerancia fenotipica a drogas (reversible y no codificada en los
genes) en situaciones de estrés. Su largo tiempo de replicacion (Mtb: cada 24 horas;
mayoria de las bacterias: cada 15 minutos a una hora), su capacidad de quedar en un
estado metabdlico quiescente por largos periodos y algunos nichos que ocupa dentro del
hospedador, los cuales no pueden ser alcanzados por los antibiéticos, hacen de Mtb un

patégeno dificil de combatir [27].

Las cepas de Mtb resistentes a drogas resultaron de la alta presién de seleccion
qgue ejercio el hombre desde el descubrimiento de los antibiéticos, y probablemente la
vacunacién masiva con BCG favorecié la emergencia de los genotipos mejor adaptados
[30]. Debido a su modo de vida intracelular, la expansién de Mtb es basicamente clonal y
la transferencia horizontal de genes se considera un evento extremadamente raro [3]. La
resistencia genética a antibioticos siempre esta codificada en el cromosoma, y surge

exclusivamente de mutaciones cromosomales, siendo la inactivacion de genes por

10
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Figura 2.2.1: Mecanismos de accion de las distintas drogas antituberculosas y los genes de resistencia
asociados (en letra cursiva). En el panel izquierdo se esquematiza la estructura de la pared bacteriana de
Mycobacterium tuberculosis, y en el panel derecho la maquinaria de transcripcién y traduccion. Etio:
etionamida; Kana: kanamicina; FLQ: fluoroquinolonas. LAM: lipoarabinomanano. PZasa: pirazinamidasa.
Adaptado de Scientific lllustrations, National Institute of Allergy and Infectious Diseases, NIH.

elementos transponibles poco frecuente [27]. Sin embargo se ha descripto que la tasa de
mutacion de Mtb podria variar de manera dinamica en situaciones de estrés dentro de
ciertos microambientes, dando lugar, en algunos casos, a mutantes resistentes que luego

seran seleccionados por los antibiéticos [27].

Desde el punto de vista teorico, la probabilidad de que un genotipo resistente
adquiera una segunda mutacion seria baja [31]. Sin embargo, se ha descripto que la
adquisicion de resistencias puede ser secuencial y de hecho, los aislados clinicos
monorresitentes a rifampicina son raros [32]. La acumulacion de resistencias puede darse
cuando un paciente infectado con una cepa resistente es tratado con un régimen estandar
(equivalente a dos meses de tratamiento con menos drogas) o debido al tratamiento
inadecuado [26, 33]. Este fenédmeno de amplificacién de la resistencia a drogas ocurre
con frecuencia dando lugar a las cepas MDR, XDR y con otras multiples resistencias [17,
25, 34].

Inicialmente se postulé que aquellas cepas que adquirieron alguna resistencia a
drogas serian menos transmisibles o virulentas debido a que las mutaciones que

confieren resistencia suelen estar asociadas a genes cuyos productos son vitales para la

11
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supervivencia del patégeno (Fig. 2.2.1), como la sintesis de la pared bacteriana. Estas
mutaciones implicarian un costo de fithess (en este contexto, capacidad de un
microorganismo para sobrevivir, replicarse y diseminarse) para el mutante [24]. Sin
embargo, se ha descripto que en los aislados clinicos pueden acumularse mutaciones

compensatorias que restauran la funcion biologica perdida [35].

En la figura 2.2.1 se resumen los mecanismos de accion de las principales drogas
antituberculosas y los genes cuya mutacion ha sido asociada al fenotipo resistente. Si
bien se ha acumulado gran cantidad de informacién, existirian mecanismos de resistencia
alternativos a los mencionados, ya que se han encontrado aislados clinicos resistentes

gue no poseen ninguna de las mutaciones conocidas [21].

2.2.3. Aportes de la epidemiologia molecular

En las Ultimas dos décadas, las técnicas de fingerprinting del &cido
desoxirribonucleico (ADN), verdaderas huellas digitales de los microorganismos, han
permitido estudiar la epidemiologia molecular de la TB, integrando la biologia molecular, la
clinica médica, la estadistica y la epidemiologia clasica. Si se cuenta con el marcador
genético adecuado, la transmision de una misma cepa entre diversos huéspedes resultara
en aislamientos con genotipos o fingerprints idénticos [36]. A comienzos de los 90’ se ha
establecido un estandar internacional basado en el polimorfismo de la longitud de los
fragmentos de restriccion (RFLP) generado por la secuencia de insercion 1S6110, un
elemento transponible especifico del MTBC. Los aislados de Mtb poseen entre 2 y 20
copias del elemento ubicadas en diferentes posiciones dentro del cromosoma las cuales
son reveladas por la técnica de Southern blotting luego de una digestién enzimatica del
ADN bacteriano (Fig. 2.2.2). El polimorfismo genético que se genera y su relativa
estabilidad hacen de este marcador un blanco ideal para estudios epidemiolégicos [37].
La aplicacion mas directa de esta técnica consiste en documentar la expansion clonal de
una cepa cuando existe sospecha epidemiolégica de transmisién, ya sea en una
institucion o en la comunidad. También puso en evidencia la posibilidad de reinfeccion por
cepas MDR durante el curso, o luego de la recuperacion de una tuberculosis por bacilos
sensibles en individuos inmunosuprimidos por HIV [37]. La técnica tiene sus limitaciones;
es muy laboriosa, requiere grandes cantidades de ADN y es poco util en aquellas cepas

con bajo numero de copias de 1S6110.

12



2. INTRODUCCION

Figura 2.2.2: Representacion esquematica de
la técnica de RFLP. ElI ADN cromosomal de la
bacteria es digerido con una enzima de
restriccion (Pwvull). Luego los fragmentos son
separados por electroforesis segin su tamafio
y revelados con una sonda radioactiva
especifica para la secuencia 1S6110. En este
ejemplo, el aislado B perdié por mutacion un
sitio de restriccion (*), lo cual genera un
fragmento de mayor tamafio y un patron de
bandas diferente.

A B
A B
T — e — Elactroforesis o —

# b
T — — —
— T — Hibridizacién
= — con 1S6110

» Sitio de restriccion para Pvull
# Sitio der.ausente en aislado B
== ADN cromosdmico ==156110

Diversos métodos alternativos de genotipificacion han sido descriptos, en su
mayoria basados en la amplificacién por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) de
segmentos hipervariables del cromosoma. El spoligotyping es uno de los mas utilizados y
explora polimorfismos en la region DR (direct repeat) del cromosoma de Mtb. Si bien su
poder de diferenciacion es menor, se lo suele utlizar como marcador genético
complementario para confirmar la informacion epidemioldgica. EI método revela la
presencia/ausencia de 43 segmentos variables interpuestos entre los segmentos
repetitivos de dicha regién, mediante amplificacion por PCR del segmento DR e

hibridizacién reversa con oligonucleétidos inmovilizados en una membrana [37].

Tal como hemos mencionado anteriormente, el fingerprinting del ADN permite
detectar un foco de transmisién en una poblacion. Un cluster se define como un grupo de
dos o mas casos con idéntico fingerprint y confirma la sospecha epidemioldgica de
transmisién directa o fuente comin de infeccién. Diferencias minimas en el fingerprinting
no invalidan el origen clonal de la infeccién, que puede ser confirmado mediante el empleo

de otro marcador genético [36]. Diversos reportes han puesto en evidencia que las
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cadenas de transmision constituyen redes complejas, ya que los casos incluidos en un

mismo cluster suelen superar a aquellos interrelacionados epidemiol6gicamente [21].

Otro aporte de la genotipificacion molecular fueron los analisis filogénicos y
determinacién de familias de cepas de Mtb. Basados en los patrones de spoligotyping, se
definieron las familias EAI, Beijing, CAS, Haarlem, LAM y otras de menor tamafio. Estas
familias tienen un patrén de distribucién geografico, siendo predominantes en la costa
este de Africa e India, Asia, Medio oriente, Latinoamérica y Mediterrdneo respectivamente
[21]. Varios trabajos basados en distintos marcadores genéticos llegan a clasificaciones
similares, las cuales serian reflejo de la historia de co-evolucién del hombre y de Mtb (Fig.
2.11)[2, 3,5, 38].

En la actualidad se cree que Mtb es una especie con una variabilidad genética
considerable a pesar de su expansion casi exclusivamente clonal, dando lugar a cepas
con diferencias en términos genéticos, epidemiolégicos y clinicos [39, 40]. Estas

observaciones serian relevantes en el disefio de nuevos tratamientos y vacunas [41].

2.2.4. MDR-TB en Argentina

Durante el afio 2006 se notificaron en Argentina 11.068 casos nuevos de TB (28,4
casos por cada 100.000 habitantes). Se estima que los casos reales son muchos mas, ya
gue se sabe por informes de la OMS que en los paises en desarrollo la incidencia suele
estar subestimada. Si bien la tasa de incidencia tiende ligeramente al descenso, en
nuestro pais la TB continda siendo una enfermedad endémica que afecta principalmente a
la poblacion econémicamente activa (70% de los casos correspondieron a personas entre
20 a 64 afios de edad) [42]. La tasa de MDR-TB en nuestro pais es semejante a la
comunicada a nivel mundial, o sea del 5%, por lo cual se deberian calcular unos 600
pacientes con MDR-TB diagnosticados anualmente. Asimismo, nuestro pais tampoco esta
exento de XDR-TB, de la cual se han comunicado 40 casos hasta el presente (Lic. L.
Barrera, ANLIS-Malbran).

14
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Figura 2.2.3: Patrones de RFLP y spoligotyping de las cepas M (cepa de brote de la ciudad de Buenos
Aires), 410 (aparicion esporadica, relacionada con la M), Ra (cepa de brote de Rosario) y H37Rv (cepa
de referencia).

Fuente: Laboratorio de Micobacterias, ANLIS-Malbran.

La técnica de RFLP I1S6110 permiti6 caracterizar en nuestro pais las cepas
involucradas en varios brotes de MDR-TB asociados a SIDA que se originaron en grandes
conglomerados urbanos a principios de la década de los "90. Entre ellas, la mas
conspicua es la cepa M (Fig. 2.2.3), responsable de un extenso brote iniciado en el
Hospital F. J. Mufiiz de la Ciudad de Buenos Aires. Aunque el brote adquiri6 magnitud
considerable a partir de 1994, la cepa M pudo ser rastreada en 2 de los 5 pacientes con
SIDA y MDR-TB internados en ese hospital en 1992 [43]. Desde entonces fueron
descritas 7 variantes RFLP 1S6110 de esta cepa, y se documentd su propagacion
secundaria en tres grandes hospitales del Gran Buenos Aires entre 1995 y 1997 [44, 45].
Otros brotes de menor magnitud asociados a SIDA tuvieron lugar en algunos hospitales
de la Ciudad de Buenos Aires (cepa C) y en el hospital Carrasco de la Ciudad de Rosario
(cepas Ra, Rb, Rc) [46-48]. Distintos estudios realizados a partir de 1998 para monitorear
estos brotes demostraron que varios afios después de iniciar su expansion clonal, unas
pocas cepas MDR de origen hospitalario se estan perpetuando en nuestras grandes urbes
y son responsables de uno de cada dos casos ocurridos en el pais (Fig. 2.2.4a), y se cree
gue los casos de infeccion primaria son tan infecciosos y virulentos como los de TB
sensible a drogas [1]. Los pacientes con SIDA atendidos sucesivamente en diferentes
centros de salud acarrean la infeccion de un hospital a otro, y alin a provincias distantes.
Si bien estos pacientes inmunodeprimidos con historia de internaciones frecuentes
continlan siendo el blanco preferido de las cepas hospitalarias, la infeccién se esta
propagando alarmantemente a la poblacién HIV negativa, incluido personal de salud (Fig.
2.2.4b). La ciudad de Buenos Aires se ha convertido en un ‘hot spot’ de MDR-TB,

principalmente debido a la agresiva expansién de la cepa M, que continlia siendo la mas
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Figura 2.2.4: MDR-TB en Argentina. a. Desde su aparicion a principios de los '90, la cepa M logré
perpetuarse en la comunidad. b. La MDR-TB fue propagandose desde la poblacion con SIDA a la
poblacién inmunocompetente.

Fuente: Servicio de Micobacterias, Instituto ANLIS-Malbran. 2009

prevalente. La cepa M pertenece a la familia Haarlem y se caracteriza por carecer de 36
de los 43 oligonucleédtidos de la region DR. Las 7 variantes de esta cepa identificadas
hasta el presente presentan idéntico spoligotipo, lo que confirma su origen clonal. Esta
composicion del DR es altamente inusual y similar sélo a la de la familia Beijing.
Llamativamente, la cepa MDR W, causante de un extenso brote en EEUU antes
mencionado pertenece a la familia Beijing [17, 49]. Se podria especular que ciertas
caracteristicas genéticas de estas cepas estan vinculadas a su extraordinaria habilidad

para propagarse [49].
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2.3. Inmunologia de la tuberculosis

2.3.1. La respuesta inmune contra M. tuberculosis

El resultado final del encuentro de un patégeno con su huésped depende de la
interaccion entre el invasor y el sistema inmune que intenta combatirlo. La complejidad del
ciclo de vida y los mecanismos de virulencia de Mtb siguen dejando grandes incégnitas.
Un mayor conocimiento de la inmunologia de la TB es necesario para el desarrollo
racional de una vacuna eficaz, métodos diagnosticos rapidos y certeros, y tratamientos

alternativos a la quimioterapia [41].

Luego de llegar al pulmén en microgotas, Mtb infecta a los macréfagos (M®)
residentes en el alvéolo y probablemente a las células dendriticas (CD) intersticiales. En
esta primera etapa, serian de gran importancia estos componentes innatos de la
respuesta inmune, junto con las células natural killer (NK), los neutréfilos (PMN) y las
células ydT. Estos tipos celulares migran tempranamente al sitio de infeccién iniciando la
respuesta inflamatoria mediante la secrecién de citoquinas (CK) y reclutando otros tipos

celulares como monocitos (Mo) Yy linfocitos (Ly) circulantes por medio de las quemoquinas

(QK).

Los M® y CD infectados migran a los ganglios linfaticos drenantes, en donde se
produce la estimulacion/diferenciacion de los Ly T antigeno especificos. Por otro lado,
estos fagocitos mononucleares se acumulan en el foco infeccioso dando inicio a la
formacion del granuloma (Fig. 2.3.1, 2.3.2). El granuloma esta formado por una zona
central de células infectadas rodeada por otra de células fagociticas no infectadas y
células espumosas multinucleadas, y una capa externa de linfocitos que rodean e infiltran
en la zona de M® [50, 51]. La estructura puede ser sellada por una capsula fibrética,
conformando una barrera fisica que contiene al bacilo en un ambiente con hipoxia y
escasez de nutrientes. Por otro lado, este espacio delimitado favorece la interaccion entre
las células inmunes, siendo las CK TNF-a e IFN-y cruciales para su formacion y
mantenimiento. En aproximadamente el 90% de los casos, esta estructura logra controlar
la infeccién sin que se manifieste la enfermedad, manteniendo un fino balance entre la
respuesta inmune del huésped y la replicacién del patdégeno. Mtb es capaz de permanecer
dentro de los M® en un estado de letargo por largos periodos de tiempo [11]. Sin

embargo, se cree que en cuanto la respuesta inmune del huésped cede, algunos de los

17



2. INTRODUCCION

{a)
M. tuberculosis

(b)

(c)
Respuesta inmune

Infeccién por aerosoles

Macréfago alveolar glic linfatico dr t

CPA - crosspriming - Células T

Programa genético
adaptado al ambiente F&__2) = Control innato l & %
Granuloma ‘ (Hipoxia)
i i Células T efectoras
Programa genético &7 antigeno especificas CD4, CD8
adaptado al huésped ¥8, CD1
\ Th1=Th2
IL-12, IFN y>IL-4, IL-10
DosR Granuloma
¢ productivo
Células de memoria
Programa ético l‘ CD43RO
fogde |et3rmo Latencia Efectoras Centrales
g CCR7' CD&2L% CD6gM CCR7h CD62LM CDE9
[
Continuo de ] U
distiontos estadios (?)
Reactivacién atencia 2 Control
Resucitacién S regional (7)
Programa genético Reactivacién 5 ]
de resucitacién Crecimiento extracelul Inmunoregulacién (7)
Control inmune
suprimido (7 Treg CD4+CD25* Foxp3+*
Th2, Tr1
Programa genético o/ Th2:-Th1
de metabolismo activo i Lesién caseosa IL-4, IL-10, TGF-f= IL-12-FN y
Necrasls {(po2h)
Caseificacion
Control regional
teplicacién extracelular » o ! :etar:w:?t:: F’ﬂ @
(1014 organi . Enfer

Adaptado de Kaufmann, TRENDS in Immunology, 2005

Figura 2.3.1: Representacion esquematica de la interaccion entre Mtb y su huésped. Las distintas etapas
de la enfermedad correlacionarian con estados metabolicos especificos de la bacteria (a), del granuloma
(b) y de la respuesta inmunoldgica (c).

bacilos despiertan para comenzar a replicarse (Fig. 2.3.1). Algunos de los granulomas
pueden presentar necrosis en sus centros, la cual puede progresar hasta tener un aspecto
caseoso; si la replicacién bacteriana no es controlada, este material puede licuarse y de
esta manera los granulomas caseosos pueden progresar para dar lugar a las cavidades
[50].

pacientes con MDR-TB, Ulrichs y col. proponen que estas estructuras son un “campo de

Basados en observaciones recientes de material removido quirdrgicamente de

batalla abandonado” y que las interacciones huésped-patégeno se darian en la zona de
infiltracion linfocitica. La ausencia de Mtb en la zona necrética y la presencia de material
micobacteriano en la zona de infiltracién apoyan esta idea [52]. Mtb habria desarrollado la
capacidad de adaptarse a su entorno cambiante, y recientemente se ha propuesto que el
reguldon DosR controla su inactividad metabdlica y replicativa. Los genes Rpf han sido
asociados con la fase de resucitacion; estas moléculas podrian despertar a los otros

bacilos durmientes actuando de manera similar a las feromonas [52].

18



2. INTRODUCCION

Pared
Fibrotica

s /
J \
| By e lulas glgantes
o= e g
b :‘-I:T“J_ ,-'J 0“ de Langhans

s

alvéolo

Adaptado de Ulrichs, J Pathol, 2006

Figura 2.3.2: Estructura clasica del granuloma y las respuestas inmunes locales propuestas. M®:
macrofago alveolar; E: células epiteloides; células gigantes de Langerhans (generadas a partir de la fusién
de células epiteloides); Mo: monocito circulante; ROI: intermediarios reactivos del oxigeno; RNI:
intermediarios reactivos del nitrégeno; LTa3: lifotoxina a3. MF, E y CGL infectados con Mtb forman el
centro del granuloma. Presentan antigenos a los linfocitos T y los activan para que produzcan CK y QK o
maten a las células infectadas y a las micobacterias intracelulares. Las QK reclutan otras células desde la
sangre al sitio de infeccion. El IFN-y activa a los M® y otras células presentadoras de antigenos para
matar a las bacterias intracelulares por medio de los ROI o RNI. Los linfocitos CD4" y M® producen TNF-a
y LTa3 los cuales son necesarios para la formacién de la pared que rodea al granuloma. En el centro del
granuloma, la baja presién de O2 genera un ambiente hostil para Mtb. Las células T CD8" activadas matan
a Mtb a través de la perforina y granulisina. Sin embargo la muerte de las células infectadas debe estar
controlada para mantener la integridad del granuloma.

Los antigenos proteicos fagocitados de Mtb son presentados en el contexto de la
molécula de histocompatibilidad (MHC)-II, las cuales estimulan a los Ly CD4. En los
pacientes con SIDA, los cuales tienen una tasa de progresién a la enfermedad mucho
mayor, se pone en evidencia la importancia de este subset [20]. Si bien recientemente se
ha reportado que Mtb es capaz de salir del fagosoma al citosol [53], se cree que la
presentaciéon por MHC-I para la activacion de Ly CD8 se da principalmente por la via de la
cross-presentacion [54, 55]. El tipo de presentacion y coestimulacidn, asi como el perfil de
CK secretadas al medio activan o reprimen distintos subsets de Ly, polarizando la
respuesta inmune adaptativa hacia un perfil Thl (favorecido por IFN-y) o Th2 (favorecido
por IL-4). La respuesta protectora en la TB estaria mediada por un perfil Thl, sin embargo

19



2. INTRODUCCION

recientemente se ha propuesto que los Ly Th17 también podrian ser relevantes [56]. Por
otro lado, los Ly T no convencionales especificos para glicolipidos tendrian una funcién
particular en la TB humana ya que son capaces de reconocer antigenos no proteicos
presentados por las moléculas presentadoras de antigenos CD1 del grupo 1 (CD1a, CD1b
y CD1c). La pared bacteriana de Mtb es rica en glicolipidos como el fosfatidil mioinositol
(PIM), lipoarabinomanano manosilado (ManLAM), acidos micolicos (Fig. 2.2.1) y hexosil-1-

fosfoisoprenoides, los cuales podrian ser cross-presentados por las CD [57].

La memoria inmunolégica en la TB sigue teniendo preguntas sin responder como
por qué la vacuna BCG no protege contra la TB pulmonar en adultos. Mas aun, la
genotipificacion molecular ha demostrado que pacientes con historia de tratamiento previo
exitoso pueden reinfectarse, lo cual deja en evidencia que en estos casos el episodio
inicial no confiere una respuesta inmune protectora [11, 21]. Subsets de Ly T especificos
se desarrollan en el ganglio, entre ellos los T efectores (Tew; CCR7"", CD62L"°", CD69"I")
y los de memoria central (Tew, CCR7"", CD62L"", CD69™; Fig. 2.3.1). Estos ltimos que
repondrian a los primeros en caso de un nuevo desafio. Sin embargo, se ha propuesto
gue antigenos persistentes, los cuales activan los Ly T durante periodos de tiempo
prolongados, termina dejando exhausta la memoria. Este seria el caso en la TB, en donde
la memoria no se generaria y la proteccion dependeria enteramente de las células
efectoras [11, 27].

En los pacientes con enfermedad severa se han detectado altos niveles de IL-4 e
IL-10, lo cual podria estar asociado a la patologia de la TB [58]. Estas CK podrian inhibir
la respuesta Thl, polarizando el sistema hacia un perfi Th2 no protector. Mas
recientemente se ha asociado a los Ly T regulatorios (Treg; CD25"" Foxp3") con la
inmunomodulacién en este estadio, por ser fuente de IL-10 y TGF-$ (Fig. 2.3.1) [59]. La
hipotesis actual propone que la respuesta inmune protectora es suprimida por
mecanismos regulatorios, facilitando la reactivacion. Probablemente el destino final de la
infeccion (latencia, reactivacién, enfermedad) depende del balance entre factores

bacterianos y del huésped.

La complejidad de la red de interaccion de estos elementos ha quedado en
evidencia tanto en estudios de inmunologia basica como clinica. El desarrollo de una
vacuna efectiva contra la TB pulmonar en adultos es prioritario ya que la vacunacion
masiva es considerada la estrategia sanitaria mas efectiva debido al costo y la

complejidad de la quimioterapia (Seccion 2.2.1). Por otro lado, se esta invirtiendo gran
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esfuerzo en la caracterizacion de marcadores biolégicos (por e€j. perfil de produccién de
CK frente a antigenos especificos) que permitan discriminar entre el individuo vacunado
con BCG, el infectado en estado de latencia, el enfermo y el individuo susceptible a la
recaida. Distintas vacunas candidatas ya se encuentran en las fases | a Ill de prueba
clinica [41], pero dado el largo periodo de latencia de la TB, el desarrollo de marcadores
bioldgicos precisos para monitorear la eficacia de las mismas seria de gran ayuda para
acelerar las fases de evaluacion. Un mayor conocimiento de la inmunologia de la TB es

necesario para cumplir con estas metas.

2.3.2. El macréfago: nicho preferido de M. tuberculosis

El M® es una célula mieloide fagocitica que cumple diversas funciones, como la
eliminacion de patégenos y de homeostasis tanto en invertebrados como en vertebrados
[60]. Es un componente prototipico de la respuesta inmune innata, aunque también
cumple un rol importante en la respuesta inmune adaptativa como célula presentadora de
antigenos (CPA) profesional. Su funcion efectora puede ser modulada por estimulos
endoégenos como las CK y exégenos como los antigenos, dando lugar a distintos fenotipos
[60].

Los M® se caracterizan por tener un gran numero de receptores de
reconocimiento de patrones moleculares asociados a patégenos (PAMP), estructuras
altamente conservadas, caracteristicas de los microorganismos cuya funcion es vital para
estos [61]. Los receptores de reconocimiento de patrones (PRR) pueden ser clasificados
segln su estructura en receptores tipo Toll (TLR), receptores tipo scavenger, lectinas de
tipo C, receptores tipo NOD (nucleotide-binding oligomerization domain) e integrinas -
(Fig. 2.3.3) Cuando un M® reconoce al patégeno a través de estos PRR, se dispara una
respuesta inflamatoria y la fagocitosis, procesamiento y presentacién en superficie de los
antigenos, conectando asi con la respuesta inmune adaptativa. Gran parte de los
mecanismos efectores de la respuesta adaptativa son nuevamente mediados por células
de la respuesta inmune innata, entre ellos el M®. Por ejemplo, su capacidad microbicida
aumenta luego de ser estimulados por el IFN-y, generando radicales de oxigeno o

nitrégeno (Fig. 2.3.2).
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Figura 2.3.3: Receptores involucrados en el reconocimiento innato de Mtb y sus posibles ligandos. Los
distintos receptores transducen sefiales positivas y negativas en las CPA modulando su respuesta. Mtb es
capaz de inhibir los mecanismos efectores (funcion bactericida, produccion de CK, presentacion
antigénica) interactuando con receptores como el MR y DC-SIGN. Esta caracteristica estaria determinada
en gran medida por los antigenos presentes en la superficie de Mtb como PIM (fosfatidil mioinositol), LM
(lipomanano), ManLAM (lipoarabinomanano manosilado), MDP (muramil dipéptido) y las lipoproteinas de
19KDa y 38KDa. Otros antigenos de superficie reconocidos por el sistema inmune son TDM (trehalosa
dimicolato o cord factor), DIM (phtiocerol dimicoserosate) y PGL (glicolipido fendlico). MP: membrana
plasmatica.

Los receptores Toll fueron inicialmente descriptos en el desarrollo de Drosophila,
organismo que carece que sistema inmune adaptativo, y llamé la atencion por su rol en la

defensa contra una infeccién fungica. Mas tarde se descubrié la familia de los TLR en
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mamiferos, los cuales a través de su dominio rico en leucinas de su extremo amino
terminal permiten el reconocimiento de PAMP. Al unirse su ligando, los TLR inician una
cascada de sefializacién a través del dominio Toll-IL-1 receptor (TIR) presente en el
extremo carboxilo terminal [62]. TLR2 y TLR4 fueron inicialmente caracterizados como los
receptores de reconocimiento de péptidoglicano y lipopolisacarido bacterianos
respectivamente, y su estimulacién induce sefiales de activacién para la respuesta
inflamatoria y antimicrobiana a través del factor de transcripcién NFkB. La relevancia de
estos TLR en la respuesta inmune contra Mtb fue demostrada en ratones knock out (KO)
para estos genes [63, 64] y se han asociado polimorfismos en el gen de TLR2 humano
con la susceptibilidad a la TB [65, 66]. Numerosos antigenos de Mtb fueron descriptos
como ligandos de TLR entre ellos el lipomanano (LM), el PIM (Fig. 2.3.3, 2.3.4) y la
lipoproteina de 19KDa (también llamada LpgH) para TLR2, HSP65 para TLR4 vy la
glicoproteina de 38KDa (PhoS1) que interactuaria con ambos receptores [67]. La
especificidad estaria dada por la cooperacién con otros receptores como TLR1/TLR2,
TLR6/TLR2 y CD14/TLR4 (Fig. 2.3.3). La sefalizacion a través de estos receptores suele
culminar en la produccién de CK proinflamatorias necesarias para una respuesta
protectora [68, 69], aunque se ha propuesto que la proteina secretoria ESAT-6 de Mtb es

capaz de interactuar con TLR2 induciendo una sefial inhibitoria [70].

La familia de PRR citoplasmaticos NOD, estructuralmente relacionados con los
TLR, pueden iniciar cascadas de sefalizacion que culminan en la produccién de IL-18 o la
activacion de NFkB. Si bien los ratones NOD2" no son més susceptibles a la infeccién por
Mtb, se observd in vitro que M® y CD de estos animales tienen menor capacidad de
producir CK proinflamatorias y 6xido nitrico [71] lo cual sugiere que podria ser una via
redundante. NOD2 reconoce al MDP (muramil dipéptido), el producto de degradacién del
péptidoglicano [72] (Fig. 2.3.3).

Las lectinas de tipo C son receptores especializados en el reconocimiento de
carbohidratos de manera Ca*-dependiente. Tres miembros de esta familia han sido
asociados con el reconocimiento de Mtb: el receptor de manosa (MR), DC-SIGN (dendritic
cell-specific intercellular adhesion molecule-grabbing nonintegrin) y Dectin-1. EI MR se
expresa en M® y CD, y tendria un rol en la homeostasis de glicoproteinas séricas [73]. La
fagocitosis de Mtb por los M® a través del MR es inhibe la produccién de IL-12 [74] y la
fusion del fagolisosoma [75] lo cual podria constituir un mecanismo de escape. DC-SIGN

es el principal receptor que media la entrada de Mtb en CD [76], y ha sido descripto que la
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sefializacion a través de este receptor induce la produccién de IL-10 e inhibe la
maduracion de las CD [77]. Si bien inicialmente DC-SIGN se describié como un receptor
especifico de CD, se ha demostrado que su expresién se encuentra aumentada en M®
alveolares de pacientes con TB [78]. Tanto DC-SIGN como MR reconocen el ManLAM en

la pared de Mtb por las manosas terminales (Fig. 2.3.4), y se ha propuesto que esta
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Figura 2.3.4: Representacion esquematica de la pared bacteriana de Mtb y sus componentes. a. La
membrana plasmatica de Mtb esta rodeada por una gruesa pared bacteriana cuyo componente estructural
se forma a partir de la unién covalente del péptidoglicano con el arabinogalactano y los acidos micélicos.
Estos a su vez estan rodeados por otros lipidos mediante uniones hidrofébicas. La estructura mas externa
es la capsula, formada de polisacéaridos y proteinas. b. Estructuras quimicas de los lipidos extraibles de la
pared de Mth. A todos ellos se les ha atribuido un rol en la respuesta inmune frente a Mtb. c. Estructura
del ManLAM. Sus precursores, el LM y los PIM (los cuales se clasifican segin el numero de manosas
unidas) también forman parte de la pared. Ara: arabinosa; Man: manosa.
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estructura imitaria a la de ligandos endogenos [79] induciendo una respuesta
antiinflamatoria favorable al patégeno [69]. La ausencia de estas manosas terminales en
los LAM de micobacterias no patdgenas como M. smegmatis o M. chelonae refuerzan
esta hipotesis [80]. Mas auln, como hemos mencionado antes, tanto el LM como los PIM
inducen una respuesta inflamatoria en el M®. Dectin-1 ha sido asociado con una
respuesta protectora en infecciones por hongos, y se diferencia de las lectinas de tipo C
descriptas por poseer un motivo ITAM activador en su porcion intracitoplasmatica [81]. Las
micobacterias no patégenas inducen sefiales proinflamatorias a través de Dectin-1, el cual
podria colaborar con el TLR2 [82], y también se ha observado que este receptor media la
produccion de 1L12p40 en CD de bazo [83].

Si bien el M® es capaz de eliminar a muchos microorganismos que fagocita, Mtb
posee distintos mecanismos de evasion de la respuesta inmune. Luego de ser fagocitado,
principalmente a través del CR3 (CD11b/CD18) y el MR, Mtb es capaz de detener la
maduracion del fagosoma en un estadio temprano, evitando la fusion con el lisosoma y la

acidificacion [57]. De esta manera, Mtb puede persistir y replicarse dentro del M.

Por otro lado, el M® activado es un productor temprano de CK inflamatorias, como
el TNF-a, IL-1B e IL-6, asi como de IL-12. El TNF-a es una CK crucial para la formacion y
el mantenimiento del granuloma, ya que induce la producciéon de QK en los M® para
reclutar las células inmunes al sitio de inflamacion [84] (Fig. 2.3.2). IL-12 es producida por
M® y CD y promueve la diferenciacion de los Ly CD4 en células Thl [57]. Cepas
virulentas de Mtb serian capaces de interferir con la produccion de estas citoquinas [85,
86].

Parte de esta capacidad de manipular la respuesta inmune es atribuida al ManLAM
de la pared de Mtb [69, 87, 88] aunque se han descripto muchos otros factores de
virulencia [89, 90].

25



2. INTRODUCCION

Figura 2.3.5: Al llegar al pulmon,
Mtb se une al macrofago por el
TLR2. Barra de escala: 2um.
Fuente: Kaufmann, Nature, 2008.

2.3.3. La apoptosis y su inhibicibn como mecanismo de escape

La apoptosis es un tipo de muerte celular programada que resulta en cambios
morfoldgicos en la célula como reduccion del tamafio celular, condensacion de nucleo,
fragmentacion de la cromatina, exposicion de la fosfatidilserina (PS) en la cara externa de
la membrana plasmatica y formacién de cuerpos apoptéticos. Dichos cuerpos estan
compuestos por organelas fuertemente compactadas y envueltas por una membrana
plasmatica intacta que evita la liberacion de material intracelular al medio [91]. La
apoptosis cumple un rol fundamental en el desarrollo y la homeostasis de los metazoos, y
se considera que es una muerte controlada que no genera inflamacion. Cuando la muerte
celular ocurre por algun tipo de trauma o injuria se denomina necrosis, la cual inicia una

respuesta inflamatoria que llevara a la reparacion del dafio.

Se han descripto numerosos ejemplos de manipulacién de la apoptosis de las
células del hospedador por microorganismos patégenos, destruyendo a los ejecutores de
la respuesta inmune como en el caso de Shigella y Salmonella o preservando su nicho
como hacen algunos virus [92]. La inhibicion de la apoptosis por patégenos bacterianos ha
sido descripta mas recientemente en los géneros Neisseria y Chlamydia [91, 93], asi
como en Mtb [94, 95].
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Figura 2.3.6 : Representacion esquematica de las vias de sefializacion de la apoptosis. Ademas de las vias
extrinseca e intrinseca, Mtb es capaz de inducir una via no clasica independiente de caspasas. PS:
fosfatidil serina. TLR: receptor tipo Toll. PAMP: Patrones moleculares asociados a patégenos. TNFR:
receptor de TNF-a. PDTC: pyrrolidine dithiocarbamate.

Existen dos vias principales de induccion de la apoptosis: la via extrinseca o de los
receptores de muerte y la intrinseca o mitocondrial (Fig. 2.3.6). La via extrinseca se inicia
con la unién de su ligando a algun receptor de superficie de la familia de los receptores de
muerte como el receptor de TNF-a (TNFR), Fas o TRAIL [96]. Estos receptores poseen un
dominio de muerte (DD) capaz de reclutar moléculas adaptadoras como el FADD que
llevan a la activacion de la caspasa 8. Las caspasas son cistein proteasas que regulan la
cascada proteolitica caracteristica de la apoptosis. El complejo formado por FADD vy la
caspasa 8 activada se denomina DISC (death-inducing signalling complex), una gran
plataforma de sefalizacion la cual puede ser inhibida por la molécula cFLIP [96]. En la via
intrinseca juegan un papel central las moléculas de la familia Bcl-2 (B-cell leukemia-2),
cuyos miembros proapoptéticos Bid, Bad y Bax alteran la permeabilidad de la membrana
externa mitocondrial permitiendo la liberacidon al citoplasma del citocromo c. Esta via

puede ser inducida por dafio en el ADN por agentes quimicos o irradiacion, estrés
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oxidativo o falta de factores de crecimiento. El citocromo ¢ se una a la molécula APAF-1
formando junto con la caspasa 9 un complejo heptamérico conocido como apoptosoma.
Ambas vias convergen en la activacion de la caspasa 3, una de las caspasas efectoras
gue a su vez activa las distintas enzimas encargadas del desmantelamiento celular, como
la ADNasa (Figura 2.3.6). También se sabe que la caspasa 8 es capaz de clivar a Bid a su

forma activa, amplificando la sefial apoptética [96].

La manipulacion de la muerte celular por Mtb ha llamado la atenciéon de los
investigadores en la Gltima década por varios motivos. En la actualidad se cree que, por lo
menos cuando los M® son infectados con una baja cantidad de bacilos, Mtb es capaz de
inhibir la muerte de su célula huésped preferida [94, 95]. Esta caracteristica seria
exclusiva de los miembros patogénicos de este género, ya que tanto M. smegmatis, M.
kansasii y M. bovis BCG como la cepa atenuada de Mtb H37Ra son potentes inductores
de apoptosis, lo cual hace sospechar de un rol en la virulencia [94]. Por otro lado, se ha
descripto que la muerte por apoptosis, pero no por necrosis, tendria caracteristicas
micobactericidas [97, 98] aunque se desconoce por qué mecanismo [95]. Los cuerpos
apoptéticos exponen en su superficie marcadores especificos para su fagocitosis.
Experimentos in vitro sugieren que existe una ventana de tiempo en la cual la viabilidad de
los bacilos dentro de los M® infectados y muertos por apoptosis puede ser reducida por
M® frescos agregados posteriormente, probablemente porque de esta manera Mtb
perderia su capacidad de inhibir la fusion del lisosoma [99]. Ademas, los cuerpos
apoptéticos podrian ser fagocitados por CD, las cuales estimularian la respuesta
adaptativa activando los Ly CD8 especificos por el mecanismo de presentacion cruzada
[54, 55]. Todo esto indicaria que la apoptosis de los M® seria un beneficio para el

huésped y perjudicial para Mtb.

La capacidad de inhibir la apoptosis estaria genéticamente codificada y los genes
nuoG, secA2 y pknE han sido asociados con esta caracteristica de Mth, ya que su
transfeccion en micobacterias no patogénicas redujo la induccion de muerte por estas
[94]. Uno de los mecanismos propuestos estaria mediado por la accion autdcrina del
TNF-a y los bacilos no patogénicos como la cepa avirulenta H37Ra volverian susceptible
al M® a este estimulo, al cual es naturalmente resistente [100]. Mas aun, Mtb podria
inducir resistencia a la muerte por otros estimulos proapoptoéticos como el FasL [101]

mediada en parte por la up-regulacién de cFLIP [102]. También se ha descripto que Mtb
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es capaz de interferir con la via intrinseca de la apoptosis, induciendo la expresion de los

genes antiapoptoticos bcl-2, mcl-1 y Al [94].

Resumiendo, el resultado final de la infeccion del M® dependeria de un balance
entre sefiales pro y antiapoptéticas, el cual podria variar con el genotipo de Mtb y el tipo

celular utilizado en cada modelo experimental [94].

Ademas de las vias clasicas, se han descripto formas no convencionales de
muerte inducidas por Mth. Lee y col. proponen que cuando la multiplicidad de infeccién
(MQI) es alta (alrededor de 20 bacilos por M®) Mtb es capaz de inducir un tipo de muerte
celular independiente de caspasas, que tendria caracteristicas fenotipicas similares a la
apoptosis como la exposicién de la PS en la cara externa de la membrana plasmatica y
condensacién nuclear, pero con minima fragmentacion del nicleo y ADN. Estas células
progresarian rapidamente a la necrosis secundaria. Los autores proponen que Mtb
utilizaria este mecanismo para liberarse del M® y volver al medio extracelular para

infectar al proximo hospedador [99].

Por otro lado, se ha descripto que los TLR también podrian ser iniciadoras de la
via extrinseca de muerte programada [103]. La molécula adaptadora prototipica de esta
via, MyD88, tendria un motivo DD y las lipoproteinas de 19 KDa y 38KDa de Mtb han sido

asociadas con la apoptosis iniciada por TLR2 [104, 105].

Si bien se ha reportado la presencia de M® apoptéticos en los lavados
broncoalveolares de pacientes con TB [106, 107], se desconoce la relacion entre estas

observaciones y la induccion de apoptosis in vitro antes mencionada.
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2.4. OBJETIVOS

2.4.1. Objetivo general

El objetivo general de la presente tesis fue caracterizar la respuesta inmune innata
inducida por dos cepas locales de Mtb multirresistentes a drogas que presentan
epidemiolégicamente diferencias muy marcadas. Para ello se seleccionaron dos aislados
clinicos pertenecientes a la familia Haarlem: el aislamiento 6548 (cepa M) con el tipico
patron de RFLP del brote descripto en la Seccion 2.2.3, y el 410 con una Unica banda de
diferencia con M (Fig. 2.2.3) que fue aislada solamente en dos pacientes en mas una

década, por lo cual se la considera una cepa no préspera (baja virulencia).

2.4.2. Objetivos especificos

1. Caracterizar la poblacién monocito-macrofagica en pacientes con MDR. Para ello se
caracterizaron los subsets de monocitos en funcién de los marcadores CD14/CD16 y
se determind la capacidad de los mismos de expresar citoquinas de fase aguda y
tardia en respuesta a las cepas M y 410, y como control la cepa H37Rv.
Paralelamente en macréfagos diferenciados a partir de monocitos se evalué la
expresion de citoquinas y marcadores de superficie (receptores innatos, CD86 y MHC
clase | y Il). Se tratdé de correlacionar estos datos con parametros clinicos y con el

genotipo de Mtb infectante.

2. Investigar si las diferencias en la virulencia podrian deberse a mecanismos de evasién
de la respuesta inmune de la célula huésped, el macréfago. Para ello se evalué el
crecimiento intracelular, mecanismos de muerte del macrofago y posibles vias

involucradas.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Pacientes

Los pacientes con diagnostico de tuberculosis pulmonar (S-TB) sensible a drogas
fueron identificados en el Servicio de Tisioneumonologia del Hospital Francisco J. Mufiiz
de Buenos Aires entre los afios 2005 y 2009. Se obtuvo el consentimiento escrito de los
pacientes segun lo establecido por los Comités de Etica del Hospital F. J. Mufiiz y de la
Academia Nacional de Medicina. Los pacientes fueron sometidos a examenes clinico,
epidemiolégico y de laboratorio como hemograma, electrolitos, serodiagnéstico para HIV y
radiografia de torax. El criterio de exclusion involucré positividad para HIV y presencia de
infecciones concomitantes. Un total de 39 pacientes S-TB fueron incluidos en este
estudio. Los pacientes S-TB fueron clasificados de acuerdo al examen radiolégico en
leves-moderadas (n=13), avanzadas (n=16) y miliares (n=2). El diagndstico de TB incluyd
identificacion de bacilos acido-alcohol resistentes por tincién positiva con el colorante
Ziehl-Neelsen en el examen de baciloscopia de esputo directa (BAARD+ en 34/38) y/o en
cultivo en medio Lowenstein-Jensen. Por otro lado se les realiz6 la prueba cutanea de
tuberculina o PPD que fue positiva en 50% de los pacientes. Los pacientes recibieron
durante los primeros seis meses el tratamiento antituberculoso estandar que consiste en:
isoniazida (INH: 5 mg/kg/dia, hasta 300 mg/dia), rifampicina (RMP: 10 mg/kg/dia, hasta
600 mg/dia), etambutol (EMB: 20-25 mg/kg/dia) y pirazinamida (PZA: 25 mg/kg/dia, hasta
2000 mg/dia) y estreptomicina (15mg/kg/dia, hasta 1 g/dia).

En caso de fracaso terapéutico y/o epidemiologia positiva, los pacientes fueron
considerados casos de tuberculosis resistente a drogas, lo cual fue confirmado realizando
un cultivo de la muestra de esputo en sistema BACTEC para determinar la sensibilidad o
resistencia a las drogas de primera linea incluidos en el tratamiento convencional. Por otro
lado se realizaron en el Servicio de Micobacterias del instituto ANLIS-Malbran estudios
genéticos de las cepas de Mtb aisladas por el método de RFLP 1S6110 para determinar si
se trata de un caso aislado o perteneciente a un cluster. Los datos clinicos y

epidemiolégicos de los pacientes estudiados se resumen en la tabla 4.1.
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3.2. Obtencidn de células mononucleares (PBMC)

Las células mononucleares de sangre periférica (PBMC) fueron aisladas por medio
de centrifugacion en gradientes de Ficoll-Hypaque (30 min a 1550 rpm, 4C) a partir de
muestras heparinizadas de pacientes. También se utilizaron las capas leucocitarias (buffy
coats) remanentes de la preparacion de concentrados de globulos rojos por gradiente de
centrifugacion para transfusion. Los buffy coats fueron desplaquetizados mediante dos
lavados con solucion fisioloégica (SF) a baja velocidad (10 min a 1000 rpm, 4C) y luego se
aislaron las PBMC como se describi6 méas arriba. El halo de PBMC fue lavado 2 veces
consecutivas en SF y resuspendido en medio de cultivo RPMI 1640 (HyClone, UT, USA)
conteniendo penicilina/estreptomicina (100 U/ml) y suero fetal bovino (SFB) inactivado por
calor (10% v/v) (Gibco/Natocor; medio completo). La viabilidad celular fue analizada por
exclusién del colorante Trypan-Blue y la pureza y concentracion fue estimada empleando
el colorante de Turk. Para los ensayos de proliferacion celular se aislaron los PBMC de
voluntarios sanos positivos para la prueba de tuberculina (PPD). No se conocia la

respuesta a PPD de los dadores de buffy coats.

3.3. Obtenciéon de macroéfagos derivados de monocitos

Para obtener macréfagos derivados de monocitos (M®), las PBMC fueron
resuspendidas en medio RPMI sin suero con 2 ng/ml de GM-CSF (PeproTech, NJ, USA) a
una densidad de 10x10° células/ml y luego incubadas durante 2 hs a 37°C en placas de
12, 24 o0 96 wells segun el experimento. Las células no adherentes fueron removidas por
lavado con solucion fisioldgica tibia. El rendimiento fue de entre 5y 10% de los PBMC
plagueados. Los monocitos adheridos fueron diferenciados durante 5-7 dias en medio
completo con 1 ng/ml de GM-CSF. La viabilidad y la pureza de los cultivos fueron

confirmadas por Trypan-Blue y citometria de flujo.

3.4. Antigenos y cepas de Mycobacterium tuberculosis

Los aislados clinicos MDR 6548 (cepa M) y 410, asi como la cepa de referencia
H37Rv fueron crecidos en medio Lowenstein-Jensen durante 15 dias (fase logaritmica).

Las bacterias fueron disgregadas mediante agitacién en vortex y luego fueron alicuotadas
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a la concentraciéon de uso y conservadas a -20C hasta su uso. Por otro lado, se
prepararon inéculos inactivados por calor (121T 30 min) o y-irradiadas (2.4 megaRads,
CNEA). La inactivacion fue confirmada cultivando las bacterias tratadas en medio solido

por 60 dias.

El antigeno PPD se obtuvo del Staten Seruminstitut (Copenhagen, Dinamarca) y la
cepa vacunal de Mycobacterium bovis Bacillus Calmette-Guérin (BCG) fue cedida por la
Lic. Claudia Arguelles (Servicio Derivados de Micobacterias, ANLIS-Malbran). Los bacilos

de BCG viables fueron alicuotados y conservados a -70T hasta su utilizacion.

En todos los casos, los indculos fueron ajustados a 1ODggonm COn SF (z108

bacterias/ml).

3.5. Cultivos celulares y tratamientos

3.5.1. Estimulacion in vitro de PBMC

PBMC aisladas de dadores sanos, pacientes TB y MDR fueron resuspendidas en
medio completo (1 x 10° células/ml) y cultivadas en tubos de polipropileno Falcon 2063
(Becton Dickinson, Lincoln, NJ) durante 5 o 18-24h a 37° en atmdsfera humidificada con
5% de CO, en presencia o ausencia de las distintas cepas de Mtb (relacién
PBMC:bacteria=1:2).

3.5.2. Estimulacion in vitro de M®

Los M® diferenciados entre 5 y 7 dias en placas de cultivo fueron estimulados con
las distintas cepas de Mtb o con BCG. Las relaciones de M® a bacteria variaron segun el

experimento, entre 1:2 y 1:50.

En los experimentos de induccion de apoptosis (Seccion 4.3.5) se utilizaron como
agentes inductores la staurosporina (1pM; Sigma, MO, USA) y TNF-a humano
recombinante (rhTNF-a). Ademas se utilizd la droga ammonium pyrrolidinedithiocarbamate

(PDTC; 50 uM; Sigma;) un inhibidor de la activacion del factor de transcripcién NFkB [108].
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Los M® fueron despegados por incubacion a 4T durante 20 minutos y scrapping

para su posterior uso.

3.6. Determinacion de moléculas de superficie

La expresion de moléculas de superficie en monocitos de sangre periférica (SP)
recientemente aislados se determind por citometria de flujo. Para ello, 0,5-1x10° PBMC
fueron incubadas 30 min a 4T con los anticuerpos monoclonales (m Ab) conjugados con
fluorocromos (Tabla 3.1). Las células marcadas fueron analizadas en un citdmetro
FACScan (Becton Dickinson) adquiriendo 10,000-20,000 eventos especificos. Los datos
obtenidos fueron analizados utilizando los programas Cell Quest (BD) y FCS Express (De
novo software, Los Angeles, CA). Las regiones de analisis (gates) correspondientes a
monocitos (Mo) fueron circunscriptas de acuerdo a tamafio y complejidad celular
(pardametros FSC y SSC respectivamente) y también por la expresion del marcador CD14

en su superficie.

Los M® fueron identificados de manera similar, por FSC-H/SSC-H y expresion de
CD 14. La diferenciacién de monocito a macréfago fue confirmada por la adquisicion del

receptor de manosa (MR; datos no mostrados).

Tabla 3.1. mAb utilizados en marcacion de superficie

Poblacion de

Clon Especificidad Fluorocromo Proveedor P
analisis
MeP9 CD14 PerCP
BD
19.2 MR (CD206) FITC Mo/M®
LN3 HLA-DR PE eBioscience
3G8 CD16 FITC BD Mo
TL2.1 TLR2 FITC
HTA125 TLR4 PE
eBioscience
IT2.2 CD86 PE-Cy5
W6/32 HLA-abc FITC
GIR-94 IFNR PE BD Mo
259931 Dectin-1 PE R&D
2H10 TNFR1 PE
Caltag
4D1B10 TNFR2 PE
K5-1B8 CD1b PE
Ancell
5E2 Fas PE
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3.7. Determinacion de moléculas citoplasmaticas

3.7.1. Bcl-2, caspasa 3

Luego de tratarlos con las distintas cepas de Mtb (relacién 1:20), 0,5x10° M®
fueron marcadas superficialmente por inmunofluorescencia directa para identificar esta
poblacién. Luego fueron fijadas con paraformaldehido (PFA) al 0.5% en buffer fosfato
salino (PBS) durante 15 min a temperatura ambiente (Tamb) y en os curidad, lavadas y
permeabilizadas con 500yl de Perm2 (BD) 10 min a Tamb. Luego las células fueron
lavadas con PBS 1% SFB y resuspendidas en este mismo buffer, e incubadas 30min a
Tamb en presencia del mAb anti-Bcl-2 o Caspasa-3 activa (Tabla 3.2). Finalmente, las

células fueron resuspendidas en Isoflow™ (BD) y analizadas por citometria de flujo.

3.7.2. Citoquinas (CK)

Para determinar CK intracitoplasmaticas 1x10° PBMC/ml 0 0.5x10° M®/1,5ml fueron
cultivadas en presencia o ausencia de las distintas cepas de Mtb por 5 0 18/24h. A fin de
bloquear la secreciéon celular dependiente del aparato de Golgi se agrego al cultivo
Brefeldina A (5ug/ml, Sigma) durante las dltimas 4-6h de incubacion. Posteriormente, las
células fueron marcadas superficialmente, fijadas, permeabilizadas y marcadas

intracelularmente como se describié en la Secciéon 3.8.1.

Tabla 3.2. mAb utilizados en marcacion intracelular

Clon Especificidad Fluorocromo Proveedor Poblacion de

analisis
B27 IFN-y FITC
Caltag
JES3-9D7 IL-10 FITC
C8.6 IL12 p40/p70 PE Mo/M®
MAb11 TNF-a FITC eBioscience
CRM56 IL-18 PE/FITC
100 Bcl-2 PE Ancell
Mo
C92-605 Caspasa-3 FITC BD
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3.8. Determinaciéon de CK secretadas

La secrecion de CK por los M® (TNF-a, IL-10, IL12p70) determinada confirmada
por la técnica de ELISA siguiendo las especificaciones del fabricante (Ready-SET-Go!,
eBioscience). Los sobrenadantes de 1x10° M®/ml estimuladas o no con las distintas
cepas de Mtb durante 5 0 18h fueron analizados en duplicado y en dos diluciones distintas
segun la citoquina (1/1 y 1/2 o 1/10). La sensibilidad del ensayo fue de 4,7 pg/ml para la
IL-10 y de 7,8 pg/ml para TNF-a e IL-12.

3.9. Determinacion de Apoptosis/Necrosis

3.9.1. Exposicion en superficie de la fosfatidilser  ina

La apoptosis se determind por la unién especifica de la proteina Anexina V
conjugada con FITC a la fosfatidilserina (PS), la cual se expone en la cara externa de las
células apoptoticas tempranas, utilizando un kit comercial (Annexin V-FITC Apoptosis
Detection Kit, Sigma-Aldrich, EEUU). Para ello, al cabo de la incubacién (5-24h) con
distintas relaciones M®:bacteria, las células fueron resuspendidas en 150ul de binding
buffer en presencia de 5ul de AV y se incubaron 20 min a T°amb y luego se agregaron
5ul de ioduro de propidio (IP). La muestra fue adquirida inmediatamente en citobmetro de
flujo. Los datos se expresaron como porcentaje de M® AV'IP (apoptdticas tempranas) o
IP* (necroticas/apoptoéticas tardias; Figura 3.1). Para los tratamientos combinados con
drogas (Seccion 4.3.5.b, c, d), se siguié el mismo protocolo luego de cada esquema de

incubacion.

Figura 3.1: Interpretacion del
ensayo de Anexina V- IP. Las
células viables tienen la PS en
la cara interna de la mem-
brana celular que se
encuentra intacta, por lo que
son AV'IP". Cuando entran en
apoptosis, la PS se expone en
la superficie pero la integridad
de membrana se mantiene
(AV*IPY). Si la muerte celular
fue necroética o el proceso

IP _ > apoptotico avanza, la mem-
brana plasmatica se hace
permeable al IP.

Necrosis/ Apo tardia

Vivas
Apoptéticas

AV
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3.9.2. Pérdida del potencial de membrana mitocondri  al (AWy,)

La pérdida del potencial de membrana mitocondrial (AY,,) fue determinado con el
colorante DIOCg(3) (Invitrogen, EEUU), el cual marca con alta intensidad las células cuyas
mitocondrias se encuentran intactas. Cuando se induce la pérdida del AW, baja la
intensidad de la marca (Fig. 4.3.11). Los M® estimulados fueron resuspendidos en 200 ul
de una solucién 2nM de DIOCg(3) en PBS. Luego de 15 minutos de incubacion a 37<C, los
M® fueron lavados con PBS y se agreg0 IP para discriminar las células necroticas. La

muestra fue adquirida inmediatamente en citdmetro de flujo.

3.10. Infeccion de M ® con cepas viables de Mtb

Todos los ensayos con bacilos viables, asi como su cultivo se realizaron en el
Servicio de Micobacterias del Instituto ANLIS-Malbran bajo estrictas normas de

bioseguridad.

3.10.1. Recuento de UFC

Con el fin de evaluar la capacidad de replicacién intracelular de las distintas cepas
de Mtb, se diferenciaron M® en placas de 96 wells de fondo plano (entre 50.000 y
200.000 M®/well) en medio RPMI con 10% de SFB sin antibiéticos. Los M® fueron
infectados por triplicado durante cuatro horas con una multiplicidad de infeccién (MOI) de
10 con las cepas H37Rv, M y 410. Transcurrido este tiempo, los M® fueron lavados tres
veces con SF a 37T. Este punto fue considerado el tiempo cero. A las placas para la
determinacién de crecimiento intracelular a los 2, 5 y 9 dias se les agreg6 150ul de medio
completo sin antibidticos por pocillo y se incubaron en estufa a 37°C con 5% de CO,. En
cada tiempo post-infeccion (0, 2, 5 y 9) se retiraron los sobrenadantes para la
determinacién de CK liberadas al medio y se realiz6 un lavado con SF a 37T con el fin de
eliminar las bacterias extracelulares. Luego se agreg6é 100ul de SF a cada pocillo y se
incubd 10 minutos a 4°C para despegar los M®, los cuales fueron centrifugados a 1500
RPM por 10 minutos y resuspendidos en un volumen de 50ul. De esta suspension se
dispensaron 20 pl en una nueva placa y se les agregaron 50ul de solucion de lisis
(0.067% SDS en Middlebrook 7H9/OADC; BD) y 50ul de PBS con 20% de BSA a cada
pocillo. Se realizaron cuatro diluciones al décimo del lisado y se sembraron 10l de cada

dilucion en placas con medio 7H10/OADC, las cuales fueron incubadas a 5% CO, a 37C
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entre 2 y 5 semanas hasta que las colonias de Mtb fueron visibles para ser contadas. Los

resultados se expresan como UFC por ml de lisado de M® infectados.

3.10.2. Tincién acido alcohol resistente

Del mismo ensayo anterior, 10pl de cada suspensién de M® infectados con las
cepas M, 410 y H37Rv para los 0, 2 y 5 dias post-infeccion fueron dispensados en un
portaobjetos que contenia 10ul de BSA al 0,2% con el fin de favorecer el pegado de los
M® al vidrio. La eficiencia de la infeccién y la carga bacilar por M® fue determinada en
preparados coloreados con la tincién acido alcohol resistente o tincién de Ziehl-Neelsen.
Brevemente, primero se aplicé la fucsina-fenicada durante 5 min, calentado 3 veces hasta
la emision de vapores. El colorante fue lavado con agua corriente fria antes de realizar la
decoloracion con alcohol-acido durante 3 min. Luego de otro lavado con agua corriente
fria se realizé la decoloracidon con alcohol-acido durante 30 segundos. Después de otro
lavado con agua se realizd la coloracion de contraste utilizando el azul de metileno
durante 1 min. Una vez secos los preparados, estos fueron analizados en un microscopio
optico con objetivo de de inmersién de 100x de aumento. Se determind el porcentaje de

infeccion y la carga bacilar contando entre 40 y 50 M® por duplicado para cada muestra.

3.11. Proliferacion celular

2x10° PBMC/well fueron cultivados por triplicado en placas de 96 wells de fondo
plano durante 6 dias en presencia o ausencia de las diferentes cepas a distintas
relaciones PBMC:Mtb. En el dia 5, se agregé 0.5 pCi/well de 3*H-timidina, y la
radioactividad incorporada al ADN fue medida en un contador de centelleo 3 como
cuentas por minuto (cpm) detectadas. Como control se utilizé PPD (10ug/ml). Los

resultados fueron expresados como indice de estimulacion (IE=cpm tratado/cpm control).

3.12. Analisis Estadistico

3.12.1. Estadistica descriptiva

Los datos clinicos y personales de los pacientes fueron ingresados rutinariamente

en una base de datos. Las determinaciones de estadistica descriptiva (media, mediana,
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intervalo de confianza, etc.) fueron realizadas alternativamente con los programas Excel

(Microsoft) y Prism (GraphPad Software Inc.).

3.12.2. Inferencia Estadistica

Los resultados experimentales y las determinaciones realizadas ex vivo sobre las
muestras de PBMC y M® fueron comparadas estadisticamente empleando la prueba de
Wilcoxon para los andlisis pareados no paramétricos y la prueba Mann-Whitney (no
pareada, no paramétrica) para muestras provenientes de distintos individuos. En todos los
casos anteriores utilizamos el software Prism. Los valores de p<0.05 se asumieron como

estadisticamente significativos.
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4. RESULTADOS

4.1. Caracterizacion de la linea monocito-macrofagica en
pacientes y dadores sanos

Debido a su reproduccion clonal, Mycobacterium tuberculosis (Mtb) fue
considerada por mucho tiempo como una especie altamente conservada. Sin embargo, se
sabe en la actualidad que existe un grado de variabilidad importante, probablemente
relacionado con diferencias en los factores de virulencia y antigenos reconocidos por el
huésped. En el presente trabajo nos propusimos caracterizar la respuesta inducida por las
cepas M (MDR prospera, familia Haarlem, resistente a HRZES) y 410 (MDR no prospera,
familia Haarlem, resistente a HRZES) estrechamente relacionadas por su genotipo pero
con diferencias en la virulencia. Se utilizd como control la cepa de laboratorio H37Rv

(cepa de referencia, familia Tuscany, pansensible a drogas).

Siendo la serie monocito-macrofagica la poblacién blanco del Mtb, y teniendo en
cuenta que ante la infeccion con Mtb los monocitos (Mo) circulantes son una de las
primeras células mononucleares en arribar al foco inflamatorio, en primer lugar evaluamos
dicha poblacion en pacientes con tuberculosis multirresistente a drogas (MDR-TB). Como
controles se emplearon muestras de pacientes con tuberculosis sensible a drogas (S-TB)

e individuos sanos vacunados con BCG (N).

4.1.1. Caracterizacion de los pacientes MDR-TB

En el presente trabajo fueron incluidos un total de 34 pacientes con TB resistente a
drogas diagnosticados en el Hospital Mufiiz de la Ciudad de Buenos Aires entre los afios
2006 y 2009, la mayoria de ellos con compromiso pulmonar severo (Tabla 4.1.1). 29 de
estos casos fueron confirmados como MDR-TB segun su antibiograma, y se detecté un
caso de XDR-TB (resistente a H, R, E, S, etionamida, PAS, kanamicina, capreomicina y
ofloxacina). Mas del 80% de los casos fueron resistentes a 3 o0 mas drogas. Si bien
predominaron los pacientes con historia de abandono de tratamiento, aproximadamente

en un tercio de los pacientes estudiados no existieron antecedentes previos de TB, por lo
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Tabla 4.1: Caracterizacion de los pacientes MDR-TB

Parédmetro

Género 21 F 13 M Total: 34
Edad 3242 (18-56)*

GB/mm3 81274544 (5500-13300) *

Tiempo de

1
negativizacion (dias) 141+33 (25-730)

28 CC (93%) 2 SC (7%)
Rx torax 9 unilateral 1 unilateral
19 bilateral 1 bilateral

Tipo de RD Adquirida: 21 (64%) Primaria: 12 (36%)
Resistencia 29 MDR-TB 4 Poli-DR 1 XDR-TB
Ne°de resistencias 5,0+0,4 (2-9)*
Familia Haarlem: 10  LAM: 12 T2 Orphan:1

Cluster M: 6

"MediatES (Rango). F: femenino; M: masculino; Rx: radiografia; CC: con cavidades; SC: sin
cavidades; RD: resistencia a drogas; MDR-TB: tuberculosis multirresistente a drogas; Poli-DR:
tuberculosis causada por Mtb resistente a drogas distintas a rifampicina e isoniazida; XDR-TB:
tuberculosis extremadamente resistente a drogas (Seccion 2.2.1); LAM: linaje Latino Americano-
Europeo; T: linaje Tuscany

tanto fueron considerados como MDR primarios por contagio directo. Se dispuso de la
genotipificacion por RFLP en 25 de los casos estudiados, los cuales correspondieron en
su mayoria a las familias Haarlem (40%) y LAM (48%). 6 de los aislados fueron
clasificados dentro de la familia M segin su patron de bandas. La negativizacion del
esputo (ausencia de BAAR) es un parametro que indica una evolucion favorable frente al
tratamiento. En la gran mayoria de los casos de S-TB, el esputo se negativiza al final de la
fase inicial, es decir a los dos meses de tratamiento [109]. El promedio del tiempo de
negativizacion del esputo en los pacientes con resistencia a drogas fue cercano a los 5
meses, aunque la evolucion fue muy variable. El tiempo de negativizacién no correlacion6
con la historia de abandono del tratamiento ni el nimero de resistencias (datos no
mostrados). Los dos casos de MDR-TB por cepas de la familia Tuscany respondieron
rapidamente al tratamiento de segunda linea (esputo negativo a los 31 y 59 dias
respectivamente), aunque esta tendencia debera ser confirmada con una mayor

casuistica.
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4.1.2. Caracterizacion de subsets de monocitos circulantes

Los Mo circulantes constituyen una poblacion heterogénea en cuanto a fenotipo y

funcién. En el humano, el subset mayoritario (80~90% en dadores sanos) se caracteriza

por la alta expresion de CD14 y la ausencia del receptor FcyR-lll (CD16) en la superficie,

una alta actividad fagocitica y menor produccién de citoquinas (CK)[110]. El resto de los

Mo se caracterizan por ser CD14"CD16" y fueron inicialmente llamados inflamatorios

debido a su capacidad de producir TNF-a e IL-18 en respuesta al LPS. Se ha reportado el

aumento de este subset en la sangre periférica durante distintos procesos inflamatorios,

incluida la tuberculosis [111-116].
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Figura 4.1.1: Caracterizacion ex vivo de los monocitos (Mo) cir
funcion de la expresion de CD16.

culantes en pacientes MDR -TB en
a. Dot plots representativos de un dador sano, un paciente S-TB y
un MDR-TB (Gate de Mo). Los Mo fueron clasificados en CD14"CD16°, CD14*CD16" y CD14"'CD16™"
de acuerdo a los niveles de expresion de estos marcadores. b. Porcentajes de cada subset en los
pacientes MDR-TB. c. Mediana de intensidad de fluorescencia (MIF) para los marcadores CD14, CD16
y HLA-DR en las tres subpoblaciones de Mo de pacientes MDR-TB. Diferencias estadisticas:
CD14""'CD16"/CD14" CD16™ vs. CD14"™'CD16" **p<0.01, ***p<0,005. CD14"*CD16" vs. CD14* CD16™":
1p<0,01. ND: no determinado. n=20
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Para caracterizar estas subpoblaciones realizamos una marcacion de superficie y
andlisis por citometria de flujo con Mo frescos de muestras de células mononucleares de
sangre periférica (PBMC) de pacientes MDR-TB, S-TB y dadores normales (N; Figura
4.1.1). Observamos que los pacientes MDR-TB tienen aumentado el subset CD14°'CD16"
de manera similar a los S-TB (Fig. 4.1.1a; MediatSEM. N: 12,8+1,3%; S-TB: 23,7+2.0;
MDR: 23,8442,8, N vs. S-TB/MDR-TB: p<0,001. n=20). En los pacientes MDR-TB se pudo
identificar un pequefio porcentaje (6,2+0,8%) de Mo CD16" con bajos niveles de CD14
(Fig. 4.2.4a, b) cuyo fenotipo coincide con lo descripto en bibliografia (alta expresion de
CD16 y HLA-DR; Figura 4.1.1c) [117].

@ La poblaciéon de Mo circulantes en pacientes con
MDR-TB y S-TB es semejante, y esta constituida por

un alto porcentaje de Mo inflamatorios CD14 "CD16".

4.1.3. Produccion de citoquinas intracelulares por monocitos

Los Mo son células de la respuesta inmune innata con una gran variedad de
receptores de superficie para el reconocimiento directo de patdgenos, y en respuesta a
ellos producen distintas CK de fase aguda como TNFa e IL-1f y tardias como IL-12, IFNy
e IL-10. Habiendo determinado que ambos grupos de pacientes presentan aumentada la
poblacién de Mo inflamatorios, nos propusimos caracterizar el patréon de produccion de

estas CK en los Mo de pacientes y dadores sanos.

El TNF-a es una CK de produccion temprana con un rol central tanto en la
respuesta protectora en la TB como en la formacion del granuloma (Seccién 2.3.1). Para
determinar la expresion de TNF-a, las PBMC fueron incubadas con las cepas H37Rv, M y
410 inactivadas por calor durante 5 y 18 horas, con la adicién durante las ultimas 4 h de
Brefeldina A, y determinandose posteriormente la expresion por citometria de flujo. En la
Figura 4.1.2 se observa el patrén de produccion intracelular de esta CK alas 5y 18 h de
incubacién con las distintas cepas en dadores sanos, S-TB y MDR-TB. La expresion de
TNF-a fue dependiente tanto de la cepa de Mtb como del grupo evaluado, sin embargo, el
pico de expresién se observé a las 5 h post-estimulacion en los tres grupos, decayendo a
las 18 h en N y S-TB independientemente de la cepa empleada (Fig. 4.1.2a-c). En los
MDR-TB solamente se observo este perfil para H37Rv (Fig. 4.1.2c).
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En la Fig. 4.1.2d se resumen las significancias de las pruebas realizadas para
evaluar la diferencia de expresion de TNF-a segln la cepa (prueba pareada de Wilcoxon)
y el dador (prueba de Mann Whitney). A las 5 h post-estimulacion, la expresion de TNF-a
inducida por H37Rv en los pacientes tanto sensibles a drogas como MDR, fue menor que
en los dadores sanos (Fig. 4.1.2d, panel derecho). No se observaron diferencias

significativas en la expresion espontanea de esta CK entre los grupos. H37Rv indujo una
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Figura 4.1.2: L a expresion de TNF -a inducida por Mtb en Mo depende de la cepa empleada y del

dador. Monocitos (Mo) de sangre periférica de 8 dadores sanos (N; a), 10 pacientes S-TB (b) y 12
MDR-TB (c) fueron cultivados durante 5 y 18 horas solos (C) o con la cepa de laboratorio H37Rv y las
cepas MDR My 410 en una relacion de 1 PBMC:2 Mtb. Se determiné la expresion intracitoplasmatica
de TNF-a por citometria de flujo en el gate de Mo. Los resultados se expresan como media + ES. Para
simplificar las figuras solo se ha graficado el control de 5 horas ya que no hay diferencia con C de 18
horas. Diferencias estadisticas: Mo control (C) vs estimulados durante 5h: **p<0,01; C vs 18h: *p<0,05.
La expresion decae a las 18h en N y S-TB (5h vs 18h: tp<0,05). d. Resumen de las significancias
estadisticas para las diferencias entre cepas (prueba pareada de Wilcoxon, panel izquierdo) y entre
grupos (prueba de Mann Whitney, panel derecho) a las 5h de estimulacion. No se observaron
diferencias a las 18 h. e. La preincubacion con la cepa M no inhibe la produccion de TNF-a inducida por

H37Rv en Mo de N. *p<0,05.
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mayor produccion de TNF-a que M y 410 en N y MDR-TB (Fig. 4.1.2d, panel izquierdo).
No se observaron diferencias entre cepas a las 18 h post-estimulacién (Fig. 4.1.2a-c).
Estos resultados sugieren que los Mo de pacientes con TB, independientemente de que
estén infectados con una cepa resistente o sensible a drogas, producen menos TNF-a en

respuesta a las cepas evaluadas, y especialmente M y 410 son pobres inductoras de

dicha CK.
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En funcién de lo observado, nos preguntamos si la baja expresion de TNF-a
inducida por M se deberia a un mecanismo inhibitorio empleado por esta cepa. Para
responder esta pregunta, preincubamos los Mo con la cepa M durante 30 min y luego
agregamos H37Rv al mismo cultivo, hasta completar las 5 h de incubacién (M+H37Ryv,
Fig. 4.1.2e). Se observd que los niveles de expresion de TNF-a inducidos por M se
revertian por la posterior incubacion con H37Rv en los tres grupos, sugiriendo que la cepa

M tendria per se una menor capacidad de inducir la expresion de esta CK.

IL-1B es otra CK proinflamatoria de produccion aguda que, a diferencia del TNF-q,
debe ser procesada en el citoplasma por la enzima caspasa-1 para pasar a su forma
activa. Este proceso esta regulado por un complejo multiproteico llamado inflamasoma
[118]. Empleando el mismo sistema de estimulacion que para TNF-a, observamos que la
expresion de IL-13 también varié segln el huésped y la cepa utilizada, y el maximo de
produccion se observé a las 5 h en dadores normales y S-TB (Fig. 4.1.4a, b).
Llamativamente, en los N el porcentaje de Mo-IL-1B" inducido por M y 410 se mantuvo
constante a las 18 h mientras que disminuy6 significativamente para H37Rv (Fig. 4.1.4a).
Por el contrario, en los MDR-TB la cepa M indujo la maxima expresion a las 18h (Fig.
4.1.4c, d).

Mas aun, siguiendo un esquema de preincubacion similar al utilizado para el TNF-
a, observamos que la cepa M tampoco fue capaz de inhibir la produccion de IL-1(3
inducida por H37Rv en los tres grupos (Fig. 4.1.4e). Independientemente de la cepa
evaluada, los pacientes S-TB y MDR-TB presentaron menor porcentaje de Mo-IL-1B" que

los dadores sanos a 5 h de estimulacién (Fig. 4.1.4d, panel derecho).

@ Si bien los pacientes con TB tienen aumentado en
circulacion el subset de Mo inflamatorios, éstos tienen
disminuida su capacidad para producir TNF- a e IL-18

por estimulaciéon con  Mtb.

® Ambas cepas MDR son pobres inductoras de TNF- a, y
tienen una cinética de induccion de la expresion de IL- 1B

mas retardada que H37Rv.

A continuacién se estudiaron otras CK de produccion tardia. En la Figura 4.1.4a se

grafica la induccién de IL-12 en Mo estimulados por 18h con las cepas H37Rv, My 410.
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Tanto en los dadores sanos como en los pacientes MDR-TB, la cepa que indujo mayor IL-
12 fue 410. Esta diferencia no se observé en los S-TB. El IFN-y es la CK caracteristica de
una respuesta Thl, siendo su principal fuente los linfocitos T y las células NK. Sin
embargo, se ha descripto mas recientemente que las células mieloides como los
macréfagos (M®), células dendriticas (CD) y los Mo también pueden producirla [119]. La
produccion de IFN-y por Mo no vari6 con la cepa utilizada, pero si dependi6 del dador: el
porcentaje de Mo IFN-y* fue mayor en los pacientes (Fig. 4.1.4b). Asimismo, la induccion
de IL-10, CK antiinflamatoria, tampoco dependié de la cepa, y fue mayor en los pacientes
S-TB pero no en los MDR (Fig. 4.1.4c).
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@ Las diferencias en la produccién de CK de fase tardia
dependerian de la cepa y del status inmunolégico del

huésped.

@ La cepa 410 es una fuerte inductora de IL-12 en Mo de
dadores sanos, en cambio, la expresion de IFN- vy e IL-10

es mas dependiente del dador que de la cepa.

4.1.4. Analisis de correlacion con datos clinicos

Tal como mencionamos anteriormente, los Mo circulantes que expresan el CD16"
han sido denominados inflamatorios por su capacidad de producir TNF-a al ser
estimulados con ligandos de TLR2 y TLR4 [120]. Por lo tanto evaluamos si el incremento
en la poblacion de Mo inflamatorios correlacionaba con la produccion de esta CK,
clasificando a los pacientes en dos grupos segun la mediana del %Mo-CD16" en los
grupos estudiados (20%). Como se observa en la Figura 4.1.5a, tanto los pacientes con
%Mo-CD16" menor o igual a 20% como aquellos con mas del 20% produjeron niveles
semejantes de expresion de TNF-a en respuesta a H37Rv. Sin embargo, la expresion de
IL-1B fue significativamente menor en aquellos pacientes con un alto %Mo-CD16" tanto en
pacientes S-TB como MDR-TB (Fig. 4.1.5b). No se hallaron diferencias en la expresion
de IL-12, IL-10 ni IFN-y (datos no mostrados).
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Figura 4.1.5: Los pacientes con mayor porcentaje de Mo-CD16" circulantes expresan menos IL -
1B. Expresion de de CK proinflamatorias inducidas por H37Rv en pacientes S- y MDR-TB clasificados
segun el porcentaje de Mo-CD16" a las Oh. Se tomé como valor de corte la mediana del porcentaje de
Mo-CD16" (20% de los Mo totales). a. No se observan diferencias significativas en la expresién de
TNF-a. b. La expresion de IL-1B fue menor en los pacientes con mas del 20% de Mo-CD16" (*p<0,05).
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Nos preguntamos si los datos clinicos y epidemiolégicos de pacientes MDR-TB
podrian asociarse con algunos de los parametros determinados en los Mo. Para ello,
realizamos un analisis retrospectivo segln las historias clinicas de cada paciente
estudiado. En primer lugar, evaluamos si la respuesta favorable al tratamiento podria estar
asociado con el %Mo-CD16" o la expresion de CK proinflamatorias en respuesta a la cepa
de laboratorio H37Rv (Fig. 4.1.6). Los pacientes MDR-TB fueron clasificados de acuerdo
al tiempo de negativizacion del esputo, tomando como valor de corte los 60 dias, puesto
qgue es el tiempo que con el tratamiento de primera linea negativiza el esputo en la
mayoria de los S-TB. Como se puede observar en la Figura 4.1.6¢c, los Mo de los
pacientes MDR-TB que respondieron al tratamiento dentro de los primeros dos meses
fueron los que mas IL-1B expresaron. No se observaron diferencias en el %Mo-CD16" o

expresion de TNF-a.
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Figura 4.1.6: La mayor expresion d e IL-1B correlaciona con un menor tiempo de negativizacion
del esputo. Porcentaje de Mo-CD16" y expresién de CK proinflamatorias inducidas por H37Rv en
pacientes MDR-TB clasificados segun el tiempo de negativizacion del esputo. Se tomé como valor de
corte al lapso de 60 dias, tiempo en el que negativizan los pacientes S-TB que responden
favorablemente al tratamiento. No se observan diferencias significativas en el % Mo-CD16" ni en la
expresion de TNF-a entre los dos grupos (a, b). c. La expresion de IL-18 al momento de la extraccion
fue menor en los pacientes que permanecieron con la baciloscopia positiva por mas de 60 dias
(*p<0,05).

Como se menciond en la Seccién 2.2.1, la TB resistente a drogas puede ser
clasificada en dos grupos: adquirida (debida a tratamientos incompletos o incorrectos en
el pasado) o primaria (por contagio directo con un bacilo MDR). Evaluamos si estos dos

grupos de pacientes diferian entre si en los parametros determinados, pero no hallamos
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Figura 4.1.7: El porcentaje de Mo -CD16" y la induccion de CK proinflamatorias no estaria
asociada con la historia de tratamiento previo. Porcentaje de Mo-CD16" y Mo-TNF-a+ y Mo-IL-1p+
inducidos por H37Rv en pacientes MDR-TB con (MDR-TB adquirida, ADQ) y sin (MDR-TB primaria,
PRIM) historia de abandono de tratamiento previo. No se observan diferencias significativas en el %
Mo-CD16"(a) ni en la expresién de TNF-a (b) e IL-1B (c) entre los dos grupos.

diferencias significativas en el %Mo-CD16" (Fig. 4.1.7a), ni en la expresion de TNF-a (b),
IL-1B (c) y CK de fase tardia (datos no mostrados).

Finalmente, determinamos si el genotipo de la cepa causante de MDR-TB en cada
paciente podia estar relacionado con los parametros inmunolégicos evaluados. En la
Figura 4.1.8 se puede observar que los pacientes infectados con cepas de la familia
Haarlem y LAM no difieren en el %Mo-CD16" (a) ni en la expresion de CK (b, ¢ y datos no

mostrados). La influencia de la familia T no pudo ser evaluada por su baja representacion
en la poblacién estudiada.
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Figura 4.1.8: El porcentaje de Mo -CD16" y la induccién de CK proinflamatorias no estaria
asociada con el genotipo de la cepa causante de la MDR-TB. Porcentaje de Mo-CD16" y de Mo-
TNF-a+ y Mo-IL-1B8+ inducidos por H37Rv en pacientes MDR-TB clasificados segun el genotipo de
Mtb causante de la MDR-TB. No se observan diferencias significativas en el % Mo-CD16"(a) ni en la
expresion de TNF-a (b) e IL-1 (c) entre los dos grupos.
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® El aumento de Mo inflamatorios estaria asociado a una
menor expresion de IL- 1B tanto en S-TB como en MDR-
TB.

@ Aquellos pacientes MDR-TB que respondieron
favorablemente al tratamiento tuvieron una mayor

expresion de IL- 1B frente a Mtb al momento de estudio.

4.1.5. Proliferacion de PBMC

Posteriormente, evaluamos si diferencias antigénicas entre las distintas cepas de
Mtb podrian ponerse de manifiesto en un ensayo de proliferacién celular. Brevemente,
PBMC de dadores sanos PPD negativos (N-PPD-) y positivos (N-PPD+), pacientes con S-
TB y MDR-TB se estimularon en tres relaciones PBMC:Mtb con las cepas H37Rv, My 410
inactivadas por calor, se incubaron durante 5 dias y se determiné la proliferacién por
incorporacién de timidina tritiada (Fig. 4.1.9). Paralelamente, se realiz6 un cultivo control
empleando PPD (10 pg/ml). Se consider6 como una respuesta proliferativa positiva
aquella en la que el indice de estimulacion (IE: cpm tratado/cpm control) fue mayor a 5. En
la Figura 4.1.9a se puede observar la curva dosis respuesta para los N-PPD+. Se tom¢ la
relacion 1:5 para las comparaciones siguientes (Fig. 4.1.9b). Como era de esperarse, los
N-PPD-, que si bien fueron vacunados con BCG nunca estuvieron en contacto con Mtb,
no proliferaron en respuesta a las cepas. Tanto los pacientes S-TB como los MDR-TB
tuvieron una respuesta proliferativa menor frente a la estimulacién con el antigeno PPD
comparados con los N-PPD+ (IE MediatSEM en N-PPD+: 8,5+1,3; S-TB: 5,4+1,1; MDR-
TB: 5,3+1,4; N-PPD+ vs. S-TB/MDR-TB: p<0,05) tal como se ha descripto previamente
[121]. En consonancia con este resultado, los pacientes S-TB también presentaron una
menor respuesta proliferativa frente a Mtb pero sélo con las cepas H37Rv y 410 (Fig.
4.1.9b). La respuesta frente a las distintas cepas varié segun el grupo estudiado, siendo M
una pobre inductora de la respuesta proliferativa tanto en N-PPD+ como en MDR-TB. Sin
embargo, en los S-TB el patron fue inverso siendo la respuesta inducida por M

ligeramente mayor.
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a. PPD+
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Figura 4.1.9: La respuesta proliferativa inducida p  or Mtb varia segun el dador y la cepa
utilizada. Ensayo de proliferacion por incorporacion de timidina ->H luego de 5 dias de cultivo de
PBMC con las cepas H37Rv, M y 410 a distintas relaciones de PBMC:Mtb. Dadores sanos negativos
para la prueba de Mantoux (N-PPD-): n=7, dadores sanos positivos (N-PPD+): n=8, S-TB: n=10,
MDR-TB: n=6. a. Curva dosis respuesta para los N- PPD+. |E: indice de estimulacion. La respuesta
fue considerada positiva cuando fue superior a IE=5 (linea de puntos). b. Media + ES de los IE de los
grupos estudiados y resumen de las diferencias estadisticas entre cepas (panel izquierdo, prueba de
Wilcoxon) y entre grupos (panel derecho, prueba de Mann Whitney) para la relacién 1 PBMC: 5 Mtb.
La respuesta proliferativa en los S-TB fue mayor que en los N-PPD-, pero menor que en los N-PPD+.
La cepa M indujo menor proliferacion en los N-PPD+ y MDR-TB. *p<0,05, **p<0,01.
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@ Los pacientes S-TB y MDR-TB tendrian una respuesta
proliferativa deprimida frente a antigenos de Mtb, en

concordancia con reportes previos.

@ Las cepas estudiadas son capaces de inducir diferentes
niveles de proliferacion en los individuos N-PPD "y en
los pacientes. Ademas, los resultados observados en
individuos N-PPD * sugieren que las cepas evaluadas

diferirian en componentes antigénicos.

4.2. Evaluacion de la interaccion de las distintas cepas de
Mtb con macréfagos ( M®) derivados de monocitos

4.2.1. Marcadores de superficie en M®

Teniendo en cuenta que el M® es el nicho preferido de Mtb, nos propusimos
investigar su interaccion con las cepas a través de la determinacion de moléculas
involucradas en la presentacion antigénica, coetimulatorias y receptores de
reconocimiento de patrones moleculares asociados al patégeno. Para ello utilizamos
como modelo M® derivados de monaocitos periféricos de individuos sanos diferenciados in
vitro durante 5 a 7 dias y estimulados por 18 h con las cepas. Posteriormente se

determind la expresion de diferentes marcadores de superficie por citometria de flujo.

Primeramente evaluamos algunos marcadores relacionados con la presentacion
antigénica y coestimulaciéon. Las moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad de
clase | (MHC 1) son las encargadas de la presentacion de antigenos de origen citosodlicos,
siendo los productos de los genes hla-a, b y ¢ los principales subtipos en humanos. Si
bien el porcentaje de M® HLAabc® se mantuvo constante con las distintas cepas (datos
no mostrados), la mediana de intensidad de fluorescencia (MIF), la cual representa el
nivel de expresion, se redujo significativamente en las células tratadas con la cepa 410
(Fig. 4.2.1a). HLA-DR es la principal molécula MHC tipo Il en humanos, y es la encargada
de la presentacion de antigenos fagocitados por las CPA. Como se puede observar en la

Figura 4.2.1b, tanto H37Rv como M inducen un aumento en la expresién de HLA-DR,
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Figura 4.2.1: H37Rv induce mayor expresion de HLA -DR en macréfagos (M ®) que M y 410.
Expresion de marcadores asociados a la presentacion antigénica y coestimulacion en la superficie de
macrofagos derivados de monocitos (M®) de dadores sanos (n=7) luego de 18h de estimulacion,
H37Rv, M y 410 (relacion 1IM®:2Mtb; citometria de flujo). a. Modulacién de la expresion de HLA-abc
expresada como mediana de intensidad de fluorescencia (MIF). La cepa 410 indujo una disminucién
en la expresion de HLA-abc (C vs. 410: *p<0,05; H37Rv/M vs. 410: 1p<0,05). b. H37Rv y M indujeron
un aumento en la expresion de HLA-DR (C vs H37Rv/M: **p<0,01), aunque en menor grado para M
(H37Rv vs. M: 1p<0,05). No se observaron diferencias en el % de M® CD1b*(c) y CD86" (d).

siendo menor con M. No se observaron diferencias significativas con la cepa 410. CD1b
es una molécula presentadora de antigenos lipidicos a la cual se le atribuye parte de la
respuesta protectora frente a Mtb [57]. El porcentaje de M® que expresan CD1b es muy
bajo y este valor no se modificd por el tratamiento con las cepas (Fig. 4.2.1c), como
tampoco se observaron diferencias significativas en los niveles de expresion (dato no
mostrado). Ademas, la expresion de CD86, necesaria para la interaccion entre CPA y

linfocitos, no mostro diferencias significativas entre las cepas (Fig. 4.2.1d).

@ No habria diferencias significativas entre las cepas en la
modulacion de la expresion de moléculas presentadoras
de antigenos HLA-abc y CD1b, asi como en CD86, que
puedan explicar las diferencias observadas en el ensayo

de proliferacion (Fig. 4.1.9).
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@ La baja respuesta proliferativa inducida por M podria

deberse en parte ala menor up-regulacién de HLA-DR.

Los PRR (Seccion 2.3.2) inducen sefiales asociadas a la activacion o inhibicion en

las funciones del M® (Fig. 2.3.5); por los tanto evaluamos ciertos receptores asociados al
reconocimiento innato de Mtb. La expresion de TLR2, TLR4 y su co-receptor CD14 fue
determinada en M® incubados durante 5 y 18 h con las cepas H37Rv, M y 410. La

modulacion de los receptores TLR2 y TLR4 ocurri6 tempranamente y de manera

transitoria, aumentando su expresion a las 5 h de estimulacién con las cepas H37Rv y M

(Fig. 4.2.2a, b), mientras que CD14 fue down-regulado por las tres cepas a las 18 h (Fig.

4.2.2c).
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Figura 4.2.2: Modulacion diferencial de receptores de reconocimiento de patrones (PRR) por

las distintas cepas de Mtb. Expresion de receptores de reconocimiento de patrones en la superficie
de M® de dadores sanos (n=8) incubados solos (C) o con H37Rv, M y 410 durante 5 y 18 h (relacion
1M®:2Mtb). La mediana de intensidad de fluorescencia (MIF) de los receptores TLR2 (a) y TLR4 (b)
aumenta transitoriamente a las 5 h de estimulacién con las cepas H37Rv y M (*p<0,05), mientras que
con 410 no se observaron diferencias (410 vs H37Rv/M: tp<0,05). c. Las tres cepas down-regularon
la expresion de CD14 a las 18h (**p<0,01). d. La expresion del receptor de manosa (MR) aumenta a
las 5h (C vs. H37Rv/M/410: p<0,05) y vuelve a los niveles basales a las 18 h. e. Dectin-1 aumenta a
las 5h de estimulacién con las tres cepas (C vs. H37Rv/M/410: p<0,05) y se mantiene elevado a las 18
h de tratamiento con M (C vs M, M vs H37Rv/410: tp<0,05). En todas las figuras se muestra C de 5
horas ya que no difiere de C de 18 horas.
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Otro grupo de receptores en M® vinculados con el reconocimiento y la fagocitosis
de Mtb lo constituyen los receptores de la familia de las lectinas de tipo C. El receptor de
manosa (MR) y Dectin-1 tienen alta expresién en M® y se ha propuesto que tendrian
funciones antagonicas en la activacion del mismo (Fig. 2.3.5). Si bien no se observaron
diferencias significativas en el porcentaje de M® MR" (datos no mostrados), la expresion
de este receptor aumentdé de manera transitoria a las 5 h de estimulacién con las tres
cepas (Fig. 4.2.2d). Tanto el porcentaje de M® Dectin-1" como su expresién aumentaron
a las 5 h con las tres cepas evaluadas, pero solamente la cepa M up-regulé su expresién
a las 18h (Fig. 4.2.2e y datos no mostrados). Si bien recientemente se ha demostrado
que los M® alveolares de pacientes con TB pulmonar activa expresan DC-SIGN, otro
miembro de la familia de las lectinas de alta expresion en CD [78], ésta seria una
particularidad del subset de M® alveolares, ya que en nuestro sistema el porcentaje de
M®-DC-SIGN" fue bajo (Media+SEM: 3,9+1,3%) y no se alterd con las distintas cepas

(datos no mostrados).

4.2.2. Produccion de citoquinas  por MO

Dada la induccion diferencial de CK observadas en los Mo (Seccion 4.1.2),
evaluamos la produccion de las mismas en los M®. Primeramente determinamos la
expresion de TNF-a a las 5 y 18 h de estimulacion. Como se puede observar en la Figura
4.2.3a, la méxima expresion de TNF-a en el M® fue observada con las tres cepas a las 5
h post-estimulacion. La induccién con ambas cepas MDR fue significativamente menor
que con H37Rv (Fig. 4.2.3b). Este resultado fue confirmado por el método de ELISA en
los sobrenadantes de cultivo de las 5 h de estimulacion (C: 2,5+1,5 pg/ml; H37Rv:
54,5+4,0; M:17,1+4,9; 410: 23,4+5,5. H37Rv vs. M/410: p<0,05. n=6). Dada la baja
expresion y produccion de TNF-a inducida por la cepa M, determinamos si esta cepa era
pobre inductora o utilizaba algin mecanismo inhibitorio en la produccion de esta CK. Para
ello, preincubamos los M® durante 30 min con la cepa M y posteriormente estimulamos
con H37Rv. Al igual que en Mo, M tampoco redujo la produccion de TNF- a inducida por
H37Rv (Fig. 4.2.5b). Llamativamente el % de M® que respondieron a Mtb fue
significativamente menor que en los Mo (Mo vs. M® estimulados con H37Rv, M y 410,

p<0,01). Dicha disminucion en la respuesta fue mas pronunciada para las cepas de Mtb
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expresion de TNF-a, ésta fue significativamente mayor con H37Rv.
0 N K c. La preincubacién de los M® con la cepa M no fue capaz de
,;\Q' ,g@' revertir la expresion inducida por H37Rv (M vs. M+H37Rv:
A \,:\" *p<0,05).

ya que BCG indujo una mayor expresion de TNF-a en los M® (MediatSEM: 35+5; BCG
vs. H37Rv: p<0,05).

Llamativamente, a diferencia de lo observado en Mo, la produccién de IL-1f por los

M® tuvo su méximo a las 18 h (Fig. 4.2.4), y no se observaron diferencias entre las cepas

utilizadas.
601 * -
& H37Rv Figura 4.2.4: Las cepas H37Rv, M y 410
< M inducen niveles similares de IL-1 B. M®
t~ 40 -4 410 de dadores sanos fueron cultivados solos
<~ (C) o0 con H37Rv, M y 410 durante 5 y18 h
=Ia (relacion 1M®:2Mtb, n=7) determindndose
S~ 201 el % M®- IL-1B" por marcacion intracelular
(C vs H37Rv/M/410: *p<0,05). No se
observaron diferencias significativas entre
0 cepas.
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Ademds, evaluamos la expresion intracitoplasmética de IL-12, IFN-y e IL-10 a las
18 h de estimulacion. No se observaron diferencias en la expresion de IL-12 con las cepas
H37Rv, My 410 (Fig. 4.2.5a). La expresion de IFN-y fue inducida por H37Rv y M pero no
por 410 (Fig. 4.2.7B), mientras que solo se obtuvo inducciéon de IL-10 por H37Rv (Fig.
4.2.7c). Este ultimo resultado fue confirmado por el método de ELISA en sobrenadantes
de cultivo de M® estimulados durante 18h (C: 3+2pg/ml; H37Rv:27+4; M: 13+5; 410:
10+3. H37Rv vs. M/410: p<0,05).

N b. c
10 1 . 41 . 6 .
8 4 * * i
3-
‘™ +>.‘ t o 4- 4
< 67 = -
| i |_|_2' 1
x4 §1 SR
21 1
0- Q- 0-
O g o O o o VIS o
4 $ N & N A& + N
R R R

Figura 4.2.5: Las cepas MDR inducen menor expresion de IL-10 en M®. Determinacion del
porcentaje de M® que expresan IL-12 (a), IFN-y (b) e IL-10 (c) por citometria de flujo luego de 18h de
de cultivo solos (C) o con H37Rv, M y 410, relacion 1IM®:2Mtb, n=9. Las tres cepas estudiadas
indujeron niveles similares de IL-12 (a. C vs. H37Rv/M/410: *p<0,05), mientras que la expresion de
IFNy aumenté Gnicamente con las cepas H37Rv y M (b. C vsH37Rv/M: *p<0,05; 410 vs. H37Rv/M:

Tp<0.05). c. No se observé induccién de IL-10 con las cepas MDR (C vs H37Rv: *p<0,05. H37Rv vs.
M/410: tp<0.05).

® Los Mo circulantes y los M® responden de manera

diferente frente a los mismos estimulos.

@ La produccion de TNF- a en M® estimulados con las
cepas MDR fue menor que con H37Rv, y M no fue capaz
de inhibir la expresion inducida por H37Rv, por lo tanto,
la cepa M es pobre inductora de TNF- o tanto en Mo
como M® humanos.
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4.3. Mecanismos de evasion de la respuesta inmune
innata por cepas de Mycobacterium tuberculosis

Mtb ha desarrollado diferentes mecanismos para sobrevivir en ambientes hostiles
manipulando la respuesta inmune del huésped a su favor (Seccidén 2.3). Se han descripto
numerosos mecanismos de evasion, dentro de los cuales la inhibiciéon de la formacién de
fagolisosoma y su acidificacion [75, 122], modulacion de la produccion de CK [85], down-
regulacion del receptor de IFN-y [123] y la inhibicién de la muerte por apoptosis [94, 95]
han sido asociados con el M®. La diversidad de los mecanismos empleados y la
complejidad de la interaccién huésped-patdgeno hablan de la larga historia de co-
evolucion entre Mtb y el hombre. Por lo tanto, investigamos si existen diferencias en estos
mecanismos de evasion de la respuesta inmune innata que pudieran explicar la diferente

virulencia entre las cepas MDR (M y 410) en comparacion con H37Ruv.

4.3.1. Modulacion del receptor de IFN- Yy

El IFN-y es una CK central de la respuesta inmune frente a Mtb (Seccién 2.3.1), y
se ha descripto que el bacilo podria regular negativamente la expresion del receptor en los
M® como parte de un mecanismo de evasion [123]. Como se puede observar en la Figura
4.3.1, las tres cepas estudiadas indujeron una disminucion en la expresion del receptor de
IFN-y (IFNR) de manera similar. Se observo la misma tendencia para el porcentaje de M®

IFNR" (datos no mostrados). Estas diferencias no se observaron a las 5 h de estimulacion.

@ La down-regulacién del IFNR seria un mecanismo

general de evasién y no dependeria de las cepas.

60
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4.3.2. Replicacion intracelular

Debido a que el M® es capaz de controlar el crecimiento de micobacterias no
patégenas, como BCG o la cepa avirulenta H37Ra, la virulencia e infecciosidad de
distintos genotipos de Mtb ha sido asociada a la capacidad de la micobacteria para
replicarse intracelularmente [86, 124, 125]. Asimismo, cuando M y 410 son cultivadas en
medio liquido enriquecido para micobacterias, se ha observado que M tiene una fase lag
(de latencia) mayor que 410, pero una vez iniciada la division celular M alcanza
rapidamente la misma concentracion bacilar que 410 (L6pez B., comunicacién personal).
Teniendo en cuenta estas observaciones, nos preguntamos si diferencias en el
crecimiento intracelular podrian explicar la diferente virulencia de estas dos cepas
genéticamente relacionadas, M (epidemiolégicamente exitosa) y 410 (no préspera) v,
ademas, si el comportamiento de éstas era igual o diferente al observado en los medios
enriquecidos. Para ello se realizaron infecciones in vitro en M® humanos con cultivos
viables de Mtb a una multiplicidad de infeccién (MOI) de 10 bacilos por M®. Se obtuvieron
los lisados de M® infectados a los dias 0, 2 y 5 de infeccién y se analizaron las unidades
formadoras de colonias (UFC) en medio de cultivo sélido. Como se puede observar en la
Figura 4.3.2, las unidades formadoras de colonias (UFC) recuperadas inmediatamente
después de la infeccion de los M® fue ligeramente mayor para las cepas My 410, aunque

no se alcanzé significancia estadistica. Las cepas M y H37Rv tuvieron una replicacion
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Figura 4.3.2: El crecimiento intracelular de la cep  a 410 es mayor a la observada en M. Recuento
de unidades formadoras de colonias (UFC/ml de lisado de M®) recuperadas de M® infectados con
una multiplicidad de infeccion (MOI) de 10 con las cepas H37Rv, M y 410 a los dias 0, 2 y 5 post-
infeccion. Si bien hubo crecimiento intracelular con las tres cepas, éste fue mayor con la cepa 410. 0
vs. 5 dias para las tres cepas: *p<0,05. A los 5 dias, 410 vs. M/H37Rv: tp<0,05. n=6.
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intracelular similar en M®, mientras que el crecimiento fue significativamente mayor con

la cepa 410 en el dia 5 y se mantuvo a los 9 dias de cultivo (datos no mostrados).

@ La cepa M tiene la capacidad de multiplicarse muy
lentamente dentro del M®. Contrariamente, la cepa 410,
a pesar de estar estrechamente relacionada con la M,

crece rdpidamente dentro del M® superando a H37Rv.

4.3.3. Determinacion de la carga bacilaren M @

Habiendo observado un mayor crecimiento intracelular con 410, de acuerdo al
namero de UFC recuperados, determinamos si el mismo se debia a una mayor capacidad

de infeccion de esta cepa de su célula huésped, lo cual equivaldria a un inéculo inicial
mayor.

* |r\4ﬂ37Rv ﬁ " Vi

-4 410 ; #

107 *
0 2 5 -
Dias G .‘4 ﬁ
Figura 4.3.3: El porcentaje de infeccion inicial es menor ' .
para las cepas MDR, pero aumenta rapidamente con la ’
cepa 410. Se infectaron M® de dadores sanos con las
cepas H37Rv, M y 410 segun lo descripto en figura 4.3.2 ;
determinandose el porcentaje de M® que contienen bacilos . )
acido-alcohol resistentes (BAAR) (% BAAR+) a distintos =
tiempos post-infeccion mediante tincion de Ziehl-Neelsen. a. Aumento: 2000x
Si bien el porcentaje de infeccion inicial fue menor para las
cepas MDR (Dia 0, H37Rv vs M/410: t p<0,05), este valor
aumentd con los dias de cultivo (DO vs. D5 para
H37Rv/IM/410: *p<0,05); alcanzando la cepa 410 niveles
similares a H37Rv al dia 2 post-infeccion (M vs. H37Rv/410:
1p<0,05). El aumento del %BAAR+ fue menor para M (M
vs. H37Rv/410: 8p<0,05). b. Imagenes representativas de
los preparados de M® conteniendo los BAAR intracelulares.
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Para evaluar este punto, los M® infectados se despegaron de las placas

incubando las mismas en frio; luego, una alicuota fue colocada en un portaobjetos y se

realizaron tinciones de Ziehl-Neelsen, analizdndose el nimero de M® infectados por

microscopia Optica. En la Figura 4.3.3 se grafica el porcentaje de M® infectados (con

BAAR en su interior Fig. 4.3.3b). Los datos obtenidos indican que la capacidad de

infeccion de las cepas MDR luego de 5 h de incubacion es ligeramente menor a la de la

a. Dia 0
g 10
2
o
e e
o ©
3 E 0.5
23
w g
5
7]
® 0.0
T 0,080,008 O,0.0,8,8 0,008,858
oy oty DS
BAAR  oomm”” m\ﬂ%/q Q(e%/q
por Mo 1 Rt 17
H37Rv M 410
Dia 2
o 1.0
=
o]
e g
[T
§ E 0.5
)
i E
5
Q
® 0.0
et S SRR S
por M@ TR it N
H37Rv M 410
Dia b
o 10
2
s 5
g e
[T}
é E 0.5
3
i E
=
Q
® 0
BAAR. Q%‘Qﬁgﬁ;’%ﬁ :&Qﬁgﬁ}&@ :%Q%Qﬂ}pﬂ@
porM(I) qﬂk'}b ‘l\'}l’ 4\4
H37Rv M 410

IS

Mediana de la

carga bacilar

20 = H37Rv
o M
15- -&- 410
101
5-
0
C.
Mediana Z
BAAR ~ o
—
Media+ES | T =
H37Rv| 2 93140,99
81 M[i87:1,0
410| 1,52+0,59
H37Rv| 7,86+2,11
a M| 4,20+1,18
410]11,79+3,73
H37Rv|15,9413,25
8| M| 749+1,04
410]15,2243,67

Figura 4.3.4: La mediana de la carga bacilar aument

MOI=10. n=9

a rapidamente con la cepa 410. a. La
mediana de la carga bacilar para los dias 0, 2 y 5 post infeccion se calculd a partir de la frecuencia
acumulada de M® separados en categorias segun la cantidad de BAAR que contenian en su interior.
La carga bacilar aumento con los dias de cultivo (Dia 0 vs. Dia 5 para H37Rv y 410: **p<0,01; para M:
*p<0,05. Dia 2 vs. Dia 5 para H37Rv: tp<0,05) aunque de manera mas pronunciada con la cepa 410
(Dia 0 vs. Dia 2 para 410: **p<0,01; para H37Rv:*p<0,05), la cual super6 a la cepa H37Rv al segundo
dia de cultivo (c). La replicacién intracelular de la cepa M fue significativamente mas lenta (b, c).
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cepa H37Rv (Fig. 4.3.3a). Llamativamente, si bien el porcentaje de infeccion aumenté con
los dias con las tres cepas, la cepa 410 lo hizo mas rapidamente alcanzando valores

similares a H37Ryv al dia 2 post infeccion.

En los mismos preparados analizamos la carga bacilar de los M®. Para ello, se
analizo la frecuencia de M® infectados y el nimero de BAAR presentes (Fig. 4.3.4a). A
partir de estos valores se determiné la mediana de la carga bacilar para cada preparado y
se compararon estos valores (Fig. 4.3.4b, c). A pesar de que el valor medio de bacilos por
M® fue mayor para H37Rv al dia 0 (p<0,05), la carga bacilar aumentd con mayor rapidez

en los cultivos infectados con la cepa 410 (Dia 2, H37Rv vs. 410: p<0,05).

@ Estos datos confirman que la cepa 410 se replica mas
rapidamente d entro del M®, a pesar de su menor

capacidad inicial de infeccion.

4.3.4. Evaluacion de CK en M @ infectados con Mtb viable

De los ensayos de infeccion descriptos en las secciones anteriores se conservaron
los sobrenadantes de cultivo para la determinacion de CK por el método de ELISA. Tanto
H37Rv como las cepas MDR indujeron la secrecion de TNF-a muy tempranamente (luego
de las 4 h de infeccion), aunque la concentracion fue mayor con la cepa 410 (Fig. 4.3.5a),

y se mantuvo elevada por el resto del ensayo para las tres cepas estudiadas (datos no

a. b.
4000 1 3007
E % _ * C
"5, 3000 1 __E_ = H37Rv
o 2200' o M
572000 1 T 5 & 410
L -
v 1004
£ 1000 ‘ | | | =
= ND
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Figura 4.3.5: La infeccion con cepa 410 induce rapi damente la secrecion de TNF -a e IL-10.
Determinacion de la concentracion de las CK TNF-a e IL-10 por el método de ELISA en
sobrenadantes de cultivo de M® infectados con las cepas H37Rv, M y 410. a. Si bien las tres cepas
estudiadas inducen mayor secrecién de TNF-a a las 4 horas de infeccién (Dia 0, C vs. H37Rv/M/410:
*p<0.05), ésta fue mayor para la cepa 410 (410 vs. H37Rv/M: 1p<0,05). b. IL-10 fue inducida con las
tres cepas a los 2 y 5 dias post infeccion (C vs. H37Rv/M/410: *p<0,05), la concentraciéon fue mayor
para la cepa 410 a los 2 dias (410 vs. H37Rv/M: 1p<0,05). MOI=10. n=6
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mostrados). Por otro lado, la induccion de IL-10 también alcanz6 un maximo mas
rapidamente con la cepa 410 (Fig. 4.3.5b). Otra CK evaluada y que no pudo ser detectada
en los sobrenadantes fue IL-12. Estos resultados indican que el perfil de produccién de
CK inducida por la bacteria viable difiere de la observada con la bacteria inactivada por

calor.

@ La cepa 410 es una fuerte inductora de la produccion

temprana de TNF a e IL-10.

4.3.5. Apoptosis de macrofagos inducida por  Mtb

En los dltimos afios se ha postulado que la muerte del M® por apoptosis, a
diferencia de la necrosis, seria favorable para el huésped. Sin embargo, Mtb ha
desarrollado mecanismos para inhibir este proceso y evadir la respuesta inmune. El
destino final del M® (supervivencia, apoptosis, necrosis u otro tipo de muerte) dependeria
del equilibrio entre las sefiales de muerte y de supervivencia inducidas por la bacteria. Por
lo tanto, en esta seccion investigamos si las cepas M y 410 eran capaces de inducir la

muerte del M® y las vias que podrian estar involucradas.

4.3.5.a. Determinacion de apoptosis en macréfagos

Primeramente evaluamos si H37Rv, M y 410 (cepas inactivadas con calor)
inducian la muerte del M® en forma diferencial y lo comparamos con la cepa vacunal
viable M.bovis BCG, conocida inductora de apoptosis de los M®. Se evalu6 apoptosis por
la técnica de anexina V-FITC (AV)/ioduro de propidio (IP) a las 5y 18 h de estimulacion a
distintas relaciones de M® y Mtbh. Esta técnica permite diferenciar las células apoptéticas
tempranas (M®-AV'IPY) de las tardias/necréticas (M®-IP*). Como se observa en la Figura
4.3.6a, la induccion de apoptosis fue dosis dependiente para las tres cepas empleadas.
Ambas cepas, M y 410 indujeron menor apoptosis que H37Rv y BCG. La necrosis (M®-
IP*) fue observada tanto con H37Rv, M y BCG en las relaciones M®:Mtb de 1:10 a 1:50.
En cambio, 410 indujo necrosis aun en relacion 1:5. Estas diferencias no se observaron a

las 18 h de estimulacién (datos no mostrados).
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a. APOPTOSIS b. NECROSIS
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Figura 4.3.6: Las cepas MDR inducen menor muerte po r apoptosis en M ® que la cepa H37Rv.
Induccién de muerte en M® por las cepas H37Rv, M, 410 inactivadas por calor. Se utiliz6 como
control positivo BCG viable. Los M® fueron cultivados por 5 horas a distintas relaciones de bacilos. Se
determiné la muerte celular por la técnica de anexina V (AV)/ioduro de propidio (IP) en citbmetro de
flujo. Las células AV+IP- fueron consideradas apoptéticas y las IP+, necréticas (c). a. Curvas de
induccién de apoptosis (C vs H37Rv/M/410 para las relaciones 1:5 a 1:50: p<0,05). La cepa H37Rv
indujo niveles de apoptosis similares a BCG, y significativamente mayores que las cepas M y 410
(H37Rv vs. M/410 y BCG vs. M/410: *p<0,05). b. Curvas de induccion de necrosis (C vs. H37Rv/IM
para las relaciones 1:10 a 1:50 y C vs. 410 para las relaciones 1:5 a 1:50: p<0,05). El porcentaje de
células necroticas fue ligeramente mayor con la cepa 410 (410 vs. M: *p<0,05; 410 vs. H37Rv:
Tp<0,05). c. Dot plots representativos para la relacion 1:20. n=8.
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Estos resultados indican que M y 410 son pobres inductoras de apoptosis en los
M®. Sin embargo, no nos permite explicar por qué H37Rv (descripta como una cepa
virulenta capaz de inhibir la apoptosis [126]) induce los mismos niveles de apoptosis que
BCG. Por lo tanto, nos preguntamos si la modificacién de la estructura de la pared de Mtb
durante la inactivacion con calor de las cepas, podria ser la causante de la apoptosis
diferencial. Para demostrar estas diferencias realizamos el mismo ensayo con cepas y-

irradiadas. Como se observa en la Figura 4.3.7, H37Rv indujo los mismos niveles
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a. APOPTOSIS b. NECROSIS
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Figura 4.3.7: La muerte inducida por de las cepas i nactivadas por radiacién y es
predominantemente necrotica, siendo mas pronunciada con la cepa 410. Induccion de muerte en
M® por las cepas H37Rv, M, 410 inactivadas por radiacion y (-1). Se utiliz6 como control positivo BCG
viable. Los M® fueron cultivados por 5 horas a distintas relaciones de bacilos. Se determiné la muerte
celular por la técnica de anexina V (AV)/ioduro de propidio (IP). Las células AV+IP- fueron
consideradas apoptoticas y las IP+, necroéticas. a. Curvas de induccion de apoptosis (C vs H37Rv-1/M-I
para las relaciones 1:10 a 1:50: p<0,05; C vs. BCG para las relaciones 1:5 a 1:50: p<0,05). Las cepas
irradiadas indujeron poca exposicion de la fosfatidil serina (BCG vs. H37Rv-I/M-1/410-1: *p<0,05). b.
Curvas de induccién de necrosis (C vs. H37Rv-I/MI/410-1/BCG para las relaciones 1:5 a 1:50: p<0,05).
Las cepas irradiadas indujeron muerte por necrosis de manera dosis dependiente, siendo 410-1 la mas
potente (410-I vs. H37Rv-1/M-I: 1p<0,05). c. Dot plots representativos para la relacion 1:20. n=8.

de apoptosis que M y 410, permitiendo diferenciar las cepas virulentas de la vacunal.

Ademas, se acentué la capacidad de H37Rv, M y 410 para incrementar la necrosis (M®-

IP*).

Este efecto fue particularmente pronunciado con la cepa 410 irradiada (410-I) que

indujo altos niveles de necrosis de manera dosis dependiente. Estos resultados indican

que

durante el proceso de inactivacién por calor la composiciéon antigénica de Mtb se

modifica, alterando su capacidad de inducir la muerte del M®.

@ Las cepas virulentas serian pobres inductoras de
apoptosis, predominando el fenotipo necrético cuando
los M® son tratados con altas dosis de Mtb, siendo esta

caracteristica notablemente pronunciada en 410.
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Dado que la cascada de sefializacion de la apoptosis, independientemente de que
sea a través de la via intrinseca o extrinseca, culmina con la activacion de caspasa-3,
evaluamos la forma activa de la misma por citometria de flujo empleando las cepas
inactivadas por calor. Para ello los M® fueron estimulados durante 5 h a una relacién
1:20 con las cepas. De acuerdo a la Figura 4.3.8, las tres cepas indujeron la activacion de
esta caspasa efectora, sin embargo el % de M®-caspasa-3* fue menor con My, en
particular con 410. Estos datos corroboran lo observado con AV-IP, sugiriendo que 410

induciria muerte por necrosis del M® y M tendria un potencial menor para inducir

apoptosis.
@ Este dato confirma que tanto M como 410 son pobres
inductoras de apoptosis.

+ 301 - B - B .
© Figura 4.3.8: Las cepas MDR inducen menor activaci6 n
(] l % de la caspasa-3 que H37Rv. Determinacion intracelular por
g 20+ - + citometria de flujo de la forma activa de caspasa-3. M®
o _T_ % fueron cultivados por 5 horas con las cepas H37Rv, My 410
g 10 - N inactivadas por calor a una relacion 1:20. Las cepas
O indujeron la activacion de caspasa-3 (C vs. H37Rv/M:
32 I'—'I I I **p<0,01; C vs. 410: *p<0,05) pero el %M® caspasa-3+ fue
0 r T r T menor con las cepas MDR (H37Rv vs. M/410: $p<0,01; M

< ,\Ql"‘ < ‘;\Q vs. 410: tp<0,05), n=10
L

4.3.5.b. Posibles mecanismos involucrados

H37Rv es la cepa en la que mejor se ha caracterizado la inhibicién de la apoptosis
del M®, y en la mayoria de los trabajos publicados se utiliz6 el bacilo viable [54, 99, 127].
Los resultados anteriores demuestran que cuando se emplean bacterias irradiadas no se
observan diferencias entre H37Rv, M y 410 en la capacidad de inducir la apoptosis del
M®. Por lo tanto, aprovechando la particularidad de que las cepas inactivadas por calor
permiten diferenciarlas, nos preguntamos si M y 410 inducen una sefal proapoptoética

débil o emplean algin mecanismo inhibitorio de la apoptosis.

Es conocido que NFkB es un factor de transcripcién asociado a la activacion y
supervivencia del M®, y se lo ha relacionado con la resistencia a la apoptosis en este tipo
celular [102, 108, 128]. Con el fin de determinar si este factor de transcripcion estaba

asociado a la baja inducciobn de apoptosis por las cepas MDR, los M® fueron
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preincubados con un inhibidor quimico de NFkB, el pirrolidin ditiocarbamato (PDTC) [108],
y luego pulsados con Mtb durante 4 h para determinar la apoptosis por AV/IP. Como se
observa en la Figura 4.3.9, el agregado de PDTC tanto en ausencia de antigeno como en
presencia de las cepas H37Rv 0 410 no modifico el % de M®-AV'IP". Sin embargo los
M® pretratados con PDTC fueron mas susceptibles a la muerte inducida por la cepa M,
aunque no alcanzé los niveles inducidos por H37Rv. Este dato sugiere que tanto M como

410 inducen una sefial proapoptotica débil.

3
EJI-S Figura 4.3.9: Las cepas MDR inducen una sefal
o T] proapoptotica débil. Induccion de apoptosis en MO
2 + NS pretratados con el inhibidor de NFkB, PDTC. Los M® fueron
2 i - incubados durante 1 hora con el inhibidor de NFkB, PDTC
€ 1 NS (50uM) previo a la estimulacion con las cepas H37Rv, M y
410 durante 4 horas. La inhibicion de NFkB aumenté la
apoptosis inducida por M (M vs. PDTC+M: **p<0,01) aunque
no llegé a igualar a H37Rv (H37Rv vs. PDTC+M: 1p<0,05).
Mtb| - |H37Rv[ M 410 La droga no afect6 la apoptosis inducida por H37Rv ni 410.
pote| - |+ -[+[-[+]-|+ Relacion 1M®:20Mtb. n=8

Paralelamente evaluamos si las cepas MDR podian interferir con la apoptosis
inducida por H37Rv, hecho que nos permitiria inferir si utilizan mecanismos inhibitorios.

Para ello realizamos un esquema de preincubacion con M y 410 durante 1 h y luego

4
NS Figura 4.3.10: La cepa M inhibe parciamente la

3 muerte inducida por H37Rv. Induccién de

* apoptosis en M® pretratados con las cepas MDR.
2 Los M® fueron preincubados durante 1 hora con las
cepas M o 410 y luego se agregd la cepa H37Rv
1 durante 4 horas (1:20). La preincubacion de los M®
con la cepa M redujo significativamente el
porcentaje de apoptosis inducida por H37Rv (H37Rv

< ,\Q:." \“,\Q’-5 b"\g ,\Qf‘ vs. M+H37Rv: *p<0,05), no siendo este el caso para
*ZQ’ Q?’ Q{b la cepa 410 (H37Rv vs. 410+H37Rv: NS). n=6.
x
<+ ‘;\@

agregamos la cepa inductora de apoptosis, H37Rv. Como se observa en la Figura 4.3.10,
la preincubacién con la cepa M redujo parcialmente el porcentaje de apoptosis inducido
por H37Rv, mientras que 410 no interfirié con la muerte de los M® inducida por la cepa de

referencia.
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@ En conjunto, estos resultados sugieren que la baja

induccion de apoptosis observada con las cepas MDR

se deberia a una sefializacién proapoptética débil

sumada a un mecanismo inhibitorio en el caso de la

cepa M.

4.3.5.c. Evaluacion de la via intrinseca de apoptosis

La via intrinseca de la apoptosis puede ser inducida por sefiales de estrés celular

como dafio en el ADN, y se inicia en la mitocondria al liberarse el citocromo ¢ al

citoplasma. Los miembros antiapoptéticos de la familia Bcl-2 son las encargadas de

mantener la integridad de la membrana mitocondrial impidiendo la liberacién del citocromo

cy lainiciacién de la via intrinseca (Fig. 2.3.7).

Habiendo observado los distintos niveles de apoptosis inducidos por las cepas

H37Rv, M y 410, nos preguntamos si correlacionaba con la pérdida del potencial de
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Figura 4.3.11: Las cepas H37Rv, M
y 410 inactivadas por calor
inducen pérdida del potencial de
membrana mitocondrial de
manera semejante. Evaluacion de
la pérdida del potencial de
membrana mitocondrial (AWm) por
tincion con el colorante lipofilico
DIOCs(3) e IP. Las células IP* fueron
consideradas necréticas, mientras
que las IP-DIOCs(3)ALTO fueron
consideradas viables y las IP-
DIOC¢(3)BAJO aquellas que
perdieron el AWm (a). Los M®
fueron incubados durante 5 y 18
horas con las cepas H37Rv, M 0 410
inactivadas por calor (b). Se utilizd
como control BCG viable. En los M®
tratados con las tres cepas de Mtb
se observaron niveles similares de
pérdida de AWYm a las 5 h de
estimulacion (C  vs.H37Rv/M/410:
*p<0,05) los cuales recuperaron el
nivel basal a las 18 h (C
vs.H37RVv/M/410: NS). La pérdida de
AWm fue mas pronunciada con BCG
(C vs. BCG: **p<0,01, *p,0,05; BCG
vs. H37Rv/M/410: tp<0,05).
Relacién 1M® :20Mtb. n=8.
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membrana mitocondrial (AW,,), caracteristica de la via intrinseca de la apoptosis [129]. La
induccién de esta via se evalué coloreando los M® con IP, para excluir las células
necréticas (IP*), simultineamente con el colorante lipofilico DIOCg(3). Este ultimo

colorante tifie con alta intensidad las células con mitocondrias viables (IP” DIOC4(3)*"°),

mientras que su intensidad disminuye en aquellas que perdieron el AW,, (IP"DIOC(3)%4°,
Fig. 4.3.11a). Como se observa en la Fig. 4.3.11b, las cepas de Mtb indujeron una pérdida
del AW, menor y de manera transitoria (Oh vs 18h: p>0,05), comparado con BCG. Este
resultado nos sugiere que la via activada por H37Rv inactivada por calor podria ser la

extrinseca.

Luego, nos preguntamos si la baja induccion de la via mitocondrial estaba
relacionada con algin mecanismo inhibitorio utilizado por las cepas de Mth. Teniendo en
cuenta que la staurosporina (ST) es una droga que induce especificamente la via
mitocondrial (Fig. 2.3.7), evaluamos la capacidad de las cepas H37Rv, M y 410 de
interferir con este estimulo proapoptético. Para ello, preincubamos los M® con una dosis
baja de Mtb para luego inducir la apoptosis con 1uM de ST. Si bien el tratamiento con las
tres cepas redujo los niveles de apoptosis inducida por ST, este efecto fue mas

pronunciado con las cepas My 410 (Fig. 4.3.12).

40+ b. Control H37Rv+ST
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Figura 4.3.12: Las cepas MDR inhiben parcialmente

la via extrinseca de la apoptosis. Los M® fueron
incubados durante 1 hora con una dosis baja de las
cepas H37Rv, M y 410 (1M®:2Mtb) previo a la
estimulacion con staurosporina (ST, 1uM) durante 4
horas. a. Porcentaje de M® AV'IP". La preincubacion
con las cepas de Mtb redujo significativamente la
apoptosis inducida por ST (ST vs. H37Rv/IM/410+ST:
*p<0,05, **p<0,01) aunque en mayor grado con ambas
cepas MDR (H37Rv+ST vs. M/410+ST: 1p<0,01). b. Dot
plots representativos de un mismo experimento. n=6.

18,16%)
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Posteriormente evaluamos si la resistencia a la muerte inducida por ST estaba
relacionada con la molécula antiapoptdtica Bcl-2. Para ello, M® estimulados durante 18 h
con las cepas a una relacion 1M®:2Mtb fueron marcados intracelularmente y analizados
por citometria de flujo para determinar la expresiéon de Bcl-2. Como se puede observar en

la Figura 4.3.13, no se observaron diferencias significativas.

300 1

Figura 4.3.13: La resistencia a la apoptosis
200 - inducida por ST no seria debido al aumento de
Bcl-2. Determinacion intracelular por citometria de
100 - fluo de la expresion de Bcl-2. M® fueron
cultivados por 18 horas con las cepas H37Rv, M y
410 inactivadas por calor a una relacion
o o < 0 1_MCIIJ:.2M'.[b. No se pbservaron diferencias
Q:S\ i significativas entre tratamientos. n=10

MIF Bel-2"

@ Las caracteristicas antiapoptéticas de la cepa M podrian
deberse en parte a la interferencia con la via intrinseca,

aunque queda por determinar el mecanismo que utiliza.

®lLa cepa 410 so6lo pudo inhibir la apoptosis inducida por
ST, resultado que junto con la baja pérdida del AV,
observada, nos sugieren que H37Rv activa otra cascada

de sefalizacion que no involucra la via intrinseca.

4.3.5.d. Evaluacién de la via extrinseca de apoptosis

La via extrinseca de la apoptosis involucra receptores de muerte de
transmembrana pertenecientes a la superfamilia de receptores de TNF-a (TNFR) siendo
las interacciones FasL/FasR y TNF-a/TNFR1 las mejor caracterizadas. Por lo tanto,
evaluamos si las diferencias observadas en la induccion de apoptosis podrian deberse a

la expresion diferencial de estos receptores en el M.

Primeramente determinamos la expresion de TNFR1 (proapoptdtico) y TNFR2
(activacion de NFkB y supervivencia) en los M® estimulados con Mtb, no observandose

diferencias tanto en la expresion de TNFR1 y/o TNFR2" (Fig. 4.3.14a) como en el
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Figura 4.3.14: Las cepas H37Rv, M y 410 no inducen la modulaciéon de los receptores de
muerte clasicos. Expresion en superficie de receptores de la familia TNFR. M® fueron incubados
durante 18h con las cepas H37Rv, M y 410 inactivadas por calor a una relaciéon 1IM®:2Mtb. No se
observaron diferencias en la expresion de los receptores TNFR1, TNFR2 ni Fas. n=6

porcentaje de M® (datos no mostrados). Tampoco se observd modulacién del FasR por

las cepas (Fig. 4.3.14b).

@ La diferencia en apoptosis no puede ser explicada por
expresion diferencial de éstos receptores inducidos por
Mtb.

Por otro lado, se ha propuesto que la induccion de muerte por las cepas

proapoptéticas de Mtb estaria mediada por el TNF-q, el cual actuaria en forma autécrina
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Figura 4.3.15: La baja induccion de apoptosis por | a cepa M no se deberia a la falta de

produccion de TNF- a. Induccion de apoptosis en M® con H37Rv y M en presencia de rTNF-a. Los
M® fueron incubados durante 1 hora con las cepas H37Rv 0 M y luego se agreg6 rTNF-a en dos
dosis diferentes (10 y 50 ng/ml) durante 4 horas. La CK recombinante indujo apoptosis en un bajo
porcentaje de M® (C vs. rhTNF- a: *p<0,05), pero no aumentd la muerte inducida por las cepas de
Mtb. El nivel de induccién de apoptosis por la cepa M se mantuvo bajo aun en presencia de 50ng/ml
de rTNF-a (H37Rv vs. M+ rTNF-a: 1p<0,05). 1M®: 20 Mtb. n=7
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sobre los M® [130]. Dado que los M® estimulados con las cepas de Mtb no presentaron
diferencias en la expresién de los TNFR pero M indujo bajos niveles de TNF-a (Fig. 4.1.2,
4.2.3), nos preguntamos si la baja apoptosis inducida por M podia ser revertida por el
agregado exdgeno de TNF-a. Para ello, los M® fueron estimulados durante 1 h con
H37Rv 0 My luego tratados con TNF-a recombinante (rTNF-a) durante las siguientes 4 h.
Como se observa en la Fig. 4.3.15, el agregado exégeno de rTNF-a (50ng/ml) en
ausencia de antigeno aumentd significativamente la apoptosis (M®-AV'IP’), sin embargo,

no alterd la apoptosis inducida por H37Rv o M.

@ Estos resultados sugieren que el bajo nivel de TNF- «
inducido por la cepa M no es causante de la falta de

induccion de apoptosis del macréfago.
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5. DISCUSION

5.1. Interaccion de las cepas MDR con los monocitos y
PBMC en pacientes S-y MDR-TB

5.1.1. La respuesta inmune frente a Mtb depende del status

inmunologico del dador

La tuberculosis multirresistente a drogas (MDR-TB) representa un gran desafio
sanitario. Su tasa de mortalidad es muy alta debido a la complejidad del protocolo
terapéutico y su baja efectividad comparada con el tratamiento de primera linea. Si bien la
historia de tratamiento previo se asocia fuertemente con la MDR-TB [18], en regiones
como nuestro pais en los que cepas prosperas MDR se han propagado dando lugar a
epidemias, este parametro ya no es un buen indicador de multirresistencia a drogas
(Ritacco V. comunicacion personal). En Argentina, el tratamiento es disefiado en cada
caso de acuerdo con el perfil de resistencias a drogas [18] (Tabla 2.4) y adecuados segun
aparezcan reacciones adversas, por lo cual la efectividad del mismo, medido como el
tiempo requerido hasta lograr la baciloscopia negativa, es muy variable y suele ser
prolongado (Seccion 3.1; tabla 4.1). Ademas, si tenemos en cuenta que algunos genotipos
de Mtb parecen ser mas propensos a adquirir resistencias a drogas que otros [30],
podemos comprender que los pacientes MDR-TB forman en realidad un grupo
heterogéneo y con caracteristicas diferentes a aquellos pacientes con TB sensible a
drogas. Mas aun, se ha propuesto que la respuesta inmune defectuosa de los pacientes
MDR-TB estaria relacionada con la baja efectividad de la quimioterapia [131]. Poco se
conoce de la respuesta inmune en estos pacientes, aunque se han reportado algunas
diferencias en la inmunologia de los MDR-TB con los pacientes S-TB que responden al

tratamiento de primera linea [132-135].

Los pacientes MDR-TB incluidos en este trabajo presentaron en su mayoria dafio
pulmonar severo, y el tiempo requerido para la negativizacién del esputo fue mayor a 60
dias en el 75% de los casos, registrandose un caso que se mantuvo bacilifero por mas de
dos afios (Tabla 4.1). La gran variabilidad observada se deberia a las dificultades que

presenta el tratamiento, como el tiempo requerido hasta la obtencion del patrén de
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resistencias, disponibilidad de drogas eficientes y las complicaciones debidas a los
efectos secundarios de las mismas. Mas del 80% de los aislados provenientes de estos
pacientes fueron resistentes a 3 0 mas drogas, verificandose el fenémeno de amplificacion
de la resistencia [25]. Paralelamente, mas de un tercio de los casos de MDR evaluados en

nuestra casuistica habrian sido primarios, o sea, por contagio directo con una cepa MDR.

En primer lugar nos propusimos caracterizar los Mo de sangre periférica de los
pacientes MDR-TB. La importancia de los Mo en la respuesta inmune radica en su
capacidad migratoria, ya que son capaces de diferenciarse a M® en el sitio de infeccion
luego de abandonar el torrente sanguineo. Los Mo circulantes constituyen un grupo
heterogéneo y se pueden discriminar distintos subsets de acuerdo a la expresion de
CD16. Los Mo “proinflamatorios” CD14"CD16" tendrian capacidad migratoria y funcion
efectora distinta al subset mayoritario CD16™ [116]. El aumento de Mo CD16" circulantes
se ha observado en numerosas afecciones como el VIH/SIDA [111], sindrome urémico
hemolitico (SUH) [113], esclerosis mdltiple [114], pacientes recibiendo hemodidlisis [115],
sepsis [112] y TB [136] entre otros. Debido a estas observaciones y a su mayor capacidad
de producir TNF-a e IL-1B frente al LPS [120] se los llamd Mo proinflamatorios, aunque su
rol en la inflamacién continda siendo materia de debate. Si bien se ha reportado que el
tratamiento con glucocorticoides disminuye esta poblacién [114], su aumento en sangre
periférica de pacientes VIH" ha sido atribuido a la CK TGF-B conocida por su rol en la
regulacion negativa de la respuesta inmune [111]. Mas aun, Ancuta y col. han descripto
que Mo CD16 de dadores sanos pueden adquirir los fenotipos CD14™°CD16" vy
CD14'CD16™" al ser incubados con IL-10 y GM-CSF+IL-4+IL-10 respectivamente [117].
Recientemente, se ha propuesto en base a analisis de transcriptomica que los subsets
CD14"CD16, CD14"'CD16" y CD14"CD16"" son estadios de diferenciacion secuenciales
de los Mo [137]. Los pacientes MDR-TB estudiados tienen aumentado el subset CD16" de
manera similar a los pacientes S-TB y no hemos encontrado asociacion entre el %Mo-
CD16" y el tiempo de negativizacion del esputo (Fig. 4.1.6a). La expresion de CK no pudo
ser determinada de manera directa en los distintos subsets de Mo, debido a que la
expresion de CD16 en cultivo decae rapidamente ([120] y datos no mostrados). Si bien se
trata de una observacion indirecta, es llamativo que en aquellos pacientes con mayor %
Mo-CD16" circulantes la expresion de IL-1B fue menor (Fig. 4.1.5). Este resultado estaria
en concordancia con el aumento de expresion de la hemooxigenasa | (HMOX 1) en el
subset CD16" [137], cuya expresion regularia negativamente la capacidad de produccion

de IL-1B del Mo frente al LPS [138]. Por otro lado, la correlacion negativa entre la
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induccion de IL-18 y el tiempo de negativizacién del esputo en los pacientes MDR-TB

sugiere un rol protector de esta CK (Fig. 4.1.6¢).

Numerosos articulos reportan que las células mononucleares de sangre periférica
(PBMC) de los pacientes con TB tienen alterada su capacidad de produccién de CK y
respuesta proliferativa al ser estimulados in vitro con antigenos de Mtb [58, 121, 133, 139-
141]. Nuestros resultados muestran que los Mo estimulados con Mtb tanto de los
pacientes S-TB como de los MDR-TB tienen una menor expresion de TNF-a e IL-1 (Fig.
4.1.2 y .3). Los pacientes con TB tienen altos niveles de TNF-a sérico [141] y se ha
observado que parte de esta CK se encuentra ocupando los receptores de TNF-a de los
Mo circulantes [142], lo cual podria estar activando un mecanismo de retroalimentacion
negativa en estas células. Por otro lado, la modulaciéon de estas CK proinflamatorias en
los pacientes con TB ha sido relacionada con la produccién de éxido nitrico (NO) [131,
141] y con la CK antiinflamatoria IL-10 [133], cuya produccién se encuentra aumentada en
las PBMC de sangre periférica de los pacientes S-TB [133, 139] y MDR-TB [134, 135].
Takashima y col. han reportado que los M® diferenciados a partir de Mo de pacientes TB
también tienen menor capacidad de secrecién de TNF-a, lo cual sugiere una alteracién
profunda en estas células que persiste aun fuera del contexto inflamatorio del paciente
[143].

El aumento en la produccién de IL-10 por los Mo podria explicar en parte la baja
respuesta de CK inflamatorias en los pacientes S-TB pero no en los MDR-TB (Fig. 4.1.4c).
Sin embargo, se debe tener en cuenta que existen otras fuentes de IL-10 como los Ly T
convencionales, los cuales producen IL-10 tanto en los pacientes S-TB como MDR-TB
[135], y otras CK antiinflamatorias como el TGF-. Mas aln, recientemente se han
propuesto mecanismos regulatorios mediados por Ly T CD25""Foxp3* especializados
llamados Ly T regulatorios (Treg) [144]. La supresion de CK proinflamatorias seria
especifica para la respuesta a antigenos de Mtb ya que la estimulacion con LPS induciria

niveles de TNF-a similares en PBMC de pacientes y dadores sanos [133].

El IFN-y es una de las CK centrales en la respuesta protectora contra la TB.
Contrariamente a lo observado en los Ly [135], la produccion de IFN-y inducida por Mtb en
los Mo fue mayor en los pacientes que en los dadores sanos, y se ha propuesto que la
produccion del mismo por células mieloides podria ser relevante en el inicio de la
respuesta inmune [119]. Ademas, recientemente se ha descripto que las CD pueden

producir IFN-y en respuesta a la estimulacion con BCG de manera TLR2 dependiente
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[145]. Aunque la relevancia fisioldgica del IFN-y de origen mieloide continda siendo
controversial, la expresion de IFN-y observada en los Mo de los pacientes es llamativa, ya
gue sus Ly se encuentran exhaustos por la persistente estimulacion antigénica in vivo y su

respuesta in vitro se encuentra deprimida [132, 134, 135].

IL-12 es una CK producida por Mo, M® y CD que estimula la produccion de IFN-y
por los Ly polarizando la respuesta inmune hacia un perfil Thl. En términos generales, la
capacidad de produccion de IL-12 en los Mo de S-TB fue ligeramente mayor que en los N
y MDR-TB. Un patrén similar en la produccién de IL-12 fue reportado por Sharma y col.
[131]. Previamente, nuestro grupo ha observado que independientemente de la cepa
utilizada, la respuesta a Mtb de los Ly de pacientes S-TB y MDR-TB estaria desviada
hacia un perfil Th2 puesto que, ademas de la baja producciéon de IFN-y, presentaron una
mayor produccion de IL-4 que los N [135]. Este hecho no podria ser atribuido a la
ausencia de IL-12 y probablemente se deberia a la accién de Ly Treg, ya que su
deplecion revirtio el perfil de CK hacia Thl [135]. Estas observaciones también explicarian
en parte la baja respuesta linfoproliferativa observada en los pacientes S-TB (Fig. 4.1.9),
aungue no se pueden descartar otros mecanismos como la muerte por apoptosis de los
clones reactivos a antigenos de Mtb [146]. Sin embargo, nosotros no encontramos
correlacion entre la baja respuesta proliferativa y el recuento de Ly CD4*/mm? en nuestro

pacientes MDR-TB como se ha reportado (datos no mostrados) [132].

En conjunto, nuestros datos muestran que los pacientes tienen un patrén de
produccion de CK y capacidad linfoproliferativa alterados, probablemente debido al
proceso inflamatorio crénico que los afecta. Si bien la respuesta en pacientes S-TB fue
diferente a la de los MDR-TB en algunos aspectos estudiados, no hallamos un factor

determinante para la discriminacion entre ambos grupos.

Desde principios de la década del '90 el Servicio de Micobacterias del Instituto
ANLIS-Malbran se realiza la genotipificacion molecular de los aislados clinicos
provenientes de pacientes con MDR-TB. Esta caracterizacion que aporta informacion
epidemiolégica muy valiosa no se realiza de rutina en los pacientes con TB sensible a
drogas. Se ha reportado que ciertos genotipos de Mth se asocian a una mayor
infecciosidad [147] y virulencia [17], asi como con las formas mas severas de TB tanto en
humanos [65] como en modelos animales [148, 149]. Nuestros datos muestran que los
aislados pertenecientes a las familias LAM y Haarlem son los predominantes tanto en S-

TB como en MDR-TB. La prevalencia de la cepa M continGa siendo importante, ya que
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representd el 24% de los casos incluidos en nuestro trabajo. La baja representacion del
linaje T dentro de los casos MDR-TB es llamativa, ya que este genotipo constituye cerca

de un tercio de los casos de S-TB [135].

S-TB MDR-TB

Fig. 5.1: Distribuciéon de

las familias de Mtb en S-

HLAM | TBy MDR-TB. H: familia
T Haarlem.

=0 Geffner, 2009, IAl'y

Tabla 4.1

mH

En el presente trabajo no encontramos diferencias significativas en el %Mo-CD16"
ni en la expresion de CK proinflamatorias entre los pacientes infectados con cepas de las
dos principales familias, Haarlem y LAM. Llamativamente, los dos Unicos casos infectados
con el genotipo T tuvieron un menor %Mo-CD16" y tiempo de negativizacion. Esta
tendencia debera ser confirmada con una mayor casuistica, pero sugiere que dentro de
esta familia, el costo en el fitness que implica la adquisicién de resistencias podria ser

mayor, lo cual se refleja en su baja representacion en la poblacion MDR.

5.1.2. La respuesta linfoproliferativa y de producc  ion de CK en Mo
es la resultante de la interaccion del huésped con los distintos

genotipos de Mtb

Inicialmente se consider6 que las cepas MDR de Mtb serian menos
virulentas/infecciosas ya que las sucesivas mutaciones de genes esenciales para la
supervivencia del bacilo implicarian un costo en el fitness para el mismo (Seccién 2.2.2).
Es cada vez mas evidente que este supuesto era erréneo ya que aln las cepas que han
acumulado 4 o mas resistencias a drogas han sido capaces de generar brotes [17]. Sin
embargo, poco se sabe de los mecanismos que determinan el éxito o fracaso

epidemiolégico de un genotipo, como en el caso de las cepas evaluadas en este trabajo.
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TNF-a es una de las CK fundamentales para una respuesta inmune protectora
frente a Mtb. Ratones KO para TNF-a son altamente susceptibles a la infeccion aguda con
Mtb [150, 151], y se ha observado que en aquellas personas infectadas latentemente con
Mtb y que desarrollan artritis reumatoidea, la probabilidad de desarrollar una TB activa
aumenta cuando se instaura el tratamiento con anti-TNF-a [152]. Las cepas M y 410 son
menos inductoras de TNF-a en Mo, y este hecho se evidencid en los dadores sanos,
demostrando que esta respuesta dependeria tanto del genotipo de Mtb como de los

factores asociados al huésped (Seccion 5.1.1).

La relevancia de IL-1B, una CK de conocida funcion proinflamatoria, en la
respuesta inmune frente a Mtb fue revalorizada recientemente. La conversién de IL-1B en
su forma activa depende del procesamiento proteolitico mediado por la caspasa-1 que a
su vez es activada por una plataforma de sefializacion conocida como inflamasoma. Sus
subunidades con repeticiones ricas en leucinas (LRR; caracteristicas de los TLR) son
capaces de reconocer antigenos intracelulares que inducen la formacién de este complejo
multiproteico [118, 153]. Por otro lado, ratones KO para el receptor de IL-1B de tipo 1
(IL1R1) son altamente susceptibles a la infeccion por Mth, y presentan una respuesta
inflamatoria exacerbada, alta carga bacilar y ausencia de granulomas organizados en el
pulmén. Estas observaciones sugieren un rol de IL-1 en la respuesta protectora contra
Mtb. La “regién de diferencia 1" (RD1) del genoma de Mtb, inicialmente descripta como
una regidn ausente en BCG, contiene genes asociados a proteinas de secrecién como el
ESAT-6. Kurenuma y col. han reportado que mutantes de H37Rv con una regién RD1
deficiente es incapaz de inducir la activacion de la caspasa-1, y en consecuencia de IL-13
e IL-18 [154]. Sin embargo, la produccién de TNF-a no se vio alterada, lo cual indica que
la induccién de ambas CK involucraria estimulos antigénicos diferentes. Por otro lado, se
ha reportado que IL-13 es también esencial para la polarizacion de la respuesta T hacia
un perfil Th17 [155], al cual se le ha atribuido un rol protector en TB recientemente [56].
En este trabajo observamos que las cepas M y 410 tienen una cinética de expresion
intracelular de IL-1B diferente a H37Rv en dadores sanos (Fig. 4.1.3). Si bien H37Rv
indujo tempranamente un pico de expresion de IL-13, ambas cepas MDR mantuvieron el
%Mo-IL-1B" alin a las 18h post estimulaciéon en dadores sanos. En los pacientes S-TB se
observo un patron similar, mientras que la expresion sostenida de IL-1B se vio exacerbada
en los pacientes MDR-TB. Lo observado en N con M y 410 podria deberse a la falta de

algin mecanismo de feedback negativo y/o inhibicidn en la liberacion de esta CK al medio
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extracelular. En conjunto, estos datos sugieren que M y 410 inducen una expresion de IL-

18 sostenida la cual depende a su vez del huésped.

La alta susceptibilidad de los ratones ILLR1" a Mtb fue atribuida en parte a la falta
de produccién de IL-12p40 por M® [156]. Recientemente Dao y col. han observado que
TDM aislado de un mutante de Mtb es capaz de inhibir la produccion de IL-12p40
inducida por LPS en M®. Esta caracteristica estaria asociada al gen mmA4, y el knock out
mmA4” que carece de una metil transferasa involucrada en la sintesis de &cidos
micdlicos, presenta un fenotipo atenuado en el modelo de infeccién murino [85]. Es bien
conocido el papel de IL-12 en la polarizacion de la respuesta inmune hacia un perfil Thl, y
se ha propuesto que su inhibiciébn podria ser un mecanismo de virulencia utilizado por
Mtb. Si bien no observamos diferencias en la induccion de IL-10 e IFN-y en Mo entre las
cepas estudiadas, tanto en dadores sanos como en los pacientes MDR-TB, la cepa no
préspera 410 fue capaz de inducir mayor %Mo-IL-12°, sugiriendo que la pérdida de la

habilidad de inhibir la produccién de IL-12 podria estar relacionada con su baja virulencia.

A diferencia de los componentes innatos del sistema inmune, los Ly CD4 y CDS8
reconocen antigenos proteicos y lipidicos especificos presentados en el contexto de
MHCI, MHC Il y CD1. El 90 % de las personas que tienen contacto con Mtb son capaces
de contener la infeccion generando una respuesta inmune que mantiene al bacilo en
estado latente a lo largo de la vida. La infeccion latente puede ser evidenciada en estos
individuos asintomaticos por la prueba de tuberculina, reflejo de la memoria inmunolégica
frente a antigenos proteicos secretorios de Mtb. Nuestros resultados indican que la cepa
M seria menos antigénica que H37Rv y 410 ya que en dadores sanos PPD" la respuesta
linfoproliferativa fue menor. Estos resultados sugieren que podrian haber diferencias en la
composicion antigénica entre las cepas y/o en moléculas presentadoras de antigenos o
coestimulatorias en los M®. En este sentido, la baja induccion de MHC Il observada en
M® tratados con M, puede explicar en parte la menor respuesta linfoproliferativa
observada frente a esta cepa (Fig. 4.1.9). Sin embargo, es evidente que otros factores de
la interaccion Ly-CPA son importantes, ya que a pesar que la cepa 410 no up-reguld
MHC-II e incluso disminuyé la expresion de MHC-l en M®, su capacidad para inducir
proliferacion fue mayor que la cepa M. Por otro lado, los resultados observados en
pacientes, sugieren que la respuesta linfoproliferativa estd determinada tanto por las

caracteristicas intrinsecas del genotipo de Mtb como del huésped.
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En conjunto, nuestros resultados ponen de manifiesto que la respuesta inmune
frente a Mtb seria el resultado de la interaccidn entre el genotipo de la cepa infectante asi
como de factores directamente ligados al huésped. Las diferencias entre cepas fueron
mas evidentes en dadores sanos debido a que su respuesta inmune no se encuentra

impedida como lo es en los pacientes.

5.1.3. Interaccion de las cepas MDR conelM @

Los M® son componentes prototipicos de la respuesta inmune innata. Durante la
formacion del granuloma tuberculoso, los neutréfilos serian los primeros en llegar al sitio
de infeccién seguidos por los Mo [157]. Los M® se diferencian a partir de Mo circulantes
gue extravasan a los tejidos inflamados por la accion de mediadores solubles
qguimiotacticos y moléculas de adhesion expresados en los vasos sanguineos [158].
Durante el proceso de diferenciacion de Mo a M® se producen cambios fenotipicos como
aumento del tamafio celular, cambios en la capacidad migratoria y fagocitica, disminucién
en la expresion del CD14, TLR2 y TLR4, entre otros. El receptor de manosa (MR) es un
marcador de diferenciacion a M® ya que se encuentra altamente expresado en estos pero
esti ausente en los Mo, mientras que otros receptores como el Dectin-1 son comunes a
ambos tipos celulares [158]. EI M® es el nicho preferido de Mtb y el crecimiento de las

micobacterias intracelulares seria mas eficiente en M® que en Mo [97].

El perfil de produccién de CK en M® inducida por las cepas inactivadas por calor
fue ligeramente distinta a la observada en Mo dadores sanos. Estas diferencias podrian
deberse a los cambios en la funcion efectora y en los receptores de reconocimiento de
micobacterias que tienen lugar durante el proceso de diferenciacion. Sin embargo, la
influencia de otros tipos celulares de respuesta aguda como las células NK y Ly yoT

presentes en el cultivo de PBMC sobre los Mo no puede ser descartada.

La respuesta inducida por las tres cepas evaluadas en el M®, sumado a los
resultados obtenidos en Mo, indican que existen diferencias antigénicas tanto entre la
cepa de referencia H37Rv y los aislados clinicos MDR estudiados, asi como entre M y

410, las cuales se discutirdn a continuacion.
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5.2. Interaccion de las cepas MDR con el sistema inmune
y su relacion con el éxito o fracaso epidemiologico

La principal diferencia entre las cepas M y 410 es su historia epidemioldgica. A
pesar de estar genéticamente relacionadas, M causé un extenso brote de MDR-TB y logro
perpetuarse en la comunidad, mientras que el patron de RFLP 1S6110 de la cepa 410 fue
observado sélo dos veces en mas de una década. Este aislado provino de una paciente
de 38 afios de sexo femenino, seronegativa para VIH, la cual fue diagnosticada como
MDR-TB en el afio 1992 en el hospital Cetrangolo de la Provincia de Buenos Aires. Fue
atendida sucesivamente en el hospital Tornd, en donde le realizaron un tratamiento
quirdrgico, y en el hospital Mufiiz, ambos de la Ciudad de Buenos Aires. A pesar de su
fidelidad al tratamiento la paciente fallece en el afio 1999 a causa del severo dafio
pulmonar que la afectaba. La historia de esta paciente nos dice que este genotipo MDR
no se transmiti6 a nuevos huéspedes a pesar de haber estado en contacto con la
comunidad durante mas de siete afios. La baja prosperidad de la cepa 410 podria estar
ligada a una mutacién poco frecuente en el gen rpoB, el cual confiere la resistencia a
RMP. Tanto M como 410 poseen la mutacién en el gen katG ligada a la resistencia a INH
observada con mas frecuencia en los aislados resistentes a drogas (Ser315—Thr;
nomenclatura para E. coli) [159]. La mutacion mas frecuente en el gen rpoB de los
aislados clinicos resistentes a RMP es Ser531—Leu [160], hallada en la cepa M (V.
Ritacco, comunicacion personal), sin embargo, la cepa 410 tiene una mutacién poco
frecuente (His526—Leu). La baja representacion de esta variante entre los aislados
clinicos de MDR sugiere que dicha mutacion podria implicar algin costo en su fitness, ya
gue este gen codifica para la ARN polimerasa. Cabe destacar que el crecimiento de 410
tanto en medio liquido como dentro del M® no esta alterado, e incluso su replicacién
intracelular es mayor que la de M y H37Rv (Fig. 4.3.2), sugiriendo que la baja
transmisibilidad de la cepa 410 se deberia a su interaccion con el sistema inmune, mas

gue a una mutacion deletérea que impide su replicacion.

Algunos de los parametros estudiados no permitieron discriminar la cepa préspera
de la no préspera pero si de la cepa de referencia H37Rv, como la inducciéon de TNF-a e
IL-1B en Mo. Las dos cepas MDR estudiadas pertenecen al linaje Haarlem, mientras que
H37Rv pertenece a la familia Tuscany. La familia Haarlem se ha asociado con una mayor
capacidad de adquirir resistencia a drogas y generar brotes de MDR-TB, de manera

similar a la familia Beijing [161, 162]. Si bien no se encontraron en esta familia mutaciones

85



5. DISCUSION

puntuales en genes de reparacion del ADN relacionados con una mayor tasa de mutacion
[163], otros autores han descripto que la familia Haarlem tiene un polimorfismo especifico
para el gen mgtC [164]. Dicho gen esta relacionado con el crecimiento en condiciones de
baja disponibilidad de Mg®* como lo es el fagosoma [165]. Las diferencias observadas
entre las cepas MDR y H37Rv pueden deberse al background genético, mas que a las
mutaciones que puntualmente les confieren las resistencias a drogas. Lamentablemente,
hasta el presente no se ha aislado la cepa pansensible a drogas que represente al
genotipo ancestral que dio lugar a M y 410 para poder investigar la influencia de las
mutaciones en los genes de resistencia. Estas cepas tienen otra gran diferencia con
H37Rv, y es la presion de seleccion a la que han estado sometidas. H37Rv fue aislada
por primera vez en 1905, en el Instituto Trudeau de EEUU [166] y es la cepa de referencia
mas utilizada en el mundo. Si bien la virulencia en animales se mantuvo constante a pesar
de los sucesivos pasajes, se desconoce si continla siendo patégena para el hombre.
Teniendo en cuenta la complejidad de la interaccion entre el sistema inmune y Mth, seria
razonable que existan diferencias entre H37Rv y los aislados clinicos que estuvieron
sometidos a la presiobn de seleccion ejercida por el hombre (respuesta inmune,

vacunacion, antibiéticos).

Si bien se han descripto numerosos mecanismos de escape de la respuesta
inmune utilizados por Mtb [90, 122], poco se sabe de la relacion entre estas
caracteristicas y el éxito o fracaso epidemiol6gico de un determinado genotipo. Nuestros
resultados sugieren que algunos de estos mecanismos podrian estar compartidos por las
cepas estudiadas, como la down-regulacién del receptor de IFN-y (Fig. 4.3.1). Este
mecanismo de escape seria especifico de las micobacterias patdgenas y se ha observado
gue la baja expresion de IFNR en los Mo de pacientes puede ser revertida con el
tratamiento [123].

Asi mismo, nuestros resultados tuvieron variaciones asociadas a la utilizacion de
cepas inactivadas por calor, y-irradiadas y vivas. A pesar de esto, la cepa M siempre fue
una baja inductora de TNF-a (Fig. 4.1.2, 4.2.3, 4.3.5), mientras que 410 sdlo se diferencid
de M cuando se enfrenté al M® con la bacteria viable. Mas aln, observamos un patrén
similar para IL-10. La informacion publicada en lo que respecta a la inducciéon de TNF-a y
su relacion con el genotipo de Mtb es contradictoria. En este contexto, algunos trabajos
reportan que los aislados clinicos virulentos inducen mayor produccién de TNF-a que

H37Rv [167], otros comunican lo contrario [125, 148, 168, 169] y otros sostienen que
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cepas de Mtb virulentas, atenuadas y micobacterias no patdgenas inducen niveles
similares de esta CK [126]. Sin embargo, dada la importancia de TNF-a en la respuesta

protectora contra la TB la diferencia observada entre las cepas podria ser relevante.

Las diferencias entre las cepas también se pusieron de manifiesto en la induccién
de muerte del M®, la cual estaria relacionada con la virulencia de Mtb (Seccién 2.3.3). Si
bien M indujo bajos niveles de apoptosis, la muerte desencadenada por 410 fue por
necrosis del M®, caracteristica que se pierde en parte al inactivar la bacteria por calor. La
técnica de AV-IP no permite discriminar ente apoptosis tardia y necrosis, por lo que no
podemos descartar que la muerte inducida por 410 y-irradiada se trate de un proceso
apoptético clasico de muy rapida progresion. Si las células apoptéticas tempranas no son
rapidamente fagocitadas, éstas pierden su integridad de membrana conduciendo a una
necrosis secundaria, lo cual fisiolégicamente puede llevar a una respuesta inflamatoria
aunque inicialmente la muerte haya sido por apoptosis. Alternativamente, 410 podria ser
inductora de la recientemente descripta via independiente de caspasas (Fig. 2.3.6), la cual
se caracteriza por una rapida pérdida de la integridad de membrana plasmatica y del AWy,
[99, 129]. Si bien nosotros hemos observado que la activacién de caspasa-3 por la cepa
410 inactivada por calor fue alin menor que para M, este dato, junto con la pérdida del
AW, deberd ser corroborado con la bacteria vy-irradiada/viva para determinar
fehacientemente el tipo de muerte inducido por 410. Se ha propuesto que la muerte por
necrosis de la célula huésped sélo es inducida cuando la carga bacilar es alta (MOI=20),
para lograr la citdlisis y liberacidn al medio extracelular, luego de lo cual el bacilo podria
infectar nuevas células o un nuevo huésped [99]. Asi, la muerte por necrosis del M® seria
ventajosa para Mtb frente a una alta carga bacilar, en cambio, a baja carga bacilar
(MOI=5) el crecimiento bacteriano se veria impedido [170], probablemente debido a la
pérdida de su nicho. Extrapolando estos resultados observados in vitro a la patologia
humana, lo mejor para el bacilo es inhibir la muerte del M® (tanto por apoptosis como por
necrosis) en las etapas tempranas, e inducir la lisis celular en un estadio avanzado de la

infeccion.

Una de las caracteristicas distintivas de la cepa M fue su capacidad de inhibir en el
M® la muerte por apoptosis. La baja induccion de muerte por esta cepa seria la resultante
de una sefial proapoptética débil independiente de TNF-a sumada a un mecanismo
inhibitorio, el cual seria especifico para la apoptosis ya que M no fue capaz de interferir

con la produccion de TNF-a/IL-1B. Si bien ambas cepas, 410 y M, fueron capaces de
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inhibir la via intrinseca de la apoptosis de manera similar, s6lo M interfirié con la muerte
inducida por H37Rv. Por otro lado, H37Rv no fue capaz de inducir la pérdida de AW, a
pesar de que la exposicion de PS fue mayor. En conjunto, estos datos nos sugieren que la
cepa de referencia podria estar activando la via extrinseca. Ademas, la ausencia de la
regulacion de los receptores de muerte clasicos como TNFR y Fas, y la baja influencia del
TNF-a sobre la apoptosis inducida por M nos sugieren que otros receptores estarian
involucrados en dicho proceso. En la actualidad se conoce que los TLR también son
capaces de inducir apoptosis a través de las moléculas adaptadoras MyD88 y TRIF/RIP
gue a su vez pueden reclutar a FADD activando a la caspasa-8 [171]. Se ha reportado
gue tanto la infeccién con H37Rv [172] como las lipoproteinas de 19KDa y 38KDa
purificadas, podrian ser las iniciadoras de esta via mediada por TLR2 [104, 105].
Recientemente se ha reportado que la apoptosis inducida por Mtb dependeria de la via
TLR2/MyD88, y simultaneamente TLR4 transduciria sefiales que inhiben la necrosis del
M® [172]. Paralelamente, se demostré que PG y LPS, ligandos clasicos de TLR2 y TLR4,
inhiben la apoptosis inducida por Mth. Si bien nosotros observamos que M es capaz de
interferir con la sefial proapoptotica inducida por H37Rv, queda por determinar si la
interferencia con los TLR u otros receptores es el mecanismo involucrado en la resistencia
a la muerte del M® inducida por M. Llamativamente, M no fue capaz de inhibir la
expresion de TNF-a inducida por H37Rv, a pesar de que la expresién de esta CK también
ha sido asociada con TLR2 y 4. La interferencia de la cepa M en la apoptosis y no en la
expresion de TNF-a sobre H37Rv podria deberse a la participacion de otros receptores
gue determinan los eventos de sefalizacion que ocurren rio abajo en la cascada de

sefializacion inducida por TLR.

Paralelamente, distintas moléculas de la familia de Bcl-2 han sido involucradas en
la inhibicion de la via intrinseca, como A1[173], Bcl-2 [174, 175], y Mcl-1 [176]. La
interferencia de M y 410 con la via intrinseca no pudo ser atribuida a una mayor expresion
de Bcl-2, pero no podemos descartar la participacion de otras moléculas de esta familia.
Por otro lado, hemos observado previamente que los M® incubados con la cepa M son
menos susceptibles a la citotoxicidad mediada por Ly T CD8" [135]. Si bien la citdlisis
mediada por Ly involucra mecanismos efectores diferentes a los estudiados en esta tesis
(granulos citotoxicos como perforina, granulisina y granzima B), es llamativo que la cepa
M, y no la 410, también interfiera con este mecanismo de defensa que preserva la
integridad del M.
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Los miembros del género Mycobacterium pueden ser clasificadas en dos grandes
grupos segun su tiempo de replicacidn, esto es, en micobacterias de crecimiento rapido y
de crecimiento lento. Las micobacterias patdgenas, incluyendo al complejo Mtb,
pertenecen al segundo grupo, lo cual hizo suponer que existe una relacién directa entre
replicacién y patogenicidad. En general se ha asociado la mayor virulencia de los aislados
clinicos con un mayor crecimiento intracelular en modelos in vitro, especialmente para los
miembros de la familia Beijing [124, 168, 177], el cual correlaciona con una mayor carga
bacilar en los pulmones de ratones infectados con cepas de este linaje [40, 177]. Sin
embargo, este no fue el caso para las cepas MDR estudiadas: M se replicé a una tasa
semejante a H37Rv (quizas ligeramente menor) y el mayor crecimiento intracelular se
observé con 410 (Fig. 4.3.2). Los tiempos de duplicacién en medio liquido fueron de 24.4h
para M, 17.6h para 410 y 18h para H37Rv, lo cual coincide parcialmente con la replicacion
intracelular. Sin embargo, el crecimiento de 410 se vio exacerbado dentro del M® y por el
contrario, a pesar de la lenta replicacion de M el nimero de bacilos viables recuperados
no fue significativamente menor a H37Rv. Mas aun, en el dia 0, a pesar de que el
porcentaje de infeccion y la carga bacilar determinados por la tincion de Ziehl-Neelsen
fueron menores con las cepas MDR, no se observaron diferencias en las UFC
recuperadas. Estas observaciones nos indican que efectivamente, el crecimiento
intracelular neto resulta del balance entre la supervivencia de Mtb dentro del M® vy la

capacidad de replicacién intrinseca de cada genotipo.

El mayor crecimiento intracelular observado con la cepa 410 es coherente con
observaciones previas realizadas en ratones (B. Lopez, datos no publicados). Lépez y col.
comunicaron que las cepas de la familia Beijing y H37Rv inducen el 100% de muerte en
ratones a las 4 y 12 semanas post-inoculacién respectivamente [40]. Utilizando el mismo
modelo y condiciones experimentales similares, observaron que, a pesar de que la
infeccion con la cepa 410 resulta en una mayor carga bacilar en los pulmones la
sobrevida de los animales infectados tanto con M como con 410 fue mayor a 15 semanas.
Ademas, los animales infectados con 410 presentaron una mayor inflamacién intersticial y
perivascular, mayor reaccion de hipersensibilidad retardada, asi como un mayor nimero
de granulomas. En cambio, la infeccion con M indujo un mayor dafo tisular (area
neumonica) a los 60 dias post infeccion, probablemente debido a diferencias en la
induccion de la respuesta adaptativa. Cabe aclarar que el inéculo utilizado para infectar a
estos ratones fue elevada (2x10°~10° UFC via intratraqueal). Si bien el modelo murino no

refleja la patologia humana con exactitud, se podria postular que, mientras M mantiene un
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estado de quiescencia por tiempos mas prolongados, induciendo una respuesta
adaptativa defectuosa, la mayor inflamacién inducida por 410 en las etapas tempranas
contribuiria con su erradicacion. Esta hipétesis seria coherente con la mayor inducciéon de
TNF-a observada en los M® infectados con 410 (Fig. 4.3.5). Ademas, si tenemos en
cuenta que las células necréticas son capaces de inducir inflamacion [178], podemos
especular que la respuesta observada en los ratones podria explicarse en parte a la
necrosis del M® inducida por la cepa 410 y-irradiada. Mas aun, el porcentaje de infeccion
de los M® fue aumentado a lo largo de los dias, probablemente debido a la liberacién de
bacilos al medio extracelular que infectan nuevos M®. La necrosis inducida por la cepa
410 viable debera ser determinada para saber su mayor capacidad de invasion se debe a
este mecanismo. Cabe destacar que en los preparados tefiidos con Ziehl-Neelsen y azul
de metileno no se observé un ndimero significativo de nlcleos condensados que indiquen

muerte por apoptosis (datos no mostrados).

En conjunto, los resultados obtenidos en la capacidad de replicacion intracelular
dentro del M® por las cepas Haarlem MDR, M y 410, se contraponen a lo observado con
las cepas de la familia Beijing: la cepa no préspera 410, se multiplicé mas rapidamente a
pesar de no ser virulenta. Contrariamente, la replicaciéon de la cepa virulenta M fue menor.
Por lo tanto, el mayor crecimiento intracelular como Unico parametro de virulencia no seria
valido, ya que la estrategia de M seria opuesta a la de las cepas Beijing, es decir crecer
lentamente dentro de su célula huésped. Este hecho implica que habria otros mecanismos

de evasidn que darian lugar al éxito de determinados genotipos de Mth.

La respuesta temprana de los M® frente a Mtb dependeria de un balance entre las
sefiales transducidas por sus PRR: algunas estarian relacionadas con la activacion de la
respuesta proinflamatoria y micobactericida, mientras que otras tendrian un rol en la
evasion de la respuesta inmune (Fig. 2.3.3). Tanto H37Rv como M y 410 indujeron un
aumento transitorio de la expresion del MR, mientras que TLR2 y TLR4 sélo lo hicieron
con H37Rv y M. Llamativamente, M indujo un mayor aumento en la expresién del receptor
de activacion Dectin-1 (Fig. 4.2.2). La relevancia de estos resultados esta siendo evaluada

estudiando la funcionalidad de estos receptores.

Mtb se caracteriza por tener una pared bacteriana compleja compuesta de lipidos y
carbohidratos, algunos de ellos ausentes en otros taxones. A diferencia de otros
patégenos, Mtb carece de factores de virulencia tipicos como toxinas, y la patogenicidad

dependeria de una interaccién compleja entre el huésped y la bacteria. Gran parte de las
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funciones inmunomoduladoras fueron atribuidas a componentes de la pared bacteriana
(Fig. 2.3.3 y 2.3.4), siendo estos en su mayoria de naturaleza lipidica o glicolipidica. Los
antigenos proteicos que fueron caracterizados con mas detalle son ESAT-6 y CFP-10, los
cuales son secretados al medio extracelular a través del sistema de secrecion de tipo VII

formando un heterodimero [179].

En este trabajo de Tesis observamos diferencias entre la respuesta inducida por
las bacterias inactivadas por calor, las y-irradiadas y las vivas. La inactivacion de los
bacilos previene la secrecion activa de ciertos antigenos, y se sabe que algunos
mecanismos de evasién requieren de la bacteria viable, como la inhibicion de la formacion
del fagolisosoma. Dicho mecanismo dependeria de factores que requieren una
transcripcién/traduccion continua o bien estaria regulado por genes que soélo se expresan
dentro del fagosoma [88]. Asi, en nuestro modelo, las cepas inactivadas indujeron un pico
de produccion temprano de TNF-a, mientras que los niveles se mantuvieron elevados con
bacterias viables alin 5 dias post-infeccion. Por otro lado, si bien la inactivacion mediante
irradiacion ionizante preserva la estructura bacteriana, en los bacilos inactivados por calor
la estructura de los antigenos proteicos estaria seriamente comprometida. Sin embargo,
pudimos corroborar por citometria de flujo que el tamafio celular no estaba alterado, e
incluso se conservaban estructuras de carbohidratos que pudieron ser reconocidas por
lectinas solubles (Schierloh, observaciones no publicadas). El tratamiento con calor
también podria haber alterado la disponibilidad y/o proporcion de ciertos antigenos, dando

lugar a las diferencias observadas.

En este contexto, el ManLAM es un glicolipido complejo presente en la pared de
Mtb (Fig. 2.3.4) al que se le han atribuido varias funciones inmunomoduladoras que
favorecen al patégeno, siendo la presencia de las manosas terminales de vital
importancia. Los LAM de las especies no patogénicas de crecimiento rapido como M.
smegmatis (PILAM) y M. chelonae (AraLAM) carecen del cap de manosas [80]. Tanto
AraLAM como los precursores de los lipoarabinomananos, LM (lipomanano) y PIM
(también presentes en la pared de Mtb) son fuertes inductores de CK proinflamatorias, QK
y NO’, mientras que ManLAM es capaz de interferir con numerosos mecanismos
efectores. De este modo, se ha propuesto que la virulencia de una micobacteria estaria
determinada por el balance LAM/LM [88]. En particular, ha sido descripto que ManLAM
seria capaz de inhibir la respuesta apoptética del M®, inhibiendo el aumento de Ca*

intracelular [180] e induciendo la fosforilacidn e inactivacion del factor proapoptético Bad
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[181], mientras que el LM es un fuerte inductor de apoptosis [80]. Las diferencias
observadas estarian determinadas por los receptores que reconocen estas estructuras:
mientras ManLAM es reconocido por el MR, sus precursores se unirian al TLR2 (Fig.
2.3.3). Por lo tanto, es tentador especular que las diferencias observadas en el presente
trabajo en la induccién/inhibicién de la apoptosis se deberian en parte a estos antigenos
glicolipidicos, ya que estos serian mas estables a la inactivacién por calor que las

proteinas.

Las diferencias observadas entre las cepas estudiadas pueden deberse a
variaciones en proporcion y exposicion de los antigenos relacionados hasta el momento
con la virulencia de Mtb. Sin embargo, no se puede descartar que existan factores de
virulencia especificos de las cepas Haarlem patogénicas. Barry y Kaplan han identificado
en las cepas hipervirulentas de la familia Beijing un lipido de superficie ausente tanto en
H37Rv como la cepa CDC1551 debido a una delecién de 7 pares de base en el cluster de
genes pks1-15 [182]. El producto de este gen es una policétido sintasa (PKS) que da lugar
a la sintesis del glicolipido fendlico (PGL) a partir de DIM. Si bien la disrupcién de este gen
revirtio el fenotipo hipervirulento tanto en el modelo murino [182], como en un modelo de
meningitis en conejo [149], la transfeccién del gen pks1-15 en H37Rv no logré establecer
el fenotipo hipervirulento [183]. Dicho dato recalca la importancia del background genético

de un determinado aislado.
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5.3. CONCLUSIONES FINALES

Esta tesis constituye el primer trabajo que, complementando las observaciones
epidemiolégicas, investiga la respuesta inmune innata inducida por una cepa MDR que
gener6 el primer brote de gran magnitud de tuberculosis multirresistente a drogas en
nuestro pais. Hemos tratado de investigar si el éxito de la cepa M para perpetuarse en su
nicho geografico estaria ligado a su capacidad de evadir ciertos mecanismos de la
respuesta inmune innata, y para ello la comparamos con la cepa no prospera 410. En
conjunto, nuestros resultados demuestran que la respuesta inmune frente a aislados
clinicos MDR es diferente a la desencadenada por la cepa de laboratorio H37Rv. El éxito
epidemiolégico de la cepa M, en contraposicion a la cepa 410, estaria ligado a su baja
replicacién e induccién de apoptosis, y a una menor respuesta inflamatoria inducida en su
célula huésped. Este dato se opone a lo publicado con la familia Beijing. Ademas,
demostramos que la respuesta de los Mo de controles sanos y pacientes es la resultante
de la interaccion de factores del huésped con las variaciones antigénicas propias del

genotipo de Mtb.

Si bien estudios futuros son necesarios para comprender la relacidn exacta entre
los parametros medidos y el éxito o fracaso epidemiolégico de los genotipos estudiados,
nuestros resultados contribuyen a comprender que Mtb es una especie con considerable
variabilidad genética, la cual fue desafiada en las Ultimas décadas por la alta presion de
seleccion ejercida por la quimioterapia y la vacunacién masiva con BCG. Nuestras
observaciones son importantes para el futuro disefio racional de vacunas y métodos
diagnosticos de base inmunolégica, ya que la predominancia de genotipos asociados a
regiones geograficas ha sido descripta muy recientemente y se desconoce la relevancia
de este punto. El desarrollo de vacunas efectivas es de importancia vital, ya que la carrera
entre Mtb y el desarrollo de nuevos antibiéticos claramente esta siendo ganada por este
patégeno antiguo como la raza humana. El uso racional de las drogas antituberculosas y
el compromiso de las autoridades sanitarias para frenar la aparicién de nuevos genotipos
resistentes seran las que determinen si tendremos que denominar el presente siglo como

la “Era DR” 0 no.
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“(...) human societal failures have potentiated the evolution of drug-resistant strains (...).
Reinforced treatment and control programs for TB are vital. Our response to this challenge will reflect on
whether we deserve the appellation "sapient” or whether anthropologists will need to find

another designation for our species.”

Iseman E. Evolution of drug-resistant tuberculosis: A tale of two species. PNAS. 1994
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