UNIVERSIDAD NACIONAL DE LA PLATA
FACULTAD DE CIENCIAS EXACTAS

DEPARTAMENTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS

Trabajo de Tesis Doctoral:

“IMPACTO DE LA VARIABILIDAD GENETICA DEL
MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS EN LA RESPUESTA
INNATA DEL EPITELIO BRONQUIAL HUMANO”.

Tesista: Lic. Denise Kviatcovsky
Directora: Dra. Silvia Susana de la Barrera

Co-director: Dr. Carlos Alberto Fossati

Afno: 2018



Agradecimientos

A mi padre, que

me ha dado todo



Agradecimientos

A Silvia, mi directora, por haberme dado la posibilidad de crecer profesionalmente, darme
libertad, apoyarme y creer en mi en cada paso de este camino.

A Maria del Carmen, por confiar en mi sin siquiera conocerme, por haberme hecho parte
de su grupo y ser muchas veces mi psicéloga personal y profesional.

Al Dr. Fossati, por la paciencia, por darme siempre una mano con los tramites en la facu y
haber leido y corregido tan detalladamente esta tesis.

A Lulu, mi compafiera, confidente, complice y amiga. Gracias por compartir conmigo todos
los dias y ser incondicional. Definitivamente, nada de lo que logré hubiera sido lo mismo
sin vos y tu apoyo.

A cada uno de mis comparieros de “Inmuno I” por compartir el dia a dia, charlas,
almuerzos y mates. Por hacer que los dias en el labo sean més entretenidos y divertidos.

A Evelita, por recibirnos con una sonrisa siempre, por sus palabras y contencion.

A mi gran amigo Leito, por las risas, los momentos inolvidables compartidos, las charlas y
los consejos que van a quedar siempre en mi corazébn y en mi memoria. Te extrafio
infinitamente!

A Agus por tu amistad, por bancarme siempre y estar ahi cuando mas te necesité. Haber
transitado juntas esta etapa y que ya haya terminado me resulta imposible de creer.

A Agos por las tardes de verano en la terraza y las charlas divertidas. Por la amistad que
construimos y que prevalece a pesar de la distancia.

A los “chicos de Trombosis”, porque fueron como mi segundo lab, por las charlas y los
momentos de distraccion entre cervecitas, mates y tereré.

A mis amigos de la vida, Juan, Sersh y la Mexi, que me conocen mas que nadie, por ser
incondicionales y acompafiarme siempre en cada etapa de mi vida.

A Javi, mi compafiero de la vida. Por apoyarme en estos momentos de cambio y transicion
estando siempre al lado mio con una sonrisa. Por la felicidad y la paz que me transmitis
todos los dias.

A mi familia, por su eterno apoyo. Por estar en los momentos mas dificiles y ayudarme a

salir adelante siempre.



Indice

INDICE DE CONTENIDO

F Y o] (= = (U = F U PP TP UUTT T 1
TS 0] 4 1= o [ PP 3
T oTo [ U1 o] o [P PP PP PT PP 6
L@ TUDEICUIOSIS ...ttt 7
Microbiologia del Mycobacterium tuberculosis (MEb) .............cccoouiiiiiiiiiiiiiiiieeeeenn, 9
Variabilidad genética del Mb..........ooooo i 11
LI =1 €= 10 0 11= 01 (o P PP PRPPPRP 13
La tuberculosis resistente @ drogas ... 14

[ 0T o =T o o7 - TP PP URP TSP 14

La tuberculosis multirresistente a drogas en Argentina...........ccccceii. 15
Inmunologia de 1a tuberCuloSIS..........oooii i e 17
La respuesta inmune CoONtra MID.............uuueiuiiiiiiiiiiiiiiiiieeee e 17

El epitelio pulmonar humano ... 20
Estructura y funcion del epitelio pulmonar humano...........coocciciiiiinieee e, 20
EPitelio BronqUIal ... .... ettt e 23
Establecimiento de la infeccion por Mtb en el tracto respiratorio.............cccccee.... 25

Los neutrdfilos y su rol en la respuesta inmune frente a Mtb.............cccccceeiieiiinnnnn. 28
Interaccion entre el epitelio pulmonar y 1os Neutrofilos ..o, 33
L@ 0] =Y 1Yo =SOSR 34
(@] o] =] 1Y ol e =T o= - | PR 35
ODbjetivos €SPECITICOS ...oeiiii it e e 36
Materiales ¥ MELOTOS. ... ..ottt e e ee et e e eees 37
Cepas de Mycobacterium tUbBErCUIOSIS ..............ccuueeeeeeieiiiiiiieiiiieiieeeeeee e 38
Linea celular del epitelio bronquial humano: Calu-6 ............cccccoeeiiiiiiiiiie e 39

Infecciones de Calu-6 con cepas de MED..........ooooiiiiiiiiiiiiee e 39



Indice

Obtencion de imagenes de Calu-6 infectadas con H37Rv y M por microscopia

(o001 0Tz | PRSP 40
Determinacién de unidades formadoras de colonias...........oocccuiiieieieeiiiiciieeeeenn. 41
Obtencion de medios condicionados provenientes de Calu-6 infectadas............. 42
Deplecion de TNF-a en H37RV-MC ... 42
Determinacion de factores solubles secretados...........ccccoveiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieee e, 42
Determinacién de actividad metaloproteinasa..........c..eeeveeiiiiiiiiiiiiiiin 43
Secrecion de lactato deshidrogenasa mitocondrial ..............occociiiiiiiiiiieneeenn. 44
Andlisis fenotipico de células Calu-6 por citometria de flujo...........cccccceiriennnnee 44
Deteccion de apoptosis/necrosis inducida por Mtb sobre Calu-6 ......................... 45
NEULIOfilos (PIMIN)... .ot e e e e e as 46
(D= To (o] (ST =T g o F- PP PPRPTPP 46
Purificacion de PMN a partir de sangre periférica........cccccoviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiene e, 46
Cultivo de PMN con medios condicionados de Calu-6............ccccueeiieieeeiiiiiennnn. 46
Determinacion de la expresion de CD11b en PMN .........oooviiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeee 47
Estallido respiratorio: produccién de especies reactivas del oxigeno................... 47

Ensayo de sobrevida celular: cuantificacion de apoptosis por microscopia de

L 0T (=TT o7 =Y o Lo - SRR 48
Ensayo de formacién de trampas extracelulares de neutrofilos ........................... 48
Determinacién de P-p38 intracitoplasmatica en PMN ..o, 50
Ensayo de fagocitosis €n PMN ..o 50
Ensayo de quimiotaxis de PIMN .............ouuiiiiiiiiiiiiiiiiiieee e 51
Determinacion de entrada y replicacion de H37Rv en PMN...........ccoooivvvvviiiinnnn. 52
Deteccion de apoptosis/necrosis inducida por H37Rv sobre PMN....................... 52
Generacion de medio condicionado de PMN infectados con H37Ruv.................... 53
Determinacién de secrecion de lactato deshidrogenasa por PMN ....................... 53
Actividad MieloperoXidasa ..........cueueeieiiiiiiiiiiiii i 54
Determinacion de IL-8 secretado por PMN .........couuiiiiiiiiiiiiiiiiiiieee e 54

Medida de la produccién de éxido nitrico en sobrenadantes de PMN.................. 55



Indice

ANAlISIS €StadiStiCO.....cooi i e 55
T 0] = To [o 1 PR PP PPRPPPP 56
PARTE I: Efecto directo de las cepas H37Rv y M sobre el epitelio bronquial humano.
La cepa M es menos efectiva para invadir pero sobrevive dentro del epitelio...... 57

Las cepas de Mtb no inducen apoptosis/necrosis ni alteran la permeabilidad
CelUlar €N CalU=-B.........ccooiiiiiiiii e e e 58

Las cepas de Mtb no alteran la expresion de receptores de superficie en Calu-6.60

La cepa M disminuye la secrecion de TNF-a y GM-CSF e induce bajos niveles de
secrecion de IL-8 por Calu-6.............ccooeiiiiiiiiii e 61

La cepa M induce pobre actividad metaloproteinasa sobre Calu-6. ..................... 63

PARTE II: Alteracion de las funciones efectoras de los neutrofilos en el contexto de

la infeccion con Mtb.

Efecto de la capacidad quimioatractante del medio condicionado derivado de

Calu-6 infectadas con la cepa M sobre 10S PMN..........c.ccccoociiimiiiiiiiiieiiiee e 65
Los medios condicionados alteran la activacion de PMN inducida por i-H37Ruv... 66

El medio condicionado derivado de Calu-6 infectadas con la cepa M no genera un
aumento de la produccién de especies reactivas del oxigeno inducida por i-H37Rv

Fosforilacion de 1a p38 MAPK ...t e 69
Impacto de los medios condicionados sobre la fagocitosis de i-H37Rv en PMN..70

Influencia de los medios condicionados sobre la formacién de trampas
extracelulares de Neutrofilos...........ooooiiiiiiiii i 72

El M-MC induce un aumento en la replicacién intracelular de H37Rv en PMN..... 73

Efecto de los medios condicionados sobre la muerte de PMN infectados con

Impacto de los medios condicionados sobre la produccion de NO, MPO y

secrecion de IL-8 luego de la infeccidn por Mitb. ..........cccceviiiiiiiiiiiiiiieee e 77
DisCUSION ¥ CONCIUSIONES ...ttt e e e eeae e e enens 80
Y 41 (o TSP PPRRPPRP 93



Abreviaturas

ABREVIATURAS

ADN acido desoxirribonucleico

AG arabinogalactano

BCG bacilo de Calmette-Guérin (M. Bovis)

BSA albumina sérica bovina

CD células dendriticas

CMH complejo mayor de histocompatibilidad

DHR dihidrorodamina 123

EA epitelio alveolar

EDTA acido etilendiaminotetraacético

EMB etambutol

EROs especies reactivas del oxigeno

FACS citometria de flujo

fMLP N-Formil-Metionil-Leucil-Fenilalanina (del inglés: N-Formylmethionyi-
leucyl-phenylalanine

GM-CSF factor estimulante de colonias de granulocitos y macréfagos (del inglés:
Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor)

IFN-y Interferébn gamma

i-H37Rv H37Rv gamma irradiada

IL interleuquina

INH isoniazida

LAM Latino-Americana-Mediterranea

LDH lactato deshidrogenasa mitocondrial

LM lipomananos

M cepa Muiiz

MA macroéfagos alveolares

Mac macroéfagos

mAG acido micolico esterificado con AG

ManLAM manosa lipoarabinomanano

MAPK del inglés: Mitogen Activated Protein Kinase

MC medio condicionado

MDR multirresistente a drogas

MMP metaloproteinasa

MOI multiplicidad de infeccion

MPO mieloperoxidasa

MR receptor de manosa




Abreviaturas

Mtb
NADPH
NETs
NO
OADC
OMS
PAMPs
PBS
PFA
PIMs
PMA
PMN
PTG
PZA
RIF
SDS
SF
SFB
SNP
SP

B
TGF-

TLRs
TNF-a
UFC
VIH
XDR

Mycobacterium tuberculosis

nicotinamida adenina dinucleétido fosfato

trampas extracelulares de neutréfilos

oxido nitrico

oleico-albumina-dextrosa-catalasa

Organizacion Mundial de la Salud

patrones moleculares asociados a patdégenos

buffer fosfato salino

paraformaldehido

fosfatidil-mio-inositol mandsido

acetato forbol miristico (del inglés: phorbol 12-myristate 13-acetate)
neutrdfilos

peptidoglicano

pirazinamida

rifampicina

dodecilsulfato sédico

solucion fisiologica

suero fetal bovino

polimorfismo de nucleétidos Unicos

sangre periférica

tuberculosis

factor de crecimiento tranformante beta (del inglés: Transforming growth
factor-beta)

receptores tipo Toll

factor de necrosis tumoral (del inglés: Tumor necrosis factor-alpha)
unidades formadoras de colonias

virus de inmunodeficiencia humana

extensivamente resistente a drogas




Resumen

RESUMEN

En trabajos previos de nuestro laboratorio hemos demostrado que la cepa M de
Mycobacterium tuberculosis (Mtb) multirresistente a drogas prevalente en Argentina,
ha montado diversos mecanismos para evadir la respuesta inmune innata y adaptativa
del hospedador. Lo que indicaria que dicha cepa podria haber desarrollado
mecanismos de evasién para permanecer invisible a los mecanismos de eliminacion
bacteriana del hospedador, lo cual explicaria su éxito epidemioldgico.

El rol del epitelio bronquial humano en el contexto de la infeccion por Mtb aun
resulta desconocido asi como también su interaccién con los neutréfilos (PMN) en
estas mismas condiciones. En este trabajo de tesis, nos propusimos evaluar si las
cepas de Mtb M y la de referencia en el laboratorio, H37Rv son capaces de invadir y
replicar dentro de la linea celular del epitelio bronquial humano Calu-6 y si el epitelio
infectado con las mismas podria alterar las respuestas funcionales de los PMN, unas
de las primeras células de la inmunidad innata en llegar al pulmon.

Nuestros resultados demuestran que la cepa M, a pesar de ser una cepa de
menor crecimiento intracelular que la H37Rv, infecta y es capaz de sobrevivir dentro
de Calu-6 sin promover la muerte celular, y que ambas cepas difieren en su capacidad
para inducir la respuesta innata del epitelio bronquial. Demostramos que la interaccién
directa de Mtb con el epitelio bronquial induce la secrecion diferencial de dos
metaloproteinasas (MMPs) implicadas en la patologia de la tuberculosis, MMP-2 y
MMP-9, y que ambas se encontraron significativamente disminuidas luego de la
infeccion con la cepa M en comparacion con H37Rv. Ademas, contrariamente a lo
observado con H37Rv, la cepa M disminuye notablemente la capacidad de secrecién
de la citoquina TNF-a y el factor de crecimiento GM-CSF con respecto al epitelio no
infectado y es pobre inductora de la quimioquina IL-8. En conjunto, estos resultados
demuestran que el genotipo bacteriano podria alterar la migracién y activacion de las

células inmunocompetentes que arriban al compartimento bronquial infectado.
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Paralelamente, evaluamos si los medios condicionados derivados de las Calu-
6 infectadas con Mtb podrian ejercer en forma indirecta algun efecto sobre células de
la respuesta inmune innata como los PMN, que son los primeros en arribar al sitio de
infeccion, observamos que el medio condicionado (MC) derivado de Calu-6 infectadas
con la cepa M (M-MC) no fue capaz de atraer a los PMN, lo cual se correlaciona con
los bajos niveles de IL-8 detectados en dicho medio comparado con el derivado de la
infeccion por H37Rv (H37Rv-MC). Ademas, el pre-tratamiento de los PMN con M-MC
alterd la activacion de los PMN en respuesta a H37Rv gamma irradiada (i-H37Rv), a
juzgar por la ausencia de un aumento de la expresion del receptor CD11b y la baja
produccion de especies reactivas del oxigeno (EROs). El agregado exégeno de TNF-a
a M-MC o bien su depleciéon en H37Rv-MC demuestra que la incapacidad de M-MC
para pre-activar al PMN estaria asociada a los bajos niveles de TNF-a.
Interesantemente y en correlacion con lo mencionado, la fosforilacion de la p38
Mitogen Activated Protein Kinase (MAPK) fue menor en los PMN tratados con el M-MC
respecto a aquellos tratados con H37Rv-MC, hecho que podria explicar la pobre
respuesta observada de los PMN pre-activados con M-CM ante un segundo estimulo
empleado tal como i-H37Rv. En la misma linea, el M-MC fue el menor inductor de
trampas extracelulares de neutréfilos (NETs) lo cual se reflejo también en la
cuantificacion del ADN liberado en comparacion con H37Rv-MC. Llamativamente,
observamos un incremento en la replicacion de H37Rv en los PMN tratados con M-MC
que podria atribuirse a la baja produccion de especies reactivas del nitrégeno y de
EROs; este hecho contribuiria a una mayor diseminaciéon de la micobacteria tras la
muerte de los PMN. Por otra lado, los PMN pre-tratados con M-MC fueron capaces de
secretar mayores niveles de IL-8 en respuesta a la infeccion que aquellos tratados con
H37Rv-MC, lo que permitiria sostener el reclutamiento de mas PMN ademas de otras
células inmunocompetentes al sitio de infeccion a pesar del pobre poder
quimioatractante del epitelio infectado con la cepa M. De esta manera, nuestros

resultados indican que aun a una baja tasa de invasion/replicacion dentro del epitelio
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Resumen

bronquial humano, la cepa M induce la secrecion de factores solubles que alteran el
dialogo entre estas células no fagociticas y los PMN, representando asi un posible
mecanismo de evasion desarrollado por la cepa M para persistir en el huésped. Estos
datos proveen nuevas perspectivas y conocimiento acerca del papel que juega el

epitelio bronquial luego de la infeccién con la cepa M.
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LA TUBERCULOSIS

La tuberculosis (TB) es una enfermedad infecciosa cronica que aqueja a la
humanidad desde la antigiiedad. Si bien ha sido estudiada desde la antigua Grecia, el
agente etioldgico fue descubierto recién en 1882 por el microbidlogo aleman Robert
Koch quien advirtio que el microorganismo patogénico Mycobacterium tuberculosis
(Mtb) era el causante de la enfermedad [1].

La transmision del bacilo Mtb ocurre a través de microgotas de aerosol
generadas por una persona portadora activa de la enfermedad, las cuales son
inhaladas e ingresan a las vias respiratorias del nuevo hospedero [2]. Aunque
cualquier 6rgano del cuerpo puede estar comprometido, el pulmén sigue siendo el
6rgano mas comunmente afectado por esta enfermedad provocando principalmente
tos intensa, fiebre y dolores en el pecho [3], [4].

La mayoria de los individuos infectados son capaces de montar una respuesta
inmune inicial eficiente frente a la infeccion, dentro de los cuales el 90% desarrollara
una infeccion latente a lo largo de la vida, esto implica que no presentan sintomas ni
transmiten la enfermedad a otros [2], [4] y aproximadamente el 10% restante podra
eliminar la bacteria por completo. Sin embargo, individuos inmunocomprometidos o
aquellos infectados con HIV, presentan mayor riesgo de que la infeccion latente pueda
progresar hacia un estado activo [5] lo cual dara lugar a manifestaciones clinicas y el
consiguiente desarrollo de la enfermedad (Figura 1).

A pesar de ser actualmente una enfermedad prevenible y curable, ain continua
siendo uno de los principales problemas de la salud publica, y asi lo reconocié la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) en 1991. En el ultimo reporte de la OMS del
afno 2017 se ha informado que hubo alrededor de 6,3 millones de nuevos casos y 1,3
millones de muertes debidas a la TB, siendo una de las 10 principales causas de

muerte en el mundo, por encima de HIV y el paludismo. En la Tabla 1 se detallan los
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datos sobre la incidencia y mortalidad de la TB en el mundo y en nuestro pais,

correspondientes al afio 2017 y 2016 respectivamente.

Tabla 1: Incidencia y mortalidad de la TB en el mundo y en nuestro pais

Personas Casos Casos nuevos / Muertes /
. 100.000 Muertes 100.000
infectadas nuevos ) .
habitantes habitantes
GLOBAL® 14.000.000 6.300.000 86,3 1.300.000 17,8
ARGENTINAP 10312 9760 23,7 721 1,6

4Base de datos de la OMS actualizada reporte del afio 2017.

b Base de datos del Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias (INER) “Emilio Coni”,
actualizada hasta agosto de 2016. Ministerio de Salud, Republica Argentina.

/
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.. TBactiva .

Figura 1| Ciclo de la infeccién del Mtb. Adaptado de Madhukar Pai y col. Nature Reviews

Disease Primers2 Tuberculosis, 2016 [6].

La pobreza, la falta de adherencia al tratamiento, el advenimiento de casos de
TB resistente a drogas, la epidemia de HIV, pobres métodos diagnoésticos, el deficiente

acceso a los sistemas de salud, la limitada eficacia de la vacuna BCG vy la falta de
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disponibilidad de nuevas drogas, continian siendo obstaculos para el control de la TB
[7]. En este contexto, en 1993 la Organizacion Mundial de la Salud reconocié el
resurgimiento de la TB declarando la emergencia sanitaria global (WHO, 2002).
Ademas, en ese mismo afio, la OMS establecié como meta para la erradicacion de la
tuberculosis el afo 2020 a través del plan “Stop TB” sin embargo, estas metas no han

sido alcanzadas posponiendo dicho plan para el afio 2050.

MICROBIOLOGIA DEL MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS

La bacteria Mycobacterium tuberculosis pertenece al orden de los
Actinomycetales (bacterias con forma de hongos), familia de las Mycobacteriaceae,
género Mycobacterium, especie tuberculosis. Dentro de este género se ha definido un
grupo denominado M. tuberculosis complex o complejo del bacilo tuberculoso, el cual
agrupa especies tales como M. tuberculosis, M. bovis, M. africanum, M.canettii y M.
microti [8]. Es un patdgeno intracelular facultativo que puede infectar varias especies
animales, aunque el humano es su principal hospedador. Mide 2-5 ym de largo y 0,2-
0,3 ym de ancho, presenta forma de baston, extremidades redondeadas, no posee
esporas, ni ramificaciones o flagelos. Crece exitosamente en entornos ricos en
oxigeno tal como el presente en los pulmones. Su periodo de duplicacion es
extremadamente lento (entre 15 y 20 h) comparado con otras bacterias. Las
micobacterias son clasificadas como bacterias Gram-positivas, aunque presentan
caracteristicas de microorganismos tanto Gram-positivos como Gram-negativos. La
caracteristica diferencial de las micobacterias es que son acido-alcohol resistente
segun la coloracion de Ziehl-Neelsen y dicha particularidad se debe esencialmente a
su pared celular, sumamente rica en lipidos. La envoltura de Mtb es una estructura
compleja que tiene un rol decisivo en la patogénesis, dado que sus componentes
median el contacto y reconocimiento de las bacterias por parte de las células del
sistema inmune. Estructuralmente la envoltura de Mib esta constituida por dos

estructuras principales, la pared celular propiamente dicha y la estructura externa [9].
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La pared celular estd compuesta por una capa interna compuesta por el peptidoglicano
(PTG), una intermedia compuesta por el arabinogalactano (polimero de arabinosa y
galactosa -arabinogalactano- AG) y una externa compuesta por acidos micolicos
(Figura 2). El PTG se encuentra covalentemente unido a AG, constituyendo el principal
elemento estructural de la pared celular mientras que el acido micdlico se esterifica
con el AG (mAG). Esta estructura constituye una poderosa barrera que otorga
resistencia natural contra una variedad de agentes antimicrobianos y terapéuticos. La
estructura externa del Mtb es particularmente rica en lipoarabinomanano-manosa
(ManLAM), lipomananos (LM), fosfatidil-mio-inositol mandsido (PIMs), arabinomanano,
manano y glicoproteinas manosiladas. Tanto PIMs, LM como ManLAM estan anclados
a la membrana plasmatica, éste ultimo mediante fosfatidilinositol, y a su vez expuestos
en la superficie del Mtb en donde actian como ligandos para receptores de
reconocimiento del hospedador y contribuyen a la patogénesis del Mtb [10].
Lipoarabinomanano

Glicolipidos

T
- p AT
R

Acidos
micélicos

Arabinogalactano

Peptidoglicano
t

Membrana
plasmaética

Figura 2 | Modelo tedrico de la envoltura de Mtb. Adaptado de Brown y col. Nature Reviews
Microbiology, 2015 [11].
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VARIABILIDAD GENETICA DEL MTB

Mtb es uno de los patégenos humanos mas exitosos y poco se conoce sobre
su evolucion. Es probable que a lo largo del ultimo siglo la intervencion humana,
particularmente la vacunacién masiva con BCG y el tratamiento con farmacos, haya
ejercido una presion selectiva a la que sélo hayan sobrevivido los genotipos mejor
adaptados. La influencia de la variacion genética del Mtb en la infeccion tuberculosa es
un area reciente de investigacion que, al igual que en otras infecciones, demuestran
que las mismas tendrian un papel esencial en el inicio de la tuberculosis. EI Mtb
moderno evoluciona a través de eventos de delecion, duplicacidon y recombinacion asi
como polimorfismo de nucleétidos Unicos (SNP) que dieron origen a la emergencia de
lineas separadas de cepas con caracteristicas patogénicas diferentes. El estudio de la
diversidad de SNP y de deleciones denominadas polimorfismos de secuencias largas
en colecciones de cepas globales permitié definir 6 linajes filogenéticamente distintos
con fuertes asociaciones con su origen geografico: Indo-Oceanica (linaje 1), Asiatica
del Este (linaje 2), Africana-Este (linaje 3), Euro-americano (linaje 4), Africana-Oeste 1
y Africana-Oeste 2 (linajes 5 y 6 respectivamente) [12] (Figura 3).

En nuestro pais el linaje prevalente es el Euro-Americano que comprende a
diferentes familias: Haarlem, Latino-Americana-Mediterranea (LAM), familia X
(Europea 1S6710 de bajas bandas) y familia Tuscany (T) [13]. Los linajes de Mitb
pueden poseer caracteristicas patogénicas especificas surgidas a partir de las
interacciones de larga data entre linajes particulares y poblaciones humanas [14]. De
hecho, se han observado algunas cepas mas exitosas que otras, tanto en términos del
nimero de casos de TB asociados, como en términos de distribucion geografica.
Técnicas mas recientes como el estudio de la secuencia de insercion 1S6710 y el
spoligotyping, han permitido identificar de los aislados clinicos a cepas con amplia
diseminacién, cepas responsables de brotes de TB o aquellas que causaron casos

unicos [12]. El entendimiento del impacto de la diversidad genética del Mtb sobre el
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desarrollo de la TB y la respuesta inmune del hospedador, se inicié a partir de trabajos
describiendo cepas que produjeron brotes de TB a nivel mundial. Se postula que los
genotipos prevalentes de Mtb han desarrollado mecanismos que les han permitido
evadir la respuesta inmune y adaptarse a su hospedador. Dichos mecanismos
involucran receptores que reconocen antigenos presentes en los aislados clinicos y no
en la cepa de referencia H37Rv, desencadenando una respuesta inmune que diferiria
de la de H37Rv. Desde su aislamiento en 1905, la cepa de Mtb H37Rv ha sido
aplicada extensivamente en investigacion biomédica siendo su genoma descifrado
completamente en 1998 [15], sin embargo poco se conoce sobre la relevancia de

dicho genoma en los aislados clinicos de Mtb.
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Figura 3| Distribucion global de los linajes de Mtb. Adaptado de Gagneux S. y
Small P.M. The Lancet infectious diseases. 2007 [12].

Existe una clara evidencia de que las diferentes cepas de Mtb difieren en su
virulencia, inmunogenicidad y susceptibilidad al stress oxidativo en modelos de
infeccion. Sin embargo, el impacto de estas diferencias en la enfermedad humana adn

no resulta claro [16].
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TRATAMIENTO
Segun la OMS, los principales objetivos a cumplir del tratamiento contra la
tuberculosis son:
- curar al paciente y restaurar su calidad de vida
- prevenir la muerte por TB activa o sus efectos a largo plazo
- prevenirla recaida
- reducir la transmisién de la TB a otras personas

- prevenir el desarrollo y la transmision de la resistencia a los medicamentos

El curso del tratamiento de la TB depende de si el individuo se encuentra en su
fase latente o activa y en la probabilidad de riesgo de la persona. El tratamiento
standard consiste en la administracion de un cocktail de farmacos; las principales
drogas antituberculosas de primera linea utilizadas en la quimioterapia de la TB son:
isoniazida (INH), rifampicina (RIF), pirazinamida (PZA) y etambutol (EMB) o
estreptomicina [2]. El tratamiento comprende una fase inicial intensiva de 2 meses
(INH, RIF, PZA y EMB en tomas diarias) seguida de una fase de consolidacién mas
lenta que varia de 4 a 10 meses (INH y RIF) [1], segun se trate de formas pulmonares
leves, moderadas o severas. Dependiendo del estado y evolucion del individuo, el
régimen cambia y puede ser complejo de seguir.

La respuesta al por qué existe un régimen tan complejo que involucre multiples
farmacos para tratar la TB radica en la rapida tasa de mutacion espontanea del Mtb
[2]. Aunque siempre se realizan pruebas de susceptibilidad a los farmacos para
monitorear la resistencia inicial del aislado clinico, el hecho de no completar el
tratamiento o el incumplimiento del mismo y los regimenes terapéuticos inadecuados,
pueden conferir nueva resistencia a los farmacos [2], [4].

En esta carrera para combatir una enfermedad que no conoce fronteras, es
importante tener una clara comprensién de la TB en general. Esto solo puede

cumplirse con la intensa colaboracion entre la investigacion, los funcionarios de salud
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publica, los profesionales de atencion primaria y la poblacién en general. Poniendo a
prueba los limites de nuestros conocimientos actuales con el fin de mitigar la carga

mundial de la TB.

LA TUBERCULOSIS RESISTENTE A DROGAS

EMERGENCIA

En las décadas de los 40" y 507, la aparicion de antibidticos tales como la
estreptomicina, el acido p-aminosalicilico, la isoniazida y la pirazinamida, tuvo un
impacto crucial en la efectividad del tratamiento de la TB [17]. La efectividad de la
quimioterapia y los intensos programas de lucha contra la TB lograron reducir
notablemente las tasas de infecciéon y muerte, dando como resultado que la TB
comience a ser considerada como una enfermedad prevenible y curable. Sin embargo,
hacia 1985 diversos factores tales como la prescripcion de regimenes terapéuticos
inadecuados, falta de disponibilidad y/o dudosa calidad de los farmacos, condiciones
asociadas a mal absorcion o diarrea, la infeccion por el VIH, los abandonos reiterados
y la ingesta irregular del tratamiento farmacolégico por parte del paciente, han hecho
posible la aparicién de casos de TB resistente a drogas [18], dificultando tanto la
prevencién como su tratamiento en los paises industrializados y aumentando asi la
incidencia de la enfermedad.

La situacion epidemiolégica de la TB se agravo a partir de la década de los 90°
debido a la irrupcién de cepas multirresistentes a drogas (MDR) y extensivamente
resistentes a drogas (XDR). La tuberculosis multirresistente a drogas (TB-MDR) es
producida por cepas resistentes al menos a isoniazida y rifampicina, dos de las drogas
de primera linea mas efectivas. El término TB-XDR aparecié por primera vez en el
2006 y define a la TB causada por cepas con resistencia a isoniazida y rifampicina, a
una fluoroquinolona y al menos a una de las tres drogas inyectables: capreomicina,

amicacina o kanamicina [19]. Si bien los primeros casos de TB-MDR estuvieron
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relacionados a brotes hospitalarios en pacientes infectados con VIH, actualmente se
han expandido a individuos VIH negativos [19]. Tanto la TB-MDR como la TB-XDR
surgieron en pacientes que abandonaron los tratamientos anti-TB (MDR adquirida). No
obstante, estas cepas resistentes han sido capaces de diseminarse entre individuos
sin antecedentes de TB (MDR primaria). En este contexto, la tuberculosis continta
siendo una enfermedad de emergencia mundial y mas aun considerando que en el
afno 2017 se han estimado 601.000 casos nuevos de tuberculosis multirresistente a

drogas a nivel global [20].

LA TUBERCULOSIS MULTIRRESISTENTE A DROGAS EN ARGENTINA

En Argentina, la TB es la tercera causa de muerte por enfermedades
infecciosas después de las septicemias y el SIDA. Su distribucidén es desigual, y la
mayoria de los casos estan concentrados en el noroeste argentino donde la incidencia
triplica el promedio nacional. En base a la ultima encuesta nacional de resistencias en
el pais, llevada a cabo en 2015, se registraron un total de 128 casos de TB con algun
tipo de resistencia, representando asi el 1,19% del total de casos notificados y un 26%
mas que en 2014. De estos, 80 casos (62,5%) eran multirresistentes a drogas [21].

En nuestro pais, la TB-MDR emergié a principios de los afios 90" como una
enfermedad asociada al VIH entre pacientes internados en hospitales de Buenos Aires
(cepa Mufiz) y Rosario (cepas Rb y Ra) [22], [23]. Estas cepas se diseminaron a la
comunidad afectando no soélo al personal de salud sino también a contactos
domiciliarios o laborales [24], [25]. Las familias predominantes entre los pacientes con
MDR-TB de nuestro pais son Haarlem (36.3%), LAM (38.8%) y T (13.9%) [26].

La epidemiologia molecular permite diferenciar las distintas cepas de Mtb a
través de sus perfiles de marcadores genéticos. Los aislados clinicos de pacientes que
comparten un genotipo particular o huella de ADN se pueden considerar
epidemiolégicamente ligados y representan casos de transmision activa de TB (es

decir que conforman un cluster), mientras que cepas con patrones de ADN unicos
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reflejan la reactivacion de infecciones latentes. La proporcién de casos que forman
parte de un cluster es una medida del fitness relativo ya que en el contexto
epidemioldgico, el menor fitness reproductivo de un patdgeno se refleja en menos
casos secundarios generados [27]. Asi se identificaron mediante técnicas moleculares
los genotipos de Mitb responsables de brotes intrahospitalarios en pacientes co-
infectados con VIH. La cepa M (Muhiz) resulté responsable del brote ocurrido en el
Hospital Mufiz de la ciudad de Buenos Aires (centro de referencia de enfermedades
infecciosas para Argentina) [23], las cepas Ra y Rb del hospital Carrasco de la ciudad
de Rosario [38] y la cepa C, del Hospital Cetrangolo del conurbano bonaerense [28].
Este ultimo fue auto limitado pero los dos primeros brotes no han sido controlados aun.
Durante el periodo 2004-2009, el 64,6% de los pacientes TB-MDR diagnosticados
(VIH positivos y negativos en conjunto) pertenecieron a algun cluster, y los dos
mayores clusters nacionales corresponden a la cepa M del linaje Haarlem H2 genotipo
SIT 2 (141 casos) y a la cepa Ra del linaje Latino-Americano-Mediterraneo genotipo
LAM3 SIT 33 (49 casos) [26], [29]. En este trabajo de tesis nos centraremos
particularmente en la cepa M. Esta cepa tiene un perfil de resistencia a drogas muy
variable, probablemente debido a eventos de varias cadenas de transmisidn
simultaneas. Mas aun, los aislados provenientes de los dos primeros pacientes
diagnosticados con TB-XDR correspondieron al genotipo M, la cual también fue
responsable del unico caso de TB totalmente resistente a drogas detectado hasta
ahora en el pais, lo que ejemplifica su aparente habilidad de acumular nuevas
resistencias a drogas sin afectar su capacidad de diseminacién en la comunidad. La
cepa M se transformo en el genotipo de Mtb MDR mas prevalente en todo el pais y en
el responsable de causar transmision secundaria relacionada con VIH en hospitales de
distritos cercanos [30]. Posteriormente se descubrié que la cepa M fue la responsable
de la aparicion de casos de Mtb MDR en paciente VIH negativos sin tratamiento previo
para TB [24], muchos de los cuales eran trabajadores de la salud. En una encuesta

realizada a nivel nacional entre los afios 2003-2009, la cepa M mostré una tendencia a
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decaer pero aun asi representando un 29 y 40% de los casos de TB-MDR y XDR
respectivamente, y como tal sigue siendo el mayor brote en curso de tuberculosis
MDR en Argentina [26]. Sin dudas, este brote representa el registro mas temprano de

transmision de una cepa de Mtb con un genotipo pre-XDR.

INMUNOLOGIA DE LA TUBERCULOSIS

LA RESPUESTA INMUNE CONTRA MTB

La respuesta inmune contra Mtb es multifacética y compleja. De Martino y col.
[31] utilizan la siguiente premisa para describir el inicio de la respuesta frente a la
tuberculosis una vez que la bacteria invade al huésped: “Todo se decide el primer dia
que se convierte en el dia mas largo”, y los mecanismos de la inmunidad innata son
esenciales para limitar el crecimiento de la bacteria y su expansion en la fase inicial de
la infeccion.

Un individuo sano se infecta con Mtb a partir de la inhalacion de microgotas
que lo contienen expulsadas por un individuo enfermo que facilita la diseminacion del
bacilo a la comunidad sana. Una vez inhalado, el Mtb inicia un intenso contacto con las
células que recubren el epitelio pulmonar, siendo aun materia de debate su
participacién en la eliminacién inicial de la bacteria o su rol como nichos del Mib.
Superadas las barreras del tracto respiratorio bronquial, el bacilo llega al
compartimiento alveolar donde es fagocitado principalmente por macréfagos
alveolares y probablemente por otras células intersticiales al llegar al pulmén [1]. Si
bien el macréfago ingiere y puede matar a los bacilos fagocitados a través de la
activacion de mecanismos bactericidas [32], la persistencia de la infeccion se atribuye
a la capacidad del Mtb para quebrantar las respuestas inmunes del huésped en favor
de la supervivencia y el crecimiento de las micobacterias dentro de las células
infectadas [33]. En el caso particular de los macrofagos, el Mtb ha desarrollado

eficazmente mecanismos de evasion tales como el bloqueo de la produccién de
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intermediarios reactivos del oxigeno y del nitrdgeno y la inhibicién de la formacion del
fagolisosoma, entre otros, evitando asi su destruccion intracelular [34]. Asi, La
contencién de la infeccién inicial dependera de la capacidad intrinseca del macréfago
(background genético del hospedador) y de la cepa de Mtb inhalada (factores de
virulencia innatos de cada cepa). Los bacilos que escapan a los mecanismos
bactericidas se multiplican en forma logaritmica dentro de las células fagociticas
infectadas tales como macroéfagos (Mac) y células dendriticas (CD) y posiblemente no
fagociticas como las del epitelio pulmonar e inducen la produccién de citoquinas y
quimioquinas inflamatorias que sirven como sefales de la infeccion [35] atrayendo en
forma temprana a monocitos desde sangre periférica junto con otros componentes
innatos de la respuesta inmune tales como PMN, células “Natural Killer”, y las células
Tyd+ que en conjunto inician el proceso inflamatorio temprano y formacion incipiente
del granuloma, caracteristica primaria de la enfermedad [36], [37] (Figura 4). La
respuesta innata es mediada por patrones reconocimiento de receptores expresados
en Mac y CD que reconocen patrones moleculares asociados a patdégenos (PAMPSs)
expresados en Mtb [38]. A su vez las CD infectadas incapaces de destruir al bacilo
migran a los nédulos linfaticos regionales en donde activan a linfocitos T naive que se
diferencian a linfocitos T efectores iniciandose la respuesta adaptativa del hospedador.
Los linfocitos T efectores que circulan en sangre periférica son atraidos al foco
infeccioso en donde contribuyen a la organizacion del granuloma con un nucleo
necroético de Mac infectados y células epitelioides que proveen de soporte nutricional al
Mtb, y una pared de macréfagos activados vy linfocitos T CD4+ y CD8+ efectores que
restringen la diseminacion del bacilo. De esta forma, se contiene la infeccién, controla
el crecimiento de Mtb y termina el periodo de replicacién rapida del Mtb [39] lo que se
traduce en una infeccidén primaria controlada por el hospedador inmunocompetente o
infeccion latente. Como resultado de la persistencia bacteriana y la falla del sistema de
vigilancia inmune del hospedador, en algun punto, y luego de muchos afos de

latencia, factores exégenos [40] pueden desencadenar la reversion del estado de

18



Introduccion

latencia hacia un estado de activacion y reanudar la division celular [41]. Cuando la
infeccion progresa, el centro necrético caseoso del granuloma se licua y cavita,
vertiendo miles de bacilos infecciosos en las vias aéreas. Este dafio pulmonar gatilla
una expectoracion productiva, que facilita la generacion de aerosoles infecciosos y el
cierre del ciclo de vida bacteriano [39]. De esta forma, los granulomas resultan
esenciales para el control de la infeccion micobacteriana, pero paraddjicamente,

también son responsables de la inmunopatologia tipica de estas infecciones [42].
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Figura 4| Estructura y constituyentes celulares del granuloma tuberculoso. Adaptado de L.
Ramakrishnan, Nature Reviews Immunology, 2012 [36].

Una caracteristica de la respuesta protectiva frente Mtb es la existencia de un
retraso en el inicio de la respuesta inmune adaptativa en comparacién con las
respuestas observadas frente a otros patégenos [43]. En general, se observa que la
bacteria es capaz de acceder a los ganglios drenantes del pulmén y de promover su
diseminacién antes de que comience la respuesta inmune adaptativa. Este retraso
permite que la bacteria se establezca y que la respuesta adquirida comience bajo
condiciones inflamatorias ya iniciadas y moduladas por la bacteria. Por lo tanto se

propone que Mib podria ejercer una actividad regulatoria inhibiendo la actividad
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migratoria y/o la presentacion antigénica de las células presentadoras de antigenos
[44)].

Distintas poblaciones de células T desempefian un papel relevante en el
desarrollo de la respuesta inmune protectiva tales como: las células T CD4 que
reconocen antigenos peptidicos en el contexto moléculas del complejo mayor de
histocompatibilidad (CMH) de clase II; las células T CD8 que reconocen antigenos
peptidicos en el contexto moléculas del CMH de clase I; las células T yd que
reconocen ligandos antigénicos poco frecuentes —sobretodo fosfoligandos— de modo
independiente de las moléculas del CMH; y las células T CD1-restringidas que
reconocen glicolipidos, los cuales son muy abundantes en la pared micobacteriana y
son presentados por moléculas CD1 [45].

En particular en este trabajo de tesis nos focalizamos en la respuesta inmune
innata que involucra a las células del epitelio bronquial humano asi como a los
neutrofilos como células fagociticas por excelencia que juegan un rol preponderante

en la respuesta frente a la infeccion por Mtb.

EL EPITELIO PULMONAR HUMANO

ESTRUCTURA Y FUNCION DEL EPITELIO PULMONAR HUMANO

El pulmén es un 6rgano revestido por distintos tipos de células epiteliales
ubicadas en diferentes regiones anatéomicas. El epitelio consiste en una capa de
células ciliadas secretoras unidas a una membrana basal mediante uniones estrechas
en la superficie apical proveyendo una barrera celular impermeable. La integridad del
epitelio y su union a la membrana basal se da a través de numerosos mecanismos de
adhesion que incluyen conexiones célula-célula por desmosomas y célula-matriz
hemidesmosomal [46]. Al menos ocho tipos morfologicamente diferentes de células
epiteliales estan presentes a lo largo del epitelio respiratorio humano: basales,

Kultschitzsky, intermedias, células en cepillo, serosas, Goblet, ciliadas y club [47].
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Sobre la base de criterios ultraestructurales, funcionales y bioquimicos, se pueden
clasificar en tres categorias: basales, ciliadas y secretorias [48] (Figura 5).

Las células basales estan extendidas a lo largo de todo el epitelio. Estas
células se unen firmemente a la membrana basal [49] y juegan un papel fundamental
en la union de mas células superficiales a dicha membrana. Se cree que la célula
basal es la célula madre primaria que da lugar a las células epiteliales secretorias y
ciliadas. Ademas de su rol como progenitora y demas funciones estructurales, también
secretan moléculas bioactivas como endopeptidasa neutral, productos de 15-
lipoxigenasa y citoquinas [50].

Las células ciliadas epiteliales son las predominantes en las vias
respiratorias, representan un 50% del total de todas las células epiteliales [48]. Poseen
mas de 300 cilias/célula y numerosas mitocondrias. Su funcién principal es el
transporte de mucus desde los pulmones hacia el lumen de la garganta.

Las células de Goblet se caracterizan por tener granulos de mucina unidos a
la membrana, molécula que al ser secretada actua como lubricante y protector del
revestimiento del sistema respiratorio [51]. La produccion de la cantidad correcta de
mucus Yy la viscoelasticidad del mismo son fundamentales para una depuracion
eficiente. Se cree que estas células son capaces de autorenovarse y diferenciarse en

células epiteliales ciliadas [50].
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Figura 5| La barrera epitelial de las vias respiratorias. Adaptado de Whitsett y col, Nature
Immunology, 2014 [52].
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En un principio se pensaba que el epitelio pulmonar era una barrera fisica
pasiva para el intercambio de gases [53] cuya funcién principal era impedir el paso de
sustancias inhaladas potencialmente peligrosas vy, por lo tanto, prevenir la invasién de
tejidos. Sin embargo, las células epiteliales pueden desempefar funciones criticas en
el inicio y la expansién de la respuesta inmune del huésped en el pulmén y proveer asi
la defensa inicial contra microorganismos [54]. Dado que el epitelio es el primer sitio de
contacto tanto para estimulos fisicos como inflamatorios el mismo cumple un rol
importante en lo que refiere a la atraccion y activacion de células inflamatorias en
respuesta a injurias [50]. Con una amplia variedad de patrones de reconocimiento de
patégenos, en especial receptores de tipo Toll (TLRs), las células del epitelio
respiratorio reconocer al patégeno y actuar como centinela induciendo una respuesta
inmune innata y como consecuencia activar la respuesta adaptativa [55]. Estos TLRs
median la interaccidon huésped-patégeno a través de PAMPs e inician una adecuada
sefializacion antes de que las células inmunocompetentes sean reclutadas hacia las
vias aéreas [56]. La activacion de las células epiteliales puede resultar en la inmediata
respuesta del hospedador para excluir al patégeno, mediante la produccion de
péptidos antimicrobianos incluyendo lisozima, lactoferrina, defensinas, colectinas,
SPLI, hepcidina y catelicidina (LL-37), siendo elementos esenciales de la inmunidad
innata [57], [58] junto con citoquinas pro-inflamatorias y quimioquinas que pueden
activar otras células innatas de la mucosa [54]. Estos factores pro-inflamatorios tienen
la funcion de reclutar y activar células fagociticas principalmente CD, Mac y PMN vy
otras células inmunocompetenes, para erradicar microorganismos Yy/o células

infectadas [59] (Figura 6).
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Figura 6 | Funciones desempefiadas por las células epiteliales en el inicio y la expansion de la
respuesta inmune del huésped en el pulmén. Adaptado de Whitsett y col. Nature Immunology,
2015 [52].

EPITELIO BRONQUIAL

El arbol bronquial humano esta cubierto por una capa continua de células
epiteliales que juegan un papel critico en el mantenimiento del conducto aéreo, y son
centrales en lo que refiere a las defensas en el pulmén contra contaminantes
inhalados [60].

La funcién principal del epitelio bronquial es actuar como barrera de defensa
contribuyendo al mantenimiento normal de la funcion de las vias aéreas. Las células
del epitelio bronquial constituyen la interfase entre el medio ambiente externo y el
medio interno, lo cual lo convierte en un importante blanco para organismos inhalados.

Hay evidencias crecientes de que las células del epitelio bronquial tienen un
papel importante en la induccién, amplificacién y regulacion de la respuesta
inflamatoria. Las células del epitelio bronquial expresan TLRs 1-10 y reconocen
ligandos de TLRs 1-6 y TLR-9 que permiten una rapida respuesta a una amplia
variedad de patégenos [61]. Ademas se ha demostrado que la infeccidon de células de

la linea de epitelio bronquial humano BEAS-2B por Streptococcus pneumoniae

23



Introduccion

aumenta la expresion de las proteinas NOD-1 y NOD-2 (Nucleotide-binding
Oligomerization Domain) que reconocen péptidos derivados de peptidoglicano vy
muramildipéptido respectivamente [62]. Asimismo, recientemente se ha demostrado
que la infeccion con Aspergillus fumigatus induce la expresion de Dectin-1 [63],
ampliando el rango de patégenos detectables. El reconocimiento del patégeno
conduce a la activacion del epitelio bronquial que libera al lumen aéreo numerosas
sustancias para neutralizar o matar a los microorganismos invasores tales como
lisozima, lactoferrina, defensinas, colectinas, pentraxinas, el inhibidor de la proteasa
secretoria leucocitaria, hepcidina y catelicidina asi como especies reactivas de oxigeno
como resultado de un desbalance oxidativo/anti-oxidativo que contribuye al desarrollo
de una inflamaciéon pulmonar y dafio tisular [64]. La deficiencia o inapropiada
regulacion de estos factores puede contribuir a la colonizaciéon de las células del
epitelio bronquial humano por microorganismos. Ademas las células epiteliales
bronquiales producen citoquinas pro o anti-inflamatorias, factores de crecimiento como
GM-CSF y quimioquinas que reclutan y activan a células inmunocompetentes de la
inmunidad innata y adaptativa. Factores de virulencia tales como flagelina [65] y
bacterias enteras como S. pneumoniae [66], P. aeruginosa y S. aureus [65], [67]
inducen la liberacion de IL-8 que desempefia un papel importante en la inflamacion
pulmonar [68], [69]. Agonistas de TLR-2, TLR-4 y TLR-9 estimulan la expresién de
TNF-a e IL-6 en el epitelio pulmonar, dando como resultado la posterior estimulacién
de factores que regulan de manera auto o paracrina el proceso inflamatorio [70]-[72].
Considerando el rol critico de las células del epitelio bronquial humano en el
mantenimiento de la estructura normal y funcional de las vias aéreas, es de esperar
que una desregulacion en el epitelio bronquial pudiera contribuir a la patogénesis de

muchas enfermedades pulmonares [73] entre ellas la tuberculosis.
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ESTABLECIMIENTO DE LA INFECCION POR MTB EN EL TRACTO

RESPIRATORIO

El Mtb debe superar varios “puntos de interaccion” (Pl) que sirven como
barreras para evitar la infeccion en el pulmoén [74], y representan estrategias efectivas
de defensa cuyo propdsito es la remocion fisica de microbios inhalados, secrecién de
enzimas y mediadores pro y anti-inflamatorios para combatir la infeccion [75], y
reconocimiento bacteriano a través de patrones moleculares asociados a patdgenos
por receptores de reconocimiento expresados en células del epitelio pulmonar y
células mieloides. Estas estrategias permiten una eliminacion efectiva de alrededor del
99% de los microbios inhalados en la nariz y las vias respiratorias superiores. Debido
a que el Mtb ha desarrollado multiples estrategias para manipular la respuesta inmune
del huésped, es capaz de superar estas barreras y acceder hacia las profundidades
del pulmén [76].

El Mib puede causar manifestaciones de la enfermedad en todos los
compartimentos del tracto respiratorio (ej. cavidad nasal, faringe, laringe, traquea,
bronquios, bronquiolos, alveolos). Por lo tanto, para que pueda infectar una célula en
el espacio alveolar, debe hacerse camino a través de la anatomia pulmonar y desafiar
las leyes de la fisica que la gobiernan [77] asi como factores inmunolégicos. Por
ejemplo, una microgota que contiene Mtb debe evadir el reflejo de la tos, la geometria
de las vias aéreas, humedad, barrido mucociliar y compuestos bactericidas de las
mucosas, etc. [78]. Sin embargo, las microgotas que logran atravesar estas barreras
se encuentran con el primer PI: la traquea y el tallo bronquial principal que se
bifurca para ingresar a cada pulmon. Las células bronquiales epiteliales son células
ciliadas, cubiertas de mucus. Este mucus circula activamente y contribuye a atrapar
las microgotas que contienen Mtb permitiendo su continua remocién de las vias aéreas
limitando asi el acceso del Mtb hacia el alvéolo. Sin embargo, la inflamacién en las

vias aéreas puede perturbar la proteccion pulmonar y regeneracion induciendo
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inflamaciéon de las membranas mucosas que revisten los bronquios y aumentando la
produccion de mucus bronquial, limitando de este modo la eliminacién microbiana. Asi,
la inflamacioén en las vias aéreas puede resultar en un prolongamiento de la infeccion
por Mtb y una deposicion/movimiento del Mtb hacia areas sanas del pulmon [77].

El epitelio bronquial ha sido descripto como reservorio del Mtb, donde la
induccion de beta defensinas podria limitar la supervivencia bacteriana y, por otro lado,
residir en una vacuola endosomal tardia no acidificada dentro del epitelio bronquial
podria facilitar la persistencia del Mtb [79]; de hecho, ADN de Mtb ha sido aislado de
células del epitelio bronquial de pacientes infectados de manera latente con Mtb y en
ratones, sugiriendo que la micobacteria puede persistir intracelularmente en estas
células no fagociticas del tejido pulmonar aun en ausencia de evidencia histolégica de
respuesta inmune [80]. Luego del transito a través de los bronquios, las microgotas de
Mtb se encuentran con el segundo PI: la division de los bronquios en bronquiolos,
bronquiolos terminales y respiratorios. Estos ultimos se dividen en ductos
alveolares que se compartimentalizan en compartimentos globulares diminutos
llamados alvéolos y representan el tercer Pl para Mtb. EI Mtb interacciona con las
células del epitelio alveolar (EA) y macréfagos alveolares (MA) en el espacio alveolar.
Los MA son las primeras células fagociticas profesionales en contactar al Mtb [81] y
constituyen la primera linea de defensa contra las bacterias inhaladas [82]. Poseen
propiedades fagociticas y de eliminacion del patégeno altamente eficientes que
deberian ser suficientes para controlar la infeccion, sin embargo, los patégenos
intracelulares adaptados como el Mtb pueden tomar ventaja y ser capaces de residir y
multiplicarse dentro de los mismos [83]. La invasion del Mtb a las células del EA puede
también jugar un rol importante en el establecimiento de la infeccion [84]. Durante la
infeccion primaria, el contacto del Mtb con las células del EA se da en baja frecuencia.
Aunque, dichas células se pueden convertir en actores claves cuando grandes
cantidades de bacterias son liberadas desde las células fagociticas infectadas que han

muerto o de granulomas perturbados [85], [86]. Asi, las células del EA podrian
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representar un nicho intracelular transitorio para Mtb en el que la bacteria se adapta y
sobrevive. En apoyo a este concepto, el Mtb tiene la capacidad de infectar y replicar
dentro de células del epitelio pulmonar [86] que, junto con los macréfagos y las células
dendriticas, podrian servir también como un portal de entrada hacia el intersticio donde
se encuentran con células fagociticas intersticiales. En tanto la inflamacion progresa,
el establecimiento del Mtb en los alvéolos conlleva al fluo de monocitos y al
reclutamiento de neutréfilos [87] jugando estos Ultimos un rol importante en el control
de la infeccion por Mtb [88] a través de procesos oxidativos y no oxidativos [89], [90].

El ultimo Pl se da entre el Mtb y el granuloma en el pulmén. Los granulomas
permiten la persistencia de la bacteria durante la infeccién latente y provee un nicho
donde la bacteria es mas refractaria. Cuando la infecciéon por Mtb progresa hacia una
enfermedad activa, los granulomas aumentan su tamafio y ya no pueden contener al
Mtb dando lugar a manifestaciones de la enfermedad tuberculosa facilitando una
eficiente expectoracion de microgotas que contienen el Mtb y asi iniciar el ciclo de
transmision [91].

En la figura 7 se muestran de manera esquematica los puntos de interaccion
(Pl) a lo largo del compartimento pulmonar que determinaran o no el éxito de la

infeccion por Mtb.
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Figura 7 | Puntos de interaccion a lo largo del pulmén que determinan el suceso o no de la
infeccion por Mtb. Adaptado de Torrelles y col. Trends in Microbiology, 2017 [78].

LOS NEUTROFILOS Y SU ROL EN LA RESPUESTA INMUNE FRENTE AL MTB

Los neutrdfilos (PMN) son granulocitos que ejercen un rol critico en la
respuesta inmune frente a patégenos [92], [93]. El desarrollo de los PMN comienza en
la médula ésea donde se generan aproximadamente 1-2 x 10" células por dia y la
liberacion de los mismos aumenta durante periodos de infecciéon en respuesta a la
mayor demanda del sistema inmune. Una vez en el foco inflamatorio, el PMN activado

elimina a los patégenos a través de diferentes estrategias que incluyen fagocitosis,
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estallido respiratorio, degranulacion [94] y formacién de trampas extracelulares de

neutréfilos (NETS).

Fagocitosis: luego de la unién de microorganismos opsonizados con anticuerpos
o componentes del complemento a sus receptores especificos, se activa una cascada
de senalizacion intracelular y reordenamientos del citoesqueleto que inducen la
invaginacion de la membrana del PMN lo que permite encerrar al microorganismo en
un fagosoma. Luego, el fagosoma se fusiona con los granulos y lisosomas del PMN
formando fagolisosomas que contienen péptidos y proteinas con actividad microbicida
los cuales inician mecanismos degradativos que inducen la muerte o eliminacion del
microorganismo y/o las particulas fagocitadas [95].

Produccion de especies reactivas del oxigeno y del nitrégeno: otro de los
mecanismos microbicidas es la generacion de EROs en un proceso denominado
estallido respiratorio, el cual es mediado por el complejo enzimatico nicotinamida
adenina dinucledtido fosfato (NADPH) oxidasa. Este complejo comprende
componentes citosoélicos y componentes asociados a membrana. Cuando el PMN esta
en reposo, la separacion fisica de los componentes de la enzima garantiza la
inactividad de la misma. La activacién del mismo promueve el ensamblaje y activacion
de la NADPH oxidasa generando EROs [96]. Estas especies, altamente reactivas, son
liberadas en los fagosomas donde oxidan componentes criticos de lipidos y proteinas
microbianas. Asimismo, las EROs son liberadas al citosol donde alteran el estado de
reduccion de la célula y oxidan el contenido celular incluyendo proteinas vy lipidos
modificando su funcién. Por otro lado, los PMN activados pueden producir 6xido nitrico
(NO), aunque menos eficientemente que EROs, y peroxinitrato, un producto altamente
reactivo producto de la oxidacion del NO [97].

Degranulacion: Los PMN almacenan en sus granulos distintas proteinas y
enzimas hidroliticas tales como: péptidos catidnicos, proteasas, lactoferrina y

mieloperoxidasa (MPO). Una vez activado el PMN, los granulos se fusionan con el
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fagosoma contribuyendo a la actividad microbicida de estos compartimentos, o con la
membrana plasmatica, liberando su contenido al espacio extracelular, accién que crea
un ambiente antimicrobiano inhdspito para el patégeno [98].

Formacion de trampas extracelulares de neutréfilos (NETs): recientemente se
ha descripto un nuevo mecanismo por el cual los PMN atrapan y eliminan patégenos.
Una vez que se encuentra con el patégeno, el PMN puede morir a través de un
mecanismo de muerte celular (NETosis) por medio del cual pierde la integridad de la
membrana nuclear y granular y, una vez rota la membrana citoplasmatica, libera al
espacio extracelular una red de cromatina condensada denominada trampa
extracelular de ADN o NET [93], [99]. Esta estructura contiene histonas, granulos anti
microbianos y proteinas citoplasmaticas que le permiten inmovilizar y matar al

microorganismo invasor.

El estudio de las funciones de los PMN en la inmunidad ha sido profundizado
en el ultimo tiempo gracias al renovado interés en estas células que han sido por
mucho tiempo relegadas. Estas participan activamente en la activacién y regulacion de
ambas respuestas inmunes innata y adaptativa [100], [101]. Dichas funciones han
llevado a reconsiderar el rol de estas células en las enfermedades infecciosas y no
infecciosas, particularmente la tuberculosis [87].

Hasta ahora, la informacion sobre el rol de los PMN en el contexto de la
infeccion con Mtb es bastante contradictoria y debatida, ciertos estudios los relacionan
con el control y otros los asocian con la patologia de la tuberculosis [97] ya que por un
lado, participan en la generacidon del granuloma, en la inmunidad adquirida y son
capaces de eliminar al Mtb (aunque este Ultimo punto es también actualmente tema de
debate); y al mismo tiempo, estas células pueden permitir el crecimiento intracelular de
Mtb, también estan involucradas en la transicion hacia la enfermedad activa, median la
destruccion tisular y estan relacionadas con la severidad y progresion de la
enfermedad.
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Los PMN son las primeras células en llegar al sitio de infeccion [102]-[104] y la
tuberculosis no es la excepcion, siendo las células mas abundantes en el lavado
broncoalveolar y en el esputo en pacientes con TB activa, incluso la neutrofilia esta
asociada con un retraso en la eliminacién de la bacteria del esputo al momento del
diagnéstico de la enfermedad [105], y se encuentran en segundo lugar, luego de los
linfocitos, en los pulmones [106].

Una vez que llegan al sitio de infeccién, los PMN reconocen la bacteria
directamente o a través de Fcy o receptores del complemento y la fagocitan. La
fagocitosis y la subsecuente eliminacion del patdgeno requiere la activacion del PMN
que se lleva a cabo en un proceso que incluye una pre activacion inicial. La siguiente
etapa dependera de la exposicion de los PMN a determinadas citoquinas (ej. TNF-q,
IL-1B), PAMPs, quimioquinas (ej. IL-8) y factores de crecimiento (ej. GM-CSF) o a su
interaccion con otras células circundantes [107]. Si los PMN pueden matar la
micobacteria in vivo dependera probablemente del microambiente tisular, estadio de la
infeccion, genotipo del huésped y organismo infectante [87]. La eliminacion de la
bacteria fagocitada es mediada por mecanismos que incluyen degranulacion,
produccion de EROs y formacién de NETs, eventos gatillados por productos
bacterianos o mediadores solubles (Figura 8). Posterior a la degranulacién, proteinas
bactericidas asociadas a los granulos y otros péptidos son descargados hacia la
vacuola fagocitica que contiene la bacteria [108]. Estas células son ademas una fuente
importante de citoquinas especificas que promueven al reclutamiento y activacion de
otras células inmunocompetentes, contribuyendo entonces a la modulaciéon de la
respuesta inmune innata y adaptativa contra el Mtb [109], por ejemplo, la produccién
de TNF-a por los PMN activados estimula la diferenciacion de células dendriticas y
macroéfagos [110], [111], aumenta la fagocitosis del Mtb por células fagociticas [112],
[113], la activacion de células T y la formacion del granuloma [112]. En respuesta al
Mtb, los PMN también secretan IL-8, quimioquina critica implicada en el reclutamiento

leucocitario a las areas de formacion del granuloma asi como al estallido respiratorio
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de los PMN [114], [115], siendo todos estos mecanismos importantes en la repuesta a
la infeccion por Mtb. Sin embargo, estos mismos factores necesarios para asegurar

proteccion inmune al huésped pueden ser perjudiciales y desencadenar dano tisular.
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Figura 8 | Mecanismos efectores de los neutrofilos. Adaptado de Kruger y col. PLoS

Pathogen, 2015 [116].

Durante las primeras horas luego de la infeccién, los PMN pueden
efectivamente eliminar a los microorganismos, aunque existe también la posibilidad de
diseminacién del bacilo viable. Si la infeccibn no se resuelve, la interaccion
subsiguiente de los PMN con otros fagocitos asi como su influencia sobre la respuesta
T, lo cual podria determinar el curso clinico e inmunoloégico de la infeccion. Esto puede
ir desde una respuesta temprana efectiva hacia una replicacion descontrolada,
excesiva inflamacion y una enfermedad primaria progresiva. En la infeccion
establecida y/o la enfermedad avanzada, los PMN pueden contribuir a la patologia,
pero podrian también representar un mecanismo compensatorio del huésped frente a

la replicacion bacteriana descontrolada [87].
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INTERACCION ENTRE EL EPITELIO PULMONAR Y LOS NEUTROFILOS

Como se mencioné anteriormente, el epitelio pulmonar es capaz de liberar
quimioquinas al entorno para facilitar la atraccién de células inmunocompetentes al
sitio de infeccion y una compleja red de citoquinas que regularan la activacion de
dichas células. Se ha demostrado en los procesos neumonicos que los PMN que han
migrado de circulaciéon cambian su fenotipo de PMN en descanso a células pre-
activadas [117]. Dicha activacion dependera de los factores solubles secretados
incluyendo IL-8, IFN-y, TNF-a, GM-CSF, entre otros y adicionalmente por productos
bacterianos. Los PMN pre-activados tienen la habilidad de aumentar notablemente la
secrecion de EROs frente a un segundo estimulo tal como el componente de pared
bacteriana N-formil-metionil-leucil-fenilalanina (fMLP) [118]. Por otro lado, se ha
demostrado que el factor de crecimiento epidérmico, involucrado en la reparacion
tisular, induce un aumento de la secrecién de IL-6, IL-8, GM-CSF y TNF-a por el
epitelio bronquial impactando finalmente sobre la migracion y apoptosis de los PMN
[119]. Cabe preguntarse entonces si el microambiente derivado del epitelio bronquial
infectado por las distintas cepas de Mtb puede pre-activar a los PMN recientemente
migrados y modular su sobrevida y respuesta funcional frente al encuentro con la

micobacteria liberada al espacio extracelular.

33



OBIJETIVOS




Objetivos

OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

El Mtb, causante de la tuberculosis humana y animal, infecta primariamente el
pulmén y es reconocido por su capacidad para evadir la respuesta inmune innata y
adaptativa del hospedador. Localizado en la interfase entre el medio ambiente y el
hospedero, el epitelio respiratorio no solo forma parte de la barrera mecanica
responsable del intercambio gaseoso, sino que también actua como centinela de
patdogenos. La adhesion de los patdégenos a las células epiteliales del tracto
respiratorio permite la colonizacion de las mismas. La identificacion de los
microorganismos por receptores especializados presentes en las células epiteliales
bronquiales induce la liberacion de factores inflamatorios y quimiotacticos que influirian
en la posterior respuesta inmune desarrollada por el hospedador.

Durante la infeccion con Mtb, los PMN son las primeras células en llegar al foco
infeccioso y tienen un rol critico en la respuesta inmune frente a patégenos. Una vez
en el foco inflamatorio, el PMN activado elimina a la bacteria a través de diferentes
estrategias que incluyen fagocitosis, estallido respiratorio, degranulacién y generacion
de trampas extracelulares de neutrofilos. Sin embargo, los mismos factores pro-
inflamatorios y moléculas microbicidas liberadas por los PMN para asegurar la
proteccion inmune del huésped frente a la infeccidon por Mtb podrian ser perjudiciales y
causar dafio tisular. Por lo tanto, la informacién acerca del rol de los neutréfilos en la
proteccion frente a tuberculosis y la patologia es altamente contradictoria, mientras
que algunos le atribuyen un papel clave sobre el control de la enfermedad, otros los
asocian con la exacerbacion de la patologia.

Evidencia reciente demuestra que los distintos genotipos de Mtb con capacidad
de infectar numerosos individuos modularian la respuesta inmune innata a través de
diferentes mecanismos de evasion. En funcion de ello, el objetivo general de este

trabajo de tesis es investigar la participacion del epitelio bronquial en el
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establecimiento y desarrollo de la respuesta inmune frente a diferentes genotipos de

Mtb prevalentes en Argentina y su interaccion con otras células inmunocompetentes,

en este caso los PMN, en el contexto de la infeccion.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1. Estudiar la respuesta funcional del epitelio bronquial humano frente a la

infeccion con la cepa local M de Mtb multirresistente a drogas y la cepa

de referencia H37Ryv:

Fagocitosis y/o adherencia del patéogeno al epitelio bronquial humano
Replicacion intracelular del patégeno

Muerte celular del epitelio bronquial infectado

Expresion de receptores de reconocimiento y entrada involucrados

Factores solubles secretados

2. Estudiar la interaccion epitelio bronquial-PMN en el contexto de Ia

infeccion con las cepas de Mtb M y H37Rv:

Se evaluara el impacto de los medios condicionados derivados de cultivos de

epitelio bronquial infectado con la cepa M o H37Rv sobre la funcionalidad de

los PMN en términos de:

vi.

Vii.

Quimiotaxis celular

Activacion celular en términos de produccion de especies reactivas del
oxigeno, expresion del receptor CD11b, generacion de NETs
Respuesta a citoquinas y otros mediadores solubles

Sobrevida de PMN

Entrada y replicacién intracelular del patogeno

Muerte celular

Secrecion de factores solubles post-infeccion
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Materiales y Métodos

Cepas de Mycobacterium tuberculosis

En este trabajo se utilizé el aislado clinico 6548 de Mycobacterium tuberculosis
(Mtb) multirresistente a drogas (MDR) que pertenece a la coleccion permanente del
Laboratorio del Servicio de Micobacterias del INEI-ANIS “Carlos G. Malbran” en
Buenos Aires. El mismo fue aislado durante el brote MDR e identificado en base a su
perfil de spoligotyping y RFLP de la secuencia de insercién [S6110 como
representativo del cluster M (perteneciente al familia Haarlem subtipo H2). Ademas,
se utilizé la cepa de referencia H37Rv (familia T) provista gentilmente por la Dra. I.N.
de Kantor (TB laboratory, INPPAZ PAHO/WHO). Las cepas fueron crecidas en hasta
fase logaritmica en medio Middlebrook 7H9 (Sigma-Aldrich) suplementado con OADC
(Oleico, Albumina, Dextrosa, Catalasa; Becton Dickinson, USA) durante 15-21 dias en
estufa a 37°C y 5% de CO.. Los agregados bacterianos fueron disgregados
mecanicamente con perlas de vidrio en vortex, alicuotados a la concentracion de uso
(~107 bacterias/ml) y almacenadas a -80°C en criotubos hasta su utilizacién. En la
Figura 9 se muestra el spoligotyping y patron RFLP de la secuencia de insercién

1S6110 de las cepas H37Rv y M.

RFLPIS6110 Spoligotyping Cepa Linaje

H37Rv T

1]/ 18
l, Iul ‘I M Haarlem

Figura 9 | Spoligotyping y patrén RFLP-IS6110 de los aislados clinicos de Mtb utilizados en
este estudio. Cepa de referencia H37Rv y aislado local multirresistente a drogas M (6548).

En algunos experimentos se emplearon también bacilos de Mtb H37Rv muertos
por irradiacion gamma con una dosis de 2,4 KGy (CNEA). La inactivaciéon fue

confirmada cultivando las bacterias tratadas en medio agar soélido por 60 dias. Los
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indculos fueron ajustados a una densidad 6ptica 600nm = 1 (=10% bacterias/ml) con

solucion fisiologica (SF) y se almacenaron en freezer a -20°C.
Linea celular del epitelio bronquial humano: Calu-6

Se empled la linea celular del epitelio bronquial humano Calu-6 (ATCC, HTB-
56) la cual fue crecida en medio RPMI 1640 (Gibco Lab., NY, USA) suplementado con
10% de suero fetal bovino (SFB, Natocor, Argentina) inactivado por calor, 2 mM de L-
glutamina (Sigma-Aldrich), 5,5 mg/ml de piruvato (Sigma-Aldrich), 100 U/ml de
penicilina (Sigma-Aldrich) y 100 ug/ml de estreptomicina (Sigma-Aldrich) (medio
completo). El cultivo celular fue mantenido hasta confluencia o sub-confluencia en
botellas cultivo de 75 cm? (Corning CellBind, NY, USA) en estufa a 37°C y 5% de COsx.
Llegado este punto se despegd la monocapa celular utilizando una solucién 0,5% de
tripsina-EDTA (Gibco Lab., NY, USA). Las células colectadas se trataron con SFB para
inactivar la tripsina y previo centrifugado se suspendieron en medio RPMI 1640
completo y sembradas a distintas concentraciones en placas de 24, 48 o 96 pocillos

(Corning Costar, NY, USA) dependiendo del experimento a realizar.

Infecciones de Calu-6 con cepas de Mtb

Se sembraron 5x10* células por pocillo en placa de 96 pocillos suspendidas en
medio RPMI 1640 completo y se cultivaron overnight hasta obtener una monocapa con
un 90% de confluencia (aproximadamente 1x10° células por pocillo). Los ensayos que
se describen a continuacion se llevaron a cabo por triplicado.

a- Entrada y adherencia: las células Calu-6 se incubaron con la cepa de
Mtb de referencia H37Rv y la multirresistente de drogas M a una multiplicidad de
infeccion (MOI) de 5 bacilos viables por célula epitelial (MOI=5). Luego de 2 horas (h)
de infeccion, las células fueron lavadas cuidadosamente con buffer fosfato salino

(PBS) 1X tibio entre 3 y 5 veces para eliminar bacteria remanente extracelular. Se le
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adicion6 luego a cada pocillo 100ul de buffer de lisis (SDS 0,1%) por 10 min a
temperatura ambiente y seguidamente 100ul de buffer de neutralizacion (BSA 20%).
Una alicuota de esa suspension fue utilizada para determinar las unidades formadoras
de colonias (UFC).

b- Replicacion intracelular del bacilo: Luego de 2 h de infeccion con las
cepas H37Rv y M (MOI=5), las células fueron lavadas con PBS 1X tibio entre 3 y 5
veces para eliminar bacteria remanente extracelular. Si bien en la literatura se ha
descripto el uso de gentamicina para eliminar la bacteria (H37Rv) adherida a
membrana o extracelular remanente [120], en este trabajo de tesis se descarté su uso
ya que la cepa M es resistente a dicho antibiético (observaciones personales de la
Dra. Beatriz Lopez, Jefa del Servicio de Micobacterias, ANLIS-Malbran, (Figura
suplementaria 1). Por otro lado, las células se suspendieron en medio RPMI 1640 tibio
adicionado con 2% de SFB para detener parcialmente la proliferacion de Calu-6. Las
células infectadas se cultivaron durante 4 dias para permitir la replicacion intracelular
de Mitb y posteriormente fueron lavadas entre 3 y 5 veces con PBS 1X tibio a fin de
eliminar la presencia de bacterias extracelulares y se procedié a determinar las UFC

de la misma manera que en el punto a-.

Obtencion de imagenes de Calu-6 infectadas con H37Rv y M por microscopia

confocal

Primeramente, se procedi6 a marcar las cepas de Mtb H37Rv y M con
Rodamina incubando duramente 30 minutos (min) 6,5x107 bacterias/ml de la cepa
H37Rv y 1,25x10” bacterias/ml de las cepa M con Rodamina (5 pg/ml, Sigma-Aldrich)
a 37°C. A continuacion, se hicieron entre 3 y 4 lavados (4000 rpm por 10 min) con PBS
1X para eliminar remanentes del colorante.

Por otro lado, se sembraron 2,5x10° células Calu-6 en vidrios estériles de

12mm dispuestos en pocillos de placas de 24 wells y se infectaron por 2 h con las
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cepas previamente marcadas con Rodamina. Transcurrido el tiempo de infeccién, las
células se lavaron con PBS 1X de 3 a 5 veces para eliminar restos de bacteria
extracelular y se fijaron con paraformaldehido (PFA) 4% durante 20 min a temperatura
ambiente. Seguidamente, los vidrios se lavaron nuevamente con PBS 1X y se
permeabilizaron las células con Triton X100 0,3% durante 10 min a temperatura
ambiente. Luego de 3 lavados con PBS 1X, se incubaron las células con Faloidina-
FITC 0,05 mg/ml (Sigma-Aldrich) por 1 h. Finalmente los vidrios fueron lavados
nuevamente con PBS 1X y montados sobre porta objeto que contiene una gota de
medio de montaje Poly-mount (Polysciences Inc,) y analizados por microscopia

confocal de fluorescencia utilizando un microscopio FV-1000 (Olympus, Tokyo, Japon).

Determinacion de unidades formadoras de colonias (UFC)

Se empled el método de placa extendida [121] en el cual se extiende una
muestra pequefia sobre la superficie de una placa de Petri estérii con agar que
contiene medio adecuado y se incuba hasta que las colonias sean visibles. Se infiere
que cada colonia se origind de una bacteria y que el numero de colonias detectadas
por placa representa a la cantidad de células viables de la muestra en estudio. Para
minimizar errores al calcular el tamafio de la poblacibn se ha determinado
practicamente que debe haber entre 30 y 300 colonias por placa de cultivo. Por ello,
se realizaron diluciones seriadas (1:10) del lisado celular a fin de obtener recuentos
confiables de las colonias. Se utilizaron 50 yl de cada dilucién para extender en una
placa con agar 7H11 (Becton Dickinson) suplementado con OADC realizando
duplicados. Luego de 21 dias de crecimiento se contaron las colonias y se determiné

el nimero de bacilos viables mediante la siguiente formula:

UFC/ml =N/ vol x dil

UFC/ml: unidades formadoras de colonias por mililitro de muestra, N: nimero promedio de

colonias obtenidas para una dilucion dada, vol: volumen de in6culo en ml y dil: dilucién.
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Obtencion de medios condicionados provenientes de Calu-6 infectadas

Se sembraron 3x10° células Calu-6 en placa de 24 pocillos hasta 90% de
confluencia y se infectaron por 2 h con las cepas de Mtb H37Rv y M a una MOI de 5.
Seguidamente, fueron lavadas entre 3 y 5 veces con PBS 1X tibio para eliminar la
bacteria extracelular remanente y suspendidas en medio RPMI 1640 adicionado con
2% de SFB. Luego de 18 h de incubacion a 37°C en atmoésfera de 5% de CO», se
colecto el medio condicionado (MC) derivado de las células epiteliales infectadas con
H37Rv (H37Rv-MC) o M (M-MC) y el mismo fue filtrado 2 veces por una membrana de
0,22 ym de poro para asegurarnos de eliminar cualquier traza bacteriana remanente. A
modo de control se colecté MC de células sin infectar (Control-MC) cultivadas en

paralelo. Los MC obtenidos se conservaron en freezer a -80°C hasta su uso.
Deplecion de TNF-a en H37Rv-MC

H37Rv-CM fue incubado con el anticuerpo neutralizante para TNF-a (10 ug/ml,
clon TNF 104C, raton IgG2a, Biolegend) por 1 h a 4°C y luego se le adiciond 100 pl/ml
de perlas de sefarosa de Proteina G (Amersham Pharmacia Biotech AB, Sweden)
previamente lavadas. Transcurrida 1 h de incubacion a 4°C, H37Rv-CM fue
centrifugado (12000 g) con el fin de remover los complejos perlas-anticuerpo antes de

utilizar. La deplecion fue confirmada por ELISA.
Determinacién de factores solubles secretados

Los MC derivados de Calu-6 infectadas o no con las distintas cepas de Mtb se
utilizaron para medir las citoquinas TNF-q, IL-1p3, IL-10, IL-6 y TGF-B y la quimioquina
IL-8 por ELISA de acuerdo a las instrucciones del fabricante (TNF-q, IL-18, IL-8, TGF-3

y GM-CSF eBioscience; IL-10 and IL-6 Biolegend).
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Determinacion de actividad metaloproteinasa

Se determind la actividad metaloproteinasa (MMP), MMP-9, MMP-2 y MMP-1
en los MC derivados de Calu-6 infectados o no con las distintas cepas de Mtb por
zimografia en gelatina de acuerdo a Elkington y col. [122] con ciertas modificaciones.
Para ello, se sembraron 30 ul de cada sobrenadante diluido en Loading buffer 5X,
sobre un gel de gelatina (Tris 1,5 M pH=8.8, Acrilamida 30%, Glicerol 50%, SDS 10%,
TMED y APS 10%) previamente polimerizado y con el Stacking gel (Agua destilada,
Acrilamida 30%, Tris 1M pH=6.8, SDS 10%, APS 10% y TMED) correspondiente
gelificado. Luego, el gel se coloco dentro de la celda de corrida conteniendo Running
buffer TG-SDS 10X 8 (Tris-Base, Glicina, SDS 20% y Agua) y se conecté a una fuente
de poder a 20 mA por cada gel. Pasado el tiempo necesario para la separacion de las
bandas y migraciéon de las muestras, se desconecté la cubeta y se retiré suavemente
el gel. Se realizaron cuatro lavados con buffer Triton X100 2,5% en agitacion y luego
se cubrié completamente al gel con buffer gelatinasa y se incubd a 37°C. En el caso
de MMP-9 y MMP-2 el gel se incub6 overnight y para la determinacion de MMP-1 la
incubacion fue por 3 dias.

Concluido el tiempo de incubacién con el Buffer gelatinasa, se removié el
mismo y se tifid6 el gel con Staining solution (Etanol 30%, Acido acético 10%,
Formaldehido 1%, Coomassie Blue 0.5%, Agua destilada) por 20-25 min en agitacion
a temperatura ambiente. Se retir6 dicha solucion y se destifié luego con De-Staining
solution (Etanol 30%, Acido acético 10% y Agua destilada). El gel se mantuvo en
agitacion con dicha solucion la cual se fue renovando hasta observar las bandas color
blancas caracteristicas que muestran la degradacion de la gelatina como indicador de
actividad metaloproteinasa. Los analisis fueron determinados por adquisicion digital de
imagenes con transiluminador (BioRad) y cuantificacion de las bandas con actividad

proteolitica con el software del mismo equipo.
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Secrecion de lactato deshidrogenasa mitocondrial (LDH)

Para analizar si la infeccion de las células Calu-6 con las distintas cepas de Mtb
altera la permeabilidad del epitelio bronquial, se determiné la secrecion de la enzima
LDH en MC derivados de células Calu-6 no infectadas (control) o infectadas con los
aislados de Mtb (MOI de 5) (valores experimentales) cultivadas durante 18 h. Se
detect6 la enzima mediante un método cinético UV utilizando un kit comercial (Roche
Diagnostics GmbH, Germany) siguiendo las especificaciones del fabricante. La medida
especifica de LDH fue determinada como la diferencia entre los niveles medidos en el
MC derivado de Calu-6 infectadas y las células no infectadas. La maxima secrecion de
LDH (max) fue determinada en MC derivados de Calu-6 previamente tratadas con
Triton X100 por 15 min a 37°C.

El porcentaje de secrecion de LDH fue determinado como:

% LDH = [(DOag valores experimentales — DO4g9 Control)/ (DO490 max —DO4g0 Control)] *
100

Valores experimentales: Calu-6 infectadas con la cepa H37Rv o M; Control: Calu-6 no

infectadas; Max: Calu-6 tratadas con Tritén X100

Analisis fenotipico de células Calu-6 por citometria de flujo

Se determind la expresion en superficie de los receptores de reconocimiento
TLR-2, Dectin-1, receptor de manosa (MR), CD11b y CD54 en células Calu-6
infectadas o no con las distintas cepas de Mtb de acuerdo a lo descripto previamente.
Para ello, 1x10° células control y las infectadas fueron lavadas cuidadosamente con
PBS 1X tibio entre 3 y 5 veces y cosechadas utilizando una solucion 0,5% de tripsina-
EDTA (Gibco Lab., NY, USA). Una vez obtenido el pellet celular por centrifugacion a
200g durante 10 min en una microcentrifuga, las células fueron fijadas con PFA 4%
(Sigma-Aldrich) por 20 min a temperatura ambiente, asegurandonos de esta manera la

eliminacion de restos bacterianos viables en el caso de las células infectadas.
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Posteriormente, las células fueron lavadas con PBS 1X tibio para descartar restos de
PFA, centrifugadas a 200g por 10 min e incubadas durante 30 min a 4°C con los
anticuerpos monoclonales especificos marcados con fluorocromos PE-anti- Dectin-1
(R&D Systems Inc. Mn, USA), PE-anti-manosa receptor (Biolegend Inc., San Diego,
CA, USA), FITC-anti-TLR2 (Biolegend Inc.), PE-anti-CD54 (eBiosciences, San Diego,
CA, USA) y PE/Cy5-anti-CD11b y sus correspondientes isotipos. Posteriormente, las
células marcadas fueron lavadas con PBS, suspendidas en 200 pl de IsoflowTM (BD)
y 50 ul de PFA 0,5% en PBS vy finalmente fueron analizadas por citometria de flujo
(FACS) empleando un citdmetro FACScan (Becton Dickinson). Se adquirieron 10.000
eventos especificos en la region de células Calu-6 viables, la cual fue establecida de
acuerdo al tamafo y complejidad celular en funcién de los parametros Forward scatter
(FSC) y Side scatter (SSC) respectivamente, excluyendo células apoptoéticas y debris.
Los datos obtenidos fueron analizados utilizando el programa FCS Express (De novo

software, Los Angeles, CA).

Deteccion de apoptosis/necrosis inducida por las cepas de Mtb sobre Calu-6

Células Calu-6 control o infectadas con las cepas de Mtb (MOI=5, 2 h) fueron
cultivadas por 18 h en placa de cultivo de 96 pocillos y posteriormente cosechadas y
lavadas para obtener el pellet celular. Luego, las células en pellet fueron tefiidas con el
colorante de viabilidad FVD eFluor 780 (eBioscience) y homogeneizadas
inmediatamente. Luego de 30 min de incubacion a 4°C y protegidas de la luz, las
células fueron lavadas con Binding buffer 1X (Sigma-Aldrich) y tefiidas con Anexina V
(kit de Anexina V, Sigma-Aldrich) de acuerdo a las instrucciones del fabricante.
Posteriormente, las mismas fueron lavadas vy fijadas con PFA 1% por 20 min, para
luego ser lavadas nuevamente con Binding buffer 1X. Finalmente, las células fueron
suspendidas en /soflow y adquiridas en el citdmetro. Los resultados estan expresados
como el porcentaje de células positivas para Anexina V y positivas o negativas para

FVD eFluor 780.
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Neutréfilos (PMN)
Dadores sanos

La sangre periférica (SP) fue obtenida de dadores sanos vacunados con BCG
reclutados del Centro Regional de Hemoterapia, Hospital Garrahan, Buenos Aires.
Todos los dadores dieron su consentimiento informado por escrito el cual fue
debidamente aprobado por la junta de ética de la institucion. Se excluyeron aquellos
dadores positivos para el VIH y/o la presencia de enfermedades infecciosas o no

infecciosas como cancer, diabetes o terapia con esteroides.
Purificacion de neutréfilos a partir de sangre periférica

Se aislaron neutrdéfilos (PMN) a partir de sangre periférica (SP) de los dadores
sanos mencionados anteriormente. Primeramente, se separd el plasma rico en
plaquetas de la muestra de sangre y se recompuso el volumen inicial con PBS. Para la
eliminacion de las células mononucleares, se realizé6 un gradiente de Ficoll-Hypaque
1,077 g/cm? (Sigma, St. Louis, MO, USA) por 30 min a 400g y 4°C y luego los PMN
fueron separados por sedimentacion con Dextran 6% (Pharmacia, Uppsala, Suecia)
como se describe en [123], [124]. Los gldbulos rojos residuales se eliminaron mediante
lisis hipotdnica con agua destilada. Las células presentaron >96% de pureza y los
niveles de contaminaciéon con monocitos fue siempre <0,2% evaluado por tinciéon con
anti-CD14 (Biolegend) por FACS. Finalmente, los PMN fueron resuspendidos en
medio RPMI 1640 (Gibco Lab., NY, USA) suplementado con 2% SFB (Natocor,

Argentina) inactivado con calor y ajustados a una concentracién de 1x10” células/ml.

Cultivo de PMN con medios condicionados (MC) de Calu-6

1x10° PMN fueron tratados por 1,5 h con Control-MC, H37Rv-MC o M-MC y
luego estimulados o no por 3h mas con H37Rv gamma irradiada (-H37Rv) en una

relacion de 5 i-H37Rv:1PMN. En este punto cabe aclarar que solo se empled la cepa
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H37Rv como segundo estimulo especifico para evitar posibles diferencias causadas
por el genotipo bacteriano. Los PMN cultivados en medio RPMI 1640 adicionado con
2% de SFB (N-T) fueron también incubados con PMA (50 nM por 30 min, Sigma-
Aldrich) o TNF-a (20 ng/ml, Biolegend) y se emplearon como controles positivos.
Seguidamente, los PMN fueron testeados para la determinacion de la expresion del
receptor de superficie CD11b y la produccion de especies reactivas del oxigeno

(EROs).

Determinacion de la expresion de CD11b en PMN

Los PMN tratados o no con los MC fueron incubados durante 3 h solos o en
presencia de i-H37Rv en una relacién de 5 bacterias por PMN como segundo estimulo
y luego se determiné la expresioén en superficie de CD11b. Para ello, las células fueron
marcadas con el anticuerpo anti-CD11b PE/Cy5 (eBioscience) durante 30 min a 4°C,
lavadas y suspendidas en Isoflow para ser adquiridas en el citometro de flujo
(FACSCan, Becton Dickinson). Se adquirieron 10.000 eventos por condicion y los

datos fueron analizados con un software FCS Express (De Novo Software, USA).

Estallido respiratorio: produccion de especies reactivas del oxigeno

Los PMN tratados con los MC fueron posteriormente sometidos a un segundo
estimulo con a) PMA 5 nM (Sigma-Aldrich) a 37°C por 30 min o b) i-H37Rv por 3 h en
una relacion de 5 bacterias por PMN, para inducir el stress oxidativo. Para visualizar la
produccion de especies reactivas del oxigeno (EROs), los PMN fueron marcados
durante los 30 min finales de cada cultivo con Dihidrorodamina 123 5 uM (DHR,
Sigma-Aldrich) a 37°C, molécula que en presencia de EROs se oxida a rodamina
emitiendo fluorescencia por excitacion con un laser de 488 nm [125]. En ambos casos,
se utilizo6 PMA 50 nM para estimular los PMN durante 30 min antes de terminar el
cultivo junto con la marca DHR a 37°C y utilizarse como control positivo de produccion

de EROs. Asi, los PMN que se desafiaron con PMA 5 nM, se incubaron junto con
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DHR. En ambos casos, la estimulaciéon fue detenida incubando las muestras a 4°C y
fueron analizadas inmediatamente por FACS. La intensidad de fluorescencia fue
medida en FL-1 y se adquirieron 10.000 eventos por condicion. Los datos fueron

analizados con un software FCS Express (De Novo Software, USA).

Ensayo de sobrevida celular: cuantificacion de apoptosis por microscopia de

fluorescencia

Con el fin de evaluar si los MC alteran la muerte de PMN inducida por la cepa
de referencia i-H37Rv, 1x10° PMN fueron sembrados en placas de 96 pocillos y luego
estimulados por 3 h con i-H37Rv en una relacion de 5 bacterias por PMN. Luego, cada
pocillo fue lavado con PBS 1X tibio para eliminar bacterias remanentes y la células se
incubaron con los MC durante 18 h a 37°C en atmoésfera de 5% COz. Posteriormente,
los PMN fueron cosechados y 20 ul de la suspension celular fue colocada sobre un
portaobjetos junto con 2,5 ul del céctel de tincidbn preparado mezclando iguales
voliumenes de 100 pg/ml bromuro de etidio y 100 ug/ml de naranja de acridina de
acuerdo a Lapponi y col. [126]. Dicha suspension fue cuidadosamente mezclada y se
le permitié reposar por aproximadamente 1 min antes de cubrirla con un cubreobjetos.
Se examind bajo una magnificacion de 40X al microscopio de fluorescencia. Las
células pudieron ser identificadas como: i) viables: nucleo brillante y verde con su
estructura intacta, ii) apoptéticas tempranas: nucleo brillante y verde con condensacion
de la cromatina identificadas como areas densas verdes en el nucleo, iii) apoptéticas
tardias: nucleo naranja con condensacion de la cromatina identificada como areas

naranjas densas, iv) necroticas: nucleo naranja con estructura intacta.
Ensayo de formacion de trampas extracelulares de neutrofilos

El ensayo de formaciéon de trampas extracelulares de neutréfilos (NETSs) se
llevé a cabo segun Lapponi y col. 4x10° PMN fueron sembrados en placas de 24

pocillos (Corning) que contenian cubreobjetos de 12 mm recubiertos con poli-L-lisina
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(Sigma-Aldrich), se incubaron a 37°C en atmdsfera de 5% de CO2. Luego de la
estimulacion con PMA 50 nM o con los MC derivados de Calu-6 infectadas o no con
las cepas de Mtb por 3 h, la formacion de NETs fue visualizada por microscopia
confocal de fluorescencia y el ADN liberado se cuantificé en los sobrenadantes por
fluorometria utilizando Sybr Gold [125].
Ensayo de inmunofluorescencia: luego de la estimulacion, las células se fijaron
con PFA 1% durante 10 min y se lavaron 3 veces con PBS 1X. Posteriormente, se
permeabilizaron con Tritén 0,1% y se bloquearon con suero de cabra 2%. Las
células fueron marcadas con un anticuerpo un anticuerpo anti-elastasa de
neutréfilos humana hecho en conejo. El anticuerpo anti-elastasa fue reconocido
con un anticuerpo secundario anti conejo hecho en cabra y marcado con Alexa
Fluor 546 y el ADN fue marcado con loduro de Propidio (2mg/ml). Los vidrios
fueron montados en un portaobjetos con una gota de liquido de montaje
Polymount y analizados por microscopia confocal de fluorescencia utilizando un
microscopio FV-1000 (Olympus, Tokyo, Japon), equipado con un objetivo Plapon
60X/NA1-42.
Cuantificacion del ADN extracelular: el ADN liberado de los PMN fue digerido
con nucleasa micrococal (500 mU/ml) que cliva los segmentos inter-
nucleosomales del ADN en presencia de Ca?" (1,5 mM). Luego de 15 min, se
adicion6 5 mM acido etilendiaminotetraacético (EDTA) para detener la reaccion
enzimatica. Por ultimo, los sobrenadantes fueron recolectados y centrifugados y el
ADN se midio utilizando Sybr Gold en un fluorometro (Biotek, Winooski, VT, USA).
La curva de calibracion se realiz6 en paralelo utilizando ADN de timo de

concentracion conocida.
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Determinacion de P-p38 intracitoplasmatica en PMN

Debido a que diversas citoquinas y quimioquinas pueden fosforilar p38 MAPK
en PMN [127], [128] y con el fin de determinar posibles vias de sefalizacion
involucradas en la activacion de los mismos, se midié la expresién intracitoplasmatica
de P-p38 por citometria de flujo en PMN tratados con los MC durante 5 min. Luego de
la incubacién, se cosecharon las células, se lavaron para obtener el pellet celular y se
fijaron las células con PFA 1% durante 20 min a temperatura ambiente. Pasado el
tiempo de fijacion, se lavaron nuevamente las células con PBS 1X y se procedié a
permeabilizarlas con Perm2 (BD) por 15 min. Seguidamente, los PMN se lavaron con
PBS 1X y se marcé el pellet celular con el anticuerpo FITC-anti-P-p38 (Santa Cruz
Biotechnology) por 30 min a 4°C. Finalmente, los PMN se lavaron y se resuspendieron

en Isoflow para ser adquiridos en el citdmetro.

Ensayo de fagocitosis en PMN

Se determind si los PMN expuestos previamente o no a Control-MC o MC
derivados de Calu-6 infectadas con las distintas cepas de Mtb presentaban una
alteracion en su capacidad para fagocitar bacilos de Mtb. Dicho ensayo se realizé
midiendo la entrada de bacilos de i-H37Rv marcados con el fluorocromo isotiocianato
de fluoresceina (FITC) siguiendo el protocolo de Balboa y col. [129]. La i-H37Rv-FITC
se obtuvo marcando 102 bacterias con 0,5 mg de FITC/ml (Sigma Chemical Co.) en
PBS 1X a temperatura ambiente por 1 h; luego fueron lavadas las veces que sean
necesarias hasta remover el FITC no unido y resuspendidas en medio RPMI 1640 con
10% SFB.

Para el ensayo de fagocitosis, 1x10° PMN previamente incubados con los
distintos MC por 1,5 h fueron estimulados con i-H37Rv-FITC (relacién de 5 i-H37Rv-
FITC: 1 PMN) por 1 h a 37°C para permitir su fagocitosis. Una vez finalizada la

incubacion con i-H37Rv-FITC, los PMN se lavaron con PBS 1X para remover la
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bacteria extracelular y el porcentaje de células que fagocitaron i-H37Rv-FITC fue
determinado por citometria de flujo. En paralelo, se realizaron controles negativos de
fagocitosis incubando a las suspensiones de PMN con 5 uyg/ml de Citocalasina B
(Sigma-Aldrich), inhibidor de la fagocitosis, media hora antes del agregado de i-

H37Rv-FITC.
Ensayo de quimiotaxis de PMN

Los PMN frescos fueron suspendidos en medio RPMI 1640 suplementado con
2% SFB a una densidad de 1x10° PMN/ml. Luego, cada suspensién celular fue
colocada en la parte superior de cada uno de los 18 micro-pocillos de la camara de
Boyden (Figura 10) (Neuro Probe Inc., Bethesda, Maryland, USA). Se colocé una
membrana de polivinilpirolidone (PVP) libre de policarbonato de 3 um de tamafo de
poro (Poretics Products, Livermore, California, USA) para separar los PMN de los
pocillos inferiores que contienen los MC de Calu-6 utilizados para evaluar su
capacidad como quemoatractantes o una solucién de fMLP 107 M como control
positivo. En cualquiera de los dos casos, la camara fue incubada por 30 min a 37°C en
atmésfera de 5% de CO». Luego de la incubacion, la membrana fue fijada y tefiida con
el kit Tincién 15 (Biopur Diagnostics) para permitir la visualizacion de los PMN
migrados. El numero de PMN migrados en la supefficie inferior de la membrana
observados al microscopio 6ptico (High Power Field 1000X) fue determinado contando

5 campos al azar (X400) para cada condicién en triplicado.

Compartimento €<———
superior

Membrana P EN—
porosa

SO0 =00 "m — <

Compartimento
inferior

Camara de Boyden

Figura 10| Modelo esquematico de la camara de Boyden
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Determinacion de entraday replicacion de H37Rv en PMN

1x10° PMN cultivados en RPMI 1640 adicionado con 10% de SFB fueron
sembrados en placa de 96 pocillos previamente tratados con poly-L-lisina (Sigma-
Aldrich) para permitir su 6ptima adherencia e incubados por 18 h a 37°C en atmosfera
de 5% de CO2de acuerdo a Morris y col. [130]. Luego, se removieron las células no
adheridas lavando con PBS 1X tibio y los PMN adheridos a las placas se incubaron
con 100 ul de los distintos MC. Al cabo de 30 min de incubacion, los PMN fueron
infectados con H37Rv (MOI=3). Transcurrida 1 h para permitir su fagocitosis, las
células fueron lavadas para eliminar restos de bacteria extracelular remanente. Para la
determinacion de la entrada/adherencia bacteriana, se agregdé a los PMN
inmediatamente buffer de lisis (SDS 0,1%) por 10 min a temperatura ambiente y se
adiciono luego buffer de neutralizacion (BSA 20%). A fin de determinar las UFC, para
cada condicion de tratamiento /infeccion, una alicuota de cada condicion fue sembrada
en placas de agar 7H11/OADC (Becton Dickinson) y se contaron las colonias luego de
21 dias de crecimiento de la cepa H37Rv. Para el caso de la internalizacién, luego de
los lavados con PBS 1X, se adicioné a cada condicion 100ul de medio de cultivo RPMI
1640, 5% SFB suplementado con gentamicina (Sigma-Aldrich) para eliminar las
bacterias extracelulares remanentes durante las siguientes 22 h, momento en el cual
se procede a lisar los PMN y sembrar en agar 7H11/OADC las distintas alicuotas, de

la misma manera que se menciond anteriormente para la determinacion de la UFC.

Deteccion de apoptosis/necrosis inducida por H37Rv sobre PMN

Los PMN infectados o no con H37Rv (MOI=3) por 1 h, fueron cultivados por 18
h mas, cosechados de la placa de cultivo de 96 pocillos y lavados para obtener el
pellet celular. Luego, las células fueron tefidas con el colorante de viabilidad FVD
eFluor 780 (eBioscience) y homogeneizadas inmediatamente. Luego de 30 min de

incubacion a 4°C y protegidas de la luz, las células fueron lavadas con Binding buffer
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1X (Sigma-Aldrich) y tefidas con un kit de Anexina V (Sigma-Aldrich) de acuerdo a las
instrucciones del fabricante. Luego del tiempo de incubacion de la Anexina V, las
células fueron lavadas y fijadas con PFA 1% por 20 min, para luego ser lavadas
nuevamente con Binding buffer 1X. Finalmente, las células fueron suspendidas en
Isoflow y adquiridas en el citémetro. Los resultados estan expresados como el

porcentaje de células positivas para Anexina V y positivas para FVD eFluor 780.
Generacion de medio condicionado de PMN infectados con H37Rv

En una placa de 96 pocillos previamente recubiertos con poly-L-lisina (Sigma-
Aldrich) se sembraron 1x1 0° PMN y se permitid su adherencia en medio RPMI 1640
con 10% SFB. Luego, se descartd el medio de cultivo en el que se encontraban y se
los incubd por 1,5 h con MC derivado de Calu-6 control o infectadas con las distintas
cepas de Mtb. Los PMN previamente tratados o no se infectaron con H37Rv MOI=3
por 1 h. Seguidamente, se lavd cada pocillo con PBS 1X tibio cuidadosamente y se
anadié medio de cultivo RPMI 1640 adicionado con 5% SFB suplementado con
gentamicina (Sigma-Aldrich) para eliminar las bacterias remanentes extracelulares y
se incubd por 18-22 h a 37°C y 5% CO2. Se seleccion6 este tiempo de cultivo teniendo
en cuenta que los PMN aun permanecen viables y es suficiente para permitir un ciclo
de replicacion del Mtb. Posteriormente, se recuperd el sobrenadante, se filtré por
membrana de 0,22 um y se procedié a medir: actividad MPO, secreciéon de LDH y de

la quimioquina IL-8 y produccién de especies reactivas del nitrégeno.
Determinacion de secrecion de lactato deshidrogenasa (LDH) por PMN

Para analizar el efecto de la infeccidn por Mtb sobre la permeabilidad celular de
los PMN, la secrecion de LDH fue determinada en los sobrenadantes de PMN
estimulados (valores experimentales) o no (low control) con los diferentes MC por 1,5

h e infectados o no con H37Rv con una MOI=3 por 1 h (valores experimentales). Los
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PMN infectados fueron lavados suavemente con PBS 1X tibio y cultivados por 18 h en
RPMI 1640 suplementado con 5% de SFB y gentamicina (Sigma-Aldrich).

La secrecion maxima de LDH (high control) fue determinada tratando las
células con Triton X100 por 15 min a 37°C. Luego, los sobrenadantes fueron
recolectados, filtrados dos veces por 0,22 um de membrana y los niveles de LDH
fueron medidos con un kit método cinético UV (Roche Diagnostics GmbH, Germany).

El porcentaje de LDH secretado fue calculado de la misma manera que se

determind para las Calu-6.

Actividad Mieloperoxidasa

Se tomaron 50 pl del sobrenadante de PMN generado anteriormente
correspondiente a cada tratamiento con los MC (H37Rv-MC o M-MC o no (Control-
MC) y luego infectados con H37Rv, y se colocaron en una placa de 96 pocillos junto
con 50 ul de sustrato TMB de alta sensibilidad (Pierce Thermo calidad ULTRA) y se
dejo transcurrir la reaccion durante unos minutos hasta observar coloracion azul.
Paralelamente, se desarrolld una curva de calibracién de actividad mieloperoxidasa
(MPO) para la posterior cuantificacion junto con los controles, negativo (RPMI 1640
5% SFB) y positivo (PMN tratados con Triton X100 0,5%). Finalmente, se detuvo la

reaccion con H2SO4 2N y se leyo la absorbancia a 450nm-570nm.

Determinacion de IL-8 secretado por PMN

Los PMN estimulados o no con los diferentes MC fueron infectados o no con
H37Rv (MOI=3) y posteriormente cultivados por 18 h. Luego, los sobrenadantes fueron
colectados Yy filtrados dos veces por 0,22 ym de membrana. La secrecién de IL-8 fue

determinada en dichos sobrenadantes por ELISA.
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Medida de la produccién de éxido nitrico en sobrenadantes de PMN

La produccién de o6xido nitrico (NO) por PMN que fueron tratados o no con los
MC e infectados con H37Rv a una MOI de 3 por 1 h o 18 h de cultivo fue medida
utilizando un método indirecto basado en la medida de la concentracion de nitritos en
los sobrenadantes de cultivo de acuerdo a la reaccion de Griess [131]. La
concentracion de nitritos fue determinada mediante analisis espectrofotométrico a
540nm a través de la extrapolacion de los valores de una curva estandar preparada en
paralelo de concentraciones conocidas. Los productos del 6xido nitrico fueron

expresados como UM en el medio de cultivo.

Andlisis estadistico

Estadistica descriptiva

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

y Prism (GraphPad Software Inc.).

Inferencia estadistica

Los resultados entre los distintos tratamientos fueron analizados usando el
analisis de varianza (ANOVA), seguido por la prueba de Wilcoxon para comparar entre

cada par de grupos de tratamientos. El nivel de significancia adoptado fue de p<0.05.
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PARTE I: Efecto directo de las cepas H37Rv y M sobre el epitelio bronquial

humano.

La cepa M es menos efectiva para invadir pero sobrevive dentro del epitelio

Si bien es ampliamente reconocido que el Mtb es un patdégeno intracelular que
inicialmente invade a macrofagos alveolares y otras células fagociticas del
hospedador, han surgido trabajos que demuestran que el bacilo es capaz de adherirse
e invadir in vitro a células del epitelio respiratorio [132]-[134]. De hecho, Hernandez-
Pando y col. [80] han demostrado la presencia de ADN micobacteriano en células
pulmonares humanas. En funcién de ello, nos propusimos evaluar la capacidad de las
cepas de Mtb H37Rv y M para adherir, invadir y replicar dentro de células no
fagociticas de la linea celular del epitelio bronquial humano Calu-6. Como se observa
en la Figura 11A, ambas cepas de Mtb fueron capaces de adherirse e invadir a las
células del epitelio bronquial Calu-6 aunque la cepa M lo hizo en menor medida que la
H37Rv, tal como se pudo detectar en los ensayos de UFC. Interesantemente, aunque
ambas cepas tienen potencial para infectar y sobrevivir dentro del epitelio bronquial, la
cantidad de bacteria recuperada luego de 96 h post-infecciéon fue marcadamente
menor para la cepa M en comparacion con la H37Rv. Estos resultados sugieren que la
cepa M es menos eficiente para invadir y replicar sin embargo, es capaz de sobrevivir

dentro del epitelio bronquial.
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Figura 11 | Las cepas de Mycobacterium tuberculosis invaden y replican dentro de Calu-6. A.

Monocapas confluentes de Calu-6 fueron infectadas con las cepas H37Rv o M a una MOI de 5 por 2 h,
cosechadas y lisadas para determinar la entrada bacteriana o fueron cultivadas por 96 h mas para
permitir la replicacion intracelular del bacilo. Las células fueron lisadas en cada tiempo correspondiente y
diluciones seriadas de las suspensiones fueron plaqueadas para determinar las unidades formadoras de
colonias (UFC). Los resultados se expresaron como UFC totales y la figura muestra las medias + el error
estandar de los ensayos (n=6). B. Imagenes de fluorescencia muestran monocapas de Calu-6 (verde) sin
infectar (/) o infectadas con la cepa H37Ryv (ii) o M (iii) previamente marcadas con Rodamina (rojo) a una
MOI de 10 por 2 h. Los vidrios fueron montados sobre medio de montaje Polymount y observados al

microscopio confocal.

Las cepas de Mtb no inducen apoptosis/necrosis ni alteran la permeabilidad

celular en Calu-6

Se ha sugerido que la supresion de la muerte por apoptosis en las células
hospedadoras por el Mtb podria representar una estrategia de supervivencia del
mismo. Sin embargo, se ha demostrado también que la infeccién con la cepa H37Rv
de Mtb induce necrosis en células del epitelio alveolar [135]. Por ello, nos propusimos
investigar si las cepas H37Rv y M difieren en su capacidad para causar apoptosis y/o
necrosis en Calu-6. Como se puede observar en los Dot Plots de la Figura 12A, ambas
cepas produjeron un leve aumento en el porcentaje de apoptosis temprana (Anexina V
positivas/FVD eFluor 780 negativas) y tardia (Anexina V positivas/FVD eFluor 780
positivas) sobre Calu-6, pero no indujeron necrosis directamente (Anexina V
negativas/FVD eFluor 780 positivas) a una MOI de 5 o incluso a una MOI de 50

(Figura suplementaria 2).
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Figura 12 | Las cepas de Mtb no inducen muerte en Calu-6. Monocapas de Calu-6 fueron infectadas
con las cepas H37Rv o M a una MOI de 5 por 2 h y se permitié la replicacion intracelular por 18 h mas
para determinar la muerte celular midiendo A. Expresion de Anexina V y FVD eFluor 780 por citometria de
flujo. Los resultados son expresados como porcentaje de células apoptéticas tempranas (Anexina V
pos/FVD eFluor 780 neg), apoptdticas tardias (Anexina V pos/FVD eFluor 780 pos) o células necroéticas
(Anexina V neg/ FVD eFluor 780 pos). H202 fue usada como control positivo. Dot Plots representativos
demostrando la estrategia de seleccion de células Calu-6 y grafico de barras con la cuantificacién y media
+ el error estandar se muestran (n=5). B. Determinacion de la secrecion de LDH en el medio condicionado
derivado de Calu-6 18 h post-infeccion con la cepa H37Rv (H37Rv-MC) o M (M-MC) fueron testeados
para secrecion de LDH empleando un kit cinético UV. Se realizaron triplicados por cada condicién. El
porcentaje de LDH liberado fue calculado como se describe en materiales y métodos. Los resultados son

expresados como las medias + el error estandar de los ensayos (n=8).

Otra medida de la muerte celular estd dada por el incremento en la

permeabilidad de la membrana celular [86]. Por ello, analizamos el efecto de la
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infeccion sobre la secrecion de LDH, factor soluble indicativo de permeabilidad celular,
en los MC derivados de Calu-6 infectadas o no con las cepas de Mtb luego de 18 h de
cultivo post- infeccion. Como se muestra en la Figura 12B, y en concordancia con los
datos de apoptosis, la secrecion de LDH fue despreciable.

De acuerdo a nuestros resultados, podriamos concluir que las distintas cepas
de Mtb infectan al epitelio bronquial evitando un proceso rapido de muerte celular del

epitelio por apoptosis/necrosis siendo este hecho independiente de la cepa infectante.

Las cepas de Mtb no alteran la expresion de receptores de superficie en Calu-6

La adhesién de los patégenos a las células epiteliales del tracto respiratorio
constituye un requisito fundamental para la colonizacion y posterior infeccion por parte
de los mismos [136], [137]. En este contexto, el epitelio respiratorio juega un papel
importante puesto que a través de la identificaciéon de los microorganismos por
receptores especializados, conduce a la iniciacion de la respuesta inflamatoria que
incidira en la respuesta inmune desarrollada por el hospedador [138], [139]. Se ha
establecido que las células del epitelio bronquial humano son capaces de reconocer
numerosos PAMPs a través de receptores de reconocimiento de patrones que
permiten una rapida respuesta a una amplia variedad de patdgenos [140]. Por ello,
evaluamos la expresion de algunos receptores de reconocimiento tales como TLR-2,
receptor de manosa (MR), CD11b en Calu-6 infectadas o no con Mtb luego de 18 h de
cultivo. Ademas determinamos la expresion de la molécula de adhesion CD54,
involucrada en el trafico leucocitario hacia el epitelio pulmonar [141]. Como se observa
en los histogramas mostrados en la Figura 13, en todos los casos analizados se
registré una expresion casi nula de MR y TLR-2 y una baja expresion de CD11b y
CD54 en Calu-6 respecto a su correspondiente control, no observandose diferencias
significativas entre las distintas condiciones: no infectadas, infectadas con H37Rv o M.
Esto podria sugerir que aunque las superficies mucosas estan regularmente expuestas

a microbios tanto patégenos como no patdgenos, su reconocimiento debe encontrarse
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finamente controlado para evitar una exacerbada activaciéon permanente, lo cual va

correlacionado con la baja o nula expresién de los marcadores evaluados.
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Figura 13 | Expresion de receptores de superficie en Calu-6. Las monocapas celulares de Calu-6
fueron infectadas o no con las cepas H37Rv o M a una MOI de 5 por 2 h y luego cultivadas por 18 h mas.
Las células fueron cosechadas y marcadas con anticuerpos especificos para determinar la expresion de
CD11b, TLR-2, receptor de Manosa (MR) y CD54 por citometria de flujo. Se muestran los histogramas
representativos de un total de 8 experimentos: células no infectadas: negro, infectadas con H37Rv: rojo e

infectadas con M: azul o los controles de isotipo correspondientes en gris relleno.

La cepa M disminuye la secrecion de TNF-a y GM-CSF e induce bajos niveles de

secrecion de IL-8 en Calu-6

El epitelio pulmonar no solo actia como barrera fisica para prevenir la
infeccion, sino que juega un importante papel como modulador de la respuesta inmune
mediante la secrecion de una variedad de factores solubles cuyo rol consiste en
neutralizar y/o matar a los microorganismos invasores y células infectadas [64].
Ademas las células epiteliales bronquiales producen citoquinas pro o anti-

inflamatorias, factores de crecimiento y quimioquinas que reclutan y activan a células
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inmunocompetentes de la inmunidad innata y adaptativa modulando asi el inicio de
una respuesta inmune efectiva. En funcion de ello, nos planteamos evaluar los niveles
de secrecion de citoquinas pro-inflamatorias como IL-1B, IL-6, GM-CSF y TNF-a y anti-
inflamatorias como IL-10 y TGF-B asi como la quimioquina IL-8 en los medios
condicionados derivados de Calu-6 no infectadas (Control-MC) o infectadas con la
cepa H37Rv (H37Rv-MC) o M (M-MC). En nuestro sistema no pudimos detectar
secrecion de IL-1-B, IL-6 e IL-10 (no mostrado). En cambio, si fueron detectables altas
cantidades de TGF-B en Control-MC y MC de células infectadas no observandose
diferencias entre los MC (Figura 14A), hecho que resulta esperable ya que es critico
regular la intensidad y la duraciéon de la senalizacién pro-inflamatoria en el epitelio
aéreo; quizas mas que en cualquier otro sitio de infeccion, la inflamacion excesiva esta
asociada con un compromiso respiratorio y debe estar altamente controlada.
Interesantemente, los niveles de TNF-a encontrados en Control-MC no aumentaron
luego de la infeccion con H37Rv, mientras que se observé una reduccion significativa
en los valores de TNF-a luego de la infeccion con la cepa M. Ademas, los MC
derivados de Calu-6 infectadas con las cepas de Mtb, mostraron una inhibicion en la
secrecion de GM-CSF en comparacion con las no infectadas, pero no se vieron
diferencias entre cepas. Por otro lado, a diferencia de M-MC, los niveles de IL-8 en
H37Rv-MC fueron mayores que en Control-MC. Asi, M-MC indujo menores niveles de
mediadores pro-inflamatorios en comparacion con H37Rv en el epitelio bronquial.

Con el objeto de determinar si la baja produccion de citoquinas pro-
inflamatorias y quimioquinas inducidas por la cepa M era debido a un mecanismo
especifico de inmunosupresion o simplemente al hecho de que la cepa M es 10 veces
menos infectiva que la H37Rv, se determinaron los niveles de TNF-a, GM-CSF e IL-8
en los MC derivados de Calu-6 infectadas con una MOI de 50. Como se observa en la
Figura 14B, las células infectadas con la cepa M a una MOI de 50 secretaron niveles
similares de TNF-a a IL-8 que aquellas infectadas con H37Rv a una MOI de 5 por lo

que la secrecion de TNF-a e IL-8 dependeria de la cantidad de bacilos infectantes en
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las células epiteliales. Por el contrario, a diferencia de H37Rv, M indujo menores
niveles de GM-CSF a pesar de la MOl empleada (MOI=50), sugiriendo que esta cepa

inhibiria especificamente la secrecion de este mediador soluble.
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Figura 14 | Caracterizacion del medio condicionado derivado de Calu-6 infectadas con Mtb. El
medio condicionado (MC) derivado de cultivos de Calu-6 18 h post-infeccion con la cepa H37Rv (H37Rv-
MC) o M (M-MC) fueron testeados para A. TGF-8, TNF-a, GM-CSF e IL-8 por ELISA. Los resultados
estan expresados como pg/mly se muestran las medias * error estandar (n=8). Diferencias estadisticas:
* = p<0.05 para H37Rv-MC o M-MC vs. Control-MC, a= p<0.05 para M-MC vs H37Rv-MC. B. El medio
condicionado (MC) derivado de cultivos de Calu-6 18 h post-infecciéon con la cepa H37Rv (H37Rv-MC) o
M (M-MC) a una MOI de 50 o no infectados (Control-MC) fueron testeados para TNF-a, GM-CSF e IL-8

por ELISA Los resultados estan expresados como pg/ml y se muestran las medias * error estandar (n=4).

La cepa M induce pobre actividad de metaloproteinasas sobre Calu-6

Se ha demostrado que las metaloproteinasas (MMPs) estan implicadas en la
inmunopatologia de la TB, y las células del epitelio pulmonar representan una
potencial fuente de MMPs ya que comprenden aproximadamente el 25% del total de
células en el pulmoén. Las MMPs constituyen una familia de enzimas proteoliticas que

colectivamente, son capaces de degradar los componentes de la matriz extracelular.
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Ademas, cumplen un rol clave en la inmunidad incluyendo el procesamiento de
quimioquinas, destruccién tisular y reclutamiento de células inmunocompetentes al
sitio de infeccién [142]. Es por ello que nos propusimos determinar si las células del
epitelio bronquial son capaces de secretar MMPs via infeccién directa con las cepas
de Mtb. Como se puede observar en la Figura 15C, tanto la actividad de MMP-2 como
de MMP-9, dos de las MMPs mas relevantes en la inmunopatologia de la TB, se ven
disminuidas en el MC derivado de Calu-6 infectadas con la cepa M, de hecho, la
actividad MMP-2 se encuentra inhibida en dicho MC. Interesantemente, la actividad de
MMP-9 en M-MC es significativamente menor respecto a H37Rv-MC. Es importante
mencionar que también se determin6 la MMP-1, la cual no presentd actividad en

nuestro sistema.
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Figura 15 | Caracterizacion del medio condicionado derivado de Calu-6 infectadas con Mtb. C. El
medio condicionado (MC) derivado de cultivos de Calu-6 18 h post-infeccion con la cepa H37Rv (H37Rv-
MC) o M (M-MC) fueron testeados para secrecién de metaloproteinasas (MMPs) 2 y 9 por zimografia en
gelatina. Los resultados estan expresados como densidad relativa de las bandas fotografiadas con el
transiluminador BioRad y analizadas con el software del propio equipo. La cuantificacion de la densidad
de dichas bandas se muestra en los graficos de barras asi como la media + error estandar. Diferencias
estadisticas: * = p<0.05 para H37Rv-MC vs. Control-MC, a= p<0.05 para M-MC vs H37Rv-MC (n=4).

Estos resultados muestran que la cepa M regula negativamente la actividad de
MMP-2 y MMP-9 cuando el epitelio bronquial es infectado con dicha cepa. Estos datos

podrian sugerir un menor dafo tisular inducido por las MMPs presentes en M-MC,

64



Resultados

manteniendo asi la integridad epitelial, lo cual podria alterar el potencial flujo de

neutréfilos y otras células como macréfagos al sitio de infeccion.

PARTE II: Alteracion de las funciones efectoras de los neutréfilos en el contexto

de la infecciéon con Mtb.

Efecto de la capacidad quimioatractante del medio condicionado derivado de

Calu-6 infectadas con la cepa M sobre los PMN

Sin duda alguna, los PMN estan rodeados de una compleja mezcla de
moléculas de sefalizacion durante la respuesta inmune. Una vez que los PMN censan
una sefial, migran hacia el sitio de infeccidon siguiendo un gradiente creciente de
mensajeros quimicos conocidos como quimioatractantes. Esta migracion de PMN,
conocida como quimiotaxis, es un componente crucial en el sistema inmune [128]. Las
quimioquinas son los factores solubles encargados de establecer un equilibrio entre la
liberacion o retencién de los PMN. Debido a que los PMN circulantes entran al sitio de
la infeccion migrando principalmente a lo largo de un gradiente de IL-8 [143] y, dado
que se detectaron diferentes niveles de IL-8 en los sobrenadantes de células Calu-6
infectadas con las cepas H37Rv o M, se propuso evaluar la capacidad
quimioatractante de PMN de los MC derivados de Calu-6 infectadas con Mtb. Como se
muestra en la Figura 16, H37Rv-MC y fMLP (utilizado como control positivo) indujeron
un mayor numero de PMN migrados que el Contro-MC y M-MC; lo cual puede

atribuirse parcialmente a los niveles de IL-8 en dichos MC.
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Figura 16 | El medio condicionado derivado de Calu-6 infectadas con la cepa M muestra menos
capacidad quimioatractante de PMN. Capacidad de los MC de atraer PMN en reposo empleando un
ensayo de quimiotaxis y fMLP (107 M) como control positivo. Los PMN migrados fueron contabilizados por
microscopia 6ptica. Cinco campos al azar por condicién (cada condicién en triplicado) fueron analizados y
los resultados expresados como el nimero de PMN migrados/campo (medias + el error estandar).
Diferencias estadisticas: *= p<0.05 para H37Rv-MC o M-MC vs. Control-MC.

Los medios condicionados alteran la activacion de PMN inducida por i-H37Rv

Una vez que arriban al sitio de infeccidon, los PMN se encuentran con un
ambiente inflamatorio enriquecido con citoquinas derivadas del hospedador vy
quimioatractantes derivados del patégeno que pueden modular su respuesta a un
segundo estimulo antigénico. Primeramente evaluamos si los MC ejercian un efecto
sobre la expresion de CD11b, receptor que es regulado positivamente luego de la
activacion de los PMN [144]. Como se muestra en la Figura 17A, el tratamiento de los
PMN con los medios condicionados (MC) derivados de Calu-6 control o infectadas
(MOI=5) no modificd la expresion de CD11b, mientras que la misma se encontrd
significativamente aumentada frente al tratamiento con PMA.

Para determinar si los MC son capaces de pre-activar los PMN, dichas células
fueron incubadas con los MC y luego expuestas a i-H37Rv como segundo estimulo.
Los PMN ftratados con Control-MC o H37Rv-MC y luego expuestos a i-H37Rv,
mostraron una mayor expresion de CD11b en comparacion con los PMN no tratados

(N-T), mientras que M-MC no alter6 la regulacion de CD11b inducida por i-H37Rv
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(Figura 17B). Dado que TNF-a es capaz de pre-activar las respuestas funcionales de
los PMN [145] y los MC presentan diferentes cantidades de dicha citoquina, nos
propusimos evaluar si el aumento de la expresion de CD11b podria deberse a la
accion del TNF-a secretado por Calu-6. Para ello, H37Rv-MC depletado de TNF-a o
M-MC suplementado con TNF-a fueron utilizados para estimular a los PMN y luego
exponerlos a i-H37Rv como segundo estimulo. La deplecién de TNF-a de H37Rv-MC
resulté en una reduccion en la expresion de CD11b cuando los PMN fueron expuestos
a i-H37Rv en comparacion con H37Rv-MC no depletado. En contraste, el M-MC
suplementado con TNF-a indujo un aumento en la expresion de CD11b en PMN en
comparacion con M-MC.

Estos resultados sugieren que el TNF-a liberado al ambiente extracelular esta
involucrado en la activacion de los PMN, al menos en términos de la expresion de

CD11b. Aunque no podemos excluir otros factores solubles que también podrian estar

implicados.
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Figura 17 | Los MC alteran la activacion inducida por i-H37Rv. PMN purificados (n=7) fueron
incubados por 1,5 h con a) RPMI 1640 (N-T) o con los medios condicionados (MC) derivados de Calu-6
infectadas con H37Rv o M (H37Rv-MC and M-MC) o no infectadas (Control-MC) o b) H37Rv-MC
depletado de TNF-a (depl-H37Rv-MC), M-MC adicionado con TNF-a (M-MC-TNF-a) o TNF- a (20 ng/ml).
Después de eso, los PMN fueron estimulados o no por 3 h mas con i-H37Rv o PMA (5 nM) como
segundo estimulo. PMA (50 nM) fue empleado como control positivo durante los ultimos 30 min del
cultivo. Los PMN fueron testeados para expresién de CD11b (A y B). Los resultados con expresados
como intensidad de fluorescencia media (IFM) * el error estandar. A. Diferencias estadisticas: *= p<0.05

para PMA vs. No tratados (N-T) o PMN tratados con los MC. B. Diferencias estadisticas: *=p<0.05 para
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PMN tratados con MC vs. PMN N-T; #= p<0.05 para PMN tratados con depl-H37Rv-MC vs. H37Rv-MC o
PMN tratados con M-MC adicionado con TNF-a vs. M-MC; a =p<0.05 para M-MC vs. Contro-MC o
H37Rv-MC.

El medio condicionado derivado de Calu-6 infectadas con la cepa M no genera
un aumento de la produccion de especies reactivas del oxigeno inducida por

i-H37Rv en PMN

Los PMN, asi como también otras células fagociticas contienen la enzima
NADPH oxidasa, la cual genera superoxido luego de la activacion celular. Las
especies reactivas del oxigeno (EROs) derivadas del superdxido, junto con otras
proteasas liberadas de los granulos de los PMN, son capaces de eliminar los
microorganismos ingeridos. Tras su activacion, los PMN son altamente efectivos a la
hora de producir EROs [146] y, es por ello que nos propusimos determinar si los
medios condicionados (MC) alteraban la produccion intracelular de EROs por los PMN.
Para ello, los PMN fueron tratados con los MC y luego estimulados o no con dosis sub-
optimas de PMA o i-H37Rv. Posteriormente se evalud la produccién de EROs por
citometria de flujo utilizando la sonda DHR. La exposicidn de los PMN a los MC resulto
en una produccion despreciable de EROs, pero dosis optimas de PMA la aumentaron
significativamente (Figura 18A). Sin embargo, los PMN incubados con Control-MC o
H37Rv-MC indujeron un aumento en la producciéon de EROs en respuesta a un
desafio subsecuente con dosis sub-6ptimas de PMA (Figura 18B) o i-H37Rv (Figura
18C) en comparacion con los PMN N-T. Por el contrario, M-MC no fue capaz de
aumentar la produccion de EROs en respuesta a PMA 0 i-H37Rv.

Para determinar si TNF-a estaba involucrado en el efecto de pre-activacion que
ejercen los MC sobre la producciéon de EROs, los PMN fueron incubados con H37Rv-
MC depletado de TNF-a o con M-MC adicionado con TNF-a y luego estimulados con i-
H37Rv. La deplecion de TNF-a de H37Rv-MC redujo la produccion de EROs de los
PMN en comparacion con aquellos tratados con H37Rv-MC. En cambio, el agregado

de TNF-a al M-MC incremento la produccion de EROs respecto al valor observado con
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M-MC solo (Figura 18C). Resultados similares se observaron cuando se emple6 PMA
5nM como segundo estimulo. Estos resultados sugieren que el TNF-a secretado por
las células del epitelio bronquial manipularia indirectamente la produccion de EROs
por los PMN en respuesta a un segundo estimulo especifico e inespecifico. En efecto,
la cepa M puede ser capaz de alterar las funciones efectoras de los PMN a través de
un efecto indirecto mediante el cual las células del epitelio bronquial infectadas

secretan pobres niveles de TNF-a.
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Figura 18 | Los MC alteran la produccion de ERO inducida por i-H37Rv. PMN purificados (n=7) fueron
incubados por 1,5 h con a) RPMI 1640 (N-T) o con los medios condicionados (MC) derivados de Calu-6
infectadas con H37Rv o M (H37Rv-MC and M-MC) o no infectadas (Control-MC) o b) H37Rv-MC
depletado de TNF-a (depl-H37Rv-MC), M-MC adicionado con TNF-a (M-MC-TNF-a) o TNF- a (20 ng/ml).
Seguidamente, los PMN fueron estimulados o no por 3 h mas con i-H37Rv o PMA (5 nM) como segundo
estimulo. PMA (50 nM) fue empleado como control positivo durante los dltimos 3 Omin del cultivo. Los
PMN fueron testeados para la produccion de ROS mediante la tincion con DHR por 30 min (A, By C) por
citometria de flujo. Los resultados con expresados como intensidad media de fluorescencia (IMF) + el
error estandar. A. Diferencias estadisticas: *= p<0.05 para PMA vs. N-T o PMN tratados con MC. B y C.
Diferencias estadisticas para PMA y i-H37Rv: *=p<0.05 para PMN tratados vs. PMN N-T; #=p<0.05 para
PMN tratados con depl-H37Rv-MC vs. H37Rv-MC o PMN tratados con M-MC adicionado con TNF-a vs.
M-MC; a=p<0.05 para M-MC vs. Control-MC o H37Rv-MC.

Fosforilacion de la p38 MAPK

Otro de los eventos que ocurren intracelularmente durante la activacion de los
PMN es la rapida induccion de la fosforilacion de proteinas de sefalizacién

intracelular, las cuales ejercen un rol esencial en la regulacion de numerosas
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funciones de los PMN. Si bien aun hoy no esta bien establecido el papel de las MAPK
quinasas en los PMN, se ha demostrado que la exposicion de los PMN a la citoquina
pro-inflamatoria TNF-a induce rapidamente la activacion de p38 MAP quinasa (p38
MAPK) [127]. En funcién de lo mencionado anteriormente, nos propusimos evaluar la
expresion de Fosfo-p38 (P-p38) intracelular en PMN estimulados con los MC y
dilucidar si podrian tener influencia sobre la activacién de p38 MAPK, y por tanto sobre
la consecuente activacion de los PMN. Como se puede ver en la Figura 19 la
expresion de P-p38 en los PMN estimulados con M-MC es equivalente a la de los
PMN no tratados (N-T) y significativamente menor en comparaciéon con H37Rv-MC.
Estos resultados sugieren que los bajos niveles de TNF-a secretados por el epitelio
bronquial infectado con la cepa M podria estar afectando negativamente Ia
sefializacion intracelular que involucra la fosforilacion de p38 MAPK, alterando

finalmente la activacion de los PMN.

P-p38 IMF

Figura 19 | Los medios condicionados alteran la fosforilacién de la p38 MAPK. PMN (n=7) fueron
estimulados con Control-MC, H37Rv-MC, M-MC o solos (N-T) por 2 min. Luego de ser cosechados,
fueron fijados con PFA 1%, permeabilizados (Perm2) y marcados intracelularmente con anti-P-p38 (FITC)
para ser adquiridos en el citdmetro. Los resultados con expresados como intensidad de fluorescencia
media (IFM) = el error estandar. Diferencias estadisticas: *= p<0.05 para PMN tratados con H37Rv-MC vs.
N-T; a= p<0.05 para H37Rv-MC vs. M-MC.

Impacto de los medios condicionados sobre la fagocitosis de i-H37Rv por PMN

Los PMN son rapidos y potentes fagocitos. La fagocitosis ocurre en cuestion de

pocos minutos y puede ser reforzada por el sistema del complemento, anticuerpos IgG
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asi como también por la pre-activacién celular [116]. Es por esto ultimo que nos
preguntamos si la pre-activacion de los PMN con los medios condicionados (MC)
alteraba la fagocitosis de i-H37Rv. Para ello, los PMN incubados con los MC fueron

cultivados con i-H37Rv-FITC y el porcentaje de células que fagocitaron la bacteria

(células FITC") fue determinado por FACS. Como se muestra en la Figura 20, el

tratamiento de los PMN con los MC no modificé el porcentaje de células FITC,

mientras que la fagocitosis fue de hecho inhibida por el tratamiento con Citocalasina B,
sugiriendo que los mediadores solubles secretados debido a la infeccion no

influenciarian la fagocitosis de i-H37Rv por los PMN.
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Figura 20 | Los MC derivados de células del epitelio bronquial infectadas con Mtb no modifican la
fagocitosis de i-H37Rv por los PMN. PMN (n=6) fueron cultivados por 1,5 h solos (N-T) o con Control-
MC, H37Rv-MC o M-MC en presencia o no de Citocalasina B, fueron incubados por 1 h con i-H37Rv
marcada con FITC. Luego, el porcentaje de células que han fagocitado rH37Rv-FITC fue determinado por

FACS. Se muestran las medias * el error estandar de cada ensayo y los Dot Plots de un experimento
representativo de cada condicion.
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Influencia de los medios condicionados sobre la formacion de trampas

extracelulares de neutroéfilos

Ademas de los mecanismos conocidos de los PMN para controlar la infeccion
por microorganismos, las trampas extracelulares de neutréfilos (NETs) constituyen otra
via de control capaz de promover la posterior muerte de Mtb por macréfagos
alveolares residentes [147] Para determinar si los factores solubles presentes en los
medios condicionados (MC) influyen sobre la formacion de NETs en los PMN,
realizamos estudios de microscopia para visualizar las NETs. Para ello, las células
fueron marcadas con loduro de Propidio, un colorante de gran afinidad por el ADN, y
analizamos su colocalizacion extracelular con proteinas granulares de los PMN como
elastasa que estanpresentesen estas trampas. Como se observa en la Figura 21A, los
PMN no estimulados con los MC (N-T) no indujeron la liberacion de ADN de los
mismos. Sin embargo, la estimulacion de los PMN con los MC promovié la formacion
de NETSs, representadas en la Figura 21A por la presencia de ADN extracelular
decorado con elastasa. Como se esperaba, el PMA, utilizado como control positivo,
fue el mayor inductor de NETs. Por otro lado, para cuantificar el ADN liberado, se
cosecharon los sobrenadantes de las NETs y en ellos se determiné el ADN
extracelular por fluorometria, datos que fueron concordantes con los obtenidos por
microscopia (Figura 21B).

El M-MC fue el menor inductor de NETs lo cual se reflejé6 también en la

cuantificacion del ADN liberado en comparaciéon con H37Rv-MC.
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Figura 21 | Los MC alteran la formacién de NETs en PMN. PMN (n=5) fueron cultivados por 3 h solos
(N-T) o con Control-MC, H37Rv-MC o M-MC. Se utiliz6 PMA (50 nM) como control positivo de generacion
de NETs. Luego de fijar las células con PFA 4% y lavar los vidrios con PBS1X, se procedio a bloquear y
marcar con un anticuerpo anti-elastasa, el ADN fue marcado con loduro de propidio (2mg/ml). Los vidrios
fueron montados y la formaciéon de NETSs fue visualizada por A. microscopia confocal de fluorescencia.
Se muestran las fotografias de un experimento representativo de 5 totales hechos. B. EI ADN liberado se
cuantificd en los sobrenadantes por fluorometria utilizando Sybr Gold (n=5). Se muestran las medias * el
error estandar de cada ensayo. Diferencias estadisticas: *= p<0.05 para PMN tratados con PMA vs. PMN
estimulados con MC y N-T; a= p<0.05 para H37Rv-MC vs. M-MC.

El M-MC induce un aumento en la replicacion intracelular de H37Rv en PMN

También nos preguntamos si los MC modificaban la tasa de invasion y
replicacion de H37Rv en PMN. Para ello, los PMN tratados con los MC fueron
infectados con H37Rv y las UFC fueron determinadas a 0 h (entrada) o 18 h
(replicacion) luego de la infeccién. Como mostramos en la Figura 22, no se observan
diferencias en la entrada de la micobacteria entre los PMN tratados con los distintos

MC o aquellos no tratados. Estos resultados van en concordancia con los datos de
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fagocitosis. Sin embargo, los PMN expuestos al M-MC fueron mas permisivos a la

replicacion de H37Rv que aquellos no tratados.
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Figura 22 | Impacto de los MC sobre la entrada y replicacion de H37Rv en PMN. PMN (n=7)
cultivados por 1,5 h solos (N-T) o con Control-MV, H37Rv-MC o M-MC fueron infectados o no con H37Rv
a una MOI de 3 por 1 h. Luego, los PMN infectados o no con H37Rv fueron colectados (0 h) o cultivados
por 18 h mas. El nimero de UFC recuperadas a tiempo O h (entrada) o 18 h luego de la infeccion fueron
determinadas como se describe en materiales y métodos. Se muestran las medias * el error estandar.

Diferencias estadisticas: *= p<0.05 para PMN pre-incubados con M-MC vs. PMN N-T.

Efecto de los medios condicionados sobre la muerte de PMN infectados con

H37Rv

Se ha reportado que los PMN mueren rapidamente luego de la infeccion por
H37Rv [148] y que determinadas citoquinas como GM-CSF e IL-8 actuan sobre los
PMN incrementando la sobrevida de dichas células al momento de la infeccion [149].
Nos preguntamos entonces si las células del epitelio bronquial podrian contribuir a la
acumulacion de los PMN en el tracto respiratorio en el contexto de la infeccién por Mtb
a través de la produccién de ciertos factores solubles que incrementarian la sobrevida
de los mismos. Para este propésito, los PMN fueron estimulados o no con los distintos
medios condicionados (MC) posteriormente infectados con H37Rv a una MOI de 3 y
finalmente cultivados por 18 h mas. Como se muestra en la Figura 23A, los PMN

infectados muestran un mayor porcentaje de células en apoptosis tardia en
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comparacion con los no infectados, mientras que no se observaron diferencias
respecto a células en estado necrético o en apoptosis temprana.

El pre-tratamiento de los PMN con Control-MC y el M-MC redujo el porcentaje
de células en apoptosis tardia en comparacién con las células no tratadas, mientras
que el H37Rv-MC no lo hizo. En el mismo contexto, los PMN infectados demostraron
un mayor porcentaje de secrecion de LDH que los no infectados y su pre-tratamiento
con Control-MC disminuyo los niveles de LDH liberados mientras que el H37Rv-MC y
el M-MC no lo hicieron (Figura 23B). Este hecho podria estar parcialmente ligado a las
cantidades de GM-CSF encontradas en los distintos MC.

En paralelo, se estimularon los PMN con i-H37Rv y luego se trataron con el MC
derivado de Calu-6 infectadas con las cepas H37Rv o M (H37Rv-MC o M-MC) o no
(Control-MC) evaluandose luego el porcentaje de células viables por microscopia de
fluorescencia. Como se muestra en la Figura 23C, los PMN estimulados con los MC,
fueron capaces de rescatar a los PMN de la muerte inducida por i-H37Rv, lo cual
podria deberse al contenido de GM-CSF e IL-8 presentes en los MC. Si bien, los
ensayos son diferentes en lo que respecta al tiempo en que se tratan los PMN con los
MC y al hecho del empleo de i-H37Rv, estos resultados coinciden con los ensayos de

liberacion de LDH por PMN infectados con células viables.
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Figura 23 | Impacto de los MC sobre la muerte, permeabilidad celular en PMN. A. PMN tratados o no
(n=5) con los MC e infectados con H37Rv (MOI=3) fueron testeados para la expresiéon de Anexina V y
FVD eFluor 780 por citometria de flujo. El porcentaje de PMN en apoptosis temprana (Anexina V pos/FVD
eFluor 780 neg), apoptosis tardia (Anexina V pos/FVD eFluor 780 pos) y necrosis (Anexina V neg/FVD
eFluor 780 pos) fue determinado. Se muestran los graficos Dot Plots de un experimento representativo de
5 totales y el grafico de barras mostrando la cuantificacidon de células en apoptosis tardia (media + error

estandar). B. Los sobrenadantes derivados de los PMN infectados con H37Rv fueron recuperados 18h
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post infeccion y testeados para secrecion de LDH expresada como porcentaje (medias * error estandar).
Diferencias estadisticas: *= p<0.05 para Contro-MC vs. PMN N-T; #= p<0.05 PMN tratados con H37Rv-
MC vs. Control-MC (n=7). C. Los MC inducen un aumento en la sobrevida de los PMN. PMN (n=5)
fueron estimulados con i-H37Rv por 3 h y luego tratados con o no (N-T) con Control-MC, H37Rv-MC o M-
MC por 18 h. Luego fueron cosechados y se les adicioné un cocktail de tincién con bromuro de etidio (100
ug/ml) y naranja de acridina (100 ug/ml). Se examinaron los PMN al microscopio de fluorescencia 40X.
Las células de identificaron como: viables, apoptéticas tempranas, apoptéticas tardias o necréticas de
acuerdo al estado y coloracién del nucleo como se describié en materiales y métodos. Se muestran las

medias + el error estandar. Diferencias estadisticas: *= p<0.05 para PMN N-T vs. H37Rv-MC o M-MC.

Impacto de los medios condicionados sobre la producciéon de NO, MPO y

secrecion de IL-8 luego de la infeccion por Mtb

Aunque existe evidencia que sugiere que los PMN son capaces de inducir la
sintesis de 6xido nitrico (NO) sintetasa durante la sepsis, hay muy poca evidencia que
involucre el rol del NO en la muerte de microorganismos [94]. Dado que los
intermediarios del nitrogeno tienen un efecto bacteriostatico sobre Mtb en un sistema
libre de células [150], nos preguntamos si los medios condicionados (MC) podian
alterar la capacidad de los PMN para producir NO. Observamos que la infeccion con
H37Rv induce un aumento en la produccién de NO en los PMN no expuestos a los
MC, mientras que el pre-acondicionamiento de las células con los MC disminuye su
produccion luego de la infeccion (Figura 24A), sugiriendo que en el compartimento
bronquial, las especies reactivas del nitrdgeno no estarian jugando un rol esencial en
lo que respecta a la eliminacion del patégeno. Sin embargo, los bajos niveles de NO
producidos por los PMN cuando son tratados con los MC luego de la infeccion con
H37Rv, podria sugerir que dichas células estarian siendo mas permisivas a la
replicacion intracelular del Mtb, retrasando la muerte del patdégeno mediante la
inhibicién de las generacion de NO.

Por otro lado, los PMN almacenan en sus granulos distintas proteinas vy

enzimas hidroliticas tales como: péptidos cationicos, proteasas, lactoferrina y
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mieloperoxidasa (MPO). Una vez activado el PMN, los granulos se fusionan con el
fagosoma contribuyendo a la actividad microbicida de estos compartimentos, o con la
membrana plasmatica, liberando su contenido al espacio extracelular, acciéon que crea
un ambiente antimicrobiano inhéspito para el patdgeno [98]. En este contexto, nos
propusimos determinar si los MC eran capaces de inducir la liberacion de MPO en los
PMN o alterar su secrecion ante la infecciéon con H37Rv. Como se puede ver en la
Figura 24B, los MC no son capaces de promover la liberacién de MPO y no alteraron
el aumento de los niveles de MPO inducidos por la infeccion con H37Rv, sugiriendo
que es la propia infeccion con el patégeno la que genera la secrecion de MPO al
medio extracelular y que las citoquinas contenidas en los MC no tienen influencia
sobre dicha accion.

Se ha reportado que la secrecion de IL-8 por los PMN ocurre tanto luego de su
estimulacion como de manera constitutiva y que son capaces de secretar niveles
significativos de dicho factor soluble. Es importante mencionar que la IL-8 tiene
importantes efectos autocrinos: es un potente quimioatractante para los propios PMN
asi como también es capaz de activar diferentes funciones efectoras tales como
maduracion y reclutamiento desde la médula 6sea, mecanismos de rolling y
diapédesis desde los vasos sanguineos hacia los sitios de infeccion, estrés oxidativo,
exocitosis y fagocitosis [151]. En funcion de esto evaluamos si los MC modulaban la
secrecion de IL-8 en los PMN infectados o no con H37Rv luego de 18 h de cultivo.
Como se puede ver en la Figura 24C, no hay diferencias en los niveles de IL-8 entre
los PMN pre-incubados con los MC y los no tratados. Un incremento en la liberacién
de IL-8 fue detectado en los PMN N-T luego de la infeccion con H37Rv cuando se
compard con aquellos no infectados. Mientras que los PMN expuestos a M-MC
generaron cantidades similares de IL-8 en comparacion con los N-T, la pre-incubacion
con el Control-MC o H37Rv-MC mostré una menor secrecion de IL-8 luego de la

infeccion con H37Rv.
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Figura 24 | Producciéon de NO, MPO y secrecion de IL-8 en PMN. Los sobrenadantes derivados de los

PMN infectados o no con H37Rv y estimulados con los MC fueron recuperados 18h post-infeccion y

testeados para A. produccion de mieloperoxidasa (MPO), expresado como pg/ml (medias

estandar), (n=6), B. especies reactivas del Nitrogeno (NO), expresado como pM (medias

+

+

error

error

estandar), (n=5) y C. secrecion de IL-8 expresada como pg/ml (medias * error estandar), (n=7).

Diferencias estadisticas: *=p<0.05 para PMN infectados con H37Rv vs. No infectados; a=p<0.05 para

PMN tratados con los MC vs. PMN N-T.
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DISCUSION

En los Ultimos afios se ha demostrado que, contrariamente a lo que se creia,
Mtb no es una especie muy conservada ya que por técnicas de biologia molecular se
demostré una amplia variabilidad genética en su distribucién mundial, lo que sugiere la
existencia de adaptaciones a poblaciones humanas particulares [12]. En este contexto,
en trabajos previos de nuestro laboratorio hemos observado que, al contrario de la
cepa de referencia, H37Rv, la cepa M, aislada del primer brote multirresistente a
drogas en nuestro pais, tiene un crecimiento lento en macréfagos humanos y es pobre
inductora de la secrecion de TNF-a, citoquina pro-inflamatoria que sostiene la
formacioén del granuloma, asi como también de la expresion de IFN-y, citoquina que
promueve la activacion de los mecanismos microbicidas del macréfago y de la
diferenciacion de linfocitos T citotdxicos, células capaces de matar macréfagos
infectados con la micobacteria.

Numerosos estudios demuestran la capacidad de Mtb de alterar la respuesta
inmune adaptativa e innata del hospedero, sin embargo, pocos estudios se han
focalizado en el papel del epitelio bronquial en la infeccion por micobaterias.
Considerando el rol critico de las células del epitelio bronquial humano en el
mantenimiento de la estructura normal y funcional de las vias aéreas, es de esperar
que una desregulacion en el epitelio bronquial pudiera contribuir a la patogénesis de
muchas enfermedades pulmonares [73], entre ellas la tuberculosis. Sin embargo,
debido a que el Mtb ha desarrollado multiples estrategias para manipular la respuesta
inmune del huésped, la micobacteria es capaz de superar estas barreras y acceder
hacia las profundidades del pulmén [76].

Evidencias in vivo e in vitro sugieren que las células del epitelio bronquial
humano son capaces de interaccionar con Mtb antes de su llegada al espacio alveolar
[80], [152]. Por lo tanto, las células bronquiales podrian ser capaces de contribuir a la

eliminacién inicial del patdgeno e influenciar la respuesta inmune temprana por medio
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de la liberacion de péptidos antimicrobianos, secrecién de citoquinas y quimioquinas,
las cuales sostendrian la afluencia de células del sistema inmune innato y adaptativo
al sitio de infeccion y su consecuente activacion [57].

En este trabajo de tesis, nos hemos focalizado en la interaccién de dos
genotipos de Mtb con el epitelio bronquial humano y las posibles alteraciones que
dicha interaccion pudiera ejercer sobre las primeras células de la respuesta inmune
innata en arribar al foco inflamatorio, los neutréfilos (PMN). Nuestros resultados
demuestran que la cepa M de Mtb multirresistente a drogas es capaz de infectar y
sobrevivir dentro de las células del epitelio bronquial humano de la linea celular Calu-
6, a pesar de tener una menor capacidad de adherencia y replicacién intracelular que
la cepa de referencia H37Rv. Asimismo, el medio condicionado derivado de Calu-6
infectadas con la cepa M mostré tener una débil capacidad quimioatractante de PMN
debido, en parte, a los bajos niveles de IL-8 detectados, lo cual podria disminuir el
reclutamiento de dichas células hacia el compartimento pulmonar infectado. Ademas,
la cepa M indujo una inhibicién de la secrecién de TNF-a por Calu-6 lo cual podria
alterar indirectamente la activacién de los PMN.

Se ha establecido que las células del epitelio bronquial son menos permisivas
para ser invadidas por Mtb en comparacién con las del epitelio alveolar [152]. De
acuerdo a la literatura, observamos que las células Calu-6 son menos proclives a ser
invadidas por Mtb teniendo en cuenta que el 21% de la cepa H37Rv y el 8% de la cepa
M fueron internalizadas por dichas células y, adicionalmente, se denota la importancia
del genotipo micobacteriano en lo que respecta a la invasion en el epitelio bronquial.
Se ha propuesto que la interaccion con el epitelio pulmonar depende en gran medida
de la virulencia del genotipo de Mtb. Asi, el aislado F15/LAM4/KZN proveniente de
KwaZulu-Natal (Sudafrica) y la cepa Beijing (China), que se caracterizan por tener una
alta tasa de diseminacion en sus comunidades, muestran una gran capacidad de
adhesion e invasion a células del epitelio alveolar y bronquial humano en comparacion

con aquellas cepas que muestran un fingerprinting Unico o la cepa de referencia
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H37Rv [153]. En oposicion con dichos resultados, nosotros observamos que la cepa
M, altamente exitosa en lo que respecta a su diseminacién en nuestra comunidad [30],
presenté una baja capacidad replicativa dentro de Calu-6, sugiriendo que esta cepa
podria haber desarrollado mecanismos de evasion diferentes a los de las cepas de
alta replicacion para sobrevivir en este nicho celular no convencional. Por otro lado, se
observé un ligero desprendimiento de las monocapas de Calu-6 infectadas con la cepa
H37Rv o con la M en forma indistinta; este desprendimiento no se atribuiria a muerte
celular al menos en términos de secrecion de lactato deshidrogenasa mitocondrial
como se ha demostrado previamente [154] o tincién con Anexina V/FVD eFluor780; sin
embargo, no podemos excluir la contribucion de efectos citopaticos sobre las
monocapas celulares debido, por ejemplo, a alteraciones en la integridad de las
uniones estrechas entre células [155].

Las células epiteliales de las vias respiratorias son una fuente importante de
factores solubles implicados en la respuesta del hospedero frente a la infecciéon por
micobacterias. Se ha demostrado que el reclutamiento de PMN por células de la linea
celular del epitelio alveolar humano A549, infectadas con cepas de laboratorio y
aislados clinicos de Mtb [156] y M. bovis BCG [157], esta dado en mayor medida por la
secreciéon de IL-8, quimioquina de particular relevancia debido a su capacidad para
reclutar selectivamente poblaciones celulares inmunocompetentes hacia el sitio de
infeccion y asi regular el trafico de leucocitos [158]. En este trabajo de tesis,
mostramos que la cepa M indujo una baja secrecion de IL-8 por las células del epitelio
bronquial y, como consecuencia, el medio condicionado derivado de dichas células no
fue capaz de atraer PMN eficientemente. Por otro lado, las células del compartimento
pulmonar son capaces de producir metaloproteinasas, enzimas proteoliticas que,
colectivamente, son capaces de degradar los componentes de la matriz extracelular y
generar de esta manera dafio tisular [142]. Como consecuencia, las metaloproteinasas
tienen un gran potencial para favorecer el fluop de PMN al sitio de inflamacion,

sugiriendo que el dafio tisular inducido por las mismas podria de hecho facilitar la
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migracion de los PMN [159] asi como también de macréfagos. De hecho estudios
como los de Ramakrishnan y col. [160] han demostrado que la metaloproteinasa-9
(MMP-9) incrementa el reclutamiento de macréfagos, los cuales contribuyen a la
maduracion del granuloma naciente y al crecimiento bacteriano ya que la disrupcion de
la funcion de MMP-9 alter6é dichas funciones. Elkington y col. [142] han comunicado
que las células primarias bronquiales humanas y de la linea de epitelio bronquial
16HBE14 secretan MMP-9 solo en respuesta a medios condicionados de macréfagos
infectados con H37Rv y no por infeccion directa con la micobacteria. En oposicion a
este trabajo, en nuestro sistema de estudio, observamos que las células Calu-6 fueron
capaces de secretar MMP-2 y MMP-9 luego de la infeccion directa con H37Rv. Sin
embargo, la cepa M indujo una menor actividad MMP-9 en Calu-6 que la cepa H37Rv
e inhibié la actividad MMP-2, hecho que podria contribuir a un menor flujo de PMN al
compartimiento bronquial durante las etapas tempranas de infeccion.

Asimismo, las células del epitelio pulmonar son capaces de producir citoquinas
necesarias para desarrollar una adecuada respuesta inmune en el comparimento
pulmonar. En este contexto, hemos observado que las células Calu-6 liberan
constitutivamente altos niveles de TGF-8, hecho que concuerda con la literatura [161],
y Su secrecion no se incremento luego de la infeccién con las cepas de Mtb. Los altos
niveles de esta citoquina fueron esperables ya que TGF-8 es un potente mediador
anti-inflamatorio y su presencia seria necesaria para evitar una respuesta inmune
exacerbada en el espacio aéreo, moderando la inflamacion tisular y participando como
regulador central en la reparacion de tejidos [162]. A pesar de este escenario anti-
inflamatorio, la secrecion de TNF-a por Calu-6 si se vio incrementada tras la infeccion
con H37Rv, hecho que fue dependiente de la carga bacilar. De hecho, la cepa M, que
ciertamente tiene una menor capacidad infectiva en comparacién con la H37Rv, logré
generar un aumento en la liberacién de TNF-a recién a una MOI de 50 igualando asi

los niveles de TNF-a secretados por la cepa H37Rv a una MOI de 5; lo mismo se pudo
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observar con la quimioquina IL-8, pero no asi con GM-CSF donde pareceria que la
cepa M estaria inhibiendo su secrecion independientemente de la carga bacilar.
Considerando que los PMN se activan rapidamente en respuesta a estimulos
como factores quimiotacticos, citoquinas e incluso complejos inmunes [163], y teniendo
en cuenta que TNF-a esta involucrado en la activaciéon de los PMN y en la pre-
activacion de respuestas frente a un segundo estimulo [164], especulamos que la
infeccion de las células del epitelio bronquial con Mtb podria modular las respuestas
efectoras de los PMN. De hecho, nuestros resultados muestran que los MC derivados
de Calu-6 infectadas o no con Mtb no modificaron la expresion basal de CD11b, un
marcador de activacion/degranulacion [144] en PMN. Sin embargo, se observé que los
distintos MC modulaban en forma diferencial el aumento de la expresion de CD11b de
los PMN expuestos a un segundo estimulo antigénico. Asi, mientras que H37Rv-MC
indujo un aumento en la expresion de CD11b, M-MC no lo hizo, y esto fue dependiente
del contenido de TNF-a en los MC. Dado que CD11b es traslocado hacia la superficie
de la membrana celular durante la exocitosis de los granulos como consecuencia de la
activacion de los PMN [144], nuestros resultados sugieren que los mediadores
solubles derivados de células del epitelio bronquial infectados con Mtb podrian
potenciar la activacién de los PMN frente a un segundo estimulo a través de la
liberacion diferencial de TNF-a. Por otro lado, se ha reportado que TNF-a y GM-CSF
no inducen directamente estallido respiratorio en PMN pero si se observa un aumento
de la produccién de especies reactivas del oxigeno (EROs) gatillada por fMLP [165].
En concordancia con esto, ninguno de los MC empleados activd directamente el
estallido respiratorio en PMN, pero si regularon la produccion diferencial de EROs en
respuesta a un segundo estimulo. Nuestros resultados demuestran que cuanto mas
alto es el nivel de TNF-a presente en el MC utilizado como pre-activador de los PMN,
mas fuerte sera la produccion de EROs por los PMN en respuesta a PMA o i-H37Rv.

Ademas, los ensayos llevados a cabo con los MC depletados de o suplementados con
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TNF-a confirman el impacto de la liberacion de TNF-a por las células del epitelio
bronquial sobre la produccion de EROs en PMN.

Diversos estudios han revelado la importancia de la cascada de p38 MAPK en
la activacion de los PMN donde p38 MAPK es fosforilada rapidamente en respuesta a
ciertos estimulos como TNF-a o GM-CSF, factores quimioatractantes tales como fMLP
o IL-8 e incluso PMA, sugiriendo que esta cascada intracelular de quinasas podria
jugar un papel clave en la regulaciéon de las funciones efectoras de los PMN como la
produccion de EROs [127]. En concordancia con estas observaciones, el aumento de
la expresion de la forma fosforilada de p38 MAPK en PMN incubados con los
sobrenadantes de Calu-6 control o infectadas con Mtb dependié de los niveles de
TNF-a presentes en los medios condicionados. Asi, la baja secrecion de TNF-a por el
epitelio bronquial infectado por la cepa M podria afectar negativamente la sefializacion
intracelular que involucra la fosforilacion de p38 MAPK, alterando finalmente la
respuesta funcional de los PMN frente a un segundo estimulo antigénico. Por otro
lado, estudios previos han demostrado que la inhibicion de la p38 MAPK afecta
negativamente la quimiotaxis de PMN [128]. Teniendo en cuenta estos precedentes y
de acuerdo a nuestros resultados que indican que el M-MC tiene menor capacidad
quimioatractante de PMN, podriamos especular que la p38 MAPK tendria un potencial
rol en el suministro de orientacién direccional de las células y movilizacion de PMN al
sitio de infeccion. Estas observaciones en conjunto, sugieren que la via de la p38
MAPK tiene un papel central en la regulacién tanto de la quimiotaxis como de la
produccion de EROs en los PMN estimulados con los medios condicionados (MC).

Otro de los mecanismos mediante el cual los PMN son capaces de montar una
estrategia para inmovilizar y matar al microorganismo invasor estd mediado por las
trampas extracelulares de neutréfilos (NETs) [99]. Aunque poca atenciéon se le ha
prestado al rol de las NETs en el contexto de la infeccién por micobacterias dada la
naturaleza intracelular del patégeno, recientemente se ha demostrado la presencia de

NETs en plasma de pacientes con TB como consecuencia de la infeccion por Mtb
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[166]. Se ha demostrado que los PMN estimulados in vitro con Mtb liberan NETs que
efectivamente atrapan a la micobacteria en el espacio extracelular pero no matan a la
micobacteria, a pesar de contener una alta concentracion de proteinas microbicidas
tales como elastasa e histonas, razon por la cual se ha sugerido que las NETs podrian
mantener a la infecciéon localizada en el pulmén impidiendo su dispersion a otros
6rganos. Ademas se ha propuesto que estas trampas extracelulares podrian
secuestrar citoquinas y quimioquinas que se encuentran en el microambiente
bronquial, llevando al reclutamiento de mas células fagociticas al sitio de infeccion y
asi establecer las bases para la formacion del granuloma [167]. En nuestro sistema,
observamos que en oposicion al H37Rv-MC, el M-MC no indujo la formacién de NETS,
lo que nos permitiria especular que la cepa M podria alterar indirectamente la
formacion de estas barreras extracelulares de contencién y la formacién temprana del
granuloma.

Aunque aun es materia de discusion si los PMN son capaces de eliminar los
bacilos de Mtb intra o extracelulares, sin duda estd establecido que estas células
interaccionan e internalizan la micobacteria [148], [168], siendo el tipo celular
predominante infectado con Mtb en muestras de pulmén de pacientes con TB [169]. El
hecho de que se haya observado mayor carga bacilar intracelular en PMN que en
macroéfagos provenientes de esputo sugiere que estas células fallan en restringir el
crecimiento intracelular siendo un nicho permisivo para la replicacion del Mtb [169]. La
correlacion entre la presencia de PMN y carga bacilar observada en granulomas de
macacos infectados con Mtb [170] apoyaria este concepto. Si los PMN pueden
eliminar la micobacteria in vivo dependera probablemente del microambiente tisular,
estadio de la infeccidn, hospedero y organismo infectante [87]. Nuestros resultados
demuestran que los PMN internalizan los bacilos de H37Rv a pesar de su pre-
incubacidon con los medios condicionados, sugiriendo que el microambiente bronquial
no altera la capacidad de los PMN para reconocer y fagocitar el Mtb. Sin embargo,

mientras el tratamiento de PMN con Control-MC y el H37Rv-MC no modificé la
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replicacion intracelular de H37Rv, M-MC aumento su replicacion, hecho que podria ser
parcialmente atribuido, a pesar de su discutido papel como microbicida [148], a la baja
capacidad de los PMN para producir EROs intracelular. Dado que Kisich y col. [112]
han demostrado que la eliminacién del Mtb por los PMN depende de la activacion de
las células con TNF-a, permite suponer que el incremento en la replicacién de H37Rv
en PMN estimulados con M-MC podria ser consecuencia de los bajos niveles de TNF-
a detectados en dicho MC. Por otro lado, teniendo en cuenta que los intermediarios
reactivos del nitrégeno tienen efecto bacteriostatico sobre Mtb in vitro [150], podriamos
especular que la baja produccién de 6xido nitrico (NO) detectada en PMN expuestos a
los MC y en especial con M-MC podria sostener la replicacion bacteriana de H37Rv.
Es mas, el aumento de la replicacion en PMN expuestos a M-MC podria ser
consecuencia de la baja produccion de NO en conjuncion con la baja produccion de
EROs en respuesta a la infeccion. Sin embargo, no podemos descartar que otros
mecanismos tales como la fusion de granulos que contienen factores antimicrobiamos
con el fagosoma puedan resultar alterados en los PMN infectados con H37Rv y
previamente expuestos a M-MC. La pobre capacidad de los PMN para eliminar el Mtb
le ha permitido a muchos autores considerarlos como “caballos de Troya” que
esconden al Mtb de potenciales macrofagos bactericidas [87]. La pregunta sobre por
qué estas células con un excepcional poder microbicida no son absolutos bactericidas
contra la micobacteria aun no tiene respuesta.

En este trabajo de tesis, observamos que la infecciéon de los PMN con H37Rv
indujo la muerte de los mismos a juzgar por la secrecién de lactato deshidrogenasa,
hecho que concuerda con la literatura existente [148]. Si bien el pre-tratamiento de los
PMN con los medios condicionados no indujo muerte celular de los mismos, los
medios condicionados si modificaron en forma diferencial la muerte provocada por
H37Rv. Solamente el pre-tratamiento de los PMN con el Control-MC retrasé la muerte
de los PMN, hecho que podria deberse a su mayor contenido de GM-CSF. En este

sentido, se ha demostrado que las células primarias del epitelio bronquial en
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condiciones normales aumentan la sobrevida in vitro de los PMN [149] a través de la
secrecion de dicha citoquina.

Finalmente, y en linea con otros estudios [171], la infeccién de los PMN con
H37Rv aumentd los niveles de IL-8 secretados, quimioquina que tiene un papel
fundamental en el reclutamiento de leucocitos hacia areas de formacion del granuloma
asi como también en el estallido respiratorio. Interesantemente, los PMN pre-
incubados con M-MC liberaron niveles mayores de IL-8 en comparacion con los no
infectados. De esta manera, se podria especular que si bien las células bronquiales
infectadas por la cepa M tendrian menor capacidad para atraer PMN, una vez que los
mismos llegan al compartimento bronquial producen mayores niveles de IL-8 en
respuesta a la infeccion por Mtb permitiendo un mayor reclutamiento de PMN y de
otras células inmunocompetentes al sitio de infeccion. En relaciéon con lo mencionado
anteriormente, observamos un incremento en la mieloperoxidasa (MPQO) extracelular
liberada debido a procesos de degranulacion de los PMN luego de la infeccién con
Mtb, y dicha enzima seria capaz de estimular macréfagos residentes y otras células
reclutadas, resultando en la up-regulacion de genes de factores solubles como TNF-a
y dando lugar a un estado inflamatorio y citotéxico de las células que contribuira a la
repuesta inflamatoria pulmonar [172]. Ademas, los productos derivados de la actividad
enzimatica son moléculas altamente oxidativas y la fuga de la MPO de las células
fagociticas podria contribuir al dafio en los tejidos adyacentes y a empeorar ain mas
la lesion [173] dado que el dafio es indiscriminado y no existe distincion alguna entre la
bacteria y las células hospedadoras [174], lo cual contribuiria a la inmunopatologia de

la tuberculosis.

CONCLUSIONES

En sintesis, aunque la cepa M de Mtb mutirresistente a drogas tiene una baja
tasa de infeccién, es capaz de sobrevivir dentro de células del epitelio bronquial

humano. Ademas, tanto la cepa M como la H37Rv inducen y/o modulan
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diferencialmente la secrecion de distintas citoquinas, quimioquinas y
metaloproteinasas por el epitelio infectado lo cual impacta directamente sobre el

microambiente del compartimiento bronquial, tal como se ha graficado en la Figura 25.
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Figura 25 | Efecto directo de las cepas H37Rv y M sobre el epitelio bronquial humano. La cepa
H37Rv y M difieren en su capacidad de infeccion pero ambas son capaces de infectar el epitelio bronquial
humano y sobrevivir dentro de dichas células. A su vez, el epitelio infectado por H37Rv secreta citoquinas
pro-inflamatorias como TNF-a y GM-CSF, la quimioquina IL-8 y metaloproteinas (MMP-9 y MMP-2) que,
en conjunto, contribuyen a la generacion de un microambiente pro-inflamatorio. Por el contrario, la cepa M
induce un ambiente anti-inflamatorio debido a una menor secrecion de dichos factores solubles luego de
la infeccion Ademas, la menor secrecion de IL-8 conduce a una falla en la capacidad quimiotactica de

PMN desde el torrente sanguineo hacia el epitelio infectado por M.
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En contraposicion con H37Rv, la cepa M es baja inductora de secrecién de IL-8
por parte del epitelio bronquial, minimizando asi la quimiotaxis de los PMN hacia el
sitio de infeccion. Segun lo observado en esta tesis, una vez que los PMN arriban al
compartimiento bronquial, se encuentran con distintos microambientes segun la cepa
infectante, hecho que impacta sobre la activacion y funcionalidad de los PMN, tal como

se ha resumido en la Figura 26.
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Figura 26 | Efecto indirecto en la interaccion entre el epitelio bronquial y los PMN y su consecuente
activacion. El contenido diferencial de factores solubles (IL-8, TNF-a y GM-CSF) presentes en los
medios condicionados (MC) derivados de células epiteliales bronquiales infectadas con H37Rv (H37RV-
MC) y M (M-CM) repercute en la activacion en términos de la expresion de CD11b y P-p38 MAPK y
parametros funcionales de los PMN tales como formacién de NETs y produccion de EROs y NO. La pobre
produccion de EROs y NO por PMN pre-incubados con M-CM contribuye a aumentar la permisividad de la
replicacion de H37Rv. Ademas, al contrario de H37Rv-CM, M-CM promueve la secrecion de IL-8 por los
PMN infectados.

A diferencia de la cepa H37Rv, la cepa M inhibe la liberacion de TNF-a por el
epitelio infectado, lo cual repercute negativamente sobre ciertos parametros de

activacion del PMN como la expresion de CD11b y la fosforilacion de la p38 MAPK y
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sobre mecanismos efectores microbicidas/bacteriostaticos tales como la generaciéon de
NETs y la producciéon de EROs y NO. Como consecuencia, el MC derivado de células
bronquiales infectadas con la cepa M provoca un aumento en la replicacion intracelular
de la micobacteria en PMN, hecho que posibilitaria la liberaciéon de un alto nimero de
micobacterias al compartimento pulmonar luego de la muerte de los PMN infectados
con Mtb. Por otro lado, el hecho de que el microambiente del epitelio bronquial
infectado con la cepa M induzca la liberacién de IL-8 por parte de los PMN infectados
con Mib, resultaria en un reclutamiento sostenido de PMN asi como de otras células
inmunocompetentes al sitio de infeccién y revertir la poca actividad quimioatractante
del epitelio infectado (Figura 26). Dado que los PMN ejercen un rol dual durante la
infeccion con Mtb, esto podria resultar en un arma de doble filo para el hospedero,
contribuyendo por un lado a la formacién del granuloma, y por otro lado, estando
directamente involucrados tanto en la necrosis y destruccion de tejidos como en la

diseminacion de la infeccion.
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FIGURAS SUPLEMENTARIAS
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Figura Suplementaria 1 | La cepa M es resistente al antibiético Gentamicina. La técnica utilizada fue
de cultivo automatizado en el sistema MGIT-BACTEC 960. Se sembrd un tubo control y uno con
gentamicina 50ug/ml. Las curvas violeta y naranja representan el crecimiento de la cepa M en ambas
condiciones respectivamente (eje y: unidades de crecimiento, UC). El crecimiento se considera positivo
cuando supera el punto de corte de sensibilidad (amarillo). Se corrobor6 la pureza de ambos cultivos por

tincion de Ziehl-Neelsen el finalizar la prueba. El resultado indica que en estas condiciones.
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Figura suplementaria 2 | Las cepas de Mtb no inducen muerte en Calu-6. Monocapas de Calu-6
fueron infectadas con las cepas H37Rv o M a una MOI de 50 por 2h y se permitid la replicacion
intracelular por 18h mas para determinar la muerte celular midiendo expresion de Anexina V y FVD eFluor
780 por citometria de flujo. Los resultados son expresados como porcentaje de células apoptéticas
tempranas (Anexina V pos/FVD eFluor 780 neg), apoptéticas tardias (Anexina V pos/FVD eFluor 780 pos)
o células necrdéticas (Anexina V neg/ FVD eFluor 780 pos). H202 fue usada como control positivo. Dot
Plots representativos demostrando la estrategia de seleccién de células Calu-6 y grafico de barras con la

cuantificacion y media * el error estandar se muestran (n=5).
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