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ABSTRACT

Mycobacterium tuberculosis (Mtb) is the etiologic agent of tuberculosis, a prevalent disease
that mainly affects lungs and claims the lives of approximately 1.4 million people worldwide
each year. After being infected, some people may develop “progressive primary tuberculosis”
or latent infection, characterized by granulomas formation. Among the plethora of cells forming
the granuloma, immune cells (alveolar macrophages (M®), foamy cells, multinucleated cells,
neutrophils, T lymphocytes CD4", T CD8" and B lymphocytes) contribute to the architecture
and function of this structure. The granuloma function is to encapsulate Mtb and thus to
prevent Mtb spreading. Activated M® and dendritic cells (DC) induce Tyl, Ty17, Ty2 and Treg
responses. Particularly, Tyl cells are the major IFN-y producers, whose function is to enhance
the microbicidal activities to lessen and eliminate the pathogen. Moreover, Ty17 cells secrete
IL-17, a cytokine that promotes other inflammatory cytokines production and the recruitment of
monocytes and neutrophils to the granuloma.

Cpn60.2 is an essential chaperonine for Mtb growth, localized in the cytosol and the external
wall of Mtb, when under stress conditions. In the latter it is an adhesin that favors the
interaction with macrophages through the sialomucin CD43. CD43 is a highly sialylated
glycoprotein expressed on all lymphoid cells and modulates T cells activation, by lowering the
activation threshold and directing T cells towards a Tyl phenotype. Recently, our laboratory
demonstrated that the interaction CD43-Cpn60.2 leads to TNF production by both human and
murine macrophages (Torres-Huerta et al. 2017). In addition, compared with their WT
counterparts, CD43” mice have been reported to fail to produce IFN-y and IL-17 when
challenged with Mtb (unpublished data). The present study aimed to determine how Cpn60.2
impacts on human T cells activation responses. Activation was assessed by monitoring the
expression levels of activation markers (CD69, CD40L, CD25, OX40 and PD-1) and cytokine
production at 24 and 72 hours following activation with the TCR, TCR+CD28 or TCR+CD23
crosslinking. Overall, we found that Cpn60.2 inhibits T cell activation, both at the expression
level of activation markers and the cytokine production level, particularly in the TCR+CD43
activated cells. Additionally, we found that Cpn60.2 negatively regulates both pro and anti-

inflammatory, cytokines production from human T cells.



RESUMEN

Mycobacterium tuberculosis (Mth) es el agente etiolégico de la tuberculosis, una enfermedad
prevalente que afecta principalmente los pulmones y aproximadamente mueren 1.4 millones
de personas anualmente en todo el mundo. Después de infectarse, algunos individuos pueden
desarrollar “tuberculosis primaria progresiva” o una infeccion latente, caracterizada por la
formacion de granulomas. Entre la gran variedad de células que forman los granulomas, las
células inmunes: macréfagos alveolares (M®), células espumosas, células multinucleadas,
neutrdfilos, linfocitos T CD4" y CD8" y linfocitos B, contribuyen con la arquitectura y funcion de
estas estructuras. La funcion de los granulomas es encapsular a Mtb y de tal forma evitar su
dispersion. Los M® y células dendriticas (DC, por sus siglas en inglés) inducen respuestas
tipo Tyl, Tyl7, Tu2 y Treg. Particularmente, las células Tyl son las principales productoras de
IFN-y, cuya funcion es potenciar las actividades microbicidas para reducir y eliminar al
patdégeno. Ademas, las células Ty17 secretan IL-17, una citocina que promueve la produccioén
de otras citocinas proinflamatorias y el reclutamiento de monocitos y neutréfilos hacia el
granuloma.

Cpn60.2 cuando se localiza en el citosol de Mtb es una chaperonina esencial para el
crecimiento de Mtb y en condiciones de estrés se localiza en la pared externa. En esta Ultima
localizacién, funciona como adhesina que favorece la interaccién con los macréfagos a través
de la sialomucina CD43. CD43 es una glicoproteina altamente glicosilada expresada en todas
las células linfoides. Esta sialomucina modula la activacion de células T debido a la
disminucion en el umbral de activacion y por el direccionamiento de las células T hacia un
fenotipo Ty1l. Recientemente, nuestro laboratorio demostrd que la interaccion CD43-Cpn60.2
conduce hacia la produccion de TNF tanto en macréfagos humanos como murinos (Torres-
Huerta et al. 2017). Ademas, en comparacion con sus contrapartes WT, se ha reportado que
los ratones CD43™ fallan en producir IFN-y e IL-17 cuando son desafiados con Mtb (datos no
publicados). El trabajo presente busca determinar cémo Cpn60.2 impacta en las respuestas
de activacion de los linfocitos T humanos. El estado de activacion fue determinado por el
monitoreo en la expresion de marcadores de activacion (CD69, CD40L, CD25, OX40y PD-1) y
por la produccion de citocinas a las 24 y 72 horas después de la activacion por
entrecruzamiento del TCR, TCR+CD28 o TCR+CDA43. En general, encontramos que Cpn60.2
inhibe la activacién de los linfocitos T tanto al nivel de la expresién de los marcadores de
activacion y la produccién de citocinas, particularmente en las células activadas por
TCR+CD43. Adicionalmente, encontramos que Cpn60.2 regula negativamente la produccién

de citocinas tanto pro-inflamatorias como anti-inflamatorias en células T humanas.
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LISTA DE SIGLAS Y ABREVIACIONES

Mtb: Mycobacterium tuberculosis

M®: macrofagos alveolares

DC: células dendriticas

PAMPs: patrones moleculares asociados a patégenos
PRRs: receptores de reconocimiento de patrones
TLRs: receptores tipo Toll

NLRs: receptores tipo NOD

CLRs: receptores de lectina tipo C

MGC: células multi-nucleadas gigantes

ROS: especies reactivas de oxigeno

APCs: células presentadoras de antigeno

MHC: complejo principal de histocompatibilidad

BCG: bacillo Calmette-Guerin

PIP,: fosfatidil-inositol (3, 4)-bifosfato

PIP3: fosfatidil-inositol (3, 4, 5)-trifosfato

IP3: inositol-1, 4, 5 trifosfato

DAG: diacilglicerol

GEF: intercambiadores de nucleétidos de guanina
GVHD: enfermedad de hospedero contra injerto
TNFR: receptores de TNF

PKM2: isoforma M2 de la piruvato cinasa

PSGL-1: glicoproteina de membrana ligando de P-Selectina 1
S1P;: receptor 1 de esfingosina 1-fosfato

Gal-1: galectina-1

CC: contacto cercano

sCD25: CD25 soluble

IDO: indoleamina 2, 3-dioxigenasa

D4GDiI: factor soluble inhibidor de disociacion Rho GDP
CRDs: dominios ricos en cisteinas

ITIM: motivo de inmuno-receptor de cambio basado en tirosina
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ITSM: motivo de inmuno-receptor de cambio basado en tirosina
PBMCs: células mononucleares de sangre periférica
FBS: suero fetal bovino

NBS: suero de bovino recién nacido

PSG: penicilina, estreptomicina y glutamina

ST: sin tefir

PFA: paraformaldehido

T.A.: temperatura ambiente

US: sin estimular

MFI: intensidad media de fluorescencia

IMFI: intensidad media de fluorescencia integrado
BUA: buffer de union de anexina

BALF: fluidos de lavado bronqueoalveolar

RNS: especies reactivas de nitrdgeno

MDR: multi-drogo resistente
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INTRODUCCION

Generalidades

Mtb es el agente causante de la tuberculosis, una enfermedad que afecta
principalmente al pulmén y que, en pacientes inmunosuprimidos o
inmunodeficientes, la micobacteria puede llegar a diseminarse a otros 6érganos,
como los organos linfoides, los huesos, las meninges y el tracto genitourinario
(Harisinghani et al. 2000). Esta enfermedad afecta a millones de personas cada
afo. Tan sélo en el afio 2019, la Organizacién Mundial de la Salud (WHO, por sus
siglas en inglés) estimd la ocurrencia de 10 millones de nuevos casos y la muerte
de 1.4 millones de personas (WHO, 2020). En México, durante el afio 2019, el
promedio de incidencias fue de 30,000 casos, con una tasa promedio de
incidencia de 23 casos/100,000 habitantes, el promedio de mortalidad fue de 1800
casos HIV-negativos y 760 HIV-positivos, con una tasa promedio de mortalidad de
1.4 casos HIV-negativos/100,000 habitantes y 0.6 casos HIV-positivos/100,000
habitantes (WHO, 2019).

El contexto de activacion de los mediadores de la inmunidad determinara si los
individuos infectados por Mtb podran eliminar al patdégeno o bien solo contenerlo.
Tras la inhalacion de aerosoles, algunos individuos desarrollan rapidamente la
enfermedad, conocida como “enfermedad primaria” o “tuberculosis primaria
progresiva”, la cual afecta normalmente a nifios y en ocasiones adultos (Frieden et
al. 2003). Por lo general, los individuos colonizados por la micobacteria desarrollan
una infeccién latente, en ocasiones asintomatica, caracterizada por la formacion
de granulomas, que son estructuras cerradas con una estructura bien definida y en
la que participan numerosas células de la respuesta inmunoldgica. En un
porcentaje de los pacientes (5-10%) con tuberculosis latente, cuando la carga
bacteriana es mayor a la soportada por los granulomas, se puede llegar a
desarrollar una reactivacion o “tuberculosis post-primaria” (O'Garra et al. 2013).

El establecimiento de la infeccidon ocurre tras el ingreso de la micobacteria al

pulmoén debido a la inhalacion de aerosoles o goticulas expulsadas por individuos
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con tuberculosis activa. En el tejido pulmonar, los M®, los neutrofilos y las DCs
reconocen mdultiples moléculas de la pared de la micobacteria, denominados
patrones moleculares asociados a patdégenos (PAMPs, por sus siglas en inglés), a
través de sus receptores de reconocimiento de patrones (PRRs, por sus siglas en
inglés) extracelulares e intracelulares. Entre los PRRs que participan en el
reconocimiento del bacilo, se encuentran los receptores tipo Toll (TLRs, por sus
siglas en inglés), los receptores tipo NOD (NLRs, por sus siglas en inglés) y los
receptores de lectina tipo C (CLRs, por sus siglas en inglés), donde cada uno
reconoce distintos componentes micobacterianos. Por ejemplo, TLR2 reconoce a
las lipoproteinas LpgH, LprA y LprG, asi como los glicolipidos lipomanano y
lipoarabinomanano (Hossain and Norazmi 2013) y las chaperonas moleculares
Cpn60.2 (Hsp65) y DnaK (Bulut et al. 2005). Ademas de reconocer
lipopolisacéridos, TLR4 también reconoce a Cpn60.2 (Bulut et al. 2005) y NOD2
reconoce muramil dipéptidos con grupos N-glicoil (Hossain and Norazmi 2013).
Como resultado de las interacciones PRRs — PAMPs, se activan una serie de vias
de sefializacién intracelular que convergen en la activacion del inflamosoma,
fagocitosis, apoptosis y autofagia, asi como en la translocacion de factores de
transcripcion como NF-kB, AP-1 y NFAT al ndcleo, en donde regulan la expresion
de citocinas y quimiocinas. Ademas de las células y mecanismos de la inmunidad
innata, la inmunidad adaptativa juega un papel esencial en el desarrollo y control
de la enfermedad, de tal forma que la eliminacion del patégeno depende del
trabajo conjunto de la respuesta inmune innata y adaptativa asi como En conjunto,
estos mecanismos participan en la eliminacion del patégeno (Pieters 2008).

A su vez, Mtb desencadena una larga y compleja serie de eventos para sobrevivir
(y prosperar) en los macréfagos, reflejado esto en el desarrollo de mecanismos
que bloquean la respuesta inmunitaria. Algunos de estos mecanismos son la
modulacion de los fagosomas, la neutralizacion de las moléculas efectoras de los
macrofagos, la interferencia con el procesamiento de antigenos para su
presentacion a las células T y la secrecién de mdltiples citocinas con actividades
tanto pro-inflamatorias (IL-1, 1l-6, IL-12 y TNF) como inhibitorias de los procesos

de inflamacion (IFNs tipo I, IL-10 y TGF-). En conjunto, los procesos propios del
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hospedero y los propios de la micobacteria contribuyen a definir un microambiente
cuyo balance final es determinante para la erradicacion o permanencia de la
micobacteria en el pulmon (Liu et al. 2017).

En los granulomas se distinguen una zona central y una zona periférica bien
definidas. La zona central alberga macréfagos infectados, macrofagos espumosos,
células multi-nucleadas gigantes (MGC, por sus siglas en inglés) y neutrdfilos.
Esta zona se caracteriza por un ambiente pro-inflamatorio, en el que participan
moléculas como catelicidina, activadores de especies reactivas de oxigeno (ROS,
por sus siglas en inglés), leucotrieno B4 y TNF. En la zona periférica estan
presentes linfocitos T CD4" y CD8", linfocitos B vy fibroblastos que participan en la
generacion de la capsula fibrosa. La accion combinada de estas células vy
moléculas favorece un ambiente anti-inflamatorio donde participan también las
enzimas COX-1/2 que promueven la conversion de eicosanoides en prostanoides
(Peters and Ernst 2003, Marakalala et al. 2016).

De acuerdo con el microambiente, los granulomas pueden sufrir cambios y
convertirse en granulomas caseosos, los cuales se caracterizan por presentar un
ambiente hipoxico y por la muerte de macrofagos via necrosis y la subsecuente
liberacién de lipidos y colesterol acumulados por las células espumosas. Por
altimo, el ndcleo caseoso de estos granulomas puede sufrir un proceso de
licuefaccién, lo que dard como resultado el proceso conocido como cavitacion. En
este proceso el granuloma pierde la estructura que mantenia aislada a la
micobacteria y el contenido de los granulomas licuados entra en contacto con las
vias aéreas adyacentes. De esta forma, la micobacteria puede diseminarse a
través de las goticulas expulsadas por los individuos infectados, perpetuando el
ciclo de vida de la micobacteria (Fig. 1) (Ehlers and Schaible 2012).
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Figura 1. Formacion y evolucién de los granulomas en respuesta a la infeccion por
Mtb. Durante la infeccion por Mtb los macréfagos alveolares fagocitan a la micobacteria tras
su ingreso a los pulmones y posteriormente, secretan MMP9 y quimio-atractantes que
permiten el reclutamiento de otros tipos celulares, como lo son neutréfilos, DCs y células
NK. En conjunto todos estos elementos participan en la construccion del granuloma, proceso
en el cual los linfocitos T participan igualmente secretando citocinas como IFN-y y TNF, las
cuales contribuyen a mantener la estructura del granuloma. Si el balance final entre las
sefales pro y anti-inflamatorias es adecuado, la micobacteria puede eliminarse o contener
su crecimiento (granulomas protectores) o bien puede mantenerse en latencia y secuestrada
dentro de los granulomas homeostaticos. Sin embargo, un desbalance entre las sefiales pro
o anti-inflamatorias hacia cualquier lado de la balanza, dar4 lugar a la pérdida de integridad
del granuloma (granulomas transmisivos) por inducir necrosis en los macréfagos y la
cavitacion de los granulomas, y en consecuencia la micobacteria se diseminara por el
pulmén y se transmitira, perpetuando su ciclo de vida. Imagen tomada de Ehlers and
Schaible 2012.
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Participacion de los linfocitos T en infeccion por Mtb

La interaccién de las células T y los macrofagos infectados es fundamental para la
inmunidad protectora contra Mtb. La fagocitosis de la micobacteria por las células
presentadoras de antigeno (APCs, por sus siglas en inglés) en el pulmon da lugar
al procesamiento de multiples antigenos que seran presentados a los linfocitos T
por estas mismas APCs, en el nodo linfatico pulmonar mas cercano (Wolf et al.
2008). Durante la presentacion de antigenos, los linfocitos T son estimulados a
través de tres tipos de sefiales: aquellas proporcionadas por los antigenos
cargados en moléculas del complejo principal de histocompatibilidad (MHC, por
sus siglas en inglés) y reconocidos por el TCR, las sefiales inducidas por los
receptores para las diferentes citocinas presentes y las sefiales contribuidas por la
interaccidn entre las moléculas llamadas accesorias o0 co-estimuladoras y sus
co-receptores/ligandos, las cuales pueden ser estimuladoras o inhibitorias (Fig. 2)
(Gutcher and Becher 2007).
Signal 1 Signal 2 Signal 3

T cell T cell Tcell __xo

W I [ R 2

MHC

class Il “ %%88% ‘I D[\m?‘
APC

APC) o) APC)

OTHER
RECEPTORS-CO-
RECEPTORS/LIGANDS

Figura 2. Los linfocitos T requieren de tres seflales para una activacion vy
diferenciacion oOptima. La primera sefial es proporcionada a través de los péptidos
cargados en el contexto del MHC-II por APCs, mientras que la segunda y tercera sefal
pueden provenir de la misma APC o de otras células circundantes. La segunda sefal
proviene de la interaccion de los receptores co-estimuladores presentes en la superficie de
los linfocitos T con sus respectivos co-receptores o ligandos, puede sinergizar o antagonizar
las proporcionadas por el TCR. La ultima sefial proviene de las citocinas presentes en el
medio circundante al linfocito T. La naturaleza de la segunda y tercera sefial seran
determinantes para la diferenciacion y polarizacion del linfocito T, en conjunto con las
sefiales del TCR. Imagen modificada de Gutcher and Becher 2007
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La naturaleza y balance de las citocinas, asi como las sefiales de los co-
receptores determinaran el tipo de funciones efectoras de los linfocitos T sobre
otras células de la respuesta inmune. Los linfocitos T CD4" tienen un papel
esencial, pero estan respaldadas por otros subtipos de células T, como las células
T CD8", las células yd TCR"y las células T CD1-restringidas.

En funcion de las sefiales percibidas, los linfocitos T CD4" pueden diferenciarse en
linfocitos Tyl, Ty2 0 Tyl7. En presencia de IL-12, se diferencian en linfocitos Tyl,
siendo los principales productores de IFN-y, una citocina que potencia la actividad
microbicida, la presentacion de antigenos, aumento en la expresion de receptores
co-estimuladores y de moléculas MHC-Il y promueve la autofagia en macréfagos
infectados (Gutierrez et al. 2004, O'Garra et al. 2013). Ademas, los linfocitos T
CD4" o CD8" poseen la capacidad de inducir apoptosis en macréfagos infectados,
a través de la secrecidon de granzimas, perforina y TNF. Asimismo la expresion de
FasL (Boom et al. 2003), potencia la actividad de linfocitos T CD8" (Green et al.
2013). Diversos estudios en modelos animales y humanos han mostrado que la
deficiencia en IL-12 o IFN-y o en sus respectivos receptores, da lugar a una mayor
susceptibilidad a infecciones por Mtb y a una mayor severidad de la enfermedad,
gue rapidamente lleva a la muerte (Cooper et al. 1993, Flynn et al. 1993, Caragol
et al. 2003, Dorman et al. 2004, Boisson-Dupuis et al. 2011).

A través de la secrecion de IL-17A, los linfocitos Ty17 contribuyen al reclutamiento
temprano y protector de células productoras de IFN-y hacia el pulmén, debido al
aumento de las quimiocinas CXCL9,-10 y -11 (Khader et al. 2007). Asimismo, IL-
17A es requerido para la formacion y mantenimiento de los granulomas en ratones
infectados por el bacilo Calmette-Guerin (BCG) o Mtb (Okamoto Yoshida et al.
2010). Ademas, esta citocina participa en la induccién de una respuesta Tyl
optima (Khader et al. 2007, Umemura et al. 2007). No obstante, los linfocitos Ty17
contribuyen a la inmuno-patogenia del pulmon infectado por Mtb, favoreciendo la
supervivencia y reclutamiento de neutrofilos y granulocitos al tejido pulmonar (Cruz
et al. 2006, Cruz et al. 2010, Redford et al. 2010, Nandi and Behar 2011). En

particular, los neutréfilos provocan inflamacion en el tejido debido a la secrecion de
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proteinas remodeladoras de la matriz extracelular como elastasas, coleganasas y
mieloperoxidasas (O'Garra et al. 2013).

Los linfocitos T2 antagonizan las respuestas inducidas por linfocitos Tyl y Tyl7
mediante la secrecion de IL-4, IL-10, IL-13 y TGF-B (Harris et al. 2007). Estas
citocinas disminuyen la capacidad de presentacion de antigeno de las APCs y
regulan a la baja la expresion de IL-2 e IL-2Ra (CD25), de tal forma que afectan la
proliferacion de los otros subtipos de linfocitos T (Rojas et al. 1999). Algunos
estudios han mostrado que altas dosis de Mtb y co-infecciones con helmintos dan
lugar a respuestas Ty2, favoreciendo la progresion de la enfermedad (Hernandez-
Pando et al. 1997, Power et al. 1998, Resende Co et al. 2007, Babu et al. 2009).
Los linfocitos T CD8" también participan en el control de la infeccién por Mtb.
Aunque los linfocitos T CD8" producen cantidades reducidas de IFN-y durante la
infeccién por Mtb en ausencia de linfocitos T CD4", en presencia de estos, la
produccion de IFN-y aumenta (Bold and Ernst 2012). Los linfocitos T CD8" de
pacientes con tuberculosis activa producen IL-17. También se han descrito
linfocitos T CD8" productores de citocinas reguladoras como IL-10 y TGF-B, cuya
expresion se ve aumentada en tuberculosis en proporcion con la cantidad de
bacilos encontrados en el esputo de estos pacientes (Silva et al. 2014). Por otra
parte, en pacientes con tuberculosis la expresion de granzima A y B aumentan,
tanto intra- como extra-celularmente (Garcia-Laorden et al. 2015), y por el
contrario, la expresion de perforina se ve disminuida (Jiang et al. 2017). En
modelos murinos, se demostré que los linfocitos T CD8" emplean distintos
mecanismos de citotoxicidad para eliminar las células infectadas por Mtb, entre los
cuales figuran (en orden jerarquico) la liberacion de perforina, la via Fas-FasL y
los receptores de TNF (TNFR, por sus siglas en inglés) (Woodworth et al. 2008).
Los linfocitos T CD8" de pacientes con tuberculosis pulmonar activa presentan una
mayor actividad citotoxica y se encuentran en proporciones importantes en sangre
periférica (Chavez-Galan et al. 2019).

A diferencia de los linfocitos T CD4 y CD8" convencionales, los linfocitos T yd
reconocen antigenos no peptidicos. Los linfocitos T yd son una de las poblaciones

innatas que responden temprano a la infeccién por Mtb (Vorkas et al. 2018). En el
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pulmén, estas células reconocen antigenos fosforilados o isoprenoides, sin
restricciobn por moléculas del MHC, funcionan como APCs y presentan una gran
plasticidad, puesto que pueden producir IL-17, IFN-y, TNF, e IL-10 en respuesta a
antigenos de Mtb (Constant et al. 1994, Tanaka et al. 1995, Pinheiro et al. 2012,
Coulter et al. 2017). Los linfocitos T yd controlan o limitan el crecimiento de Mtb
indirectamente, debido a la produccion de GM-CSF, la cual activa a los
macrofagos a través de la expresion de PPARy (Rothchild et al. 2017). Los
linfocitos T y® también presentan actividad citotoxica contra células infectadas por
Mtb mediante la interaccion Fas-FasL, secrecion de granzimas (B o M) o perforina
(Jin et al. 2018).

Ademas de los numerosos estudios clinicos y modelos experimentales en los que
se ha estudiado el papel de los linfocitos T en tuberculosis, la relevancia de la
funcién de los linfocitos T ha sido puesta en evidencia en los casos de linfopenia
idiopatica u ocasionada por el VIH, que da lugar a una mayor susceptibilidad a Mtb
y a una mayor severidad de la enfermedad y mortalidad (Socio et al. 1999, Corbett
et al. 2003). En conjunto, las diferentes subpoblaciones de linfocitos T participan
de manera importante en el establecimiento de mecanismos para detener la

infeccion por Mtb.

Papel de las moéleculas co-receptoras en la activacién de linfocitos T en el
contexto de la infeccion por Mtb.

Si bien el reconocimiento de antigenos por el TCR es la llave maestra para
desencadenar la activacion de los linfocitos T, las células requieren de informacién
adicional proporcionada por distintas moléculas co-receptoras algunas de las
cuales, como CD28 y CD43, se expresan de manera constitutiva, mientras que la
expresion de otras, como CD69, CD40L, CD25, OX40 o PD-1 depende de la

activacion previa de los linfocitos T.
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CD28

Actualmente se considera que la via de sefializacion CD28/B7 es la via dominante
para la activacion total y eficiente de los linfocitos T, aunque no es la Unica.

CD28 es un receptor perteneciente a la superfamilia de receptores de
iInmunoglobulinas, expresado constitutivamente en la superficie de los linfocitos T
(Acuto and Michel 2003). La interaccion de CD28 con sus ligandos CD80 y CD86,
expresados en la superficie de APCs, complementa las sefiales provistas por el
TCR (Sharpe and Freeman 2002), potenciando la proliferacion de los linfocitos T,
proveyendo sefiales anti-apoptéticas, regulando la diferenciacion de los linfocitos T
(regula la expresion de citocinas Tyl (IL-2, TNF e IFN-y) y Ty2 (IL-4)) (McAdam et
al. 1998), y la expresion de otros co-receptores como CD25, OX40 y CD40L,
también llamados marcadores de activacion (Acuto and Michel 2003). Asimismo,
regulan la respuesta humoral (cambio de isotipo, y formacién de centros
germinales) (Ferguson et al. 1996, Borriello et al. 1997).

CD28 amplifica las sefiales del TCR debido a que multiples moléculas rio abajo de
su via de sefializacidén convergen con las sefiales inducidas por el TCR (Fig. 3). La
unibn de CD28 con sus ligandos (CD80/CD86), provoca cambios
conformacionales en CD28 que favorecen su fosforilacion por la actividad de LcK 'y
Fyn. A continuacion, se reclutan la cinasa de lipidos PI3K y la molécula
adaptadora Grb2 al sitio fosforilado a través de sus dominios SH2. PI3K fosforila el
fosfatidil-inositol (3, 4)-bifosfato (PIP,) para dar lugar a fosfatidil-inositol (3, 4, 5)-
trifosfato (PIP3). Por otra parte, PIP, puede ser procesado por PLC-y, generando
inositol-1,4,5 trifosofato (IP3) y diacilglicerol (DAG). El IP3 se asocia a su receptor
en el reticulo endosplasmico e induce la liberacion de calcio, favoreciendo la
activacion de la fosfatasa calcineurina, la cual remueve un grupo fosfato en NFAT,
permitiéndole acceder al nucleo para promover la transcripcion de genes. DAG por
su parte activa a PKC-8 y el resultado final de la activacion de esta cinasa es
permitir el acceso de NF-kB al nucleo. Por su parte, Grb2 se asocia a los factores
intercambiadores de nucle6tidos de guanina (GEF, por sus siglas en inglés) Vavl

y SOS, los cuales activan las pequeiias GTPasas Racl, cdc42 y Ras. En conjunto
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Ras, Racl y cdc42 activan la via de MAPK y por ultimo, permiten la activacion de
c-Jun que se asociara a c-Fos, lo cual da lugar al complejo de transcripcion AP-1
(Riha and Rudd 2010). Los ratones deficientes en CD28 o sus ligandos presentan
una respuesta inmune comprometida contra patdgenos (King et al. 1996,
Mittrucker et al. 2001, Compton and Farrell 2002), asma (Krinzman et al. 1996) y
enfermedad de hospedero contra injerto (GVHD, por sus siglas en inglés) (Via et
al. 1996), etc.

En el contexto de la infeccibn por Mtb, los pacientes con tuberculosis activa
presentan linfopenia en células CD4" y CD8", y ademas, tienen una marcada
disminucién en la expresion de CD28 (Bernal-Fernandez et al. 2010) y de su
ligando CD86 (Flores-Batista et al. 2007). Recapitulando la enfermedad humana,
en modelos murinos la interaccion de CD28-CD80/CD86 es determinante para el
control de Mtb en la etapa cronica de la infeccion, dado que los granulomas
nascientes no maduran por completo y existe una menor infiltracion de linfocitos
T.(Bhatt et al. 2009).

Figura 3. La sefalizacion de CD28 sinergiza con la del TCR. La activacién del TCR,
induce la activacion de las cinasas Fyn y Lck, las cuales fosforilan a LAT, el cual funciona
como un andamiaje molecular. Al mismo tiempo, la activacion de CD28 induce el
reclutamiento de Grb2 y PI3K, los cuales activan moléculas que convergen con la via de
sefializacion inducida por el TCR. De hecho, Grb2 interactia con Vavl y SOS que son
reclutadas a LAT por el TCR. El resultado final es la activacion de tres factores de
transcripcion clave: NFAT, NF-kB y AP-1. Imagen tomada de (Sieber and Baumgrass
2009)
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CD43

También conocida como sialoforina o leucosialina, CD43 es una sialoglicoproteina
transmembranal expresada por células de origen hematopoyético, exceptuando
eritrocitos y linfocitos B en reposo (Remold-O'Donnell et al. 1987). Como CD28,
CD43 es otra molécula co-estimuladora que aporta sefiales a los linfocitos T
durante la activacibn CD43 es otra molécula co-estimuladora que aporta sefales a

los linfocitos T durante la activacion (rev. en Torres-Huerta et al. 2018)

Estructura

En humanos, esta glicoproteina es codificada por el gen SPN localizado en el
cromosoma 16 (Pallant et al. 1989). Estructuralmente, posee una region
extracelular de 239 residuos de aminoacidos con alto contenido en serinas y
treoninas, altamente glicosilada (O-glicosilacién) y que se extiende alrededor de
45 nm fuera de la célula, una region transmembranal de 23 residuos de
aminoacidos y una region intracelular de 123 residuos de aminoacidos con
diferentes motivos que le permiten participar en vias de sefializacion (Torres-
Huerta et al. 2018). Se han identificado dos tipos de glicoformas de CD43 que
difieren en el patron de glicosilaciéon: una glicoforma de 115 kDa compuesta casi
en totalidad por el tetrasacarido NeuAc(a2-3)-Gal(B1-3)[(NeuAc(a2-6)]GalNAc y que es
expresada principalmente en timocitos, linfocitos T CD4" en reposo y monocitos y
una glicoforma 130 kDa compuesta por el hexasacarido NeuAc(a2-3)-Gal(31-
3)[(NeuAc(a2-3)Gal(B1-4)GIcNAc(B1-6]GalNAc presente en linfocitos T CD4"
activados, neutrofilos, linfocitos CD8", macrofagos, plaquetas y linfocitos B
(Fukuda 2002).

Funcion/senales

Se han identificado un elevado nimero de ligandos de CD43 (Tabla 1), por lo que

se considera una proteina multifuncional, que participa en mdultiples procesos

22



celulares, entre los cuales figuran: regulacion de la adhesién, migracion, activacion

y diferenciacion de las células que lo expresan.

Ligandos Reconocimiento Tipo celular Referencias
ICAM-1 Linfocitos T (Rosenstein et al. 1991)
MHC-I Linfocitos T (Stockl et al. 1996)
LFA-1 Linfocitos T, monoblastos (Khunkaewla et al. 2008)

Linfoblastos T, leucemia (Matsumoto et al. 2005,

E-selectina BCP-NALL y linfocitos Nonomura et al. 2008,

Tyl7 Velazquez et al. 2016)
. T Linfocitos T, células
Siglec-1 Fisiologico COS/CHO transfectadas (van den Berg et al. 2001)
A'b“hm'”a serica Neutréfilos (Nathan et al. 1993)
umana
. . (Hernandez et al. 2006,
Galectina-1 Linfoblastos T y DCs Fulcher et al. 2009)
. . (Miki et al. 2009, Miki et al.

Nucleolina Linfoma T 2013)

Hemaglutinina -

(Influenza A) Neutrofilos (Hartshorn et al. 1995)

Cpn60.2 (Mth) Macréfagos (Hickey et al. 2010)
HSA (S. gordonii) Patol6gico Neutréfilos (Ruhl et al. 2000)

Trans-sialidasa
(T. cruzi)

LT (E. coli
enterotoxigénica)

(infecciones)

Linfocitos T CD8"

(Freire-de-Lima et al. 2010)

Enterocitos

(Zemelman et al. 1989)

Tabla 1. CD43 y sus ligandos. La tabla muestra los ligandos conocidos para CD43 y los
tipos celulares en donde se identificaron las interacciones.

El entrecruzamiento de CD43 en la superficie de linfocitos T desencadena una
serie de eventos de sefializacion intracelular que llevan a la activaciéon de AP-1,
NF-kB y NFAT, permitiendo que las células produzcan citocinas tales como IL-2,
un factor de crecimiento indispensable para la proliferacion de linfocitos (Santana
et al. 2000). Ademas de regular el umbral de activaciéon de los linfocitos T
inhibiendo la actividad ubiquitin ligasa de c-Cbhl (Pedraza-Alva et al. 2011), las
sefales de CD43 refuerzan las sefiales del TCR al inhibir la asociacion de SHP-1
a Lck, lo cual se traduce en una fosforilacion mas prolongada de Lck y un refuerzo
en las sefales rio abajo, resultando en una mayor activacién de las MAPKs (en
particular ERK %2 y ERK5) (Fierro et al. 2006, Bravo-Adame et al. 2017). Ademas,
la estimulacion CD43 + TCR da lugar a sefiales de sobrevida en linfocitos T a
través de la funcion no glicolitica de la isoforma M2 de la piruvato cinasa (PKM2)
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(Bravo-Adame et al. 2017) (Fig. 4). Asi, las sefiales de CD43 combinadas con las

del TCR llevan a una respuesta robusta.

cD43 D43
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& Cytoskeleton
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—— —— == Prevention of Apoptosis
Cytokines & Chemokines

Figura 4. Via de sefializacion de CD43. El entrecruzamiento de CD43 promueve el
reclutamiento y activaciéon de las cinasas Fyn y Lck, y simultaneamente inhibe la funcion
de SHP-1 y c-Cbl resultando en la disminuciéon del umbral de activacion y una mayor
activacion de los linfocitos T, y al igual que CD28, las sefiales de CD43 paralelizan y
sinergizan con las sefiales derivadas del TCR. En consecuencia se activan los factores de
transcripcion NF-kB, NFAT y AP-1, resultando en la regulacion de la proliferacion,
regulaciéon del citoesqueleto de actina, la produccién de citocinas y quimiocinas, asi como
la regulacion de apoptosis por las funciones no glicoliticas de PKM2. Imagen tomada de
(Torres-Huerta et al. 2018)

La sefializacion a través de CD43 junto con la del TCR promueve la diferenciacion
de linfocitos T CD4" virgenes a linfocitos Tyl, lo cual se ve reflejado por el
aumento en la expresion de T-bet, IFN-y, las cadenas de alta afinidad de IFN-yR e
IL-2R (CD25) y la co-localizacion de IFN-yR - TCR y TCR — IL-2R en un punto de
la superficie celular facilitan la activacion de estas células (Ramirez-Pliego et al.

2007, Cannon et al. 2008, Galindo-Albarran et al. 2014). En concordancia con lo
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anterior, y con que en ratones CD43™ los linfocitos T CD4" tienden a diferenciarse
a Ty2, CD43 inhibe la expresion de GATA-3. (Ramirez-Pliego et al. 2007, Cannon
et al. 2008, Galindo-Albarran et al. 2014).

Ademas de patrticipar directamente en la activacion de las células que lo expresan,
la interaccion entre CD43 y E-selectina permite el reclutamiento de los linfocitos
Tul7 y Tyl durante la inflamacion (Matsumoto et al. 2005, Alcaide et al. 2007,
Matsumoto et al. 2007). Recientemente, se describié que en los linfocitos Tyl7,
CD43 favorece el rodamiento de los linfocitos sobre el endotelio vascular, un
proceso independiente de PSGL-1 (una glicoproteina de membrana ligando de P-
Selectina 1, por sus siglas en inglés) (Velazquez et al. 2016).

Por su capacidad de reconocer diferentes PAMPS, se ha propuesto que CD43 es
un PRR (Torres-Huerta, et al. 2018). Fratazzi y colaboradores mostraron que
diferentes micobacterias (M. avium, M. bovis y Mtb) emplean la porcion
extracelular de CD43 para asociarse a macréfagos murinos e incluso células HelLa
transfectadas con CD43. Asimismo, observaron que M. avium induce la
produccion de altas concentraciones de TNF en macrofagos murinos con
expresion normal de CD43 en comparacion a los deficientes para CD43.
Finalmente, estos autores mostraron que la falta de respuesta de las células
CD43" respecto a la asociacion de las micobacterias o la produccién de TNF, era
rescatada en presencia de galactogliproteina (la porcion extracelular de la mucina
CD43) (Fratazzi et al. 2000). Poco tiempo después, lo observado por Fratazzi y
colaboradores fue expandido por Randhawa y colaboradores. Ellos observaron
que, aunque distintas poblaciones de macréfagos murinos (M® residentes,
macrofagos derivados de médula 6sea, macrofagos de bazo y macrofagos
peritoneales) expresan niveles variables de CD43, la ausencia de esta molécula
afecta su capacidad para asociarse a micobacterias, pero no a otras bacterias. Por
otra parte, mediante modelos de infeccién in vitro e in vivo, mostraron que los
macréfagos y ratones CD43” controlan pobremente el crecimiento de Mtb por lo
gue durante la fase aguda y cronica de la infecciébn hay un mayor dafio en los
pulmones de los ratones CD43” (Randhawa et al. 2005). Posteriormente,

mostraron que los macréfagos CD43" infectados por Mtb producen menores
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cantidades de IL12p40, IL-6 y TNF que los macrofagos WT. Ademas, observaron
que los macréfagos CD43™ infectados por Mtb mueren mayoritariamente por
necrosis, mientras que los macréfagos WT por apoptosis, pero que si adicionaban
IFN-y al cultivo de macréfagos CD43™ recuperaban la capacidad para controlar el
crecimiento de Mtb, y las células morian mas por apoptosis, concluyendo los
autores que el efecto observado es dependiente de las funciones pro-apoptéticas
de TNF y que la deficiencia de TNF resultante de la falta de CD43, provoca un
aumento en el crecimiento de Mtb y muerte celular por necrosis (Randhawa et al.
2008). En el afio 2010, se encontré que CD43 interactia con dos chaperoninas de
la capsula de Mtb, especificamente con Cpn60.2 (principalmente) y DNAK.
Mediante ensayos de competencia se determind que Cpn60.2 es la encargada de
mediar la interaccion entre macréfagos y Mtb a través de CD43 (Hickey et al.
2010). Ademas de las evidencias experimentales, en la poblacion viethamita se
identificaron tres polimorfismos en el gen de CD43 asociados con la
susceptibilidad a infeccién por Mtb y uno de ellos también esta relacionado con la
mortalidad (Campo et al. 2015).

Con base en la gran cantidad de evidencia de que CD43 es una molécula
importante en la respuesta inmune frente a la infecciobn contra tuberculosis,
nuestro grupo evaluo el efecto de la interaccion entre CD43 y Cpn60.2 en
macrofagos humanos y murinos. Células deficientes en CD43 o con niveles
reducidos de CD43 se estimularon con Cpn60.2, observandose que la produccion
de TNF en respuesta a la estimulacion con Cpn60.2 es dependiente de CD43, ya
que la produccién de TNF se veia comprometida en aquellas células con
expresion reducida o nula de CD43, tanto en macrofagos humanos como murinos.
Mediante el uso de inhibidores especificos, se caracterizaron algunas de las
moléculas rio abajo de la via de sefalizacion de CDA43. Particularmente las
cinasas de la familia Src, PLC-y, PI3K, p38 y JNK, son responsables de la
sefalizacion que conduce a la produccién de TNF en respuesta a la estimulaciéon
con la chaperonina Cpn60.2, en macrofagos humanos y murinos (Torres-Huerta et
al. 2017).
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Las evidencias anteriormente descritas son la base para este proyecto, aunado al
papel de los linfocitos T frente a Mtb y la capacidad de Cpn60.2 para inducir la
secrecion de citocinas inflamatorias, en este proyecto nos enfocamos a evaluar el

efecto que tiene la interaccion CD43-Cpn60.2 en linfocitos T.

CD69

Es una proteina anclada a membrana, perteneciente a la familia de receptores de
lectina. Estd compuesta por dos subunidades unidas por un enlace disulfuro en la
region extracelular y ambas subunidades poseen un dominio de lectina tipo C,
presenta un dominio transmembranal y una cola citoplasmatica (Gorabi et al.
2020). La interaccion de CD69 con sus ligandos (el receptor 1 de esfingosina 1-
fosfato (S1P;, por sus siglas en inglés), galectina-1 (Gal-1) y el complejo
S100A8/SA1009) resulta en el reclutamiento y activacion de JAKS, la cual fosforila
a STAT5, promoviendo su homo-dimerizacion, su acceso al nucleo y favorece la
transcripcion de sus genes diana (Matrtin et al. 2010).

CD69 se expresa en células NK, plaquetas, linfocitos T de memoria, células
inmunes residentes de tejido, linfocitos T yd, Treg y linfocitos T activados
(Gonzalez-Amaro et al. 2013, Gorabi et al. 2020). Su expresiéon esta regulada por
los factores de transcripcion NF-kB y AP-1 (Lopez-Cabrera et al. 1995,
Castellanos et al. 1997) y es inducida por el entrecruzamiento de CD3/TCR,
algunas citocinas como interferones del tipo | y ésteres de forbol (Yu et al. 2018).
CD69 se considera como una molécula de activacion temprana de los linfocitos T
debido a su rpida expresion posterior a la estimulacion (Gonzalez-Amaro et al.
2013). Sin embargo, también participa de manera importante en el moldeamiento
de las respuestas inmunoldgicas. En este sentido, CD69 regula el egreso de los
linfocitos T del timo y 6rganos linfaticos secundarios (Shiow et al. 2006, Mackay et
al. 2015) a través de su asociacién con S1P; impidiendo su activacion mediada
por S1P, debido a que CD69 promueve la internalizacion y degradacion de S1P;
(Bankovich et al. 2010). Al bloquear la sefalizacion de S1P;, CD69, inhibe la
activacion de mTORC/HIF-1a y JAK2/STATS3, lo que previene la diferenciacion de
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los linfocitos Ty1/Twl7 y favorece la diferenciacion de los linfocitos T hacia Treg.
(Martin et al. 2010). Por otra parte, la interaccion de CD69 con el complejo
S100A8/S100A9 aumenta la expresion de SOCS3, lo cual inhibe la activacién de
STAT3 y promueve la diferenciacion hacia Tregs (Lin et al. 2015). La interaccién
entre Gal-1 y CD69 inhibe la diferenciacion de los linfocitos Ty17 y la deficiencia
sistémica de Gal-1 exacerba las respuestas Ty1/Tyl7 (Toscano et al. 2007, de la
Fuente et al. 2014).

La deficiencia de CD69 o la interferencia en su actividad (por el uso de anticuerpos
bloqueadores), ha permitido identificar el potencial de CD69 como una molécula
moduladora de la severidad de enfermedades inflamatorias en multiples modelos
murinos, por ejemplo en artritis (Sancho et al. 2003), asma e hipersensibilidad
(Martin et al. 2010), miocarditis (Cruz-Adalia et al. 2010), la eliminacién de
patbgenos como Listeria monocytogenes (Vega-Ramos et al. 2010), respuestas
anti-tumorales (Esplugues et al. 2003) y enfermedad inflamatoria de intestino
(Radulovic et al. 2012, Hasegawa et al. 2013, Radulovic et al. 2013). En general,
en estos modelos, CD69 regula la produccion de citocinas como IL-13, TNF, IL-
17A, IFN-y; IL-21 e IL-22 y quimiocinas como MIP-1a, MIP-138, RANTES, CCL-1,
CXCL-10 y CCL-19. El efecto supresor es mediado por la expresion de IL-10,
TGF-B (1-3) y la expresion de marcadores inhibitorios como CTLA-4, ICOS, CD38
y GITR. Siendo que las células Treg que expresan CD69 presentan un mayor
potencial supresor que aquellas que no lo expresan, poniendo en perspectiva el
potencial de CD69 como una molécula capaz de moldear las respuestas
inmunoldgicas de acuerdo con las sefiales percibidas y el contexto en el que se
encuentre expresada.

En el contexto de la infeccién por tuberculosis, recientemente se observé que
aguellos individuos no infectados, pero en contacto cercano (CC) con individuos
infectados presentan niveles de expresion de CD69 menores, tanto en linfocitos T
CD4" como en CD8". Ademas, cuando las células de estos individuos fueron
estimuladas con péptidos de ESAT-6 y CFP10 para la produccion de IFN-y,
observaron que habia un menor porcentaje de células CD4" o CD8"/IFN-y*/CD69"

en CC en comparaciéon a aquellos infectados (Chen et al. 2020), identificando asi a
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CD69 e IFN-y como potenciales marcadores para discriminar entre individuos
sanos e individuos infectados pero no activos. En consistencia con lo anterior, la
expresion de CD69 aumenta en linfocitos T CD4" y CD8" de fluidos pleurales de
pacientes con pleurisma tuberculoso. A diferencia de las células negativas para
CD69, estas células presentan un fenotipo efector o efector de memoria,
respuestas tipo Tyl (las células expresan IL-2, TNF e IFN-y simultdneamente) y
respuestas citotoxicas (Li et al. 2011, Li et al. 2014).

CD40L

Es una glicoproteina anclada a membrana, perteneciente a la superfamilia de los
TNFR, que forma homotrimeros. CD40L consta de una region intracelular corta,
una regidn transmembranal pequefia y una region extracelular con un dominio tipo
TNF (Karpusas et al. 1995). La expresion de esta molécula es inducible y se
puede encontrar tanto en células de linaje hematopoyético (linfocitos T CD4" y
CD8" activados, linfocitos B, células cebadas, basdfilos, eosindfilos, células NK,
monocitos, macréfagos, DCs, megacariocitos y plaquetas) como no
hematopoyético (células de muasculo liso, células endoteliales y epiteliales)
(Gauchat et al. 1993, Gauchat et al. 1995, van Kooten and Banchereau 2000,
Schonbeck and Libby 2001, Michel et al. 2017). CD40L tiene como ligandos a
CD40 (Michel et al. 2017) y las integrinas Mac-1 (Zirlik et al. 2007, Wolf et al.
2011), a5B1 o VLA-5 (Leveille et al. 2007) y allbB3 (Andre et al. 2002). La
interaccion de CD40L con sus ligandos da lugar a la activacion de la via de MAPK
y p38, asi como la activacion de NF-kB, exceptuando la interacciéon con Mac-1 que
no parece inducir sefializacién rio abajo (Michel et al. 2017), y cuya funcién
bioldgica queda pendiente de entender.

Cuando CD40L interactua con CD40 en linfocitos B, se favorece la formacion de
los centros germinales, el cambio de isotipo de inmunoglobulinas y la secrecion de
anticuerpos, la proliferacion, la activacion, asi como la generacion de células de
memoria (Kawabe et al. 1994, Karnell et al. 2019) En linfocitos T CD4*, CD40L

promueve su diferenciacion hacia subtipos efectores. La interaccion entre linfocitos
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T CD4'CD40L" y DCs CD40" induce la produccion de IL-12, citocina que polariza
a los linfocitos hacia el subtipo Tyl (Kelsall et al. 1996). La expresion de CD40L
les confiere a los linfocitos T CD8" la capacidad de estimular a linfocitos B
(proliferacion y secrecion de anticuerpos) y la de producir multiples citocinas, como
lo hacen las células T CD4".(Frentsch et al. 2013). En DCs, la interaccion
CD40-CD40L incrementa los niveles de expresiéon de MHC-II, CD80, CD86, la
producciéon de citocinas y quimiocinas, y las hace mejores presentadoras de
antigeno (Ma and Clark 2009). En macrofagos, la interaccion CD40-CD40L
promueve la produccion de citocinas pro-inflamatorias, aumenta la produccion de
ROS (estallido respiratorio) y en presencia de citocinas Tyl, los macrofagos
presentan una actividad antitumoral potente (Suttles and Stout 2009, Luheshi et al.
2014). En células NK, la interaccion de CD40 con CD40L aumenta su capacidad
citotdxica, promueve su activacion y proliferacion (Carbone et al. 1997, Amakata et
al. 2001, Terrazzano et al. 2004). En eosindfilos, aporta sefiales pro-vida e induce
la secrecion de GM-CSF (Ohkawara et al. 1996). En neutréfilos, CD40L y ROS
inducen la activacion de plaquetas (Vanichakarn et al. 2008). En células
endoteliales (CD40") la interaccion con plaquetas (CD40L"), induce la produccion
y secrecion de quimiocinas y moléculas de adhesion que favorecen el
reclutamiento de leucocitos (Henn et al. 1998).

Asimismo, la interaccién de CD40L (células endoteliales) con Mac-1 (leucocitos)
durante el rodamiento leucocitario, provee un sitio de adhesién firme, lo cual
favorece el reclutamiento de leucocitos a los sitios afectados (Wolf et al. 2011). La
interaccion CD40L (linfocitos T CD4") y VLA-5 (fibroblastos bronquiales), induce la
produccion de IL-6 por parte de los linfocitos T (Loubaki et al. 2010). Por ultimo, la
interacciéon CD40L con la integrina allbB3, participa en la formacion de trombos y
promueve la agregacion plaquetaria (Andre et al. 2002).

En el contexto de la infeccion por tuberculosis, a través de la serin proteasa Hipl
asociada a la envoltura de Mtb, Mtb modula la maduracién y activacion de las
DCs, reduciendo la produccion de citocinas pro-inflamatorias, la capacidad de
presentacion de antigeno y la expresion de moléculas co-estimuladoras (CD40 y

CD86), de tal forma que se restringen las respuestas Tyl y Tyl7 (Madan-Lala et
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al. 2014). La interaccion entre CD40 (DCs) - CD40L (linfocitos T CD4") es
necesaria para la generacion de respuestas Tyl7 frente a Mtb tanto in vitro como
in vivo, lo que mejora el control de la infeccion por Mtb (menor carga bacteriana)
(Sia et al. 2017). Por otra parte, las células T CD4" de fluido pleural, de pacientes
con pleurisma tuberculoso expresan CD40L tras estimularse con los péptidos de
ESAT-6/CPF-10, y producen simultdneamente IFN-y, IL-2 y TNF, aunque también
pueden producir IL-17 e IL-22, y presentan un fenotipo efector o efector de
memoria (Li et al. 2011). En macrofagos, la activacion de CD40 a través de CD40L
en combinacion con IFN-y, induce el proceso de autofagia y la expresion del
receptor de vitamina D asi como la produccion de vitamina D bioactiva, la cual a
su vez induce la produccion de péptidos antimicrobianos como catelicidina,
aumentando la actividad antimicrobiana de los macréfagos infectados (Klug-Micu
et al. 2013).

En un modelo murino de infeccibn por Mycobacterium bovis, los ratones
deficientes en CD40L o IFN-y forman granulomas, pero a diferencia de los ratones
deficientes en CD28, controlan mal el crecimiento de la micobacteria. En los
granulomas, los ratones CD40L™ secretan menos IFN-y que los ratones CD28" o
WT (Hogan et al. 2001). Recapitulando esto mismo, en pacientes con tuberculosis,
la alteracion en la expresion de CD40L o la disrupcion de la interaccion entre
CD40 y CD40L afecta la capacidad de produccién de IFN-y de los linfocitos T asi
como la expresion de los receptores de IL-12 en linfocitos T (Samten et al. 2000).
De la misma manera, en linfocitos T CD8" de individuos sanos estimulados con
monocitos autélogos infectados por Mtb en presencia de trimero recombinante de
CD40L, la produccién de IFN-y y su capacidad citotoxica aumentan (mayor
expresion de perforina y granulisina) (Samten et al. 2003). Por ultimo, en la
poblacion China se identificaron SNPs de multiples genes ligados al riesgo de
padecer tuberculosis pulmonar, entre los cuales destaca CD40L (Hu et al. 2015).
En conjunto estos datos resaltan la relacion entre las sefiales dependientes de

CD40L/CDA40, la produccion de IFN-y y el control de la infeccion.
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CD25

CD25 es también conocida como la subunidad a del IL-2R (IL-2Ra). El receptor de
IL-2 o IL-2R, puede existir en forma dimérica o trimérica. La forma dimérica esta
compuesta por las subunidades y.y B, y posee una baja afinidad por su ligando IL-
2 (Kp=~10° M), mientras que la forma trimérica, de la cual CD25 forma parte,
presenta una alta afinidad (Kp=~10"' M) (Arenas-Ramirez et al. 2015). La
expresion de CD25 en linfocitos T esta regulada por la via de sefalizacion del
TCR y también por la del IL-2R (Malek 2008). Esta molécula se expresa tanto en
células inmunes como no inmunes, particularmente por: Treg (constitutivamente),
linfocitos T activados, DCs, algunas lineas celulares de fibroblastos humanos y
células endoteliales (Boyman and Sprent 2012).

De manera general, la funcién de CD25 es capturar IL-2 (Damoiseaux 2020), sin
embargo, el contexto celular en que se expresa CD25 puede dar lugar a diferentes
escenarios funcionales de los linfocitos T, especificamente, activacion o supresion.
En linfocitos T activados, CD25 aumenta la afinidad de IL-2R hacia IL-2 y en
consecuencia, estos linfocitos proliferaran; en cambio, los linfocitos Treg emplean
los altos niveles de CD25 para deprivar a las células efectoras de IL-2 y
subsecuentemente la induccién de apoptosis por la deprivacion de este factor de
crecimiento (Pandiyan et al. 2007), como uno de los tantos mecanismos de
supresion. Por otra parte, las células que no expresan la forma dimérica de IL-2R,
como en el caso de las DCs (forma monomérica), CD25 tiene la capacidad de
interactuar con IL-2, aunque con menor afinidad que la forma dimérica, y trans-
presentar IL-2 a los linfocitos T con los cuales interactian durante la sinapsis
inmunoldgica (Wuest et al. 2011). Este proceso podria contribuir durante el cebado
de las células T por las DCs, debido a que las células T virgenes expresan bajos
niveles de la forma dimérica de IL-2R.

CD25 puede ser procesado dando lugar a una forma soluble (sCD25) que se
encuentra en el suero de individuos sanos y cuya concentracion puede aumentar
durante infecciones, enfermedades autoinmunes, inflamacion y cancer

(Damoiseaux 2020). La liberacion de sCD25 ocurre como respuesta a la activacion
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de los linfocitos T (Pedersen and Lauritsen 2009, Lindqvist et al. 2010), y la
evidencia parece indicar que actia como un sumidero, reduciendo la cantidad de
IL-2 disponible, abatiendo la proliferacion de linfocitos T efectores y posiblemente
induciendo la apoptosis de los linfocitos (Brusko et al. 2009, Cabrera et al. 2010,
Lindqvist et al. 2010).

En el contexto de tuberculosis, se ha propuesto el uso de sCD25 como marcador
para diferenciar tuberculosis activa de la tuberculosis latente (Yao et al. 2017) o
para diagnosticar tuberculosis (Eribo et al. 2020). Asociado a la expresion de
CD25 en células Treg, se ha observado que la estimulacion de linfocitos T de
individuos negativos para la prueba de tuberculina generan células iTreg y que
este fenomeno depende parcialmente de la expresiébn de TGF-B e indoleamina
2,3-dioxigenasa (IDO, por sus siglas en inglés) por monocitos (Hirsch et al. 2016).
En este mismo sentido, se ha reportado que las células Treg aumentan en
pacientes con tuberculosis activa (Hougardy et al. 2007, Mahan et al. 2009) o
latente (Herzmann et al. 2012), suprimiendo la proliferacién de linfocitos TCR-ap*
y TCR-yVd2", y parcialmente, la produccion de IFN-y por parte de los linfocitos
TCR-yVd2" (Hougardy et al. 2007, Mahan et al. 2009), identificandose las
proteinas ESAT-6 y Ag85B de Mtb como parcialmente responsables de la
expresion de FoxP3 y de la expansion de células Treg CD25" (Wu et al. 2015). La
presencia de Tregs restringe las funciones de los linfocitos T efectores y en
consecuencia los macrofagos infectados no pueden controlar a la micobacteria
(Semple et al. 2013), mientras que la deplecion de los linfocitos Treg de pacientes
con tuberculosis activa da lugar a un incremento en las respuestas inmunolégicas
(produccion de IFN-y) frente a la estimulacion con antigenos de la micobacteria
(Chiacchio et al. 2009).

En contraparte de lo anterior, recientemente se encontr0 una poblacion de
linfocitos T CD4'CD25'FoxP3* apoptéticos, que contribuyen al control del
crecimiento intracelular de Mtb en humanos y en ratones, mediante la produccién
del factor soluble inhibidor de disociaciéon Rho GDP (D4GDI, un regulador negativo
de la actividad de GTPasa de las pequefias GTPasa de la familia Rho. La mayor

cantidad de D4GDI se encuentra en el fluido pleural y hay mayor expresion en
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pacientes con infeccion latente en comparacion a los pacientes con enfermedad
activa. En macrofagos infectados por Mtb, D4GD1 estimula la produccion de 1L-1p,
TNF, G-CSF, ROS e incrementa la apoptosis de estos macréfagos, mientras que
en Mtb induce la expresion de genes asociados a estado de latencia. Se ha
sugerido que estos dos mecanismos son los responsables del control del

crecimiento de Mtb (Venkatasubramanian et al. 2015).

OX40

Es una glicoproteina transmembranal de tipo |, perteneciente a la superfamilia de
los TNFR. Estructuralmente, presenta un dominio extracelular de union a ligando
compuesto por cuatro repeticiones de dominios ricos en cisteinas (CRDs, por sus
siglas en inglés), un Unico dominio transmembranal y una cola citoplasmatica
capaz de sefalizar (Willoughby et al. 2017). La expresion de esta molécula es
inducible por estimulos como el reconocimiento de antigenos por el TCR y la co-
estimulacién a través de CD28 (Rogers et al. 2001). La expresion de OX40 se
encuentra restringida a células de origen hematopoyético (linfocitos T CD4" y
CD8" activados, células NK, NKT y neutréfilos), mientras que su ligando (OX40L,
igualmente inducible) se encuentra en APCs (DCs, linfocitos B activados y
macrofagos), células NK activadas, mastocitos, en linfocitos T CD4" responsivos,
en células endoteliales y células de musculo liso (Fu et al. 2020). OX40 forma
complejos de homotrimeros cuando interacttia con su ligando, lo cual provoca una
cascada de sefializacion que culmina con la activacion de NF-kB. Al activar la via
de PI3SK/AKT y NFAT, las sefiales de OX40 sinergizan con las del TCR
(Willoughby et al. 2017).

Respecto a las funciones, en linfocitos T CD4" se ha observado que la expresion
de OX40 y la sefalizacion derivada de su interaccion con su ligando (OX40L) se
asocian a un incremento de la supervivencia por el aumento en la expresion de
factores anti-apoptoticos como Bcl-2 y Bcl-xL (Rogers et al. 2001). Las sefales de
OX40 prolongan las respuestas de los linfocitos T (proliferacion, activacion y

produccion de citocinas) (Gramaglia et al. 1998) y, dependiendo del contexto,
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pueden polarizar hacia diferentes subtipos de linfocitos Ty (Webb et al. 2016).
OX40 es importante para la generacion y mantenimiento de células de memoria
tanto CD4" como CD8", siendo que la actividad antitumoral de estos Ultimos
aumenta después del tratamiento con agonistas de OX40 (Gramaglia et al. 2000,
Bansal-Pakala et al. 2004, Soroosh et al. 2007, Salek-Ardakani et al. 2008, Moran
et al. 2013). En linfocitos B la interaccion OX40/0OX40L promueve su diferenciacion
a células plasmaticas y aumenta la produccion de anticuerpos (Stuber et al. 1995,
Stuber and Strober 1996).

En el contexto de la infeccion por tuberculosis, la vacunacién de ratones con BCG
en presencia de OX40-IgG (proteina de fusién) da lugar a una mayor proteccion a
los ratones desafiados con la cepa H37Rv de Mtb, encontrandose una mayor
cantidad de células infiltrantes en pulmon y bazo, una mayor produccion de IFN-y
in situ, una disminucién de las CFUs y una mayor capacidad proliferativa de las
células de bazo en respuesta a PPD, en comparacién a las células de los ratones
sin vacunar o vacunados con BCG (Snelgrove et al. 2012). Por ultimo, la expresion
de OX40 en conjunto con la expresion de CD69 o CD25 ha sido empleada para
identificar respuestas de memoria frente a tuberculosis o bien para identificar

casos de tuberculosis activa (Skoberne et al. 2000, Ubolyam et al. 2021).

PD-1

Es una proteina transmembranal del tipo I, perteneciente a la superfamilia de las
inmunoglobulinas. Estructuralmente presenta un dominio extracelular de
inmunoglobulina variable, un dominio transmembranal y una cola citoplasmatica
gue presenta un motivo de inmuno-receptor inhibitorio basado en tirosina (ITIM,
por sus siglas en inglés) y un motivo de inmuno-receptor de cambio basado en
tirosina (ITSM, por sus siglas en inglés). Su expresion se induce en respuesta a
las sefales del TCR, IFN tipo I, citocinas como IL-2, IL-21, IL-15, IL-7, IL-6 e IL-12
(Salmaninejad et al. 2019), siendo la transcripcion del gen regulada por los
factores de transcripcion: NFAT, NOTCH, FOXOL1 e IRF9 (Staron et al. 2014, Han

et al. 2020). Se le puede encontrar expresada en la superficie de multiples células
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del sistema inmune activadas, por ejemplo: en linfocitos T CD4" y CD8", linfocitos
B, macrofagos, DCs, células NK y monocitos (Han et al. 2020).

PD-1 tiene dos ligandos: PD-L1 y PD-L2. PD-L1 se expresa constitutivamente en
APCs, como DCs, macréfagos y linfocitos B, y linfocitos T (Francisco et al. 2010).
Ademas, la expresion de PD-L1 es inducible en células endoteliales, células
testiculares, células de la placenta (Francisco et al. 2010), asi como diversos tipos
de células tumorales (Garcia-Diaz et al. 2017). Por otra parte, PD-L2 se expresa
en la superficie de APCs (macréfagos y DCs mieloides) y en células epiteliales del
tracto respiratorio (Momtaz and Postow 2014). La interaccion de PD-1 con sus
ligandos, promueve la fosforilacion del ITSM de su cola citoplasmética, esto a su
vez permite el reclutamiento de la fosfatasa SHP2. A continuacion, SHP2 a través
de su actividad fosfatasa, remueve los fosfatos de Lck, inhibiéndola, de tal forma
que finaliza la sefalizacion del TCR. A la par SHP2, inhibe la funcion de PLC-y y
PI3K, y promueve la activacion de la fosfatasa PTEN, que se encarga de generar
PIP2 a partir de PIP3 (Sheppard et al. 2004, Salmaninejad et al. 2019).

PD-1 limita las respuestas de linfocitos T efectores para disminuir el potencial
dafio a tejidos frente a la estimulacion persistente, ademas protege de
enfermedades autoinmunes (Zhang et al. 2016). Asimismo, PD-1 participa en la
diferenciacion de los linfocitos T CD4" a Tregs y los protege de apoptosis (Asano
et al. 2017). PD-1 también participa en el proceso conocido como agotamiento, el
cual ocurre durante una exposicion persistente a antigenos o bien durante una
activacion sub-6ptima, en infecciones cronicas o cancer. En ambos casos, la
expresion de PD-1 aumenta (He et al. 2015, Zhang et al. 2016), lo cual promueve
la persistencia del patégeno o cancer por la incapacidad de las células inmunes
para montar las respuestas adecuadas.

Durante la infeccion por tuberculosis, diferentes poblaciones de linfocitos T CD4"
(efectores, responsivos pero no Tregs) de individuos con tuberculosis activa
presentan una mayor expresion de PD-1 y PD-L1 en comparacion a individuos
sanos, la cual disminuye en respuesta al tratamiento anti-tuberculosis (Shen et al.
2016). Como se menciond anteriormente, Mtb induce la expansion de células

Tregs, siendo esto en parte dependiente de la expresion de PD-1. Estas células,
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funcionalmente supresoras, producen IL-10 y TGF-B y afectan la produccion de
IFN-y de otros linfocitos T (Periasamy et al. 2011).

En un modelo in vitro, se observé que el bloqueo de la via PD-1 (en linfocitos T
CD8")/PD-L1 (en células CD14") aumenta la capacidad citotdxica de linfocitos T
CD8" Mtb especificos hacia células CD14" de muestras de efusion pleural de
pacientes con tuberculosis (Suarez et al. 2019). En otro modelo, empleando
células provenientes del fluido pleural de pacientes con tuberculosis, se observo
una mayor cantidad de células T CD4" y CD8" expresando PD-1. Estas células
PD-1" presentaban un fenotipo de memoria con capacidad para activarse y
producir citocinas Tyl y, en consistencia con otros estudios, el bloqueo de la via
PD-1/PD-L1 aumentaba el porcentaje de linfocitos T productores de IFN-y,
resaltando el papel negativo de esta via en el control de las respuestas efectoras
de los linfocitos T (Li et al. 2019). La expresion de PD-1 correlaciona con la
expresion elevada del factor de transcripcion BAFT en linfocitos T CD4" y CD8" de
sangre periférica en pacientes con tuberculosis activa, en comparacion a
individuos con infeccion latente o sanos. De acuerdo con lo anterior, la deficiencia
de este factor de transcripcibn aumenta la secrecién de IL-2 e IFN-y y la
proliferacion de células T CD4", lo cual sugiere que BAFT podria ser el mediador
del efecto negativo de la via PD-1/PD-L1 sobre las funciones efectoras de células
T (Liu et al. 2019)

Cpn60.2: un PAMP con funciones inmunomoduladoras?

Como se menciond anteriormente, CD43 puede ser un receptor de PAMPs. En
este contexto, se ha reportado la interaccibn de CD43 con la hemaglutinina del
virus de influenza A, con la adhesina HSA de Streptococcus gordonii (la bacteria
causante de la endocarditis infecciosa), con la trans-sialidasa de Trypanosoma
cruzi y con la chaperonina de Mtb (Tabla 1).

Cpn60.2, también conocida como Hsp65 o GroEL2, es una chaperonina
perteneciente a la familia de las proteinas de choque térmico “Hsp60”. Las

chaperoninas de esta familia estan altamente conservadas en procariontes y
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eucariontes. Entre micobacterias, las Hsp65 presentan una homologia >95%
(Shinnick et al. 1987), mientras que entre Hsp65 de Mtb, E. coli y humanos
(Hsp60) existe una homologia de ~60 y 47%, respectivamente. Entre Cpn60.2 y
Cpn60.1 de Mtb hay una homologia del 61% (Kong et al. 1993).

Historicamente Cpn60.2 fue descubierto antes que Cpn60.1 (Kong et al. 1993) y
fue uno de los primeros antigenos de Mtb estudiados, debido a que se observo
que una gran proporcion de los linfocitos T y B reactivos (tanto en humanos como
en ratones) contra tuberculosis son Cpn60.2-especificos, es decir, Cpn60.2 es un
antigeno inmunodominante (Engers et al. 1985, Kaufmann et al. 1987, Lamb et al.
1987), siendo la forma oligomérica mucho mas inmunogénica que la monomeérica
(Naffin-Olivos et al. 2014). Mediante modelaje molecular y analisis de las
estructuras de los cristales obtenidos de Cpn60.1 y Cpn60.2, se observé que
ambas chaperoninas existen como oligdmeros de bajo tamafio. Cpn60.2 puede
formar tetrameros o pentameros, aunque también puede existir como mondmero
por actividad de Hipl (Naffin-Olivos et al. 2014).

Cpn60.2 es una proteina esencial para el crecimiento y supervivencia de Mtb,
demostrado por el hecho que las bacterias deficientes en Cpn60.2 no son viables
(Hu et al. 2008, Vargas-Romero et al. 2016). A diferencia de Cpn60.2, Cpn60.1 es
dispensable para el desarrollo de Mtb, aunque se vuelve necesaria en condiciones
de hipoxia, al favorecer la expresion de genes de respuesta a hipoxia (Sharma et
al. 2016). Cpn60.1 es también necesaria para la formacion de MGCs (> a 5
nucleos). Ademas, es un potente inhibidor de la formacion de osteoclatos murinos
y de la reabsorcion ésea, mientras que Cpn60.2 no (Cehovin et al. 2010).

Ambas chaperoninas pueden encontrarse dentro o en la superficie del bacilo
(Hickey et al. 2009, Cehovin et al. 2010). En su forma intracelular, Cpn60.2 tiene
como funcion principal el mantenimiento del plegamiento adecuado de proteinas y
evitar la agregacion de proteinas (Qamra et al. 2004). En condiciones de estrés,
se exporta a la capsula bacteriana, en donde funciona como adhesina, para una
asociacion eficiente entre macréfagos y micobacterias (Qamra et al. 2005, Hickey
et al. 2009, Hickey et al. 2010).
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Cuando se estimulan leucocitos totales de sangre con Cpn60.1 o Cpn60.2, se
observa una mayor produccién de IL-13 e IL-6 con Cpn60.2 y solo Cpn60.2 induce
la produccion de TNF (Cehovin et al. 2010). Sin embargo, cuando macrofagos
purificados se estimulan con Cpn60.1 o Cpn60.2, Cpn60.1 es un estimulador de la
produccion de citocinas mas potente que Cpn60.2, ya que se requiere de una
menor concentracion de Cpn60.1 para inducir una mayor produccion de citocinas
(IL-1B3, IL-6, IL-8, TNF, IL-12, GM-CSF e IL-10) que lo observado con Cpn60.2
(Lewthwaite et al. 2001).

Las dos chaperoninas difieren en la via de sefalizacion. Cpn60.1 requiere
primordialmente de la interaccion con TLR4 y CD14 y parcialmente de la
sefalizacion a través de MyD88, mientras que Cpn60.2 requiere de la interaccién
con TLR4, parcialmente de TLR2 y solo parcialmente de la sefalizacién a través
de MyD88 y es independiente de CD14 (Lewthwaite et al. 2001, Cehovin et al.
2010). Ademas, de particular interés para este trabajo, Cpn60.2 emplea a CD43
como receptor e induce la produccion de TNF en macréfagos (Hickey et al. 2010,
Torres-Huerta et al. 2017).

Una vez que las micobacterias son fagocitadas por macréfagos, una forma
monomérica de Cpn60.2 resultante de la actividad proteolitica de Hipl
(considerada como un factor de virulencia de Mtb) (Rengarajan et al. 2008), se
escapa de los fagolisosomas por un mecanismo aun no ha descrito aunque, se ha
observado que puede formar poros en membranas y alterar la permeabilidad de
los fagolisosomas (Alder et al. 1990, Teitelbaum et al. 1999). Una vez fuera del
fagolisosoma, Cpn60.2 interacciona con mortalina (Hsp70) en la mitocondria, lo
cual inhibe la apoptosis de los macrofagos infectados. Los investigadores
siguieren que el efecto observado se debe a que por su funcién de chaperona,
Cpn60.2 incrementa la estabilidad de mortalina (Hsp70), y por ende la capacidad
protectora de la apoptosis de mortalina. (Joseph et al. 2017).

Las evidencias referentes al reconocimiento de Cpn60.2 por CD43, y los reportes
de la mayor susceptibilidad de los ratones CD43" a la infeccién por Mtb, aunado al
papel de los linfocitos T frente a Mtb y la capacidad de Cpn60.2 para inducir la

secrecion de citocinas inflamatorias, son la base para este proyecto.
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HIPOTESIS

La interaccion CD43-Cpn60.2 en linfocitos T genera sefiales que modularan el
estado de activacion de los linfocitos T humanos, posiblemente contribuyendo a

definir la evolucién de la enfermedad.
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OBJETIVOS
General

Determinar si Cpn60.2 modula el estado de activacion de los linfocitos T humanos
(CD4" y CD8").

Particulares

1) Evaluar la expresion de moléculas asociadas con el estado de activacion de
los linfocitos T en respuesta a la estimulacion con Cpn60.2.

2) Definir el perfil de citocinas que resultan de la estimulacion con Cpn60.2.
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METODOLOGIA

Cultivo Celular

El protocolo que se describe a continuacion fue aprobado por el Comité de
Bioética del IBt-UNAM. Los linfocitos T humanos fueron aislados de concentrados
leucocitarios de sangre periférica de donadores sanos, proporcionados por el
Banco de Sangre del Centro Estatal de Transfusion Sanguinea en Cuernavaca,
Morelos, México. Las células mononucleares de sangre periférica (PBMCs) fueron
aisladas mediante centrifugacion sobre un colchén de Ficoll. Posteriormente los
linfocitos T totales fueron purificados por seleccidbn negativa con un kit de
aislamiento de células T humanas (Miltenyi Biotec).

Una vez purificadas, y antes de activar, las células fueron ayunadas por 18-24
horas en medio RPMI 1640 (Gibco, Life Technologies) suplementado con 2%
suero [suero fetal bovino (FBS): suero de bovino recién nacido (NBS) 1:1], 100
U/mL de penicilina, estreptomicina 50 pg/mL y glutamina 2 mM (PSG) y B-
mercaptoetanol 50 mM, a 37°C y en un ambiente himedo con 5% CO,. Durante la
estimulacién, las células fueron cultivadas en RPMI 1640 suplementado con PSG

y 10% suero (RPMI completo).

Evaluacion de pureza

Para determinar el enriquecimiento y la pureza de los linfocitos T, se realizaron
tinciones de superficie celular dirigidas hacia CD3, CD43 y CD28. Se emplearon
5*10° linfocitos T purificados para cada tincion. Las células se lavaron con 1 mL de
PBS y se centrifugaron a 316 g durante 7 minutos. El bloqueo de receptores Fc se
llevé a cabo por incubacién de las células con solucién de FACS (PBS, con 2% de
suero de ternera) suplementada con suero humano 20%, durante 30 minutos a
4°C. A continuacion, se agregaron los anticuerpos (Tabla 2) en 50 pL de solucion
de FACS y se incubaron durante 30 minutos a 4°C en oscuridad. Como control
negativo de la tincién, se emplearon células sin tefir (ST). Al finalizar la

incubacion, se agregd 1 mL de PBS y se centrifug6 a 316 g durante 7 minutos. Por
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altimo, las células fueron fijadas con paraformaldehido (PFA) al 1% (concentracion
final) durante 15 minutos a T.A. Las muestras fueron procesadas en un citbmetro
de flujo BD FACSCanto Il y analizadas con el software FlowJo VX para Windows.
Se obtuvo el porcentaje de células positivas para cada marcador partiendo de la
region de células Unicas, asi como los niveles de fluorescencia para cada

marcador de cada uno de los donadores.

Especie e Concentracion
Anticuerpos | Marca | Clona pec final o volumen
Isotipo .
final
G'%:D%ZB' TONBO | CD28.2 | Ratén; IgG1 1.5 pg/mL
a-hCD3-PE | Caltag | OKT3 | Raton; IgG2a 3 UL/test
oNCDIS | Catag | MEMS9 | Rat6n; 161 10 pL/test

Tabla 2. Anticuerpos empleados para evaluar la pureza.

Evaluacién del estado de activacion de los linfocitos T: marcadores de
activacion

La proteina recombinante Cpn60.2 con etiqueta de 6X-histidinas (His-tag) de Mtb
fue proporcionada por la Dra. Clara Espitia (Instituto de Investigaciones
Biomédicas, UNAM). La proteina se expreso heter6logamente en la cepa Rosetta
(DE3) de E. coli (Torres-Huerta et al. 2017). Previo a la activacion celular, la
proteina Cpn60.2 (60 pg/experimento) se incubd con un exceso de perlas de
sefarosa-polimixina B (100 pL, de Thermo Scientific) durante 12 horas a 4°C en
agitacion constante, para remover las posibles trazas de LPS. A continuacion, la
mezcla se centrifug6 a 17,982 g por 20 segundos y el sobrenadante (Cpn60.2) se
guardo a 4°C hasta su uso. Todos los procedimientos se realizaron en la campana
de flujo laminar para mantener condiciones de esterilidad.

Los linfocitos T purificados (5*10° células) de los donadores fueron ayunados
como se describio anteriormente y estimulados por 24 y 72 horas con los
anticuerpos: OKT3 (anti-CD3e), L10 (anti-CD43), CD28.2 (anti-CD28) y a-migG1
a 2 yg/mL y Cpn60.2 (0.25, 25 6 25 pg/mL). La proteina Cpn60.2 y los
anticuerpos, excepto el anticuerpo anti-CD28 y su entrecruzador (a-migG1l), se
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usaron pegados a pozos de placas de 48 pozos. Como control positivo se empled
un estimulo de PMA (20 ng/mL) + lonomicina (1 pg/mL) y como control negativo
las células se cultivaron en RPMI completo (condicion US). El volumen final de
reaccion fue de 500 pL. Al término de la incubacion, las células y el medio de
cultivo se recolectaron y centrifugaron a 316 g por 7 minutos, el sobrenadante se
guardo para cuantificar las concentraciones de citocinas secretadas y las células
se procesaron para evaluar la expresion de marcadores de activacion por
citometria de flujo. Después de un lavado mas con PBS (316 g, 7 minutos), las
células se incubaron con la soluciébn de blogueo de receptores Fc como se
describi6 en la evaluacion de la pureza. A continuacion, se agregaron los
anticuerpos que se detallan en la Tabla 3 para evaluar la expresién de
marcadores asociados con el estado de activacion.

Los anticuerpos se agregaron en un volumen de 50 pL y las células con los
anticuerpos se incubaron 30 minutos a 4°C. Al término de la incubacion, se
agregaron 4 mL de PBS a cada tubo y se centrifugaron a 316 g durante 7 minutos
y se fijaron con PFA 1% (concentracion final). Las muestras fueron procesadas en
un citémetro de flujo BD FACSCanto Il y analizadas con el software FlowJo VX
para Windows.

Del andlisis se obtuvieron los porcentajes de positividad para cada marcador
partiendo en las poblaciones CD4" y CD8" vy, de las células positivas para estos
marcadores se obtuvo la intensidad media de fluorescencia (MFI, por sus siglas en
inglés). Ademas, se obtuvieron los histogramas de la expresién de cada marcador
para cada subpoblacién de linfocitos T.
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Anticuerpos Marca Clona Concgir;]tarl?uon
a-hOX40-PerCP/Cy5.5 ACT5 2.5 ug/mL
a-hPD-1-Pacific Blue EHH172'2 1.25 pg/mL
a-hCD69-PE FN50 0.25 pg/mL
a-hCD40L-FITC BioLeaend 24-31 1 pg/mL
a-hCD25-APC 9 BC96 1 pg/mL
a-hCD4-APC/Cy7 OKT4 1 pg/mL
a-hCD8-BV510 SK1 1 pg/mL
a-hTLR2-AF647 TL2.1 2.5 pg/mL
a-hTLR4-BV421 HTA125 2.5 pg/mL

Tabla 3. Anticuerpos para la tincién celular de marcadores de
activacion.

Se calcularon los valores de intensidad media de fluorescencia integrados (iMFlI,
por sus siglas en inglés), los cuales resultan de la multiplicacién de los porcentajes

y el MFI. Los valores de iMFI se graficaron en GraphPad Prism 8.

Ensayo de Apoptosis (Viability Dye-Annexine V)

Se evalud la viabilidad de los linfocitos T recién purificados, asi como 24 horas
posteriores a la estimulacién con Cpn60.2 en presencia 0 no de los estimulos
TCRzcoestimuladores. Las células activadas se recolectaron en tubos para FACs
y se centrifugaron a 316 g por 7 minutos. Después de decantar el sobrenadante,
se agregaron 4 mL de PBS al boton celular y nuevamente se centrifugaron las
células a 316 g por 7 minutos, se decantd nuevamente el sobrenadante. Después
de resuspender suavemente el boton celular, cuidadosamente se agregaron 50 pL
de la solucién stock (1:15,000) del colorante de viabilidad 780 (Viability Dye 780,
de BioLegend) para una concentracion final de 1:30,000, considerando que las
células estan en un volumen de ~50 pL, se mezcla cuidadosamente y se incuba
por 30 minutos a 4°C en oscuridad. Al finalizar la incubacion se agregaron 4 mL de
PBS al tubo y se centrifuga a 316 g por 7 minutos. Se decanta el sobrenadante y
las células se resuspenden en 100 pL de buffer de unién de anexina (BUA, 10 mM
HEPES, 140 mM NaCl y 2.5 mM CaCl, pH 7.4), después se agrega 1.5 yL de

Anexina V-FITC (BD Pharmigen) y se incuba por 15 minutos a T.A. en oscuridad.
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Al término de la incubacion las muestras son lavadas con 1 mL de BUA, se
decanta, se resuspenden las células y se fijan con PFA al 1% (concentracién
final). La adquisicion de las muestras se llevo a cabo en el citbmetro de flujo BD
FACSCanto Il y los datos fueron analizados con el software FlowJo VX para

Windows.

Cuantificacion de citocinas por Multiplex

Los sobrenadantes de las células activadas como se describio anteriormente,
fueron recolectados y procesados para cuantificar citocinas con el kit T,, de
LEGENDPIex (panel de 13 citocinas). Se siguieron las instrucciones del fabricante.
Se agregaron 50 yL de Buffer de ensayo a cada tubo eppendorf, después se
agregaron 25 pL de los sobrenadantes 6 25 L de cada muestra estandar al tubo
correspondiente y, por ultimo, se agregan 12.5 pL de la mezcla de perlasy 12.5 uL
de los anticuerpos de deteccion. A continuacion, los tubos se protegen de la luz y
se incuban por 2 horas a temperatura ambiente en agitacién constante de 1000
rom. Posteriormente, a los 100 pL de las muestras o curva patron se adicionan
12.5 uL de estreptavidina-PE, la cual reconoce los anticuerpos de deteccion
biotinilados. Los tubos protegidos de la luz se incuban 30 minutos en agitacion
(1000 rpm), después de lo cual los tubos eppendorf se centrifugan a 2180 g por 5
minutos, se elimina el sobrenadante y las perlas se lavan dos veces con la
solucion de lavado (Wash Buffer 1X, 200 uL/tubo), centrifugando cada vez a 2180
g por 5 minutos. Para finalizar, las perlas se resuspenden en un volumen de 200
buL y la concentracion de cada uno de los analitos se determina midiendo la
fluorescencia (MFI) de las perlas correspondientes con el citbmetro BD
FACSCanto Il. Los datos obtenidos se procesan usando el software provisto por el
fabricante. Con los valores de MFI de la curva patrén de cada una de las citocinas
del kit se obtiene la concentracion de las citocinas problema, por extrapolacion de
sus respectivos valores de MFI.

El mapa de calor se generd con el software MeV 4.9, usando los datos arrojados

por el software de BioLegend. La concentracion promedio de cada citocina de la
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condicion US se restd a la concentracion promedio de cada una de las citocinas,
para todas las condiciones experimentales. Los datos se agruparon usando la
opcién de agrupacion no supervisada por jerarquizacion, se seleccionaron las
opciones de “arboles de genes y muestra”’, ademas se optimizd el ordenamiento
de hoja tanto para genes como para muestra. Como métrica de seleccion de
distancia se empled distancia Manhattan. A continuacion, el mapa de calor se
transforma usando log; y se actualiza la escala, de tal forma que permita visualizar

las diferencias entre condiciones experimentales y citocinas.

Pruebas Estadisticas

Se realizd la prueba de mixed-effects para evaluar la significancia intra-estimulo
con diferentes concentraciones de Cpn60.2.

Se realiz6 la prueba de t-student pareada, paramétrica de dos colas para evaluar
la significancia entre las condiciones control (sin Cpn60.2) y las condiciones
problema (con Cpn60.2).
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RESULTADOS

1. Cpn60.2 no afecta la viabilidad de los linfocitos T, pero si su estado de
activacion, particularmente en respuesta al estimulo TCR+CD43

Los ensayos realizados con ratones CD43” mostraron que CD43 participa en la
interaccion Mtb-macrofago y en la restriccién de la carga bacteriana (Fratazzi et al.
2000, Randhawa et al. 2005, Randhawa et al. 2008), a través del reconocimiento
de la chaperonina Cpn60.2 (Hickey et al. 2010). Recientemente, nuestro grupo
demostré que la interaccion de CD43 y Cpn60.2 lleva a la produccion de TNF en
macrofagos humanos y murinos (Torres-Huerta et al. 2017). El efecto de la
interaccion CD43-Cpn60.2 en la activacion de linfocitos T humanos no ha sido
evaluada.

Uno de los grandes cambios que ocurre durante la activacion de los linfocitos es la
expresion de los llamados marcadores de activacion, los cuales participan de
manera importante en las interacciones celulares que estableceran los linfocitos T
con las APCs, complementando u oponiéndose a las sefiales del TCR. En un
primer tiempo, para estimar el efecto de Cpn60.2 sobre la activacion de los
linfocitos T humanos, activamos los linfocitos T de cuatro donadores (pureza>95%,
Fig. S1) con diferentes concentraciones de Cpn60.2, y medimos la viabilidad de
las células, asi como la expresion de los marcadores de activacién: CD69, CD40L
y CD25 (Fig. 5 y 6) después de 24 horas, para definir la dosis con la que
trabajariamos mas adelante. Las condiciones experimentales fueron: US,
activados a través del TCR, TCR+CD43 o TCR+CD28 en presencia 0 ausencia de
Cpn60.2 (0.25, 2.5 0 25 pg/mL).

Por los parametros de tamafio y granularidad, y en presencia de un marcador de
viabilidad y un marcador de apoptosis, observamos que en cualquiera de las
condiciones experimentales (Fig. 5), la viabilidad de las células no se vio afectada
por la presencia de Cpn60.2 y oscilé en todos los casos alrededor de 90% al

término de la incubacion.
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Hl Apoptotic Cells
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Figura 5. Cpn60.2 no afecta la viabilidad de los linfocitos T. Los linfocitos T (5*10°)
fueron activados durante 24 horas a través de los siguientes estimulos: TCR, TCR+CD43
0 TCR+CD28 en presencia o ausencia de Cpn60.2 (2.5 ug/mL). Como control negativo
(US), las células fueron cultivadas en RPMI. Al término de la incubacién, las células
fueron tefiidas con el colorante de viabilidad 780 y anexina V y se evalué la viabilidad
celular. Como tiempo 0 (t=0) se emplearon los linfocitos T recién purificados. La gréafica
muestra los porcentajes de células muertas y vivas evaluados al t=0 y 24 horas post-
estimulacion de cuatro donadores independientes + SEM. Se empled una prueba
pareada t-student de dos colas para evaluar la significancia entre condiciones.

En cuanto a la expresion de los marcadores de activacion, independientemente de
la concentracién, Cpn60.2 solo, en ausencia de estimulos por TCR, TCR+CD43 o
TCR+CD28, no induce la expresién de ninguno de los marcadores evaluados,
tanto en linfocitos T CD4 como CD8 (Fig. 6).

En cambio, cuando los linfocitos fueron activados por entrecruzamiento del TCR,
TCR+CD43 o TCR+CD28 en presencia de Cpn60.2, el nivel de expresion de cada
uno de los marcadores y la proporcion de células positivas (reunidos en el iIMFI)
fue menor en presencia de Cpn60.2, de manera dosis-dependiente, comparado
con las células estimuladas en ausencia de Cpn60.2, tanto en linfocitos T CD4
como CD8". A menor concentracion de Cpn60.2 mayor el nivel de expresion de
CD69, CD40L y CD25 (Fig. 6).

Conforme a lo esperado (Simms and Ellis 1996), observamos que el estimulo
TCR solo es un pobre inductor de la expresién de los marcadores de activacion.
Los linfocitos T CD4" y CD8" expresan bajos niveles de CD69 en respuesta al

entrecruzamiento del TCR siendo que, la expresion es mayor en linfocitos T CD4"
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en comparacion a la observada en linfocitos T CD8" (aproximadamente el doble).
Cuando las células fueron estimuladas con TCR+Cpn60.2, el nimero de células
positivas y la MFI disminuyeron en funcion de la dosis de Cpn60.2, a la mayor
concentracion (25 pg/mL), las células ya no expresan CD69. Aunque la expresion
de CD25 y CD40L es muy reducida en respuesta al estimulo del TCR solo, los
niveles de estos dos marcadores no son significativamente distintos en presencia
de las diferentes concentraciones de Cpn60.2, en comparacion con los inducidos
por el TCR (Fig. 6).

El estimulo TCR+CD28 es considerado como un estimulo que proporciona
sefales que se complementan para producir una respuesta robusta en linfocitos T
(Riha and Rudd 2010). Conforme a lo esperado, encontramos que el nimero de
células positivas y los niveles de expresion de cada uno de los marcadores
evaluados aumentaron en respuesta a este estimulo. En presencia de Cpn60.2,
observamos que la expresién de CD69 y CD40L disminuye hasta un 50% en
funcion de la dosis de Cpn60.2, no asi la expresion de CD25, particularmente en
linfocitos T CD4" (Fig. 6).

La intensidad de la respuesta al estimulo TCR+CD43 resultd ser muy semejante a
la del estimulo TCR+CD28, evidenciando la capacidad de CD43 de funcionar
como una molécula co-receptora. De manera interesante, en presencia de
Cpn60.2, a diferencia de lo observado con TCR+CD28+Cpn60.2, la expresion de
CD40L y CD25 disminuye significativamente (hasta 100%) y de forma dosis-
dependiente, comparado a las células estimuladas en ausencia de Cpn60.2. En
particular, la dosis de 2.5 ug/mL de Cpn60.2 marca el punto de inflexion de las

curvas.
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Figura 6. Cpn60.2 afecta el estado de activaciéon de los linfocitos T a diferentes
concentraciones. Los linfocitos T (5*10° fueron activados a través del TCR,
TCR+CD43 o TCR+CD28 en presencia o ausencia de Cpn60.2 (0.25, 2.5 6 25 ug/mL).
Como control negativo (US), las células fueron cultivadas en RPMI. Después de 24
horas, los niveles de expresion de CD69, CD40L y CD25 fueron evaluados. Las
gréficas presentan el iIMFI para cada marcador en linfocitos T CD4" y CD8" vy
representan el promedio de cuatro donadores independientes +/- SEM. **p<0.01,
*p<0.05, prueba mixed-effects.

En conjunto estos resultados indican que, bajo las condiciones experimentales que
establecimos y conforme a la literatura, los linfocitos T expresan los niveles
esperados de los tres marcadores de activacion evaluados. Asi mismo, los
resultados indican que Cpn60.2 por si sola no compromete la viabilidad de los
linfocitos, sin embargo, en combinacién con las sefiales provistas por el TCR + co-
estimuladores, regula la expresion de los marcadores evaluados. Es decir,
Cpn60.2 repercute en el estado de activacion de los linfocitos.

Los resultados mostrados en la figura 6 indican que 2.5 pg/mL de Cpn60.2
repercute negativamente en la activacion de los linfocitos T, particularmente en
respuesta al estimulo TCR+CD43, mientras que una concentracién diez veces

mayor inhibe la respuesta de los linfocitos, sin importar la naturaleza del estimulo.

51



Por esta razon decidimos emplear la concentracion de 2.5 pg/mL de Cpn60.2 para

evaluar el efecto de esta chaperonina sobre la funcionalidad de los linfocitos T.

2. Cpn60.2 regula negativamente la expresion de marcadores de activacion,
especialmente en linfocitos T activados por TCR+CDA43.

Con base en los resultados expuestos en la seccion anterior, n0s propusimos
ampliar los resultados anteriores y evaluar si la presencia de la chaperonina de
Mtb Cpn60.2 afecta de manera diferencial la expresion de mas marcadores de
activacion (CD69, CD40L, CD25, OX40 y PD-1) en respuesta a la estimulacioén por
el TCR, TCR+CD28 y TCR+CD43. Los linfocitos T purificados a partir de
concentrados leucocitarios de doce donadores de banco de sangre (pureza
>95%), fueron estimulados durante 24 o 72 horas bajo las siguientes condiciones
experimentales: no estimulados (US), activados en ausencia o presencia de
Cpn60.2 en combinacion con los estimulos TCR, TCR+CD43 o TCR+CD28 y
evaluamos la expresién de los siguientes marcadores: CD69, CD40L, CD25, OX40
y PD-1 en las sub-poblaciones CD4" y CD8" por citometria de flujo.

La figura 7A muestra histogramas representativos de la expresion de los cinco
marcadores en linfocitos T CD4" y CD8" activados bajo las diferentes condiciones
experimentales durante 24 6 72 horas. Segun la naturaleza del estimulo, el tiempo
de estimulacion y el tipo de linfocito (CD4" o CD8"), se observa una expresion
diferencial de los marcadores. De una manera general, a los tiempos observados,
encontramos que los linfocitos CD4" expresan niveles mas elevados de los
marcadores que los linfocitos CD8", tanto en el nimero de células comprometidas
como en el nivel de expresion.

En la figura 7B se muestran los resultados obtenidos a partir de los linfocitos
purificados de doce donadores, observandose que las células US no expresan los
marcadores, a ninguno de los dos tiempos evaluados. En consistencia con los
resultados mostrados en la figura 6, las sefales originadas a partir del
entrecruzamiento de solo el TCR no son suficientes para inducir niveles elevados

de ninguna de las moléculas evaluadas, detectandose la maxima expresiéon a las
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72 horas en ambas poblaciones de linfocitos, salvo en el caso de CD69, que se
considera un marcador de activacion temprano.

En contraste, cuando las sefiales del TCR se complementan con las de CD28, se
observan niveles elevados de todos los marcadores analizados. Acorde a lo
reportado (Casamayor-Palleja et al. 1995, Simms and Ellis 1996, Reddy et al.
2004, Hochweller and Anderton 2005), los niveles de expresion de CD69 y CD40L
alcanzan su maximo a las 24 horas, y los niveles de CD25, OX40 y PD-1 a las 72
horas, tanto en linfocitos T CD4* como CD8". Asi mismo, las sefiales generadas
en respuesta al estimulo TCR+CD43 inducen la expresion de los cinco
marcadores de activacién, en magnitud similar a la resultante de las sefiales
TCR+CD28.

Al comparar los co-estimulos TCR+CD28 y TCR+CD43, se observan ciertas
diferencias que probablemente reflejan diferencias en las vias de sefalizacion y en
dltima instancia, en la funcion de estas dos moléculas co-receptoras. Cuando los
linfocitos T se estimulan por TCR+CDA43, los niveles de expresion de CD69 y PD-1
son mayores a los observados en respuesta al estimulo TCR+CD28, alcanzando
sus valores maximos a las 24 y 72 horas respectivamente. CD40L se expresa en
niveles comparables en respuesta a TCR+CD28 y TCR+CDA43 a los dos tiempos
evaluados en linfocitos T CD4". Sin embargo, en linfocitos CD8", los niveles de
CD40L son mas elevados a las 72 horas en respuesta al estimulo TCR+CD43 que
al estimulo TCR+CD28. En cuanto al nivel de expresion de OX40, en linfocitos T
CD4" es menor en respuesta a las sefiales de TCR+CD43 en comparacion a los
niveles inducidos por el estimulo TCR+CD28, tanto a las 24 como a las 72 horas.
No asi en linfocitos T CD8" en los que, si bien la expresion de OX40 es menor a
las 24 horas, es equiparable con la expresion inducida por TCR+CD28 a las 72
horas. Como en el caso de PD-1, los niveles de expresion de CD25 son mas
elevados a las 72 horas en ambas poblaciones de linfocitos, en respuesta a los
dos estimulos.

Cuando las células se estimularon por TCR+Cpn60.2, los niveles de expresion de
todos los marcadores evaluados siguieron siendo muy bajos, sin embargo, a las

72 horas se observo una disminucion significativa de la expresion de CD69 y PD-1
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(20 y 14%, respectivamente) en linfocitos T CD4", en comparacion a la condicion
sin Cpn60.2. En linfocitos T CD8", a las 72 horas, la expresion de CD40L aumento
significativamente (200% aproximadamente) con respecto a los niveles detectados
en las células estimuladas por el TCR (fig. S3).

En cuanto al efecto de Cpn60.2, tras la estimulacion por TCR+CD28+Cpn60.2, los
niveles de expresion de CD25 disminuyeron significativamente en linfocitos T
CD4" (~17%) a las 72 horas comparado a lo observado en ausencia de Cpn60.2.
Igualmente, a las 72 horas, el estimulo TCR+CD28+Cpn60.2 resultd en una
disminucion en los niveles de expresion de OX40 en linfocitos T CD4" y CD8" (~25
y 34%, respectivamente), en relacién a la condicion TCR+CD28. No se registraron
diferencias en los niveles de CD40L, CD69 y PD-1 cuando las células fueron
estimuladas con TCR+CD28 en presencia de Cpn60.2 a ninguno de los tiempos
explorados (fig. S3).

En respuesta al estimulo TCR+CD43, la presencia de Cpn60.2 impacta
negativamente la expresion de todos los marcadores en respuesta al estimulo
TCR+CD43. A las 24 horas los linfocitos T CD4" y CD8" expresan
significativamente menos CD69 (~19 y 20%, respectivamente). La expresion de
CD40L se ve particularmente afectada a las 24 y 72 horas, tanto en linfocitos T
CD4" como CD8". A las 24 horas, observandose una disminucion de 35y 38% en
la expresion de este marcador en linfocitos T CD4" y CD8", respectivamente. El
nivel de expresion de CD25 disminuye también: a las 24 horas disminuye en
promedio de 26 y 18%, en linfocitos T CD4" y CD8", respectivamente. A las 72
horas también se redujo su expresién en linfocitos T CD4" (~16%) (fig. S3). A las
24 horas la expresion de OX40 disminuyd significativamente (~38 y 43% en
linfocitos T CD4" y CD8", respectivamente), comparado a las células estimuladas
con TCR+CDA43 sin Cpn60.2. A las 72 horas, los niveles de expresion de este
marcador también se ven disminuidos en las dos poblaciones de linfocitos, aunque
solo de manera significativa en los linfocitos T CD4". La expresion de PD-1
también disminuyé significativamente. Particularmente, a las 24 horas la reduccion
fue de 42% en linfocitos T CD4" y 40% en linfocitos T CD8". A las 72 horas, la
tendencia fue la misma que la observada con OX40, siendo que la expresion de
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PD-1 disminuy0 en las poblaciones de linfocitos T, aunque solo de manera
significativa en linfocitos T CD4" (31%) (fig. S3).
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Figura 7. Cpn60.2 regula la expresion de marcadores de activacion en linfocitos T
activados por TCR+CD43. Los linfocitos T (5*10°) fueron activados durante 24 6 72 horas
a través de: TCR, TCR+CD43 o TCR+CD28 en presencia 0 ausencia de Cpn60.2 (2.5
pug/mL) Como control negativo (US), las células fueron cultivadas en RPMI. A los tiempos
indicados, se evaluaron los niveles de expresion de CD69, CD40L, CD25, OX40y PD-1 en
linfocitos T CD4" y CD8". A) Histogramas representativos de la expresion de los
marcadores de activacion evaluados a las 24 6 72 horas post-estimulacion. B) Las graficas
muestran el iIMFI para cada marcador de activacion después de 24 6 72 horas de
estimulacion. Los datos mostrados representan el promedio de 12 donadores
independientes + SEM. (Barras con relleno sdlido activacion sin Cpn60.2; barras con
relleno de patrén activacion con Cpn60.2). ***p<0.005, **p<0.01, *p<0.05, prueba pareada

de t-student de dos colas. -



En conjunto, estos resultados sefialan que en linfocitos T CD4" y CD8", la
presencia de Cpn60.2 interfiere en mayor o menor grado con las sefales de
activacion resultantes de los tres estimulos estudiados: TCR, TCR+CD28,
TCR+CD43. Particularmente, en el caso del estimulo TCR+CD43, Cpn60.2 inhibe
significativamente la expresion de todos los marcadores de activacion evaluados
(Fig. 7, S2 y S3).

3. Cpn60.2 regula la produccion de citocinas en linfocitos T activados por
TCR+CD43

Las citocinas son importantes mediadores de la respuesta inmune pues instruyen
al organismo del estado de inflamacion sistémico o local, y orquestan la
participacion de las diferentes cohortes de células de la respuesta inmunoldgica
(Lin and Leonard 2019). En el contexto de las infecciones por Mtb, el balance de
las citocinas pro y anti-inflamatorias en el ambiente pulmonar determinard la
permanencia o erradicacion del bacilo (Hossain and Norazmi 2013). Por tal motivo,
procedimos a evaluar como Cpn60.2 impacta en linfocitos T la produccion de
estas citocinas.

Los sobrenadantes de cultivo de los linfocitos T activados por el TCR *
coestimuladores, en presencia o ausencia de Cpn60.2, fueron recolectados a las
24 y 72 horas y la concentracion de citocinas fue evaluada por un ensayo multiplex
(Fig. 8).

De manera general, observamos que todas las citocinas alcanzan su maxima
concentracion a las 72 horas, con excepcion de TNF que se secreta en grandes
cantidades desde las 24 horas, e IL-2 cuya concentracion en los sobrenadantes de
cultivo es mayor a las 24 horas que a las 72 horas en los estimulos TCR+CD28 y
TCR+CDA43. Al igual que lo observado para los marcadores de activacion, se
aprecia que en la condicion US no hay produccion de citocinas, confirmando el
estado de reposo de los linfocitos. En consistencia con la pobre expresion de los
marcadores de activacion, el estimulo TCR no es suficiente para inducir grandes
cantidades de ninguna de las citocinas evaluadas. Reflejando las elevadas

sefales de activacion proporcionadas por el estimulo TCR+CD43, observamos
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que, de una manera general, ademas de inducir la expresion de los marcadores
de activacion, los sobrenadantes de cultivo de las células estimuladas por
TCR+CDA43 contienen las mismas citocinas y en magnitud equiparable, a las
inducidas en respuesta al estimulo TCR+CD28. El estimulo TCR+CD28 induce
mayores cantidades de IL5, IL-9, IL-13 (ambos tiempos) y de TNF e IL-2 (solo a
las 24 horas) en comparacion a las observadas en respuesta al estimulo
TCR+CDA43, mientras que este ultimo estimulo resulta en una mayor cantidad de
IL-10 a las 72 horas (Fig. 8A 'y S4)

En presencia de Cpn60.2, las cantidades de citocinas secretadas no son
significativamente modificadas en respuesta a las sefiales de los estimulos TCR y
TCR+CD28. De manera interesante, asi como la expresion de CDA40L,
Gnicamente, a las 72 horas, la concentracion de IFN-y, aunque muy pequefia,
aumentoé significativamente (146%) en respuesta al estimulo TCR+Cpn60.2 en
comparacion al estimulo TCR. A las 72 horas, la cantidad de TNF secretada al
medio en respuesta al estimulo TCR+CD28+Cpn60.2 disminuy6 significativamente
(23%), en comparacion a las células estimuladas en ausencia de la chaperonina,
mientras que, a las 24 horas se detecta un incremento (25%) en los niveles de IL-2
secretados al medio (Fig. 8A 'y S4).

En cambio, cuando las células son estimuladas via TCR+CD43+Cpn60.2, la
concentracion de varias citocinas se ve significativamente disminuida en
comparacion con las células estimuladas con TCR+CD43. A las 72 horas se
observa una reduccion significativa en la concentracion de IL-9, IL-22, II-10, TNF e
IFN-y (42, 19, 48, 29 y 19%, respectivamente). Asimismo, a las 24 horas
encontramos una reduccion significativa en la concentracion de IL-2, IL-13, IL-10 y
TNF (60, 19, 26 y 21%, respectivamente) (Fig. 8 y S4). De manera interesante,
observamos que a diferencia del estimulo TCR+CD28, el estimulo TCR+CD43 no
lleva a la produccion de IL-4 (Fig. S6).

En conjunto estos resultados indican que Cpn60.2 altera la produccion de
citocinas en linfocitos T CD4" y CD8", activados a través del TCR, TCR+CD28 o
TCR+CD43, de la misma manera que inhibe la expresion de los marcadores de

activacion. La Fig. 8B muestra como el efecto de Cpn60.2 es mucho mas notorio
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sobre el estimulo TCR+CD43 que sobre el estimulo TCD+CD28, sobre todas las

citocinas evaluadas.
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Figura 8. Cpn60.2 regula la produccion de citocinas en linfocitos T activados por
TCR+CD43. Los sobrenadantes de cultivo de los linfocitos T activados por
TCRzcoestimuladores, en presencia o ausencia de Cpn60.2, como se describe en la Fig.
6, fueron recolectados a las 24 6 72 horas y la concentracién de citocinas fue evaluada
por un ensayo multiplex. A) Concentracién de citocinas. Barras con relleno sdlido:
activacion sin Cpn60.2; barras con relleno de patrén: activacion con Cpn60.2. US,
sobrenadante de células cultivadas en RPMI. Promedio de 12 donadores independientes
+SEM; **p<0.01, *p<0.05, prueba pareada de t-student de dos colas. B) El mapa de calor
representa las concentraciones de citocinas producidas por linfocitos T en respuesta a los
diferentes estimulos. La escala de color corresponde al log, de la concentracion de las

citocinas.
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DISCUSION

La literatura sefiala que las chaperonas humanas y micobacterianas son
moléculas inmuno-moduladoras (Coates et al. 2008). En modelos murinos de
artritis inducida por adyuvante, el pre-tratamiento de las ratas con Cpn60.2
micobacterianas protege de la artritis inducida por inyeccion con adyuvante
completo de Freund (van Eden et al. 1988). Tal proteccion es proporcionada por
los linfocitos T, pues si se transfieren linfocitos T de las ratas pre-tratados con
Cpn60.2 a ratas “naive”, y posteriormente se induce la artritis, se observa
proteccion (van den Broek et al. 1989). De manera semejante, si se inmunizan
ratas con Hsp65 propia (rHsp65), y después se induce artritis por inyeccién con
adyuvante completo de Freund, se observa una disminucion en la severidad de la
enfermedad. La proteccion también se observa cuando se transfieren los linfocitos
T cebados con rHsp65 a ratas con artritis inducida por adyuvante completo de
Freund y que en consistencia con lo observado por (Paul et al. 2000), estos
linfocitos T producen IFN-y e IL-10. Ademas, los linfocitos T de las ratas con
artritris inducida por adyuvante completo de Freund generan espontaneamente
linfocitos T reactivos tanto a rHsp65 como Cpn60.2 de Mtb (Durai et al. 2004).
Ademas de TLR2 y TLR4, la chaperona Cpn60.2 es reconocida por la molécula
CD43 (Hickey et al. 2010), implicando a CD43 en la respuesta inmune ante Mtb.
En consistencia con el hecho que los macréfagos CD43" fagocitan menos
micobacterias, los ratones CD43” se infectan menos, pero a lo largo de la
evolucion de la enfermedad acaban por tener una carga bacteriana mayor
(Randhawa et al. 2005), sugiriendo que CD43 participa en eventos tempranos y
avanzados de la enfermedad. El trabajo reciente de nuestro laboratorio indica que
la interaccion entre CD43 y la chaperonina Cpn60.2 en macrofagos humanos o
murinos lleva a la produccion de TNF (Torres-Huerta et al. 2017).

Los estudios realizados para comprender las respuestas inmunoldgicas frente a la
infeccion por Mtb, se han basado en modelos de infeccion in vitro o in vivo. Con la
ayuda de modelos in vitro con PBMCs, el papel de los macrofagos ha sido

caracterizado bastante bien referente a los mecanismos de activacion y control del
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crecimiento de la micobacteria. Sin embargo, en estos modelos, es dificil de
evaluar la participacion de las distintas poblaciones de linfocitos en la respuesta
inmune contra Mtb, pues si bien es cierto que en las respuestas inmunoldgicas
participan multiples moléculas y tipos celulares, la simplificacién y la diseccién de
los componentes permite comprender la contribucidn especifica de cada
molécula/célula. Este proyecto se enfocd en determinar el efecto de la interaccion

entre estas dos moléculas, exclusivamente en los linfocitos T.

1. Cpn60.2 no afecta la viabilidad de los linfocitos T, pero si su estado de
activacion, particularmente en respuesta al estimulo TCR+CD43

Los resultados de los experimentos descritos en este trabajo indican que, por si
sola, la chaperonina Cpn60.2, no afecta la viabilidad de los linfocitos T ni induce su
activacion (Fig. 5 y 6). Sin embargo, no podemos excluir la posibilidad que
Cpn60.2, afecte alguna otra funcidon de estos linfocitos, ya que moléculas como
Hsp60 (mamiferos) y LPS, que no afectan la proliferacion o secrecion de citocinas,
modulan la capacidad de adhesion y migracién de las células (Zanin-Zhorov et al.
2005, Zanin-Zhorov et al. 2007).

Si bien se observa una disminucién en los niveles de expresion de los marcadores
de activacion analizados independientemente de la concentracion de Cpn60.2 y
del estimulo (TCR, TCR+CD28, TCR+CD43), en consistencia con el hecho que
Cpn60.2 interacciona con CD43, el efecto inhibitorio fue mas acentuado en
respuesta al estimulo TCR+CD43. La concentracion de 2.5 pg/mL inhibi6 la
expresion de CD40L y CD25 de los linfocitos T estimulados con TCR+CDA43,
mientras que en presencia de 10 veces mas Cpn60.2, la expresion de los
marcadores de activacion es inhibida, independientemente del estimulo (Fig. 6).
La afinidad, duracion y el orden con que ocurren las interacciones son clave para
regular la funcionalidad de las células (Fierro et al. 2006, Pedraza-Alva et al. 2011,
Cheng et al. 2015). En este sentido, no podemos descartar la posibilidad de que
en nuestro modelo de activacion, en presencia de grandes cantidades de Cpn60.2
(25 pg/mL), las moléculas que interactien primero sean el par Cpn60.2-CD43,

compitiendo de alguna forma con el anticuerpo anti-CD43. En este mismo
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escenario, también se podria pensar que al recibir un exceso de sefales-co-
estimulatorias, la funcionalidad de las células se ve afectada, conforme a lo
reportado en la literatura (Wijewarnasuriya et al. 2020), perdiéndose la
especificidad del efecto sobre las sefiales de CD43.

Considerando que los linfocitos T activados y células Treg expresan TLR2 y TLR4
(Komai-Koma et al. 2004, Komai-Koma et al. 2009, Milkova et al. 2010), mismo
que corroboramos en este trabajo (Fig. S5), y que Cpn60.2 también es reconocido
por estos TLRs, es posible que en las condiciones donde Cpn60.2 se encuentra
en exceso (25 pg/mL) interactie también con estos receptores, sobrepasando el
efecto especifico que se observa sobre el estimulo TCR+CD43 a concentraciones
menores de Cpn60.2. También se podria pensar que las células Treg se activen y
medien el efecto inhibitorio.

Claramente, Cpn60.2 inhibe la activacion de los linfocitos T, especificamente,
cuando son activados en presencia del TCR+CD43 A partir de 2.5 pg/mL
observamos el punto de inflexién en las curvas y por tal motivo, decidimos emplear
esa concentracion porgue permite evaluar el efecto especifico de la interaccion
CD43-Cpn60.2 sobre la activacion de los linfocitos T. Aunque no se han realizado
estudios para cuantificar esta chaperonina en sobrenadantes de pulmén, fluido
pleural o fluidos de lavado bronqueoalveolar (BALF, por sus siglas en inglés), se
ha medido en el suero de pacientes con tuberculosis (<1 ng/mL) (Sethna et al.
1998) y en el fluido cerebroespinal de pacientes con meningitis tuberculosa (84—
436 ng/mL) (Mudaliar et al. 2006). Sera interesante evaluar si la concentracion de
2.5 pg/mL de Cpn60.2 refleja la concentracion biolégica presente en los

granulomas de pacientes con tuberculosis o ratones infectados.
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2. Cpn60.2 regula negativamente la expresion de marcadores de activacion,
especialmente en linfocitos T activados por TCR+CD43.

Con un mayor numero de individuos sanos, ademas de evaluar la expresion de
CD69, CD40L y CD25, evaluamos la expresion de OX40 y PD-1, dos moléculas
cuya expresion también se ve aumentada en pacientes con tuberculosis. Similar a
la observado en la Fig. 6, en respuesta al estimulo TCR+CD43, Cpn60.2 redujo
significativamente la expresion de todos los marcadores en los linfocitos T CD4" y
CD8" a las 24 horas, pero a las 72 horas, y Gnicamente en linfocitos T CD4", solo
CD25, OX40 y PD-1 se expresan en cantidades significativamente menores en
relacion al estimulo TCR+CD43, aunque se aprecia la misma tendencia inhibitoria
para el resto de los marcadores en ambas poblaciones de linfocitos T (Fig. 7, S2 'y
S3). En cambio, en respuesta a la estimulacién por TCR+CD28, la presencia de
Cpn60.2 anicamente provoca una reduccion significativa en la expresion de CD25
en linfocitos T CD4" y de OX40 en linfocitos T CD4" y CD8" a las 72 horas (Fig. 7,
S2 y S3). En el caso de la estimulacion por TCR+Cpn60.2, observamos cambios
significativos en la expresion de CD69 (reduccion en linfocitos T CD4"), CD40L
(aumento en linfocitos T CD8") y PD-1 (reduccién en linfocitos T CD4") a las 72
horas, con respecto al estimulo TCR. Sorpresivamente, y en una aparente
contradiccion de la tendencia a montar respuestas Tyl de CD43, la expresion de
PD-1 es mayor en respuesta al estimulo TCR+CD43 que al estimulo TCR+CD28,
y la presencia de Cpn60.2 Unicamente abate significativamente la expresion de
PD-1 en la respuesta mediada por TCR+CD43, pero no aquella mediada por
TCR+CD28, o0 el TCR solo.

Los marcadores que analizamos modulan la funcionalidad de los linfocitos T y se
expresan diferencialmente en pacientes con tuberculosis o individuos sanos. Se
ha observado que individuos infectados expresan mayores niveles de CD69 que
individuos sanos en CC, incluso cuando las células de estos individuos son
activadas in vitro con los péptidos ESAT-6 y CFP10 (Chen et al. 2020). La
expresion de CD69 en linfocitos T (CD4" o CD8") de pacientes infectados se
asocia a un fenotipo de células efectoras y de memoria, siendo células

polifuncionales que secretan mas de una citocina simultaneamente (IL-2, TNF e
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IFN-y) (Li et al. 2011, Li et al. 2014). El hecho que en presencia de Cpn60.2, las
células expresen menos CD69 en respuesta al estimulo TCR+CDA43 sugiere que la
interaccion de Cpn60.2 con CD43 en la superficie de los linfocitos T tiene un
efecto negativo sobre la capacidad efectora de los linfocitos T

Para CD40L, se ha observado que su ausencia, la interrupcién en su activacion, o
la expresion de ciertos polimorfismos (SNPs) en CD40L, constituyen un factor de
riesgo para padecer tuberculosis (Hu et al. 2015). Las sefiales intracelulares
dependientes de CD40L favorecen la produccion de IFN-y (Samten et al. 2000),
esencial para el control de la micobacteria (Hogan et al. 2001), y la actividad
antimicrobiana en los macréfagos (Klug-Micu et al. 2013). En consistencia con la
disminucion de la expresion de CD40L cuando los linfocitos T son activados por el
estimulo TCR+CD43 en presencia de Cpn60.2, nuestros resultados muestran que
la interaccién de Cpn60.2 con CD43 disminuye también la produccién de IFN-y,
posiblemente explicando parcialmente porque los ratones CD43™ tienen una carga
bacteriana mayor que sus contrapartes silvestres.

Gran parte de la investigacion referente a CD25 se ha centrado en el papel de las
células Treg, las cuales representan entre el 5y 10% de los linfocitos T circulantes
(Pang et al. 2013), y expresan constitutivamente a CD25. Se ha observado que en
pacientes con tuberculosis hay una mayor proporcion de células Treg que en
individuos sanos, tanto en sangre periférica como en fluido pleural (Hougardy et al.
2007, Mahan et al. 2009, Herzmann et al. 2012). En los experimentos que
realizamos, Gnicamente diferenciamos entre linfocitos T CD4" y CD8", pero no
incluimos marcadores como FoxP3 para analizar el efecto de Cpn60.2 sobre la
subpoblacién de células Treg. En linfocitos T efectores, la expresion de CD25
proporciona sefales de proliferacion y diferenciaciéon en células de memoria. El
hecho que en presencia de Cpn60.2, los linfocitos T expresen menos CD25,
particularmente, en respuesta al estimulo TCR+CD43, sugiere que esos linfocitos
T no se diferencian tan bien como sus contrapartes estimulados en ausencia de
Cpn60.2, y que sean peores productores de citocinas como IFN-y, lo cual

comprobamos.
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La expresion de OX40 se ha empleado para identificar respuestas de memoria
frente a tuberculosis o bien para diferenciar tuberculosis activa de tuberculosis
latente (Skoberne et al. 2000, Ubolyam et al. 2021). L a vacunacion de ratones con
BCG en presencia de 0OX40-lgG (proteina de fusion), genera respuestas
inmunologicas fuertes contra Mtb, resultando en un mayor reclutamiento de
leucocitos al pulmén, una menor carga bacteriana y mayor produccion de IFN-y en
comparacion a ratones vacunados con BCG o sin vacunar (Snelgrove et al. 2012),
implicando a OX40 en la respuesta inmune contra Mtb. EIl hecho que la expresion
de OX40 sea menor en respuesta al estimulo TCR+CD43+Cpn60.2 sugiere que a
través de la interaccion CD43-Cpn60.2, la micobacteria incapacita a los linfocitos
T, disminuyendo su capacidad de montar una respuesta efectiva.

Acorde a la funcion reguladora negativa de PD-1, la expresion de este marcador
estd aumentada en los linfocitos T efectores responsivos y Treg de pacientes con
TB y en modelos animales de infecciéon por Mtb (Shen et al. 2016, Wong et al.
2018, Li et al. 2019). El blogueo de la via PD-1/PD-L1 resulta en un incremento de
linfocitos T productores de IFN-y, asi como una mayor actividad citotéxica de los
linfocitos T CD8" hacia monocitos y macréfagos infectados por Mtb (Li et al. 2019,
Suarez et al. 2019). Nuestros resultados indican que el estimulo
TCR+CD43+Cpn60.2 también provoca una disminucion en el nivel de expresién
de PD-1, sin embargo, esta disminucibn no parece ser suficiente para
contrarrestar la disminucion en la expresion de los demas marcadores de
activacion, y restablecer la produccion IFN-y (Fig. 7 y 8). Las diferencias entre
nuestros resultados y los de la literatura podrian atribuirse a los modelos de
activacion: forma de activar (anticuerpos solubles vs en placa), tipo celulares
empleados para estimular (PBMCs o linfocitos T), antigenos patrticulares vs lisados
de Mtb vs BCG, in vivo o in vitro, etc.

De una manera general, los resultados obtenidos sugieren que Cpn60.2 regula
negativamente la activacion de los linfocitos T, y que su efecto es particularmente

conspicuo en el caso del estimulo TCR+CDA43.
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3. Cpn60.2 regula la produccién de citocinas en linfocitos T activados por
TCR+CD43

Como se describioé anteriormente, las citocinas y sus funciones son cruciales en el
contexto de la infeccion por tuberculosis, pues el balance entre el ambiente
inflamatorio y anti-inflamatorio definirdh cdmo evoluciona la enfermedad. Similar a
lo observado para los marcadores de activacion, nuestros resultados muestran
que la inhibicion que induce Cpn60.2 en la produccion de las citocinas no es “todo
o nada”, de hecho la regulacion es muy fina, lo que sugiere que a través de
Cpn60.2 y seguramente a través de otras moléculas, Mtb regula finamente el
balance de citocinas en el hospedero para sobrevivir y propagarse. Cada una de
las citocinas evaluadas participa regulando positiva 0 negativamente los niveles de
inflamacion en el contexto de la infeccidn por tuberculosis.

IFN-y potencia las funciones microbicidas de los macréfagos y su capacidad de
presentacion de antigenos (O'Garra et al. 2013). Las disfunciones en el eje
IL-12/IFN-y y sus respectivos receptores, aumenta la susceptibilidad a infecciones
por Mtb y la severidad de la enfermedad (Cooper et al. 1993, Flynn et al. 1993,
Caragol et al. 2003, Dorman et al. 2004, Boisson-Dupuis et al. 2011).

El TNF tiene un papel central en la respuesta inmune contra Mtb. Los modelos
murinos y los estudios en humanos muestran que la deficiencia o el uso de
anticuerpos anti-TNF aumenta la severidad de la enfermedad (Flynn et al. 1995,
Flynn and Chan 2001, Keane et al. 2001, Harris and Keane 2010) debido a la
capacidad reducida de los macréfagos de controlar el crecimiento intracelular de la
micobacteria al producir menos ROS y especies reactivas de nitrogeno (RNS, por
sus siglas en inglés). Ademas se ha observado que TNF es crucial para la
formacién y mantenimiento de la integridad de los granulomas (O'Garra et al.
2013).

La IL-2 se ha usado como marcador para el diagnéstico de TB. En particular, hay
mas IL-2 en los sobrenadantes de PBMCs estimulados con antigenos de TB en
pacientes con TB latente, lo que permite diferenciar TB latente de TB activa (Sun
et al. 2016, Suzukawa et al. 2016). De hecho, IL-2 ha sido empleado como agente

terapéutico para tratar la tuberculosis multi-drogo resistente MDR (por sus siglas
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en inglés), observandose una menor patologia, con una mayor tasa de eliminacion
de la bacteria (Zhang et al. 2012, Tan et al. 2017, Liu et al. 2019).

IL-10 pertenece al grupo de las citocinas regulatorias y es producida
principalmente por linfocitos Treg, aunque también la producen otros tipos
celulares (Ty2, macrofagos, células dendriticas, etc.). Esta citocina contrarresta las
respuestas inflamatorias inducidas por las citocinas Tyl y Tyl7. IL-10 inhibe la
produccion de IFN-y, TNF e IL-17. El bloqueo de IFN-y inhibe la maduracion del
fagolisosoma en macréfagos, impidiendo la correcta activacion de los macréfagos,
reduciendo su capacidad antimicrobiana y de presentacion de antigenos
(Domingo-Gonzalez et al. 2016). En el contexto de tuberculosis, su expresion se
considera también como un marcador para distinguir entre TB latente de TB activa
(Tebruegge et al. 2015), y la acumulacion de linfocitos T IL-10" esta ligada al
incremento en la carga bacteriana y una mayor severidad de la enfermedad (Eum
et al. 2008, Kumar et al. 2015).

Por su capacidad para inducir respuestas Tyl robustas, IL-17A es principalmente
producida por los linfocitos T yd de los pulmones (Khader et al. 2007, Umemura et
al. 2007, Lombard et al. 2016), participando en la maduracion y estabilidad de los
granulomas (Umemura et al. 2007). En pacientes con tuberculosis cronica, la
produccion de IL-17A esta reducida en comparacion a individuos sanos. Tal
defecto parece estar relacionado con el agotamiento de los linfocitos T resultante
de la estimulacion persistente con antigenos de TB, un proceso en donde PD-1
parece estar implicado, ya que su bloqueo restaura la produccion de IL-17A (Shen
and Chen 2018).

Los linfocitos T v, los linfocitos T CD4" activados vy los linfocitos T foliculares
producen IL-21 (Shen and Chen 2018). En los pulmones de ratones infectados por
Mtb, IL-21 promueve el reclutamiento y acumulacion de linfocitos T, la activacion
de linfocitos T CD8" antigeno-especificos asi como un incremento en la
produccion de citocinas Tyl. Los linfocitos T de ratones deficientes en IL-21R
presentan un fenotipo de agotamiento (son TIM-3" y PD-1%), y los ratones
presentan una mayor carga bacteriana en pulmones y mayor mortalidad que los

animales silvestres (Booty et al. 2016). Los linfocitos T CD4" y las células NKT de
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fluido pleural de individuos infectados con Mtb estimulados con los péptidos ESAT-
6/CFP-10 producen IL-21, IFN-y, IL-2 y TNF, pero no citocinas Ty2 o0 Tul7,
expresan altos niveles de CD40L (marcador asociado a la polifuncionalidad de los
linfocitos T) y adquieren un fenotipo de memoria (Wu et al. 2015, Li et al. 2016).

En pacientes con TB, la IL-22, producida principalmente por células NK y linfocitos
T, se encuentra en mayor concentracion en BALF, pero muy poco en suero (Shen
and Chen 2018). IL-22 induce la produccion de péptidos antimicrobianos (como
lipocalina, B-defensinas y calgranulina A) en células epiteliales pulmonares,
monocitos y macrofagos (Dhiman et al. 2014, Guillon et al. 2015), y de TNF
(Treerat et al. 2017), promoviendo el control del crecimiento intracelular de la
micobacteria en macréfagos. En particular, la calgranulina A favorece la
maduracion del fagolisosoma, con la consecuente reduccion de la carga
bacteriana (Dhiman et al. 2009, Dhiman et al. 2014).

La IL-6 es producida por multiples células de origen inmune y no inmune (Van
Snick 1990). En el contexto de la tuberculosis, se encuentra en mayor cantidad en
el suero de pacientes con TB que de sujetos sanos (Clifford et al. 2015), y se
piensa gque es importante durante el control de la progresion de TB no cavitatoria a
TB cavitatoria, siendo que en este Ultimo escenario, los niveles de IL-6 estan
reducidos en el BALF de los pacientes y hay una mayor presencia de neutrofilos
(Nolan et al. 2013). Si bien la deficiencia de IL-6 no lleva a la muerte a ratones
infectados por Mtb, estos ratones presentan un incremento en la carga bacteriana
y una disminucién en la generacién de las respuestas protectoras dependientes de
IFN-y (Saunders et al. 2000).

Las citocinas Ty2 (IL-4, IL-5 e IL-13) antagonizan e inhiben las respuestas Tyl,
Los PBMCs de pacientes con TB activa producen menos IL-4 que los individuos
control (Domingo-Gonzalez et al. 2016), y en el plasma de pacientes con TB, los
niveles de IL-4 son mayores que en individuos en CC (Mihret et al. 2013). También
se ha observado un aumento de la expresion del mRNA de IL-4 en zonas
necréticas de pulmones de pacientes HIV* co-infectados con TB (Bezuidenhout et
al. 2009), y en pacientes que presentan cavitacion de los granulomas se observo

un incremento de linfocitos T CD4*-IL-4" (Mazzarella et al. 2003).
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En el BALF y en sangre periférica de pacientes con TB se ha observado un
incremento de células productoras de IL-5 en respuesta a la estimulaciéon por PPD
(Morosini et al. 2005, Giampietro et al. 2010). Otro estudio reporté que los PBMCs
de pacientes con TB moderada que recibieron tratamiento y que fueron
estimulados con PPD producen menos IL-5 desde los 6 dias post-tratamiento,
mientras que en los casos de TB severa, se produce mas IL-5 (Cozmei et al.
2007).

La informacion acerca del papel de IL-13 en TB es escasa, sin embargo, se habla
de un eje IL-4/IL-13 en el que niveles altos de IL-4 y de IL-13 correlacionan con el
dafio tisular en el pulmén (Heitmann et al. 2014). IL-13 inhibe el proceso de
autofagia en los macrofagos infectados (Harris et al. 2007) y por otra parte,
ratones que sobre-expresan IL-13 presentan mayor mortalidad y dafio en los
pulmones, porque hay mas granulomas necroticos y los macréfagos en estos
granulomas expresan mayores niveles de arginasa, que los ratones WT (Heitmann
et al. 2014). En consistencia con lo anterior, los nifios con TB latente presentan
mayores niveles de IL-13 que los no infectados (Dhanasekaran et al. 2013).

Junto con otras citocinas, la expresion de IL-9 puede diferenciar TB activa de otras
micobacterias no tuberculosas (Yu et al. 2012, Hur et al. 2015), y la estimulacién
por antigenos de Mtb resulta en una produccién de IL-9 mayor en las células de
pacientes con TB estimuladas que las de individuos sanos (Anbarasu et al. 2013).
Los niveles de IL-9 se han asociado a un bloqueo en la diferenciacion y
maduracion de DCs (disminucion en la expresiéon de HLA-DR, CD86 y CD206).
Ademas, disminuye la expresion de IL-12B y por ende afecta la activacion,
proliferacion de células T asi como su produccion de IFN-y (Wu et al. 2008).
Nuestros resultados indican que en paralelo a lo observado para la expresion de
los marcadores de activacion, solo para el estimulo TCR+Cpn60.2, a las 72 horas,
se encontré un incremento de IFN-y, aunque la produccion de IFN-y es realmente
muy pequefa. A las 24 horas, el estimulo TCR+CD28+Cpn60.2 resulté también en
un ligero incremento en la produccién de IL-2. A excepcién de estas dos
condiciones, la adicién de Cpn60.2 resulté en una disminucion en la capacidad de

respuesta de las células. La reduccion en la produccion de la mayoria de las
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citocinas fue notoriamente mas significativa en la condicion TCR+CD43+Cpn60.2
que en la condicibn TCR+CD28+Cpn60.2. A las 24 horas observamos una
reduccion en la produccion de IL-2, TNF, IL-13 e IL-10, y a las 72 horas de IFN-y,
TNF, IL-22, IL-10 e IL-9. En el estimulo TCR+CD28+Cpn60.2 solo a las 72 horas
observamos una reduccion significativa en la produccion de TNF (Fig. 8).

De las 13 citocinas que permite evaluar el kit, no logramos identificar tres citocinas
(IL-6, IL-17F e IL-21). Es posible que la produccion de estas citocinas no sea
Optima a los tiempos que evaluamos o que requiere de multiples interacciones
entre distintos tipos celulares (PBMCs versus linfocitos T), que al ser estimuladas
secreten diferentes factores que en ultima instancia incidiran sobre la activacion y
diferenciacion de los linfocitos T, y que cuando se emplean linfocitos T purificados,
la activacion de las células no sea tan completa. IL-4 solo es inducida en las
condiciones donde se estimula a través de TCR+CD28, pero no en las
condiciones del TCR+CD43 (Fig. S6).

De una manera general, observamos que el efecto inhibitorio de Cpn60.2 sobre la
expresion de marcadores de activacion y la produccion de citocinas es mayor,
especificamente, en el caso del estimulo TCR+CD43. Lo anterior contrasta con el
hecho de que en macréfagos, Cpn60.2 induce la produccion de TNFa, de forma
CD43-dpendiente.

El efecto opuesto observado en estos dos tipos celulares podria deberse a que los
linfocitos T y los macrofagos expresan cantidades disimiles de TLR2 y TLRA4,
siendo estos mas abundantes en macrofagos que en linfocitos T. Dado que TLR2
y TLR4 también participan en el reconocimiento de Cpn60.2, es posible que en
macrofagos, las vias de sefializacion inducidas por las interacciones TLR2/TLR4-
Cpn60.2 y CD43-Cpn60.2 se complementen y resulten en la activacion de la
produccion de TNF. En cambio en linfocitos T, quizas debido a la baja expresion
de estos TLRs, la contribucion de la via de sefalizacion inducida por TLR2/TLR4-
Cpn60.2 sea de menor intensidad y que al interaccionar Cpn60.2 con CD43, la
intensidad de las sefales del estimulo TCR-CD43 sea menor, resultando en una
menor activacion y produccién de citocinas por parte de los linfocitos T.

Alternativamente, podria pensarse que en linfocitos T la interaccion de CD43 con
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Cpn60.2 induce una via de sefalizacion distinta a la inducida por el
entrecruzamiento de CD43 con el mAb L10, el cual reconoce las dos isoformas de
CD43 (115 y 150 kDa) que se encuentran en la superficie de los linfocitos T. Si
este fuera el caso, el efecto inhibitorio de Cpn60.2 podria reflejar el reclutamiento
de moléculas inhibitorias que abatieran la intensidad de las sefales generadas por
el estimulo TCR-CDA43, en particular SHP-1 o c-Cbl. También es posible que al
interactuar con CD43, Cpn60 compita por los sitios de reconocimiento del mAb
L10, atenuando entonces la intensidad de la sefial extracelular. Para distinguir

entre estas alternativas se requiere de experimentos adicionales.

CONCLUSIONES

Con base en nuestros resultados, concluimos lo siguiente:

1) Cpn60.2 inhibe la activacion de los linfocitos T humanos, por un mecanismo
gue no es dependiente de la muerte celular.

2) Cpn60.2 inhibe la activacion de los linfocitos T humanos, preferentemente
en combinacion con el estimulo TCR+CD43, en concordancia con el hecho
gue esta chaperonina ha sido identificada como un ligando de CD43. La
presencia de Cpn60.2 regula negativamente la expresidon de los
marcadores de activacion y la produccion de citocinas pro- y anti-
inflamatorias.

3) Las sefales proporcionadas por el entrecruzamiento de CD43 y el TCR
inducen una activacion robusta, en magnitud similar a la inducida por CD28,
pero con un sesgo diferente, siendo que las sefiales de CD43 favorecen
mMAas una respuesta tipo Tyl que las de CD28, que resultan en una

respuesta menos polarizada.

Aungque nuestro trabajo no proporciona informacién acerca de los mecanismos
moleculares que son responsables del efecto inhibitorio de Cpn60.2. Los
resultados obtenidos nos permiten sugerir que parte del efecto inhibitorio de

Cpn60.2 se puede explicar por el hecho que los niveles de expresion de CD40L
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inducidos por los estimulos TCR+CD28 o TCR+CD43 disminuyen en presencia de
Cpn60.2. Esto podria ser el detonador de un efecto “generalizado” ya que las
sefales dependientes de CD40L son necesarias para la activacion de los genes
de las citocinas Tyl y Ty2.

Rio arriba de CDA40L, el efecto inhibitorio ejercido por Cpn60.2 cuando los
linfocitos T son estimulados por TCR+CD43 es reminiscente de lo reportado con
dos anticuerpos monoclonales, los anticuerpos 10G7 y 6E5, los cuales reconocen
dos epitopos distintos del dominio extracelular de CD43 (Modak et al. 2016). Cada
uno de estos anticuerpos genera respuestas diferentes resultantes de sefiales
intracelulares distintas dentro de los linfocitos T. A pesar de inducir la expresion de
marcadores de activacibn de manera muy semejante, cada uno de estos
anticuerpos dirige a las células hacia patrones de citocinas distintas: pro-
inflamatorias (6E5) o reguladoras/supresoras (10G7). Ademas, los linfocitos
activados con TCR+10G7 proliferan menos y presentan capacidades supresoras.
Asimismo, en ese mismo trabajo se reporta que los agregados entre linfocitos T
pre-activados con el mAb 10G7 y las DCs no son tan compactos como los
formados cuando los linfocitos son pre-activados con el mAb 6E5.

Considerando los resultados expuestos en este trabajo, cabe preguntarse si
Cpn60.2 interacciona con CD43 en una regidn cercana al epitopo reconocido por
el anticuerpo 10G7, dando lugar a una via de sefializacién intracelular que activa a
las células para adquirir un fenotipo mas regulador. Asimismo cabe preguntarse si
la interaccion de Cpn60.2 con CDA43 interfiere con las interacciones moleculares
que rigen la formacion de agregados homo- y hetero-celulares en diferentes
situaciones bioldgicas, y que preceden la activacién exitosa de los linfocitos. Esto
porque, a lo largo de los experimentos realizados observamos que en respuesta al
estimulo TCR+CD43+Cpn60.2, el tamafio y compactacion de los agregados
celulares era menor al del estimulo TCR+CD43, mientras que los agregados
formados en respuesta a los estimulos TCR y TCR+CD28 eran similares en
presencia u ausencia de Cpn60.2 (datos no mostrados). De manera interesante,

los linfocitos T pre-activados con el anticuerpo 10G7 forman menos agregados y
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de menor compactacion con DCs que los linfocitos T pre-activados con 6E5,
siendo el proceso menos dependiente de LFA-1/ICAM-1.

La formacion de agregados celulares homo-tipicos es necesaria para una correcta
activacion de los linfocitos T (Varga et al. 2010). Entre las moléculas de adhesién
que participan en la formacion estos agregados se encuentran LFA-1 e ICAM-1
(Wang et al. 2009, Varga et al. 2010, Walling and Kim 2018). CD43 también
participa en la formacion de agregados homo-tipicos (Nong et al. 1989, de Smet et
al. 1993, Rosenkranz et al. 1993, Layseca-Espinosa et al. 2003) y muchos de los
ligandos de CD43 estan relacionados con la adhesion y migracion de los
leucocitos, entre ellos se encuentran LFA-1 (Khunkaewla et al. 2008), ICAM-1
(Rosenstein et al. 1991), E-selectina (Matsumoto et al. 2005) y Siglec-1 (van den
Berg et al. 2001). Ademas de potencialmente interaccionar con CD43 en el
epitope 10G7, Cpn60.2 podria potencialmente interferir la interaccion de ICAM-1
en CD43, modificando asi la estequiometria de las interacciones moleculares que
participan en la adhesion célula-célula, regulando de esta manera la activacion de
los linfocitos T. Lo anterior explicaria la reduccion en tamafio de los agregados
homo-tipicos observados en nuestros experimentos.

En condiciones normales, la via de sefalizacién PD-1/PD-L1 funciona como un
freno que controla la tolerancia y la amplitud de la respuesta inmune disparando
una serie de sefales intracelulares que contrarrestan las del TCR+moléculas co-
estimuladoras. Esta via de sefalizacién es explotada por las células cancerosas
pero también por los agentes patdgenos tales como Mtb. En un modelo de
macacos infectados por Mtb, los linfocitos T de los granulomas, particularmente
los linfocitos T CD4", expresan altos niveles de PD-1, pese a lo cual no presentan
agotamiento y producen mudltiples citocinas (Wong et al. 2018). El hecho que las
sefales de CD43 combinadas con las del TCR resulten en una elevada expresion
de PD-1, mayor a la inducida por el TC+CD28 agrega un nivel mas de complejidad
a la ya compleja funciéon de esta sialomucina. En cualquier caso, los resultados
obtenidos muestran que Cpn60.2 regula finamente la activacion de los linfocitos T
preferentemente en respuesta al estimulo TCR+CD43 e impacta negativamente

en la funcionalidad de estas células. Se podria especular que en el contexto de los
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granulomas, la interaccion CD43-Cpn60.2 también afecte la funcionalidad de los

linfocitos T y sea ventajoso para Mtb.

PERSPECTIVAS

1)

2)

3)

4)

5)

6)

Se propone evaluar la via de sefalizacion inducida en respuesta a la
estimulacién por TCR+CD43+Cpn60.2 y compararla con la inducida por el
estimulo TCR+CD43.

Se propone evaluar la expresiéon de CD43 en superficie en respuesta al
estimulo TCR+CD43+Cpn60.2 y compararla con el estimulo TCR+CDA43,
con la finalidad de saber si Cpn60.2 regula la activacion de los linfocitos por
bloqueo en la formacion de agregados.

Se propone evaluar la cantidad, tamafio y compactacion de los agregados
homo-tipicos en respuesta al estimulo TCR+CD43+Cpn60.2 y compararla
con el estimulo TCR+CDA43.

Mediante microscopia de fluorescencia se propone evaluar la co-
localizacion de CD43-LFA-1 o ICAM-1 en los agregados homo-tipicos en
respuesta al estimulo TCR+CD43+Cpn60.2 y compararla con el estimulo
TCR+CDA43,

Se propone evaluar la expresiéon de TGF-B, IL-35, CTLA-4, TIM-3, ICOS,
FOXP3 en respuesta al estimulo TCR+CD43+Cpn60.2 y compararla con el
estimulo TCR+CD43. Esto nos permitira definir si el efecto inhibitorio es por
un factor soluble o bien contacto dependiente.

Se propone evaluar si el estimulo TCR+CD43+Cpn60.2 induce iTregs o0 Si
proliferan las Treg existentes, asimismo, se propone evaluar la
funcionalidad de estos linfocitos T y compararla con el estimulo TCR+CD43.
Esto porque se ha observado que, en modelos murinos de sepsis, la

deficiencia de CD43 impacta en el nimero de Tregs y la supervivencia de
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7)

8)

9)

los ratones (Fay et al. 2018). Se desconoce el papel de CD43 en estas
células.

Se propone evaluar el efecto de los linfocitos T estimulados por
TCR+CD43+Cpn60.2, sobre la funciéon de macréfagos infectados por Mtb
(co-cultivos o los sobrenadantes de estos linfocitos T) y compararla con el
estimulo TCR+CD43

Se propone evaluar como impacta la transferencia de los linfocitos T
estimulados por TCR+CD43+Cpn60.2, a ratones infectados por Mtb y
compararla con la transferencia de los linfocitos T estimulados por
TCR+CD43.

Se propone cuantificar los niveles de Cpn60.2 en los sobrenadantes de
pulmones de ratones infectados por Mtb, asi como en el BALF de pacientes
con tuberculosis. Esto dard significado e importancia biolégica a los

experimentos realizados con los linfocitos T.
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APENDICE
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Figura S1. Pureza de los linfocitos T aislados. Se muestran histogramas
representativos de la expresion de CD3, CD43 y CD28 de dos donadores. La expresion
de dichos marcadores fue evaluada mediante citometria de flujo. La tabla muestra los
porcentajes de expresion de CD3 en los linfocitos T purificados de cada uno de los
donadores empleados para los experimentos.
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Figura S2. Cpn60.2 impacta negativamente en el estado de activacion temprana y
tardia de los linfocitos T estimulados en presencia de TCR+CD43.

Las graficas muestran el porcentaje de expresiéon de CD69, CD40L, CD25, OX40y PD-1
en linfocitos T CD4" y CD8" tras la estimulacion con TCR + CD28/CD43 + Cpn60.2 por 24
y 72 horas. Los datos mostrados representan el promedio de 12 donadores
independientes + SEM. (Barras con relleno sélido activacién sin Cpn60.2; barras con
relleno de patrén activacion con Cpn60.2). ***p<0.005, **p<0.01, *p<0.05, prueba
pareada de t-student de dos colas.
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Figura S3. Cpn60.2 impacta negativamente en el estado de activacion temprana y
tardia de los linfocitos T estimulados en presencia de TCR+CD43.

Las gréaficas muestran el porcentaje de cambio en los niveles de expresién de cada
marcador tras la estimulacién con TCR + CD28/CD43 + Cpn60.2, respecto al nivel de
expresion observado para cada estimulo en ausencia de Cpn60.2 (n=12; 24 y 72h)
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Figura S4. Cpn60.2 impacta negativamente en la capacidad de producciéon de
citocinas de los linfocitos T estimulados en presencia de TCR+CD43. Las graficas
muestran el porcentaje de cambio en los niveles de expresion de cada citocina tras la
estimulaciéon con TCR + CD28/CD43 + Cpn60.2, respecto al nivel de expresion observado
para cada estimulo en ausencia de Cpn60.2 (n=12; 24 y 72h)
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Figura S5. Los linfocitos T humanos expresan TLR2 y TLR4. Las gréficas de barras
muestran la expresion de TLR2 y TLR4 en linfocitos T activados por
TCRzcoestimuladores durante 24 horas. US, células cultivadas en RPMI. MFI promedio
de 2 donadores independientes=SEM.

78



24h 72h
40

35
30
25
20
15
10

IL-4

pg/ mL

(3}
MImmy—

Figura S6. La produccion de IL-4 ocurre solo en respuesta al estimulo TCR+CD28.
Los sobrenadantes de cultivo de los linfocitos T activados por TCRtcoestimuladores, en
presencia o ausencia de Cpn60.2, como se describe en la Fig. 6, fueron recolectados a
las 24 6 72 horas y la concentracién de citocinas fue evaluada por un ensayo multiplex.
Concentracion de IL-4. Barras con relleno sélido: activacion sin Cpn60.2; barras con
relleno de patron: activaciéon con Cpn60.2. US, sobrenadante de células cultivadas en
RPMI. Promedio de 12 donadores independientes + SEM.
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