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) Resumen

La tuberculosis (TB) es la principal causa de muerte a nivel mundial por un Gnico
agente infeccioso, posicionandose como un problema grave de salud publica. En
2020 se registro un total de 1.5 millones de muertes y un aumento del 10% de casos
con respecto al afio anterior, segun datos de la OMS. Ademas, la pandemia de
COVID-19 y la interrupcion de los servicios de salud derivada de esta amenazan
con revertir el progreso reciente en la reduccion de casos de tuberculosis. La TB es
provocada por la bacteria Mycobacterium tuberculosis (Mtb); para prevenir esta
enfermedad existe una vacuna disponible: el bacilo de Calmette-Guérin (BCG), una
cepa atenuada de Mycobacterium bovis que se aplica principalmente en nifios.
También existen tratamientos que son exitosos, sin embargo duran mucho y son
costosos, ademéas de que hay un gran numero de cepas de Mtb resistentes a los
antibioticos.

La infeccion ocurre cuando un individuo infectado tose y otro individuo sano inhala
tan solo de tres a cinco micobacterias. Cuando Mtb llega a los pulmones a través
del tracto respiratorio se encuentra con su blanco principal de infeccion, los
macrofagos alveolares. Los macréfagos reconocen a Mtb a través de mdltiples
receptores, uno de los cuales es la sialomucina CD43. La interaccion macréfago-
Mtb resulta en la activacion de la respuesta inmune, generando la secrecién de
citocinas y quimiocinas pro- y anti- inflamatorias. En ratones C57BL/6, la ausencia
de CD43 disminuye la capacidad de union de Mtb a los macréfagos y la capacidad
fagocitica de los macréfagos, resulta en una produccion baja de las moléculas pro-
inflamatorias TNF-qa, IL-6 e IL-12p40 (esenciales para controlar la infeccion en la
fase aguda) y favorece una infeccibn mas grave en los animales.

Para comprender mejor la funcién de la molécula CD43 en la infeccion por Mtb, el
objetivo del proyecto es comparar la produccién de la citocina proinflamatoria TNF-
a en macrofagos de ratones C57BL/6 y BALB/c, como dos prototipos de respuestas
Thl y Th2 respectivamente. Se utilizaron macrofagos derivados de médula 6sea
(BMMs) de ratones silvestres y CD43KO, cuyo fenotipo se verificO para los
marcadores CD43, F4/80, TLR2 y TLR4. Los macréfagos fueron expuestos a BCG
y se evalud la produccion de TNF-a por ELISA al cabo de 24 y 48 horas.



. Abstract

Tuberculosis (TB) is the leading cause of death worldwide by a single infectious
agent, positioning itself as a serious public health problem. In 2020, a total of 1.5
million deaths were recorded and a 10% increase in cases compared to the previous
year, according to WHO data. In addition, the COVID-19 pandemic and the resulting
disruption of health services threaten to reverse recent progress in reducing TB
cases. TB is caused by the bacteria Mycobacterium tuberculosis (Mtb). There is an
available vaccine to prevent this disease: the Bacillus Calmette-Guérin (BCG), an
attenuated strain of Mycobacterium bovis that is mainly applied in children. There
are also treatments that are successful, however, they are lenghty and expensive,
and there is a large number of antibiotic-resistant strains of Mtb.

Infection occurs when an infected individual coughs and another healthy individual
inhales just three to five mycobacteria. When Mtb reaches the lungs through the
respiratory tract it encounters its main target of infection, alveolar macrophages.
Macrophages recognize Mtb through multiple receptors, one of which is the
sialomucin CD43. The macrophage-Mtb interaction results in the activation of the
Immune response, generating the secretion of pro- and anti- inflammatory cytokines
and chemokines. In C57BL/6 mice, the absence of CD43 decreases the binding
capacity of Mtb to macrophages and the phagocytic capacity of these cells, resulting
in a low production of the pro-inflammatory molecules TNF-a, IL-6 and IL-12p40
(essential for controlling acute phase infection) and promoting a more severe
infection in mice.

To better understand the role of the CD43 molecule in Mtb infection, the objective of
the project is to compare the production of the pro-inflammatory cytokine TNF-a in
the macrophages of C57BL/6 and BALB/c mice, as two prototypes of Thl and Th2
responses, respectively. Macrophages derived from the bone marrow (BMMs) of
wild-type and CD43KO mice were used. Cell phenotypes were verified for the
markers CD43, F4/80, TLR2 and TLR4, macrophages were exposed to BCG, and
TNF-a production was evaluated by ELISA after 24 and 48 hours.
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1 Introduccidn

1.1 La Tuberculosis en el mundo

La tuberculosis (TB) es una enfermedad transmisible que constituye una importante
causa de morbilidad. Se encuentra entre las 10 principales causas de muerte y es
la principal causa de muerte a nivel mundial por un Unico agente infeccioso por
encima del VIH/SIDA y COVID-19 hasta el 2020. La incidencia de la tuberculosis
comenzo a disminuir a principios del siglo XX en los paises con mejores condiciones
de vida, esta tendencia se aceler6 con la aplicacion de vacunas y el desarrollo de
antibioticos como la estreptomicina y la isoniazida. La Organizaciéon Mundial de la
Salud (OMS) declar6 la TB como una emergencia de salud publica mundial en 1993

[Global tuberculosis report, 2021].

La TB esta presente en el mundo entero, y en la actualidad la mayoria de los casos
nuevos se registraron en la Region de Asia Sudoriental (43%), Africa (25%) y el
Pacifico Occidental (18%), con porcentajes menores en el Mediterraneo Oriental
(8.2%), las Américas (3%) y Europa (2.5%) (Figura 1B) [Global tuberculosis report,
2021]. En 2020 la OMS estim6 que 10 millones de personas enfermaron de TB en
todo el mundo, de los cuales 5,6 millones son hombres, 3,3 millones mujeresy 1,1
millones nifios (Figura 1A), y un total de 1,5 millones de personas murieron a causa
de esta enfermedad. Las muertes por TB se dan con mayor frecuencia en paises
en desarrollo. En los paises con condiciones socioecondmicas bajas los contagios
por TB se producen frecuentemente durante la infancia por formas meningea o

diseminada de la TB.

En México se estima que hay 30 000 casos de TB por afio con una tasa de
incidencia de 23,5 por cada 100 000 habitantes [Tuberculosis en las Américas,
2020]. Cada afio surgen nuevos casos de TB en el pais, las entidades federativas
de México con mayor incidencia y mortalidad por esta causa son Baja California,
Veracruz, Guerrero, Sonora, Tamaulipas, Chiapas, Nuevo Ledn y Tabasco (SSA,
2016) (Figura 1C).
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Figura 1 Tuberculosis en el mundo. (A) Individuos enfermos de TB en el mundo durante 2020. (B) Porcentaje
de casos nuevos en el mundo por region de la OMS en el 2020. (C) Estados de México con mayor incidencia
de nuevos casos. Datos de la OMS 2021 y SSA 2016.

El aumento de la tasa de incidencia por TB comenzé en la década de los 90s junto
con la aparicion del virus de la inmunodeficiencia humana (VIH). En 1989, hubd
aproximadamente 1,3 millones de casos y 450 000 de muertes en el mundo, estas
tasas globales aumentaron en un 20,8 % a paritr de 1990 de las cuales 4,6 % de
todas las muertes de ese afio se atribuyeron a la infeccion por VIH. [Dolin et al.,
1994, Raviglione MC et al., 1995, World Health Organization, 1999]. El riesgo de
desarrollar TB activa en personas coinfectadas por VIH/TB es del 8% por afio
[Selwyn et al., 1989]. La tuberculosis ha demostrado ser la principal causa de
mortalidad entre las personas VIH positivas en los hospitales y el VIH es mas
prevalente entre los pacientes con tuberculosis que en el resto de la poblacion, lo
que indica una tragica sinergia entre las dos enfermedades. Segun la OMS, mas del
30% del aumento de casos de tuberculosis desde 2000 puede estar asociado con
la coinfeccion por el VIH [Borgdorff et al., 2002]. En el mundo, se estima que hubo
1,3 millones de muertes por tuberculosis entre personas VIH negativas en 2020 (un
aumento de 100 mil en 2019), y 214 000 muertes adicionales entre personas VIH
positivas (un aumento de 209 000 en 2019). Los hombres (=15 afios) representan
el 53% de las personas que desarrollaron TB en 2020; las mujeres representan el

32% vy los nifios (menores de 15 afos) el 16%. De los individuos coinfectados con
2



Mtb y VIH el 50% son hombres, el 40% mujeres y el 9,8% nifios [Global tuberculosis
report 2021].

La TB es un problema grave de salud publica, para lograr controlarla es crucial
comprender y caracterizar detalladamente los eventos que ocurren durante el
encuentro inicial entre el macrofago y la bacteria, el proceso de infeccién junto con
la evasion de la respuesta inmune de Mycobacterium tuberculosis (Mtb). Al entender

como funciona la infeccion por Mtb nos permitird desarrollar nuevos tratamientos.

1.2 LaluchacontralaTB

La lucha contra la TB se ha basado en la prevencién, diagndstico temprano y
tratamiento adecuado de los casos de TB. Algunas veces estos tratamientos
resultan exitosos, sin embargo, son largos y costosos, ademas de que hay un gran
namero de cepas de Mtb resistentes a los antibioticos. Aunado a esto, la pandemia
de COVID-19y la interrupcién de los servicios de salud derivada de esta, amenazan

con revertir el progreso reciente en la reduccion de casos de TB.

1.2.1 Diagnostico de TB

Una herramienta ampliamente utilizada para diagnosticar la tuberculosis es la
prueba cutanea de tuberculina (TST). La TST mide la respuesta de hipersensibilidad
retardada al derivado proteico purificado (PPD), una mezcla de varios antigenos
micobacterianos [Huebner et al., 1993]. Un gran inconveniente de este diagndstico
es la alta tasa de falsos positivos debido a la vacunacion o la exposicion previa a

micobacterias no tuberculosas [Ellie J. C. Goldstein et al., 2007].

Los frotis de esputo también se han utilizado como un método confiable de
diagnéstico, pero tienen limitaciones importantes como la incapacidad para
distinguir entre infecciones con diferentes cepas [Ellie J. C. Goldstein et al., 2007].
Los nuevos métodos de diagndstico incluyen pruebas biolégicas moleculares

basadas en amplificacion de acidos nucleicos, analisis de secuenciacion



automatizada y ensayos inmunolégicos para la deteccion rapida de antigenos de M.
tuberculosis y anticuerpos contra estos antigenos [Cho S. N., 2007].

1.2.2 Lavacunacontra TB

El bacilo de Calmette-Guérin (BCG) se origind a partir de una cepa atenuada de
Mycobacterium bovis [Luca S et al., 2013] y es la Unica vacuna existente contra esta
enfermedad. En 1951 se introdujo esta vacuna en México y a partir de 1961 forma
parte del esquema rutinario de vacunacion en los recién nacidos [Agger et al., 2002,
Vacunacién Universal, 2014]. Sin embargo, no evita la infeccién primaria y, lo que
es mas importante, no evita la reactivacion de la infeccion pulmonar latente que es
la principal fuente de propagacion del bacilo en la comunidad. [Santos et al., 2002].
A partir de 1971 se empez06 a preparar la vacuna liofilizada en el laboratorio BCG
de México, con la cepa 1331 procedente del Instituto Serolégico de Copenhague,
Dinamarca. También en México se emplearon vacunas liofilizadas procedentes del
Laboratorio Glaxo de Inglaterra y del Laboratorio del BCG de Japon [Pérez GC,
2014]. Sin embargo, recientemente se ha demostrado que cada vacuna producida
por diferentes fabricantes varia en su viabilidad, integridad y capacidad de despertar
respuesta inmune. Por ejemplo la BCG fabricada en Dinamarca y Japon provocaron
una produccion robusta de citocinas y quimiocinas esenciales para la respuesta
inmune contra las micobacterias como CCL7, GM-CSF, IL-1q, IL-18, TNF-qa, IL-6 e
IL-10, en comparacién con BCG fabricada en India y Bulgaria [Angelidou et al.,
2020]. La cobertura de la BCG en los nifios menores de un afio fue de 93.9%; en
los de 12-23 meses fue de 98.3%, y en los de 24-35 meses, de 98.6% [Diaz-Ortega
et al., 2018].

1.2.3 El tratamiento para TB

Actualmente hay medicamentos aprobados por la Administracion de Alimentos y
Medicamentos de los EE. UU. (FDA, por sus siglas en inglés) para tratar la
tuberculosis que debe tomarse durante un periodo de 6 a 9 meses. Entre estos
medicamentos aprobados estan los farmacos de primera linea: estreptomicina
(STR), isoniazida (INH), etambutol (EMB), rifampicina (RIF) y pirazinamida (PZA)
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[Flores-Valdez M.A et al., 2014]. STR, que actia inhibiendo la sintesis de proteinas,
se descubrié a mediados de la década de 1900 y se demostrd que es eficaz contra
la tuberculosis pulmonar en uno de los primeros ensayos clinicos aleatorizados
[Ruiz, P. et al., 2002]. INH funciona inhibiendo la sintesis de la pared celular, de
manera similar a EMB, que se descubrio poco después de INH [Takayama K et al.,
1972, Bobrowitz et al., 1971]. RIF impide la sintesis de RNA de M. tuberculosis al
unirse con la polimerasa de RNA dependiente del DNA [McClure WR et al., 1978].
A pesar de que PZA se descubrié en 1950, su mecanismo de accién aun no se ha
comprendido completamente, sin embargo, se sabe que actta inhibiendo mdultiples
procesos como la produccién de energia, la trans-traduccién y la via biosintética de
pantotenato / CoA, que es necesario para la supervivencia persistente de la
micobacteria. El uso de PZA permitid la disminucion del tiempo para el tratamiento
contra TB a 9 meses, con la terapia combinada de INH / RIF se redujo ain mas el
tiempo del tratamiento a 6 meses. Actualmente se recomienda este tratamiento
combinado con PZA / INH / RIF y EMB en casos de TB sensibles a farmacos [Njire
et al., 2016, Zhang et al. 2014, Dillon et al., 2014].

Debido al tiempo que duran estos tratamientos la mayoria de los pacientes
suspenden el medicamento antes de completar el régimen; este mal seguimiento
de terapia conduce a la aparicion de cepas de M. tuberculosis resistente a
rifampicina (RR-TB), resistentes a mdltiples farmacos (MDR), extremadamente
resistentes a los farmacos (XDR); en 2019 se detectaron y notificaron un total
mundial de 206 030 personas con MDR / RR-TB, un aumento del 10% desde 2018
[Global tuberculosis report 2021].

Lamentablemente los efectos secundarios de los medicamentos (neuritis, hepatitis,
hipersensibilidad, etc.), la duracion del tratamiento y, especialmente en paises en
desarrollo, el acceso a servicios de atencion médica adecuados impide un avance
en el cumplimiento del tratamiento. Estos obstaculos se complican ain mas por el
aumento de las tasas de MDR y XDR. El éxito del tratamiento para la tuberculosis
depende de mejorar la deteccién de la enfermedad; ampliar la cobertura de las
pruebas de resistencia a los medicamentos entre las personas con tuberculosis

confirmada bacteriol6gicamente; y asegurar que todos los diagnosticados con TB
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cumplan con el tratamiento.

1.3 Mycobacterium tuberculosis

Un tercio de la poblacion mundial esta infectada con Mycobacterium tuberculosis
(Mtb), y del 10% de las personas que adquieren una infeccion latente de
tuberculosis (LTBI) y no reciben terapia preventiva estan en riesgo de desarrollar
TB activa durante su vida [Council of the Infectious Disease Society of America,
1999]. Cuando se desarrolla tuberculosis activa, la localizacion de la enfermedad,
la gravedad y el resultado son muy variables. La TB puede desarrollarse en
cualquier parte del cuerpo, pero por lo general se presenta como una infeccién
pulmonar, que varia desde una infiltracién leve hasta una enfermedad cronica,
cavitaria y severamente destructiva [Council of the Infectious Disease Society of
America, 1999]. La TB extrapulmonar se presenta en la laringe, los ganglios
linfaticos, el cerebro, los rifiones o los huesos y las articulaciones. La manifestacion
mas grave de la enfermedad es la TB miliar, ocurre cuando los bacilos de la
tuberculosis ingresan al torrente sanguineo y se diseminan por todo el organismo,
donde crecen y causan enfermedades en mdultiples sitios, es fatal si no se trata
[Reinout van C. et al., 2002]. Cuando la tuberculosis se presenta en el tejido que
rodea el cerebro o la médula espinal, se denomina meningitis tuberculosa [Wilkinson
et al., 2017]. La infeccion por Mtb se manifiesta de diferentes formas, esto se ve
reflejado en el equilibrio que existe entre la micobacteria y la respuesta inmune del
hospedero, en el que la calidad de la respuesta inmune del huésped determina el

resultado [Reinout van C. et al., 2002].

Mtb fue descubierta por Robert Koch en 1882, es un bacilo gram-positivo recto o
ligeramente curvo con extremos redondeados. Esta micobacteria varia en ancho de
0,2 a 0,5 ym y en longitud de 1 a 4 um. Es aerobia facultativa, lo cual explica su
preferencia por causar enfermedades en tejidos muy oxigenados como el Iébulo

superior del pulmdn, es inmoévil [Gonzalez-Martin et al., 2014].



1.4 Envoltura celular de Mtb

Ademas de los desafios en el diagndstico de la tuberculosis, existen otras barreras
que interfieren con los esfuerzos de prevencion y tratamiento, como la compleja

envoltura celular que caracteriza a las micobacterias.

La compleja envoltura celular de M. tuberculosis esta formada por tres segmentos
principales: la membrana plasmatica, la pared celular y la capsula. La pared celular
tiene alto porcentaje en lipidos que las vuelve impermeables, lo que determina su
gran resistencia a la actividad bactericida del complemento y a la digestién
intracelular por macréfagos [Barkan et al., 2009]. Esta pared celular consta de
peptidoglicano unido covalentemente a Arabinogalactano (AG) y acidos micdlicos
(C70-C90) asociados a una gran variedad de lipidos atipicos unidos no
covalentemente, también conocidos como lipidos extraibles [Daffé et al., 2014]. Los
acidos micolicos unidos a AG y los lipidos extraibles interacttan para formar una
membrana externa atipica llamada micomembrana. La micomebrana es un
determinante importante de la virulencia del patégeno; y consiste en una variedad
de glicolipidos, polisacéaridos, lipoglicanos y lipoproteinas. Algunos de estos son:
dimicocerosatos de tiocerol (PDIM), manosil-fosfatidil-mioinositol (PIM); lipomanano
(LM), lipoarabinomanano (LAM), lipoarabinomanano manosa (ManLAM). Estos
componentes de la micomembrana estan presentes en las membranas internas y
externas de Mtb. como dimicocerosatos de tiocerol (PDIM); glicolipidos a base de
manosil-fosfatidil-mioinositol (PIM); y lipoglicanos como lipomanano (LM),
lipoarabinomanano (LAM), lipoarabinomanano manosa (ManLAM). Las acil-
trehalosas encontradas en la micomembrana de Mtb incluyen monomicolatos de
trehalosa (TMM), dimicolatos de trehalosa (TDM), sulfolipidos (SL), diacil-trehalosas
(DAT), triacil-trehalosas (TAT) y poliacil-trehalosas (PAT). [Daffé et al., 2014, Angala
et al., 2014, Kalscheuer et al., 2019] (Figura 2). En general, estos lipidos participan
como moduladores de la respuesta inmune del huésped durante la infeccién, por
ejemplo, le confiere resistencia a la desecacion, permitiendo la supervivencia del
bacilo en el esputo seco. Por todo esto se plantea que los lipidos les sirven a las

micobacterias patégenas como una armazon protectora [Brennan et al., 2003].



Los monomicolatos de trehalosa (TMM) y los dimicolatos de trehalosa (TDM),
también llamados “factor de corddn”, son componentes esenciales y abundantes de
la envoltura celular micobacteriana que desempefian un papel crucial en la funcion
de la pared celular y las interacciones huésped-patdgeno [Daffé et al., 2014, Angala
et al., 2014]. EI LAM de M. tuberculosis tiene "capas" cortas de oligosacaridos que
contienen manosa y que le permiten unirse al receptor de manosa en los
macrofagos. Ademas, LAM puede unirse a los receptores tipo Toll (TLR) e insertarse
fisicamente en las membranas, induciendo eventos de sefializacion importantes en
la respuesta del huésped en la TB, como la regulacién de la secrecion de citocinas,
el blogueo de la activacion transcripcional del interferon-y (IFN-y) y la neutralizacion
de los radicales libres de oxigeno potencialmente citotoxicos. Los PIM se pueden
dividir en dos grupos dependiendo del contenido de manosa, que determina su
efecto inmunogénico. Otros lipidos de la pared celular que se han descrito como
activadores/moduladores de la respuesta inmune incluyen a PDIM, DAT y PAT
[Kalscheuer et al., 2019, Chalut et al., 2016, Chatterjee D et al., 1998, Gilleron et al.,
2000].

La capsula de M. tuberculosis tiene una amplia variedad de proteinas con un alto
nivel de la chaperonina molecular Cpn60.2 (Hsp65) y la chaperona DnaK (Hsp70),
que pertenecen a la familia de proteinas de la proteina de choque térmico (HSP)
[Brennan et al., 2001]. Se sabe que Cpn60.2, como otras chaperoninas moleculares
en Mtb, pueden exportarse a la superficie celular en condiciones de estrés, es una
proteina abundante en bacterias no estresadas y que actua fuera de la célula para
promover la supervivencia y la virulencia micobacteriana. [Hickey et al., 2009]. A
pesar de que Cpn60.2 y DnaK tienen funcion de chaperonina/chaperona tambien
tienen otras funciones llamadas moonlighting functions. Estas funciones son
adquiridas durante procesos evolutivos, se refieren a cuando una sola proteina
realiza mas de una funcion y también se asocia con una localizacion especifica para
una funcion especifica, sin embargo, estas no se conocen completamente
[Henderson et al.,, 2010]. El silenciamiento del gen Cpn60.2 es letal para las
micobacterias, 0 que confirma que es indispensable para la supervivencia de las
micobacterias [Cehovin et al., 2010]. Tambien Cpn60.2 es un antigeno

inmunodominante que provoca una respuesta inmune robusta en el hospedero
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[Lewthwaite et al., 2007]. Al igual que Dnak, inducen la preduccion de citocinas pro-

inflamatorios o anti-inflamatorios [Lehner et al., 2000].

Algunos de los componentes de la envoltura celular de la micobacteria son
importantes para mediar la interaccion con las células del sistema inmune del
hospedero, al igual que para la evasion de la respuesta inmune convergiendo en la

replicacion y posible diseminacion del bacilo.
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Figura 2 Representacion esquematica de la envoltura celular de M. tuberculosis. La envoltura celular esta compuesta
por una membrana plasmatica, una pared celular y una cépsula. La pared celular consta de peptidoglicano,
arabinogalactano y 4cidos micdlicos, y una gran variedad de lipidos asociados, conocidos como lipidos extraibles,
interactdan con los acidos micdlicos unidos al arabinogalactano para formar la membrana externa (micomembrana). Se
presume que LAM no esta asociado covalentemente con la membrana celular, aunque también se ha encontrado en la
micomembrana. [26]. PE, fosfatidiletanolamina, PI, fosfatidil-mioinositol; CL, cardiolipina; PS, fosfatidilserina; PG,
fosfatidilglicerol. Los lipidos extraibles también se encuentran en la capsula (no se muestra), al igual que las chaperoninas
Cpn60.2 y DnakK. Las capas y estructuras quimicas no se dibujan a escala. Las abreviaturas de lipidos extraibles son las
mismas que se utilizan en el texto. Adaptado de Angala et al. 2014.

1.5 Respuestainmune a Mtb

La infeccion primaria por TB (Figura 3) ocurre cuando un individuo infectado expulsa
micobacterias al aire, ya sea tosiendo o estornudando y otro individuo sano inhala
aerosoles que contienen a Mtb. Tan solo se requieren de tres a cinco micobacterias
para transmitir la infeccion. Una vez que Mtb es inhalada llega a los alvéolos en el

pulmén a través del tracto respiratorio, donde es captada por fagocitos,
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principalmente los macréfagos alveolares (Mg). La mayoria de estos bacilos se
destruyen gracias a diferentes mecanismos bactericidas de los macréfagos, como
la generacion de especies reactivas de nitrogeno (RNI) y de oxigeno (ROI) [Zuiiiga
et al., 2012].

Las micobacterias que persisten evaden la destruccién intracelular a través del
sistema de secrecion que usa Mtb para exportar proteinas, por ejemplo la proteina
de 6 kDa ESAT-6 (Early Secreted Antigenic Target) que pertenece a la familia ESX
e inhibe la maduracién del fagosoma. Estos bacilos pueden diseminarse a través de
los canales linfaticos o del torrente sanguineo a tejidos y 6rganos mas distantes
como los rifiones, los huesos y el cerebro [Zuiiiga et al.,, 2012]. Cuando esta
diseminacion ocurre, los M@ y las células dendriticas (CD) inducen la produccion de
mediadores inflamatorios como TNF-q, IL-6, IL-12p80, IL-1a e IL-1B que activan a
los macréfagos para inducir la muerte bacteriana. Las CD y M@ activados se
trasladan a los ganglios linfaticos para inducir la respuesta inmune adaptativa donde
presentan antigenos micobacterianos a las células T CD4 +y CD8 +, las células T
yo y las células T restringidas a CD1, asi como a las células asesinas naturales
(NK). En este punto la infeccion ya esta establecida (la respuesta inmune adaptativa
ocurre de 2-6 semanas post-infeccion); donde se genera la produccion de IFN-y y
TNF-a, son citocinas proinflamatorias que activan la capacidad de control de M.
tuberculosis en macrofagos y pueden matar las micobacterias presentes en los
macrofagos por medio de perforina y granulisina. Ademas de que son
fundamentales para aislar a M. tuberculosis dentro de los granulomas [Kaufmann et
al., 2005]. En este escenario inflamatorio pulmonar inducido por la proliferacion de
Mtb, las células inflamatorias periféricas, incluidos los monocitos, neutréfilos y CD,
se reclutan al pulmon. Las CD se activan a traves de la sefalizacion de TLRs, y los
monocitos se diferencian en macréfagos efectores que producen sustancias
microbicidas, incluido el TNF-a, como se dijo es importante para el control de la
infeccién [Watkins RE et al., 2006].

Luego ocurre el control de la proliferacion del bacilo, las células T especificas de
antigeno inducen la formacion de un granuloma alrededor de los macréfagos

infectados que contienen Mtb, principalmente compuestos por macréfagos
10



derivados de monocitos (algunos de los cuales se transforman en células gigantes
multinucleadas), células T CD4 + y un anillo externo de células T CD8 +, este
granuloma previene la diseminacion de los bacilos. Ademas, las citocinas pro-
inflamatorias (p. Ej., IFN-y, TNF-a, IL-6, IL-12, IL-17 e IL23) tienen un papel clave
de en la formacién y estabilidad del granuloma, la presencia de quimiocinas como
CCL2, CCL3, CCL5, CXCL8 y CXCL10 que son cruciales para el reclutamiento de
células inflamatorias para formar granulomas. Algunas de las células T secretan
perforina y granulisina que matan directamente a las micobacterias dentro de los

macrofagos [Kaufmann et al., 2005].

El granuloma priva a las micobacterias limitadas de oxigeno y nutrientes. Estos
mecanismos permiten el desarrollo de una infeccion de tuberculosis primaria que
eventualmente puede convertirse en una infeccion estable o latente. En las
infecciones tuberculosas latentes (LTBI) se contienen Mtb vivo donde esta
delimitado por las paredes del granuloma, esto previene la replicacion y propagacion
de Mtb [Watkins RE et al., 2006]. Como resultado de una reinfeccion o
inmunosupresion ocurre la tuberculosis activa (ATB), que rompe el equilibrio de la
respuesta inmune y la micobacteria en los alvéolos induciendo la ruptura del
granuloma llevando a la diseminacion de Mtb en otras partes del pulmon, en este

estado el paciente puede contagia tosiendo [Kaufmann et al., 2005].

11



(i)

(>90%)

Containment IF T

Acute tuberculosls
(HIV infoction)

10% tuberculosis risk within
car of double infection
800-fold increase}

Reactivation
10% tuberculosls
risk lifelong

Figura 3 Infeccidon por Mtb. Mtb ingresa al huésped por aerosol inhalado. Son posibles tres resultados. (i) Erradicacion
inmediata de Mtb por el sistema inmunoldgico pulmonar. (ii) La infeccidn se transforma en tuberculosis. Esto ocurre con
frecuencia en individuos inmunodeficientes, con el ejemplo notable de la infeccién por VIH que aumenta el riesgo de
desarrollar tuberculosis. (iii) La infeccion latente, donde Mtb estd contenida dentro de los granulomas. Después de la
inhalacion, Mtb es ingerido por los M y CD que producen mediadores inmunolégicos (TNF-a, IL-6, IL-12p80, IL-1a e IL-
1B) para controlar la infeccién. Luego los M¢ y CD activados se trasladan a los ganglios linfaticos, donde presentan
antigenos micobacterianos a diferentes poblaciones de células T. La presentacidon de antigenos probablemente implica
cebado cruzado, lo que permite la transferencia de antigenos micobacterianos de macréfagos infectados a células
dendriticas. Las células T CD4 + especificas de antigeno, las células T CD8 +, las célulasT y& y las células T restringidas a CD1
participan en la proteccion contra Mtb. Mas importante aun, los macréfagos son activados por IFN-y y TNF-a que
contribuye al control del crecimiento de Mtb y la formacion de granulomas. Ademas, las células T inducen la formacién
de un granuloma alrededor de los macréfagos infectados que contienen Mtb y pueden matar las micobacterias presentes
en los macroéfagos por medio de perforina y granulisina. En un individuo con TB latente se puede convertir en TB activa
por una reinfecciéon o simplemente reactivarse. En TB activa Mtb ya no estd contenido, dando como resultado la
diseminacion y transmision de M. tuberculosis. Kaufmann, et al. 2005.

1.5.1 Diferencias de la respuestainmune entre sexos

Las enfermedades infecciosas rara vez afectan por igual a hombres y mujeres y la
tuberculosis no es una excepcion. Los datos de notificacién de tuberculosis en todo
el mundo para 2020 muestran una relaciébn hombre-mujer de 1.7:1 [Global
tuberculosis report 2021]. Aunque no hay estudios directos, muchos de los aspectos
clave de la respuesta inmunitaria contra la tuberculosis son modificadas por
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hormonas sexuales masculinas y femeninas.

El género puede afectar la exposicion a M. tuberculosis debido a las diferencias en
los roles sociales, los comportamientos de riesgo y las actividades cotidianas. El
tabaquismo es mucho mas frecuente en hombres que en mujeres, y un analisis
correlaciono el tabaquismo, el sexo y la tuberculosis sugiere que fumar podria
explicar hasta un tercio del sesgo de género observado en este entorno [Marais BJ
et al., 2004].

Por una parte, las mujeres exhiben respuestas inmunes mas robustas a los desafios
antigénicos, como la infeccién y la vacunacién en comparacion con los hombres,
esto se debe a que las hormonas sexuales masculinas no surgen hasta la pubertad
[Fish EN, 2008].

Las hormonas sexuales tienen diversos efectos sobre muchos tipos de células
inmunitarias, incluidas las células B, las células T, los neutroéfilos, las células

dendriticas, los macrofagos y las células asesinas naturales [O’Garra A et al., 2013].

Una respuesta inmune Th1 robusta, caracterizada por la produccién de interferén y
(IFN-y) y factor de necrosis tumoral a (TNF-a), es vital para el control de la
tuberculosis, mientras que un perfil Th2 (produccion de IL-10), impulsado por

infecciones helminticas, es perjudicial [Lotter H et al., 2013].

Se sabe que el estrogeno estimula la secrecion de IFN-y (mas TNF-a e IL-12,
respuesta Thl) e inhiben la produccion de IL-10, mientras que la testosterona
aumenta la secrecion de IL-10 (respuesta Th2) y reduce la secrecion de IFN-y
[Martinez FO et al., 2009]. Los niveles bajos de 17B-estradiol, se demostro que
promueven la diferenciacion de Thl y la produccion de citocinas como el TNF-q,
mientras que los niveles altos promueven la polarizacion de Th2, con el consiguiente

efecto sobre las citocinas [Lotter H et al., 2013].

Los macréfagos son fundamentales para el control de la tuberculosis, sobre todo a

través de la destruccion directa de los bacilos de M. tuberculosis por macréfagos
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activados. Se cree que el estradiol mejora la activacion de los macréfagos, mientras
que la testosterona la regula a la baja al reducir la expresion de TLR4 [Lotter H et
al., 2013].

1.6 Interaccion de Mtb con los macréfagos

Los macroéfagos son células fagociticas que cumple diversas funciones, como la

eliminacion de patdgenos y homeostasis. Son un componente de la respuesta
inmune innata, a pesar de que también cumple un rol importante en la respuesta
inmune adaptativa como célula presentadora de antigenos profesional (CPA). Su
funcién efectora puede ser modulada por estimulos endégenos como las citocinas

y exdgenos como los antigenos [Van Crevel R et al., 2002].

La interaccion inicial de Mtb con los macrofagos implica un reconocimiento de la
micobacteria por el macréfago que esta mediada por ligandos y multiples receptores
de membrana. Los macrofagos tienen variedad de receptores que pueden
clasificarse en opsénicos y no opsoénicos, dependiendo de su capacidad para
interactuar directamente con los estimulos o su necesidad de unirse a una molécula
como un anticuerpo o fragmentos del complemento, que actidan como opsoninas
[Van Crevel R et al., 2002].

Mtb puede ingresar a los fagocitos de forma opsonizada a través de los receptores
del complemento (CR, CR1, CR3 y CR4), el receptor de la proteina A de surfactina
(Sp-A), receptores de Fc (FcR). Las pentraxinas, colectinas, ficolinas y fragmentos
de C3 (una proteina central del sistema de complemento) median la unién de estos
receptores a bacterias opsoOnizadas. Los receptores Fc y el receptor del
complemento (CR) se expresan en la superficie de los macréfagos. CR3 juega un
papel clave en la fagocitosis de Mtb por macr6fagos con reconocimiento de
polisacaridos de Mtb o PIM [Ishikawa et al., 2017].

La fagocitosis no mediada por opsoninas de microorganismo es iniciada por el

reconocimiento de patrones moleculares asociados a microorganismos patégenos
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(PAMP) por medio de los receptores de reconocimientos de patrones (PRR) o
receptores no opsoénicos. Estos PRR implicados en la interaccion macréfago-Mtb
son receptores tipo Toll (TLR), receptores tipo Scavenger (SR), receptores tipo Nod
(NLR), receptores de lectina tipo C (CLR o CTL), CD14, CD43, entre otros
receptores [Bowdish DM et al., 2009] (Figura 4). La existencia de diversos tipos de
receptores no opsoénicos ayudan a identificar multiples moléculas microbianas, los

cuales a continuacion se describiran algunos brevemente.

1.7 Tipos de receptores en macrofagos

1.7.1 Receptores Tipo Toll

La interacciéon entre Mtb-TLRs lleva a la activacién de los fagocitos sin la ingestion
inmediata de micobacterias. Se informé que TLR2 esta involucrado en el
reconocimiento de estructuras micobacteriana, como lipoproteinas de LM, LAM y
PIM. LM tri- y tetra- acilados interactian con TLR4, de hecho, estudios previos han
encontrado que el LPS es agonista de TLR4 puede inducir la autofagia de
macréfagos, también LPS induce autofagia en THP-1(linea celular leucémica
humana similar a monocitos) infectado por M. tuberculosis [Ptéciennikowska et al.,
2015, Ai et al., 2013]. Mientras que TLR9 se une a motivos CpG no metilados de
ADN micobacteriano. La estimulacion de los TLR por ligandos micobacterianos lleva
al inicio de cascadas de sefializacion intracelular por la molécula adaptadora
intracelular factor de diferenciacion mieloide 88 (MyD88) que culminan en la
generacion de citocinas proinflamatorias (IL-1, IL-6, TNF) en macréfagos y células
dendriticas a través de la activacion de las vias NF-kB y MAPK [Bowdish DM et al.,
2009].

1.7.2 Receptores Tipo Nod

Los miembros de la familia NLR: NOD1, NOD2, NLRP3 y NLRC4, son proteinas
intracelulares que participan en el reconocimiento de componentes microbianos,
ademas de la activacion de vias de sefalizacion inflamatorias que protegen a la
célula hospedera contra patégenos invasores. La proteina 2 que contiene el dominio

de oligomerizacion de unién a nucleétidos (NOD2), un dominio de reclutamiento de
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caspasa (CARD) que contiene NLR, reconoce el muramil dipéptido (MDP) (el
producto de degradacion del peptidoglucano) un componente esencial de las
paredes celulares de las micobacterias. NOD2 puede contribuir a la proteccién del

huésped en la fase latente de la infeccion [Bowdish DM et al., 2009].

1.7.3 Receptores Tipo Scavanger

Los receptores Scavenger se expresan en la superficie celular de los monocitos y
macrofagos de mamiferos, reconocen lipoproteinas oxidadas o acetiladas. Durante
la infeccién por Mtb, el receptor de macréfagos con estructura colagena (MARCO)
reconoce TDM vy coopera con TLR2 para inducir la activacion del factor
transcripcional NF-kB y la secrecion de citocinas proinflamatorias [Queval CJ et al.,
2017, Liu CH et al. 2017].

1.7.4 Receptores de Lectinas

CLR / CTL son una familia de receptores que se unen a ligandos ricos en azucares
en presencia de calcio a través de un dominio de reconocimiento de carbohidratos
(CRD). Uno de ellos es la molécula de adhesion intercelular especifica de células
dendriticas no asociada a integrina (DC-SIGN), como lo dice el nombre es un
receptor especifico de CD, se expresa mas en M® de pacientes con TB [Bowdish
DM et al., 2009, Liu CH et al., 2017]. Tanto DC-SIGN como el receptor de manosa
(MR) reconocen moléculas de manosa / glicolipidos presentes en la superficie de
Mtb, como LAM, ManLAM y PIM, induciendo una respuesta antiinflamatoria
favorable al patdgeno inhibiendo la activacién de la respuesta oxidativa. Otros
receptores que pertenecen a la subfamilia de CLR que inducen la respuesta inmune
del huésped contra la infeccion de Mtb son: Mincle que reconoce especificamente
TDM, Dectina-2 se une a ManLAM, Dectin-1 pueden activar la respuesta de pro-
inflamatoria de macrofagos en la infeccion por Mtb [Liu CH et al., 2017]. La mayoria
de los CLR emiten sefiales a través de motivo de activacion inmunoreceptor basado
en tirosina (ITAM) o motivo de inhibicion inmunoreceptor basado en tirosina (ITIM).
Los ITAM fosforilados reclutan la tirosina quinasa del bazo (Syk), que inicia

cascadas de sefalizacion y activa el complejo CARD9-Bcl10-Maltl. Este complejo,
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a su vez, activa el factor de transcripcion como NF-kB que produce citocinas
proinflamatorias [Zanoni et al., 2013].

1.7.5 CD14

CD14, uno de los primeros PRR identificados, facilita el reconocimiento de
lipopolisacéarido (LPS), de ligandos por el TLRs, y la iniciacion de la via dependiente
de MyD88; es necesario para reubicar del complejo receptor de LPS en el
endosoma y la activacién de la via dependiente de dominio TIR que contiene un
adaptador inductor de IFN-B (TRIF) e inicia la via calcio / Factor nuclear de células
T activadas (NFAT) [Queval C et al., 2017, Lin et al., 2005]. CD43 junto con sus

ligandos seran descritos en las siguientes secciones.

1.7.6 F4/80

La glicoproteina F4/80, identificada como el antigeno del mAb F4/80, se ha
establecido como uno de los marcadores de superficie celular més especificos para
los macrofagos maduros de murinos. F4/80 tiene una expresion disminuida en los
monocitos sanguineos en comparacion con los macrofagos maduros. Ademas,
F4/80 se expresa a niveles mas bajos en macréfagos activados aislados de
animales infectados con BCG que en macréfagos en reposo no estimulados. De
manera similar, la expresiéon de F4/80 estd regulada negativamente en los
macrofagos en respuesta a IFN-y. Se ha demostrado que F4/80 participa en el
contacto directo célula-célula entre macrofagos y ceélulas NK, lo que da como
resultado la activacion celular y la produccién optima de citocinas [Vergne et al.,
2005].

1.7.7 CD43

CD43 esta codificada en el gen gpL115 (leucosialina, sialomucina, sialoforina, W3/
13) que se encuentra en el cromosoma 16 en humanos y 7 en ratones. Consta de
dos exones y un intrén, pero toda la proteina esta codificada en el segundo exén.

CD43 es una sialoglicoproteina de superficie celular de tipo I, tiene carga negativa
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y cuenta con tres dominios: uno extracelular de 235 aminoéacidos (aa) (mide ~45nm)
rico en S/T decorado con unas cadenas laterales con polisacéaridos hidrofébicos y
un sitio de N-glicosilacion (Asn), uno transmembrana de 23 aa Yy uno
intracitoplasmico de 123 aa rico en prolinas que permite a CD43 activar la
transduccion de sefiales y con sitios muy conservados entre especies como

humano, chimpancé y raton [Pedraza-Alva et al., 2007].

La region extracelular de CD43 esta fuertemente glicosilada, cargada
negativamente y mide ~45 nm sugiere una tendencia de la molécula a repeler el
contacto celular. De acuerdo con estas propiedades fisicas, se ha demostrado que
la expresion de CD43 provoca una disminucion de la adhesion celular, por ejemplo,
en la union de células T mediada por antigeno 1 asociado a la funcion de los
linfocitos (LFA-1), una interaccion que se predice que ocurrira dentro de una
distancia intermembrana de 25-30 nm [McEvoy et al., 1997, Ardman et al., 1992,
Ostberg et al. 1996, Hickey et al., 2009].

Se conocen dos formas diferencialmente glicosiladas de CD43. La isoforma de 130
kDa contiene principalmente el hexasacarido ramificado NeuAc (a2-3) -Gal (b1-3)
[NeuAc (a2-3) Gal (b1-4) GIcNAc (b1-6) GalNac, mientras que la isoforma de 115
kDa contiene casi exclusivamente el tetrasacarido NeuAc (a2-3) -Gal (b1-3) [NeuAc
(a2-6)] GalNac. Los linfocitos T CD4 + en reposo y las células precursoras eritroides
expresan principalmente la forma de 115 kDa de CD43, mientras que las células T
CDS8 +, las células CD4 + activadas, los monocitos, los neutrdéfilos y las plaquetas
expresan la forma de 130 kDa [Ostberg et al., 1998]. Se ha propuesto que CD43 es
multifuncional, donde media las interacciones intercelulares a través de
mecanismos pro-adhesivos y anti-adhesivos [Allenspach et al.,, 2001]. Ademas,
CD43 participa en eventos de sefializacion celular, el dominio intracitoplasmatico
gue una region rica en prolina le permite a CD43 transducir sefiales de activacion
[Ostberg et al., 1998], incluido el reordenamiento citoesquelético por medio de las
proteinas ezrin / moesin / radixin (ERM) durante la polarizacion resultante del
encuentro de una célula presentadora de antigeno (APC) con un linfocito T portador
de un receptor de antigeno (receptor de células T, TCR) especifico para ese

antigeno, el CD43 se mueve fuera de la sinapsis inmunolégica, la zona de contacto
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entre APC y el linfocito T, y se reubica parcialmente en un complejo proteico opuesto
a la sinapsis inmunoldgica [Fratazzi et al., 2000], lo que sugiere que tiene tanto

funciones extracelulares e intracelulares.

Se han descrito multiples ligandos para CD43 como ICAM-1, MHC-I, galectina-1,
seroalbimina, Siglec-1, nucleolina de superficie celular y E-selectina. También
CD43 actua como receptor de microbios y proteinas derivadas de estos, por
ejemplo: Cpn60.2 de Mycobacterium tuberculosis, la transialidasa del Trypanosoma
cruzi y el virus de la influenza A interactian con CD43 para generar una respuesta
inmune. [Ostberg et al., 1998]. Ademas, los mAb anti-CD43 pueden inhibir la
interaccion celular, lo que respalda aun mas las funciones adhesivas de CD43
[Ardman et al., 1992, Cilfone NA et al.2013].
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Figura 4 Receptores involucrados en el reconocimiento de Mtb y sus posibles ligandos. Los distintos receptores
transducen sefiales positivas y negativas en las CPA modulando su respuesta. Mtb es capaz de inhibir los mecanismos
efectores (funcion bactericida, produccion de CK, presentacién antigénica, fagocitosis, etc) interactuando con receptores
como los TLRs, NLRs, CLRs, SR, CD14 Y CD43. Las abreviaturas de los receptores son las mismas que se utilizan en el texto.
Adaptado de Cheng et al. 2012.
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1.8 Estrategias de Mtb para sobrevivir en los macréfagos

Muchos patégenos intracelulares han desarrollado estrategias para invadir células
fagociticas que les permita la supervivencia y persistencia intracelular. Parte de la
estrategia de supervivencia de Mtb depende del modo inicial de interaccion con las
células huésped, donde el compartimento mas externo de la envoltura celular
micobacteriana juega un papel clave como se mencioné anteriormente en el texto.
Otra estrategia de supervivencia ocurre después de la fagocitosis de macréfagos,
Mtb despliega un ejército de factores (LAM, SapM, PtpA) que evaden las defensas
de los macrofagos para poder replicarse dentro de estos y asi ocasionando su
muerte [Liu CH et al., 2017].

Tanto el LAM bacteriano como la fosfatasa acida secretada M (SapM) inhiben la
actividad del fosfatidilinositol 3-fosfato (PI3P), que juega un papel critico en el
proceso de autofagia, puede inducirse en macréfagos infectados mediante la
activaciéon con la citocina protectora IFN-y. La inhibicién de PI3P bloquea la
biogénesis del fagolisosoma y el suministro de enzima hidrolitica de la red de Golgi
[Queval CJ et al., 2017].

El bloqueo de la acidificacion del fagosoma también es una caracteristica clave para
la supervivencia intracelular de patégenos. Mtb ha desarrollado al menos tres
estrategias diferentes con el objetivo de inhibir el ensamblaje del complejo H + V-
ATPasa y su posterior fusion con la membrana fagosdmica para estabilizar el pH
entre 6.2 y 6.5. De hecho, la proteina tirosina fosfatasa A (PtpA) secretada por Mtb
inhibe el ensamble de la maquinaria H + V-ATPasa por interaccion directa con las
subunidades H de este complejo. Ademas, la interaccion de TDM con el receptor de
lectina de tipo C Mincle retrasa la maduracién y acidificaciéon del fagosoma [Abul
Abbas et al., 2014].

1.9 Produccidn de citocinas por lainfeccion con Mtb

Las citocinas proinflamatorias sirven como componentes importantes de la defensa

antibacteriana de los macréfagos. La interaccion macréfago-Mtb resulta en la
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activacion de la respuesta inmune, generando la secrecion de citocinas y
quimiocinas pro- y anti- inflamatorias, Mtb puede inhibir la secrecion de citocinas
proinflamatorias evitando asi la eliminacion efectiva por parte del sistema
inmunologico del huésped. Las citocinas (TNF-a, IL-1, IL-12 e IL-6), y las
quimiocinas secretadas en los sitios de infeccion o lesiones tisulares por células
hematopoyéticas como los macréfagos, tienen multiples efectos sobre células
endoteliales vasculares, los leucocitos y la médula 6sea, que aumentan la respuesta
inmune local de células, ayudan a combatir infecciones y reparar los tejidos [Ruan
et al., 2019].

IL-18 esta implicada en la respuesta inmune innata del huésped contra patégenos,
es activada por la escision de la caspasa-1 y promueve la maduracion de los
fagosomas y la eliminacién efectiva de micobacterias. Mtb inhibe la formacién del
inflamasoma y el procesamiento de IL-1B para evadir la respuesta inmune del
huésped [Ladel et al., 1997]. IL-12 es una citoquina proinflamatoria crucial en la
proteccion contra Mtb, ya que es esencial para la produccion de IFN-y, un factor
importante en el control de la infeccidén por Mtb. Ademas, un estudio mostré que los
ratones tratados con IL-12 podian matar de forma efectiva a Mtb [Ladel et al., 1997].
IL-6 y TNF-a también son factores proinflamatorios involucrados en la respuesta
inmune. La IL-6 puede activar la funcion antimicobacteriana de los macréfagos. Los
ratones deficientes en IL-6 son extremadamente sensibles a la infeccion por Mtb
[Randhawa et al., 2008].

1.9.1 TNF-a

El TNF-a limita el crecimiento intracelular de Mtb, ya que la eliminacion o falta de
TNF-a resulta en granulomas no estructurados y un gran aumento en la carga
bacteriana total, también TNF-a induce la expresién de quimiocinas que potencian
el reclutamiento de nuevos macréfagos no infectados y la regulacion de la sintesis
de IL-10 [Engele et al., 2002]. TNF-a induce la produccion de intermediarios
nitrogenados reactivos y, por tanto, promueve la destruccion de Mtb intracelular.
TNF-a producida por la estimulacion con Mtb suprimié la apoptosis de los

macrofagos. Se demostré que TNF-a recupera los efectos bactericidas de los
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macréfagos CD43 -/- o CD43-KO [Hickey et al., 2010].
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Figura 5 Interaccion de Mycobacterium tuberculosis con los macréfagos. Cuando la micobacteria llega a su blanco
biolégico, los macrofagos donde hay un reconocimiento mediado por multiples ligandos y receptores de los cuales uno de
ellos es CD43 (una sialomucina con tres dominios), la micobacteria es absorbida, se forma el fagosoma y activa los
macréfagos provocando la secrecidén de citocinas pro- y anti- inflamatorias como TNF, IL-1, IL-6 e IL-12. Creada con
BioRender.com
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2 Antecedentes

El inicio de una infeccion tuberculosa implica la adherencia y fagocitosis de Mtb por
las células del huésped, principalmente los macréfagos alveolares. Para que estas
interacciones ocurran, los ligandos en la superficie de la micobacteria deben entrar
en contacto con los receptores de superficie de los macréfagos, uno de los cuales
es la sialomucina CD43. Los macréfagos carentes de CD43 (CD43KO) tienen una
capacidad reducida de union a la micobacteria [Manjunath N et al., 1995]. Si bien
hay una menor captacion de Mtb por los macréfagos CD43KO, existe en ellos un
mayor crecimiento bacteriano intracelular en comparacion con macréfagos
CD43WT [Fratazzi et al. 2000, Randhawa et al., 2005].

Esto indica que CD43 puede desempefiar un papel doble en la infeccion por Mtb,
ya que no solo esta involucrada en la union inicial con la bacteria sino también en la
replicacion dentro del macréfago. La interaccion Mtbh-macréfago también regula la
produccion de la citocina pro-inflamatoria TNF-a [Fratazzi et al. 2000, Randhawa et
al., 2005]. TNF-a interviene en la restricciéon de la patogénesis micobacteriana,
algunas de sus funciones son regular la formaciéon de granulomas, reclutar
macrofagos no infectados mediante la expresiéon de quimiocinas y matar las
micobacterias presentes en los macréfagos por medio de perforina y granulisina
[Engele et al., 2002].

Se ha encontrado que los ligandos de superficie micobacterianos que interactiian
con CD43 son la chaperonina Cpn60.2 y la chaperona DnaK [Brennan et al., 2001].
Cpn60.2 es el principal ligando de Mtb para CD43, facilita y estabiliza la asociacion
entre Mtb y el macrofago [Hickey et al., 2010]. La falta de expresion de CD43 en
macrofagos derivados de médula 6sea de raton (BMMs) de ratones C57BL/6
conduce a una reduccion en la produccion de TNF-a ante los estimulos de Cpn60.2
0 BCG. Lo mismo ocurre en macréfagos derivados de la linea celular pro-monocitica
humana THP-1 ante los estimulos Cpn60.2, DnaK y BCG [Torres-Huerta A et al.,
2017, Aleman-Navarro E, tesis de Maestria, 2017].

Posiblemente la participacion de CD43 y la respuesta inmune durante la infeccion
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micobacteriana sean diferentes entre cepas de ratébn como C57BL/6 y BALB/c. Las
células de la respuesta inmune adaptativa de los ratones C57BL/6 producen
preferentemente citocinas Thl con un alto nivel de IFN-y y un bajo nivel de
interleucina IL-4, mientras que las de los ratones BALB/c favorecen la produccién
de citocinas Th2 con poco IFN-y y alto nivel de IL-4. Por lo tanto, los ratones
C57BL/6 y BALB/c se consideran cepas murinas predominantemente Thl y Th2
respectivamente [Wakeham et al., 2000, Garcia-Pelayo et al., 2015]. Los linfocitos
T CD4 + se activan con IL-12 e IFN-y, convirtiéndose en Th1, y producen citocinas
como IFN-y, TNF-a e IL-2. Los linfocitos T CD8 + se activan con IL-4 convirtiéndose
en Th2 y producen citocinas como IL-4, IL-5 e IL-10 [Mosmann TR et al., 1989].

Se ha demostrado que los ratones BALB/c son capaces de desarrollar una
respuesta inmune adaptativa Thl completamente funcional después de una Unica
inmunizacion con BCG [Wakeham et al., 2000]. La produccién de TNF-a al dia 3 de
la vacunacion con BCG es mayor en los ratones BALB/c en comparacion con los
C57BL/6 [Garcia-Pelayo et al., 2015].

En macréfagos de ratones C57BL/6 CD43KO se ha observado una disminucion de
la capacidad de unién de Mtb a los macréfagos y la fagocitosis de los mismos,
resulta en una produccién baja de citocinas proinflamatorias (TNF-a, IL-6 e IL-12),
fundamentales para controlar la infeccion en la fase aguda [Randhawa et al., 2008].
A pesar de que hay una reduccion en la unién de macrofagos con la micobacteria
se observo un aumento de la supervivencia y replicacion intracelular de Mtb en
macrofagos de ratones CD43KO [Randhawa et al., 2005]. Los ratones CD43KO
infectados con Mtb tienen mayor carga bacteriana en los pulmones y el bazo durante
las etapas aguda y crénica de la infeccion, ademéas de una formacién alterada de
granulomas [Randhawa et al., 2005 y 2008].
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3 Planteamiento del problema

3.1 Justificacion

Desde 1993 la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) declar6 la TB como una
enfermedad que constituye un problema importante de salud publica a nivel
mundial. La reduccion de las tasas de mortalidad e incidencia representa un gran
reto, ya que las infecciones con Mtb causan por lo menos 10 millones de casos y
1.4 millones de muertes anualmente. Esto sefala a la TB como un problema ya no

s6lo de salud publica sino de seguridad global.

La TB se asocia a otra gran pandemia, la COVID-19, pues la interrupcion de los
servicios de salud derivada de esta retrasa el progreso en la reduccién de casos de
TB. Esta enfermedad afecta principalmente a la poblacién que vive en paises en
desarrollo, impactando gravemente el sistema de salud y dificultando la obtencion
de los recursos médicos necesarios para su tratamiento. Una alta proporcion de
casos de TB podria evitarse, si se caracteriza detalladamente el proceso de
infeccidn y la respuesta inmune asociada, ya que esto permitiria desarrollar

tratamientos mas efectivos.

La interaccion entre Mtb y los macréfagos es un paso fundamental en el inicio de la
infeccién y en el establecimiento de la respuesta inmune subsecuente. El receptor
CD43 participa en este proceso. Para profundizar en el conocimiento de la funcién
de CDA43 en la infeccion por Mtb, se va a evaluar la produccién de la citocina pro-
inflamatoria TNF-a en respuesta a BCG, ya que esta citocina juega un papel
importante en la restriccion de la patogénesis micobacteriana. Esto se evaluara en
macrofagos de ratones C57BL/6 y BALB/c, para conocer si el efecto de CD43 difiere
segun el tipo de respuesta inmunolégica (Thl o Th2). Se utilizaran macréfagos
derivados de médula 6sea (BMMs) de ratones silvestres (CD43WT) y CD43KO
porque pueden obtenerse en grandes cantidades y representan un macrofago
recientemente diferenciado, como los que se pueden encontrar ingresando a sitios

de infeccion durante el curso de la patogenia de Mtb.
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3.2 Hipotesis

La falta de CD43 impactara sobre la produccién de TNF-a en respuesta a BCG en
funcion del perfil inmunoldgico de los ratones C57BL/6 y BALBI/c.

3.3 Objetivo

Comparar la produccion de la citocina pro-inflamatoria TNF-a ante el estimulo de
BCG en BMMs de ratones CD43WT y CD43KO de las cepas C57BL/6 y BALB/c,
como dos prototipos de respuesta Thl y Th2 respectivamente.
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4 Materiales y métodos

4.1 Uso de animales

Todos los experimentos se llevaron a cabo de acuerdo con los estandares
establecidos por el Comité de Bioética del Instituto de Biotecnologia-UNAM en lo
referente a animales de laboratorio. Se utilizaron ratones silvestres (WT) y carentes
de CD43 (CD43KO) de las cepas BALB/c y C57BL/6, machos, de 3-4 meses de
edad. Los ratones se mantuvieron en una instalacion libre de patégenos, en jaulas
micro-aislantes, bajo condiciones adecuadas de distribucion y alimentacion, asi
como condiciones estandar de temperatura, humedad e iluminacién, hasta ser

utilizados en los experimentos.

4.2 Obtencién de macrofagos derivados de la médula 6sea (BMMs)

Los ratones se sacrificaron y se disectaron los fémures y tibias. En condiciones de
esterilidad, los huesos se desinfectaron sumergiéndolos en EtOH al 70% por 5
segundos y se transfirieron a PBS. Para extraer la médula 6sea se cortaron los
extremos de cada hueso y, utilizando una jeringa de insulina, se hizo pasar un flujo
de PBS hasta vaciar completamente el hueso. La médula ésea de cada raton se
recolecté en un tubo Falcon de 50 mL, se lavd llenando el tubo con PBS y se
centrifug6 a 1300 rpm por 7 minutos. El botdn celular se resuspendio y los eritrocitos
se lisaron incubandolo con 0.5 mL de Red Blood Cell Lysis Buffer (Sigma) por 1
minuto y 15 segundos. Pasado el tiempo de incubacién, se agregaron a las células
5 mL de DMEM Advanced (Gibco) suplementado con 5 % de suero bovino fetal
(FBS), penicilina 100 U/mL, estreptomicina 50 pyg/mL y glutamina 2 mM (DMEM
completo). Las células se centrifugaron nuevamente (1200 rpm, 7 minutos) y el

boton celular se resuspendié en 10 mL de DMEM completo.

Se tomd una muestra de la suspension y se tifid con el colorante azul tripano para
marcar las células muertas. El conteo de las células vivas se hizo con una camara

de Neubauer y las células de médula 6sea se colocaron en cajas de cultivo celular.
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Se plaquearon 5x10° células por caja en DMEM completo suplementado con 5 %
adicional de FBS y 20 % de sobrenadante de cultivo de células L929 (SN-L929),
gue contiene el Factor Estimulante de Colonias de Macrofagos (M-CSF). Este factor
es necesario para diferenciar los monocitos de la médula 6sea hacia una poblacién
rica en macrofagos (BMMs). Las células se diferenciaron durante 7 dias (37 °C, 5%
CO2), proporcionandoles al dia 4 un refuerzo de 5 % FBS y 20 % de SN-L929.

Pasados los 7 dias, a los BMMs se les retir6 el medio de cultivo y se lavaron dos
veces con 5 mL de PBS. Se incubaron por 7 minutos (37 °C, 5% CO2) con 3 mL de
Versene (EDTA 0.48 mM en PBS) para despegarlos y se transfirieron a un tubo
Falcon de 50 mL, se lavaron nuevamente con PBS, se centrifugaron (1300 rpm, 7
minutos) y el boton celular se resuspendio en 5 mL de DMEM completo. Las células
se contaron para realizar la fenotipificaciéon y el plaqueo para los ensayos de

activacion.

4.3 Fenotipificacion de BMMs por inmunotincion

Las células se colocaron en tubos de FACS (2x10° células por tincién), se lavaron
con 3 mL de solucion de FACS (PBS con 2 % de FBS) y se centrifugaron a 1200
rpm por 7 minutos. El boton celular se resuspendié en 50 pL de solucion de FACS
con 20% de suero humano y 1 pg/mL del anticuerpo CD16/32 (clona 93,
eBiosciences), y se incub6 durante 30 min a 4°C para bloquear los receptores Fc.
Para evaluar la expresion de los marcadores CD43, F4/80, TLR2 y TLR4, los BMMs
se tiferon con 2.5 pg/mL de anti-CD43 murino acoplado a PE (clona S11,
BioLegend) y 1.25 ug/mL de anti-F4/80 (clona BM8, BioLegend), 5 ug/mL de anti-
TLR2-PE (clona CD282, BioLegend) 6 2.5 ug/mL de anti-TLR4-PE (clona MTS510,
BioLegend). Las células se incubaron con los respectivos anticuerpos durante 30
minutos a 4 °C, protegidas de la luz. Como control se utilizé una muestra de células
sin tefir. Pasado el tiempo de incubacion las células se lavaron con 3 mL de solucion
de FACS, se centrifugaron (1200 rpm, 7 minutos) y se descart6 el sobrenadante.

Las células se resuspendieron en 100 pL de PFA al 2% para fijarlas.

Las muestras se procesaron con el citometro de flujo BD FACSCanto Il y el software
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FACSDiva (BD Biosciences). El andlisis se realiz6 con el software FlowJo V10; se
selecciond la poblacién de interés de acuerdo con el tamafio y la complejidad
celular, considerando los eventos individuales. Para los valores de fluorescencia, el
cambio en la mediana de la intensidad de fluorescencia (AMFI) se calcul6 restando
a los valores obtenidos para las muestras tefiidas (Stained) el valor de fluorescencia
de las células control (No tefidas). Se utiliz6 la mediana como medida de tendencia
central porque es el estadistico mas apropiado para analizar valores logaritmicos
como la intensidad de fluorescencia, ya que no es afectada por valores extremos ni
requiere que los datos sigan una distribucién normal. Los valores del AMFI de los
BMMs CD43KO se normalizaron respecto a los de las células CD43WT (Tabla 1,

Anexos).

4.4 Acoplamiento de las proteinas Cpn60.2 y DnaK a perlas Ni-NTA

Las proteinas recombinantes Cpn60.2 y DnaK de Mtb fueron proporcionadas por la
Dra. Clara Espitia (Instituto de Investigaciones Biomédicas, UNAM). Ambas
proteinas contienen una etiqueta de histidinas (His) que permite acoplarlas a perlas
de agarosa recubiertas de niquel (Ni-NTA Agarose, Qiagen). El acoplamiento se
hizo un dia antes de la activacion, colocando en tubos Eppendorf siliconizados el
volumen necesario de perlas para el control negativo y para el acoplamiento de
Cpn60.2 6 DnakK. Las perlas se lavaron tres veces con PBS estéril, centrifugandolas
entre cada lavado (1400 rpm, 3 minutos), y se resuspendieron en 1 mL de PBS. A
los tubos correspondientes se les agregé Cpn60.2 6 DnaK (10 pg/mL) y se
incubaron en agitacion constante por 14-16 horas a 4 °C.

Después de la incubacién, las perlas se lavaron tres veces y se resuspendieron en
1.5 mL de PBS. Se utilizaron 100 pL del sobrenadante recuperado antes del primer
lavado para verificar por el método de Bradford que no hubiera quedado proteina
sin acoplar, empleando como blanco el sobrenadante de las perlas sin proteina.
Para eliminar contaminacion por trazas de LPS, las perlas se incubaron con el
antibiotico Polimixina B (Sigma, 50 pug/mL) durante una hora a 37° C, agitando la
muestra cada 10 minutos. Después de este tratamiento, las perlas se lavaron tres

veces y se resuspendieron en el volumen de PBS requerido para el ensayo.
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4.5 Activacion de BMMs con BCG, Cpn60.2 y DnaK

Previo a la activacion, se plaguearon 1x10° células por pozo en 200 uL de DMEM
completo, en una placa de 96 pozos. Los macrofagos se dejaron reposar durante
24 horas a 37°C y 5% de CO:2 para que se adhirieran a la placa. Los pozos
circundantes se rellenaron con 200 pL de PBS estéril para evitar la evaporacion de
medio de cultivo en los pozos con células. Después de este tiempo, se retiré el
medio de cultivo y los macrofagos fueron ayunados en DMEM libre de suero (37°C,

5% CO2) para sincronizarlos en la fase de reposo (GO0) del ciclo celular.

Para la activacion, se retiré el medio de ayuno y los macréfagos se estimularon con
Cpn60.2 6 DnaK (10 ug/mL) acopladas a las perlas Ni-NTA 6 con la cepa Tokio 172
de BCG inactivada por calor (Vacuna Tuvax, Japan BCG Laboratory) a una
multiplicidad de infeccién de 3 bacterias por macréfago (MOI 3:1). Como controles
negativos se utilizaron macrofagos no estimulados (US) 6 incubados con perlas sin
proteina acoplada (Ni-NTA). Como control positivo se utilizd6 macréfagos
estimulados con LPS (500 ng/mL). Cada tratamiento se realizd por triplicado en
DMEM completo y los macrofagos permanecieron en incubacion (37 °C, 5 % COx)
durante 24 6 48 horas. En cada tiempo se recolectaron los sobrenadantes de cultivo,
se centrifugaron (1300 rpm, 7 minutos) y se almacenaron en alicuotas a -70 °C para

después evaluar la produccion de TNF-a por ELISA.

4.6 Cuantificacién de TNF-a mediante ensayo inmunoabsorbente ligado a
enzimas (ELISA)

La produccion de TNF-a en los BMMs se cuantifico usando el kit Mouse TNF-alpha
ELISA Ready-SET-Go! (eBiosciences), de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. En resumen, se recubrieron placas de 96 pozos con el anticuerpo de
captura para TNF-a (Anti-Mouse/ Rat TNFa Purified, 1 pg/mL) y se incubaron
durante toda la noche a 4°C. Las placas se lavaron tres veces con una solucion de
PBS-Tween 0.05% durante 1 minuto y se bloquearon durante 1 hora con diluyente
de ensayo (solucion de BSA 1X). Se lavaron nuevamente 3 veces y se agregaron
las muestras (DMEM 30pL, US 30 uL, LPS 15 pL, BCG 30uL de una dilucién 1:10,

Ni-NTA 35 L, Cpn60.2 35 puL y DnaK 25 pL) en un volumen final de 100 pL con
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diluyente de ensayo. También se hicieron diluciones seriadas de TNF-a para

construir una curva estandar con un rango de deteccién de 8 - 1000 pg/mL.

Después de 2 horas de incubacion a temperatura ambiente (TA) se hicieron 5
lavados y se aplico el anticuerpo de deteccion (Anti-Mouse /Rat TNF-a, 1 pg/mL)
durante 1 hora a TA. Se hicieron 5 lavados, se agregaron 100 pL de Estreptavidina-
HRP y se hizo una incubacion durante 30 min a TA. Pasado el tiempo de incubacion
se hicieron 7 lavados de 2 minutos, se agregaron 100 pL del sustrato y se incubd
15 minutos a TA. Finalmente, se agregaron 50 pL de solucién de stop (H2SO4 2N)
y se incub6 durante 5 minutos a TA. Las lecturas de absorbancia (450 nm) se

realizaron con un lector de microplacas (Accuris, SMARTREADER™ 96).

A partir de los datos de absorbancia se interpolaron los valores con la curva
estandar correspondiente a cada experimento con el software GraphPad Prism 8
obteniendo el valor que correspondia en [pg/mL] (Figura 11 A y B, Anexos), luego
se multiplico por el factor de dilucion (F.D.) de cada estimulo, y se normalizaron los
valores KO de todos los experimentos individuales con respecto a su WT para poder
comparar la produccion de TNF-a de cada muestra (Tabla 2, Anexos).

C578L/6 (Th1) BALB/C (Th2) Fenotipificacion (Inmunotincién) 1600 Flow cytometry
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Figura 8 Estrategia experimental. De los ratones BALB/c (Th2) y C57BL/6 (Th1) se extrajeron el fémur y la tibia para
obtener la médula ésea, de la cual se diferenciaron los monocitos con M-CSF a BMMs. Los BMMs se fenotipificaron para
los marcadores CD43, F4/80, TLR4 y TLR2 y se procesaron por citometria de flujo. Los BMMs se plaquearon, ayunaron y
activaron con BCG, Cpn60.2, DnakK, Ni-NTA y LPS durante 24 y 48 hrs para cuantificar la produccion de TNF-a de los
sobrenadantes por ELISA.

31



5 Resultados

5.1 CD43 no esta involucrado en la maduracion de los macrofagos. La
ausencia de CD43 afecta diferencialmente la expresion delos TLRs 2y 4
entre las cepas C57BL/6 y BALB/c.

A fin de evaluar el papel de CD43 en la produccién de TNF-a ante los estimulos

BCG, Cpn60.2 y DnaK en diferentes tipos de respuesta inmunoldgica se utilizaron

BMMs de ratones CD43WT y CD43KO de las cepas C57BL/6 y BALBI/c.

El primer paso fue determinar la expresion de los receptores moleculares CD43,
F4/80, TLRs 2 y 4 en los BMMs CD43WT y CD43KO de ambas cepas de raton.
Para esto se hizo una inmunotincién y las muestras se procesaron mediante
citometria de flujo. CD43 se evalu6 para verificar el fenotipo WT o KO; F4/80 para
corroborar la madurez de los macréfagos murinos [Dos Anjos Cassado A., 2017]; y
TLR2 y TLR4 por ser receptores que también reconocen a Cpn60.2 y DnakK, los

ligandos de Mtb compartidos con CD43 [Terry K. Means et al., 2001].

En el andlisis de citometria, para ambas cepas de raton se selecciond la poblacion
de macrofagos (Figura 9 y 10 A) y se tomaron en cuenta los eventos individuales
(Figura 9 y 10 B) para realizar los histogramas de cada uno de los marcadores
(Figura 9 y 10 D-G). Los valores del cambio en la mediana de la intensidad de
fluorescencia (AMFI) de los BMMs CD43KO se normalizaron respecto a los de los
BMMs CD43WT.

Como se esperaba, la expresion de CD43 en los BMMs CD43KO de ambas cepas
murinas es nula (Figura 9 y 10 D). Los niveles de expresion de F4/80 son
equivalentes entre los BMMs CD43WT y CD43KO para ambas cepas (Figura9y 10
E). En la cepa BALB/c hay menor expresion de TLR2 en los BMMs CD43KO
respecto a sus contrapartes silvestres (Figura 9 F); en cambio, el marcador TLR4
se expresa mas en BMMs CD43KO (Figura 9 G). Por el contrario, en la cepa
C57BL/6 hay mayor expresion de TLR2 en los BMMs CD43KO (Figura 10 F), sin
embargo, la expresion de TLR4 no difiere significativamente entre los BMMs (Figura

10 G).
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Estos resultados confirmaron que los BMMs CD43KO de ambas cepas no expresan
CD43 y que CD43 no esta involucrado en la maduracién de los macréfagos, ya que
el nivel de expresion de F4/80 en BMMs WT y KO es semejante. El efecto de la
carencia de CD43 en la expresion de los TLRs 2 y 4 difiere entre las dos cepas de

raton.
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Figura 9 Los BMMs de ratones CD43KO expresan menos TLR2 pero mas TLR4 que sus contrapartes WT. (A) Poblacién de
macrofagos en una grafica de tamafio (FSC-A) vs complejidad (SSC-A) y (B) eventos individuales con base en los parametros
de tamario (FSC-A) vs altura (FSC-H). (C) Cédigo de colores que se utilizd en los histogramas, WT no tefiido (NT; azul claro),
WT (tefiido; azul fuerte), KO no tefiido (NT; verde claro) y KO (tefiido; verde fuerte). Expresién de (D) CD43, (E) F4/80, (F)
TLR2y (G) TLR4 en los BMMs. (H) La representacion cuantitativa del cambio en la mediana de la intensidad de fluorescencia
(AMFI) para cada marcador; los datos de los BMMs CD43KO fueron normalizados respecto a los valores de los BMMs WT.
Los histogramas son representativos de al menos tres experimentos independientes y el grafico H muestra el promedio
de estos experimentos. Andlisis estadistico: prueba t no pareada. *, p <0.05, ***, p <0.0005, ns, sin diferencia significativa.
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Figura 10 En ausencia de CD43 hay mayor expresion de TLR2 en BMMs de ratones C57BL/6. (A) Poblaciéon de macrofagos
en una grafica de tamafio (FSC-A) vs complejidad (SSC-A) y (B) eventos individuales con base en los parametros de tamafio
(FSC-A) vs altura (FSC-H). (C) Cédigo de colores que se utilizd en los histogramas, WT no tefiido (NT; azul claro), WT (tefiido;
azul fuerte), KO no tefiido (NT; verde claro) y KO (tefiido; verde fuerte). Expresidn de los marcadores celulares (D) CD43,
(E) F4/80, (F) TLR2 y (G) TLR4. (H) Representacidn cuantitativa del cambio en la mediana en la intensidad de fluorescencia
(AMFI) para cada marcador. Los histogramas son representativos de tres experimentos independientes y el grafico H
muestra el promedio de los valores KO que fueron normalizados respecto al WT de cada experimento. Analisis estadistico:
prueba t no pareada. *, p < 0.05, ns, sin diferencia significativa.
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5.2 La produccion de TNF-a por BMMs de ratones C57BL/6 y BALB/c en
respuesta a BCG, Cpn60.2 y DnaK depende parcialmente de CD43.
Después de hacer la fenotipificacion para caracterizar la expresion de los
marcadores de interés en los BMMs de ratones C57BL/6 y BALB/c CD43WT y
CD43KO, se evaluo la capacidad de estas células para producir TNF-a ante los
estimulos BCG, Cpn60.2 y DnaK a 24 y 48 horas. Esta citocina pro-inflamatoria
tiene un rol central en la respuesta protectora contra Mtb mediante la formacién de
granulomas, la produccion de intermediarios nitrogenados reactivos y el
reclutamiento de células hematopoyéticas [Kindler, V. et al., 1989, Engele et al.,

2002, Hickey et al., 2010].

Se utilizé BCG como modelo de Mycobacterium tuberculosis [Kindler, V. et al., 1989,
Huygen et al., 1992]. Cpn60.2 y DnaK se emplearon como estimulos ya que son
ligandos de CD43 presentes en la capsula de Mtb [Hickey et al., 2009]. Ademas,
Cpn60.2 funciona como adhesina necesaria para la interaccion Mtb-macroéfago que
conduce a una respuesta pro-inflamatoria induciendo la produccién de citocinas
como TNF-a [Cehovin et al., 2010]. La produccion de esta citocina en BMMs es
dependiente de CD43 en ratones C57BL/6 [Torres-Huerta A et al., 2017].

El efecto de la interaccién de CD43 con Cpn60.2 y DnaK a nivel produccion de TNF-
a se evalud usando estas proteinas recombinantes, las cuales poseen una etiqueta
de Histidinas que permite acoplarlas a perlas de agarosa recubiertas de niquel (Ni-
NTA). Como control de estos estimulos se utilizaron las perlas Ni-NTA solas. Se
realizo la estimulacion durante 24 y 48 horas en los BMMs de ambas cepas de raton.

Como control negativo se utilizaron BMMs no estimulados (US). Como controles
positivos que inducen la produccion de TNF-a de manera independiente a CD43, se
utilizé el estimulo LPS. El objetivo de este control positivo es mostrar que la
maquinaria de produccion de TNF-a esta intacta en los BMMs WT y KO. LPS es
agonista de TLR4 e induce una respuesta pro-inflamatoria dependiente de la via
MyD88 en células hematopoyéticas [Fang, F. et al., 2020].

Se obtuvieron los sobrenadantes de cultivo correspondientes a cada uno de los

estimulos (BCG, Cpn60.2, DnakK, Ni-NTAy LPS) a 24 y 48 horas para las dos cepas
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de raton y se cuantifico la produccién de TNF-a mediante un ELISA para poder
compararlos. Como se esperaba, en los BMMs US de ambas cepas no hubo
produccion de TNF-a (Figura 12), y los BMMs de ambas cepas estimulados con las
perlas Ni-NTA sin proteina produjeron cantidades minimas de esta citocina (Figura
12).

En la cepa BALB/c los BMMs CD43KO producen menos TNF-a que los CD43WT
en respuesta a BCG (48 horas, Figura 13 A), Cpn60.2 (24 y 48 horas, Figura 13 B)
y DnaK (48 horas, Figura 13 C). Por otra parte, en respuesta a LPS, los BMMs WT
y KO de la cepa BALB/c produjeron cantidades comparables de TNF-a (Figura 13
D). En la cepa C57BL/6 los BMMs CD43KO produjeron menos TNF-a que los
CD43WT en respuesta a BCG, Cpn60.2, DnaK y LPS en ambos tiempos (Figura 13
E-H). Los ratones C57BL/6 CD43WT producen mas TNF-a que los ratones BALB/c
CD43WT en respuesta a BCG a ambos tiempos (no mostrado). En contraste con
esto los ratones CD43KO de ambas cepas no difieren en la produccion de TNF-a a

las 24 y 48 horas (no mostrado).

Los BMMs WT de ratones C57BL/6 producen mas TNF-a en comparacién con los
BMMs WT de BALB/c. En contraste los BMMs de ratones CD43KO de ambas cepas
producen niveles equivalentes de TNF-a. Esto podria deberse a que los ratones
BALB/c CD43KO expresan mas TLR4 y asi contribuir a la produccién de esta
citocina. La produccién de TNF-a en respuesta a BCG, Cpn60.2 y DnaK depende
parcialmente de CD43 en ambas cepas de raton. Sin embargo la produccion de esta
citocina es mayor en ratones C57BL/6, ademas de que la diferencia entre BMMs
WT y KO es mas marcada en esta cepa que en BALB/c. En concordancia con el tipo
respuesta inmunolégica de C57BL/6 que es predominantemente Thl y que en
ausencia de CD43 dirige a los macréfagos a una respuesta anti-inflamatoria.
Ademas, la diferencia entre la produccion de TNF a de los BMMs WT y KO en los

controles podria deberse a un deterioro en la maquinaria celular de macroéfagos.

37



A) wm WT B)

me KO BALB/c 24h BALB/c 48h
45000~ 45000
40000 — 400007 J
g e ] € 3oooc] 7
S 25000 % 2 200001 1
S 60004 Z7 S 6000 77
% 4000- %} Z% ; %} L 4000- 1: %Z P
US Ni-NTA LPS BCG Cpn60.2DnaK US Ni-NTA LPS BCG Cpn60.2DnaK
C) - WT D)
m KO C57BL/6 24h C57BL/6 48h
100000 100000
— 80000 i — 80000 i
E 60000 E 60000~
E 400004 l E 400004 l
; z ; x
£ 4000 £ 4000- T
2000 2000
. US Ni-NTA LPS BCG Cpn60.2DnaK > US Ni-NTA LPS BCG Cpn60.2DnaK

Figura 12 Produccién de TNF-a por BMMs de ratones BALB/cy C57BL/6. La produccion de TNF-a (pg/mL) en respuesta a
diferentes estimulos (US, LPS, Ni-NTA, BCG, Cpn60.2 y DnakK) entre ambas cepas de ratén a 24 y 48 horas, BMMs WT (azul)
y CD43KO (verde). (A) BALB/ca 24 horasy (B) a 48 horas. (C) C57BL/6 a 24 horas y (D) a 48 horas. Los datos son el promedio

de al menos tres experimentos independientes.
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Figura 13 La produccién de TNF-a por los BMMs de ratones BALB/c y C57BL/6 depende parcialmente de CD43. La tasa
de cambio en la produccidon de TNF-a por los BMMs CD43WT (azul rayado) y CD43KO (verde rayado) de ratones BALB/c
en respuesta a (A) BCG, (B) Cpn60.2, (C) Dnak, (D) LPS a 24 y 48 horas. Produccion de TNF-a por BMMs CD43WT (azul) y
CD43KO (verde) de ratones C57BL/6 en respuesta a (E) BCG, (F) Cnp60.2, (G) DnaK, (H) LPS a 24 y 48 horas. Se normalizaron
los valores de los BMMs CD43KO respecto al WT y se graficé el promedio de la produccion de TNF-a de al menos tres
experimentos independientes. Analisis estadistico: prueba t no pareada. *, p < 0.05, **, p < 0.005, ns, sin diferencia
significativa.
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6 Discusion

Es de gran importancia comprender la interaccion de Mtb con los macrofagos para
poder desarrollar nuevos tratamientos o mejorar las medidas preventivas contra la
tuberculosis, ya que solo hay una vacuna disponible (BCG) y no impide la infeccion
primaria [Kindler, V. et al., 1989, Huygen et al., 1992]. CD43 es una molécula
importante en la asociacion de micobacterias con los macrofagos [Fratazzi et al.,
2000; Randhawa et al., 2005] a través de ligandos como Cpn60.2 y DnaK [Hickey
et al., 2009]. Ademas CD43 controla la supervivencia y el crecimiento del patégeno
gracias a la produccién de la citocina TNF-a [Randhawa et al., 2008]. Esta citocina
juega un papel central en el macréfago iniciando la via de apoptosis, asi como la
formacién de granulomas para la protecciéon del hospedero contra Mtb [Randhawa
et al., 2008, Queval CJ et al., 2017, Torres-Huerta et al., 2017].

En este estudio nos centramos en evaluar el papel de CD43 en la produccion de
TNF-a por BMMs CD43 WT y CD43KO en ratones C57BL/6 y BALB/c, cuya
respuesta inmunoldgica es predominantemente Thl y Th2. En ratones C57BL/6
CD43KO se ha observado una disminucion de la capacidad de union de Mtb a los
macrofagos y la fagocitosis de los mismos [Randhawa et al., 2008]. Esta ausencia
de CDA43 tanto en ratones C57BL/6 como en macrofagos THP-1 resulta en una
reduccion en la produccion de TNF-a en respuesta a BCG y Cpn60.2 [Torres-Huerta
Aetal., 2017].

Comenzamos por examinar la expresion de los marcadores CD43, F4/80, TLRs 2y
4, haciendo una inmunotincion de los BMMs WT y KO de ambas cepas de raton. Se
evaluo la expresion de CD43 para corroborar que los BMMs KO no expresaran la
sialomucina; de F4/80 para confirmar que fueran macréfagos murinos maduros [Dos
Anjos Cassado A., 2017]; y de los TLRs 2 y 4 porque participan en el reconocimiento
de ligandos de Mtb (Cpn60.2 y DnaK) compartidos con CD43 [Terry K. Means et al.,
2001]. Ademas, la interaccion entre Mtb y estos TLRs lleva al inicio de cascadas de
sefalizacion intracelular por la via de MyD88, que culminan en la generacién de
citocinas pro-inflamatorias como TNF-a en macrofagos [Bowdish DM et al., 2009].
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Después se evalud la produccion de TNF-a por BMMs CD43WT y CD43KO de los
ratones BALB/c y C57BL/6, incubando las células con distintos estimulos (BCG,
Cpn60.2, DnakK, Ni-NTAy LPS) a 24 y 48 horas.

Confirmamos que los BMMs CD43KO de ambas cepas no expresan CD43. También
demostramos que CD43 no esta involucrado en la maduracién de macréfagos, ya
que los BMMs CD43WT vy sus contrapartes KO expresan niveles equivalentes de

F4/80 en ambas cepas de ratén.

En la cepa BALB/c los BMMs CD43KO expresan menos TLR2, en contraste con el
marcador TLR4 que se expresa mas. Lo cual nos podria indicar que la produccién
de TNF-a no solo depende de CD43 también participan los TLRs 2 y 4 que son
receptores de Cpn60.2 y DnaK [Terry K. Means et al., 2001]. Esta produccion de
TNF-a en respuesta a BCG, Cpn60.2 y DnaK depende parcialmente de CD43 en
ratones BALB/c. Puesto que los BMMs CD43KO producen menos TNF-a en

respuesta a estos estimulos.

Por otra parte, los BMMs CD43KO de ratones C57BL/6 producen menos TNF-a en
comparacion con los WT en respuesta a BCG, Cpn60.2 y DnaK. Estos experimentos
con la cepa C57BL/6 sugieren que CD43 es responsable de la produccion de TNF-
a y que, en las condiciones experimentales utilizadas en este estudio, la
participacion de la molécula TLR4 no fue significativo, ya que los BMMs WT y
CD43KO expresaron cantidades equivalentes de estos marcadores. Al igual que
como se informo anteriormente donde la produccién de TNF-a depende de CD43
en esta cepa de ratén en respuesta a Cpn60.2 [Torres-Huerta et al., 2017]. Sin
embargo, hay mayor expresion de TLR2 en los BMMs CD43KO esto podria
indicarnos que CD43 interactla con esta molécula para la produccion de TNF-a.

Para evaluar si la ausencia de CD43 afectaba la maquinaria celular se estimularon
los BMMs con LPS que induce actividad proinflamatoria de manera independiente
a CD43 [Fang, F. et al., 2020, Chatila et al., 1989, Ai et al., 2013]. Los resultados de
los experimentos con la cepa C57BL/6 con estos estimulos nos dicen que

posiblemente la maquinaria celular en los macréfagos CD43KO estéa deteriorada.
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Uno de los objetivos del estudio es comparar el papel que tiene CD43 en la
produccion de TNF-a entre los ratones C57BL/6 y BALB/c como dos prototipos de
respuesta inmune Thl y Th2 [Huygen et al., 1992]. Los BMMs WT de los ratones
C57BL/6 producen mas TNF-a que los BMMs WT de ratones BALB/c WT en
respuesta a BCG. Por el contrario, en los BMMs CD43KO no se observa una
diferencia en la produccién de TNF-a entre cepas. Esto podria explicarse con que
los BMMs CD43KO de ratones BALB/c expresan mas TLR4 el cual promueve la
produccion de TNF-a o que en ausencia de CD43 dirige a los macrofagos a una
respuesta anti-inflamatoria. De hecho, se sabe que los ratones C57BL/6 deficientes
de TLR4 exhiben una mayor susceptibilidad a patdgenos [Li et al., 2014, Flynn et
al., 2001]. Nuestros resultados sugieren que la ausencia de CD43 en ratones
C57BL/6 los vuelve mas susceptibles a la infeccién por Mtb. Ademas, parece que
CD43 por su tamafio (~45 nm) impedia que TLR4 tuviera una mayor interaccién con
ligandos de Mtb. De igual manera, estudios previos informaron una respuesta Thl
mas baja en BALB/c después de una infeccibn BCG sistémica o pulmonar en
comparacion con los ratones C57BL/6 que responden mejor ante la infeccién por

micobacterias [Huygen et al., 1992, Wakeham et al., 2000].

En conjunto, los datos presentados demuestran que la produccion de TNF-a en
respuesta a BCG, Cpn60.2 y DnaK depende parcialmente de CD43 en ambas
cepas. También los BMMs de ratones C57BL/6 CD43WT responden con mas
produccion de TNF-a ante BCG que los BMMs de ratones BALB/c CD43WT. Por
otro lado los BMMs de ratones CD43KO de ambas cepas producen niveles

equivalentes de TNF-a.
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7 Conclusiones

CD43 no estéa involucrado en la maduracién de los BMMs, ya que en ambas
cepas de raton la expresion de F4/80 es equivalente.

En la cepa C57BL/6 la carencia de CD43 no influye significativamente en la
expresion de TLR4 en los BMMs. Sin embargo, los BMMs CD43KO expresan
mas TLR2.

Los BMMs CD43KO de la cepa BALB/c expresan menos TLR2 y mas TLR4
en contraste con sus contrapartes CD43WT.

La produccion de TNF-a por BMMs depende parcialmente de CD43 en
respuesta a BCG, Cpn60.2 y DnaK, independientemente del tipo de

respuesta inmunoldégica.

La ausencia de CD43 podria deteriorar la produccion de TNF-a de los BMMs
de C57BL/6, ya que no responden igual los BMMs WT y KO en respuesta a
LPS.

Los BMMs de ratones C57BL/6 WT producen mas TNF-a que los BMMs de
ratones BALB/c WT en respuesta a BCG.

La diferencia entre los BMMs WT y KO es mas marcada en C57BL/6 que en
BALB/c.

8 Perspectivas

. Evaluar la produccién de otras citocinas para la resoluciéon de la infeccién por
Mtb en BMMs de ratén y de humano.

. Determinar la participacion de los TLRs 2 y 4 en ausencia de CD43 en
ratones BALB/c con un modelo de TLRs KO CD43KO.
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10 Anexos

Tabla 1. Resultados de intensidad media de fluorescencia de la fenotipificacion

MFI RESTA NT-STAIN
Cepa |Experimento | Marcador | WT NT | WT STAIN | KO NT | KO STAIN | WT Kop Normalizacién
respecto al WT
CD43 | 122 | 10773 | 139 195 | 10651 | 56 0.01
£l F4/80 | 103 1448 | 99.3 | 1685 | 1345 |1585.7 1.18
TLR2 122 | 7723 | 139 | 5268 | 7601 | 5129 0.67
TLR4 122 185 139 210 63 71 1.13
CD43 | 141 | 13709 | 199 235 | 13568 | 36 0.00
£ F4/80 | 115 998 114 | 975 883 | 861 0.98
TLR2 129 | 4049 | 135 | 3311 | 3920 | 3176 0.81
TLR4 129 210 135 220 81 85 1.05
CD43 | 128 420 150 182 292 32 0.11
BALB/C 3 F4/80 | 111 769 121 | 1028 658 | 907 1.38
TLR2 128 400 150 312 272 | 162 0.60
TLR4 128 138 150 162 10 12 1.20
CD43 | 109 385 110 110 276 0 0.00
" F4/80 | 123 1503 | 123 | 1579 | 1380 | 1456 1.06
TLR2 109 463 110 | 434 354 | 324 0.92
TLR4 109 130 110 135 21 25 1.19
CD43 75 278 67.4 | 87.7 203 | 203 0.10
s F4/80 | 95.4 | 1331 | 87.7 | 1395 |[1235.6|1307.3 1.06
TLR2 75 283 67.4 | 264 208 | 196.6 0.95
TLR4 75 76.1 | 67.4 | 82.6 1.1 | 15.2 13.82
CD43 | 130 573 132 141 443 9 0.02
£l F4/80 | 113 1288 | 113 | 1327 | 1175 | 1214 1.03
TLR2 130 1631 | 132 | 1802 | 1501 | 1670 1.11
TLR4 130 138 132 142 8 10 1.25
CD43 | 94.9 255 110 118 | 160.1 | 8 0.05
£ F4/80 | 102 1272 | 118 | 1615 | 1170 | 1497 1.28
TLR2 | 94.9 455 110 513 | 360.1 | 403 1.12
— TLR4 | 94.9 137 110 135 421 | 25 0.59
CD43 | 164 494 125 181 330 56 0.17
£ F4/80 | 126 1138 | 168 | 1587 | 1012 | 1419 1.40
TLR2 164 366 125 441 202 | 316 1.56
TLR4 164 172 125 150 8 25 3.13
CD43 | 60.8 168 77 79.8 | 107.2 | 2.8 0.03
" F4/80 | 765 | 1525 | 93.7 | 1470 |1448.5|1376.3 0.95
TLR2 | 60.8 251 77 313 | 190.2 | 236 1.24
TLR4 | 60.8 | 68.4 77 101 7.6 24 3.16

Tabla 1 Los resultados graficados la mediana de la intensidad de fluorescencia (AMFI) de cada experimento realizado de
ambas cepas. WT NT (no tefiido; azul claro), WT STAIN (tefido; azul fuerte), KO NT (no tefiido; verde claro) y KO STAIN
(tefido; verde fuerte).
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Tabla 2. Resultados de ELISA

L SR 750k KO 24h WT4sh KO48h WT24h  KO24h WT4sh KO48h WT 24h KO 24h WT48h KO 48h
0.086 | 0.087 | 0.088 | 0.192 | 0.00 0.00 0.00 0.00 1 0 1 0
Us | 0.081 | 0.079 | 0.142 | 0.201 | 0.00 0.00 0.00 0.00 1 0 1 0
01 | 0.091 | 0.09 | 0.109 | 0.00 0.00 0.00 0.00 1 0 1 0
1255 | 0.89 | 1.14 | 0.894 | 3926.36 | 2546.83 | 3491.71 | 256194 | 1 | 0.65 1 | 0.73
E1 LPS | 1.349 | 0.943 | 1.156 | 0.992 | 4281.63 | 2747.14 | 3552.18 | 293234 | 1 | 0.64 1 | 083
1.73 | 0.896 | 1.068 | 0.934 | 5721.64 | 2569.50 | 3219.58 | 2713.13 | 1 | 0.45 1 | 084
1.05 | 1.179 | 1.264 | 1.449 |15901.01|18360.97 | 19981.88 | 23509.73| 1 1.15 1 1.18
1.289 | 1.289 | 1.055 | 1.112 |20458.62 | 20458.62 | 15996.36 | 17083.32| 1 1 1 1.07
2173 | 1.347 | - - |37316.04| 21564.65 1 | 058
0111 | 0.256 | 0.13 | 0.189 0 94727 | 47.71 | 46893 | 1 0 1 0
Us | 012 | 0.156 | 0.126 | 0.186 0 23333 | 19.15 | 44751 | 1 0 1 0
0.096 | 0.23 | 0.119 | 0.215 0 761.65 0 654.56 1 0 1 0
BALB/c 0.922 | 0337 | 0.387 | 0.268 |11404.22| 3051.13 | 3765.06 | 2065.89 1 0.27 1 0.55
LPS | 0.419 | 0393 | 0.308 | 0.283 | 4221.99 | 3850.74 | 2637.04 | 228007 | 1 | 0091 1 | 0.86
0433 | 0544 | 0.261 | 0322 | 4421.89 | 6006.83 | 1965.94 | 2836.94 | 1 1.36 1 1.44
1506 | 0.799 | 0.775 | 0.681 |98715.16 | 48239.63 | 46526.18 | 39815.15| 1 | 0.49 1 | 0.86
3 1096 | 0.746 | 0858 | 0.765 |69443.64 | 44455.75 |52451.87 | 45812.24| 1 | 0.64 1 | 087
0747 | 0.981 | 0.768 | 0.768 |44527.15 | 61233.33 | 46026.42 | 46026.42 | 1 138 1 1.00
132 | 0543 | 0134 | 0144 | 7312.08 | 256438 | 6527 | 12638 | 1 | 035 1 1.94
Ni-NTA | 0394 | 1.193 | 0.164 | 0.141 | 1653.95 | 6536.07 | 248.58 108.04 1 3.95 1 0.43
0176 | 0491 | 0.137 | 0.148 | 321.90 | 2246.65 | 83.60 | 15082 | 1 | 6.98 1 1.80
cong0.2 | 0802 | 0.639 | 0.482 | 0.989 [ 414695 | 315097 [ 219165 | 528957 | 1 [ 076 1| 241
0.655 | 1.066 | 0.423 | 0.846 | 3248.73 | 5760.07 | 1831.15 | 4415.80 | 1 1.77 1| 241
Bnak 1.424 | 0545 | 0.472 | 0.417 |11154.46 | 3616.28 | 2990.25 | 2518.58 1 0.32 1 0.84
0812 | 1.144 | 0.495 | 0489 | 5906.04 | 8753.22 | 3187.49 | 3136.04 | 1 1.48 1 | 098

OD 450 nm

[pg/mL]

Normalizacién respecto al WT
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0.63 1.347 | 0.494 | 0.521 | 4345.23 [10494.12| 3178.92 | 3410.46 1 2.42 1 1.07

0.085 | 0.083 | 0.079 | 0.093 0 0 0 0 1 0 1 0

us 0.094 0.08 0.082 | 0.093 0 0 0 0 1 0 1 0

0.078 | 0.078 | 0.094 | 0.102 0 0 0 0 1 0 1 0

0.355 | 0.374 | 0.311 | 0.391 | 1819.16 | 1957.19 | 1499.52 | 2080.69 1 1.08 1 1.39

LPS 0.43 0.406 | 0.404 | 0.399 | 2364.01 | 2189.65 | 2175.13 | 2138.80 1 0.93 1 0.98

0.401 | 0.323 | 0.409 | 0.691 | 2153.33 | 1586.69 | 2211.45 | 4260.07 1 0.74 1 1.93

0.79 0.747 | 0.787 | 0.759 |24896.35|23334.45(24787.38 |23770.33 1 0.94 1 0.96

BCG 0.893 | 0.645 | 0.738 | 0.683 |28637.62|19629.50|23007.54 |21009.77 1 0.69 1 0.91

E4 0.787 | 0.505 | 0.824 | 0.557 |24787.38|14544.26|26131.33 |16433.06 1 0.59 1 0.63
0.105 | 0.127 | 0.124 0.11 1.29 69.68 60.35 16.83 1 54.20 1 0.28

Ni-NTA | 0.113 | 0.116 | 0.116 | 0.109 26.16 35.48 35.48 13.72 1 1.36 1 0.39

0.123 | 0.115 | 0.123 | 0.111 57.24 32.37 57.24 19.94 1 0.57 1 0.35

0.638 | 0.586 | 0.563 | 0.557 | 1658.24 | 1496.59 | 1425.09 | 1406.43 1 0.90 1 0.99

Cpn60.2 | 0.798 | 0.627 0.53 0.508 | 2155.64 | 1624.04 | 1322.50 | 1254.11 1 0.75 1 0.95

0.837 | 0.462 0.42 0.461 | 2276.88 | 1111.10 | 980.54 | 1107.99 1 0.49 1 1.13

0.606 | 0.651 | 0.484 | 0.411 | 2187.74 | 2384.08 | 1655.43 | 1336.92 1 1.09 1 0.81

DnaK 0.717 | 0.602 0.61 0.333 | 2672.04 | 2170.28 | 2205.19 | 996.60 1 0.81 1 0.45

0.636 | 0.529 | 0.597 | 0.355 | 2318.63 | 1851.77 | 2148.47 | 1092.59 1 0.80 1 0.51

0.103 | 0.13 | 0.105 | 0.376 0 28.65 0 1083.48 1 0 1 0

us 0.101 | 0.145 | 0.113 | 0.106 0 92.97 0 0 1 0 1 0

ES 0.209 | 0.117 | 0.097 | 0.11 | 367.40 0.00 0 0 1 0 1 0
0.478 | 0.405 | 0.293 | 0.336 | 5064.43 | 4022.08 | 2422.86 | 3036.85 1 0.79 1 1.25

LPS 0.547 | 0519 | 0.317 | 0.388 | 6049.67 | 5649.87 | 2765.55 | 3779.34 1 0.93 1 1.37

0.412 | 0.363 | 0.373 | 0.305 | 4122.03 | 3422.37 | 3565.16 | 2594.20 1 0.83 1 0.73

0.095 | 0.105 | 0.114 | 0.137 0 0 0 0 1 0 1 0

E6 us 0.093 | 0.103 | 0.102 | 0.109 0 0 0 0 1 0 1 0
0.139 0.13 0.151 | 0.094 0 0 0 0 1 0 1 0

LPS 0.673 | 0.628 | 0.674 | 0.586 | 2458.55 | 2236.77 | 2463.48 | 2029.78 1 0.91 1 0.82
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0.712 | 0.693 | 0.617 | 0.527 | 2650.76 | 2557.12 | 2182.56 | 1739.00 1 0.96 1 0.80

0.674 | 0.614 | 0.55 | 0.511 | 2463.48 | 2167.78 | 1852.36 | 1660.15 1 0.88 1 0.90

1.092 | 1.129 | 1.055 | 1.094 |22617.87|23529.63|21706.11|22667.15 1 1.04 1 1.04

BCG 1.037 | 1.164 | 1.046 | 1.043 |21262.55|24392.11|21484.33|21410.40 1 1.15 1 1.00
1.046 | 0.991 | 1.015 | 0.993 |21484.33|20129.00|20720.42|20178.29 1 0.94 1 0.97

0.124 | 0.126 | 0.108 | 0.155 0 0 0 0 1 0 1 0

Ni-NTA | 0.144 | 0.128 | 0.13 0.142 0 0 0 0 1 0 1 0
0.128 | 0.115 | 0.135 | 0.111 0 0 0 0 1 0 1 0

0.938 | 1.046 | 1.003 | 0.887 | 1610.97 | 1838.75 | 1748.06 | 1503.41 1 1.14 1 0.86

Cpn60.2 | 1.012 0.93 1.034 | 0.849 | 1767.04 | 1594.10 | 1813.44 | 1423.27 1 0.90 1 0.78
1.017 | 0.928 | 1.037 | 0.853 | 1777.59 | 1589.88 | 1819.77 | 1431.71 1 0.89 1 0.79

1.065 | 0.943 | 1.237 | 1.167 | 2636.94 | 2275.82 | 3146.07 | 2938.86 1 0.86 1 0.93

DnaK 1.158 | 0.909 1.2 1.162 | 2912.22 | 2175.18 | 3036.54 | 2924.06 1 0.75 1 0.96
1.061 | 1.211 | 1.192 1.18 | 2625.10 | 3069.10 | 3012.86 | 2977.34 1 1.17 1 0.99

0.092 | 0.136 | 0.095 | 0.089 0 0 0 0 1 0 1 0

us 0.096 | 0.144 | 0.137 | 0.099 0 0 0 0 1 0 1 0
0.107 | 0.099 | 0.699 | 0.139 0 0 485.13 0 1 0 1 0

1.289 | 1.172 | 1.052 | 0.915 | 5491.86 | 4915.37 | 4324.09 | 3649.06 1 0.90 1 0.84

LPS 1.185 | 1.165 | 1.098 | 1.072 | 4979.42 | 4880.88 | 4550.75 | 4422.64 1 0.98 1 0.97
1.211 | 0.982 | 1.059 | 0.981 | 5107.53 | 3979.18 | 4358.58 | 3974.26 1 0.78 1 0.91

1.828 | 1.708 | 1.493 | 1.437 |40738.31|37781.94 |32485.12|31105.48 1 0.93 1 0.96

E7 BCG 1.741 | 0.814 1.6 1.378 |38594.94|15757.01|35121.21|29651.93 1 0.41 1 0.84
1.814 | 1.632 1.57 1.486 |40393.40|35909.57 |34382.12 | 32312.66 1 0.89 1 0.94

0.135 | 0.133 | 0.127 | 0.133 0 0 0 0 1 0 1 0

Ni-NTA | 0.132 | 0.175 | 0.171 | 0.176 0 1.23 0 0 1 0 1 0
0.142 | 0.151 | 0.324 | 0.166 0 0 315.40 0 1 0 1 0

1.441 | 1.202 | 1.304 | 1.076 | 2670.61 | 2166.68 | 2381.75 | 1901.00 1 0.81 1 0.80

Cpn60.2 | 1.694 | 1.273 1.56 1.094 | 3204.07 | 2316.38 | 2921.53 | 1938.96 1 0.72 1 0.66
1.653 | 1.262 | 1.576 | 1.015 | 3117.62 | 2293.19 | 2955.26 | 1772.39 1 0.74 1 0.60
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C57BL/6

2.125 | 1.732 | 1.443 | 1.283 | 5772.41 | 4609.39 | 3754.15 | 3280.66 1 0.80 1 0.87

DnaK 1.796 | 1.876 | 1.617 | 1.471 | 4798.79 | 5035.54 | 4269.07 | 3837.01 1 1.05 1 0.90

2.032 | 1.909 | 1.646 | 1.328 | 5497.19 | 5133.20 | 4354.89 | 3413.83 1 0.93 1 0.78

0.078 | 0.083 | 0.084 | 0.081 0 0 0 0 1 0 1 0

us 0.086 | 0.082 | 0.086 | 0.109 0 0 0 16.03 1 0 1 0

- 0.083 - 0.588 - 0 - 1755.91 1 0 1 0

0.533 | 0.334 | 0.551 | 0.304 | 3112.26 | 1666.60 | 3243.02 | 1448.66 1 0.54 1 0.45

LPS 0.568 | 0.373 | 0.562 | 0.305 | 3366.52 | 1949.92 | 3322.94 | 1455.93 1 0.58 1 0.44

- 0.332 - 0.312 1652.07 1506.78 - - - -

1.09 | 0.605 1.21 | 0.875 |35793.28 |18176.57 | 40152.05 | 27983.81 1 0.51 1 0.70

BCG 1.007 | 0.557 | 1.205 | 0.691 |32778.46|16433.06 | 39970.43 |21300.36 1 0.50 1 0.53

E1 0.928 | 0.538 | 1.331 | 0.606 |29908.93|15742.92 |44547.14 | 18212.89 1 0.53 1 0.41
0.088 | 0.086 | 0.083 | 0.086 0 0 0 0 1 0 1 0

Ni-NTA | 0.097 | 0.087 | 0.094 | 0.108 0 0 0 10.61 1 0 1 0

- 0.082 - 0.225 - 0 - 374.33 - - - -

0.338 | 0.234 | 0.391 | 0.234 | 725.62 | 402.31 | 890.38 | 402.31 1 0.55 1 0.45

Cpn60.2 | 0.344 | 0.258 | 0.422 | 0.222 | 744.27 | 476.92 | 986.75 365.01 1 0.64 1 0.37

0.318 | 0.295 | 0.447 | 0.296 | 663.45 | 591.95 | 1064.47 | 595.05 1 0.89 1 0.56

0.556 | 0.306 | 0.625 | 0.353 | 1969.58 | 878.79 | 2270.63 | 1083.86 1 0.45 1 0.48

DnaK 0.454 | 0.25 | 0.684 | 0.343 | 1524.54 | 634.46 | 2528.06 | 1040.23 1 0.42 1 0.41

0.479 | 0.601 0.71 | 0.374 | 1633.62 | 2165.92 | 2641.50 | 1175.49 1 1.33 1 0.45

0.125 | 0.106 | 0.143 | 0.126 7.21 0 84.40 11.50 1 0 1 0.14

us 0.094 | 0.116 | 0.158 | 0.11 0 0 148.72 0 1 0 1 0

E2 0.105 | 0.132 | 0.128 | 0.16 0 37.23 20.08 157.29 1 0 1 7.83
0.288 | 0.352 | 0.44 | 0.302 | 2351.46 | 3265.31 | 4521.84 | 2551.37 1 1.39 1 0.56

LPS 0.517 | 0.395 | 0.475 | 0.297 | 5621.31 | 3879.30 | 5021.60 | 2479.97 1 0.69 1 0.49

0.534 | 0.444 | 0.436 | 0.35 | 5864.05 | 4578.96 | 4464.73 | 3236.75 1 0.78 1 0.72

£3 Us 0.115 | 0.147 | 0.093 | 0.118 0 0 0 0 1 0 1 0
0.097 | 0.117 | 0.153 | 0.094 0 0 0 0 1 0 1 0
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0.097 | 0.132 | 0.087 | 0.234 0 0 0 34.03 1 0 1 0

2.25 1.098 1.88 | 0.882 |10230.72| 4553.14 | 8407.19 | 3488.60 1 0.45 1 0.41

LPS 2.034 | 0.968 | 1.755 | 0.953 | 9166.17 | 3912.45 | 7791.13 | 3838.52 1 0.43 1 0.49
1.984 | 0.818 | 1.582 | 0.833 | 8919.75 | 3173.18 | 6938.51 | 3247.11 1 0.36 1 0.47

2.692 | 1.926 | 2.499 | 1.724 |62045.45|43169.49 |57289.50 | 38191.76 1 0.70 1 0.67

BCG 2475 | 1.884 | 2.376 | 1.681 |56698.08 |42134.52 |54258.50|37132.15 1 0.74 1 0.68
2.41 1.817 | 2.224 | 1.799 |55096.34 |40483.49 | 50512.88|40039.93 1 0.73 1 0.79

0.121 0.18 0.19 | 0.262 0 12.34 33.43 185.28 1 0 1 5.54

Ni-NTA | 0.186 | 0.189 | 0.156 | 0.15 24.99 31.32 0 0 1 1.25 1 0
0.138 | 0.28 | 0.175 | 0.144 0 223.24 1.79 0 1 0 1 0

2.528 | 1.173 | 2.433 | 1.249 | 4964.32 | 2106.59 | 4763.96 | 2266.88 1 0.42 1 0.48

Cpn60.2 | 2.291 | 1.408 | 2.502 | 1.191 | 4464.48 | 2602.21 | 4909.48 | 2144.56 1 0.58 1 0.44
2.342 | 1.387 | 2.257 | 1.366 | 4572.04 | 2557.92 | 4392.77 | 2513.64 1 0.56 1 0.57

2.994 | 1.321 | 2.836 | 1.729 | 8346.84 | 3394.71 | 7879.15 | 4602.40 1 0.41 1 0.58

DnaK 2.879 | 1.327 | 2.648 | 1.598 | 8006.43 | 3412.47 | 7322.67 | 4214.64 1 0.43 1 0.58
2.823 1.43 3.05 1.727 | 7840.67 | 3717.35 | 8512.60 | 4596.48 1 0.47 1 0.54

0.158 | 0.127 | 0.227 | 0.152 0 0 48.63 0 1 0 1 0

us 0.152 | 0.122 | 0.132 | 0.133 0 0 0 0 1 0 1 0
0.125 | 0.116 | 0.154 | 0.108 0 0 0 0 1 0 1 0

0.892 | 0.437 | 0.747 | 0.37 | 6636.13 | 2428.34 | 5295.18 | 1808.73 1 0.37 1 0.34

LPS 0.724 | 0.423 | 0.653 | 0.443 | 5082.48 | 2298.87 | 4425.88 | 2483.82 1 0.45 1 0.56
0.687 | 0.428 | 0.701 | 0.385 | 4740.31 | 2345.11 | 4869.78 | 1947.45 1 0.49 1 0.40

E4 1.943 | 1.292 | 1.889 1.38 |87142.98|55066.40 | 84482.25|59402.41 1 0.63 1 0.70
BCG 1.838 | 1.205 | 1.982 | 1.237 |81969.34 |50779.67 | 89064.62 | 52356.40 1 0.62 1 0.59
2.059 | 1.219 | 1.817 1.42 |92858.62|51469.49 | 80934.61 | 61373.32 1 0.55 1 0.76

0.192 0.15 | 0.153 0.22 65.04 0 0 168.62 1 0 1 0

Ni-NTA | 0.186 | 0.193 | 0.494 | 0.174 42.85 68.74 1182.19 0 1 1.60 1 0
0.178 | 0.191 | 0.221 | 0.168 13.25 61.34 172.32 0 1 4.63 1 0

Cpn60.2 | 0.857 | 0.654 | 1.143 | 0.602 | 2524.98 | 1774.05 | 3582.94 | 1581.70 1 0.70 1 0.44
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0.93 | 0.542 | 0.844 | 0.671 | 2795.02 | 1359.75 | 2476.89 | 1836.94 1 0.49 1 0.74
0.949 | 0.89 | 0.786 | 0.519 | 2865.30 | 2647.05 | 2262.34 | 1274.67 1 0.92 1 0.56
1.121 | 1.148 | 1.637 | 0.659 | 4664.08 | 4797.11 | 7206.55 | 2387.67 1 1.03 1 0.33
DnaK 1.059 | 0.94 | 0.902 | 0.621 | 4358.58 | 3772.24 | 3585.00 | 2200.44 1 0.87 1 0.61
1.04 | 0.802 | 0.879 | 0.621 | 4264.97 | 3092.27 | 3471.67 | 2200.44 1 0.73 1 0.63

Tabla 2 Los resultados graficados de ELISA de cada experimento realizado de ambas cepas. Los [pg/mL] estan multiplicados por su factor de dilucién: E1 US
(unstimulated, no estimulado) = 10, LPS = 10, BCG = 20, E2 y E3 US (unstimulated, no estimulado) = 3.33, LPS = 6.66, BCG = 33.3, Ni-NTA = 2.85, Cpn60.2 =
2.85y DnaK =4. Los valores en rojo fueron excluidos del analisis.

A) B) mTNF-a Std Curve
2.5+ 2.
| [pg/mL] | OD (450 nm) i
0 0.143 £ A
31.25 0.227 £ 5
o
62.5 0.324 )
2 104
125 0.541 -
250 0.686 O o5 o
500 1.088 oot
1000 1.943 5 500 1000

Figura 11 Curva estandar. (A) Valores obtenidos de absorbancia correspondientes a [pg/mL]. (B) Grafica de curva estandar representativa de al menos tres
experimentos independientes.
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