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Resumen

La tuberculosis (TB) continua siendo un problema de salud global, causando millones de
muertes por afno. Actualmente, no existen vacunas efectivas que combatan la TB de manera
adecuada. La unica vacuna disponible en regiones donde la TB es endémica es la Bacillus
Calmette-Guérin (BCG), que es una vacuna atenuada. Aunque la BCG protege
eficientemente contra la TB meningea en infantes, su efectividad varia considerablemente
en adolescentes y adultos.

Mycobacterium tuberculosis (Mtb), agente causal de la TB, presenta diversas adaptaciones
que le permiten debilitar la respuesta inmune humana, tales como la capacidad de interferir
en las funciones de las células dendriticas (DCs), lo que afecta el inicio y desarrollo de la
inmunidad adaptativa. Existen evidencias que sugieren que, durante la TB, la migracion de
las DCs hacia los ganglios linfaticos drenantes se encuentra alterada, lo que enlentece el
desarrollo de una inmunidad protectora mediada por células T especificas. Sin embargo, los
mecanismos que provocan esta reduccion en la migracion de las DCs durante la TB no se
comprenden completamente.

Por otro lado, esta ampliamente aceptado que las vias metabdlicas influyen en las funciones
efectoras de las células inmunes, campo de estudio conocido como inmunometabolismo. En
particular, la induccion de la glicdlisis aerdbica se relaciona con la potenciacion de los
procesos de activacion celular.

Teniendo en cuenta que el establecimiento de DCs inmunogénicas es un paso crucial para
generar una respuesta inmune protectora contra Mtb, y que la via glicolitica de las células
inmunes esta intimamente asociada con la activacion celular, nuestra hipotesis en esta tesis
doctoral es que la modulacién de la via glicolitica impacta en la calidad de la respuesta
inmune frente a Mtb y, por ende, en el curso de la enfermedad tuberculosa.

En este trabajo, demostramos que la infeccion con Mtb desencadena la glicdlisis aerdbica

mediada por el factor de transcripcion HIF1A de manera dependiente del receptor de tipo
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Toll (TLR) 2 en las DCs, siendo este perfil metabdlico esencial para su migracion.
Observamos que la inhibicién tanto de la glicdlisis (mediante el uso del farmaco oxamato),
como de la actividad de HIF1A (utilizando PX-478), anula por completo la migracién de las
DCs a los ganglios linfaticos inducida por Mtb tanto en modelos in vitro como in vivo.
Ademas, utilizamos un modelo de BCG en murinos que nos permitio observar que una
menor actividad migratoria de las DCs expuestas a un inhibidor de HIF1A se traduce en una
disminucion del niumero de células T CD4+ productoras de IFN-y especificas para Mtb en
las etapas tempranas posteriores a la inmunizacion. Esto sugiere que la actividad de HIF1A
también es crucial para la migraciéon de DCs infectadas con BCG hacia los ganglios linfaticos
y, potencialmente, para promover la respuesta inmune adaptativa.

Curiosamente, encontramos que las DCs derivadas de monocitos de pacientes con TB
presentaron una deficiencia en la activacion de su glicdlisis y su capacidad migratoria en
respuesta a Mtb. A pesar de esto, los precursores de estas DCs, en particular las
poblaciones de monocitos CD16+, exhibieron una alta capacidad glicolitica en comparacion
con los monocitos derivados de individuos sanos. Nuestros resultados indican también que
la glicdlisis exacerbada depende de las inmunoglobulinas de tipo G presentes en el plasma
de pacientes tuberculosos.

En conjunto, estos hallazgos sugieren que el estado altamente glicolitico de los monocitos
circulantes de los pacientes con TB los torna refractarios a la generacién de DCs migratorias,
lo que podria explicar el retraso en la migraciéon de estas células durante el curso de la
enfermedad, y abrir nuevos caminos para el disefio racional de estrategias terapéuticas
dirigidas contra moléculas del hospedador a fin de controlar la TB.

PALABRAS CLAVES: CELULAS DENDRITICAS — GLICOLISIS — HIF1A —~MIGRACION -
MONOCITOS — TUBERCULOSIS.

Abstract

Tuberculosis (TB) remains a significant global health problem, causing millions of deaths
each year. Currently, there are no effective vaccines that adequately combat TB. The only
vaccine available in regions where TB is common is the Bacillus Calmette-Guérin (BCG)
vaccine, which is a live attenuated vaccine. Although BCG efficiently protects against
meningitis due to TB, in infants, its effectiveness varies widely among adolescents and
adults. Mycobacterium tuberculosis (Mtb), the causative agent of TB, has several adaptations
that allow it to weaken the human immune response, such as the ability to interfere with the
functions of dendritic cells (DCs), thereby affecting the initiation and development of adaptive
immunity. Evidence suggests that during TB, migration of DCs to the draining lymph nodes
is altered, hindering the rapid development of protective T-cell mediated immunity. However,

the mechanisms involved in the delayed migration of DCs during TB are still poorly defined.
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On the other hand, its widely accepted that the metabolic pathways influence the effector
functions of immune cells, a field of study known as immunometabolism. In particular, the
induction of aerobic glycolysis is linked to the enhancement of cellular activation processes.
Therefore, considering that the establishment of immunogenic DCs represents a crucial step
for generating a protective immune response against Mtb, and that the glycolytic pathway in
immune cells is intimately intertwined with cellular activation, our hypothesis in this doctoral
thesis is that the modulation of the glycolytic pathway impacts the quality of the immune
response to Mtb, and, consequently, the course of the TB disease.

In this work, we found that infection of DCs with Mtb triggers aerobic glycolysis mediated by
the transcription factor HIF1A in a Toll-like receptor 2 (TLR2)-dependent manner in DCs, with
this metabolic profile being essential for their migration. We observed that the inhibition of
both glycolysis (using the drug oxamate) and HIF1A activity (using PX-478), completely
abrogated the Mtb-induced migration of DCs to lymph nodes in both in vitro and in vivo
models. Furthermore, we utilized a mouse model of BCG, which allowed us to observe that
reduced migratory activity of DCs exposed to an HIF1A inhibitor translated into a lower
number of CD4+- IFN-y+ T cells specific for Mtb in the early post-immunization stages. This
indicates that HIF1A activity is also crucial for the migration of BCG-infected DCs to lymph
nodes and, potentially, for promoting the adaptive immune response.

Interestingly, we found that monocyte-derived DCs from TB patients exhibited a deficiency
in glycolytic activation and migratory capacity in response to Mtb. Despite this, the precursors
of these DCs, particularly CD16+ monocyte populations, exhibited a high glycolytic capacity
compared to monocytes derived from healthy individuals. In this sense, our results indicate
that this exacerbated glycolysis depends on the presence of immunoglobulin G in the plasma
of tuberculosis patients.

Taken together, these findings suggest that the highly glycolytic state of circulating
monocytes in TB patients renders them refractory to the generation of migratory DCs, which
may explain the delayed in the migration of these cells during the course of the disease and
open new pathways for the rational design of therapeutic strategies targeting host molecules
to control TB.

KEYWORDS: DENDRITIC CELLS - GLYCOLYSIS - HIF1A - MIGRATION - MONOCYTES
— TUBERCULOSIS.
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INTRODUCCION

Caracteristicas epidemiolégicas de la TB

La TB es una enfermedad prevenible y usualmente curable. Sin
embargo, en 2023, la TB volvié a ser la principal causa de muerte por un Unico
agente infeccioso, luego de ser superada por la enfermedad por coronavirus
(CoVID-19) durante los afos anteriores y, causé el doble de muertes que el
virus de la inmunodeficiencia humana (VIH). Més de 10 millones de personas
continGan enfermdndose de TB cada afo en todo el mundo. Durante 2023, 30
paises con altos indices de TB reunieron el 87% de todos los casos, con el 57%
concentrado en cinco paises: India (26%), Indonesia (10%), China (7%), Filipinas
(7%) y Pakistan (6,3%). Al mismo tiempo, durante el mismo afo se reportd que
el 55% de las personas que desarrollé TB fueron hombres, 33% mujeres y 12%
fueron nifios (0-14 afos) (WHO, 2024).

En Argenting, los casos notificados en el 2023 fueron de 14.914, lo cual
representa una tasa de notificacion de 32 cada 100.000 habitantes y un 11% de
incremento respecto del 2022. De la totalidad de los casos reportados, el
59,5% fue en hombres y el 7,9% en nifios menores de 15 anos. Ademds, de los
casos notificados, 379 presentaron resistencia a rifampicina o a madaltiples
drogas utilizadas durante el tratamiento. Del total de casos, 733 resultaron en
defunciones, siendo el 10,6% asociadas al VIH (WHO, 2024). El agente causal
de la TB, Mycobacterium tuberculosis (Mtb) puede infectar diversas partes del
cuerpo, aunque comunmente afecta los pulmones. La manifestacion de la
enfermedad fuera de los pulmones se conoce como TB extrapulmonar y se
presenta principalmente en adultos jovenes y personas
inmunocomprometidas (Khusro et al, 2016). Aunque la TB pulmonar es la
forma mas frecuente, entre el 10 y el 15% de los casos son extrapulmonares. En
nuestro pais, en 2023 un 90,8% de los casos de TB notificados presentaron una
localizacién pulmonar, mientras que solo un 6,1% presentd TB extrapulmonar.
Entre las formas extrapulmonares, la TB pleural es la forma mas habitual en
ninos mayores, adolescentes y adultos jévenes, afectando hasta un 10% de los
hombres y un poco menos a las mujeres (L. A. Cohen & Light, 2015).

Generalmente, las vias aéreas son la principal via de infeccién. Cuando
una persona con TB activa expulsa microgotas de saliva o mucosidad al
hablar o estornudar, estas pueden ser inhaladas por otra persona. La
exposicion a Mtb lleva a dos posibles escenarios: la eliminacion o la
persistencia del patégeno. En el primer caso, el patdbgeno es eliminado ya sea
por la respuesta inmune innata (en este caso la prueba cutdnea de la TB (TST)
o el ensayo de liberacién de IFN-y (IGRA) dan negativos) o debido a la
respuesta inmune adaptativa (TST o IGRA pueden ser positivos o negativos
dependiendo de si se desarrolldé una respuesta de memoria). Si el patégeno
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no es eliminado, la bacteria puede persistir en un estado quiescente, donde
la persona cursa una infeccion latente, y tienen resultados TST o IGRA
positivos. Si bien en la clinica los pacientes son categorizados segUn si tienen
una infeccién latente de TB (LTBI) o una TB activa, actualmente se reconoce
un espectro mdas amplio estados de la enfermedad tuberculosa (Figura1) (Pai
et al, 2016). Recientemente se ha descrito un estadio de la TB denominado
subclinico como aquella enfermedad debida a bacterias Mtb viables que no
causa sintomas clinicos relacionados con la TB, pero que causa otras
anomalias que pueden detectarse mediante los ensayos radioldgicos o
microbiologicos existentes (Figura 1). Teniendo en cuenta que hay estudios
que demuestran el potencial infectivo de pacientes con TB subclinica, este
grupo podria ser un blanco estratégico en los regimenes terapéuticos para el
control de la enfermedad (Kendall et al., 2021).

La TB también puede surgir por reactivacion de una infeccion latente o
por reinfeccién. Se estima que alrededor de un cuarto de la poblacion
mundial ha sido o estd infectado por Mtb, pero la mayoria no desarrolla la
enfermedad (WHO, 2024). De las personas con infeccidn latente, entre un 5y
un 15% puede progresar a TB activa durante los primeros anos tras la
infeccién, mientras que la mayoria permanecerd en estado latente con Mtb
viable. La TB activa puede desarrollarse rapidamente, en los primeros 18
meses después de la infeccidon, o tras muchos afos de latencia. La
reactivacion tardia a menudo se relaciona con inmunosupresién por otras
enfermedades o el envejecimiento, mientras que la progresidn temprana
podria ser resultado de una respuesta inmune inicial ineficaz (Y. Luo et al,
2019).

La infeccién latente se diagnostica mediante pruebas inmunolégicas,
como la TST o el ensayo IGRA, sin signos clinicos o sintomas de enfermedad, y
con una radiografia de térax normal (Figura1). Este estado refleja un equilibrio
en el que el hospedero controla la infeccién, pero no logra erradicar
completamente la bacteria. Las personas con TB latente son el principal
reservorio en términos de capacidad de transmisidn, ya que tienen un riesgo
de reactivacién que puede llevar a la TB activa y su posterior propagacion a
personas cercanas (P. L. Lin & Flynn, 2010).

La mayoria de los casos de TB activa en regiones de baja prevalencia
se deben ala reactivacién de infecciones previas (47-87%) (Barnes et al,, 1999;
Jasmer et al, 1999; Weis et al, 2002), mientras que, en dreas altamente
endémicas, como Sudamérica, Africa y Asia del Este, predominan las
infecciones recientes o primarias (Verver et al, 2004). Se estima que el riesgo
de reactivacion a lo largo de la vida es del 10%, pero condiciones que
deterioran la inmunidad, como la infeccidn por VIH, pueden aumentar este
riesgo hasta un 10% anual (Sia & Rengarajan, 2019). Ademds, se calcula que
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una persona con TB activa puede contagiar a un promedio de 10 personas al
ano, lo que contribuye a la perpetuacion de la epidemia global (Ernst, 2018).

Infeccién eliminada Infeccién latente TB subclinica TB activa

1
[ 1
Por la respuesta Por la respuesta
inmune innata inmune adaptativa

Mycobacterium
Tuberculosis

N\
=)
Pulmones ~ *‘Eﬁ \Ea \ES‘ \E‘? 4 QEE

(‘. ? = k ,‘\“ "7' —Granuloma (& ‘—: \ct :’_:
TST Negativo Positivo Positivo Positivo Usualmente positivo
IGRA Negativo Positivo Positivo Positivo Usualmente positivo
Cultivo Negativo Negativo Negativo Positivo intermitente Positivo
Frotis de esputo Negativo Negativo Negativo Usualmente negativo Positivo o negativo
Infeccioso No No No Esporadicamente Si
Sintomas Ninguno Ninguno Ninguno Leves o ninguno Leves a severos
Tratamiento preferido  Ninguno Ninguno Tratamiento preventivo Tratamiento multidroga Tratamiento multidroga

Figura 1. El espectro de la tuberculosis — desde la infeccion con Mycobacterium tuberculosis
a una enfermedad activa.

A pesar de que la enfermedad tuberculosa puede ser vista como un continuo dindmico desde
la infeccidén con Mtb a una enfermedad infecciosq, los pacientes pueden ser categorizados
como enfermos latentes o con TB activa por simplicidad clinica. Los individuos pueden avanzar
o retroceder en el espectro dependiendo de cambios en la inmunidad del hospedador y
comorbilidades.

Tras su implementacion en 192], la vacuna BCG sigue siendo la mds
utilizada hasta hoy, a pesar de sus limitaciones y su eficacia muy variable. La
BCG es una vacuna atenuada derivada de M. bovis obtenida tras 13 afos de
pasaje in vitro continuo. Proporciona una proteccion eficaz contra la TB en
infantes, pero falla en la proteccion contra la TB pulmonar en adultos. La
protecciéon que ofrece la BCG disminuye con el tiempo (aproximadamente
entre 10 y 20 afnos después de la inmunizacién), momento en el que la persona
corre el maximo riesgo de exposicion a la enfermedad (Heimbeck, 1936). Si
bien en la Ultima década hubo importantes avances en el campo de la
investigacion de vacunas contra la TB, la busqueda de una vacuna
superadora continGa debido a la falta de conocimientos sobre el rol de la
inmunidad protectora contra el bacilo.

Adicionalmente, el acceso al tratamiento es fundamental para
controlar la transmisién de la TB, ya que su aparicion, ya sea por infeccion
reciente o reactivacion, implica la diseminacion del patégeno. La demora en
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el diagnoéstico, especialmente en paises con escasos recursos, es un factor
que agrava esta situacion endémica. Sin tratamiento, la tasa de muerte de la
TB es alta. Los ultimos lineamientos de la Organizacidon Mundial de la Salud
(OMS) incluyen fuertes recomendaciones de un régimen de 6 meses de
isoniacida (H), rifampicina (R), etambutol (E) y pirazinamida (Z) para
personas con TB sensible a drogas (tanto pulmonar como extrapulmonar): las
4 drogas durante los primeros 2 meses, seguidos de H y R por los restantes 4
meses (WHO, 2024). Estos plazos extensos de tratamiento formentan una baja
adherencia al tratamiento. En ese sentido, en Argentinag, se ha reportado un
52,5% de readmisiones tras abandonos de tratamiento en 2023 (Argenting,
2024). Por lo tanto, la busqueda de nuevas estrategias que puedan acortar
los tiempos de las terapias antibiéticas representa una necesidad imperiosa.

Inmunologia de la TB

Inmunidad innata durante la infeccion con Mtb

El primer encuentro entre el hospedador y el patégeno en la TB se
produce en la interfaz entre las células inmunes innatas y Mtb. Si bien la
inmunidad innata es fundamental para las respuestas anti micobacterianas
tempranas, también es importante para la progresién de la infeccién y el
control a largo plazo de Mtb al iniciar y modular continuamente la respuesta
inmune adaptativa y regular la inflamacion. Sin embargo, las células inmunes
innatas suelen ser nichos para la replicacién bacteriana, y Mtb utiliza diversas
estrategias que alteran la respuesta inmune innata para establecer una
infeccion cronica.

Los patrones moleculares asociados a patdégenos (PAMPs) que
presenta Mtb se reconocen a través de una variedad de receptores que
median la captaciéon bacteriana. Entre estos receptores se encuentran:
lectinas de tipo C (CLR) (ej., receptores de manosa, DC-SIGN, Dectin-1, Dectin-
2, Mincle), receptores del complemento (ej, receptor 3 del complemento),
colectinas (ej, proteinas surfactantes A y D, lectina de unién a manosa),
receptores scavenger (ej, MARCO, SR-Al, CD36, SR-BI), receptores Fc (ej,
FcgR), receptores de membrana anclados a glicofosfatidilinositol (ej., CD14) y
receptores tipo Toll (TLR, ej, TLR-2, TLR-4, TLR-9) (Jo et al,, 2007; Philips & Ernst,
2012; Van Crevel et al., 201). El lipoarabinomanano manosilado, los mandsidos
de fosfatidil-inositol, los dimicocerosatos de ftiocerol, los glicolipidos fendlicos
(PGL), el dimicolato de trehalosa, el peptidoglicano y otros componentes
micobacterianos son reconocidos por una serie de receptores intracelulares
o de superficie celular que median la fagocitosis y/o las defensas
antimicrobianas. El dcido desoxirribonucleico (ADN) de Mtb (Manzanillo et all,
2012; Watson et al,, 2012) o los segundos mensajeros bacterianos como el di
adenosin monofosfato ciclico (Dey et al, 2015), pueden ser reconocidos por
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receptores de reconocimiento de patrones (PRRs) citosélicos, como cGAS y
STING (A. C. Collins et al,, 2015; Watson et al., 2015), para inducir la produccién
de citoquinas y la autofagia. Ademds, los receptores de tipo NOD (NLR) son
PRRs citosdlicos que reconocen PAMPs de Mtb, como el dipéptido muramilo,
para activar el inflamasoma. Para algunos receptores, existen redundancias
funcionales debido a la unidn promiscua de ligandos por diferentes
receptores y a la amplia gama de ligandos que exhibe Mtb (Court et al.,, 2010).
Sin embargo, este no es el caso para ciertos PRRs, donde su nimero y sus vias
de sefalizacién asociadas juegan un rol importante, no redundante, en la
defensa del hospedador frente a Mtb.

Mientras que el reconocimiento de Mtb por parte del hospedador lleva
a la activacién de la inmunidad innata, este patdégeno ha desarrollado
estrategias para evadir la respuesta inmune innata mediada por PRRs. Se ha
encontrado que la expresidon de componentes que recubren Mtb especificos
de cada cepa generan respuestas inmunes distintas (Reed et al, 2004;
Sinsimer et al,, 2008). Al mismo tiempo, Mtb es capaz de producir glicolipidos
antagonistas de TLR2 que impiden el reconocimiento eficiente de Mtb por este
receptor (Blanc et al,, 2017). Y finalmente, Mtb puede interferir con la respuesta
inmune innata a través de la sintesis de proteinas como, por ejemplo, la
hidrolasa HIP1, cuya actividad disminuye la respuesta inflamatoria gatillada
por el reconocimiento via TLR2 en macréfagos y células dendriticas (DCs)
(Madan-Lala et al,, 2011, 2014; Naffin-Olivos et al., 2014; Rengarajan et al, 2008).

Los macrdéfagos son las primeras células inmunitarios que se
encuentran con Mtb durante la infeccidn y también representan el nicho
replicativo primario de Mtb. El reconocimiento de Mtb por los macréfagos
conduce a la fagocitosis y el secuestro de la bacteria en los fagosomas, que
pueden erradicar a los patdégenos internalizados mediante la fusién con los
lisosomas y la consiguiente acidificacion del fagolisosoma. Sin embargo, Mtb
es capaz de sobrevivir y replicarse en el fagosoma inhibiendo la maduracién
fagosomal y la generacion fagolisosomal a través de la sintesis de lipidos y
su sistema de secrecion ESX-1y ESX-3 (Ehrt & Schnappinger, 2009; Philips &
Ernst, 2012). Ademds, los perfiles transcripcionales de bacterias
intrafagosomales indicaron que Mtb despliega estrategias para contrarrestar
el entorno fagosomal nitrosativo, oxidativo, hipdxico y pobre en nutrientes
mediante la expresién de genes adaptados al estrés (Schnappinger et al,
2003), indicando que Mtb se ha adaptado a un estilo de vida dentro del
macroéfago y emplea muchas estrategias para sobrevivir dentro de estas
células.

La secrecidn de citoquinas y quemoaquinas al principio de la infeccion
recluta fagocitos adicionales al lugar de la infeccidn. La secrecion temprana
de quimioatractantes puede atribuirse tanto a los macréfagos alveolares
infectados como a las células epiteliales pulmonares (Y. Lin et al, 1998;
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Nouailles et al, 2014; Wickremasinghe et al, 1999). Dicha secrecion de
quimioatractantes recluta al foco infeccioso monocitos y granulocitos que
ejercen presion inmunitaria sobre Mtb y es crucial para el inicio de respuestas
inmunes adaptativas, pero también puede promover la transmisidon y
diseminacion de entre células de Mtb.

Monocitos

Los monocitos son leucocitos derivados de la médula ésea que circulan
por la sangre y, bajo ciertas condiciones, pueden diferenciarse en
macréfagos y DCs derivadas de monocitos (Mo-DCs) que rigen la respuesta
inmune innata y adaptativa (Guilliams et al, 2014). Estas células son de
naturaleza heterogénea y presentan una gran plasticidad. La identificacion
de las poblaciones de monocitos en humanos se basa en la expresion relativa
de CDI4 (correceptor de TLR4 y mediador de la sefalizacion del
lipopolisacdrido (LPS) y CDI16 (receptor Fc gamma llla). El fenotipado por
citometria de flujo ha identificado tres poblaciones diferentes de monocitos:
monocitos clasicos (CD14*CDI16°), intermedios (CD14*CDI6*) y no cldsicos
(cD149mcD16*) (Ziegler-Heitbrock et al, 2010). Las tres subpoblaciones de
monocitos son fenotipica y funcionalmente diferentes.

En condiciones fisiolégicas, los monocitos cldsicos constituyen
aproximadamente el 80-95% de los monocitos circulantes. La mayoria de los
monocitos cldsicos son reclutados a tejidos periféricos donde se diferencian
en células derivadas de monocitos o entran en reservorios de monocitos
indiferenciados (A. A. Patel et al,, 2017). Estas células tienen una alta capacidad
fagocitica. Los monocitos intermedios comprenden alrededor del 2-8% de los
monocitos circulantes. Esta poblacidn de monocitos muestra heterogeneidad
fenotipica y funcional tanto en ratones como en humanos (Mildner et al., 2017,
Villani et al,, 2017), reuniendo propiedades de los cldsicos y los no clésicos. Los
monocitos no cldsicos representan entre el 2 y el 11% de los monocitos
circulantes. Son mdviles por naturaleza y patrullan el endotelio monitoreando
la integridad de la vasculatura (Carlin et al,, 2013). Se ha demostrado que esta
poblacion de monocitos CDI49™CDI16* detecta dcidos nucleicos virales a
través de los receptores TLR7 y TLR8 (Cros et al,, 2010).

Estd reportado que los monocitos CDI6* se expanden en la infeccién
por TB (Castaro et al, 201)y que el aumento de esta subpoblacién
correlaciona con la gravedad de la enfermedad. En linea con ello, la
expansion de los monocitos CDI6* se revierte con el tratamiento
antituberculoso (Sdnchez et al, 2006). Cuando se comparan con los
monocitos CDI16*, los monocitos CDI6~ (cldsicos) confieren respuestas
inmunes antimicobacterianas durante la infeccidn por TB, como una mayor
migracion en respuesta a derivados micobacterianos, una mayor produccién

25



Introduccion

de especies reactivas de oxigeno (ROS) y un mayor indice de migracién hacia
los pulmones. Se ha sugerido que la infiltracién inmediata de esta poblacion
en el lugar de la infeccion y la produccidon de ROS tienen como resultado la
reduccion del crecimiento bacteriano. Por el contrario, los monocitos CDI16*
estan implicados en la promocién de la resistencia bacteriana (Balboa et al,,
2015), puesto que induce un nivel minimo de estallido respiratorio y no
responde en las primeras fases de la infeccion debido a la falta de receptores
de quemoquinas (CCR2) necesarios para la migracién de este subconjunto
al lugar de la infeccion. Del mismo modo, la pérdida de HLA-DR representa
una capacidad de presentacion de antigeno (Ags) ineficaz que conduce al
aumento de la gravedad de la enfermedad (zulfigar Malik et al.,, 2000).

Ademads, los monocitos CDI16* de pacientes con TB tienen una escasa
capacidad para diferenciarse en DCs funcionales debido al alto nivel basal
de p38 MAP quinasa (Balboa et al, 2013a). El deterioro de la diferenciacién de
monocitos a DCs y sus funciones como células presentadoras de Ags tras la
infeccién con Mtb, resulta en una disminucidn de su capacidad para montar
fuertes respuestas adaptativas contra este patégeno (Lugo-Villarino &
Neyrolles, 2013).

Células dendriticas (DCs) e inicio de la respuesta inmune adaptativa

Una funcién importante de la inmunidad innata durante la infeccidn
por Mtb es la activacidon de la respuesta inmune adaptativa. Las DCs son
células presentadoras de Ags profesionales que inician la inmunidad
adaptativa presentando Ags de Mtb en el contexto del complejo mayor de
histocompatibilidad (MHC, por sus siglas en inglés), moléculas
coestimuladoras y citoquinas. Tras la infeccién por Mtb, las DCs maduran y
migran a los ganglios linfaticos que drenan el pulmén, de forma dependiente
del receptor CCR7 y sus correspondientes quemoquinas CCLI9 y CCL2], para
iniciar respuestas de células T especificas de Ags (Bhatt et al, 2004; Olmos et
al., 2010; Wolf et al, 2008a). Ademds, la interleuquina (IL) 12, una citoquina
secretada por células mieloides e importante para la induccion de respuestas
de IFN-y, es necesaria para la migraciéon de DCs durante la infeccion por Mtb
(Khader et al., 20086). El inicio de la respuesta inmune adaptativa requiere del
transporte de bacterias vivas a los ganglios linfaticos que drenan el tejido
pulmonar (Wolf et al,, 2007, 2008b), pero las células T Ags especificas pueden
ser activadas tanto por las DCs migratorias infectadas como por las DCs
residentes en los ganglios linfaticos no infectados. Sin embargo, la infeccién
por Mtb altera la funcionalidad de las DCs resultando en una respuesta menos
eficiente de las células T especificas de Ags. Inicialmente se propuso que la
transferencia de Ags desde DCs infectadas a DCs no infectadas (bystander)
beneficiaba al hospedador al evitar la presentacién de Ags ineficiente por
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parte de las DCs infectadas. Sin embargo, se demostréd que al inhibir la
secrecion de Ags de Mtb mejoraba la presentacion de Ags en el contexto de
MHC de clase Il en las propias DCs infectadas (Srivastava et al., 2016). Estos
antecedentes destacan que la interaccidn eficaz entre las DCs y las células T
depende de la funcidon adecuada de la maquinaria de presentacion de Ags,
incluida la expresion del MHC, las moléculas coestimulatorias y las citoquinas
tras la infeccién por Mtb, aspecto que puede complejizarse por la
heterogeneidad entre las poblaciones involucradas.

La infeccion con Mtb altera la funcionalidad de las DCs

Aunque adn no contamos con correlatos fiables que den cuenta de la
inmunidad protectora frente a Mtb, estd ampliamente aceptado que las
células Th1 contribuyen a la proteccion secretando IFN-y y promoviendo la
actividad antimicobacteriana en los macréfagos (Schaible et al., 2015). Es
importante destacar que la induccién de una fuerte respuesta inmune Thi se
basa en la generacién de DCs inmunogénicas con fuertes propiedades
migratorias (Cooper, 2009; Khader et al., 2006; Lai et al., 2018; Wolf et al.,, 2007).
Se ha demostrado que Mtb interfiere con varias funciones de DCs,
perjudicando asi la induccién y el desarrollo de la inmunidad adaptativa
(Chandra et al,, 2022; Ernst, 2018; Plumlee et al,, 2020) (Figura 2). En primera
instancia, Mtb es capaz de escapar de alterar la diferenciacién de monocitos
a Mo-DCs llevando a una respuesta deficiente de las células T especificas
contra Mtb (Balboa et al, 2010). Este resultado es relevante ya que los
monocitos tienen un rol destacado en el reabastecimiento de DCs
especialmente (o exclusivamente para algunos autores) en condiciones
inflamatorias (Wacleche et al., 2018).

Ademads, Mtb dispone de varios componentes de la pared celular que
pueden modular la respuesta inmune de las DCs. La pared celular de las
micobacterias contiene varios glucoconjugados como peptidoglicano,
arabinogalactano y glicolipidos. Algunos de estos glucoconjugados regulan
la respuesta inmune del hospedador principalmente mediante su unién a los
receptores CLR. Por ejemplo, el glicolipido micobacteriano Di-O-acil trehalosa
promueve la secrecién de IL-10 e indolamina 2, 3-dioxigenasa (IDO) y reduce
la secrecion de IL-12 y la expresidn de moléculas coestimuladoras en las DCs,
promoviendo la expansién de células T reguladoras FoxP3* (Magallanes-
Puebla et al, 2018). Otro componente de la pared celular de Mtb, el
lipoarabinomanano recubierto de manosa (ManLAM), regula la activacién de
las DCs. El tratamiento con ManlLAM de Mo-DCs humanas inhibe la
maduracidn de las DCs inducida por micobacterias y dicha maduracion se
restablece cuando se bloguea DC-SIGN (Geijtenbeek et al, 2003). El
tratamiento de DCs con ManLAM también induce el incremento de la
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secrecion de IL-10, lo que resulta en una reduccién de la respuesta de las
células T secretoras de IFN-y (T. Wu et al, 201). Los Ags lipidicos
micobacterianos derivan fundamentalmente de la pared celular. Las
moléculas CDI1 tienen una capacidad Unica para presentar Ags lipidicos. Las
Mo-DCs expresan moléculas CDI y pueden interactuar con células T CD8
restringidas por CD], células T af, células T y8 y células NK (Fischer et al., 2004;
Schaible et al., 2000). Estos Ags lipidicos incluyen el Gcido micélico (Beckman
et al, 1994.), los lipoarabinomananos (Sieling et al,, 1995,; Torrelles et al,, 2012),
mandbsidos de fosfatidilinositol (Cala-De Paepe et al.,, 2012; Ernst et al., 1998),
monomicolato de glicerol (Layre et al, 2009), entre otros. Las células T
especificas de Ags lipidicos activadas mediante esta presentacion de Ags no
convencional podrian desempenar funciones protectoras durante la
infeccién por Mtb (Libero & Mori, 2014). A pesar de que Mtb inhibe la formacion
de un complejo de moléculas MHC de clase Il y péptidos en las DCs durante
la infeccidén, la presentacidn no convencional de Ags a través de CDI1 puede
inducir una répida presentacién de Ags y, por tanto, una respuesta de células
T restringida a CDI1 (Hava et al, 2008). Sin embargo, Mtb también puede
inducir la evasion inmunitaria inhibiendo la expresién de CD1 en las DCs
(Stenger et al, 1998). Adicionalmente, Mtb también dispone de Ags de
naturaleza proteica, como ESAT-6, el cual es uno de los principales Ags de Mtb,
e inhibe la maduracién de los DCs humanas y la produccién de IL-12, pero
promueve la secrecion de IL-23 e IL-1B8 lo que a su vez fomenta una respuesta
Thi7 en lugar de Thl (X. Wang et al, 2012). La autofagia es un mecanismo
homeostdatico que puede participar en la defensa del hospedero como un
proceso de multiples pasos que implica encerrar y lisar la carga
intracitoplasmatica, como Mtb, fusiondndose con los lisosomas vy
favoreciendo la presentacién de Ags. La fusidén autofagosoma-lisosoma en
DCs humanas fue inhibida por la infeccion con la cepa virulenta H37Rv de Mtb
a través de la actividad del sistema de secrecion ESAT-6-1(ESX-1) (Romagnoli
et al, 2012).
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Aunque se desarrolla una respuesta inmune adaptativa robusta frente
a Mtb, en la mayoria de los casos ésta se retrasa y no consigue esterilizar la
infeccién. En modelos animales, transcurren varias semanas antes de que se
detecten células T Ags-especificas en los pulmones. Del mismo modo, en
humanos transcurren entre 2 y 8 semanas antes de que se detecten
respuestas de células T especificas contra Mtb. Este retraso en la llegada de
la respuesta inmune estd asociado a la capacidad de Mtb de alterar la
actividad migratoria de las DCs infectadas hacia ganglios linfaticos, tanto en
modelos in vitro (Rajashree et al., 2008; Roberts & Robinson, 2014) como in vivo (Lai
et al, 2018; Wolf et al, 2007). Por lo tanto, el estudio sobre los factores que
afectan la regulacién de la migracion de las DCs constituye un punto clave
para mejorar nuestro entendimiento sobre cémo mejorar el control de la
infeccidn tuberculosa. En este trabajo de tesis doctoral, abordaremos el
estudio de las funciones de las DCs en la TB desde la perspectiva del
inmunometabolismo.

Célula dendritica

Monocito

DC-SIGN

oY

ManLAM

[ ]
® IL-10

Figura 2. Los mecanismos de evasién/patogénicos de Mycobacterium tuberculosis (Mtb)
modulan la funcionalidad de las células dendriticas (DCs).

Mtb dispone de distintas estrategias para escapar de la respuesta inmune del hospedador. En
particular dentro de los principales mecanismos que afectan a las DCs se encuentran: 1) Su
capacidad de interferir con la diferenciacién de monocitos humanos a DCs, generando DCs
aberrantes (Balboa et al, 2016). 2) Las DCs poseen una baja capacidad de presentar Ags
micobacterianos y de estimular células T CD4+ especificas para Mtb (Balboa et al., 2010; Wolf
et al, 2008a). 3) La infeccién con Mtb disminuye el trafico de las DCs a ganglios linfaticos
(Roberts & Robinson, 2014).4) Las DCs pueden reconocer a Mtb a través del receptor de lectinas
DC-SIGN lo cual promueve la produccién de IL-10, en detrimento de una respuesta inflamatoria
(Geijtenbeek et al.,, 2003).
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Inmunometabolismo: las vias metabélicas determinan Ila
funcionalidad de las células inmunes

Durante una infeccidn bacteriana intracelular, las células eucariotas
realizan cambios en su metabolismo que les permiten combatir al patégeno,
aunque también pueden facilitar que el microbio obtenga nutrientes y
energia (Eisenreich, W., Heesemann, J., Rudel, T. & Goebel, 2013). En este
contexto, el "inmunometabolismo” se ha consolidado como un nuevo campo
de investigacion que examina como las vias metabdlicas interactdan con la
respuesta inmune (Mathis & Shoelson, 2011). A pesar de que los primeros
hallazgos en este dmbito se produjeron hace casi un siglo, estudios recientes
han esclarecido las bases moleculares detrds de la regulacion de la
captacion y el metabolismo de nutrientes en células inmunes, tanto en reposo
como en actividad. Procesos metabdlicos esenciales, como la respiracion
aerdbica, la glicdlisis y la glutamindlisis, son cruciales para las funciones del
sistema inmune y, por lo tanto, pueden ser atacados por diversos patégenos
que intentan evadir la respuesta inmune (E. L. Pearce & Pearce, 2013).

La glucosa actda como la principal fuente de carbono en las células de
mamiferos y se convierte en piruvato mediante la glicélisis. Este piruvato
puede entrar en la mitocondria y participar en el ciclo de los dacidos
tricarboxilicos (TCA) o ciclo de Krebs, donde se llevan a cabo reacciones de
oxidacion que producen intermediarios de carbono y compuestos reductores.
Los compuestos NADH y FADH, transfieren electrones a los complejos | y Il de
la cadena de transporte de electrones en la membrana mitocondrial interna.
Este proceso de transferencia de electrones estd vinculado al bombeo de
protones desde la matriz hacia el espacio intermembrana, creando un
gradiente electroquimico que la ATP sintetasa utiliza para generar grandes
cantidades de ATP (entre 36 y 38 moléculas por cada molécula de glucosa).
Ademds, esta transferencia de electrones facilita la formaciéon de agua a
partir del oxigeno, que actia como el aceptor final. Asi, la fosforilacion
oxidativa (OXPHOS) requiere oxigeno. Si no hay oxigeno presente, el piruvato
se metaboliza en lactato en el citoplasma. Sin embargo, en ciertas
condiciones, el piruvato puede convertirse preferentemente en lactato incluso
en presencia de oxigeno, un fenédmeno conocido como glicélisis aerébica
(Figura 3).
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Figura 3. Principales rutas metabélicas involucradas en la regulacion de las funciones
efectoras de las células inmunes.

Se muestran las vias metabdlicas mas salientes de la glucosa y dcidos grasos. La glucosa para
promover la generacion de ATP mediante su conversién a piruvato y luego a lactato en
presencia de oxigeno mediante glicolisis aerobica mediada por HIFIA, o mediante su derivacion
a Acetil-CoA e ingreso al ciclo de los écidos tricarboxilicos (TCA) promoviendo la cadena de
transporte de electrones de la membrana mitocondrial interna (OXPHOS). Los dcidos grasos
incorporados pueden ser oxidados en las mitocondrias e incorporarse de igual modo al ciclo
de Krebs.

El factor inducible por hipoxia 1 alfa (HIFIA) orquesta Ila
reprogramacion metabdlica de las células inmunes

Los factores de transcripcion inducibles por hipoxia (HIF) son
fundamentales para que las células respondan a la falta de oxigeno,
organizando un programa transcripcional que asegura una adaptacion
adecuada en términos funcionales, metabdlicos y vasculares en situaciones
de hipoxia (Semenza, 2011). Estos factores son cruciales en mltiples contextos,
tanto normales como patolégicos, y tienen un rol importante en procesos
tumorales, donde influyen en el crecimiento del tumor, la formacién de nuevos
vasos sanguineos y la metdstasis (Semenza, 2014). También son relevantes
en casos de isquemia y en el ciclo celular de las células madre
hematopoyéticas (Semenza, 2014; Takubo et al.,, 2010).

Originalmente, las funciones del factor inducible por hipoxia 1 alfa (HIFIA)
se relacionaban principalmente con la cantidad de oxigeno disponible. No
obstante, se ha demostrado que diversos estimulos en condiciones de
normoxia pueden activar HIF, especialmente en células del sistema inmune,
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lo que resulta en la activacion de genes especificos.

HIF forma un complejo heterodimérico que regula la transcripcion de
genes que contienen la secuencia 5-RCGTG-3', conocida como elemento de
respuesta a hipoxia (HRE) (Semenza et al, 1996; G. L. Wang et al, 1995). La
expresion de HIFIA es controlada tanto a nivel de transcripcion como de
modificaciones postraduccionales. Normalmente, los niveles de HIFIA son
bajos debido a su degradacién por el proteasoma, tras ser hidroxilada por
prolil hidrolasas dependientes de oxigeno (PHD) (Bruick & McKnight,
2001)(Figura 4). Estas PHD son enzimas que utilizan oxigeno para anadir
grupos hidroxilo a residuos especificos de prolina en HIFIA (Bruick & McKnight,
2001). Durante infecciones o procesos inflamatorios, se incrementa la
produccién de HIFIA y se inhiben las PHD, lo que permite que HIFIA alcance
niveles elevados. Esto a su vez activa diversos procesos celulares, incluyendo
la infiltracién y activacion de células mieloides, asi como la induccion de
isoenzimas glicoliticas y transportadores de glucosa (Cramer et al, 2003;
Jantsch et al., 2008).

HIF1A, aunque inicialmente reconocido por su funcién en hipoxia, también
es crucial para la regulacidn del metabolismo en condiciones normales,
particularmente en la glicolisis aerébica (Bhandari & Nizet, 2014; Rius et al,
2008a). Un importante regulador de HIFIA es el complejo | de mTOR (MTORCI),
que puede activarlo en respuesta a citoquinas, altos niveles de succinato y
ROS (Finlay et al., 2012; Movafagh et al., 2015; Tannahill et al,, 2013). Ademds, el
factor nuclear kappa B (NF-xB) también influye en la expresion de HIFIA. Se ha
demostrado que las infecciones bacterianas y la estimulacidon con LPS
aumentan la actividad de NF-kB en fagocitos, lo que a su vez favorece la
transcripcion del ARN mensajero de HIFIA y de genes pro-inflamatorios (Rius
et al, 2008b). Esto también eleva la expresion del transportador de glucosa 1
(GLUTI), que es fundamental para el transporte de glucosa en las células
mieloides (McNamee et al,, 2013).

Por otra parte, también regula la expresidon de la enzima lactato
deshidrogenasa A (LDHA), que convierte piruvato en lactato (Cramer et al,
2003), al igual que otras enzimas como las hexoquinasa HK1y HK2, y genes
que codifican componentes de la magquinaria glicolitica (Blouin et al., 2004;
Braverman et al,, 2016). HIFIA se expresa en una amplia variedad de células,
incluyendo aquellas del sistema inmune innato y adaptativo, como linfocitos
(Kido et al, 2020), neutrdfilos (Yetkin-Arik et al, 2019), DCs, (Forsythe et al., 1996)
macréfagos (Corcoran & O'Neill, 2016) y monocitos (Codo et al,, 2020).
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Figura 4. Mecanismo de regulacién post-traduccional de HIF1A en células inmunes.

En presencia de oxigeno, HIFIA es hidroxilado por PHD, enzimas que dependen del oxigeno y
cofactores de hierro. Cuando HIF1A es prolil-hidroxilado, se poliubiquitina, marcéndolo para la
degradacion por el proteosoma. Cuando la tensién de oxigeno disminuye, la actividad de PHD
se encuentra inhibida, lo que conduce a la acumulacién de HIFIA, su traslocacién nuclear, la
heterodimerizacién con HIFIB y el reclutamiento de p300/CBP.

Inmunometabolismo en DCs

Como se menciond previamente, las DCs expresan distintos PRRs que
permiten el reconocimiento de sefales “peligrosas”. Luego de la interaccién
con alguno de estos receptores, las DCs sufren una remodelacion fenotipica
a gran escala que determina sus funciones efectoras. Estos cambios en la
biologia de las DCs estdn acompanados por cambios profundos en el
metabolismo celular que son integrales y esenciales para el proceso de
activacion (E. J. Pearce & Everts, 2015).

Perfil metabélico durante la diferenciacién de monocitos a DCs (Mo-
DCs)

La infiltracién de monocitos en los tejidos periféricos es una caracteristica
comuan de los procesos inflamatorios (V. I. Patel et al, 2017). La delicada
regulacion entre el microambiente tisular y la reprogramaciéon metabdlica es
crucial para garantizar la correcta diferenciacion de las Mo-DCs. En un
microambiente inflamatorio, la reduccion del pH reprograma drdsticamente
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el metabolismo celular durante la diferenciacion de los monocitos en Mo-DCs.
En dicho proceso, la glicdlisis se desplaza hacia el metabolismo mitocondrial
y la biosintesis del colesterol (Erra Diaz et al, 2020).

En comparacion con las Mo-DCs humanas, los monocitos dependen mas
de la glicdlisis que de la OXPHOS. En el quinto dia de diferenciacion in vitro de
monocitos inducida por GM-CSF e IL-4, la capacidad glicolitica disminuye del
82% al 28%, acompanada de un aumento de la dependencia de las
mitocondrias del 18% al 72% (Adamik et al, 2022); coincidiendo con el
aumento significativo del nUmero de mitocondrias y regulacién positiva de
los genes de la cadena de transporte de electrones (ETC) y del ciclo de Krebs
en los observados en Mo-DCs humanos (Pence & Yarbro, 2019). En
concordancia, durante la diferenciacion las mitocondrias experimentan una
biosintesis activa, y se elevan los niveles de los inductores fundamentales de
la biosintesis mitocondrial, como PPARy y el factor de transcripcion
mitocondrial A, lo que puede explicar el aumento de la respiracion
mitocondrial y la produccién de ATP (Zaccagnino et al,, 2012). El aumento de
la tasa de consumo de oxigeno y ATP en las Mo-DCs humanas se utiliza para
apoyar funciones dependientes de energia, como la actividad de captacién
de Ags y la migracion. Es importante destacar que el bloqueo del ETC con el
inhibidor del complejo | durante la diferenciacién conduce a la apoptosis e
impide parcialmente el desarrollo de Mo-DCs (Del Prete et al, 2008;
Zaccagnino et al,, 2012).

MTOR es un sensor de nutrientes celulares que desempena un papel
importante en el crecimiento y la supervivencia celular y también es un
regulador metabdlico central de la inmunidad (Morita et al, 2015). La
diferenciacion de las Mo-DCs humanas depende de la via PI3K-mTORC], y el
inhibidor de mTORC], rapamicing, es capaz de abolir la diferenciacion de las
Mo-DCs, lo que concuerda con la activacién de mTOR por GM-CSF/IL-4 para
mantener la supervivencia (Snyder & Amiel, 2019). Ademads, la inhibicion de la
sefalizacion MTORCI1 reduce fuertemente la biogénesis mitocondrial y la
respiracién en las células, lo que conduce a una disminucion del niUmero de
mitocondrias y a la inactivacién del ETC. Por otro lado, PPARy promueve la
diferenciacion de las Mo-DCs principalmente mediante el control del
metabolismo de los lipidos (Gogolak et al, 2007; Szatmari et al, 2004). El
bloqueo de la acetil-CoA carboxilasa inhibe la sintesis citosdlica de dcidos
grasos (FAS) y reduce la diferenciacién de los Mo-DCs (Rehman et al,, 2013).
Por lo tanto, al infiltrar en un tejido inflamatorio, los monocitos sufren una
remodelacion metabdlica que involucra la disminucion de la glicélisis, un
aumento de la OXPHOS mitocondrial, biogénesis mitocondrial y anabolismo
de dcidos grasos, lo que promueve conjuntamente la diferenciacion de los
monocitos en Mo-DCs y estdn controlados por mTOR.
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Rearreglos metabdlicos que sufren las DCs inmunogénicas frente a

un estimulo

Las DCs quiescentes presentan un metabolismo catabdlico, donde
continuamente degradan nutrientes para la generacién de energia y el
mantenimiento celular. Dicho estado metabélico estd caracterizado por una
OXPHOS activa, impulsada por el TCA que es alimentado por la oxidacion de
los dcidos grasos (FAO) y la glutamindlisis, y regulada principalmente por
AMPK (Kelly & O'Neill, 2015; Krawczyk et al., 2010q; E. J. Pearce & Everts, 2015).
Ademds de la glucosaq, las DCs en este estado de quiescencia usan el
glucdgeno intracelular para apoyar las demandas basales de la glicdlisis, la
cual provee sustratos metabdlicos para la respiracion (Wculek et al., 2019).

Frente a un estimulo inmunogénico, las DCs inician un proceso de
activacién donde adoptan un metabolismo anabdlico para la generacién de
sustratos que serdn utilizados para la biosintesis y el crecimiento celular. Las
DCs activadas, sufren un cambio metabdlico hacia la glicdlisis aerébica que
provee energia y, adicionalmente, dirige intermediarios glicoliticos hacia la
ruta de las pentosas fosfato (PPP). Ademads, en algunas poblaciones de DCs,
se induce la produccion de 6xido nitrico, el cual inhibe la cadena de transporte
de electrones. En consecuencia, los intermediarios del TCA se acumulan y
sirven como sefales inmunomodulatorias y promueven la sintesis de dcidos
grasos (FAS) (Figura 5) y la producciéon de ROS y 6xido nitrico durante la
activacion de las DCs (KeIIy & O'Neill, 2015; O'Neill & Pearce, 2016; E. L. Pearce &
Pearce, 2013; D. G. Ryan & O'Neill, 2017).

Es importante destacar que la mayoria de los conocimientos generados
hasta el momento fueron obtenidos en modelos de DCs derivadas de médula
6sea (BMDC) de murinos. Si bien este modelo de cultivo de DCs provee
importantes conocimientos en las bases de las adaptaciones metabdlicas
que sufren las DCs durante el proceso de activacion celular, se han observado
respuestas diferenciales dependiendo la poblacion de DCs en estudio.

A pesar de las diferencias sefaladas, estd ampliamente aceptado para
las poblaciones de DCs (tanto humanas como murinas) que luego de la
estimulacion de PRRs con un amplio rango de PAMPs ocurre un incremento
temprano de la glicdlisis (Everts et al., 2012; Everts & Pearce, 2014; Jantsch et
al,, 2008; Krawczyk et al., 20100; Marquez et al., 2017; Wculek et al., 2019), lo cual
es caracteristico de las DCs activadas. La induccidn de la glicolisis temprana
es necesaria para varios aspectos asociados a la maduracion celular como,
por ejemplo, el incremento de la expresion de moléculas coestimulatorias en
la superficie y la produccidn de citoquinas. Si bien no se han encontrado hasta
el momento mayores efectos en la fagocitosis y la captaciéon de Ags, la
activacion de las DCs lleva a una remodelacion del citoesqueleto que apoya
la migracién celular hacia ganglios linfaticos y zonas T y este proceso es
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dependiente de la glicdlisis. Por lo tanto, el incremento de la glicolisis en las
DCs frente al desafio con un estimulo es vital para una adecuada induccion
de las respuesta adaptativa de células T (de Lima Thomaz et al, 2018) y, por
ende, regula la homeostasis.
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Figura 5. Reprogramacion metabédlica a tiempos tempranos de la activacion de las DCs.

La estimulacién de DCs inmaduras mediada por PRR resulta en una reestructuracion
metabdlica, llevando a un aumento de la glicélisis alimentada por las reservas de glucégeno
intracelular y que depende de PI3K-IKKe-TBKI. Esta glicdlisis sostiene la FAS, lo cual promueve
la expansién del reticulo endoplasmatico (RE) y el aparato de Golgi, proceso necesario para la
sintesis proteica de moléculas coestimulatorias, quemoquinas y citoquinas. Seguido de esta
activacién temprana, las DCs maduras obtienen un metabolismo celular que depende del
estimulo inicial, asi como también del tipo celular. Figura adaptada de (Maller et al., 2022).

La union a distintos PRRs gatilla un metabolismo diferencial en Mo-
DCs inmunogénicas en etapas tardias de maduracion

Aunque se ha demostrado que el aumento de la glicélisis es una respuesta
- metabdlica conservada a la maduracién de las DCs, esta reprogramaciéon
metabdlica cambia con el tiempo. En la fase tardia de la estimulaciéon
(después de 12 h en modelos in vitro, (Maller et al, 2022)) la activacién de
diferentes PRR desencadena diferentes adaptaciones metabdlicas en las DCs,
otorgdndole a las DCs una flexibilidad metabdlica que le permite moldear sus
funciones inmunogénicas.

En respuesta a la activacién inducida por LPS mediate la unién a TLR4, las
BMDC murinas se caracterizan por un incremento marcado de la glicolisis y
una interrupcién de la actividad mitocondrial que dura hasta 24h (Everts et
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al,, 2012, 2014; Krawczyk et al, 2010b). Sin embargo, en Mo-DCs humanas, si
bien existe un aumento del metabolismo glicolitico tras la activacién con LPS,
el aumento solo ocurre de forma transitoria y moderada y estd acomparnado
de un incremento de la OXPHOS.

El receptor de lectina de macréfagos que une galactorsa (MGLR), un
receptor de lectinas de tipo C, se expresa en la superficie de DCs y
macréfagos asociados a tumores (Heger et al, 2018; Sahasrabudhe et al,
2019). La interaccién de MGL con su receptor, reduce la glicélisis en Mo-DCs
humanas mediada por la actividad de HIFIA y dicha reduccién suprime el
estado proinflamatorio de las Mo-DCs, lo que inhibe aln mds las respuestas
inmunitarias antitumorales, conduciendo al escape del tumor (van Vliet et al,,
2008).

Por otro lado, la estimulaciéon por via TLR7/8 gatilla un metabolismo
asociado a la OXPHOS y FAO necesario para la maduracién de las Mo-DCs.
Esta actividad metabdlica se encuentra regulada por PINK], la cual se localiza
en la membrana externa mitocondrial y estd involucrada en funciones
mitocondriales (Basit & de Vries, 2019).

Por lo tanto, la remodelacion metabdlica que sufren las DCs no solo
depende del tipo celular, sino que también varia, al menos en tiempos tardios,
dependiendo del estimulo y que PRR lo reconoce.

Regulacion metabdlica de las DCs tolerogénicas

Las DCs no solo son criticas para iniciar la respuesta inmune
adaptativa, sino que también son importantes para mantener la tolerancia.
Las DCs confieren tolerancia periférica presentando continuamente Ags
propios como DCs inmaduras en la ausencia de factores proinflamatorios,
silenciando las respuestas de las células T autorreactivas y promoviendo la
generacion de células T regulatorias (Everts et al, 2014; Iberg et al., 2017).A
pesar de que las DCs inmaduras son tolerogénicas, estas pueden ser
activadas cuando son expuestas a un estimulo inflamatorio. Sin embargo, la
tolerancia de las DCs en algunos casos puede mantenerse a pesar de estar
en un ambiente inflamatorio, o cual puede ser beneficioso en enfermedades
autoinflamatorias, pero también puede llevar a la supresion de las funciones
de las DCs en microambientes tumorales o durante una infeccion, facilitando
la evasién de la respuesta inmune. Varios factores, incluyendo IL-10, TGF-,
glucocorticoides, vitamina D y dexametasona, pueden promover la
generacion de DCs tolerogénicas, siendo algunos de estos factores
empleados para generar DCs tolerogénicas in-vitro.

Las DCs tolerogénicas también presentan un perfil metabdlico
distintivo. Cuando se analiza la expresidn de genes relacionados a las vias
metabdlicas, se observan diferencias fundamentales entre DCs
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inmunogénicas y tolerogénicas, en los que se ha demostrado que existe un
incremento en la expresion de genes relacionados a la OXPHOS,
especialmente de genes asociados a los complejos Il y IV de la cadena
transportadora de electrones. Ademads, IL-10, una citoquina caracteristica de
las DCs tolerogénicas, bloquea el cambio metabdlico que ocurre durante la
estimulacion de receptores TLR favoreciendo la OXPHOS en detrimento de la
glicélisis (Sim et al, 2016), en linea con el incremento de la actividad
mitocondrial y de la produccién de ROS observado en las DCs tolerogénicas.
Dicha actividad mitocondrial se asocia a un incremento de la FAO y la
utilizacion de triglicéridos como fuente de carbono. Similar a las células T
quiescentes, el perfil catabdlico y la alta demanda de energia en las DCs
tolerogénicas puede estar relacionado a su activa funcidn supresora. Por lo
tanto, las DCs tolerogénicas poseen una gran plasticidad metabdlica,
presentando un metabolismo activo, a pesar de mostrar diferentes
dependencias de la glicolisis vs FAO/OXPHOS. Sin embargo, estas
conclusiones estdn basadas Unicamente en estudios realizados en Mo-DCs
humanas, y el metabolismo de otras poblaciones de DCs tolerogénicas en
disenos in vivo no ha sido explorado.
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HIPOTESIS DE TRABAJO Y OBJETIVO GENERAL

Parte del éxito de Mtb como patégeno reside en su capacidad para
evitar la generacién de una respuesta adaptativa robusta, lo cual facilita su
persistencia y cronicidad. La generacion de una respuesta inmune eficiente
requiere de DCs competentes, lo cual, en condiciones experimentales, se
asocia a un metabolismo glicolitico dependiente del factor de transcripcion
HIFTA. Si bien se conocen numerosas adaptaciones de Mtb que resultan en
estrategias de evasién de la respuesta inmune, hasta el momento no hay
estudios que evalUen el perfil metabdlico de las DCs en el marco de la TB.
Previamente nuestro grupo de trabajo demostré que Mtb interfiere con la
generacion de DCs a partir de monocitos humanos (Balboa et al,, 2010, 2013b,
2016b)y que el microambiente tuberculoso inhibe la actividad glicolitica en
macroéfagos, promoviendo el establecimiento de un metabolismo
mitocondrial asociado a un fenotipo susceptible al crecimiento bacilar (Marin
Franco et al, 2020). Teniendo en cuenta que el establecimiento de DCs
inmunogénicas constituye un paso crucial en la generacidn de la respuesta
inmune protectora frente a Mtb, y siendo que la via glicolitica de las células
inmunes estd intimamente asociada a la activacion celular, proponemos
como hipétesis de este trabajo que la modulacion de la via glicolitica
impactara en la calidad de la respuesta inmune desarrollada frente a Mtb
y. por lo tanto, en el curso de la enfermedad tuberculosa.

En base a estos antecedentes, el objetivo de este trabajo consiste en dilucidar
el rol protector o patolégico de la glicélisis de las DCs en respuesta a Mtb,
incluyendo los siguientes objetivos especificos:

1. Estudiar exhaustivamente el metabolismo de las células dendriticas
(DCs) humanas en respuesta a Mycobacterium tuberculosis (Mtb) y sus
implicancias funcionales. Este objetivo incluye la caracterizacién de la via de
sefializacién involucrada, abarcando tanto los receptores como los factores
de transcripcion implicados, asi como el impacto de esta induccién en las
funciones efectoras de las DCs. Se prestard especial atencion a la capacidad
de polarizacién de los clones de células T helper (Th) y a la actividad
migratoria de las DCs.

2. Investigar el impacto de la modulacién del eje glicélisis/HIF1A en las DCs
infectadas con la cepa vacunal BCG sobre el inicio de la respuesta inmune
adaptativa. Este objetivo busca comprender cémo esta modulacién influye
en la llegada de las DCs a los ganglios linfaticos drenantes y en la aparicion
de linfocitos T CD4* especificos en el contexto de la inmunizacion con BCG.

3. Analizar la actividad glicolitica de los monocitos en pacientes con TB,
estableciendo su relacion con la capacidad de generacion de DCs y los
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posibles factores que contribuyen a modular el metabolismo de los
monocitos en circulacién.

El Capitulo I de esta tesis doctoral abordard en su totalidad el primer objetivo
especifico, asi como parte del tercer objetivo. El Capitulo Il estard dedicado al
desarrollo del segundo objetivo especifico y el Capitulo Il reunird avances
sobre los factores involucrados en la adquisicién del perfil metabdlico de los
monocitos en el contexto de la TB.

Consideramos que profundizar nuestros conocimientos sobre el metabolismo
de las DCs, y de sus precursores, nos permitird avanzar en la comprension de
los mecanismos fisiopatoldgicos involucrados en el establecimiento de la
respuesta protectora contra la TB.
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Figura 6. Resumen grdfico de la metodologia implementada para el capitulo |

Reactivos quimicos

El LPS de Escherichia coli O111:B4 se obtuvo de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,
EE.UU.). La dexametasona (Dx) provino de Sidus (Buenos Aires, Argentina). PX-
478 2HCL se adquirié de Selleck Chemicals (Houston, EE.UU.) y DMOG de Santa
Cruz, Biotecnologia (Palo Alto, CA, EE.UU.). Ademds, GSK2837808A se adquiri®
de Cayman Chemical (Michigan, EE.UU.) junto con equinomicina (Ech) y
oxamato sédico (OX).

Cepa de M. tuberculosis empleada

La cepa de referencia H37Rv de Mtb fue crecida a 37°C en medio
Middlebrook 7H9 suplementado con 10% v/v oleato-albGmina-dextrosa-
catalasa (Difco) y 0.05% v/v de Tween-80 (Sigma-Aldrich). La cepa y-
irradiada H37Rv (NR-49098), aqui denominada iMtb, fue provista por el BE
Resources Repository, EEUU.La cepa de Mtb expresando la proteina
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fluorescente roja (RFP) fue gentilmente cedida por la Dra. Fabiana Bigi (INTA,
Castelar, Argentina).

Animales

Todos los protocolos experimentales que involucraron animales fueron
aprobados por el comité institucional de cuidado animal y uso de animales
de experimentacién (CICUAL namero 090/2021) del Instituto de Medicina
Experimental (IMEX) — CONICET, ANM. Se emplearon ratones hembra C57BL/6
de entre 4 a 8 semanas de vida para los experimentos con BCG.
Adicionalmente para algunos experimentos de migracion in-vivo se utilizaron
ratones BALB/c hembras de entre 4 a 8 semanas de edad, ya sea transfiriendo
BMDC estimuladas con iMtb o infectadas con BCG.

Preparacion de DCs derivadas de monocitos humanos

Con el objetivo de obtener un gran nimero de monocitos humanos, se
utilizaron concentrados leucocitarios (buffy coats) de donantes sanos que
son producto secundario de una centrifugacion para concentrar glébulos
rojos o plasma destinados a transfusion. Estos buffy coats fueron preparados
en el Centro Regional de Hemoterapia del Htal. Garrahan (Buenos Aires,
Argentina), segun las pautas del acuerdo de servicios acordado entre las Drs.
Balboa (IMEX/INBIRS) y S. Kuperman (Garrahan). Se obtuvo el consentimiento
informado de cada donante antes de la colecta de sangre. A partir de estos
concentrados leucocitarios, se obtuvieron las células mononucleares de
sangre periférica mediante una separacién por gradiente de Ficoll-Hypaque
(GE Healthcare, Reino Unido) y posteriormente los monocitos (CD14*) fueron
purificados mediante centrifugacién en un gradiente discontinuo de Percoll
(GE Healthcare). Se estimé su concentracién final mediante recuento en
cdmara de Neubauer y, seguidamente, se determind la pureza mediante
citometria de flujo utilizando un anticuerpo monoclonal anti-CD14.
Procuramos emplear cultivos con un porcentaje de pureza inicial superior al
90% de monocitos. Luego, los monocitos fueron adheridos en placas de
cultivo en una densidad de 5x10° células/ml durante 1h a 37°C en medio RPMI-
1640 precalentado (Gibco, EE.UU.). A continuacién, las células se lavaron dos
veces con solucién salina tamponada con fosfato (PBS) tibia. Los monocitos
adheridos fueron diferenciados hacia DCs durante 6 dias en medio
suplementado con 10% v/v de suero fetal bovino (SFB, Sigma-Aldrich) en
presencia de 10 ng/ml del factor estimulante de colonias de granulocitos y
macréfagos (GM-CSF, Peprotech, EE.UU.) y 20 ng/ml de IL-4 (Biolegend, EE.UU.),
renovando la mitad del medio de diferenciaciéon cada 2 dias.

43



Materiales y métodos

Muestras de pacientes con TB

Los pacientes con TB fueron diagnosticados en la Divisidn
Tisioneumonologia del Hospital F.J. Mufiz y en el Instituto Vaccarezza (Buenos
Aires, Argentina) por la presencia de sintomas respiratorios clinicos recientes,
radiografia de térax anormal y cultivo de esputo positivo o bacilos dcido-
alcohol resistentes positivos. Se obtuvo el consentimiento informado por
escrito de acuerdo con el Comité de Etica Institucional del Instituto
Vaccarezza. Entre los criterios de exclusidon se incluyeron los pacientes
seropositivos y la presencia de enfermedades infecciosas concurrentes o
comorbilidades. Se recogieron muestras de sangre durante los primeros 15
dias tras el inicio del tratamiento. Todos los pacientes tenian TB pulmonar
(Tablal). La investigacion se realizd de acuerdo con la Declaracion de Helsinki
de la Asociacién Médica Mundial (2013) y ha sido aprobada por los comités
de ética del Hospital Muriz (hnGmero de protocolo: NIN-1671-12 renovado en
2021) y de la Academia Nacional de Medicina.

Tabla 1. Caracteristicas demograficas y clinicas de los pacientes con TB

Edad, afios (rango) 36 (19-67)

sexo, % (nimero/total) M, 81% (31/38)

F,19% (7/38)

Nacionalidad, % (nGmero/total) Argentina, 76,31% (29/38)
Boliviana, 15,78% (6/38)
Paraguaya, 2,63% (1/38)

Peruana, 5,26% (2/38)

Localizacién de la TB, % (nimero/total) Pulmonar, 94% (36/38)

Pulmonar + Extrapulmonar, 6%

(2/38)

BAAR* en esputo, % (nimero/total) 3+, 21% (8/38)
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2+,13% (5/38)
1+, 52% (20/38)

-,13% (5/38)

Recuento de leucocitos, media = SEM, 8483 + 509
células/pL

Media £ SEM de linfocitos, % 192
Media £ SEM de monocitos, % 7+0,5

*Bacilos dcido-alcohol resistentes (BAAR) en esputo: -, 1+, 2+, 3+ se definen segun la escala de
cuantificacién de la Unién Internacional contra la Tuberculosis y las Enfermedades
Respiratorias (UIT-TLD)/Organizacién Mundial de la Salud (OMS).

Estimulacion de las DCs

Las DCs diferenciadas a partir de monocitos humanos fueron estimuladas
tanto con iMtb como con Mtb viable con dosis equivalentes en términos de
DOesoo durante 24h a 37°C con el fin de inducir su activacion. Para
determinados ensayos, se trataron DCs con el LPS de la cepa Escherichia coli
OMm:B4 (10ng/ml, Sigma-Aldrich) durante 24h a 37°C a fin de obtener un
control positivo de maduracion. Las infecciones con Mtb viable se realizaron
en el laboratorio de bioseguridad nivel 3 de la Unidad Operativa Centro de
Contencién de Bioldégica, ANLIS-MALBRAN (Buenos Aires) y del Instituto de
Investigaciones Biomédicas en Retrovirus y Sida (INBIRS) segun las normas de
bioseguridad de cada institucion.

Tratamientos de las DCs

En los ensayos indicados, se anadieron anticuerpos monoclonales
neutralizantes (mAb), o sus correspondientes controles de isotipo, 30 min
antes de la estimulacién de las DCs para inhibir TLR2 (cat. 309717, Biolegend)
o TLR4 (cat. 312813, Biolegend). Ademds, las DCs se incubaron
alternativamente con PX-478 (20 uM) o equinomicina (1 nM) con el fin de
inhibir la actividad de HIF-1A, con DMOG (50 puM) para estabilizar los niveles de
HIF-1A, y con OX (20 mM) o GSK2837808A (20 uM) para inhibir la actividad de
la enzima LDH. La estimulaciéon de DCs con iMtb o su infeccién con la
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micobacteria viable se produjo 30 min después del tratamiento sin lavado de
farmacos.

Adicionalmente, se generaron células dendriticas tolerogénicas
inducidas por dexametasona (Dx-DCs) incubando las DCs con 0,1 uM de
dexametasona durante 1 h. Posteriormente, se lavaron las células y se afiadid
RPMI con 10% SFB.

Determinacion de concentraciones de metabolitos

La produccidn de lactato y el consumo de glucosa en el cultivo celular se
determind mediante ensayos espectrofotométricos utilizando los kits de
lactate y Glicemia Enzimdtica (Wiener, Argentina) siguiendo las
recomendaciones del proveedor. Estos kits estdn basados en la oxidacion del
lactato o la glucosa, con la consiguiente produccion de perdxido de hidrégeno
(Barham & Trinder, 1972). El consumo de glucosa se determind calculando la
disminucién de sus niveles en los sobrenadantes celulares en comparacion
con los niveles en el medio de cultivo RPMI suplementado con 10% SFB libre de
células. A su vez, se determind la concentracion de triglicéridos en plasma
utilizando el kit TG Color GPO/PAP AA (Wiener, Argentina) siguiendo las
instrucciones del proveedor. Las lecturas de absorbancia de todos los
ensayos se obtuvieron utilizando el lector Biochrom Asys UVM 340 Microplate
Reader y su software asociado en el IMEX y en el Multiscan GO (Thermofisher,
EE.UU.) y el software SkanIT en el INBIRS.

Ensayos de PCR en tiempo real

Se realizé la extraccién de dcidos ribonucleicos (ARN) total de las DCs
utilizando trizol (Thermo Fisher Scientific) a 4°C. Las muestras de ARN fueron
congeladas a -80°C hasta su utilizacion. EI ADN complementario doble
cadena (ADNc) se transcribié de manera inversa a partir de 1 ug de ARN total,
utilizando la enzima transcriptasa reversa del virus de la leucemia murina
Moloney, primers de hexdmeros aleatorios y desoxirribonucleétidos (Life
Technologies, CA, USA). EIl ADNc fue amplificado con los cebadores
correspondientes para el gen de la proteina LDHA y HIF-1A. La amplificacion se
realizd6 con un detector CFX Connect (Bio-Rad), utilizando el sistema de
deteccién de secuencia verde PCR SYBR (Bio-Rad). Los datos se analizaron
mediante el programa suministrado con el detector (CFX Connect Maestro).
El contenido de ARN mensaijero transcripto (ARNm) se normalizé con el ARNm
del factor de elongacién de la traduccién eucariota 1 alfa 1 (EeFlAl). La
expresion génica se cuantificd utilizando el método AACt.
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Gen Secuencia Forward Secuencia Reverse

EeFlA] 5'-CCAAGACCCAGGCATACTTGGA-3' 5'-TCGGGCAAGTCCACCACTAC-3'
HK2 5'-GAGCCACCACTCACCCTACT-3 5'-CCAGGCATTCGGCAATGTG-3'
LDHA 5'-TGGGAGTTCACCCATTAAGC-3' 5'-AGCACTCTCAACCACCTGCT-3
HIFTIA 5'-ACTAGCCGAGGAAGAACTATGAA-3' 5'-TACCCACACTGAGGTTGGTTA-3'

Las secuencias de los primers fueron obtenidas de Marin Franco et. Al, 2020.

Caracterizacion fenotipica por citometria de flujo

Se utilizaron mAbs marcados con FITC, PE o PerCP-Cy5.5 de los
siguientes receptores de superficie celular para el andlisis fenotipico de las
DCs: FITC-anti-CDla (clon HI149, eBioscience), PE-anti-DC-SIGN (clon 120507,
R&D System), PerCP-Cy5.5-anti-CD86 (clon 374216, Biolegend), FITC-anti-
CD83 (clon HBI5e, eBioscience), PE-anti-PD-L1 (clon MIHI, BD Pharmingen),
anti-hGlutl-PE  (clon 202915, R&D Systems) y, en paralelo, con el
correspondiente anticuerpo de control del isotipo. Se colocaron
aproximadamente 5x10° células en tubos de citometria y se lavaron una vez
con PBS. Las células se tiferon durante 30 min a 4°C y se lavaron dos veces.
Para la determinacién de HIF-1A, las DCs se permeabilizaron con metanol o
tritdn 0.3%, se realizdé un bloqueo con PBS-BSA1% y se incubaron con PE-anti-
HIF-1A (clon 546-16, Biolegend para ensayos humanos y clon 241812, R&D para
murinos) durante 40 min a 4°C. Posteriormente, las células fueron lavadas con
PBS 1X, centrifugadas y analizadas por citometria de flujo utilizando el
citbmetro FACSCalibur (BD Biosciences) o el citémetro CyFlow Space
(SysmexPartec) en el IMEX. El andlisis se realizd en la poblacién de DCs
generando un gate de acuerdo con sus propiedades de Forward Scattery Size
Scatter. Se utilizaron controles coincidentes con el isotipo para determinar la
autofluorescencia y la tincién inespecifica. El andlisis se realizé utilizando el
FCS Express (De Novo Software) y los resultados se expresaron como mediana
de la intensidad de fluorescencia (IMF) o porcentaje de células positivas.

Determinacion de la produccion de citoquinas

Se recolectaron sobrenadantes de cultivos de DCs o co-cultivos entre DCs
y células T, y se determind la produccién de TNF-a e IL-10 empleando kits de
ELISA (ELISA MAX™ Deluxe Kits de Biolegend) y de IFN-y e IL-17 (BD Bioscience)
siguiendo las instrucciones del proveedor. El limite de deteccion para cada
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ensayo fue de 3 pg/ml para TNF-« e IL-17, 6,25 pg/ml para IFN-y y 8 pg/ml IL-
10.

Ensayo de activacion de linfocitos T CD4*

Se llevaron a cabo ensayos de activacion de linfocitos con células de
dadores sanos PPD* cultivando poblaciones de DCs y linfocitos T autélogos en
una relaciéon 10 a 1DC en placas de cultivos de 96-well con fondo redondeado
(Corning) por 5 dias como fue detallado previamente (Balboa et al., 2016a).El
numero de DCs fue ajustado a las células vivas antes de iniciar los co-cultivos.
Después de 5 dias, los subsets de células T CD4* fueron identificados por
inmunomarcacion de acuerdo con la expresién diferencial de CCR4, CXCR3 y
CCR6 de acuerdo con lo reportado previamente®®: CXCR3*CCR4 CCR6™ (Thl),
CXCR3"CCR4*CCR6" (Th2), CXCR3"CCR4*CCR6"* (Th17) y CXCR3*CCR4 CCR6*
(ThITh17). Los anticuerpos conjugados a fluorocromos fueron CD4-FITC (cat.
357406, Biolegend), CXCR3-PE-Cy7 (cat. 353720, Biolegend), CCR4-
PerCPCy5.5 (cat. 560726, BD Bioscience), CCR6-APC (cat. 560619, BD
Bioscience), y CD3-APC-Cy7 (cat. 300318, Biolegend). Adicionalmente, se
utilizé el colorante de viabilidad Zombie Violet (cat. 423113, Biolegend) para
excluir las células muertas. Finalmente, se llevaron a cabo controles
Fluorescence Minus One (FMO) para realizar estrategias de gating adecuadas
para la deteccion de CXCR3-PE-Cy7, CCR4-PerCP-Cy5.5 y CCR6-APC. Las
células fueron adquiridas por citometria de flujo usando el citbmetro BD
FACSCANTO (INBIRS, Buenos Aires).

Determinacion de la capacidad de quimiotaxis de las DCs en
respuesta a CCL21

Se emplearon cdmaras de migracion (HTS Transwell, Corning, USA)
compuestas por dos compartimentos separados por una membrana con
poros de 5 um de didmetro, colocando las DCs en el compartimiento superior
y el agente quimioatractante CCL21 (100 ng/ml, Peprotech) en el
compartimento inferior. Luego de 3h de incubacién a 37°C se colectaron las
células capaces de migrar a partir del compartimiento inferior y se realizd su
cuantificacidn mediante citometria de flujo. Se determind el porcentaje de
células migrantes en cada caso respecto del nUmero de células sembradas
inicialmente en el compartimento superior.
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Ensayo de migracion 3D en matrices

Con el fin de generar matrices de coldgeno de baja densidad, se agregd
Nutragen (2 mg/ml concentracion final) a una mezcla de 10% v/v de MEM 10X
(MEM Invitrogen, Carlsbad, CA), agua destilada, y 4-6% (v/v) de buffer
bicarbonato de sodio (pH=9) 7,5%. Se colocaron 110 pl de la preparacién en
insertos transwell con membrana de poliéster con un tamano de poro de 8
um, los cuales fueron montados en placas complementarias de 24 pocillos
(BD Biosciences). Se incubaron los sistemas a 37°C durante 1h para permitir la
polimerizacidn y se agregaron 800 pl de RPMI sin suero en el pocillo y 200 pl
dentro de los insertos. Se incubd overnight a 37°C 5% CO.,. Posteriormente, se
colocaron los insertos en pocillos que contenian 800 pl de RPMI con 10% de SFB
y se sembraron 20.000 DC sobre la superficie de la matriz resuspendidas en
medio RPMI con 15% de SFB. Transcurridas las 24h, se cuantificd la migracion
celular utilizando un microscopio invertido (Leica DMIRB, Leica Microsystems,
Deerfield, IL) y el software Metamorph. Para esto, se tomaron imdgenes
automaticamente con un objetivo 10X a intervalos constantes de 30 um y se
contaron las células en la superficie y dentro de la matriz usando el plugin
“cell counter” del software ImageJ (National Institutes of Health, Bethesda,
MD). El porcentaje de migracién fue obtenido mediante la relacién entre las
células dentro de la matriz y el total de células contadas. Alternativamente, se
procedié de forma similar a la descripta previamente (Cougoule et al., 2018)
utilizando coladgeno (Sigma, C9791-10MG). Luego de transcurridas las 24h de
migracién celular dentro de las matrices, se removid el medio dentro de los
insertos y se realizaron 2 lavados con PBS 1X. Las matrices se fijaron con PFA
4% durante 30 min a temperatura ambiente y se marcaron con DAPI (Cell
signaling). Se retird la matriz del interior de los insertos y se montaron las
membranas en portaobjetos utilizando medio de montaje DAKO. Se tomaron
imdgenes aleatoriamente con un objetivo 20X con el microscopio confocal
FluoView FVIO00 y se contaron las células por campo.

Ensayo de migracion in vivo

Las BMDC se diferenciaron a partir de precursores de médula 6sea
obtenidos de ratones BALB/c virgenes en presencia de GM-CSF murino (10
ng/ml) e IL-4 (10 ng/ml), ambos de Biolegend, durante 7 dias. Tras la
diferenciacion, las DCs se trataron con OX (20 mM) o PX-478 (10 uM) y se
estimularon con iMtb. Después de 24h, las DC se tifieron con CFSE (5 uM) y se
inocularon intradérmicamente en la zona inguinal de ratones BALB/c naive.
Tres horas después de la inyeccién, se recogieron los ganglios linfaticos
inguinales cercanos al lugar de inoculacion y se tiferon las células con
anticuerpo conjugado con fluoréforo PE-anti-CDllc  (clon HL3, BD
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Pharmingen). El andlisis se realizd con el programa informatico FlowJo y los
resultados se expresaron como porcentaje de células CFSE*/CDIIc*.
Alternativamente, BMDC de ratones C57/6 se infectaron con la cepa vacunal
Bacillus Calmette Guerin (BCG) y se trataron o no con PX-478. Las células
tratadas con PX-478 fueron tefiidas con el colorante cell trace violet (CTV,
Molecular Probes) y las no tratadas con CFSE. Se generé una mezcla con
cantidad equivalente de células de cada condicién experimental, y se inoculd
en ratones C57/6 virgenes de forma intradérmica. Al cabo de 3h, se
recolectaron los ganglios linfaticos inguinales y las células se marcaron y
analizaron por citometria de flujo.

Estimacion de la respiracion celular mediante oximetria con el
analizador de flujo extracelular Seahorse

Se determind la produccion total de ATP cuantificando la tasa de
produccién de ATP de la glicdlisis y la fosforilacion oxidativa utilizando el
analizador de flujo extracelular XFe24 (Agilent, Bioscience, EE.UU.). Con este fin,
se cultivaron DCs a una densidad celular de 2x10° células/well. Se realizaron 3
mediciones consecutivas bajo condiciones basales y luego se anadid
secuencialmente oligomicina y rotenona/antimicina A (Agilent, EE.UU.). La
tasa de producciéon de ATP mitocondrial fue determinada en base al
descenso de la tasa de consumo de oxigeno luego de la adicién de
oligomicina. Por otro lado, la completa inhibicién de la respiracion
mitocondrial con rotenona/antimicina A, permitié calcular la acidificacién
asociada a la mitocondria, y combinado con los datos de la tasa de flujo de
protones, se calculd la tasa de produccion de ATP asociada a la glicdlisis. Para
el andlisis de los datos se empled el Seahorse Wave software.

Agilent Seahorse XF Real-Time ATP Rate Assay
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Figura 7. Esquema representativo del perfil cinético de las mediciones de OCR y ECAR en un
ensayo de tasa de produccion de ATP en tiempo real.
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Evaluacion del rol de los TLRs

Se evalud el efecto del bloqueo de receptores de reconocimiento de
patrones asociados a patébgenos: TLR2 y TLR4. Para ello, se anadid a los
cultivos de DCs anticuerpos neutralizantes especificos para TLR2 (1 ug/ml, clon
TL2.l, BioLegend) o TLR4 (1 pg/ml, clon HTAI25, Biolegend) 1h antes de la
estimulacion con Mtb viable o iMtb. A las 24 h, se recolectaron los
sobrenadantes para medir lactato y glucosa, segun lo previamente detallado.
Como control de especificidad para TLR2 y control positivo para TLR4, se
emplearon DCs estimuladas con LPS (10 ng/ml, agonista de TLR4), en
presencia de los anticuerpos neutralizantes para TLR2 o de TLR4. Finalmente,
con el fin de evaluar el rol de TLR2 en la induccion de la glicélisis, se
estimularon DCs con los agonistas de TLR2, PamszCSK4 (20 o 100 ng/ml) o}
peptidoglicano (PTG) (0,1a 5 ug/ml).

Evaluacion del impacto de la modulacion de HIF-1A y de la actividad
de glicolitica de las DCs

Con el fin de incrementar la actividad de HIF-1A de las DCs se empled la
droga dimetil-oxalil-glicina (DMOG, Santa Cruz, USA). Por el contrario, para
atenuarla, se empled PX-478 (Sigma). Para inhibir la glicélisis, se empled OX
(Sigma). Las dosis éptimas para cada una de estas drogas fueron
previamente determinadas basdndose en criterios de toxicidad e impacto en
la produccidén de lactato, definiéndose 50 uM para DMOG, 20 uM para PX-478
y 20 mM para OX. Las DCs fueron pre-incubadas con las drogas en dosis
correspondientes y estimuladas o no con Mtb por 24h.

Determinacion del metabolismo de las DCs por el método SCENITH

SCENITH es un método basado en el andlisis de la sintesis proteica por
citometria de flujo en presencia de los inhibidores metabdlicos oligomicing,
inhibidor de la respiracién mitocondrial, y 2-deoxi-glucosa, un inhibidor tanto
de la glicélisis como la respiracion mitocondrial (Arguello et al., 2020). Para
llevar a cabo esta técnica, se incubaron 1,25x10° DCs durante 40 min a 37°C al
5% CO,con las diferentes drogas y puromicina. Posteriormente las células se
fijaron con PFA 1% durante 20 min a temperatura ambiente. A continuacién, se
realizd un lavado con buffer de permeabilizacién y se incubdé con un
anticuerpo monoclonal anti-puromicina-FITC durante 1h a 4°C. Finalmente,
las células se adquirieron en el citbmetro (FACSCalibur).
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Determinacion de masa mitocondrial por citometria de flujo

Con el fin de determinar la masa mitocondrial, se colocaron 2,50x10° en
medio RPMI sin suero, y se incubaron con MitoSpy Green FM 250nM (Biolegend)
durante 30 min a 37°C 5% CO.. Finalmente, las células se lavaron y se midid la
emision de fluorescencia mediante citometria de flujo (FACSCalibur).

Analisis de la morfologia mitocondrial por microscopia electrénica
de transmision

Se fijaron las DCs con 2.5% glutaraldehido y 2% PFA (EMS, Delta-
Microscopies) disuelto en Sorensen buffer (pH 7.2) 0.M durante 1h a
temperatura ambiente. Luego, las células fueron preservadas en PFA 1%
disuelto en buffer Sorensen. Posteriormente, las células adherentes fueron
tratadas por 1h con uranil acetato 1%, deshidratadas en series de etanol
graduado y embebidas en Epon. Se cortaron secciones con un microtomo
(Leica Ultracut) y se montaron en grillas de cobre activadas con carbén.
Finalmente, se tiferon las secciones con uranil acetato 1% y citrato, y fueron
examinadas con un microscopio electronico de transmision (Jeol JEM-1400)
a 80 kV en Toulouse, Francia. Se adquirieron imagenes utilizando una cdmara
digital (Gatan Orius).

Anadlisis de enriquecimiento de monocitos humanos

Para llevar a cabo el andlisis de enriquecimiento de monocitos de
pacientes con TB, se reanalizé datos de transcriptdmica de este tipo celular
previamente publicados (GEO, codigo de acceso: GSEI85372). Brevemente, se
separaron por sorting las poblaciones de monocitos clésicos (CD14*CD167),
intermedios (CDI4*CD16*) y no clasicos (CDI49™CDI16*) de PBMCs
criopreservados de individuos con TB activa, TB latente (IGRA*) e individuos
sanos (IGRA") y se llevd a cabo secuenciacién del ARN. El andlisis de
enriquecimiento se llevé a cabo utilizando la herramienta “BubbleMap”.
BubbleMap permite integrar maltiples andlisis de enriquecimiento en un Gnico
grafico y establecer comparaciones entre distintos andlisis. Este andlisis se
realizé con un valor permutacién de 1000 set de genes y con “Signal2Noise”
como métrica para generar un ranking de genes. Los resultados se muestras
como un grdafico de burbujas, donde cada burbuja es el resultado de un
andlisis de enriquecimiento de set de genes (GSEA) y resume la informacién
de su correspondiente grafico de enriquecimiento. El color de cada burbuja
corresponde a la poblacion de la comparacion pareada en la cual el set de
genes se encuentra enriquecido. El drea de cada burbuja es proporcional al
puntaje de enriquecimiento normalizado (NES) del GSEA. La intensidad del
color corresponde a la significancia estadistica del enriquecimiento, derivado
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de computar el pvalue usando la correccidn Benjamini-Yekutieli. Los
enriquecimientos con una significancia estadistica por arriba de 0.30 se
encuentran representados por circulos vacios.

Capituloli

Cepa vacunal BCG

La cepa vacunal BCG fue crecida a 37°C en agitacidon en medio
Middlebrook 7HI0 (HIMEDIA) suplementado con suplementado con 10% v/v
oleato-albumina-dextrosa-catalasa (Difco) 0.05% v/v de Tween-80 (Sigma-
Aldrich) y 0.2% v/v de glicerol.

Preparacion de DCs derivadas de médula 6sea (BMDC)

Ratones C57BL/6 hembras de entre 4 a 6 semanas de edad se
anestesiaron con isoflurano, y se sacrificaron por dislocacion cervical. Se
disectaron las tibias y fémures de cada ratén y se aislaron los precursores de
médula dseaq, los cuales se cultivaron en placas de Petri con medio RPMI 10%
SFB, B-mercaptoetanol (5,5x10'M), GM-CSF (10ng/ml) e IL-4 (10ng/ml) murino.
Al dia 5-6 de diferenciacion, se recolectaron las BMDC en suspension de cada
placa.

Transferencia adoptiva de BMDC a ratones

Se prepararon BMDC de ratones virgenes, y se infectaron con BCG con
una multiplicidad de infeccidn 1:1 en presencia o no de PX-478 Luego de 24h,
se inocularon 1x106 BMDC por via subcutdnea en el pliegue dorsal del cuello de
ratones C57BL/6.

Determinacion de células T productoras de IFN-y

Se realizé una transferencia adoptiva de BMDC infectadas con BCG y
tratadas o no con PX-478 a ratones C57BL/6 virgenes. Al cabo de 7,19 o 30
dias post inoculacion, se recolectaron los ganglios cervicales y los bazos de
cada ratdn y se disgregaron mecdnicamente. Se estimularon durante 24h
1x10°® esplenocitos o células de ganglio en placas de 96 pocillos de fondo en U
con derivado proteico purificado (PPD), que consiste de un precipitado de
moléculas no especificas de especie de filtrados de cultivos esterilizados de
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organismos tuberculoides. Durante las Ultimas 5h, se anadid brefeldina
(lug/ml, Biolegend). Las células provenientes de ambos tejidos se marcaron
con anti-CD3 FITC (Biolegend, clon 17A2) y anti-CD4 PE (Biolegend, clon GK1.5)
durante 25 min a 4°C y fueron fijadas con PFA 1%. Posteriormente se
permeabilizaron las células con buffer de permeabilizacion 10X (Invitrogen) y
se incubaron durante 1h a 4°C con anti-IFN-y PE/Cy7 (Biolegend, clon XMG1.2).
Se emplearon controles FMO. Las células fueron adquiridas en el citbmetro
CyFlow Space (SysmexPartec). El andlisis se realizd utilizando el software
FlowJo V.10.

Capitulo Il

Generacion de pools de plasma

Plasmas de pacientes con TB o de dadores sanos se recolectaron
mediante centrifugacion de la sangre a 300g durante 10 min a temperatura
ambiente. Posteriormente, alicuotas de plasma fueron centrifugadas a
12000g durante 10 min a 4°C para eliminar debris remanente. Se generaron
pooles de plasma de pacientes con TB (pTB) o dadores sanos (pHS)
mezclando volumenes equivalentes de plasmas heterdlogos de 6 dadores
individuales utilizando como criterio de seleccidn la capacidad glicolitica de
los monocitos de cada dador. Cada pool fue decomplementado por
incubacion en bafo térmico a 56°C durante 30 min. Para algunos ensayos, se
depletd el pool generado a partir de pacientes con TB de IgG total mediante
la incubacién con beads sefarosa-proteina G durante 1ha 4°C (AlgG-pTB).

Tratamiento de monocitos

Con el fin de evitar citotoxicidad producto del uso de plasmas
heterdlogos, se purificaron monocitos provenientes de buffy coats y se
incubaron con los distintos pools de plasma durante 1h. La viabilidad de los
monocitos expuestos a los pools fue evaluada mediante el uso del colorante
de viabilidad Zombie Violet (cat. 423113, Biolegend) por citometria de flujo.

Andlisis estadistico

Se definidé ensayo independiente como cada experimento realizado con
células diferentes donantes. Los valores se expresaron como el valor de la
media con su error estdndar (SEM) de un numero de experimentos
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independientes. Los grupos de datos fueron pareados y sometidos a pruebas
de normalidad. En caso de no superar dichas pruebas se aplicaron pruebas
no paramétricas. Para el caso de pruebas no paramétricas, la comparacion
entre mdas de dos grupos de datos pareados se realizd utilizando la prueba de
Friedman, seguida de las Comparaciones de Dunn; mientras que entre dos
condiciones experimentales pareadas se realizd mediante la prueba de dos
colas de Wilcoxon. Para los grupos de datos que presentaron una distribucion
parameétrica la comparacién entre mds de dos grupos de datos pareados se
realiz6 utilizando la prueba ANOVA, seguida de las Comparaciones de
Bonferroni; mientras que entre dos condiciones experimentales pareadas se
realizd6 mediante la prueba T de dos colas. Para las comparaciones
estadisticas, se considerd un valor de p < 0,05 como significativo.

55






Resultados

RESULTADOS

Capitulo I: estudio de las alteraciones metabdlicas que sufren las Mo-
DCs durante la infeccion con Mtb

Mtb afecta al metabolismo de las DCs humanas derivadas de
monocitos

Para determinar el impacto de Mtb en el metabolismo de las Mo-DCs,
evaluamos los pardmetros metabdlicos asociados con la glicdlisis y los
cambios mitocondriales tras la estimulacién o la infeccién por Mtb. Las células
que llevan a cabo glicdlisis aerdbica se caracterizan por un mayor consumo
de glucosa junto con la produccion y liberacién de lactato en presencia de
oxigeno. Al medir la liberacién de lactato y el consumo de glucosa en Mo-DCs
estimuladas durante 24 h con dosis equivalentes de iMtb o Mtb viable,
encontramos que las DCs tratadas con tanto iMtb como Mtb viable liberaron
mayores niveles de lactato y consumieron mds glucosa que las DCs no
estimuladas (Figura 8A y B). De forma coherente, tanto el tratamiento con
iMtb como la infeccion por Mtb produjeron un aumento de la expresidon de
HIF1A, regulador clave para la activacion de la glicdlisis, tanto a nivel de ARNm
como de proteinas (Figura 8C y D). La expresion del gen que codifica la
enzima glicolitica LDHA, que cataliza la conversién de lactato en piruvato,
también aumenté en las DCs tratadas con iMtb o infectadas con Mtb (Figura
8E). En linea con la adopcién de un perfil glicolitico, las DCs estimuladas con
iMtb o infectadas con Mtb viable presentaron una mayor expresion del
transportador de glucosa SLC2A1 (GLUT1) (Freemerman et al., 2014; Figura 8F).
Cabe destacar que LDHA y GLUTI son genes diana de HIFIA, y su regulacion al
alza se correlaciond con el aumento de la expresidon de HIFIA tras la
estimulacion por Mtb.

Para evaluar los cambios mitocondriales, medimos la masa
mitocondrial y la morfologia. Encontramos una mayor masa mitocondrial, asi
como mitocondrias de mayor tamanfo en las DCs estimuladas con iMtb en
comparacién con las DCs no tratadas (Figura 8G y H). En contraste con los
resultados obtenidos tras la estimulacién con iMtb, las DCs infectadas con
Mt mostraron una reduccién de su masa mitocondrial (Figuru 8G). Este
hallazgo indica que, aunque tanto las DCs infectadas por Mtb como las
expuestas a iMtb muestran un claro aumento de su actividad glicolitica, se
observan respuestas divergentes en términos de masa mitocondrial. Por lo
tanto, estos resultados indican que Mtb afecta al metabolismo de las Mo-
DCs, provocando  cambios mitocondriales y  potenciando
fundamentalmente la via glicolitica.
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Figura 8. Mycobacterium tuberculosis (Mtb) reconfigura la red metabélica de las células
dendriticas derivadas de monocitos (Mo-DCs).

Mo-DCs fueron estimuladas con Mtb en su forma viable o irradiada a 2 multiplicidades de
infeccion (10 2 Mtb por DCs) por 24 h. La glicélisis fue medida como (A) produccién de lactato
en sobrenadantes de cultivo (N=8); (B) consumo de glucosa determinado en sobrenadantes
de cultivo (N=7); (€) expresion relativa de ARNm de HIFIA normalizada con respecto al gen de
control EEFIAT (N = 6). (D) Histogramas representativos de la intensidad media de fluorescencia
(IMF) de HIFIA medida por citometria de flujo. La cuantificacion se muestra en el grafico de la
derecha (N=10). (E) Expresion relativa del ARNm de la lactato deshidrogenasa A (LDHA)
normalizada con respecto al gen de control EEF1A] (N=4). (F) Los grdficos de densidad muestran
el porcentaje de células Glutl* (SLC2A1) con y sin estimulacién con iMtb o infectadas con Mtb
viable en un experimento representativo. La cuantificacidén de células Glutl+ se muestra a
continuacion (N=4-6). (6) IMF de la sonda Mitospy como medida de la masa mitocondrial para
Mo-DCs tratadas (o no) con iMtb (panel superior) o infectadas con Mtb viable (panel inferior).
Los datos se representan como grdficos de dispersion, en los que cada circulo representa a un
Unico individuo; se muestran las medias + SEM (N = 4). (H) Micrografias representativas por
microscopia electrénica de transmisién de DCs control (-) y estimuladas con iMtb (iMtb) que
muestran las mitocondrias coloreadas en cian (paneles superiores) y andlisis morfométrico
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cuantificado (paneles inferiores) (N = 4). La significacién estadistica se evaludé en (A-E)
mediante ANOVA de 2 factores seguido de la prueba de comparaciones mudltiples de Tukey
(*p<0,05; **p<0,01; ****p<0,0001), y en (F-H) mediante la prueba T pareada (*p<0,05) para iMtb
o Mtb frente a controles. Todos los valores se expresan como media + SEM.

La exposicion a Mtb induce preferencialmente un metabolismo
glicolitico en las DCs

Para profundizar en la caracterizacion del perfil metabdlico de las DCs
tras la estimulacion con iMtb o la infecciobn con Mtb, evaluamos el
metabolismo de las DCs a nivel de células Unicas utilizando la tecnologia
SCENITH (Arguello et al., 2020). Este método se basa en la estimacion de
cambios en los niveles de ATP a través de la medicidon de cambios en la
sintesis de proteinas siendo que ambos procesos presentan una cinética
similar (ArgUeIIo et al, 2020). Tratando las células con inhibidores del
metabolismo de la glucosa o de la respiracién mitocondrial, y midiendo su
impacto en la sintesis de proteinas mediante la incorporacidon de puromicina
por citometria de flujo, se pueden cuantificar las dependencias del
metabolismo de la glucosa y mitocondrial respectivamente. También se
pueden calcular otros dos pardmetros derivados, como la “capacidad
glicolitica” y la “capacidad de oxidacién de dcidos grasos y aminodcidos (FAO
y AAO)". Mediante la implementacion de la tecnologia SCENITH,
determinamos una menor dependencia de la OXPHOS en paralelo con un
aumento de la capacidad glicolitica en las DCs estimuladas por iMtb (Figura
9Ay B). Adicionalmente, no encontramos diferencias en la dependencia de la
FAO y AAO entre DCs estimuladas con iMtb y sus células control (Figura 9A'y
B). A fin de poder estimar las contribuciones entre FAO y AAO por separado,
incorporamos el uso de un inhibidor especifico de la FAO, etomoxir, al
protocolo de SCENITH. No obtuvimos diferencias significativas en las
dependencias de la FAO entre DCs estimuladas con iMtb y sus células control
(Figura 9C). De forma similar, observamos que, tanto las DCs infectadas
como las bystander, presentaron un aumento en la capacidad glicolitica
(Figura 9D y E). Dado que las DCs bystander no estén en asociacion directa
con Mtb (Mtb-RFP-DCs), estos hallazgos sugieren que los mediadores
solubles inducidos en respuesta a la infeccién podrian ser suficientes para
desencadenar la glicdlisis incluso en células no infectadas. Al igual que en el
caso de DCs estimuladas con iMtb, no observamos diferencias significativas
en cuanto a la dependencia de la glucosa y la capacidad de FAO y AAO entre
los grupos de DCs control, infectadas y bystander (Figura 9A-E).

En el caso de las DCs estimuladas con iMtb, también evaluamos las
tasas intracelulares de produccién de ATP de origen glicolitico y mitocondrial
mediante la tecnologia Seahorse. Los perfiles bioenergéticos revelaron que

59



Resultados

iMtb aumenta la tasa de protones extruidos a lo largo del tiempo, o tasa de
eflujo de protones (PER), asi como la tasa basal de consumo de oxigeno (OCR)
en las Mo-DCs (Figura 9F). Las mediciones de la tasa de acidificacién
extracelular basal (ECAR) y la OCR se utilizaron para calcular la tasa de
produccién de ATP a partir de la glicdlisis (GlycoATP) y la OXPHOS mitocondrial
(MitoATP). Las tasas de produccién de ATP tanto de la glicélisis como de la
respiracién mitocondrial aumentaron tras la estimulaciéon con iMtb (Figura
9G). Estos resultados estdn en linea con los incrementos en los par@metros
glicoliticos, de la masa y tamarnos mitocondriales previamente descriptos
para las DCs estimuladas con iMtb. En forma complementaria, tras el andlisis
de las contribuciones relativas, observamos que la contribucidon de GlycoATP
aumenta, mientras que la contribucion de MitoATP disminuye en las DCs
estimuladas con iMtb (Figura 9H), lo cual condice con los resultados
generados mediante SCENITH. Estos resultados confirman el cambio en el
metabolismo de las DCs inducido por Mtb, con un aumento de la contribucion
glicolitica relativa al metabolismo global a expensas de la via OXPHOS. En
conjunto, los perfiles metabdlicos indican que en las Mo-DCs expuestas a Mtb
se produce un cambio metabdlico hacia la glicélisis aerébica.
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Figura 9. Mycobacterium tuberculosis (Mtb) desvia el metabolismo de las células hacia la
glicélisis.

Las DCs derivadas de monocitos (Mo-DCs) fueron estimuladas con Mtb irradiada (iMtb) o
infectadas con Mtb expresando proteina roja fluorescente (Mtb-RFP, panel D). (A) Histogramas
representativos que muestran el nivel de traduccion tras la incorporacién de puromicina (Puro)
y la tincién con un anti-Puro monoclonal (intensidad de fluorescencia media [IFM] anti-Puro)
en respuesta al tratamiento con inhibidores (C, control; DG, 2-deoxi-d-glucosa; oligomicing, O;
o tratamiento combinado, DG + O). Los gréficos de barras muestran los valores de la IFM anti-
Puro de seis donantes. Las flechas y los nUmeros dentro de los recuadros denotan las
diferencias entre la IFM de Puro en los distintos tratamientos que se utilizan para calcular la
dependencia de la glucosa (1) y la capacidad de oxidacién de dcidos grasos y aminodcidos
(FAO y AAO) (4); y la dependencia mitocondrial (2) y la capacidad glicolitica (3). (B)
Contribuciones relativas de las capacidades glicolitica y FAO y AAO y de las dependencias de
la glucosa y mitocondrial al metabolismo global de las DCs analizadas con SCENITH (N = 6).
(c) contribuciones relativas de las dependencias mitocondrial y FAO al metabolismo general
de las DCs analizadas con SCENITH en DCs expuestas o no a iMtb cuando el inhibidor de la FAQ,
etomoxir, fue usado (N = 6). (D, E) Las DCs fueron infectadas con Mtb-RFP durante 24 hrs,, luego
el perfil metabdlico fue evaluado por SCENITH. (D) Se muestran histogramas representativos
del nivel de traduccion tras la incorporacién de Puro para DCs no infectadas, infectadas por
Mtb y bystander (aquellas células del cultivo infectado que no estén en contacto directo con
Mtb). Los gréficos de barras muestran los valores de la IFM anti-Puro de cuatro donantes. El
panel derecho muestra grdficos representativos que muestran la estrategia de separacion
para distinguir las poblaciones dentro de los cultivos infectados por Mtb, que incluye células
RFP+ (DCs infectadas por Mtb) y RFP- (bystander DCs). (E) Contribuciones relativas de las
capacidades glicoliticas y FAO y AAO y dependencias de glucosa y mitocondriales al
metabolismo de las DCs (N = 4). (F) Perfil cinético de las mediciones de la tasa de eflujo de
protones (PER; panel inferior) y de la tasa de consumo de oxigeno (OCR; panel superior) en DCs
control y estimuladas con iMtb en respuesta a tratamientos con inhibidores (oligomicina, O;
ROT/AA, rotenona/antimicina A), obtenidos utilizando un analizador Agilent Seahorse XFe24. Las
mediciones de PER y OCR se normalizaron con respecto al drea cubierta por células. (6) Tasa
de produccién de ATP a partir de la fosforilacién oxidativa mitocondrial (MitoATP) y la glic6lisis
(glycoATP). La tasa de produccién de MitoATP y la tasa de produccion de glicoATP se calcularon
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a partir de mediciones de OCR y ECAR en DC de control y estimuladas con iMtb (N = 6). (H)
Porcentajes de MitoATP y GlicoATP en relacién con la producciéon total de ATP (N = 6). Las
estadisticas de (B-C, G-H) proceden de pruebas T pareadas (*p<0,05; **p<0,01) para iMtb
frente a controles. Las estadisticas de (E) son ANOVA de dos vias seguidas de la prueba de
comparaciones maltiples de Tukey (*p<0,05), como se muestra en las lineas. Los datos se
representan como grdficos de dispersion, en los que cada circulo representa DCs de un Unico
individuo; se muestran las medias = SEM.

Mtb activa la via glicolitica a través de su interaccion con TLR2

Dado que el Mtb es detectado principalmente por los TLR2 y 4
(Quesniaux et al,, 2004), investigamos la contribucién de estos receptores a la
activacion de la glicdlisis observada en Mo-DCs tras la estimulacién por Mtb.
Utilizando anticuerpos neutralizantes especificos para estos receptores,
encontramos que la sefalizacién via TLR2, a diferencia de la de TLR4, es
necesaria para activar la via glicolitica, lo cual puede evidenciarse por la
disminucién de la liberaciéon de lactato, el consumo de glucosa y la expresion
de HIFIA en las DCs estimuladas por Mtb en presencia de anticuerpos
neutralizantes anti-TLR2 (Figura 10A-C).  La liberacién de lactato y el
consumo de glucosa fueron abolidos en DCs estimuladas con LPS en
presencia de anticuerpos neutralizantes contra TLR4, pero no contra TLR2
(Figura 10D-E), en linea con el hecho de que TLR4 actla como receptor de
reconocimiento para el LPS (Chow et al, 1999). Ademds, el bloqueo de TLR2
también disminuyd la produccién de ATP glicolitico en DCs estimuladas con
iMtb sin alterar la producciéon de ATP asociada a OXPHOS (Figura 10F) o el
tamano y la morfologia de las mitocondrias (Figura 10G), lo que sugiere que
la participacion de TLR2 por iMtb es necesaria para la induccién de la glicdlisis,
pero no la respiracién mitocondrial. De forma notoria, el reconocimiento de
Mtb mediado por TLR2 también fue necesario para la liberacion de lactato y
la regulacién al alza de HIFIA desencadenada por Mtb viable (Figura10Hel).
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Figura 10. Mycobacterium tuberculosis (Mtb) desencadena la glicélisis a través de de TLR2 en
células dendriticas derivadas de monocitos (Mo-DCs).

Las Mo-DCs fueron estimuladas con Mtb irradiado (iMtb) en presencia de anticuerpos
neutralizantes contra TLR2 (aTLR2), TLR4 (aTLR4), o sus respectivos controles de isotipo. (A)
Liberacion de lactato medida en el sobrenadante de cultivo (N = 7). (B) Consumo de glucosa
medida en el sobrenadante (N = 7). (€) Intensidad de fluorescencia media (IFM) de HIFIA
medida por citometria de flujo (N = 4). (D, E) Las Mo-DCs fueron estimuladas o no con LPS en
presencia de anticuerpos neutralizantes contra TLR2 (aTLR2) o TLR4 (aTLR4). (D) Liberacién de
lactato medida en el sobrenadante (N = 6). (E) Captacion de glucosa medida en el
sobrenadante (N = 6). (F) Perfil cinético de la tasa de eflujo de protones (PER) y la tasa de
consumo de oxigeno (OCR) (paneles de la izquierda). El andlisis del flujo metabélico muestra
la cuantificacién de la produccién mitocondrial de ATP y la produccién glicolitica de ATP (panel
derecho) (N = 5). (6) Andlisis morfométrico de las mitocondrias de las Mo-DCs estimuladas o
no con iMtb en presencia de aTLR2 (N = 4). (H, I) Las Mo-DCs fueron infectadas o no con Mtb en
presencia de aTLR2 o aTLR4. (H) Liberacién de lactato medida en el sobrenadante (N = 11). (I)
Intensidad de fluorescencia media (IFM) de HIFIA medida por citometria de flujo (N = 3). Las
estadisticas de (A-B, D-E, H) son ANOVA de dos vias seguidas de la prueba de comparaciones
multiples de Tukey (*p<0,05; **p<0,01; ****p<0,0001). Las estadisticas de (€, F-G, 1) proceden de
pruebas T pareadas (*p<0,05) para iMtb o Mtb frente a controles. Los datos se representan
como grdficos de dispersion, en los que cada circulo representa DCs de un Unico individuo; se
muestran las medias = SEM.

Para reconfirmar la implicacion de TLR2 en la induccidn de la glicdlisis,
probamos el efecto de agonistas de TLR2 sintéticos (Pam3CSK4) o Ags
micobacterianos (como el peptidoglicano, PTG) (Schwandner et al.,, 1999;
Underhill et al., 1999) y encontramos que ambos ligandos fueron capaces de
inducir la liberacién de lactato y el consumo de glucosa en las DCs (Figura
1A y B), sin afectar a la viabilidad celular (Figura 11C). Por lo tanto, nuestros
datos indican que Mtb induce la glicélisis en las Mo-DCs a través de la
participacion de TLR2.
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Figura 11. La union de TLR2 gatilla la glicélisis en Mo-DCs.

(A, €) Las Mo-DCs fueron estimuladas con Pam3Cys o peptidoglicano de Mtb (PTG) a las
concentraciones indicadas. (A) Liberacién de lactato medida en el sobrenadante (N = 5). (B)
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Consumo de glucosa medida en el sobrenadante (N = 5). (€) Porcentaje de células viables
estimuladas con diferentes dosis de Pam3Cys, o PTG en relacién con las DCs no tratadas (N
=5). (A-C) ANOVA de dos vias seguido de la prueba de comparaciones mdltiples de Tukey
(*p<0,05; **p<0,01), como se muestra en las lineas. Los datos se representan como gréficos de
dispersién, en los que cada circulo representa DCs de un Unico individuo; se muestran las
medias + SEM.

HIF1A es necesario para la maduracion de las DCs tras la estimulacion

con iMtb, pero no para la polarizacion de los linfocitos T CD4*

Para determinar el impacto de la glicdlisis en la maduracién de las DCs
y la capacidad de activar células T, inhibimos la actividad de HIFIA en DCs
estimuladas con iMtb empleando dos inhibidores de HIFIA que presentan
mecanismos de accién diferentes. El primero es el PX-478 (PX), que reduce los
niveles de HIFIA mediante la inhibicidn de la deubiquitinacién de HIFIA,
disminuye la expresion de ARNm de HIFIA y reduce la traduccién de HIFIA (Koh
et al, 2008); el segundo es Ech, que inhibe la unién de HIFIA al elemento de
respuesta a la hipoxia, bloqueando asi la capacidad de unién de HIFIA al ADN
(Cairns et al,, 2007; Kong et al,, 2005). El tratamiento con los inhibidor de HIFIA
PX o Ech disminuy®d la liberacion de lactato y el consumo de glucosa en las
DCs estimuladas con iMtb, sin afectar a la viabilidad celular a la
concentracién indicada (Figura 12A-F). La inhibicién de HIFIA mediante PX
abolié significativamente la produccién de ATP asociada a la glicélisis sin
afectar a los niveles absolutos de produccion de ATP derivado de la OXPHOS
en las DCs estimuladas con iMtb (Figura 12G). En linea con estos resultados, la
capacidad glicolitica se redujo en las DCs estimuladas con iMtb tratadas con
Ech (Figura 12H). Por ende, ambos inhibidores de HIFIA demostraron ser
suficientes para impedir la reconfiguracion metabélica hacia la glicdlisis
que sufren las Mo-DCs frente a la estimulacion por iMtb.
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Figura 12. La actividad de HIFIA es necesaria para activar la via glicolitica en células
dendriticas (DCs) estimuladas con Mycobacterium tuberculosis irradiado (iMtb).

Las DCs derivadas de monocitos (Mo-DCs) fueron estimuladas con iMtb en presencia de PX-
478 (PX, A-C, G) o equinomicina (Ech, D-F, H), ambos inhibidores de HIFIA. (A, D) Liberacién de
lactato medida en el sobrenadante (N = 6-8). (B, E) Consumo de glucosa medida en el
sobrenadante (N = 6-8). (C, F) Porcentaje de células viables en relacion con las DCs no tratadas
(N = 4). (6) Perfil cinético de las mediciones de la tasa de eflujo de protones (PER) y la tasa de
consumo de oxigeno (OCR) (paneles de la izquierda) y su cuantificacién de la produccion
mitocondrial de ATP y la produccién glicolitica de ATP (panel derecho) (N = 4) en DCs
estimuladas con iMtb y DCs estimuladas con PX-iMtb. (H) Contribuciones relativas de las
capacidades glicoliticas y de oxidaciéon de dcidos grasos y aminodcidos (FAO y AAO) y
dependencias de glucosa y mitocondrial al metabolismo general de las DCs analizado con
SCENITH en DCs expuestas a iMtb en presencia o no de Ech (N = 4). (A-G) ANOVA de dos vias
seguido de la prueba de comparaciones mdltiples de Tukey (*p<0,05), como se muestra en las
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lineas. Los valores se expresan como media + SEM. (H) Prueba T pareada (*p< 0,05; ***p< 0,001),
representada por lineas. Los datos se representan como gréficos de dispersion, en los que cada
circulo representa DCs de un Unico individuo; se muestran las medias + SEM.

Aunque los inhibidores de HIFIA no afectaron a la captacion de iMtb por
las DCs (Figura 13A), observamos una reduccion de la produccién de la
citoquina proinflamatoria TNF-a de forma concomitante a un aumento de la
produccién de citoquina antiinflamatoria IL-10 por parte de las células
tratadas con PX (Figura 13B). A continuacién, medimos la expresion de
marcadores de superficie en DCs estimuladas con iMtb tras la inhibicién de
HIF1A y encontramos una disminucidn de la expresion de los marcadores de
activaciéon CD83 y CD86, pero no de la molécula inhibidora PD-LI, tras el
tratamiento con Ech (Figura 13C) o PX (Figura 13D).
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Figura 13. HIF1A es necesario para adquirir un fenotipo maduro en Mo-DCs.
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Las DC derivadas de monocitos (Mo-DCs) fueron estimuladas con iMtb en presencia o
ausencia del inhibidor de HIFIA PX-478 (PX) (A-B, D) o equinomicina (Ech) (€). (A) Captacion
de Mtb-FITC por DCs tratadas o no con PX-478 en presencia o no de citocalasina D (Cyt D), un
potente inhibidor de la fagocitosis que interfiere con la polimerizacion de actina (N = 4). (B)
Produccién de TNF-a e IL-10 por las Mo-DCs medida mediante ELISA (N = 4-8). (C-D) Intensidad
de fluorescencia media (IFM) de CD83, CD86 y PD-L1 medida por citometria de flujo en DCs
tratadas con Ech (N =10) (€) o PX-478 (N = 6) (D). ANOVA de dos vias seguido de la prueba de
comparaciones mdltiples de Tukey (*p<0,05; **p<0,01;, ***p<0,007; ****p<0,0001), en
comparacion con las células de control o segln lo representado por las lineas. Los datos se
representan como grdéficos de dispersién, en los que cada circulo representa DCs de un Unico
individuo; se muestran las medias = SEM.

Para evaluar la capacidad de las DCs para activar células T en
respuesta a antigenos micobacterianos, co-cultivamos DCs y células T CD4*
autélogas de donantes sanos PPD* (indicio de la portacién de linfocitos
especificos contra antigenos micobacterianos) en presencia o ausencia de
inhibidores de HIFIA y medimos la produccidn de IFN-y e IL-17 en los
sobrenadantes de cultivo, asi como la expresion de marcadores de células T
en la superficie celular asociados a poblaciones T CD4*, a saber: Thl, Th2, Th17
y Th1*. No encontramos diferencias significativas en cuanto a la produccién
de citoquinas, asi como tampoco en el perfil de activacion de células T CD4*
autdlogas en cocultivo con DCs estimuladas con iMtb tratadas o no con PX
(Figura 14A-C). Concluimos que, aunque HIFIA es importante para la
maduracion de las DCs estimuladas con iMtb, no influye en su capacidad de
activar células T CD4*, al menos in vitro.
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Figura 14. La actividad de HIFIA en células dendriticas no afecta la polarizaciéon de los
linfocitos T CD4*.

Monocitos de donantes sanos PPD* fueron diferenciados hacia DCs, desafiados o no con iMtb
en presencia o ausencia de PX durante 24 hrs, lavados y co-cultivados con células T CD4*
autélogas durante 5 dias. (A) Secrecién extracelular de IFN-y e IL-17 medida por ELISA (N = 6).
(B) Estrategia para definir las poblaciones Thl (células CXCR3*CCR4 CCR67), Thi7 (células
CXCR3 CCR4*CCR6*), Th2 (células CXCR3"CCR4*CCR6") y Th1/Th17 (células CXCR3*CCR4 CCR6*
o Th1*) de células T CD4* mediante FACS. (€) Abundancia absoluta de linfocitos T CD4+ Thi,
Th17, Th2 y Th1/Thi7 tras el cocultivo con DCs (N = 6). Cuando se indic6, se cultivaron linfocitos
sin DCs (Ly). Significacion estadistica basada en ANOVA de dos vias seguida de la prueba de
comparacién maltiple de Tukey (*p<0,05; **p<0,01). Los datos se representan como grdficos de
dispersién, en los que cada circulo representa DCs de un Unico individuo; se muestran las
medias + SEM.

La glicdlisis mediada por HIFIA promueve la motilidad de las DCs tras

la estimulacion con iMtb

Dado que la migracién de DCs a los ganglios linfaticos es esencial para
iniciar una respuesta inmune adaptativa y que se ha reportado que la
actividad glicolitica controla la migracién de DCs tras la estimulacién con LPS
(Guak et al, 2018; Y. Liu et al, 2019), evaluamos las propiedades migratorias de
DCs estimuladas con iMtb en presencia de inhibidores de HIFIA y LDH, que
cataliza la interconversién de piruvato y lactato. En primer lugar, confirmamos
que el tratamiento con PX u OX, un inhibidor de la LDH, disminuyé la actividad
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glicolitica de las Mo-DCs humanas estimuladas por iMtb, como se observa en
la reduccién de la liberacion de lactato (Figura 15A, Figura 12A). A
continuacion, utilizando un ensayo de migracion transwell, observamos que
el tratamiento con PX y OX disminuyd significativamente la actividad
quimiotdctica de las Mo-DCs humanas estimuladas con iMtb en respuesta a
CCL21 (Figura15B), un ligando del receptor CCR7 responsable de la migracion
de las DCs a los érganos linfoides. También evaluamos la capacidad de
migracion tridimensional (3D) de las DCs estimuladas por iMtb a través de
una matriz de coldgeno en la que las DCs utilizan un modo de migracién
ameboide (Cougoule et al, 2018) y observamos que la migracién 3D se vio
significativamente afectada tras la inhibicidn de HIFIA o de la glicdlisis tanto
en DCs estimuladas por iMtb como también en DCs infectadas con Mtb viable
(Figura 15C-D). Cabe destacar que verificamos que la expresién de CCR7 en
las DCs estimuladas por iMtb no se alterd por el tratamiento con OX o PX, por
lo que el efecto en la migracién no se podria atribuir a la regulacién negativa
del receptor de quemoquinas (Figura 15E).

Reconfirmamos la participacion de la glicélisis en la migracion de las
Mo-DCs estimuladas por iMtb utilizando un inhibidor alternativo de la enzima
LDHA como lo es el GSK2837808A, el cual fue capaz de reducir tanto la
liberacion de lactato por las Mo-DCs estimuladas por iMtb como su migracion
en respuesta a CCL21 (Figura 15Fy G).
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DCs derivadas de monocitos humanos
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Figura 15. La glicdlisis es necesaria para desencadenar la actividad migratoria en células
dendriticas (DCs) estimuladas por Mycobacterium tuberculosis.

Las DCs derivadas de monocitos (Mo-DCs) se trataron (o no) con el inhibidor de HIFIA PX-478
(PX), o con los inhibidores de LDH oxamato (OX) o GSK283780A (GSK) y se estimularon con iMtb
durante 24 hrs. (A) Liberacién de lactato medida en sobrenadantes en DCs estimuladas o no
con iMtb en presencia de OX (N = 5). (B) Porcentaje de células que migraron hacia CCL21 en
relacion con el nimero de células iniciales por condicion (N = 6). (€, D) Migracién ameboide
tridimensional de DCs a través de una matriz de coldgeno después de 24 hrs. Las células dentro
de la matriz se fijaron y tifieron con DAPI. Se tomaron imagenes de la membrana de cada
inserto y se conté el porcentaje de células por campo. (€) Mo-DCs estimuladas con iMtb
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durante 24 hrs. (N = 5). (D) Mo-DCs infectadas con Mtb durante 24 hrs. (N = 4). Los datos se
representan como diagramas de dispersion, donde cada circulo representa una fotografia
procedente de cinco (C) o cuatro (D) donantes independientes, y cada experimento suele
incluir entre 5 y 10 fotografias. (E) Se estimularon las Mo-DCs con iMtb en presencia de PX-478
u OX y se midi6 la expresiéon de CCR7 mediante FACS (N = 6) (F-G) DCs tratadas o no con GSK
y estimuladas con iMtb. (F) Produccién de lactato medida en sobrenadante de cultivo (N = 5).
(6) Porcentaje de células que migraron hacia CCL21 en relaciéon con el nUmero de células
iniciales por condicién (N = 5). Significacion estadistica evaluada mediante (A, B) ANOVA
seguido de la prueba de comparaciones maltiples de Dunnett (*p<0,05; **p<0,01); (€, D) ANOVA
anidado seguido de la prueba de comparaciones maltiples de Dunnett (*p<0,05; **p<0,01); (E-
G) ANOVA de dos vias seguido de la prueba de comparaciones mdltiples de Tukey (*p<0,05;
**p<0,01; ***p<0,00]), como se muestra en las lineas.

Para investigar mds a fondo los efectos de la glicdlisis en la migracion
celular, recurrimos a un modelo in vivo. Se generaron DCs derivadas de
médula ésea murina (BMDC) y se estimularon con iMtb en presencia o
ausencia de PX u OX. De forma similar a las Mo-DCs humanas, la estimulacion
con iMtb aument® la glicdlisis en las BMDC, que fue inhibida por el tratamiento
con PX 'y OX in vitro (Figura 16A). Posteriormente las BMDC se marcaron con la
sonda vital CFSE, fueron tratadas con PX u OX y estimuladas con iMtb y se
inocularon en ratones virgenes (Figura 16B). Tres horas después de la
transferencia de BMDC a los ratones receptores, se recolectaron los ganglios
linfaticos cercanos al sitio de inoculacién para cuantificar las DCs migratorias
(Figura 16C). Se detectdé un mayor nimero de DCs transferidas
adoptivamente (células CDllc* marcadas con CFSE) en los ganglios linfaticos
de los ratones que recibieron BMDC estimuladas con iMtb en comparacion
con los ratones que recibieron BMDC no tratadas o BMDC tratadas con iMtb
tratadas con PX u OX (Figura 16C). Por tanto, concluimos que la glicélisis
mediada por HIFIA es necesaria para el éxito de la migracion de las DCs
estimuladas con iMtb a los ganglios linfaticos.
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Figura 16. La glicélisis es necesaria para desencadenar la actividad migratoria en células
dendriticas (DCs) estimuladas por Mycobacterium tuberculosis.

Las DCs derivadas de médula 6sea (BMDC) murinas se trataron o no con PX-478 (PX) u
oxamato (OX) y se estimularon con iMtb durante 24 hrs. (A) Esquema representativo del disefio
experimental para los ensayos de migracion in vivo. (B) Produccion de lactato medida en
sobrenadantes de cultivo (€) Porcentajes de BMDC CDIllc* marcadas con CFSE recuperadas de
ganglios linfaticos inguinales (N = 3). ANOVA de dos vias seguido de la prueba de
comparaciones multiples de Tukey (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001), como se muestra en las
lineas. Los datos se representan como gréficos de dispersion, en los que cada circulo
representa DCs de un Unico individuo; se muestran las medias + SEM.

La estabilizacion de HIFIA promueve la migracion de DCs
tolerogénicas y DCs derivadas de monocitos de pacientes con TB

Dado que la diferenciacion de DCs estd sesgada, al menos
parcialmente, hacia un fenotipo tolerogénico durante la TB (Balboa et al,
2013a; Parlato et al, 2018; Sakhno et al, 2015), investigamos si las DCs
tolerogénicas pueden reprogramarse en DCs inmunogénicas modulando su
via glicolitica después de la estimulacién con iMtb. Para ello, generamos Mo-
DCs tolerogénicas afadiendo Dx antes de la estimulacion con iMtb en
presencia o ausencia de DMOG, droga que estabiliza la expresion de HIFIA.
Dicha expresidn estd estrechamente regulada por proteinas que contienen el
dominio prolil hidroxilasa, que facilita el reclutamiento de la proteina von
Hippel-Lindau (VHL), lo que conduce a la ubiquitinacién y degradaciéon de
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HIF1A por los proteasomas (McGettrick & O’Neill, 2020). DMOG inhibe las proteinas
que contienen el dominio prolil hidroxilasa. La adquisicién del fenotipo
tolerogénico se confirmd por la ausencia de regulacion al alza de los
marcadores coestimuladores CD83 y CD86, asi como por el aumento de la
expresion de PD-L1 en las DCs de iMtb tratadas con Dx en comparacion con
las DCs de iMtb de control (Figura 17A-C).
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Figura 17. Perfil de las células dendriticas (DCs) tolerogénicas inducidas por dexametasona

(Dx).

Se generaron DCs tolerogénicas derivadas de monocitos (Mo-DCs) en presencia o no de Dxy
se estimularon con iMtb. Intensidad de fluorescencia media (IFM) de CD83 (A), CD86 y PD-L1 (N
= 9). (A-C) ANOVA de dos vias seguido de la prueba de comparaciones mdltiples de Tukey
(*p<0,05; **p<0,01). Los datos se representan como grdficos de dispersion, en los que cada
circulo representa DCs de un Unico individuo. Los valores se expresan como media + SEM

Respecto de la caracterizacién de pardmetros glicoliticos, observamos
que las DCs tratadas con Dx no mostraron un aumento en la liberacién de
lactato, ni en el consumo de glucosa o la induccién de la expresion de HIFIA
en respuesta a iMtb, mostrando un alto consumo de los niveles de glucosa en
condiciones basales (Figura 18A-C). Cabe destacar que la estabilizacion de
HIFIA mediante DMOG restaurd la expresion de HIFIA (Figura 18C) y la
produccién de lactato en respuesta a iMtb en DCs tratadas con Dx y aumentd
el consumo de glucosa (Figura18Ay B).
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Figura 18. La estabilizacion de HIFIA restaura el metabolismo glicolitico en células
dendriticas tolerogénicas (Dx-DCs).

Las Mo-DCs tolerogénicas se generaron mediante tratamiento con dexametasona (Dx) y se
estimularon (o no) con Mycobacterium tuberculosis irradiada (iMtb) en presencia o ausencia
del activador de HIFIA dimetiloxalilglicina (DMOG). (A) Liberacién de lactato y (B) consumo de
glucosa medidas en el sobrenadante (N = 8). (€) Intensidad de fluorescencia media (IFM) de
HIF1A. Se muestran histogramas representativos y cuantificacion (N = 6). (A-C) ANOVA de dos
vias seguido de la prueba de comparaciones maltiples de Tukey (*p<0,05; **p<0,01). Los datos
se representan como grdficos de dispersion, en los que cada circulo representa DCs de un
Unico individuo. Los valores se expresan como media *+ SEM.

En forma adicional, la activacion de HIFIA también mejord la migracion
ameboide 3D, asi como la capacidad de migracion 2D de las DCs hacia CCL21
de las DCs tratadas con Dx y estimuladas con iMtb (Figura 19A-C).
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Figura 19. La estabilizacion de HIFIA promueve la migracion en células dendriticas
tolerogénicas (Dx-DCs).

Las Mo-DCs tolerogénicas se generaron mediante tratamiento con dexametasona (Dx) y se
estimularon (o no) con Mycobacterium tuberculosis irradiada (iMtb) en presencia o ausencia
del activador de HIFIA dimetiloxalilglicina (DMOG). (A) Actividad quimiotéctica hacia CCL21 in
vitro (N = 6). (B) Migracién ameboide tridimensional de DCs a través de una matriz de colégeno.
Tras 24 hrs. de migracion, se tomaron imdgenes en el plano z dentro de la matriz cada 30 pm.
El porcentaje de células migratorias se definié como las células en los stack dentro de la matriz
en relacién con el nimero total de células (N = 6). (€) Esquemas representativos de células en
migracion a través de una matriz de coldgeno. ANOVA de dos vias seguido de la prueba de
comparaciones mltiples de Tukey (*p<0,05; **p<0,01), como se representa mediante lineas.

A continuacidn, decidimos validar nuestros hallazgos en Mo-DCs de
pacientes con TB. Encontramos que las Mo-DCs estimuladas con iMtb
procedentes de pacientes con TB eran deficientes en su capacidad de
migracién hacia CCL21 (Figura 20A) e incrementar su actividad glicolitica en
comparacién con las Mo-DCs procedentes de sujetos sanos (Figura 20By C).
De forma destacada, la estabilizacidn de la expresidn de HIFIA lograda
mediante la adicion de DMOG en las Mo-DCs de pacientes con TB restaurd su
actividad quimiotéctica en respuesta a iMtb (Figura 20D). Estos datos indican
que el deterioro de la capacidad migratoria de las DCs tolerogénicas
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estimuladas por iMtb o de las DCs derivadas de pacientes con TB puede
restablecerse mediante la estabilizacion de HIFIA-. En lineas generales, los
resultados hasta el momento nos permiten concluir que el incremento de la
glicélisis es fundamental para la funcién migratoria de las DCs en respuesta
a Mtb en el modelo murino y en células humanas.
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Figura 20. La estabilizacién de HIFIA promueve la migracion en células dendriticas derivadas
de monocitos (Mo-DCs) de pacientes con tuberculosis (TB).

(A-D) Se generaron Mo-DC a partir de sujetos sanos (HS) o pacientes con TB, y las DCs se
estimularon (o no) con iMtb. (A) indice de quimiotaxis hacia CCL21 (en relacién con las DCs no
estimuladas) (N = 6). (B) indice de producciéon de lactato en relacién con las DCs no
estimuladas (N = 6). (€) Capacidad glicolitica evaluada mediante SCENITH (N = 4). (D)
Actividad quimiotéctica hacia CCL21 de Mo-DCs de pacientes con TB estimuladas con iMtb y
tratadas o no con DMOG (N = 8). Significacion estadistica evaluada mediante (A-C) prueba t
no emparejada (*p<0,05); (D) prueba t emparejada (*p<0,05). Los datos se representan como
gréficos de dispersiéon, en los que cada circulo representa DCs de un Unico individuo; se
muestran las medias + SEM.

Los monocitos CD16* de pacientes con TB muestran una mayor
capacidad glicolitica

Dado que observamos diferencias en la actividad metabdlica de las
DCs derivadas de monocitos de pacientes con TB en comparacion con las de
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donantes sanos, a continuacion, nos centramos en evaluar la liberacién de
lactato por los precursores de DCs de ambos grupos de sujetos durante las
primeras horas de diferenciacion con IL-4/GM-CSF. Encontramos una elevada
liberacion de lactato por parte de los monocitos de los pacientes con TB en
comparacién con los donantes sanos tras 1 hora de diferenciacion (Figura
21A). La acumulacién de lactato aumentd en ambos grupos de sujetos tras
24 horas con IL-4/GM-CSF (Figura 21A). Bas@ndonos en estas actividades
glicoliticas diferenciales mostradas por los precursores de DCs de ambos
grupos de sujetos en fases muy tempranas del proceso de diferenciacion,
decidimos evaluar el perfil metabdlico ex vivo de los monocitos utilizando
SCENITH. Para ello, evaluamos la capacidad glicolitica basal de las tres
poblaciones principales de monocitos: monocitos cldsicos (CD14*CD167),
intermedios (CD14*CD16*) y no clésicos (CDI49™CD16*). Encontramos que
ambas poblaciones de monocitos CD16* de pacientes con TB tenian una
mayor capacidad glicolitica que los monocitos de donantes sanos (Figura
21B).

Para ampliar la caracterizacidn metabdlica de las poblaciones de
monocitos de pacientes con TB, utilizamos datos transcriptomicos
previomente publicados (nimero de acceso GEO: GSE185372) de monocitos
CD14*CDI16°, CD14*CD16* y CD149™CDI16* aislados de individuos con TB activa, TB
latente (IGRA*), asi como de controles sanos TB-negativos (IGRA") (Hillman et
al, 2023). Dentro de este marco, realizamos un GSEA utilizando el médulo
BubbleMap de BubbleGUM, que incluye un paso de correccidon de pruebas
multiples para permitir comparaciones entre las tres poblaciones de
monocitos (Spinelli et al, 2015). Como era de esperar, este enfoque reveld
enriguecimientos en genes asociados con respuestas al interferon (alfa y
gamma) en pacientes con TB activa en comparaciéon con donantes sanos (ya
sea IGRA™ o TB latente) para los tres subconjuntos de monocitos (Figura XD).
En consonancia con nuestros hallazgos, la glicélisis aumenta en la TB activa
tanto en los monocitos CD14*CDI16* como en los CD14%™CDI16* (aunque no de
forma significativa), mientras que parece disminuir en los monocitos
CD14*CD16" clasicos (Figura 2ID). A diferencia de las células CD14*CDI6", la
respuesta inflamatoria estd notablemente enriquecida en los monocitos
CDI14*CD16* y CDI149™CD16" de pacientes con TB activa en comparaciéon con
aquellos con TB latente o sujetos sanos (Figura 21D), lo que sugiere que su
perfil glicolitico se correlaciona con un mayor estado inflamatorio. Por Gltimo,
no se encontré un enriquecimiento significativo de genes asociados a la
fosforilacién oxidativa en ninguna de las comparaciones realizadas (Figura
2ID). En conjunto, estos resultados demuestran que la enfermedad
tuberculosa se asocia a un aumento de la activacion y del perfil glicolitico
de los monocitos CD16* circulantes.
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Figura 21. Los monocitos CD16+ de pacientes con tuberculosis (TB) muestran una mayor
capacidad glicolitica.
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(A) se aislaron monocitos de pacientes con TB o de sujetos sanos (HS) y se cultivaron con IL-4
y GM-CSF durante 24 horas. Se midié la acumulacién de lactato en los sobrenadantes de
cultivo tras 1y 24 horas de diferenciacion (N = 5). (B) Capacidad glicolitica medida mediante
SCENITH de las poblaciones de monocitos definidos por su expresién de CD14 y CDI6 de dadores
sanos (HS) y pacientes con TB (N = 7). (€) Andlisis BubbleMap, una extension high throughput
del Andilisis de Enriquecimiento de Conjuntos de Genes (GSEA), en las comparaciones por pares
de monocitos de HS o donantes con TB latente (LTB) frente a pacientes con TB activa (TB), para
cada poblacién de monocitos (CD14*CD167, CD14*CDI16*y CD149™CD16*). Los conjuntos de genes
mostrados proceden de la coleccién Hallmark (H) de la Molecular Signature Database
(MSigDB). Los colores del BubbleMap corresponden a la poblacién en la que el conjunto de
genes estd enriquecido (la codificacién es color rojo para el conjunto de genes enriquecido en
TB). El drea de la burbuja es proporcional a la magnitud del enriquecimiento normalizada GSEA
(NES). La intensidad del color corresponde a la significaciéon estadistica del enriquecimiento
(FDR), obtenida calculando el valor p basado en permutaciones ajustadas a pruebas maltiples
utilizando la correccién de Benjamini-Yekutieli. Los enriquecimientos con una significacion
estadistica superior a 0,30 se representan con circulos vacios. La significacién estadistica se
evaludé mediante (A) prueba T pareada para 0 frente a 24 hrs. (*p<0,05) y ANOVA de dos vias
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para HS frente a TB en cada tiempo (**p<0,01); (B) prueba T no pareada (*p<0,05; **p<0,01). Los
datos se representan como grdficos de dispersion, en los que cada circulo representa
monocitos de un Unico individuo; se muestran las medias + SEM.

Ademds, la capacidad glicolitica de los monocitos CD16* (CD14*CDI6* y
CD149mCDI6*) se correlaciona con el tiempo transcurrido desde el inicio de los
sintomas relacionados con la TB (Figura 227), pero no se encontré una
asociacion al comparar la capacidad glicolitica con la extension o gravedad
de la enfermedad pulmonar (lesiones unilaterales/bilaterales vy
presencia/ausencia de cavidades, Figura 22By C).

A
o - di
§ CD14*CD16 ;@ CD14*CD16™ e cD149mCD16*
© - ©
© 100 S 100 . S 100 o
= e r=017 = - " r=066 E . _ o r=065
g St " p-o8s g < / p=001Q . * p =007
) . * = _— = . .
.?50 S g’su % . .g'sn
® . © e & P
i o o . - 7 il
] [5) . =} [
© © @® . H
[~ T g o1 T T g o T T
8 0 20 40 S o 20 40 3 20 40
Tiempo desde el inicio Tiempo desde el inicio Tiempo desde el inicio
de los sintomas (semanas) de los sintomas (semanas) de los sintomas (semanas)
B CD14* CD16° CD14* CD16* CD14%" cD16*
0.2 — —_ N
S o S . S
~ 100+ >0.9 0.3 ~ 100- 0.1 =09 ~ 100 « =09
© © © v
o 9 ° o
= 80 = 80 s = 80 °
E = = .
©° o) @ o @]
8 604 ° @ 8 604 s @ O 604 o0
> | S 25 >
o 07 o 4 _ T 407
] ® o Fram g
T 204 O 0 5 204
[S) 5] o %
[ (0] a
2 o a o g
©
O E &P 3] & & P Q
&8 4 g
P P & F
% ,3\“
B TB
Cc
CD14* CD16 CcD14* cD16* cD149"Cp16*
~ 100 >0.9 >0.9 ~— 100+ * >09 100+ « 509
@ o o . © I
] .o ] ° S e
= 80 L2 wse = 80 = 804 .
S S 3
£ 807 = £ o0 S s o
()] [)] a -
o 407 - 40+ -
© ® &
L 204 T 204 i}
Q Q O
© © &
Q o Q.  o- o
© © ©
(&) O Q

Figura 22. Asociacion entre el estado glicolitico basal de los monocitos y la gravedad de la
enfermedad pulmonar.

(A) Andlisis de correlacion entre la capacidad glicolitica basal y el tiempo de evolucion de los
sintomas de TB para cada poblacién de monocitos (CD14*CD16°, CD14*CDI16* y CD149mCDI6*, N
= 14). El término evolucién de los sintomas se refiere al periodo de tiempo durante el cual un
paciente experimenta tos y flemas durante mdés de 2-3 semanas, con o sin esputo que puede
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0 no ser sanguinolento, acompafiado de sintomas de enfermedad constitucional (como
pérdida de apetito, pérdida de peso, sudores nocturnos y malestar general). Se evalud la
capacidad glicolitica en poblaciones de monocitos de pacientes con tuberculosis (TB) con (B)
enfermedad cavitaria frente a no cavitaria, lo que refleja la gravedad de la enfermedad o con
(¢) enfermedad bilateral frente a unilateral, lo que refleja la extensién de la enfermedad (N =
4-1). (A) Los datos se representan como grdficos de dispersion, en los que cada circulo
representa a un Unico individuo. Se muestran las lineas de regresién lineal. Prueba de rango de
Spearman. (B-C) Los valores p se calcularon mediante la prueba de Kruskal-Wallis con la
correccién de Dunn para comparaciones multiples. Los datos se representan como grdficos de
dispersién, en los que cada circulo representa monocitos de un Unico individuo; se muestran
las medias + SEM.

La activacion de HIFIA en monocitos CD16* de pacientes con TB da lugar a
DCs diferenciadas con escasa capacidad de migracién

Dado que los monocitos CDI16* circulantes de pacientes con TB
presentan una alta actividad glicolitica en condiciones basales, evaluamos la
expresion de HIFIA entre las poblaciones. En forma concordante, encontramos
que los monocitos CDI16* de pacientes con TB mostraron una mayor expresion
de HIFIA que los de donantes sanos (Figura 23).
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Figura 23. Los monocitos de pacientes con tuberculosis (TB) presentan un aumento en la
expresion de HIF1A.

Determinacién ex vivo de la expresidn de HIFIA de monocitos provenientes de sujetos sanos
(HS) o pacientes con TB (TB) para cada poblaciéon de monocitos (CD14*CDI167, CD14*CDI16* y
CDI49mcDI6*) (N = 8). Significancia estadistica fue evaluada por prueba T no pareada
(*p<0,05). Los datos se representan como grdaficos de dispersion, en los que cada circulo
representa monocitos de un Unico individuo; se muestran las medias + SEM.

Dado que anteriormente demostramos que los monocitos CD16* de
pacientes con TB son propensos a generar DCs aberrantes (Balboa et al,
2013a), planteamos la hipétesis de que el diferente perfil metabdlico de esta
poblacidn de monocitos podria generar DCs con una capacidad glicolitica
agotaday, por tanto, una menor actividad migratoria tras la exposicidon a Mtb.
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Para probar esta hipbtesis, tratamos monocitos de donantes sanos con DMOG
para aumentar la actividad de HIFIA durante las primeras 24 horas de
diferenciacion, lo que provocd un aumento exacerbado de la liberacién de
lactato en las primeras fases de la diferenciacion (Figura 24A). Esta adicion
temprana de DMOG a monocitos sanos dio lugar a la generacién de DCs (6
dias con IL-4/GM-CSF) caracterizadas por niveles equivalentes del marcador
de superficie CDla que las DCs de control, y una disminucion significativa de
la expresion de DC-SIGN (Figura 24B). En cuanto a la expresion de
marcadores de activacion, las DCs diferenciadas a partir de células
pretratadas con DMOG respondieron al iMtb regulando al alza el CD86 a
niveles mds altos en comparacidn con las células de control, con una
tendencia concomitante hacia la reduccién de la regulacion al alza del CD83
(Figura 24C). También observamos que las DCs cuyos precursores fueron
pretratados con DMOG mostraron una menor capacidad migratoria en
respuesta a iMtb (Figura 24D), similar a las capacidades de migracién 2D de
las Mo-DCs de pacientes con TB. En conjunto, nuestros datos sugieren que el
estado glicolitico activado de los monocitos de pacientes con TB los
predispone a generar DCs con baja motilidad en respuesta a Mtb.
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Figura 24. La activacion prematura de HIFIA en monocitos da lugar a células dendriticas
(DCs) con escasa capacidad de migracién.
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Los monocitos de dadores sanos (HS) fueron expuestos Gnicamente a dimetiloxalilglicina
(DMOG) durante las primeras 24 hrs. de diferenciacién con IL-4/GM-CSF (preDMOG). Al dia 6 de
diferenciacion, las células fueron estimuladas (o no) con Mycobacterium tuberculosis irradiado
(iMtb). (A) Liberacién de lactato por los monocitos tras 24 hrs. de adicién de DMOG (N = 4). (B)
Porcentaje de células que expresan CDla y DC-SIGN tras 6 dias completos de diferenciacion (N
= 5). (€) Intensidad de fluorescencia media (IFM) de CD83 y CD86 en células diferenciadas el
dia 6 estimuladas o no con iMtb durante 24 hrs. mas (N = 5) (D) Actividad quimiotdactica hacia
CClL21de DCs (N =5).La significacién estadistica se evalué mediante (A-B) prueba T pareada
(**p<0,01); (€-D) ANOVA de dos vias seguida de la prueba de comparaciones maltiples de
Tukey (*p<0,05). Los datos se representan en forma de gréficos de dispersion, en los que cada
circulo representa células de un Unico individuo; se muestran las medias + SEM.
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Figura 25. Resumen grdfico del primer capitulo.

Durante la tuberculosis, los monocitos CDI16* presentan una glicélisis exacerbada que
promueve la diferenciacién en DCs que, frente a la infeccién con Mtb, son deficientes en gatillar
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la via glicolitica y, consecuentemente, en su capacidad de migrar a ganglios linfaticos. Figura
obtenida de (Maio et al, 2024)

Conclusiones parciales de la primera parte

Mtb afecta al metabolismo de las Mo-DCs, provocando cambios
mitocondriales y desencadenando pardmetros asociados a la glicdlisis.

En las Mo-DCs expuestas a Mtb se produce un cambio metabdlico hacia la
glicélisis aerdbica, que prima sobre la fosforilacion oxidativa.

Mtb induce la glicdlisis en las Mo-DCs a través del reconocimiento mediado
por TLR2.

La reconfiguracion metabdlica hacia la glicélisis que sufren las Mo-DCs frente
a la estimulacién por iMtb depende de la actividad del factor de transcripcion
HIF1A.

Aunque HIFIA es importante para la maduracion de las DCs estimuladas con
iMtb, no influye en su capacidad de activar células T CD4*, al menos in vitro.
La glicélisis mediada por HIFIA es necesaria para la migracion eficiente de las
DCs estimuladas con iMtb a los ganglios linfaticos.

El deterioro de la capacidad migratoria de las DCs tolerogénicas estimuladas
por iMtb o de las DCs derivadas de pacientes con TB puede restablecerse
mediante la estabilizacién de HIFIA.

La TB se asocia a un aumento de la activacion del perfil glicolitico de los
monocitos CDI6* circulantes.

El estado glicolitico activado de los monocitos de pacientes con TB conduce
a la generacién de DCs con baja motilidad en respuesta a Mtb.

Capitulo II: impacto de la modulacién del eje glicélisis[HIFIA en las
DCs sobre el inicio de la respuesta adaptativa contra micobacterias.

La cepa vacunal BCG induce la via glicolitica en BMDC

En comparacién con otras infecciones, la induccién de la respuesta
inmune adaptativa contra Mtb se produce de manera retardada tanto en
animales (Chackerian et al,, 2002)como en humanos (Wallgren, 1984). Se ha
demostrado que el inicio de esta respuesta inmune adaptativa depende del
transporte de bacterias vivas desde los pulmones hasta los ganglios
mediastinicos (Wolf et al,, 2008a), y las DCs mieloides juegan un papel clave
en este proceso (Wolf et al,, 2007). Estudios recientes en primates no humanos
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han demostrado que la calidad de la respuesta inmune adaptativa contra
Mtb cambia significativamente con el tiempo. Al inicio de la infeccidn
participa una poblacién de linfocitos T que no se vuelve plenamente activa
hasta después de tres meses, mientras que después de cinco meses se
observa una segunda poblacidn de linfocitos T que contribuye a la
eliminacién de la bacteria y a la recuperacion de la infeccién (Grant et al,
2022), sugiriendo la existencia de mecanismos tempranos de inhibicién de la
respuesta inmune.

Por lo tanto, acelerar la migracion de las DCs desde los pulmones hacia
los ganglios linfaticos drenantes podria potenciar la llegada de Mtb a los
ganglios linfaticos mediastinicos en la fase tempranag, lo que posiblemente
permitiria la generacion de una respuesta inmunitaria eficaz antes de que los
mecanismos inhibitorios desplegados por los bacilos que colonizan el pulmén
puedan establecerse.

Aunque adn no se ha determinado si la rapidez en el inicio de la
respuesta inmune adaptativa puede influir en el control de la infeccién,
algunas evidencias sugieren que un inicio mdas temprano estd asociado con
un mejor control de esta. Por ejemplo, se ha observado que los ratones de la
cepa C3H, que son altamente susceptibles a la infeccion por Mtb, presentan
una lenta diseminacidén e inicio de la respuesta inmune adaptativa en
comparacién con los ratones mds resistentes de la cepa C57BL/6
(Chackerian et al., 2002).

Basado en esto, la hipbtesis de trabajo propuesta para esta segunda
parte asume que la migracion de las DCs a ganglios linfaticos promovida
por la glicélisis dependiente de HIF-1a acelera la induccion de la respuesta
adaptativa en respuesta a micobacterias.

Con el fin de contrastar esta hipotesis, generamos DCs derivadas de
médula 6sea de ratones C57BL/6 virgenes, las tratamos o no con PX-478 (PX)
y las infectamos con la cepa vacunal BCG. En primera instancia nos
propusimos evaluar el perfil metabdlico que adoptan estas células frente a la
infeccién con BCG. Observamos que la infeccidon con BCG induce la expresion
del factor de transcripcion HIFIA (Figura 26A), acompanado con un aumento
en la produccién de lactato de forma dosis dependiente (Figura 26B).
Ademas, verificamos que la inhibicidon de HIF1IA con PX-478 es capaz de abolir
el incremento en la liberacién de lactato de las BMDC infectadas con BCG
(Figura 26C). Al evaluar el metabolismo a nivel celular, encontramos que la
infeccién con BCG induce la capacidad glicolitica en BMDC, acompanado de
una reduccién de la dependencia mitocondrial (Figura 26D). En conjunto
estos resultados indican que las BMDC adoptan un metabolismo glicolitico
en respuesta a la infeccion con BCG.
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Figura 26. La cepa vacunal BCG induce la glicolisis en células dendriticas derivadas de
médula é6sea (BMDC) de forma HIF1A dependiente.

Se generaron células dendriticas derivadas de médula 6sea (BMDC) de ratones hembra
C57BL/6 de entre 4 y 6 semanas de edad, se infectaron con BCG y se trataron o no con PX-478
(PX). (A) Intensidad de fluorescencia media (IFM) de HIFIA en BMDC infectadas con BCG a una
multiplicidad de infeccion 11 (N = 7). (B) Liberacién de lactato al sobrenadante de BMDC
infectadas con cantidades crecientes de BCG (N = 4). (€) Liberacién de lactato medida en
sobrenadantes de cultivos de BMDC infectadas con BCG y tratadas o no con PX-478 (N = 4).
(D) En el panel de la izquierda se encuentran histogramas representativos que muestran el
nivel de traduccién tras la incorporacién de puromicina (Puro) y la tincién con un anti-Puro
monoclonal (intensidad de fluorescencia media [IFM] anti-Puro) en respuesta al tratamiento
con inhibidores (C, control; DG, 2-deoxi-d-glucosa; oligomicina, O; o tratamiento combinado,
DG + O). Los grdficos de barras muestran los valores de la IFM anti-Puro de seis donantes. Las
flechas y los nUmeros dentro de los recuadros denotan las diferencias entre la IFM de Puro en
los distintos tratamientos que se utilizan para calcular la dependencia de la glucosa (1) y la
capacidad de oxidacion de écidos grasos y aminodcidos (FAO y AAO) (4); y la dependencia
mitocondrial (2) y la capacidad glicolitica (3). En el panel de la derecha se indican las
capacidades glicoliticas y FAO y AAO y de las dependencias glucosa y mitocondrial al
metabolismo global de las BMDC analizadas con SCENITH (N =3). La significancia estadistica
se evaludé mediante la prueba t pareada Tukey (*p<0,05; ***p<0,001). Los datos se representan
en forma de grdficos de dispersion, en los que cada circulo representa BMDC derivadas de un
Unico ratén; se muestran las medias = SEM.
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La glicolisis mediada por HIFIA promueve la migracion de las BMDC a
ganglios linfaticos

Para determinar el impacto de la inhibicidon de la actividad de HIFIA en
la migracion de BMDC, tratamos o no con PX-478 BMDC infectadas con BCG y
evaluamos su capacidad de migrar in-vitro a través de matrices de coldgeno.
Observamos que aquellas BMDC infectadas con BCG tienen una mayor
capacidad de migrar a través de estas matrices, pero la inhibicién de HIFIA
disminuye esta funcién celular (Figura 27A). Posteriormente, decidimos
evaluar la capacidad migratoria de las BMDC hacia ganglios linfaticos in vivo.
Para ello, transferimos de forma intradérmica una mezcla de BMDC
infectadas con BCG en presencia o ausencia de PX-478 tefiidas con CTV o
CFSE respectivamente a ratones virgenes. A las 3 horas, colectamos los
ganglios linfaticos drenantes a la zona de inoculacion y evaluamos los
porcentajes de BMDC de cada tipo (CTV* o CFSE*) (Figura 27B). Encontramos
gue las BMDC infectadas con BCG y tratadas con PX-478 (CTV*) presentaron
una eficacia disminuida en la migracién a los ganglios linfaticos comparado
con las BMDC infectadas, pero no expuestas a PX-478 (Figura 27C y D). Por lo
tanto, la inhibiciéon de HIFIA limita la migracion de las DCs a los ganglios
linfaticos en ratones vacunados con BCG.
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A B
CFSE —
©—~ 8 * * e staining LJ Ik
o 8 BG BCG A ¢
2 g b H] ‘ . 'y * < o ‘ i \ymphnodes  BMDC CTV*:BMDC
e o ™ - GM-CSF + lL4 staining ’/ .‘\\ T
o 8 2 Pund Bone Pra78 o — * . k. )
Q L Bol | -
g ° o50' c578L/6 o bbbl paco 483 EAR '/
O O g . poey precursors —
c 2 - ’. S ?
2 % T :’ f 1
85 3] T e BCG-BMDC  PX-478
&3 o X -478+BCG-BMDC
o% CFSE* cTv
== ' cTV*
CFSE . 3%
0@ Q+ . Tt !
oo : %
R

[+
Control Transferencia de BMDCs

c 2

0,004% ] S

2 B 1- - E '2 15
20
E [T 10
o 2
f=J
o O &
o=
&
= oL
0 3

Tiempo post inoculacién (h)

Figura 27. La actividad de HIFIA es necesaria para la migracion eficiente de células
dendriticas derivadas de médula ésea (BMDC) a ganglios linfaticos.

(A) Migracién ameboide tridimensional de BMDC a través de una matriz de coldgeno después
de 24 hrs. Las células dentro de la matriz se fijaron y tifleron con DAPI. Se tomaron imégenes de
la membrana de cada inserto y se contd células por campo. (B-D) Se diferenciaron BMDC a
partir de ratones C57BL/6 hembra de entre 4 a 6 semanas de edad, se infectaron con BCG y se
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trataron o no con PX-478 (PX). Aquellas BMDC que fueron tratadas con PX se tifieron con el
colorante Cell Trace Violet (CTV) y aquellas que solo fueron infectadas con BCG con éster de
succinimidil-carboxifluorescenina (CFSE). Posteriormente, se generd una mezcla de cantidades
equivalentes de cada poblacién y se inocularon intradérmicamente en la zona inguinal de
ratones virgenes y al cabo de 3 hrs. se recolectaron los ganglios linfaticos drenantes. (B)
Esquema representativo del disefio experimental para el ensayo de migracion in vivo. (C)
Grdéficos de puntos representativos de ganglios linfaticos obtenidos de ratones controles vs
ratones inoculados con una mezcla de BMDC marcadas con CFSE o CTV. (D) Tasa de migracion
entre BMDC infectadas con BCG (CFSE*) y BMDC infectadas con BCG que fueron pretratadas
con PX (CTV*). N = 3. La significancia estadistica fue evaluada mediante (D) una prueba T
pareada (*p<0,05). (A) ANOVA anidado seguido de la prueba de comparaciones mdaltiples de
Dunnett (*p<0,05). Los valores se expresaron como las medias + SEM.

La inhibicion de la actividad de HIFIA en BMDC limita la aparicion de
linfocitos CD4* productores de IFN-y

Con el fin de evaluar cédmo repercute una menor actividad de HIFIA en
BMDC en la induccidon de la respuesta inmune adaptativa durante la
inmunizacién con BCG, realizamos una transferencia adoptiva de BMDC
infectadas con BCG tratadas o no con PX-478 a ratones C57BL/6 virgenes. Al
cabo de 7,19 o 31dias, se recolectd el bazo de cada individuo y se estimularon
los esplenocitos in vitro durante 24 horas con PPD de Mtb diluidas en buffer
salino. Si bien no encontramos diferencias en la frecuencia de linfocitos T CD4*
productores de IFN-y en ninguno de los tiempos experimentales abarcados
(Figura 28A-C), observamos que al dia 19 aquellos ratones que recibieron
BMDC tratadas con PX-478 tenian una menor abundancia de linfocitos
productores de IFN-y en términos de valores absolutos respecto de ratones
que recibieron BMDC sin tratar. Aunque de forma preliminar, estos datos
sugieren que una menor capacidad migratoria de las BMDC podria
impactar en el inicio de la respuesta adaptativa y su cinética.
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Figura 28. La inhibicién de HIFIA en células dendriticas derivadas de médula ésea (BMDC)
limita la generacion de linfocitos CD4+ productores de IFN-y.

Se realizd una transferencia adoptiva de BMDC tratadas o no con PX-478 (PX) e infectadas con
BCG a ratones C57BL/6 y luego de 7,19 o 31 dias se obtuvieron los esplenocitos y se estimularon
in vitro durante 24 hrs. con PPD. (A) Estrategia para definir la poblacién de linfocitos CD4* de
interés. (B) Graficos de puntos representativos mostrando el porcentaje de linfocitos CD4*
productores de IFN-y. (€) Frecuencia de linfocitos CD4* productores de IFN-y. (D) Valores
absolutos de linfocitos CD4* productores de IFN-y N=6. La significancia estadistica fue evaluada
mediante pruebas T pareadas (*p<0,05). Los valores se expresaron como las medias + SEM.

Bazo
DCs \
—— PX- d Cantidad de ! Numero células T
PXcaTe \ DCs CD4* productoras
de IFN-y
A
""""‘..".'u Vaso sanguineo

DCs

T 1 Numero células
e T CD4* productoras
linfatico Bazo de IFN-y

T Glicolisis Ganglio

Figura 29. Resumen grdfico del capitulo II.
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La inhibicién del eje HIFIA/glicélisis durante la infeccién con BCG disminuye la capacidad de
estas células de migrar a ganglio linfatico y retrasa la induccion de la respuesta inmune
adaptativa.

Conclusiones parciales de la segunda parte

Las BMDC adoptan un metabolismo glicolitico en respuesta a la infeccién
con BCG.

La inhibicidon de HIF1A limita la migracién de células dendriticas a los ganglios
linfaticos en ratones vacunados con BCG y la aparicién de linfocitos CD4*
productores de IFN-y (evaluados en el bazo).

Una menor capacidad migratoria de las BMDC podria impactar en el inicio de
la respuesta adaptativa y su cinética.

s ge o

Capitulo lll: estudio del mecanismo por los cuales la glicélisis
exacerbada en los monocitos de pacientes con TB predispone a la
generacion de DCs con menor capacidad migratoria

Caracterizacion metabdlica del plasma de pacientes con TB y su
impacto en la viabilidad celular

Siendo que observamos que los monocitos CDI16* de pacientes con TB
presentan una glicélisis exacerbada de forma basal, y que esto promueve la
generacion de Mo-DCs deficientes en su migracion, decidimos abordar el
mecanismo que gobierna este fendmeno. Para ello generamos un pool de
plasmas de pacientes con TB, lo decomplementamos, y evaluamos su
impacto sobre monocitos purificados de concentrados leucocitarios
provenientes de dadores sanos (HS). En paralelo, generamos un pool de
plasma de dadores sanos, para tener un pool de plasma heterélogo no
asociado a enfermedad tuberculosa como control. En primera instancia, no
notamos cambios significativos en la viabilidad celular de las distintas
poblaciones de monocitos que fueron expuestas al pool de plasma de TB o
de HS durante 1 hora (Figura 30A). Con el fin de determinar posibles
contribuciones diferenciales de aportes nutricionales entre los pools de
plasma de TB y de HS, comparamos la abundancia de algunos metabolitos
relevantes. Sin embargo, no encontramos diferencias significativas en la
abundancia basal de glucosa, lactato y triglicéridos (Figura 30B-D).
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Figura 30. Caracterizacién del pool de plasma de pacientes con tuberculosis (TB).

Se generd un pool mezclando plasmas individuales de dadores sanos (pHS) (N = 6) y, por otro
lado, pacientes con TB (pTB) (N = 6). (A) Viabilidad celular de los distintos subconjuntos de
monocitos luego de ser expuestos durante 1 hora a pHS o pTB en una concentracién 20% v/v
final. (B) Determinacion de lactato basal medida en los pools generados. (€) Concentracion
de glucosa en cada pool. (D) Concentracion de triglicéridos presentes en el plasma. Los datos
se representan en forma de grdficos de dispersion, en los que cada circulo representa a un
anico individuo (A) o réplicas experimentales (B-D); se muestran las medias + SEM.

El plasma tuberculoso induce la via glicolitica en monocitos de
dadores sanos

Con el objetivo de caracterizar el impacto del plasma de pacientes con
TB en el metabolismo de monocitos de dadores sanos, expusimos monocitos
durante una hora a un pool de plasma de pacientes con TB (pTB).
Determinamos que el pTB aumenta la produccion de lactato de monocitos,
utilizando como control monocitos expuestos a un pool de plasma de dadores
sanos (pHS) (Figura 31A). Al mismo tiempo, observamos que la exposicién al
pTB incrementa la expresion del factor de transcripcion HIFIA (Figura 31B).
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Figura 31. El plasma de pacientes con tuberculosis (pTB) induce la glicélisis mediada por
HIF1A en monocitos de dadores sanos.

(A-B) Monocitos de dadores sanos fueron purificados a partir de concentrados leucocitarios e
incubados con 20% v/v de un pool de plasma de dadores sanos o pTB durante 1 hora. (A)
Produccion de lactato medida en sobrenadantes de cultivo celular durante las 24 hrs.
posteriores (N = 9). (B) Histogramas representativos de la intensidad media de fluorescencia
(IMF) de HIFIA medida por citometria de flujo. La cuantificacién se muestra en el grafico de la
derecha (N = 7). La significancia estadistica fue evaluada mediante la prueba T pareada
(*p<0,05). Los datos se representan en forma de grdficos de dispersion, en los que cada circulo
representa a un Unico individuo; se muestran las medias + SEM.

Por otro lado, evaluamos el metabolismo de estos monocitos a nivel
celular, y encontramos que los monocitos expuestos al pTB incrementan su
capacidad glicolitica en las poblaciones CD14*CDI16*y CD149mCD16* (Figura
32A). De forma interesante, vimos que el aumento de la capacidad glicolitica
en monocitos CDI16* estd acompanada de un aumento en la expresiéon de este
receptor en monocitos CDI4* CDI16°, situacién similar a la observada en
paciente con TB, donde se observa un aumento en el porcentaje de las
poblaciones de monocitos CD16* (Balboa et al., 2011) (Figura 32B).
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Figura 32. El plasma de pacientes con tuberculosis (TB) aumenta la capacidad glicolitica en
las poblaciones de monocitos CD16".

(A) Capacidad glicolitica medida mediante SCENITH de poblaciones de monocitos definidas
por su expresion de CD14 y CDI16 de dadores sanos expuestos a pHS o pTB (N = 6). (B) Intensidad
de fluorescencia media de CD14 y CDI6 en la poblacién de monocitos CDI4* CD16™ (N = 6). La
significancia estadistica fue evaluada mediante la prueba T pareada (*p<0,05). Los datos se
representan en forma de grdficos de dispersién, en los que cada circulo representa células de
un Unico individuo; se muestran las medias + SEM.

Finalmente, diferenciamos monocitos expuestos al pTB o no hacia DCs
y evaluamos su capacidad migratoria. Aquellas DCs que provenian de
monocitos expuestos al pTB presentaron, en primera instancia, una migracion
basal en las DCs no estimuladas mayor respecto de la condicidn control. Esto
es similar a lo observado en Dx-DCs y DCs de pacientes con TB. Ademds,
mostraron una menor migracién a través de matrices de coldgeno en
respuesta a iMtb respecto de DCs control (Figura 33A y B). Por ende, estos
resultados indican que la exposicion de los monocitos de dadores sanos al
pPTB aumenta su capacidad glicolitica, repercutiendo en la generacion de
DCs migratorias, similar a lo observado en monocitos de pacientes con TB.
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Figura 33.1La exposiciéon de monocitos al plasma de pacientes con tuberculosis (TB) genera
células dendriticas (DCs) con baja capacidad migratoria.

(A) Iméagenes representativas de cada condicion utilizadas para la cuantificacion. Las flechas
rojas indican poros de membrana del inserto y las azules marcan células. (B) Migracion
ameboide tridimensional de DCs estimuladas o no con iMtb, cuyos monocitos fueron expuestos
a pTB o no durante 1h. Las células dentro de la matriz se fijaron y tileron con DAPI. Se tomaron
imdgenes de la membrana de cada inserto y se contd células por campo La significancia
estadistica fue evaluada mediante ANOVA anidado seguido de la prueba de comparaciones
multiples de Dunnett (****p<0,0001). Los datos se representan en forma de violin plots en donde
cada circulo representa nimero de células por foto; se muestran las medias + SEM.

El plasma de pacientes con TB influencia el metabolismo de
monocitos CD16* a través de la via IgG — receptor Fc CD16 (FcyRllia)

Siendo que observamos un efecto diferencial del pTB en los
subconjuntos CDI6* exclusivamente, y considerando que CDI6 es el receptor
tipo Il para la fraccién Fc de la inmunoglobulinas (Ig)G o FcyRIll (baja
afinidad), nos propusimos evaluar si la via IgG — CDI16 estaba involucrada.
Para ello depletamos el pTB de IgG total (AlgG-pTB) utilizando microesferas
de sefarosa acopladas a la Proteina G (con afinidad para IgG) y evaluamos
suimpacto en monocitos de dadores sanos. Encontramos que al depletar IgG,
el pTB pierde su capacidad de inducir la produccién de lactato (Figura 34A),
al igual que de promover la expresidn de HIFIA, sugiriendo que el efecto
metabélico del pTB en monocitos de dadores sanos requiere de la presencia
de IgG (Figura 34B).

Para evaluar si la deplecion de IgG puede impactar en la ulterior
capacidad migratoria de las DCs generadas, realizamos ensayos de
migracion a través de matrices de coldgeno a partir de DCs provenientes de
monocitos tratados o no con AlgG-pTB. Observamos que aquellas DCs
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provenientes de monocitos tratados con AlgG-pTB restauraron tanto su
capacidad de aumentar la migracién en respuesta a iMtb, asi como también
mostrando una mayor migracion respecto de aquellas DCs que provenian de
monocitos tratados con pTB. En conclusion, estos resultados sugieren que la
activacion de la via IgG — receptor Fc CD16 en los monocitos desempefiaria
un rol al promover su actividad glicolitica y predisponerlos a Ila
diferenciacion de DCs poco migratorias.
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Figura 34. El efecto del plasma tuberculoso es dependiente de la IgG.

(A-B) Monocitos de dadores sanos fueron expuestos durante 1 hora al pool de plasma de
dadores sanos (pHS), de pacientes con TB (pTB) o al pTB depletado de IgG total (AlgG-pTB).
(A) Liberacion de lactato medida en el sobrenadante de cultivo (N = 5). (B) Intensidad media
de fluorescencia de HIFIA medida por citometria de flujo (N = 4). (€) Migracién ameboide
tridimensional de DCs estimuladas o no con iMtb durante 24 hrs. cuyos monocitos fueron
expuestos a pHS, pTB 0 IgG-pTB durante 1hora. Las células dentro de la matriz se fijaron y tifieron
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con DAPI. Se tomaron imégenes de la membrana de cada inserto y se contd células por campo
La significancia estadistica fue evaluada mediante (A-B) ANOVA de una via seguida de la
prueba de comparaciones multiples de Tukey (*p<0,05). (€) ANOVA anidado seguido de la
prueba de comparaciones maltiples de Dunnett (*p<0.05, **p<0.01, ****p<0,0001). Los datos se
representan en forma de (A-B) graficos de dispersion, en los que cada circulo representa a un
anico individuo o (€) violin plots en donde cada circulo representa nimero de células por foto;
se muestran las medias + SEM.
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Figura 35. Resumen grdfico del capitulo Ill.

El plasma de pacientes con TB induce la via glicolitica en monocitos de una forma IgG
dependiente y esto los predispone a diferenciarse a DCs poco migratorias.

Conclusiones parciales de la tercera parte

El incremento del eje glicolisis/HIFIA de los monocitos CD16* de pacientes con
TB puede ser reproducido por la exposicion al plasma tuberculoso.

El plasma de TB promueve la adquisicion del receptor CD16* en los monocitos
CDI167, potencialmente contribuyendo al incremento en la abundancia
relativa de esa poblacidn en los pacientes.
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La exposicidon de monocitos al plasma de pacientes con TB genera DCs con
baja capacidad migratoria.

El incremento del eje glicélisis/HIFIA en monocitos inducido por el plasma de
TB junto con la posterior diferenciacion a DCs poco migratorias requiere de la
presencia de IgG en el plasma.
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DISCUSION

Discusion de la primera parte: estudio de las alteraciones
metabdlicas que sufren las Mo-DCs durante la infeccion con Mtb

En este estudio, demostramos el rol de la glicélisis mediada por HIFIA
en promover la capacidad migratoria de las DCs en respuesta a Mtb. Nuestro
enfoque de cuantificar el metabolismo de los monocitos ex vivo nos permitié
revelar que aquellos monocitos CDI6* de pacientes con TB muestran una
actividad glicolitica exacerbada, que puede resultar en la generacién de DCs
con una pobre capacidad migratoria en respuesta a iMtb. Nuestros resultados
sugieren que, bajo condiciones inflamatorias cronicas tales como las que
tienen lugar en pacientes con TB, los monocitos circulantes pueden ser
metabdlicamente precondicionados a diferenciarse en DCs con un bajo
potencial migratorio (Figura 25).

Uno de los aspectos a destacar en esta discusidon es porqué es
relevante estudiar los mecanismos que regulan la migracién de las DCs en
respuesta a Mtb. En ese sentido, se ha demostrado que al infectar ratones
virgenes con Mtb, la acumulacidn inicial de células T CD4* activadas en los
pulmones se retrasa, ocurriendo entre las semanas 2-3 post-infeccién (Reiley
et al., 2008; Wolf et al, 2007).En este contexto, se ha demostrado que las Mo-
DCs infectadas con Mtb que son reclutadas al sitio de infeccién exhiben una
baja expresidon de CCR7 y una migracién deteriorada a ganglios linfaticos en
comparaciéon a Mo-DCs no infectadas (Harding et al.,, 2015). Adicionalmente,
se ha encontrado que las Mo-DCs tienen un rol clave en el transporte de Ags
de Mtb desde el pulmdn a los ganglios linfaticos drenantes, donde las DCs
convencionales presentan Ags a las células T virgenes (Samstein et al,, 2013).
La capacidad migratoria de las DCs que responden es de vital importancia
para la respuesta del hospedador a la infeccién con Mtb.

En este trabajo de tesis doctoral, observamos que la activacion de Mo-
DCs de dadores sanos con Mtb gatilla la via glicolitica en dichas células, la
cual promueve su capacidad migratoria en una forma dependiente de la
actividad de HIFIA. Recientemente, se ha demostrado que la glicdlisis es
requerida para la migracién de DCs murinas gatillada por CCR7 en respuesta
a LPS (Everts et al, 2014; Guak et al, 2018; Y. Liu et al,, 2019). También se ha
reportado que la glicdlisis es requerida para la migracién de otras células
inmunes como lo son los macréfagos (Semba et al, 2016) y células T
regulatorias (Kishore et al, 2017). De forma consistente, mostramos que la
inhibicion de la glicélisis dependiente de HIFIA perjudica la migracién de las
Mo-DCs humanas frente a la estimulacion con Mtb. La relacion entre el
metabolismo celular y el comportamiento migratorio estd sustentada en
estudios que elucidaron cémo la glicélisis puede ser mecdnicamente
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regulada por cambios en la arquitectura del citoesqueleto, impactando en
dltima instancia sobre la actividad de enzimas glicoliticas que se encuentran
en estrecho contacto con el citoesqueleto (Fernie et al,, 2020; Park et al,, 2020).
Adicionalmente, se han descripto previamente conexiones interesantes entre
el mecanismo celular de las DCs y su metabolismo, destacando el potencial
de este dltimo para alterar la biomecdnica de las DCs, lo cual impacta en el
control de su trafico y, en consecuencia, de la activacion de células T
(Currivan et al, 2022). Sin embargo, estos estudios no alcanzaban audn
contextos patolégicos como la TB. En ese sentido, estudios enfocados en los
mecanismos moleculares por los cuales las vias metabdlicas impactan en la
magquinaria responsable del movimiento celular en el contexto de la infeccion
con TB son necesarios para disefar intervenciones terapéuticas especificas.

Nuestra investigacion indica que las DCs exhiben un incremento de la
glicdlisis producto de la estimulaciéon o infeccidon con Mtb. Este cambio
metabdlico es crucial para facilitar la migracién celular a los ganglios
linfaticos drenantes, un paso esencial para montar respuestas inmunes
efectivas. No obstante, sigue siendo incierto si esta induccién de la glicdlisis
alcanza un umbral propicio para generar una respuesta inmune protectora
en un contexto fisioldégico, una cuestién que nuestros hallazgos no abordan
de forma contundente, dado que no realizamos estudios del impacto de los
cambios metabdlicos sobre la induccién de la respuesta adaptativa en
modelos in vivo de TB.

Adicionalmente, demostramos que las DCs tolerogénicas inducidas
con DEX, asi como también las DCs derivadas de monocitos de pacientes con
TB, presentan una menor liberacién de lactato y un trafico deteriorado hacia
la quemoquina CCL21 frente a la estimulacién con Mtb; ambos fenotipos
pudiendo ser restaurados mediante la estabilizacion de la expresion de HIFIA.
Hasta donde sabemos, este es el primer estudio en abordar cédmo el estado
metabdlico de los monocitos de pacientes con TB influencia la actividad
migratoria de las DCs una vez diferenciadas. De acuerdo con nuestros
resultados, el estado de activacién del eje HIFIA/glicélisis en monocitos, podria
predecir un fenotipo refractario a la diferenciacién a DCs migratorias durante
la TB. Con respecto al metabolismo de las DCs tolerogénicas, nuestros
resultados son consistentes con trabajos previos que reportan que la
tolerancia en DCs puede ser inducida por drogas que promueven la OXPHOS,
tales como la vitamina D y la DEX (Basit & de Vries, 2019; Ferreira et al.,, 2009,
2012). Es interesante destacar que, si bien la migracién de las DCs
tolerogénicas no incrementa frente a la estimulacién con Mtb, estd
aumentada bajo condiciones basales, lo cual coindice con informacion
previa que muestra una alta capacidad migratoria de DCs putativamente
tolerogénicas en estado estacionario, postuldndose que dicha migracion
mediada por CCR7 contribuye a mantener la tolerancia (Ohl et al,, 2004).
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Ha sido ampliamente demostrado que las células inmunes pueden
incrementar la glicolisis tras el reconocimiento a través de TLRs (Krawczyk et
al., 2010b). Nuestro trabajo muestra que el reconocimiento por medio de TLR2
de tanto Mtb viable o irradiado es necesario para gatillar la glicdlisis en las
DCs, al menos a tiempos tempranos post estimulacion. De hecho, incluso las
DCs bystander aumentan su actividad en cultivos infectados con Mtb, lo que
sugiere que Ags o debris micobacterianos presentes en el microambiente
pueden ser suficientes para gatillar la glicOlisis dependiente de TLR; o que,
alternativamente, se producen mediadores solubles en respuesta a la unién
de TLR2 que inducen la glicdlisis en las DCs bystander. Siendo que la
activacion de la glicdlisis e induccion de la migracidn a ganglios linfaticos
inducida por Mtb en las DCs no condice plenamente con el desenlace de
“respuesta inmune retrasada” que se observa en el marco de la infeccidn
tuberculosa, proponemos dos explicaciones: 1) como comentamos
anteriormente, desconocemos si estos niveles de induccion de glicélisis y de
migracién a ganglios linfaticos por parte de las DCs en respuesta a Mtb son
suficientes para desencadenar una respuesta esterilizante en el hospedador;
2) es posible que el destino de las DCs dependa mucho de la dosis de
infeccién, ya que en nuestra experiencia, DCs expuestas a altas dosis de Mtb
(>5 bacteria por DC), mueren. En el contexto de una infeccién natural in vivo,
prevemos que DCs con diferentes niveles de infeccion coexistirdn, algunas
con una baja carga bacteriana que, de acuerdo con nuestros resultados,
podrian gatillar la via glicolitica y migrar, mientras que otras DCs altamente
infectadas seria mas probable que murieran (R. C. Ryan et al,, 2011). También
permanece por ser elucidado si una interaccidn persistente entre las DCs y
Mtb podria llevar a una atenuacion de la glicdlisis en el tiempo, como fue
reportado en macréfagos (Hackett et al., 2020). En este sentido, el estadio de
la infeccidon también parece tener un rol relevante en definir el tipo de
contribucién del eje glicolisis/HIFIA sobre el curso de la infeccion. Nuestros
resultados demuestran que una infeccion crénica con Mtb conduce a un
estado de los monocitos con una glicélisis exacerbada, la cual podria ser
desencadenado por una prolongada y/o excesiva estimulacién de TLRs
debido ala presencia de ligandos en circulacién, lo cual resultaria en DCs con
una capacidad glicolitica exhausta. Esta hipdtesis sobre los posibles factores
que promueven la actividad glicolitica en los monocitos CD16* de pacientes
con TB se detalla en el capitulo Il

Ademads de la capacidad migratoria de las DCs, estudiamos el impacto
de HIF1A sobre la adquisicién del perfil maduro y la activacion de células T. En
ese sentido, a pesar de que las DCs estimuladas con iMtb en la presencia de
un inhibidor de HIFIA exhibieron diferencias en cuanto a moléculas
coestimulatorias y el perfil de citoquinas, estas células todavia eran capaces
de activar células T CD4* que provenian de dadores PPD* en respuesta a iMtb.
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Nuestros hallazgos contrastan con evidencia previa que demuestra que las
DCs maduras inducidas con LPS inhiben la respuesta de células T mediante la
activacion de HIFIA en presencia de glucosa. Esta situacién conduce a una
mayor capacidad de activar células T en entornos de baja glucosa, como en
la interfaz entre las DCs y las células T. Se propone que la activacion de los
linfocitos consume glucosa, generando un ambiente de privacién de la
misma, lo que permitiria a las DCs presentar de manera mds efectiva los
antigenos en ese contexto (Lawless et al, 2017). En este trabajo, no
detectamos un impacto en la activacién de las células T producto de la
inhibicidn de HIFIA en las DCs, pero observamos una clara reduccion en su
capacidad migratoria, lo cual podria limitar o retrasar el encuentro entre las
DCsy las células T in vivo, llevando a una pobre activacion de las células T en
los ganglios linfaticos. En este sentido, estudios en murinos han mostrado que
la migracién de las DCs correlaciona directamente con la proliferacion de las
células T (Martin-Fontecha et al, 2003). Sin embargo, no se puede descartar
la posibilidad de que otras poblaciones de células T CD4* no estudiadas en
esta tesis (tales como las células T regulotorios), células T CDI-restrictas, y/o
poblaciones de células T CD8* puedan ser diferencialmente activadas por
DCs estimuladas con iMtb que son deficientes en la actividad de HIF1A.

Dado que encontramos diferencias en el perfil metabdlico y migratorio
de las Mo-DCs provenientes de pacientes con TB comparadas con aquellas
originadas a partir de monocitos de dadores sanos, decidimos explorar el
metabolismo de las poblaciones de monocitos de ambos grupos
experimentales. Hasta el momento, tres poblaciones diferentes de monocitos
humanos han sido identificadas: monocitos cléasicos (CD14*, CDI16),
intermedios (CD14*, CDI16*), y no cldsicos (CD14“™, CD16*) (Ziegler-Heitbrock et
al,, 2010). Estas subpoblaciones de monocitos son fenotipica y funcionalmente
distintas. Los monocitos cldsicos activamente extravasan a tejido en
respuesta a inflamacion, donde se pueden diferenciar a macréfagos o DCs
(Ginhoux & Jung, 2014); los monocitos intermedios son apropiados para la
presentacidn de Ags, secrecidn de citoquinas, y diferenciacion; y los
monocitos no cldsicos estdn involucrados en el complemento y la fagocitosis
mediada por Fc y su funcién principal es la adhesién celular (Cros et al., 2010;
Loon Wong et al, 2011). A diferencia de los monocitos no clasicos, las dos
poblaciones de monocitos CD14* son conocidas por extravasar a tejido y, por
lo tanto, actuar como precursores capaces de dar lugar a Mo-DCs en tejidos
inflamados. Aun asi, la capacidad de diferenciaciéon a DCs de la poblacién
intermedia todavia no estd bien definida en modelos in vivo. Previamente
nuestro grupo de trabajo demostré que los monocitos de pacientes con TB
generan DCs aberrantes, y que los monocitos CD16* generan DCs aberrantes
luego del tratamiento con GM-CSF e IL-4 (Cougoule et al, 2018). En este
trabajo de tesis doctoral, demostramos que la glicdlisis parece jugar un rol
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dual durante la diferenciacion de las DCs a partir de monocitos, por un lado,
siendo necesaria para la migracion a ganglios linfaticos de las DCs
completamente diferenciadas en respuesta a Mtb y, por el otro, llevando a
DCs con una pobre capacidad migratoria en respuesta a iMtb si es activada
durante el inicio de la diferenciacién a DCs (Figura 25). En este sentido, las
DCs de dadores sanos responden a iMtb induciendo un perfil glicolitico y
migratorio, mientras que monocitos aislados de pacientes con TB exhiben un
inusual estado glicolitico temprano que resulta en la posterior generacién de
DCs con una baja actividad glicolitica y migratoria en respuesta a Mtb. De
forma similar, encontramos que las células CDI6* de pacientes con TB
presentan un estado glicolitico activo, asi como también, una elevado nivel
de la expresién de HIFIA en comparacién a su contraparte en la cohorte de
sanos. Asimismo, mostramos que los monocitos de pacientes con TB no solo
estan enriquecidos en células CDI6*, sino que también presentan un perfil de
expresion de receptores de quemoquinas alterado (Balboa et al, 201),
demostrando que tanto fenotipo y funcién de una poblacién determinada de
monocitos pueden diferir en condiciones patolégicas. Mientras que es dificil
de determinar si un perfil glicolitico intensificado en monocitos puede limitar
su diferenciacion a DCs in vivo, evidenciomos que un incremento de la
glicélisis mediada por HIFIA en precursores lleva a la generacion de células
con una baja capacidad de migrar en respuesta a CCL21 in vitro. En linea con
esta observacion, un estudio reciente reveld que ocurre un incremento
significativo de la capacidad glicolitica durante las primeras 24 hrs de
diferenciacion hacia un fenotipo de DCs tolerogénicas, como el inducido por
vitamina D3 (Adamik et al, 2022), destacando el rol perjudicial de la
activacién temprana de un perfil inflamatorio en precursores de DCs. Una
posible explicacion para estos efectos puede ser encontrada en la
acumulacion de lactato durante la diferenciacion a DCs. La sefalizacion del
lactato en células inmunes lleva a alteraciones metabdlicas en las DCs que
las programa hacia un estado regulatorio (Manoharan et al, 2021) y se ha
observado también que el lactato puede suprimir la diferenciacién vy
maduracién de las DCs (Wculek et al, 2019); por lo tanto, una actividad
glicolitica excesiva en precursores puede resultar en DCs condicionadas
hacia funciones regulatorias.

En conclusion, nuestros resultados ofrecen nuevas ideas de las vias
inmunometabdlicas involucradas en el trafico de las DCs a ganglios linfaticos.
Estos conocimientos podrian tener varias implicancias dependiendo de
factores tales como el tiempo, tipo celular, y el lugar de la induccion del eje
HIF1A/glicélisis. Por un lado, alimentando la actividad glicolitica mediada por
HIFIA en DCs en estadios tempranos de la infeccién podria potencialmente
mejorar la efectividad de estrategias preventivas para la TB. Cabe destacar
el impacto significativo en estudios donde el nUmero de DCs que llegan a
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ganglio linfatico demostrd ser un factor crucial para el éxito de vacunaciones
basadas en DCs (Martin-Fontecha et al, 2003). Por otro lado, la activacién
prematura de la glicdlisis en precursores, como se observd en monocitos
CDI16* de pacientes con TB severa, podria perturbar el delicado balance
necesario para una respuesta inmune O6ptima. Esta variabilidad es
consistente con el paradigma de “demasiado mucho, demasiado poco”,
como demuestran las funciones duales del IFN-y (Kumar, 2017) y TNF-a
(Mootoo et al, 2009) en el contexto de la TB, en donde se han documentado
efectos detrimentales para las citoquinas “protectoras” IFN-y y TNF-a ya sea
cuando hay poca cantidad de las mismas o, paraddjicamente, cuando estdn
en exceso. También enfatiza la importancia de mantener un fino equilibrio en
las respuestas inflamatorias. Este estudio sienta las bases para una mayor
exploracion del potencial impacto del eje glicélisis/HIFIA a nivel sistémico
dentro del campo de la inflamaciéon crénica contrastando con su rol en
entornos locales durante la fase aguda de la infeccidn. Al profundizar nuestros
conocimientos, estos hallazgos tienen como objetivo guiar el desarrollo de
estrategias terapéuticas y/o preventivas innovadoras para combatir la TB.

Discusion de la segunda parte: impacto de la modulacion del eje
glicélisis[HIFIA en las DCs sobre el inicio de la respuesta adaptativa
contra micobacterias.

En esta segunda seccién del trabajo de tesis doctoral, presentamos
evidencia del rol del eje glicélisis/HIFIA en el trafico de las DCs hacia ganglio
linfatico durante la inmunizaciéon con BCG. Nuestro modelo consiste en la
transferencia adoptiva de BMDC infectadas con BCG pretratadas o no con un
inhibidor de la actividad del factor de transcripcion HIFIA a ratones naive.
Mediante este abordaje, demostramos que la inhibicion de HIFIA en BMDC
infectadas con BCG limita la migracién de DCs a los ganglios linfaticos y
resulta en un menor numero de linfocitos CD4* productores de IFN-y
especificos para Ags micobacterianos en el bazo a tiempos tempranos. Si
bien estos estudios son preliminares pudiendo robustecerse tras la adicién de
mas tiempos experimentales de estudio a futuro, nuestros resultados
sugieren que la manipulacién del metabolismo de las DCs repercute en su
actividad migratoria y que esto afectaria en el tiempo en el cual se induce la
respuesta de células T CD4*.

De forma mds detallada, observamos que la infeccién de BMDC
obtenidas de ratones naive con BCG promueve la via glicolitica en estas
células. Esto es consistente con lo observado en DCs mieloides humanas
CDIc* donde el desafio con BCG resulta en un incremento en la glicdlisis y
OXPHOS (Triglia et al,, 2023). Si bien es necesario un estudio mas amplio de la
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remodelacion metabdlica que sufren las BMDC durante la infeccion, nuestros
resultados sugieren una menor dependencia relativa de un metabolismo
mitocondrial, concomitante a una mayor capacidad glicolitica. Seria
interesante complementar estos estudios evaluando el metabolismo
mitocondrial en términos absolutos, midiendo la tasa de consumo de oxigeno
asociada a la respiracién mitocondrial. En relacién con el metabolismo
lipidico, aunque se ha descripto un incremento de la FAO en una linea celular
de macréfagos murinos durante la infeccidon con BCG, y que la activacién de
esta via estd asociada a una mayor inflamaciéon en el pulmdén y mayor
actividad proinflamatoria en macréfagos (J. Luo et al, 2024), otros estudios
demuestran que tanto la via de sintesis de dcidos grasos como la FAO no son
requisitos indispensables para la produccién de citoquinas proinflamatorias
por parte de las BMDC o los macrofagos derivados de médula 6sea en
respuesta a la infecciéon con BCG y la activacién de células T in vivo (Stive et
al, 2018). Estas controversias destacan la diversidad en la remodelacién
metabdlica que sufren las células inmunes dependiendo de su origen y tipo
celular. Nuestros resultados fueron obtenidos en BMDC diferenciadas con GM-
CSF e IL-4, y no hemos estimado la contribucién de FAO de forma especificq,
sino de forma combinada junto con la contribucidon del metabolismo de
aminodcidos mediante SCENITH, sin lograr evidenciar diferencias entre las
BMDC infectadas o no con BCG.

Respecto de las BMDC, se ha reportado en los dltimos anos que el
cultivo in vitro de BMDC con GM-CSF genera una mezcla heterogénea de
células mieloides, comprendida entre DCs y macréfagos principalmente, y
esto dificulta extraer conclusiones de este sistema respecto a los diferentes
roles de las DCs y macréfagos frente a una infeccién micobacteriana (Helft et
al,, 2015). Si bien la utilizacién de IL-4 ademds de GM-CSF durante el proceso
de diferenciacién a BMDC mejora el rendimiento del cultivo en términos de
pureza de células CDI1lc* MHC-II*, nuestro modelo de estudio utilizado continGa
representando una mezcla heterogénea de células mieloides. En el marco de
estudio propuesto en esta tesis doctoral, donde se busca evaluar la induccion
inicial de la respuesta inmune adaptativa, la utilizacién de DCs residentes de
pulmén en lugar de BMDC nos permitiria evaluar mecanismos mdas
fisiolégicos. A pesar de todo, las BMDC contintan siendo un modelo de estudio
ampliamente utilizado debido a los grandes rendimientos en relacion con
nidmero de células, facilitando su implementacidn en modelos de
transferencia adoptiva de células.

Similar a lo descripto en la primera parte del trabajo para el caso de
Mo-DCs expuestas a Mtb, las BMDC exhiben un incremento de la glicolisis
producto de la infecciéon con BCG y demostramos que la induccién de esta
via metabdlica es necesaria para la migracion celular a los ganglios linfaticos
drenantes. Respecto de este punto, un estudio reciente reportd que la
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capacidad migratoria de las DCs humanas CDIc* infectadas con BCG no
depende de la glicdlisis, sin embargo, estas conclusiones fueron extraidas
utilizando el inhibidor 2-DG, lo cual afecta no solo a la glicdlisis aerbbica, sino
al metabolismo de la glucosa, incluida su contribucién a la OXPHOS (Triglia et
al, 2023).

De forma interesante, se ha propuesto que la ausencia de una
inmunidad esterilizante inducida por las vacunas usadas contra la TB, como
lo es la BCG, podria deberse a la activacion retardada de las DCs y el
consecuente retraso en la presentaciéon antigénica y la activacion de
respuestas de células T CD4* inducidas por la vacunacién (Griffiths et al,
2016), en ese sentido, nuestros resultados podrian profundizar el conocimiento
sobre los factores que regulan la respuesta protectiva en el marco de la
inmunizacién por BCG. En los Gltimos anos, los estudios sobre la migracién de
las DCs en el contexto de la infeccién con BCG estuvieron enfocados en DCs
de la piel, debido a su relevancia para el trafico de Ags a ganglios linfaticos
en el contexto de la inoculacion de la cepa vacunal de forma subcutdnea
(Bollampailli et al., 2015). Sin embargo, no hay estudios hasta el momento que
evallen los mecanismos que regulan la migracion de las DCs que llevan BCG
a los ganglios linfaticos. En este aspecto, nuestros resultados son pioneros en
describir el vinculo entre la glicdlisis y la actividad migratoria de DCs
infectadas con BCG. Consideramos estos estudios, como los primeros
estudios mecanisticos para sentar las bases para otros modelos
fisiologicamente mas relevantes que nos permitan modular la actividad de
HIF1A sobre las poblaciones enddgenas involucradas en el proceso de entrega
de la bacteria a los ganglios.

Retomando el modelo experimental empleado en esta tesis, logramos
efectivamente transferir BMDC infectadas con BCG tratadas o no con el
inhibidor de HIF1A, y evaluar el impacto de una menor migracion de las BMDC
cargadas con BCG sobre la induccién de la respuesta adaptativa,
evidenciada como respuesta de los esplenocitos frente a la estimulacion in
vitro con iMtb. Nuestros resultados muestran que la inhibicién de HIFIA en
BMDC infectadas con BCG limita el nUmero de linfocitos CD4* productores de
IFN-y en el bazo a tiempos tempranos, sugiriendo un importante vinculo entre
la migracién dependiente del eje HIFIA/glicblisis en DCs y el inicio de la
respuesta de las células T. Esto se encuentra en linea con lo reportado por
trabajos previos, donde se demuestra que la magnitud y calidad de la
activacion de células T CD4* es proporcional al nUmero de DCs que alcanzan
los ganglios linfaticos (Celli et al., 2012; Martin-Fontecha et al,, 2003). Evidencia
que acompana a los hallazgos obtenidos en la primera parte, siendo que no
se observan diferencias en la frecuencia de linfocitos T CD4* productores de
IFN-y, pero si en valores absolutos, lo que propone que la inhibicidén de la
actividad de HIFIA no predispone la polarizacion de clones T hacia un perfil
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diferencial. Sin embargo, nuestros resultados son preliminares y se requieren
ensayos adicionales para extraer conclusiones mds precisas. Consideramos
que seria relevante para robustecer estos resultados:

Evaluar las células asociadas a BCG: a pesar de que estd mayoritariamente
aceptado que las DCs son las responsables principales de migrar desde el
sitio de infeccion a los ganglios linfaticos para presentar antigenos a las
células inmunes adaptativas, algunos estudios sugieren que otras células
inmunes como neutréfilos, monocitos y macréfagos contribuyen al trafico de
la BCG (Abadie et al,, 2005). Por lo tanto, con el fin de vincular directamente la
actividad migratoria de las DCs al inicio de la respuesta inmune adaptativa,
se necesita profundizar sobre la identidad de la poblacion celular encargada
del transporte de BCG a los ganglios linfaticos en el marco de la inmunizacion
subcutdnea.

Ampliar y profundizar el estudio del tipo de respuesta inmune inducida en los
ganglios drenantes y en el bazo: si bien no observamos diferencias en cuanto
al porcentaje de linfocitos T CD4* productores de IFN-y, es necesario expandir
nuestro andlisis a otras poblaciones efectoras, por ejemplo, a linfocitos T CD4*
polifuncionales-IFN-y*TNFa*IL-2*,  poblacibn  de  células  inducidas
predominantemente en esquemas de vacunacidn con BCG durante la
infancia, etapa donde la vacuna confiere proteccidn, y que correlaciona
negativamente con la inhibicién del crecimiento bacteriano in vitro (Smith et
al,, 2016). Asimismo, siendo que no hay correlatos de proteccién confiables,
seria deseable incluir otros pardmetros tales como ensayos de inhibicion del
crecimiento micobacteriano inducido por células de los ganglios linfaticos
y/o esplenocitos (MGIA, Jensen et al.,, 2017).

Ampliar la cinética de estudio: nuestros resultados muestran que al dia 19, se
observa un mayor nimero de linfocitos T CD4* productores de IFN-y en
aquellos ratones que recibieron BMDC infectadas con BCG, respecto de las
que recibieron BMDC previamente tratadas con un inhibidor de la actividad
de HIFIA. Sin embargo, es necesario incluir mds tiempos experimentales al
estudio. Esto permitiria determinar si aquellos ratones que recibieron las
BMDC tratadas con PX-478 presentan, por ejemplo, un aumento en el nUmero
de linfocitos T CD4* productores de IFN-y a tiempos mds tardios. Por otro lado,
seria importante incluir moduladores que estabilicen HIFIA e intentar anadir
tiempos mds tempranos para lograr detectar diferencias en el inicio de la
respuesta adaptativa.

En conclusién, los resultados de esta segunda parte del trabajo de tesis
doctoral proveen, aunque de forma preliminar, conocimientos acerca de
como la modulacién de las vias metabdlicas en DCs afecta el nexo entre la
actividad migratoria y el inicio de la respuesta inmune inducida por la cepa
vacunal BCG. Al realizar ensayos complementarios, consideramos que estos
resultados podrian tener implicancia en el mejoramiento del desarrollo de
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vacunas que confieran proteccién contra la TB durante la adultez, siendo que,
hasta el momento, no hay evidencia que relacione la velocidad a la cual se
desarrolla la inmunidad adaptativa en respuesta a BCG con su capacidad
protectora. Los resultados de esta investigacidon podrian aportar informacion
valiosa respecto a factores clave que puedan predecir proteccion.

Discusion de la tercera parte: estudio del mecanismo por los cuales la
glicolisis exacerbada en los monocitos de pacientes con TB
predispone a la generacion de DCs con menor capacidad migratoria

Como hemos mostrado en la primer parte de este trabajo, mientras
que la activaciéon del eje HIFIA/glicdlisis es necesario para que las DCs
adquieran un fenotipo migratorio, la activaciéon de esta via metabdlica en
monocitos de forma temprana puede actuar en detrimento de la capacidad
migratoria de las DCs diferenciadas subsecuentemente. Por lo tanto, el
objetivo de esta tercera parte de la tesis doctoral fue comenzar a elucidar los
mecanismos que subyacen a la glicdlisis exacerbada observada en los
monocitos durante la TB. La hipétesis de trabajo fue que el plasma de
pacientes con TB activa el eje HIF1A/glicélisis en monocitos.

En primera instancia, nuestros resultados muestran que la incubacion
de monocitos con un pool de plasma de pacientes con TB no afecta la
viabilidad de estas células. Ademds, no encontramos diferencias en cuanto
concentracidn de algunos metabolitos que podrian ser utilizado como fuente
de carbono por los monocitos. Durante los Gltimos afos, la abundancia de los
metabolitos se ha abordado con el fin de identificar biomarcadores durante
enfermedades que presentan una inflamacién crénica (Amaral et al.,, 2013; J.
M. Collins et al,, 2018; Langley et al,, n.d.; Tripathi et al., 2022a). En este sentido,
se ha reportado que diferencias en los niveles de metabolitos circulantes
puede influenciar la respuesta inmune innata a través de una
reprogramacion a nivel transcripcional (Tripathi et al,, 2022b). Si bien nuestros
resultados no muestran diferencias significativas en términos de
concentraciones de lactato, glucosa vy triglicéridos, seria optimo ampliar el
espectro de metabolitos evaluado.

Existe evidencia de que el plasma de pacientes con TB contribuye al
fenotipo inmunopatolégico que adoptan los monocitos durante el curso de la
enfermedad. Nuestro grupo de trabajo ha detectado en el pasado que existe
una asociacién entre la proporciéon de monocitos CD16*y los niveles de TNFa
en el plasma de pacientes con TB (Balboa et al,, 2011). Mas recientemente,
otros trabajos donde utilizaron monocitos de dadores sanos cultivados en un
medio suplementado con plasma de pacientes con TB o contactos cercanos
no sintomdaticos determinaron cambios la expresion de moléculas
coestimulatorias y en la fosforilacion de factores de transcripcion. Observaron
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que la exposicion al plasma de TB en estos monocitos aumentaba la
fosforilacion de tanto el transductor de sefial y activador de la transcripcién
(STAT) 3 como STAT 5 (Ahor et al, 2023; Harelimana et al, 2022). En este
sentido, nuestros resultados son los primeros en evaluar cémo el plasma de
pacientes con TB impacta en el fenotipo metabdlico de monocitos sanos.
Vimos que el plasma de pacientes con TB aumenta la actividad de HIFIA y la
produccién de lactato respecto de monocitos que fueron expuestos a
plasmas de dadores sanos. Al analizar el efecto del plasma a nivel de célula
dnica, encontramos que este efecto sobre la capacidad glicolitica ocurre
dnicamente en las poblaciones de monocitos CD16* recreando lo observado
en muestras de pacientes con TB durante la primera parte del trabajo.
Ademads, observamos que el plasma de pacientes con TB predispone a
monocitos de dadores sanos a diferenciarse, en presencia de GM-CSF e IL-4,
en DCs con una pobre actividad migratoria. En relacién con estos resultados,
diversos estudios han evaluado cémo el microambiente tuberculoso que
encuentran los monocitos al infiltrar el sitio de infeccidn condiciona su
posterior diferenciacién. Nuestro grupo en el marco del laboratorio
internacional asociado con el IPBS de Francia participd en la caracterizacion
de factores presentes en el microambiente tuberculoso que promueven la
adopcién de un perfil inmunosupresor en monocitos de dadores sanos
(Lostrucci et al, 2015). En particular, detectaron altos niveles de pSTAT3
acompafiado de un incremento en la expresion de CDI6 en los monocitos
expuestos al microambiente tuberculoso. De forma interesante, los monocitos
tratados con el medio condicionado de macréfagos infectados con Mtb eran
propensos a generar macréfagos antiinflamatorios productores de IL-10
(Lastrucci et al, 2015). Ademds, se ha observado que DCs diferenciadas en
presencia de suero de pacientes con TB exhiben un fenotipo alterado con una
baja capacidad de estimular células T alogénicas (B. Wu et al., 2008). En
particular, nuestro grupo de trabajo ha reportado que monocitos CDI16* no
logran adoptar un fenotipo de DCs de forma eficiente en presencia de GM-
CSF e IL-4, y que la expansion de las poblaciones CD16* de monocitos en
sangre periférica de pacientes con TB estd asociada al deterioro de la
generacion de DCs (Balboa et al, 2013a). Dichos datos destacan la
importancia de las poblaciones CD16* de monocitos en la inmunopatologia
de la TB y su posterior impacto en distintos tipos celulares una vez
diferenciados a partir de estos precursores. En relacion con lo antedicho,
nuestros resultados sugieren una promocién de la transicion hacia monocitos
no cldasicos, evidenciada por la adquisicidon del receptor CDI6 y la disminucion
de la expresidon de CD14, efectos que se producen en tan solo una hora de
exposicion al plasma de pacientes con TB a partir de monocitos cldsicos de
individuos sanos. Las células mieloides supresoras (MSC) comprenden
neutréfilos y monocitos activados patolégicamente con una potente
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actividad inmunosupresora. La activacion clasica de las células mieloides
tiene lugar en respuesta a patdégenos y dafo tisular y esta principalmente
gatillado por DAMPs, PAMPs y la activacién de receptores TLR. Sin embargo,
una activacién patolégica ocurre cuando existe una estimulacion persistente
del compartimiento de células mieloides debido a la presencia prolongada
de sefales inflamatorias como ocurre en patologias como cdncer,
infecciones o inflamacidon y enfermedades autoinmunes. En este aspecto,
aunque no es frecuente encontrar micobacterias circulantes en casos de la
TB pulmonar, se ha demostrado que existen Ags micobacterianos en el
torrente sanguineo (Ruiz-Sénchez et al, 2020). Estos Ags pueden ser liberados
por las micobacterias presentes en los pulmones a través de su sistema de
secrecidn, vesiculas producidas por Mtb, o bien por micobacterias muertas
que son liberadas por células inmunes necréticas o por vesiculas
extracelulares de células inmunes infectadas (Ruiz-Sénchez et al, 2020). En
este contexto, algunos de estos antigenos funcionan como ligandos para los
receptores TLR, como el ESAT-6 (C. Liu et al,, 2017) y el LAM (Brock et al,, 2020),
los cuales activan sefales a través de los TLR2/1 o TLR6 (Faridgohar &
Nikoueinejad, 2017). También se encuentra la proteina de choque térmico 65
(HsP65) (Flores et al, 2011), que sefaliza a través del TLR4. Ademds de la
participacion de los ligandos derivados de las micobacterias, se ha
observado un incremento en los niveles circulantes de LPS (un ligando del
TLR4) en pacientes con tuberculosis pulmonar avanzada (Feruglio et al., 2013;
Gallucci et al, 2021; Juffermans et al, 1998.). Por lo tanto, la exposicién cronica
de los monocitos a estas moléculas circulantes durante la TB podria explicar
la adquisicibn de un fenotipo inmunosupresor durante la enfermedad,
similares a los observados en MSC. De forma complementaria, se ha
demostrado que agonistas como Pam3CysSK4 y LPS promueven la glicdlisis
en monocitos a través de los receptores TLR2 y 4, respectivamente
(Lachmandas et al,, 2016), lo que probablemente contribuye a la activacién
prematura de la glicdlisis observada en los monocitos de pacientes con TB.
De forma interesante, nuestro grupo de trabajo ha descripto previamente que
los monocitos CD16* en sangre periférica de pacientes con TB presentan una
mayor expresion de los receptores TLR2 y TLR4 respecto de monocitos CDI16~
(Balboa et al., 2011), lo que podria indicar una mayor susceptibilidad de estas
poblaciones a ligandos circulantes y, por lo tanto, explicar una glicolisis
exacerbada Gnicamente en los monocitos CD16* durante la TB.

En este trabajo de tesis doctoral, decidimos enfocarnos en evaluar un
potencial rol de la activacion via el receptor CDI16 en promover la glicélisis en
los monocitos CDI6*. La familio de receptores Fc que se unen a IgG se
encuentra ampliamente expresada en células de origen hematopoyético y
consiste en un receptor inhibitorio y varios activatorios que difieren en
afinidad y especificidad para las distintas subclases de inmunoglobulinas. En
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células de la inmunidad innata, estos receptores definen un umbral para la
activacién celular por inmunocomplejos (Nimmerjahn & Ravetch, 2008).
Ejemplos importantes de respuestas efectoras reguladas por los receptores
Fc son el proceso de fagocitosis, la citotoxicidad dependiente de anticuerpos
y la liberacion de mediadores inflamatorios. La interaccion receptores Fc-
anticuerpos es influenciada por las citoquinas presentes en el microambiente,
las cuales impactan en los niveles de expresidn de receptores inflamatorios o
inhibitorios. En este sentido, se ha descripto la capacidad de citoquinas o
mediadores inflamatorios como IFN-y, TNF y LPS de aumentar la expresion de
receptores Fc activatorios, lo que podria representar una retroalimentacion
positiva que ocurre durante etapas crénicas de la enfermedad tuberculosa
(Nimmerjahn & Ravetch, 2006). Esto estd en linea con lo reportado en
monocitos de pacientes con TB, donde no solo presentan un incremento de la
expresion de CDI6, sino que también poseen mayores niveles del receptor Fc
de alta afinidad CD64 (Balboa et al., 2011; Gatti et al.,, 2020). Nuestros resultados
sugieren que el efecto del plasma de pacientes con TB sobre monocitos sanos
es dependiente de IgG, lo que podria explicar una mayor susceptibilidad de
las poblaciones CDI16*. Sin embargo, es necesario realizar estudios
complementarios para determinar si este efecto es mediado exclusivamente
por el receptor CDI6 o si otros receptores Fc se encuentran involucrados.
Asimismo, resta por conocer la naturaleza de los anticuerpos involucrados en
mediar el efecto a través del CD16. Consideramos que podrian ser anticuerpos
antimicobacterianos; sin embargo, en el caso de la TB, numerosos estudios
han reportado la deteccidn de autoanticuerpos como un epifendbmeno
asociado a la enfermedad (Belyaeva et al., 2022). Por lo tanto, también seria
valioso explorar esta posibilidad, especialmente, teniendo en cuenta que se
ignora por completo el papel de los autoanticuerpos en la fisiopatologia de la
TB.

Dentro de las perspectivas que consideramos relevantes para esta
seccién de resultados se incluye:
Estudio de la implicancia de receptores TLR y potencial desarrollo de
estrategias terapéuticas: Si bien se han desarrollado moléculas capaces de
inhibir la seAalizacion de los TLRs como terapias prometedoras para
enfermedades inflamatorias (Gao et al,, 2017), consideramos que un enfoque
que logre inhibir dicha sefalizacién en los precursores podria afectar la
funcionalidad de dicha via en las DCs diferenciadas, en las cuales hemos
demostrado que la activacion de la glicdlisis inducida por Mtb depende de
TLR2. Por lo tanto, proponemos intervenir en la modulacion de la sefializaciéon
de los TLRs, mediante la neutralizacién de los ligandos circulantes a través de
la transferencia de TLRs solubles. Estas proteinas solubles se consideran
estructuralmente idénticas a sus homoélogas unidas a la membrana, pero no
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participan en la via de sefializacién los TLRs, pero si reducen las respuestas
inflamatorias al competir con los TLRs por los ligandos (Henrick et al., 2016).
Evaluar como una glicélisis exacerbada en monocitos conduce a una pobre
diferenciacion en DCs: recientemente se ha reportado que un incremento en
la activacion de la glicélisis o OXPHOS correlaciona con cambios en la
metilacion del DNA en pacientes con TB, poniendo de manifiesto una
interaccion entre el metabolismo celular y modificaciones epigenéticas
(Abhimanyu et al, 2024). En este sentido, proponemos que la glicélisis afecte
al proceso de diferenciacion ya sea: A) induciendo cambios epigenéticos en
monocitos que lleven a la generacion de DCs aberrantes, por ejemplo,
promoviendo la transicién de monocitos de CD16™ a CDI16*, o B) generando
modificaciones epigenéticas que lleven a una activacién persistente de la via
glicolitica en monocitos. En relacidn con esta Gltima hipoétesis, se ha
demostrado que durante la diferenciacidn de monocitos a DCs en
condiciones normales, durante las primeras 24 hrs de estimulacion con GM-
CSF e IL-4, los monocitos presentan un incremento en su dependencia
mitocondrial, lo cual estd acompafado de una disminuciéon de la capacidad
glicolitica (Adamik et al., 2022). En este aspecto, la persistencia de la glicolisis
durante una inflamacidén crénica podria afectar el proceso de diferenciacion
a DCs.

En conclusion, los resultados de esta tercera parte del trabajo de tesis
doctoral proveen conocimientos acerca de los mecanismos por los cuales la
glicolisis exacerbada en los monocitos de pacientes con TB predispone a la
generacion de DCs con menor capacidad migratoria. La profundizacién de
estos mecanismos novedosos que agravan el cuadro patolégico de
pacientes con TB en estadios cronicos podria aportar enfoques innovadores
para mejorar estrategias preventivas y/o terapéuticas contra la TB.
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CONCLUSIONES

En las Mo-DCs expuestas a Mtb se produce un cambio metabdlico hacia la
glicdlisis aerdbica dependiente de la actividad del factor de transcripcion
HIF1A.

La glicélisis mediada por HIFIA es necesaria para la migracion eficiente de las
DCs a los ganglios linfaticos y repercute en la cinética de induccién de la
respuesta inmune adaptativa.

El deterioro de la capacidad migratoria de las DCs tolerogénicas estimuladas
por iMtb o de las DCs derivadas de pacientes con TB puede restablecerse
mediante la estabilizacién de HIFIA.

La TB se asocia a un aumento de la activacién del perfil glicolitico de los
monocitos CDI6* circulantes.

Esta activacién de la glicdlisis es dependiente de la IgG presente en el plasma
de pacientes con TB.

El estado glicolitico activado de los monocitos de pacientes con TB conduce
a la generacién de DCs con baja motilidad en respuesta a Mtb.
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