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RESUMEN. Antecedentes: Las proteinas de la familia CD1 participan en la respuesta inmune celular, presentan antigenos glicolipidicos y
activan linfocitos T-antigeno especificos. La identificacion de antigenos lipidicos en la pared celular de Mycobacterium tuberculosis, asi como
la presencia de linfocitos T restringidos a CD1 en pacientes con tuberculosis pulmonar sugiere que este sistema de reconocimiento participa
activamente en la respuesta inmune celular en contra del bacilo. El objetivo de este trabajo fue identificar el perfil de expresion de las isoformas
de CD1 en monocitos de sangre periférica de pacientes con tuberculosis pulmonar.

Material y métodos: Se obtuvieron muestras sanguineas de 20 pacientes con tuberculosis pulmonar y 20 individuos sanos. Aislamos células
mononucleadas y se incubaron con anticuerpos monoclonales dirigidos contra CD14, CD1a, CD1b, CD1d y HLA-ABC. Se analizaron mediante
citometria de flujo.

Resultados: Los pacientes con tuberculosis pulmonar mostraron mayor porcentaje de células CD14+ (monocitos) que expresan CD1b (5, igr 3-6)
comparado con individuos sanos (2, igr 1-3) (p = 0.0003). Con respecto a CD1a, CD1d y HLA-ABC no se encontraron diferencias significativas.
Conclusiones: Los pacientes con tuberculosis pulmonar tienen incrementada la frecuencia de monocitos CD1b+, lo que podria favorecer la
activacion de linfocitos T-antigeno especificos para mediar una respuesta inmune mas eficiente.
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ABSTRACT. Background: Proteins of the CD1 family participate in the cellular immune response and present glycolipid antigens to activate
antigen specific T lymphocytes. The identification of lipids antigens in the cell wall of Mycobacterium tuberculosis, as well, as the presence of
CD1-restricted T lymphocytes in patients with pulmonary tuberculosis; suggests that this system participates actively in the cellular immune
response against the bacillus. Our aim in this study was to identify the expression profile of CD1 isoforms in peripheral blood monocytes from
pulmonary tuberculosis patients.

Methods: Peripheral blood was obtained from 20 tuberculosis patients and 20 healthy individuals. Mononuclear cells were isolated and incubated
with monoclonal antibodies against to CD14, CD1a, CD1b, CD1d and HLA-ABC. Cells were analyzed by flow cytometry.

Results: Tuberculosis patients showed a greater percentage of cells CD14 + (monocytes) expressing CD1b (5, igr 3-6) when compared with
healthy individuals (2, igr 1-3) (p = 0.0003). Regard to CD1a, CD1d and HLA-ABC expression we did not find statistical significant differences.
Conclusions: Patients with pulmonary tuberculosis have high frequency of CD14+ CD1b+ monocytes, which would be able to activate antigen
specific T lymphocytes to induce a more efficient immune response.

Key words: Tuberculosis, monocytes, CDla, CD1b, CD1d.

INTRODUCCION

La tuberculosis pulmonar (TBp) es una enfermedad
infecciosa cuyo agente etiologico es el bacilo Mycobac-
terium tuberculosis (M. tuberculosis). De acuerdo con
la Organizacion Mundial de la Salud, en el afio 2008 se
identificaron 9.4 millones de casos nuevos y 1.3 millo-
nes de decesos, por lo que la TBp continda siendo un
problema de salud publica.! La identificacion de cepas
micobacterianas resistentes a multiples farmacos y la

coinfeccién con el virus de la inmunodeficiencia humana
son factores que agravan la situacion de la tuberculosis
a nivel mundial.? El desarrollo de la respuesta inmune
celular es fundamental para el control adecuado de la
infeccidn por M. tuberculosis, en ella participan diversas
poblaciones de células T, cada una con propiedades
Unicas y funciones especializadas.® Previo al descubri-
miento de la familia CD1, se consideraba que todos los
linfocitos T reconocian antigenos de naturaleza proteica,
los cuales eran presentados por las moléculas HLA (del

Este articulo puede ser consultado en versiéon completa en http://www.medigraphic.com/neumologia
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inglés human leukocyte antigen) clase | y clase Il. En
la actualidad, sabemos que existen linfocitos T que re-
conocen antigenos de naturaleza lipidica y glicolipidica
gue pueden ser presentados a través de las moléculas
de la familia CD1.#

La familia CD1 estd conformada por un grupo de
proteinas integrales de membrana tipo I, que estructu-
ralmente estan constituidas por una cadena pesada que
forma tres dominios extracelulares (¢1, a2 y a3); la cual
esta asociada de manera no covalente a la f2-micro-
globulina.® La familia CD1 esta integrada por 5 isoformas
denominadas: CD1la, CD1b, CD1c, CD1d y CD1e. Estas
proteinas se expresan en todas las especies de mami-
feros estudiadas; sin embargo, el perfil de expresion de
cada isoforma varia entre las especies.®” El humano
expresa las 5 isoformas de las proteinas CD1, mientras
gue los roedores sélo expresan CD1d.2 A excepcidn de
CD1e que tiene una localizacién intracelular, las otras
isoformas se encuentran en constante reciclaje entre
la membrana celular y los diferentes compartimentos
endosomales.® Las proteinas CD1 se clasifican en dos
grupos: el grupo 1, incluye a las isoformas CD1a, CD1b
y CDlc, las cuales se expresan preferencialmente en las
células presentadoras de antigeno profesionales, tales
como las células dendriticas. El grupo 2, incluye sola-
mente a CD1d y se expresa en varias células de origen
no hematopoyético.® Los principales antigenos lipidicos
presentados por las moléculas del grupo 1 incluyen &ci-
dos micdlicos y otros componentes de la pared de M.
tuberculosis.’® Para la molécula CD1d se ha identificado
a la alfa-galactosilceramida, glicolipido que deriva de la
esponja marina asi como algunos glicolipidos derivados
de Borrelia burgdorferi y Leishmania donovani .12

Previamente se describié que las poblaciones de
linfocitos T que reconocen antigenos glicolipidicos pre-
sentados por las isoformas CD1a, CD1b y CD1c pueden
ser CD4+, CD8+ o dobles negativos (CD4- CD8-), y
su participacion en la inmunidad antimicobacteriana
es relevante debido a su capacidad para lisar células
infectadas.®*3 Los antigenos glicolipidicos presentados
por laisoforma CD1d son reconocidos por una subpobla-
cion de linfocitos T llamados linfocitos NKT invariantes,
estas células participan en la respuesta inmune frente a
bacterias, virus y hongos debido a que secretan grandes
cantidades de citocinas como interferon gamma (IFN-
y), interleucina-2 (IL-2) y factor alfa de necrosis tumoral
(TNF-g).2418

En diversos estudios previamente publicados, se
ha descrito que si los monocitos de sangre periférica
provenientes de individuos sanos estan en contacto con
antigenos micobacterianos se modifica su capacidad
de diferenciacion y disminuyen su capacidad funcional,
lo cual podria limitar el desarrollo de una adecuada
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respuesta inmune celular.l®*'’ Por otro lado, Tentori et al
describieron en 1998 que cuando los monocitos eran
incubados con interleucina 4, factor estimulante de las
colonias de granulocitos y macréfagos, y rifampicina se
incrementaba la expresion de la molécula CD1b. Los
autores proponen que este antibiético ayuda, al menos
teéricamente, al desarrollo de una respuesta inmune
mas eficiente al favorecer la inmunidad celular mediada
por linfocitos T CD1b-restringidos.'®

Es posible que cambios en la expresion de estas
moléculas presentadoras de antigeno sea secundario a
un proceso infeccioso como la TBp, lo cual podria tener
como consecuencia modificaciones en la activacién de
linfocitos Ty NKT y por lo tanto, en la respuesta inmune
celular. Hasta la fecha, no se ha descrito si los pacientes
con TBp cambian la expresion de las moléculas CD1 en
monocitos de sangre periférica como una consecuencia
del proceso infeccioso. Por este motivo, en este estudio
nos propusimos analizar la expresién de estas proteinas
en pacientes con diagnéstico de TBp y compararlo con
individuos sanos.

MATERIAL Y METODOS
Pacientes

Se incluyeron 20 pacientes con diagnostico de TBp y 20
individuos sanos, durante el periodo de enero de 2008
a marzo de 2009. El diagnostico de TBp se sustent6
con base en la sintomatologia y corroboré mediante los
siguientes criterios diagndsticos: baciloscopia positiva,
radiografia de térax con datos sugestivos de TBp y cul-
tivo positivo para M. tuberculosis. Todos los pacientes
fueron casos nuevos y virgenes a tratamiento (clase 3
categoria | de acuerdo con los lineamientos de la So-
ciedad Americana del Térax), y no presentaban alguna
otra comorbilidad.® El grupo control estuvo conformado
por sujetos clinicamente sanos, con antecedentes de
haber recibido la vacuna de Calmette y Guérin (BCG)
al nacimiento y por ser PPD+. Todos los participantes
firmaron una hoja de consentimiento informado. Los
pacientes fueron evaluados en el Instituto Nacional
de Enfermedades Respiratorias Ismael Cosio Villegas
(INER), ciudad de México. Este protocolo fue autorizado
por el Comité de Bioética del INER, No. B32-08.

Reactivos

Ficoll-hypaque (densidadl1.07), azul tripano, albimina
sérica bovina fraccion 1V, p-formaldehido, azida de
sodio, cloruro de sodio, cloruro de potasio, fosfato mo-
nopotasico y fosfato disédico anhidro fueron adquiridos
de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). Los anticuerpos
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monoclonales contra las moléculas CD14 (clona M5E2),
CD1a (clona HI149), CD1b (clona M-T101), CD1d (clona
CD1d42) y HLA-ABC (clona G46-2.6) conjugados a dis-
tintos fluorocromos como isotiocianado de fluoresceina,
ficoeritrina o ficoeritrina Cy5 fueron provistos por BD
Biosciences (San José, CA, USA).

Obtencion de células mononucleadas e
inmunofenotipificacion

A partir de una muestra de 10 mL de sangre periférica
se obtuvieron las células mononucleadas (CMN) por
centrifugacién (Ficoll hypaque, densidad 1.07). Poste-
riormente, se resuspendieron en medio de cultivo suple-
mentado (RPMI 1640, HEPES 10 mM, L-glutamina 200
mM, antibiético 100 mM, aminoacidos esenciales 50X,
aminoacidos no esenciales 100X, piruvato de sodio 100
mM) y se evalud la viabilidad celular por el método de
exclusién del colorante azul tripano. Para la inmunofe-
notipificacién, las células se tifieron durante 30 minutos
con anticuerpos monoclonales dirigidos contra las
siguientes moléculas: CD14, CDla, CD1b, CD1d y HLA-
ABC (HLA clase ). Para cada una de las tinciones se
incluyeron los respectivos controles de isotipo y FMO
(del inglés fluorescense minus one). Posteriormente,
las células se lavaron con buffer salino-fosfato (PBS)
y se fijaron en paraformaldehido al 1%. Las muestras
fueron adquiridas en un citometro FACSAria (BD Bios-
ciences) y se analizaron con el programa FlowdJo (Tree
Star). Para el analisis se realiz6 un gréafico de puntos de
dispersién frontal (FSC, forward scatter) vs dispersion
lateral (SSC, side scatter), a partir del cual se selec-
cionaron las células positivas para el marcador CD14
y asi delimitar una ventana que presentara al menos
90% de células CD14+ (monocitos). A partir de esta
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region se analiz6 el porcentaje de células positivas para
HLA clase I, CD1a, CD1b y CD1d, mediante una gréfica
de tamafo celular contra expresion de las moléculas
mencionadas. Para el andlisis de la intensidad media
de fluorescencia (IMF) se realiz6 un histograma desde
la region de células CD14+, posteriormente se obtuvo
la mediana de expresién y finalmente se calculé la IMF
de expresion.

Analisis estadistico

Las variables continuas se expresan como mediana e
intervalo intercuartilar. Las proporciones se expresan
como porcentaje. Las diferencias entre dos grupos fueron
exploradas mediante una prueba U de Mann-Whitney. Se
consider6 como significativo a un valor de p < 0.05 a dos
colas. Los datos fueron analizados utilizando el programa
GraphPad (version 5.3) y Stata (versién 9).

RESULTADOS

Se incluyeron a 20 pacientes con diagnéstico de TBp (12
hombres) y 20 individuos sanos (9 hombres). La media
de edad en el grupo de pacientes con TBp fue de 40 +
20 afios, mientras que en el grupo control fue de 32 + 7
afnos (p = 0.09) (tabla 1).

Expresién de HLA clase | en células CD14+

La expresion de CD14 y HLA-ABC se evalué en CMN
totales. Las CMN fueron identificadas a partir de una
ventana hecha en un gréfico de puntos de dispersion
frontal (FSC, forward scatter) vs dispersion lateral (SSC,
side scatter), a partir de la cual se seleccionaron las
células positivas para el marcador CD14. Se documento6

Tabla 1. Caracteristicas demograficas.

Variable Sano (n = 20) Enfermo (n = 20) Valor de p
Edad (afios) 327 40 £ 20 0.0995
Género
Hombre 9 (45%) 12 (60%) 0.6838
Mujer 11 (55%) 8 (40%)
Tuberculosis No Pulmonar (75%), pleural (25%)
Tratamiento antituberculoso No No (90%) ler. Semana de tratamiento (10%)
Tratamiento con esteroides No No
VIH+ No No
Diabetes mellitus+ No No

El numero (n) total de individuos que formaron parte del estudio es indicado. La edad se muestra en promedio + desviacion estandar para
cada grupo. El valor de la probabilidad (p) se obtuvo con el andlisis estadistico U de Mann-Whitney. En el género se muestra el nimero de
individuos y entre paréntesis el porcentaje del total, para obtener el valor de p se realizé una prueba ANOVA.
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la frecuencia de expresion de la molécula HLA-ABC en
células CD14+ en pacientes con TBp comparado con el
grupo control (99%, 90-100 vs 99%, 80-100) (p = 0.9137)
[figura 1A, C]. Posteriormente, mediante un histograma
comparamos la intensidad media de fluorescencia para
la misma molécula y no identificamos diferencias esta-
disticamente significativas (p = 0.7972) [figura 1B, D].

Expresién de las isoformas de CD1 en células CD14+

La expresioén de las moléculas CDla, CD1b y CD1d se
evalu6 en CMN totales. Las CMN fueron identificadas a
partir de una ventana hecha en un grafico de puntos de
dispersién frontal (FSC, forward scatter) vs dispersion
lateral (SSC, side scatter), a partir de la cual se selec-
cionaron las células positivas para el marcador CD14.
Posteriormente, se realizé el andlisis de la coexpresién
de los marcadores CD14 vs CD1a, CD1b y CD1d. Com-
parado con el grupo control, los monocitos CD14+
provenientes de pacientes con TBp tuvieron una mayor
expresion de la isoforma CD1b (5%, 3-6 vs 2%, 1-3)
(p = 0.0003) [figura 2]. Sin embargo, no se identificaron
diferencias estadisticas significativas al comparar los
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valores obtenidos de pacientes con TBp vs individuos
sanos en la expresion de las moléculas CDla (1, 0.7-2
vs 0.8, 0.3-2, p = 0.3158) y CD1d (1, 0.5-2 vs 1, 0.8-2,
p = 8495) [figura 3].

DISCUSION

Los principales resultados de este trabajo son: 1) los
pacientes con TBp tienen una mayor expresion de la
molécula CD1b, y 2) los pacientes con TBp muestran
los mismos niveles de expresion de las moléculas HLA-
ABC, CDlay CD1d cuando se comparan con individuos
sanos.

Previo al descubrimiento del sistema de presenta-
cion de antigenos via CD1, se consideraba que todo
el reconocimiento de los linfocitos T estaba dirigido
contra pequefnos péptidos presentados por moléculas
del complejo principal de histocompatibilidad clase | y
clase Il (MHC por sus siglas en inglés). La identificacion
de moléculas capaces de presentar antigenos lipidicos
y de linfocitos T capaces de reconocerlos ha sido un
hallazgo que ha modificado nuestra comprensién sobre
la complejidad de la respuesta inmune celular. La na-
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turaleza de las moléculas presentadas por las distintas
isoformas CD1 va desde &cidos grasos simples hasta
glicolipidos mas complejos, incluyendo micolatos y
lipopéptidos.® Varios estudios previos demuestran que
las moléculas del grupo 1 (CDla, CD1b y CD1c) son
pobremente expresadas en monocitos provenientes de

individuos sanos; sin embargo, en este estudio hemos
identificado que los pacientes con TBp cursan con una
mayor frecuencia de monocitos CD14+ CD1b+.2°Este es
un hallazgo relevante ya que los linfocitos T, que reco-
nocen antigenos lipidicos presentados por esta isoforma
tienen la capacidad de secretar citocinas de tipo TH1
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gue son fundamentales para favorecer la eliminacion
del bacilo.?22En el caso de los pacientes con TBp des-
cartamos el efecto de la rifampicina sobre la expresion
de la molécula CD1 debido a que el grupo de pacientes
incluido se encontraba sin tratamiento antifimico o en
la primera semana del mismo.

Es posible que algunos pacientes con TBp presenten
una frecuencia incrementada de linfocitos T especificos
para antigenos lipidicos provenientes de M. tuberculosis
y que de esta manera participen en el desarrollo de una
adecuada respuesta inmune celular contra el bacilo.
Otra posible explicacién para este resultado es que la
expresion de CD1b sea parte de los mecanismos de de-
fensa del hospedero para eliminar a M. tuberculosis, ya
gue el reconocimiento de células infectadas, via CD1b,
por parte de linfocitos T CD8+ activaria mecanismos
citotéxicos que serian eficientes para limitar el proceso
infeccioso. Estas poblaciones de linfocitos T restringidos
a CD1 (grupo 1) ya han sido descritas con anterioridad
como importantes mediadoras de la respuesta inmune
innata ante diversos patdgenos.?24 No es sorprendente
identificar que los monocitos CD14+ de pacientes con
TBp no muestren una mayor expresion de la molécula
HLA clase | y las isoformas CD1a o CD1d, ya que pre-
viamente se habia descrito que algunos patégenos intra-
celulares como M. tuberculosis, Leishmania donovani o
Leishmania major, pueden regular de manera negativa la
expresién de moléculas de la familia CD1, lo que limita
el proceso de diferenciaciéon y maduracién de monocitos
hacia células dendriticas como un mecanismo de eva-
sion de la respuesta inmune.?2” Es importante recordar
gue M. tuberculosis ha desarrollado diversos mecanis-
mos de evasion de la respuesta inmune, uno de ellos
es interferir con la presentacion de antigenos via MHC
clase 11,22 moléculas que se expresan preferencialmente
en células presentadoras de antigeno profesionales y
Su expresién se incrementa gracias a la produccion de
IFN-y.2° En la infeccién crénica de los macrofagos por
M. tuberculosis se inhibe la presentacion de antigenos
restringidos a las moléculas clase Il, este fenédmeno
puede ser consecuencia de: 1) secuestro intracelular de
moléculas clase II; 2) disminucion en la expresién del
transactivador clase Il (CIITA, por sus siglas en inglés); y
3) inhibicidn en la sefalizacion intracelular dependiente
de IFN-vy.3°31 En infecciones por M. tuberculosis, a dife-
rencia de lo observado para MHC-II, se ha demostrado
que la expresion basal de moléculas MHC de clase
| en monocitos de sangre periférica provenientes de
pacientes con TBp no tiene valores diferentes a los que
provienen de sujetos sanos,*? resultado que concuerda
con nuestro hallazgo.

En cuanto a la expresion de la isoforma CD1b los
estudios in vitro no son concluyentes, en el afio 2001

Giuliani et al describieron que Mycobacterium bovis
BCG regula de manera negativa la expresion de CD1b
en macrofagos derivados de monocitos de individuos
sanos.®® Estudios posteriores sugieren que los lipidos
provenientes de M. tuberculosis si pueden incrementar
la expresion de la molécula CD1b por un mecanismo
dependiente del receptor tipo Toll TLR2.3* En este estu-
dio, nosotros hemos identificado ex vivo que la isoforma
CD1b es expresada en monocitos de sangre periférica de
pacientes con TBp, probablemente en consecuencia a
la exposicion de estimulos microbianos. Aunque desco-
nocemos cual es el estimulo antigénico micobacteriano
que en pacientes con tuberculosis induce la expresion
de CD1b, es posible que estos monocitos activen linfo-
citos T antigeno especificos para que participen en la
respuesta inmune celular contra M. tuberculosis lisando
a las células infectadas y, por lo tanto, controlando el
crecimiento micobacteriano.

Son necesarios mas estudios para identificar el com-
portamiento temporal de la expresion de las moléculas
CD1 en los monocitos, asi como su impacto en la acti-
vacién de la respuesta inmune celular una vez que los
pacientes con TBp han iniciado su tratamiento.
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