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RESUMEN

La Tuberculosis (TB), cuyo agente etioldégico es el bacilo intracelular M.
tuberculosis, afecta esencialmente al pulmén, donde puede producir desde algunas
pocas lesiones histicas hasta un cuadro de intensa inflamacién con gran destruccion
de parénquima. Dicha variacién en el grado de afectacién organica parece estar
relacionado con la respuesta inmune celular hacia la micobacteria, habida cuenta que
puede mediar tanto proteccion como patologia. Nuestros estudios previos han
indicado que los pacientes con TB se caracterizan por un desbalance
inmunoendocrino, con aumento en los niveles plasmaticos de citocinas pro y
antiinflamatorias y de cortisol, asi como una disminucién en los valores de DHEA. El
incremento de mediadores inflamatorios conlleva a que la estimulacion del sistema
endocrino desencadene una serie de condiciones desfavorables en el intento de
ejecutar un control de la respuesta inmune en curso. Al activarse el eje Hipotalamico-
Pituitario-Adrenal (HPA) se induce la liberacion de cortisol, el cual producira efectos
antiinflamatorios a nivel periférico, a la par que también actuara sobre el eje HPA,
inhibiendo su propia sintesis.

La activacion excesiva del HPA podria inducir en los pacientes con TB un
cambio en la permeabilidad del tracto intestinal que permite la translocacion de
endotoxinas al torrente sanguineo. En esta tesis se demostré6 que los pacientes
preferentemente con enfermedad avanzada, presentaron en circulacion niveles
elevados del componente principal de la membrana plasmatica de bacterias Gram-
negativas como lo es el lipopolisacarido). Estos hallazgos indicarian que la presencia
de esta endotoxina a nivel sistémico en conjunto con la coexistencia de citoquinas
inflamatorias contribuye a la inflamacion cronica subyacente en la patogenia de la TB

progresiva.



Dado este contexto, el cortisol al ejercer su funcion antiinflamatoria juega un
papel crucial en el control de la respuesta inmune. Es asi que, una sensibilidad
reducida a esta hormona podria afectar la respuesta contra la bacteria
desencadenando una respuesta inflamatoria exacerbada, causando dafio tisular. En
pacientes con TB, ademas del incremento de cortisol plasmatico, al estudiarse la
expresion del receptor para Glucocorticoides (RG) se observo que la isoforma que
media sus funciones bioldgicas el RGa, no modificaba sus niveles de expresion en
tanto que RGp, el cual seria un dominante negativo de la actividad del cortisol, estaba
aumentada, llevando a una disminucion en la relacion entre ambas isoformas
(RGa/RGP). Esta disminucidén sugiere que las células presentan una menor capacidad
de respuesta celular a los GCs endégenos. En funcion de esta hipétesis se llevo
adelante un ensayo funcional in vitro en el cual las células de los pacientes con TB
mostraron una menor sensibilidad al accionar de los GCs, lo cual se podria traducir
en una disminucion en la capacidad de suprimir la inflamacion.

Por otra parte, se estudié la expresion de diferentes genes regulados por el
RG, encontrando que los pacientes con formas progresivas de TB, particularmente
los casos severos, se caracterizan por una expresidon aumentada de genes
antiinflamatorios (ANXA1 e inhibidores de NF-kB), asi como de IL-18 y de la isoforma
RGR, conjuntamente con la disminucion de la capacidad proliferativa especifica. Estos
hallazgos indican que el cortisol modularia un cierto perfil transcripcional de acuerdo
al grado de compromiso pulmonar de la TB, en un intento del todo no eficaz de reducir
el proceso inflamatorio desencadenado por la respuesta celular especifica ante el

patogeno.



Finalmente, con el objetivo de comparar la respuesta inmunoenddcrina tanto
en el sitio de la infeccibn como a nivel sistémico se estudid el mismo perfil
transcripcional de genes regulados por el receptor de glucocorticoides que en
pacientes con tuberculosis pulmonar. Es asi que, en el sitio local de la infeccion se
encontré una disminucion en la concentracion de cortisol y un aumento de las
citocinas inflamatorias. Estos mediadores inmuno-endocrinos podrian influir en el
contexto celular al enviar diferentes sefiales que determinan un dado perfil
transcripcional de genes regulados por el receptor de GCs. La regulaciéon génica
mediada por el RG es dependiente de su ligando por lo tanto la biodisponibilidad del
cortisol en el sitio de la infeccion podria influir en la regulacién transcripcional. Otro de
los hallazgos indica que el incremento de la isoforma alfa podria ocurrir para captar
las moléculas de cortisol disponibles en este sitio.

En su conjunto, estos hallazgos demuestran que el desbalance
inmunoendocrino, caracteristico de los pacientes con TB severa, entraria en un
circulo vicioso que retroalimentan la cronicidad de la patologia. La resistencia a los
GCs enddgenos favoreceria una regulacion ineficiente de la respuesta inmune en

Curso, quizas necesaria en la relacion a la eliminacion del bacilo/dafio tisular.
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Introduccion

1 INTRODUCCION

1.1. Tuberculosis

La Tuberculosis (TB) es una enfermedad infecciosa contagiosa que se
transmite entre individuos por via aérea. A nivel mundial es una de las enfermedades
de mayor incidencia, y se estima que cada siete minutos una persona es infectada
con Mycobacterium tuberculosis (Mtb), su agente etioldgico, lo que corresponde a un
cuarto de la poblacién mundial. Sin embargo, la mayoria de estos individuos no
desarrollara la enfermedad, e incluso algunos de ellos lograran eliminar el patégeno.
El principal 6rgano afectado en esta patologia es el pulmén, aunque también es
posible que impacte en otros 6rganos, como los rifiones, intestino, el cerebro, entre
otros (TB extrapulmonar)’.

La micobacteria convive con el género humano desde la antiguedad. Estudios
arqueolégicos han hallado fragmentos de ADN micobacteriano en tejidos de
pulmones provenientes de momias egipcias que datan del Reino Nuevo (alrededor de
1550-1080 A.C.)?3. La historia evolutiva de este patégeno indica que surgié hace unos
70.000 afios A.C. y fue evolucionando en paralelo con los seres humanos*. La larga
historia de la enfermedad esta claramente entrelazada no s6lo con la compleja
naturaleza de la patologia, sino que ha sido influenciada por los principales cambios
demograficos, epidemioldgicos y culturales como la agricultura, la industrializacion y
la globalizacién, mostrando una evolucion mutua entre el patégeno y la cultura
humana®.

Sin dudas, la pandemia por coronavirus 2019 (COVID-19) ha impactado de
diversas formas en la TB, tanto en su control como en su prevencion. La pandemia
causoé interrupciones sustanciales en los sistemas de atencién médica, incluidos los
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programas de TB, lo que condujo a una limitacién al acceso de los servicios
sanitarios®. Como consecuencia, a nivel mundial aumenté un 3.6% la tasa de
incidencia de TB (nuevos casos por 100.000 habitantes/afio) entre 2020 y 2021, para
asi revertir el descenso que se venia logrando en dicha tasa, de alrededor del 2% por
afio durante la mayor parte de las dos décadas anteriores. También se estima que la
TB resistente al tratamiento especifico incrementd entre 2020 y 2021, con 450.000

casos nuevos de TB resistente a rifampicina en 20217.

1.1.1 Tuberculosis en Argentina

En Argentina, la TB es un importante problema de salud publica que afecta
principalmente a personas jovenes cuyas condiciones de vida distan de ser las
adecuadas, con un consecuente estado de estrés e inmunosupresion. Segun el ultimo
boletin oficial publicado por el Ministerio de Salud de la Nacion Argentina, en 2020 se
notificaron 10.896 casos de TB, de los cuales el 77% de los diagndsticos fue de
localizacion pulmonar. La poblacién de 15 a 44 afios fue quien en su mayoria contrajo
la enfermedad (62%), con los varones como los mas afectados por esta patologia. En
cuanto a la distribucion geografica, la provincia de Buenos Aires y la Ciudad Autonoma
de Buenos Aires (CABA) reportaron el mayor numero de casos de TB a nivel del pais
(66%). En Argentina, la TB es una enfermedad de denuncia publica, siendo la
provincia de Salta la que exhibe la de tasa de notificacion total mas alta (42.4 por cada
100.000 habitantes), y la mas baja correspondiendo a La Rioja (2 por cada 100.000
habitantes)®.

Las regiones altamente urbanizadas como la Provincia de Buenos Aires y
CABA presentan una gran densidad poblacional, hecho que podria atribuirse la alta
incidencia y transmisién de la enfermedad®. Concretamente, en Argentina, la tasa de

incidencia de casos de TB aparece estar asociada a un contexto social y econémico
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desfavorable’®. Este contexto implica a personas que habitan hogares con
necesidades basicas insatisfechas y en condiciones de hacinamiento, lo cual conduce
a un mayor contagio y a un aumento en las probabilidades de desarrollar una TB
activa. Asi, la pobreza es un factor determinante en la incidencia de la TB en nuestro

pais.

1.1.2 Transmisién y sintomas de la Tuberculosis

El reservorio natural del patégeno es el ser humano, no solo el enfermo sino
también el sujeto sano infectado con Mtb. Cuando la TB se localiza en el pulmon,
aquellos que cursan la enfermedad activa podran diseminar el bacilo, ya que, al toser,
hablar o expectorar eliminaran pequefias gotas de saliva (gotas de Flligge) que
contienen bacilos, los cuales podran ser aspirados por otros individuos. Los factores
determinantes del contagio incluyen la localizacion de la TB (pulmonar o no), ciertas
caracteristicas de la enfermedad como mayor o menor cantidad de bacilos en el
esputo, la duracion y frecuencia del contacto entre la persona sana y la enferma,
factores del ambiente en que ocurre el mismo (inadecuada ventilacion) y las
condiciones de salud del individuo expuesto (inmunodepresion, nutricidn,
enfermedades concomitantes como por ejemplo la diabetes). Si bien es posible el
contagio tras un unico contacto, gran parte de las infecciones se producen por una
exposicidon sostenida en el tiempo. No obstante, la mayoria de las personas que se
infectaran con la micobacteria podran controlar la infeccién y no desarrollaran la
enfermedad. Entre quienes se enfermaran de TB, el 80% manifestara la enfermedad
durante los dos primeros afos posteriores al primer contacto con el bacilo
(primoinfeccion).

La TB pulmonar representa alrededor del 80 al 85% del total de los casos

activos. Se manifiesta con signos respiratorios como tos seca (a veces con esputo
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sanguinolento), dolores toracicos, debilidad, pérdida de peso, fiebre y sudoracion
nocturna. La TB también puede presentarse bajo la forma extrapulmonar, estando
mas en aquellos grupos poblacionales que se encuentran inmunosuprimidos. La
tuberculosis extrapulmonar es el resultado de la infeccion por Mtb en diversos
organos, pudiendo afectar a los ganglios linfaticos, la pleura, el cerebro, el tracto
gastrointestinal, entre otros''. La Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) ha
reportado que en el 17% de los casos diagnosticados de TB la infeccion ocurre en
sitios anatémicos distintos a los pulmones, siendo las formas mas frecuentes la
pleural y la ganglionar, seguidas por la genitourinaria’.

En lo que concierne a la TB pleural (TBPL), es importante considerar que la
pleura es una membrana serosa conformada por una monocapa de células
mesoteliales que cubre la pared toracica y los pulmones en las superficies parietal y
visceral, respectivamente. Entre ambas capas hay un espacio lubricado llamado
cavidad pleural, que facilita los movimientos respiratorios de los pulmones y ayuda a
evitar la friccion. La TBPL se puede desencadenar debido a la propagacién de la
infeccién del pulmon hacia la cavidad pleural o puede estar asociada a la reactivacion
de la enfermedad’?. Cuando Mtb accede al espacio pleural, la pleura responde con
una vigorosa respuesta inflamatoria asociada a la formacion de un exudado de
glébulos blancos y proteinas, que genera dolor toracico y suele ser este uno de los

principales motivos de consulta’s.

1.1.3 Diagnéstico y algunas consideraciones

El diagndstico de TB implica la identificacidon del agente causal en muestras de
expectoraciones, secreciones organicas o de tejidos. La placa de térax es un
elemento complementario, pero no definitivo para la identificacién de esta patologia,

no soélo porque es imposible discriminar con certeza las lesiones activas de las
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inactivas, sino también porque es poco especifica ya que las imagenes radiolégicas
que genera la TB (infiltrados, nédulos, cavidades, fibrosis y retracciones) pueden ser
producidas por otras patologias respiratorias y enfermedades sistémicas™. No
obstante, la radiografia de torax sirve como instrumento en la clasificacion del grado
de compromiso pulmonar presentado por los pacientes. La baciloscopia es la técnica
diagndstica mas practica y la mas utilizada en los paises en desarrollo. Identifica la
presencia de bacilos acido alcohol resistentes, directamente de la muestra de esputo
mediante la tincion clasica de Ziehl-Neelsen®.

También estan los llamados IGRA (interferbn gamma release assays), que
detectan la liberacion de Interferon Gamma (IFN-y) por los linfocitos en respuesta a
antigenos micobacterianos especificos, que suelen utilizarse como ayuda en el
diagndstico de infeccidn latente y de enfermedad tuberculosa.

La OMS recomienda la utilizacion de una prueba rapida Xpert®MTB/RIF, que
permite detectar cepas del complejo Mtb y resistentes a rifampicina mediante la
técnica de PCR en tiempo real (RT-qPCR). Es una técnica rapida (resultados en 2h)
y eficiente que permite instaurar el tratamiento mas tempranamente. Sin embargo,
presenta sus limitaciones ya que un resultado positivo no indica necesariamente la
presencia de microorganismos viables':16.

Respecto a la TBPL, la presencia del derrame pleural (DP) generalmente es la
primera sospecha de la existencia de la enfermedad. El diagndstico de la existencia
de DP no reviste gran dificultad y se basa en la exploracion fisica y la comprobacion
con técnicas de imagen, como la radiografia simple de térax. Cuando se presenta un
DP se debe determinar su causa. La busqueda de la etiologia comenzara con la
anamnesis y exploracion quimico fisica y continuara con la toracocentesis diagndstica

que diferenciara los DP en trasudados y exudados.
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Si es un trasudado, ello indica que la pleura esta sana y que el derrame es
causado por un desequilibrio hidrostatico, efecto de una enfermedad de otro 6rgano,
de manera que no se justifica continuar haciendo examenes dirigidos a la pleura. Si
es un exudado, en cambio, el estudio del liquido pleural va a orientar sobre la etiologia
y el prondstico.

Para la identificacion en el laboratorio de trasudados y exudados el método
mas difundido es la aplicacidn de los criterios de Light, en donde se establece que la
presencia de cualquiera de las tres caracteristicas siguientes indica que el DP es un
exudado: razon entre proteina pleural y sérica > 0,5; Nivel de lactato deshidrogenasa
(LDH) pleural > de 2/3 del limite superior normal del suero; razén LDH pleural/LDH
sérico>0.6"". El diagndstico definitivo de pleuresia tuberculosa se consigue con el
aislamiento del bacilo en esputo o especimenes de pleura, o por el hallazgo de
granulomas caseosos en la biopsia pleural3. Los criterios de diagndstico de TBPL
dependen del cultivo de bacterias y la histopatologia, pero la sensibilidad diagndstica
es limitada y consume mucho tiempo'8. Por lo tanto, ante esta dificultad, se han
planteado otras técnicas diagnosticas que incluyen a la cuantificacion de IFN-y y la

de Adenosina desaminasa’®29,

1.1.4 Prevencién y Tratamiento

La inmunizacién profilactica es una estrategia clave para reducir la incidencia
de la TB. La vacuna BCG, creada hace mas de cien anos, es la Unica aprobada hasta
el momento?!. Se prepara a partir de cultivos vivos atenuados de una cepa de
Mpycobacterium bovis que ha perdido su virulencia tras cultivos sucesivos,
manteniendo su poder antigénico. La misma se aplica a neonatos y lactantes en
regiones de todo el mundo donde la tasa de morbilidad por TB es alta, siguiendo las

indicaciones del programa de expansion de inmunizacion de la OMS. Se ha

6



Introduccion

documentado su efecto protector en nifios contra la meningitis tuberculosa y la TB
diseminada, sin embargo, no evita la infeccidn primaria y, lo que es mas importante,
no previene la reactivacion de la infeccidn pulmonar latente, la principal fuente de
propagacion del bacilo en la comunidad??. El efecto de las vacunas BCG en la
transmision de Mtb es, por consiguiente, limitado.

Hasta tanto se disponga de una mejor vacuna para prevenir la TB, la lucha
contra la propagacion de esta enfermedad continuara basandose en los instrumentos
disponibles actualmente: el diagnodstico temprano, la terapia supervisada y el
tratamiento preventivo adecuado, asi como en medidas de salud publica y de lucha
contra la infeccion.

La TB es una enfermedad cronica en esencia, aunque se puede lograr la
curacion si se cumple con el tratamiento adecuado. Existen medicamentos de primera
y segunda linea. Los medicamentos de primera linea, principales, o esenciales son:
Isoniacida, Rifampicina, Pirazinamida, Estreptomicina y Etambutol. Estos farmacos
son efectivos en la mayoria de los casos y logran la curacién de los pacientes en un
periodo de seis meses o mas, de acuerdo con la severidad de la enfermedad, asi
como el estado clinico del paciente. Los medicamentos de segunda linea o
subsidiarios se utilizan en caso de reacciones adversas y resistencia a farmacos
tradicionales’. Ademas de la antibidtico-terapia es importante la informacion,
supervision y apoyo del paciente por un agente sanitario o un voluntario capacitado
para el cumplimiento terapéutico, ya que puede ser dificil de sostener y, como
consecuencia, la infeccion puede progresar. Los medicamentos antituberculosos
corrientes se han utilizado por décadas y la resistencia a ellos esta aumentando. Por
su parte, la TBPL es un proceso que, en la mayoria de los individuos puede resolverse

espontanea y favorablemente sin tratamiento especifico, entre los 2-4 meses, Sin
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embargo, hay una probabilidad de un 50% de desarrollar una TB pulmonar en los
siguientes 5 anos del cuadro pleural. Es por ello que el tratamiento de la TBPL
persigue como objetivo prevenir el desarrollo subsecuente de una TB activa, a la par
de disminuir los sintomas de la enfermedad en el paciente. Se recomienda
basicamente, el mismo criterio de administracion de drogas y tratamiento utilizados

en la TB pulmonar'23,

1.2 Patofisiologia de la Tuberculosis

Una caracteristica central de la patogénesis de la TB es la capacidad del
organismo causante, Mtb, de sobrevivir en diversos entornos intracelulares dentro de
una variedad de poblaciones de células mieloides. El resultado de la infeccion por la
micobacteria esta determinado por la genética del hospedero, las comorbilidades, los
factores ambientales y la virulencia de la bacteria. El establecimiento de la infeccion
es conducido por las diferentes estrategias que utiliza la bacteria para resistir y
desactivar los mecanismos de defensas que son gatillados por los macrofagos y los
neutrdfilos ante la infeccidn?42%, Mtb también infecta a las células presentadoras de
antigenos (CPA) profesionales, las células dendriticas (CD), que viajan a los ganglios
linfaticos drenantes y activan a las células T, las cuales migran al pulmén infectado.
Este proceso conlleva varias semanas, pero una vez que se desarrolla una respuesta
inmune (RI) adaptativa efectiva, las células T, células B y macrofagos activados
forman el caracteristico granuloma, que es una estructura definida que permite
establecer el control bacteriano. En la mayoria de los casos, la replicacion bacteriana
se contiene y la respuesta inflamatoria disminuye, lo que conduce a la TB latente. Las
personas con TB latente tienen una Rl adaptativa a Mtb, pero no presentan sintomas,
bacilos cultivables ni manifestaciones de la enfermedad. La TB latente probablemente

engloba un espectro de resultados que incluye la eliminacion bacteriana y la
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enfermedad subclinica, aunque actualmente no hay forma de distinguir entre
individuos que eliminaron la infeccion y aquellos que albergan bacilos viables?.
Aproximadamente, del 5 al 10% de las personas infectadas desarrollaran TB
activa, ya sea por infeccidn primaria progresiva o 'reactivacion', que puede ocurrir
mucho después de la infeccion inicial?’. En la reactivacion, la TB se desarrolla en el
contexto de una Rl adaptativa previamente 'exitosa' (aunque no esterilizante). Existen
muchas manifestaciones posibles de la enfermedad, desde enfermedad pulmonar
cavitaria hasta infeccion focal que involucra casi cualquier sistema de 6rganos, hasta
infeccion ampliamente diseminada. La enfermedad pulmonar cavitaria es la mas
comuny, es importante destacar que las personas con lesiones cavitarias son quienes

mas liberan patdégenos al ambiente y, por ende, los mayores propagadores de la TB.
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Figura 1: Ciclo de vida de Mycobacterium Tuberculosis
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Mycobacterium tuberculosis se transmite a través de aerosoles provenientes de individuos
con infeccién pulmonar activa a individuos sanos. La bacteria infecta inicialmente a los
macréfagos alveolares y luego se propaga a diferentes tipos de células, como otros
macrofagos, células dendriticas y neutrdfilos. Las células dendriticas llevan los antigenos a
los ganglios linfaticos, donde se activan los linfocitos T especificos para el antigeno. Estos
linfocitos luego migran al sitio de la infeccién y son esenciales para controlar la bacteria y
prevenir su diseminacion. Con una respuesta inmune adaptativa efectiva, la mayoria de los
infectados desarrollan una infeccion latente, que puede variar desde una infeccién
esterilizada hasta una enfermedad subclinica. Sin embargo, aproximadamente el 5-10% de
los infectados desarrollaran TB activa, principalmente en forma de enfermedad cavitaria en
los pulmones. La transmision de la enfermedad ocurre principalmente a través de individuos
con enfermedad pulmonar cavitaria.

10



Introduccion

1.3 Respuesta inmune contra Mycobacterium tuberculosis

Como ya fuera dicho, Mtb ha podido co-evolucionar con los seres humanos al
lograr establecer un delicado estado de equilibrio entre el control inmunolégico del
hospedero y los diferentes mecanismos de evasion. La infeccion por Mtb inicia su
camino tras la inhalacion de microgotas de saliva que contienen a la bacteria por parte
de un individuo con TB pulmonar activa y su posterior inhalacion por un individuo no
infectado?, Mtb ingresa por el tracto respiratorio hasta el pulmén donde finalmente es
depositado en los alvéolos?®. Una vez alli, la micobacteria entra en contacto con la
mucosa de las paredes de los alvéolos, las células epiteliales y los macréfagos
alveolares (MA). Los macréfagos constituyen la primera linea de defensa contra el
patdogeno, debido a que pueden detectar y fagocitar a la bacteria e inducir
mecanismos microbicidas®’. En la etapa inicial de la infeccion, Mtb, dentro de los
macréfagos, accede a los acidos grasos y al colesterol del individuo®!, lo que
constituye un nicho nutricionalmente permisivo favoreciendo su crecimiento y
supervivencia®*32. Asimismo, las CDs3? y las células epiteliales tipo Il también pueden
fagocitar a la micobacteria343%.

Dado que los MA infectados son capaces de migrar hacia el intersticio
pulmonar®®, se instala la infeccion en el tejido periférico seguido del reclutamiento de
monocitos sanguineos que se diferencian en distintas subpoblaciones de células
mieloides, incluidas las CD y los macrofagos derivados de monocitos®’. Los diferentes
linajes de los macréfagos responden de manera diferencial a Mtb, tal es el caso de
los macrofagos intersticiales (M), que se ubican en las regiones alveolares
intersticiales o peribronquiales®3%, Estos macrofagos son capaces de inhibir con
mayor eficacia el crecimiento bacteriano y comprometer la glicolisis para producir

activamente citocinas inflamatorias como la interleucina 1 beta (IL-1B) y factor de
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necrosis tumoral alfa (TNF-a)?*. Con el paso del tiempo tras la infeccion, los bacilos
comienzan a diversificar su nicho al infectar diferentes células, como neutréfilos, CDs
y distintas poblaciones de macrofagos que varian en su capacidad para eliminar y
destruir las bacterias ingeridas*°.

NEUTROFILOS

Respecto a los neutrofilos, a pesar de que utilizan una variedad de
mecanismos efectores para erradicar al patdbgeno, como la fagocitosis, la citotoxicidad
celular dependiente de anticuerpos, la desgranulacion y la produccién de especies
reactivas de oxigeno (ROS), Mtb puede sobrevivir dentro ellos al inducir el programa
de muerte celular por necrosis*!. De este modo se establece un circulo vicioso de
infeccion sostenida que incluye la absorcion de células necréticas infectadas por otros
fagocitos, el crecimiento de Mtb en ellas y la infeccion perpetuada.

Otra estrategia que emplean los neutréfilos es la formacion de trampas
extracelulares (NET), compuestas por ADN que encierra altas concentraciones de
agentes antimicrobianos (como elastasa, proteinas granulares y mieloperoxidasa),
para degradar a la bacteria®?. Si bien las NET evitan la propagacion del bacilo, no son
capaces de destruirl*>#4, La presencia de NET puede ser beneficiosa para contener
la infeccion y activar a los macrofagos a producir citocinas proinflamatorias y
quimioatractantes*®, aunque puede ser perjudicial para el hospedero, ya que pueden
causar dafos en el tejido pulmonar®®, conducente a una eliminacion deficiente de la
infeccion y al mismo tiempo extiende aun mas la zona de inflamacion generando
mayor dafio tisular®.

MACROFAGOS

Los macréfagos son los principales reguladores de la inflamacién durante la

respuesta a la infeccion, al actuar como un puente entre la inmunidad innata y la
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adaptativa monitoreando el microambiente a través de una variedad de receptores de
superficie e intracelulares. Mediante tales receptores pueden detectar distintos
patrones moleculares asociados a patégenos (PAMPs) y activar diferentes estrategias
antimicrobianas. Estos receptores que incluyen al tipo Toll (TLR), tipo lectina C, tipo
NOD vy la sintetasa de GMP ciclico-AMP-estimulada (cGAS)-STING son capaces de
responder a Mtb activando respuestas transcripcionales en los macrofagos. La
deteccion de PAMPs por los TLR2 y los receptores tipo lectina C activan la
sefalizacion del factor de transcripcion nuclear kappa B (NF-kB), aumentando la
produccion de citocinas proinflamatorias, como TNF-a y IL-6, al igual que IL-1B e IL-
18. En el contexto de un estado proinflamatorio se activa la capacidad intrinseca de
los macréfagos para generar ROS, conducente a la maduracion del fagosoma
resultando en un aumento de la actividad microbicida*’-48.

Otros tipos de receptores como los Fcy, los del complemento y los carrofieros
(scavenger) contribuyen con los mecanismos de defensa del hospedero al promover
la captacion de micobacterias*®. Una vez que las bacterias son internalizadas, los
macroéfagos tienen muchas formas de eliminarlas: restriccion de nutrientes esenciales,
como el hierro; intoxicacion con metales pesados; produccion de péptidos
antimicrobianos; generacién de ROS e intermediarios reactivos de nitrégeno; y
acidificacion progresiva del fagosoma y fusion lisosomal®.

Si bien se sabe que los macréfagos presentes en los pulmones exhiben varios
subtipos de diferentes origenes de desarrollo y/o linajes, muchos estudios indican que
la infeccion por micobacterias también puede influir en su polarizacién. Los
macréfagos son una poblacion celular compleja con un alto nivel de plasticidad®!, en

donde el patdégeno aprovecha esta heterogeneidad propia de las poblaciones de
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macrofagos en su propio beneficio al alterar la secrecidn de citocinas e inducir
modificaciones epigenéticas®?53,

Esta ampliamente establecida la existencia de dos tipos de macréfagos: los
activados de manera clasica (M1) que se diferencian en respuesta a la sefal de
diversas citocinas, o los activados de modo alternativo (M2)**. Los M1, inducidos por
la secrecion de citocinas de los LT colaboradores de tipo 1 (Th1), fundamentalmente
IFN-y, son capaces de destruir a la bacteria y a su vez producir citocinas inflamatorias
como TNF-q, IL-1B, IL-12 e IL-235%. Mientras que los M2, inducidos por citocinas de
los LT colaboradores de tipo 2 (Th2), como IL-4 e IL-13, sintetizan citocinas
antiinflamatorias (IL-10, Factor de crecimiento transformante beta-TGF-§3), carecen de
actividad antimicrobiana y poseen una baja actividad presentadora de antigenos®®.
Sin embargo, no todos los macréfagos que participan en la infeccion por Mtb se
ajustan al fenotipo M1 y M2, pudiendo existir otras poblaciones de macréfagos
relevantes y potencialmente contributivos en la inmunopatogénesis de la TB.

Una de las citocinas mas relevantes dentro de los mecanismos efectores de
los macrofagos es la IL-1B, que cumple funciones protectoras para el organismo
durante las etapas iniciales de la TB. Sin embargo, a medida que la enfermedad
progresa, puede potenciar la produccién de eicosanoides proinflamatorios, lo que
resulta en una afluencia de neutréfilos y una exacerbacion de la patologia tisular®’.
También, Mtb induce la acumulacién de acidos grasos y colesterol en gotas lipidicas
mediante la modulacion de la expresion de factores del hospedero como PPARa®8
para luego utilizarlas como fuente de carbono y para generar lipidos de virulencia
necesarios para la patogénesis®-%'. Por lo tanto, los macrofagos responden a la
infeccion cambiando su metabolismo y Mtb aprovecha estos cambios para su

beneficio.
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CELULAS NATURAL KILLER

Las células NK son linfocitos innatos granulares que poseen una capacidad
citolitica potente. Las NK actuan temprano durante la infeccion y no estan restringidas
por el CMH®2, No obstante, estas células utilizan mecanismos muy particulares no
dependientes del antigeno para ejercer funciones efectoras. Las células NK son
capaces de reconocer varios componentes de la pared celular de Mtb, como los
acidos micdlicos, a través del receptor de citotoxicidad natural, NKp4463. En un
estudio se observd que una reduccién en el numero de NK o en la expresion de
marcadores de activacion se correlaciona con la pérdida de control y la transicion
hacia TB activa®. Estos resultados indicarian que las células NK estan implicadas en
la defensa del individuo contra el patdgeno. Ademas, mediante la activacién de
macrofagos, las NK indirectamente pueden controlar el crecimiento de las
micobacterias. Otra estrategia que utilizan las NK para eliminar a las células
infectadas con Mtb son los mecanismos citotoxicos, que incluyen la produccién de
granulos citoplasmaticos que contienen perforina, granulisina y granzima. Por ultimo,
pero no menos importante, las NK tras ser estimuladas por Mtb producen citocinas
pro inflamatorias como TNF-a, IFN-y e IL-22 que activan diversos mecanismos
efectores dentro de los macréfagos, como la generacién de ROS y la necrosis
programada®6%.85_ Por otro lado, IL-22 juega un papel importante en la defensa y la
homeostasis del individuo mediante la produccion de péptidos antimicrobianos®”.

CELULAS DENDRITICAS

En el sitio de la infeccidn coexisten otras células como las CD que como los
macrofagos son capaces de reconocer a Mtb a través de receptores del complemento,
TLRs, PRRs y DC-SIGN®8. Una vez que las DC detectan y fagocitan patogenos o

antigenos provenientes de éstos, se someten a un proceso de maduracion,
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aumentando la expresion de moléculas del CMH de clase | y IlI, moléculas
coestimuladoras (CD80, CD86 y CD40) y el receptor de quimiocinas 7 (CCR7),
migrando hacia los 6rganos linfoides secundarios para la presentacion antigénica a
los LTs ndive y asi impulsar una inmunidad efectiva®®7°. La secrecién de la citoquina
IL-12 por parte de las CD infectadas con Mtb es clave para inducir la migracion de las
CD a los ganglios linfaticos y la diferenciacién de LT CD4* en LT Th17'. Luego, los
LT Th1 secretaran IFN-y provocando un ciclo de retroalimentacion positiva con mayor
produccion de IL-12 y la expansién clonal de los LT Th1 respondedores al antigeno’?.
Ademas, las CD infectadas con Mtb pueden promover la diferenciacion a un perfil
Th17, protector contra la infeccion por Mtb altamente virulenta, al secretar IL-17 IL-
23, IL-6 e IL-1B73.

Las CDs también son capaces de interactuar con LT CD8*, quienes reconocen
péptidos antigénicos provenientes del compartimento citosoélico, que son presentados
en el contexto de moléculas CMH-174. A través de un mecanismo conocido como
‘presentacion cruzada”, las CDs procesaran y transportaran péptidos a la via de
presentacion candnica del CMH-17°. Asi, los LT CD8* son activados por las CD para
secretar granzima B o perforina e inducir la apoptosis de células infectadas tales como
los macrofagos’®.

RESPUESTA INMUNE ADAPTATIVA

La proteccion contra la TB esta asociada al desarrollo de una respuesta inmune
adaptativa de tipo Th1 caracterizada por la produccién de IFN-y, que induce la
activaciéon de los macréfagos y promueve la eliminacién de la micobacteria. Las CDs
ligan a la inmunidad innata con la adaptativa, ya que viajan desde el sitio de la
infeccion e inflamacion hacia los tejidos linfoides secundarios para la activacion de los

LT’7. En los ganglios linfaticos, las CDs inician la respuesta inmune adaptativa al
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presentar los antigenos bacterianos a los LT. Luego de la activacion, los LT néive se
diferencian en LT CD4* efectores, asi como también en células T CD8" citotdxicas,
para luego migrar al pulmén’®7°. Los LT son fundamentales para activar los
macrofagos y reducir el crecimiento de micobacterias®. A medida que avanza la
infeccion se conduce a un reclutamiento y agregacién de macréfagos y otras
poblaciones inmunes alrededor de las células infectadas por Mtb lo que conlleva a la
formacion de una estructura denominada granuloma la cual es capaz de contener la
infeccién y, siendo un sello caracteristico de la TB?'.

La activacion de los LT requiere de distintas sefiales por parte de las CDs®2.
La primera de ellas depende del reconocimiento del péptido derivado del patégeno
cargado en CMH-I o CMH-II en la superficie de las CPAs y por parte del Receptor de
Células T (TCR) especifico para el antigeno de Mtb, expresado en los LTs néaive®?. La
segunda sefial se produce a través de la union entre las moléculas co-estimuladoras,
como CD80, CD86 o CD40, de las CPAs y CD28 en los LT8384, La unién de moléculas
coestimuladoras por parte de los LT puede sesgar su funcion, mejorando o inhibiendo
el control de Mtb®. Una tercera sefial, dada por citocinas estimulantes, potencia la
activacion de los LT, en particular, los LT CD8*8. Después de su activacion en el
ganglio linfatico, los LT migran al entorno pulmonar en busca de células infectadas’’.
En los pulmones, el contacto directo tanto de los LT CD4* como de los LT CD8* con
células que albergan Mtb puede controlar parcialmente el proceso, pero en ciertas
ocasiones no son suficientes para eliminar al patégeno*®’’. Las razones por las
cuales los LT no logran controlar completamente la infeccion por Mtb son complejas.
La mas establecida es que la micobacteria evita activamente una deteccién efectiva
por parte de los LT e induce su agotamiento (o exhaustacion) lo que limita el potencial

protector de éstos®’.

17



Introduccion

LINFOCITOS T CD4*

El principal mecanismo de la inmunidad protectora del hospedero ante la
infeccién con Mtb es la produccion de IFN-y por parte de los LT CD4* Th18889, Esta
citocina resulta ser clave en la activacion de los macrofagos, quienes procederan a la
eliminacion de la micobacteria, controlando asi la diseminacion de la infeccion®. La
importancia de IFN-y en el control de las infecciones por micobacterias quedd
claramente evidenciada en personas infectadas con Mtb que, a su vez, presentaban
mutaciones en genes que codifican para IL-12/IL-23/IFN-y, se vio afectada la
produccion de IFN-y por los LT, ocasionando una reduccion en la activacion de los
macrofagos y, consecuentemente, el progreso de la infeccién hacia la enfermedad
activa®'.

Sin embargo, IFN-y no puede controlar la infeccion por si solo, sino que
requiere la asociacién de otros medidores como IL-6, IL-13, TNF-a y de quimiocinas
capaces de atraer células inmunitarias en el sitio de la infeccion®?. Las células T CD4*
y el TNF-a son cruciales para la formacion de granulomas y la proteccion del
organismo®%. Las personas con disfuncion de las células T CD4* a causa de la
infeccion por el Virus de la Inmunodeficiencia Humana (VIH) o aquellas tratadas con
inhibidores del TNF-a no logran formar granulomas bien organizados y tienen un alto
riesgo de desarrollar TB activa e infeccion diseminada®®.

LINFOCITOS T CD8*

Las células T CD8* son activadas durante la infeccion por Mtb, siendo
detectables en la sangre de pacientes con TB®. Datos recientes respaldan la idea de
que los LT CD8* y las CD4" actuarian sinérgicamente para controlar la infeccion por
Mtb®”. Los LT CD8* reconocen los antigenos de Mtb a través de las moléculas del

CMH-I. Una vez activados los LT CD8" secretan citocinas como IL-2, IFN-y y TNF-a.
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Ademas, los linfocitos T CD8* ejercen una accion citolitica contra Mtb al liberar
moléculas citotoxicas como perforina y granulisina que tienen la capacidad de matar
las células infectadas por Mtb o al inducir la apoptosis a través de la interaccion Fas-
Fas ligando®8-%°.

LINFOCITOS B

La respuesta inmune adaptativa en la TB desencadenada por los linfocitos tras
la infeccion de Mtb en el huésped, puede dividirse ampliamente en inmunidad celular
mediada por LT e inmunidad humoral mediada por LB. Aunque la Rl celular mediada
por LT es crucial para controlar la infeccion por Mtb y regular la formacion/maduracion
del granuloma, varios estudios han demostrado que los LB y la respuesta inmune
humoral mediada por anticuerpos también pueden afectar las respuestas del huésped
contra la infeccion por Mtb'%. Un estudio reciente informé que la reactividad de los
LB se encuentra desregulada en pacientes con TB activa y latente, pero no asi en
quienes cumplieron con el tratamiento anti-TB'%'. Este estudio también revela que los
LB aumentan las funciones efectoras de la respuesta inmune mediada por LT. En el
granuloma, los LB median varios procesos inmunolégicos, como la presentacion de
antigenos a los LT, la produccién de anticuerpos especificos contra Mtb y la
promocién del desarrollo de la respuesta Th1 mediante la induccion de la produccién
de IL-12 e IFN-y'92-104 Se cree que los anticuerpos contra Mtb, secretados por los
LB, estan involucrados en la neutralizacion de toxinas, la opsonizacién y la
modulacién de la lisis mediada por el complemento. Ademas, se han encontrado
anticuerpos IgG especificos de antigenos micobacterianos en el plasma de pacientes
con TB'05,

En el sitio de la infeccidén los LB son capaces de disminuir la inflamacion al

secretar citocinas antiinflamatorias como TGF-3, IL-4 e IL-33, y al regular la respuesta
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Th1 y Th17'%, modulando la infiltracion de neutréfilos y ayudando a prevenir una
respuesta inflamatoria exacerbada’?.

GRANULOMA

El granuloma es la caracteristica patolégica clasica de la TB. Si bien se los
considera una estructura protectora capaz de controlar y prevenir la diseminacion de
la infeccion, los granulomas también contribuyen a la supervivencia de las
micobacterias y, lo que es mas importante, son la principal manifestacién del dafio en
el pulmon.

En un granuloma bien organizado, los fagocitos recién reclutados y los
linfocitos rodean a los macrofagos infectados por Mtb. En esta etapa, el granuloma
puede actuar como una barrera fisiolégica y prevenir la diseminacion inicial de la
infeccién dentro y entre los hospedadores’. Sin embargo, cuando un granuloma
pierde su integridad durante las etapas iniciales y se vuelve permisivo para el
crecimiento bacteriano, entonces la infeccion inicial progresa hacia la TB primaria
activa.

Durante las etapas iniciales de la infeccién, un elevado nivel de citocinas
proinflamatorias, como el TNF-a e IFN-y producidas por las células inmunitarias,
polariza a los macrofagos hacia un fenotipo predominantemente M1, capaz de
controlar el crecimiento y la replicacion bacteriana a través de sus funciones efectoras
antimicrobianas. Ademas, los macréfagos M1 pueden presentar eficientemente
antigenos de Mtb a los LT, estableciendo una inmunidad protectora de tipo Th1, y
reclutando y activando mas células inmunitarias innatas y adaptativas con un fenotipo
proinflamatorio. Estas células rodean a los macrofagos infectados en el centro del
granuloma vy limitan la propagacion de Mtb'%. Sin embargo, a medida que la

enfermedad progresa, el ambiente inmunoldgico va modificandose con macréfagos
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mas permisivos al crecimiento de Mtb y polarizando hacia un fenotipo M2
antiinflamatorio, caracterizado por una produccién elevada de IL-4 e IL-10 y un
metabolismo lipidico elevado que contribuye a la formacion de macréfagos
espumosos (o foamy)1%7.

Durante la enfermedad activa, los macréfagos infectados por Mtb en el centro
de los granulomas sobrellevan a la necrosis, o que resulta en la acumulaciéon de
caseum, una regidbn cremosa y acelular en la cual Mtb puede sobrevivir
extracelularmente. La necrosis descontrolada de las células infectadas contribuye a
la ruptura del granuloma y a la diseminacién del patégeno hacia los tejidos vecinos,
facilitando la formacion de otros secundarios; estos se observan en los pulmones
aproximadamente en el 20% de los casos de TB activa, mientras que la reactivacion
de Mtb a partir de granulomas quiescentes contribuye a la enfermedad pulmonar
activa en aproximadamente el 80% de los casos'%®. Aunque se cree que los
granulomas restringen el crecimiento y la diseminacion de Mtb, también promoverian
la persistencia bacteriana, lo que representa un posible reservorio para la reactivacion
de la enfermedad en el futuro'®. Se sabe que los componentes micobacterianos
estimulan la secrecién de IL-10, suprimiendo asi la respuesta Th1'9 y facilitando la
polarizacion de los macrofagos hacia un fenotipo M2 con el desarrollo de macréfagos
ricos en lipidos y células gigantes''%. Este fenomeno sugiere que los granulomas
pueden servir como un nicho para apoyar el crecimiento y/o supervivencia de Mtb al
proporcionar lipidos del hospedero como fuente de carbono'%.

RESPUESTA INMUNE EN LA TUBERCULOSIS PLEURAL

En otro orden de cosas y como ya fuera mencionado, la presentacion mas
frecuente en cuanto a la TB extrapulmonar es la TBPL. En lo que respecta a las

caracteristicas propias de Rl en una situacion de TBPL, las células inmunologicas
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presentes en el liquido pleural expresan TLR2 que son capaces de reconocer PAMPs
y activar la respuesta inmune contra el patoégeno invasor induciendo la produccién de
un amplio conjunto de mediadores inflamatorios'''. El reconocimiento de PAMPs por
parte de las células del sistema inmunoldégico alli presentes, induce una cascada de
sefalizacion que conlleva a la produccion de una plétora de citocinas capaces de
ejercer multiples efectos. Es asi que, el fluido pleural proveniente de pacientes con
TBPL contiene elevados niveles de diversas citocinas como TNF-a, IFN-y, IL-1pB, IL-6
e IL-8"2-114 Tanto IFN-y como TNF-a cumplen un papel preponderante en el control
de la infeccién por Mtb ya que son capaces de orquestar numerosas funciones
protectoras, siendo IFN-y un efector central de la inmunidad celular al mediar la
activacién de macrofagos y sus mecanismos de defensa oxidativos que restringen el
crecimiento del patégeno''®. Asimismo, TNF-a sinergiza con IFN-y e IL-12 en la
activacion de macrofagos'®.

Otro de los mecanismos de defensa que se induce tras el reconocimiento del
patégeno es la produccién de quimiocinas como MCP-1 y MIP-1 alfa conjuntamente
con moléculas de adhesiéon intracelular (MAC-1) las cuales contribuyen al
reclutamiento de células mononucleares al espacio pleural facilitando la adherencia y
la migracién de estas células''”.118, Asimismo, los neutréfilos que ocupan el espacio
pleural son capaces de secretar moléculas quimiotacticas reclutadoras de monocitos
al sitio de la infeccion'®.

Un sello caracteristico en la patogénesis de TBPL es que luego de la
exposicion a Mtb se desencadena una reaccién de hipersensibilidad retardada que se
caracteriza por una extensa acumulacion de linfocitos'?. La afluencia de LT
colaboradores especificos contra Mtb al espacio pleural, proporciona un contexto

adecuado para el desarrollo de la respuesta inmune celular adaptativa contra la
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infeccion, a la par que surgen diversas subpoblaciones Th que difieren en sus

funciones efectoras en el control de la infeccion.

1.4 Comunicacién bidireccional entre los sistemas inmune y
endocrino

Es ampliamente aceptado que los sistemas neuroendocrino e inmune se
encuentran interrelacionados. Esta conexion involucra ligandos y receptores
comunes, permitiendo un circuito de didlogo cruzado que desempefia un papel
importante en la homeostasis. Las citocinas proinflamatorias producidas durante la Rl
causan la produccion de diferentes hormonas peptidicas que, dependiendo del eje
neuroendocrino que se estudie, resultaran en la coordinacion de una respuesta
fisioloégica ante los estimulos externos o internos que pudieran estar causando la
activacion del sistema inmune (SI)'?'. A los fines de esta tesis nos centraremos en el
eje Hipotalamico-Pituitario-Adrenal (HPA).

El eje HPA estad compuesto por el hipotalamo, la hipdfisis y la glandula adrenal.
El hipotalamo es una estructura del sistema nervioso central situada en la base del
cerebro, en la cual se localizan numerosos nucleos nerviosos que regulan multiples
funciones vegetativas. Debajo del hipotalamo se ubica la hipdfisis o glandula pituitaria,
en la cual se distinguen dos porciones o Iébulos: la neurohipdfisis y la adenohipdfisis.
Por otra parte, la glandula adrenal o suprarrenal se encuentra localizada en la parte
superior de los riflones. La corteza suprarrenal es la region externa y también la parte
mas grande de una glandula suprarrenal. Se divide en tres zonas separadas: zona
glomerulosa, zona fasciculada y zona reticularis. Cada zona es responsable de
producir hormonas esteroideas especificas'?2.

El hipotdlamo responde a sefiales circadianas, situaciones de estrés y a la

presencia de citocinas inflamatorias como la IL-13, TNF-a y la IL-6, liberadas en ante
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infecciones o dafio tisular'®. Tras la aparicion de estas sefales, el hipotalamo
produce la hormona liberadora de corticotropina (CRH) y la arginina vasopresina
(AVP), las cuales se sintetizan en el nlcleo paraventricular hipotalamico (PVN)'24.125,

Tras la activacion, la CRH y la AVP actuan sobre la hipdfisis anterior,
estimulando la sintesis y secrecion de la hormona adrenocorticétropa (ACTH), que es
liberada en la circulacion y se une a receptores presentes en las células
adrenocorticales, estimulando asi el proceso de esteroidogénesis'?®:'27, Durante la
esteroidogénesis, a partir del colesterol se sintetizan distintas hormonas esteroides
como la dehidroepiandrosterona (DHEA) y el cortisol. Una vez producido este ultimo,
es liberado al torrente sanguineo, produce efectos sistémicos al unirse a los
receptores de glucocorticoides (RG), de distribuciéon ubicua. A su vez, regula la
actividad del eje HPA controlando su propia produccién mediante mecanismos de
retroalimentacion negativa’?®. Estos procesos acttian tanto a nivel hipotaldmico como
en la hipdfisis anterior, inhibiendo la liberacion de CRH, ACTH y la pro-
opiomelanocortina o POMC, que es el precursor de la ACTH'28-130_ Estos sistemas
reguladores tienen la funcion de mantener niveles fisiolégicos normales de las

hormonas involucradas.
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Figura 2: Regulacion del eje hipotalamo-pituitario-adrenal
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Abreviaturas: ACTH: hormona adrenocorticétropica; CRH: hormona liberadora de la
hormona adrenocorticotropa; IL-6: Interleucina-6; IL-1B: Interleucina 1 beta; TNF-a:
Factor de Necrosis Tumoral.

La alteracidn del eje HPA lleva a un desequilibrio en las interacciones entre los
sistemas endocrino e Inmune, conduciendo a una mayor susceptibilidad a
infecciones, enfermedades inflamatorias o autoinmunes. Es asi como una
estimulacién crénica del eje, acompafada de niveles elevados y sostenidos de GCs,
produce supresion de la RI, lo cual se asocia con una menor capacidad de Sl para

lidiar con infecciones virales y/o bacterianas'3".
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1.4.1 Dehidroepiandrosterona

La DHEA es un andrégeno producido por la corteza suprarrenal, que puede
ser transformado en un éster sulfato (DHEA-S) y actuar como reservorio circulante
para la formacion periférica de hormonas sexuales'32. En cuanto a sus funciones,
tanto la DHEA como sus metabolitos llevan a cabo sus acciones biologicas a través
de la activacion de diversos receptores’3. Aunque no se conoce el receptor
especifico de la DHEA, se sabe que este andrégeno se une a los receptores de las
hormonas esteroides y a algunos receptores clase Il (receptor/esteroide de pregnano
Xy xenobidtico) con una afinidad mucho mas baja que la de sus ligandos afines'34.
Asimismo, el mecanismo de acciéon de la DHEA no esta del todo dilucidado, la
hormona ejerceria su accion indirectamente sobre los tejidos diana periféricos
después de su conversion a androgenos y/o estrogenos; o directamente, como
neuroesteroide’®. La DHEA puede influir indirectamente en la funcion celular y los
procesos fisiologicos a través de la conversion de sus metabolitos en hormonas
esteroides activas.

Estudios en animales demostraron que la DHEA aumenta la actividad
inmunoldgica protegiéndolos de infecciones virales, bacterianas y parasitarias 36137,
Esta hormona también tiene efectos antiglucocorticoides tanto en macrofagos'®
como en linfocitos'*?, y se ha observado que la DHEA favorece la proliferacion celular
de los LT al actuar como un activador transcripcional del gen IL-2 de las células
CD4+140.141 DHEA-S, a su vez, tiene funciones inmunomoduladoras, asociandose los
niveles bajos de esta hormona con cambios en el repertorio de células inmunes, como
una disminucién en las principales subpoblaciones de LT, junto con un aumento en el
numero de células NK y LT que presentan un fenotipo activado'2143, Las infecciones

cronicas, como es el caso de la TB, dan como resultado niveles circulantes elevados
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de varias citocinas, incluidos TNF-a e interferones de tipo 1, asi como niveles bajos
de DHEA que se correlacionan negativamente con la severidad de la enfermedad
pulmonar'4, También se produce una disminucion de las concentraciones
plasmaticas de DHEA durante infecciones graves, como la tripanosomiasis africana,
la cisticercosis, el HIV'45-148 asi como trastornos autoinmunes u otras enfermedades

cronicas9.

1.4.2 Glucocorticoides

Los GCs endogenos (cortisol en humanos y la corticosterona en roedores),
desempefian un papel crucial en diversos procesos fisioldgicos indispensables para
la vida. Estas hormonas tienen una amplia gama de efectos reguladores en el
organismo. Se ha demostrado su participacion en la regulacion del metabolismo', la
respuesta inmunitaria’', el balance hidrico y electrolitico’™?, funciones
cardiovasculares'®3.1%4 el estado de animo y las funciones cognitivas’®®1% como asi
también la reproduccion®’ y el desarrollo'8,

Al igual que con otras hormonas esteroideas, el cortisol se sintetiza
principalmente en la corteza de la glandula suprarrenal'®. La secrecion de cortisol
sigue un patron circadiano, que esta influenciado por los estimulos luz-oscuridad
percibidos por el hipotalamo. En este sentido, se observa una secrecién maxima
temprano en la mafana en anticipacién a las actividades relacionadas con la vigilia,
mientras que, durante la noche, se registra un nivel minimo de secrecién'®. Las
fluctuaciones circadianas y ultradianas de los GCs influyen en la respuesta
inmunolégica y el trafico de leucocitos. Ademas, si bien son menos pronunciadas que
los cambios inducidos por estrés, estas variaciones sutiles tienen efectos notables.
Se ha observado una relacion inversa entre el recuento de linfocitos y los patrones

diurnos de secreciéon de GCs, lo que resulta en una disminucion del 40% en el nimero
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de células T circulantes de la noche a la mafiana como resultado de variaciones en
los niveles de cortisol'®.

Los GCs regulan la expresion de una amplia variedad de genes relacionados
a la funcionalidad del Sl, como citocinas, moléculas de adhesion, quimioatractantes,
entre otros. De esta manera afectan el trafico de las células inmunes, asi como su
migracion, maduracion y diferenciacion. A su vez, provocan un cambio de polaridad
de la Rl desde un perfil Th1 (inmunidad celular) hacia uno Th2 (inmunidad
humoral)'62.163 es decir, desde un patrén de citocinas pro-inflamatorias hacia un perfil
antiinflamatorio. Estudios mas recientes revelan que durante el curso de la Rl los GCs
ejercen efectos diferenciales sobre las células T efectoras y reguladoras, con una
intensa inhibicion en la proliferacion de las primeras y apoptosis diferencial de las
segundas’®4. En determinadas condiciones los GCs también podrian llegar a tener
efectos pro-inflamatorios por algun mecanismo no del todo conocido. Estas acciones
aparentemente opuestas operarian en conjunto para preparar al sistema
inmunoldégico a responder al estimulo estresante (efecto pro-inflamatorio) y

subsecuentemente restaurar la homeostasis'®!.

1.4.3 Receptor de glucocorticoides

Los GCs ejecutan su accién al unirse al RG, el cual es un miembro de la
superfamilia de receptores nucleares, a la que también pertenecen los receptores
para estrégeno, progesterona, androgenos y mineralocorticoides’®. Los GCs también
pueden unirse, aunque con menor afinidad, al receptor de mineralocorticoides (RM),
que se expresa principalmente en los rifiones y regula una variedad de genes
implicados en la homeostasis del sodio'. Este receptor, dentro de los receptores
nucleares con ligando especifico conocido, es el unico capaz de unir dos ligandos

endogenos, la aldosterona y el cortisol'®7,
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1.4.4 Estructura gendmica del receptor de glucocorticoides

En humanos, el gen del RG (NR3C1) estad conformado por nueve exones; el
primer exon no se traduce en tanto que los 8 exones restantes estan implicados en
codificar la proteina (exén 2 al 9). En términos estructurales, el RG esta compuesto
por 3 dominios principales: el dominio de transactivacién amino-terminal (NTD); el
dominio de uniéon a ADN (DBD) y un dominio de unién a ligando (LBD) (Fig. 3C). Cada
dominio comprende una funcién especifica: el NTD cumple la funcion de activacion
transcripcional, conteniendo la mayoria de los residuos aminoacidicos sujetos a
modificaciones postraduccionales. Ademas, el NTD es importante para el
reclutamiento de la maquinaria transcripcional basal. Por su parte, el DBD consta de
dos dedos de zinc implicados en la unién al ADN, la translocacién nuclear y la
dimerizacion de RG. Finalmente, el LBD es la region que interactua especificamente
con el ligando, los GCs'68,

En relacion al exon 1, se sabe que el RG tiene una compleja estructura, ya que
cuenta con 9 promotores alternativos y 13 variantes de splicing'®® (Fig. 3A). Se ha
comprobado que el uso especifico de las diferentes regiones promotoras puede variar
significativamente en distintos tipos de células y tejidos, indicando que la expresion
del gen NR3C1 puede estar regulada de manera selectiva en diferentes contextos
celulares'0-172,

La region 5' no traducida (UTR) del gen NR3C1 se caracteriza por un elevado
contenido de CpG, pero carece de cajas TATA o CAT'’3174_Sin embargo, contiene
multiples sitios de union para factores de transcripcion que actuan tanto como
activadores (como NFkB, RE, cAMP, Sp1, PU.1, entre otros) y como represores
(como el factor 1 de respuesta a GC, c-Ets-1/2), regulando asi la expresion del gen

NR3C1173.175-177  Ademas, se han identificado varios elementos de respuesta a GCs
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(GRE), que contienen la secuencia GGAACAnNnnTGTTCT y GRE negativos (nGRE);
que tienen la secuencia consenso CTCC (n) 0—-2GGAGA en la region promotora del
gen RG. Esto sugiere que el receptor puede unirse especificamente a su propio
promotor, ejerciendo un control autorregulatorio’”®. Ademas, estas variantes del exén
1 estan sujetas a diversas modificaciones epigenéticas, como la metilacién del ADN
y acetilacion/metilacion de histonas, que ocurren en esta region y en otras'6%179,
Asimismo, se ha evidenciado que por medio de la interaccion directa entre el RG y la
cromatina, asi como, indirectamente, mediante el reclutamiento de enzimas que
modifican histonas y ADN, los GCs son capaces de integrar y transmitir sefiales tanto
del entorno como del interior celular y de tejidos especificos, desencadenando un
programa transcripcional complejo '8,

Aunque solo un gen codifica para el RG, a través de mecanismos de splicing
alternativo de la region 3° UTR del transcripto primario pueden generarse dos
isoformas del receptor, alfa (RGa) y beta (RG), que difieren en el exén 9 (9a y 9B),
cada uno de ellos con extremos carboxilos terminales''.182 De esta forma, ambas
isoformas comparten 727 aminoacidos, pero RGa contiene un exén 9 de 50
aminoacidos adicionales, lo que da como resultado una proteina de 777 aminoacidos,
mientras que RGB contiene un noveno exén de 15 aminoacidos adicionales y, por lo
tanto, se compone de 742 aminoacidos. Asi, RGp tiene un dominio de unién a ligando

(LBD) mas corto que ha perdido la capacidad de unirse a los GCs (Fig 3B).
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Figura 3: Gen y proteina del receptor de glucocorticoides.
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(A) Estructura gendémica del gen del receptor de glucocorticoides (RG). (B) Variantes
del RG generadas por splicing alternativo. (C) Estructura de la proteina del RG:
dominio N-terminal (NTD), dominio de unién a ADN (DBD), region bisagra (H) y
dominio de union a ligando (LBD).

Ademas de RGp, se han identificado otras isoformas del RG que se obtienen
mediante el proceso de splicing alternativo. Una de estas variantes es RGy y se
distingue por tener una insercion de un residuo de arginina en su dominio de union al
ADN'® (Fig. 2B). Otras isoformas identificadas incluyen RG-A, que carece de los
exones 5 a 7, codificantes de la mitad amino-terminal del LBD, y RG-P que es una
isoforma truncada que carece de los exones 8 y 9, que codifican la mitad carboxilo-
terminal del LBD'84185 (Fig. 3B). Debido a cambios en el LBD, RG-A y RG-P no se

unen a los GCs.

1.1.1.1Receptor de glucocorticoides alfa
RGa es el receptor clasico responsable de las acciones de los GCs. La

activacion del RGa puede tener diversos efectos en el organismo, incluyendo la

regulacién de la respuesta inflamatoria, la supresion del sistema inmunitario'®*, el
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control del metabolismo de los carbohidratos'.187 y la modulacién de la reaccion al
estrés'®. En cuanto al proceso inflamatorio, el TNF-a, IL-1B, IL-6 y otras citocinas
inflamatorias generadas periféricamente activan el eje HPA en multiples favoreciendo
la produccion de GCs'8-191, En este contexto, el GC-RGa es necesario para prevenir
la activacidn excesiva de las células fagociticas y mejorar la eliminacion bacteriana
intracelular’®. En la segunda fase, cuando prevalece la inflamacion, el GC-RGa
ejerce su accion antiinflamatoria clasica al (i) inhibir la via de sefalizacion del NF-kB,
AP-1 y otras vias involucradas en la inflamacion, y (i) aumentar la transcripciéon de
genes antiinflamatorios y de la proteina inhibidora del NF-kB, 1kB'93.

La restauracion de la estructura y funcion tisular, es un proceso activo y
cuidadosamente orquestado asociado con multiples vias bioquimicas, incluido el
cambio de produccion de mediadores proinflamatorios a mediadores
proresolutivos'®. A medida que se contintia disminuyendo la inflamacién sistémica y
tisular, el GC-RGa activado se involucra en una serie de mecanismos proresolutivos
que cambian, entre otros, el fenotipo de los granulocitos y los macrofagos. En estas
células inmunitarias, mediante mecanismos gendmicos, el GC-RGa aumenta la
expresion de la Anexina A1 (ANXA1), el receptor de ANXA1 y la Cremallera de
Leucina Inducida por Glucocorticoides (GILZ)'®%1%_ La accion coordinada de GILZ y
ANXA1 es esencial para regular la resolucion del proceso'’. Los granulocitos
experimentan apoptosis constitutiva, desactivando sus respuestas de las secretoras
potencialmente perjudiciales, es decir, la activacion de NF-kB y la transcripcion de
citocinas inflamatorias con una disminucion de la migracién transendotelial, hecho que
conduce al reconocimiento e internalizacion de los granulocitos por parte de los
macréfagos (eferocitosis)'98-2, Finalmente, se logra concluir con el fenémeno

inflamatorio y se restablece la homeostasis.
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Durante todo este proceso, los niveles de RGa dentro de la célula no son
estaticos, sino que estan controlados de manera precisa por numerosos factores y en
multiples niveles. Aunque el RGa se expresa de manera constitutiva, muestra
patrones de expresion distintos en diferentes células y tejidos debido a la regulacion

diferencial’®3.

1.1.1.2Receptor de glucocorticoides beta
La variabilidad de las respuestas celulares mediadas por el RG se amplia aun

mas por la existencia de diversas isoformas del receptor, principalmente RGa y RGp.
Mientras que RGa es el responsable de las acciones de los GCs, RGP actua en
detrimento de las actividades mediadas por la isoforma a. RGB se describid
originalmente como un receptor huérfano localizado constitutivamente en el
nucleo'®1201.202 - Sin embargo, se ha identificado que la localizacién de RGB puede
variar de acuerdo al tipo celular. En monocitos, RGB se encontré ubicado tanto en el
citoplasma como en el nucleo mientras que en LT se ubica exclusivamente en el
nucleo?%.

RGP se asocia a la insensibilidad a los GCs, en donde su capacidad para
regular la expresion génica se atribuye principalmente a su antagonismo con RGa'¢8,
La accidon de RGB como inhibidor de la actividad dominante negativa del RGa puede
ser ejecutada por diversos mecanismos, entre los cuales se incluyen la competencia
por la union a GRE y a co-reguladores transcripcionales, asi como también a la
formacion de heterodimeros RGa/RGp inactivos?%4-2%7, De hecho, se ha demostrado
que la relacién de la expresion de RGa respecto de la de RGB (RGa:RGp) controla la
capacidad de respuesta celular de los GCs en varias células y tejidos, en donde las
razones mas plausibles se correlacionan con una mayor sensibilidad a GCs, mientras

que las relaciones menos admisibles se asocian con la resistencia a GCs2%8-211, En
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enfermedades inflamatorias como asma?'?, artritis reumatoide?'3, colitis ulcerosa?'* y
lupus eritematoso sistémico?' se ha observado este comportamiento'®2. Es asi que,
RGP promueve la resistencia a GCs a través de mecanismos dependientes de RGa
principalmente mediante la formacion de un heterodimero con RGa, que impide la
transactivacion de este Gltimo, afectando las actividades mediadas por RGq208.209.211,

Se ha observado que la regulacién de la relacion RGa/RGB puede estar
influenciada por proteinas ricas en serina/arginina (SRps) que cumplen un rol
importante en el mecanismo de splicing alternativo. Un ejemplo de esto son las
proteinas SRp30c y SRp40c, que promueven la inclusion del exon 9B y generan el
transcrito de RGB2'6217 mientras que un aumento de la proteina SRp20c favorece el
empalme del exon 902", La expresion de RGB también puede verse regulada por
mediadores proinflamatorios como el TNF-a e IFN-y?'9. Asimismo, se ha demostrado
en la linea celular promonocitica THP-1 que la hormona DHEA contrarresta la
actividad del cortisol al inducir la expresion de SRp30c, lo que promueve la expresion
del transcripto beta220-221,

Mas alla de su papel como inhibidor dominante negativo, RGB puede regular
la transcripcion de forma independiente de RGa'8'.222223 Diversos estudios han
evidenciado que RGB modula la expresion de genes involucrados en la inmunidad
innata y adaptativa??*, asimismo esta implicado en procesos fisioldgicos como el
metabolismo, la comunicacion celular, la migracion y malignidad??®. Es interesante
destacar que RG[ puede influir sobre la inflamacion al activar la via de senalizacion

de NF-kB y simultaneamente disminuir la expresién del inhibidor de NF-kB (IkB)?%5.

1.4.5 Mecanismos de seializacion del cortisol
Una vez liberado de las células esteroidogénicas, el cortisol es transportado en

la sangre por la albumina y la globulina transportadora de corticosteroides (CBG).
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Estas proteinas regulan la concentracion de cortisol libre en el plasma controlando su
disponibilidad??”. El cortisol libre es una molécula liposoluble capaz de difundir a
través de las membranas plasmaticas e ingresar al citoplasma. Una vez dentro de las
células, puede ser convertido en cortisona inactiva mediante la enzima 11pB-
hidroxiesteroide deshidrogenasa 2 (11B-HSDZ2), mientras que la enzima 113-HSD1
favorecera la reaccion inversa. Las sefales inflamatorias, que incluyen TNF-a e IL-
18, modulan la expresién de las enzimas 11B3-HSD, alterando asi la sensibilidad
celular a los GCs endogenos?28229,

Por otra parte, en ausencia de cortisol, el RG se encuentra como monémero
en el citoplasma asociado a proteinas chaperonas como la proteina de choque
térmico (Hsp) 90, Hsp70 y la inmunofilina FK506 binding protein 51 (FKBP51), en una
conformacion de alta afinidad por su ligando?3°232, Tras la unién del cortisol, el
complejo RG-chaperona se reorganiza nuevamente, FKBP51 es reemplazado por
FKBP52 y se induce un cambio conformacional que le permite al RG exponer sus
secuencias de localizacion nuclear y translocar al nicleo?33. De este modo, el RG
unido al ligando se dirige hacia el nucleo para ejercer efectos gendémicos, activando o
reprimiendo genes diana, aunque también puede permanecer en el citoplasma y las
mitocondrias ejecutando efectos no gendémicos?3423%, En el nucleo, el RG tiene la
capacidad de modular la expresién génica principalmente formando homodimeros
(RG-RG), sin embargo, también puede actuar como mondémero uniéndose a sitios de
media secuencia GRE?%® o incluso se ha sugerido que el RG puede formar

tetrameros??.
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1.4.6 Mecanismos de accion mediado por el receptor de
glucocorticoides

De acuerdo con lo ya expresado, los RGs ejercen efectos gendmicos a través
de diversos mecanismos de control transcripcional, formando homodimeros que se
uniran a sitios GRE vy reclutaran coactivadores para ejercer conjuntamente la
regulacion de la expresion génica (transactivacion)?3823° Por el contrario, los
monomeros se unen a NnGRE y unen correpresores que inhibiran la transcripcion
(transrepresion)?*%. También se puede inducir la transrepresion al unirse dos
monomeros de RG en lados opuestos del ADN a secuencias compatibles con nGRE
e invertida (IR nGRE)?" (Fig. 4 -1).

Clasicamente, se pensaba que los sitios GRE y los nGRE funcionaban como
componentes de los promotores génicos. Sin embargo, se ha observado que la
mayoria de los sitios de unidon del RG se encuentran en areas intragénicas y en
regiones distantes de los sitios de inicio de la transcripcién?42, Ademas, la distribucion
de la unién al RG en el genoma difiere sustancialmente entre tejidos, indicando que
la estructura de la cromatina determina los sitios GRE que estaran accesibles para el
RG, lo que contribuye a la heterogeneidad de las respuestas a los GCs?43, También
se ha demostrado que muchos sitios de unién del RG se encuentran muy lejos de un
gen o de sitios activos en la transcripcién, indicativo que el RG a menudo ocupa
regiones potenciadoras y/o esta involucrado en el bucle de la cromatina en la
regulacion transcripcional del RG24,

El RG puede asociarse a otros factores de transcripcion (FT) y, mediante la
interaccién proteina-proteina, modular la expresién génica sin requerir contacto
directo con el ADN?* (Fig. 4 -2). Esta forma de regulacion se considera como el
mecanismo predominante de transrepresion mediado por el RG sobre los FT

proinflamatorios, como NF-kB y AP-1246.247 E| tercer mecanismo descrito para los
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efectos gendmicos de los GC implica la union del RG monomérico y otros FT a
elementos compuestos, es decir, secuencias de ADN que contienen medio sitio GRE
(mitad GRE) y un elemento de respuesta para otro factor de transcripcion?36.248, Se
ha demostrado que el RG puede reprimir la expresion de genes proinflamatorios al
unirse a elementos de respuesta gendmicos de NF-kB (kBRE)?*° (Fig. 4 -3).

El RG también puede reprimir la expresion génica al competir con otros FT por
la unién al ADN2%9.2%1 (Fig. 4 -4). De hecho, recientemente se descubrioé que incluso
se encuentran sitios medios de RG incrustados en elementos de respuesta AP-1
(Proteina Activadora-1), que es una proteina que interviene en la respuesta
inflamatoria?°2. Por ultimo, el RG puede secuestrar FT, obstruyendo su accién?%3 (Fig.
4 -5).

Es interesante destacar que el RG no solo ejerce su accion antiinflamatoria
mediante la represién directa de FT proinflamatorios, sino que también es capaz de
modular la transcripcion de genes antiinflamatorios. Se han identificado varios
ejemplos de genes que regulan la inflamacién mediante la union de homodimeros
(RG-RG) a GRE candnicos. Algunos de estos genes incluyen ANXA1, NFKBIA (IkBa),
DUSP1 (proteina fosfatasa dual especifica 1), GILZ y ZFP36 (TPP). Ademas, se ha
observado que los coactivadores reclutados por los homodimeros, también son
coactivadores de otros FT involucrados en vias proinflamatorias, como NF-kB y AP-
1. Por lo tanto, el RG al competir por estos coactivadores, lleva a una menor expresion
de genes asociados con estos FT168.254-25 Estos hallazgos sugieren que el RG puede
ejercer su accion antiinflamatoria mediante la modulacion de la expresion génica en
multiples niveles de regulacion y a través de diferentes mecanismos, lo que

demuestra la compleja red de sefializacién que el RG es capaz de coordinar.
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Figura 4: Mecanismos de accion mediados por el receptor de glucocorticoides
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Los glucocorticoides (GCs) son moléculas liposolubles que difunden a través de la
membrana plasmatica y se unen al receptor de GCs (RG) en el citoplasma. Tras la
unién, RG sufre un cambio conformacional que conduce a la disociacion del complejo
de chaperonas al cual se encuentra asociado, lo que le permite exponer sus
secuencias de localizacion nuclear y translocar al nacleo. Una vez en el nucleo el RG
es capaz de activar (+) o reprimir (-) la expresidon génica mediante diversos
mecanismos. (1) Union directa al ADN: la interaccion de dimeros de RG puede activar
genes al unirse a elemento de repuesta a GCs (GRE), pero también puede reprimir la
transcripcion al unirse a GRE repetidos e invertidos (IR GRE). Asimismo, el RG se
puede unirse como mondmeros a GRE negativos (GREN) e inhibir la transcripcion. (2)
Interaccion proteina-proteina (Tethering): el RG puede interaccionar fisicamente con
otros Factores de transcripcion (FT) y modular su actividad sin unirse al ADN. (3)
Union Compuesta: mondmeros del RG se unen directamente a una mitad de GRE
cerca del sitio de unién de otro FT, lo que da como resultado la transcripcion o
represion del gen. (4) RG también puede competir con otros FT para unirse al ADN
(5) o puede secuestrarlos e impedir la transcripcién génica.
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1.4.7 Genes regulados por el receptor de glucocorticoides

Tal como se describié en la seccidn anterior, el RG tiene un rol importante como
agente anti-inflamatorio e inmunosupresor, siendo capaz de regular la expresion
génica de una plétora de genes a través de multiples mecanismos. A los fines de esta
tesis, es relevante ahondar con mayor profundidad en la expresion de genes
regulados por el RG que desempefan un rol importante en la accion antinflamatoria
de los GCs. Por lo tanto, en las siguientes secciones se detallaran brevemente

algunas de las principales caracteristicas y funciones de estos genes.

1.4.8 Genes regulados positivamente por el receptor de
glucocorticoides y relacionados con procesos
antiinflamatorios e inmunosupresores.

1.4.8.1 ANEXINA A1
Dada la naturaleza estructural de esta proteina, desempefia tanto efectos pro

como antinflamatorios. El dominio N-terminal de ANXA1 media la actividad
antiinflamatoria mientras que la regién central facilita funciones proinflamatorias,
como la fusion y agregacién de membranas, asi como la promocion de la agrupacién
y migracion a través del endotelio.

En condiciones homeostaticas los neutréfilos, monocitos y macréfagos
expresan de manera constitutiva niveles elevados de ANXA1 en su citoplasma?2%7-259,
mientras que la expresion en LT es 100 veces menor que en estas células?°. ANXA1
se encuentra en el citoplasma y en la membrana?®°, pero también puede secretarse y
actuar tanto de forma autocrina como paracrina®®'262, Durante la respuesta
inflamatoria, los GCs estimulan la sintesis, asi como la secrecion de ANXA1253. No
obstante, tras la activacion, ANXA1 se transporta a la membrana y es capaz de inhibir
la adhesion y migracion de neutrofilos y monocitos al endotelio?%4-256, Por el contrario,

se ha sefialado que ANXA1 puede inducir efectos proinflamatorios después de ser
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escindida en su extremo N-terminal. El péptido escindido promueve la transmigracion
de neutrdfilos.

En relacion al papel de ANXA1 en las células de la inmunidad adaptativa, se
ha observado que en LT su accidon puede variar segun las condiciones
microambientales y el estado de activacion de las células. Algunos estudios han
mostrado que la ausencia de ANXA1 en LT activados altera la via de sefalizacién
mediada por el TCR, disminuyendo la sefializacion y favoreciendo?®’ a la par la

inhibicién la respuesta Th1268,

1.4.8.2 GILZ

GILZ es una proteina ampliamente expresada, y regulada principalmente a
nivel transcripcional por el RG. Actua mediando los efectos antiinflamatorios de los
GCs, ya que es capaz de modular la expresién de genes proinflamatorios e inhibir las
vias de transduccidén de sefiales de la Proteina Quinasa Activada por Mitégeno
(MAPK)?%9, GILZ modula FTs y vias de sefalizacion asociadas con la inmunidad y la
inflamacion, asi como también esta implicada en procesos como la apoptosis,
proliferacion y diferenciacion celular?’0-272,

Después de la activaciéon de la respuesta adaptativa, los LT sobrevivientes se
diferencian en diferentes linajes bajo la influencia de sefales del TCR y otros
estimulos?73274, GILZ promueve el cambio de una respuesta de perfil Th1 a Th2
inhibiendo la expresién de T-bet e induciendo la de GATA3, sendos reguladores de
ambos perfiles?’®.

En las CDs, GILZ desempefa un papel activo en la induccion de un fenotipo
tolerogénico, inhibiendo la produccién de citocinas proinflamatorias y suprimiendo la
expresion de CD80 y CD86 para asi interferir en la presentacion antigénica?’®.

Ademas, las CDs producen IL-10 y TGF-3, colaborando con la expresion de GILZ,
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fortaleciendo asi un ciclo de supresion de la activacidon inmunitaria y contribuyendo a
la diferenciacion de los LT hacia un perfil regulador?’7-278,

Por otra parte, GILZ interactua con ANXA1 tanto en macrofagos como
neutrdfilos, inhibiendo la produccién de citocinas inflamatorias por parte de los
primeros, e interfiriendo con la capacidad migratoria de los segundos. De esta manera
GILZ y ANXA1 colaboran para evitar una respuesta inmunitaria excesiva que pudiera

ocasionar dafio en los 6rganos y tejidos involucrados?78279,

1.4.8.3 FKBP51

Las proteinas de union a la droga inmunosupresora FK506 (FKBP, segun sus
siglas en inglés FK506 Binding Proteins) pertenecen a la familia de inmunofilinas. que
se caracteriza por poseer actividad peptidil-prolil-isomerasa (cis/trans), capaz de
catalizar la isomerizacion del enlace peptidico cis-trans que antecede al aminoacido
prolina induciendo un cambio conformacional en la proteina diana?®®. FKBP51 y
FKBP52 (51 kDa y 52 kDa) ademas de poseer un dominio peptidil-prolil-isomerasa,
tienen un dominio de tres unidades repetidas en tandem con la propiedad de
asociarse con las proteinas de choque térmico 90 (Hsp 90, del inglés Heat Shock
Proteins 90 kDa) y Hsp 70 (Hsp 70kDa)?8'. A pesar de que estas proteinas comparten
60% de identidad en la secuencia de aminoacidos y 75% de similitud, sus dominios
se orientan de manera diferente, provocando efectos diferenciales en la unién con
Hsp90282,

Las proteinas FKBP51 y FKBPS52 fueron identificadas por primera vez
formando complejos con receptores esteroides?®3284, tiempo mas tarde se reveld que
estas proteinas tienen roles opuestos sobre los receptores tanto en el control de la
localizacién subcelular como en el transporte del receptor hacia el niicleo?8®, FKBP51

actua como co-chaperona formando un heterocomplejo en el citosol con Hsp90 vy el
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RG?286, Al unirse la hormona al receptor se disocia FKBP51 del heterocomplejo y se
sustituye por FKBP52285, Luego, ésta recluta al complejo motor dineina/dinactina, el
cual contribuye con el transporte del RG hacia el nucleo donde ejerce su rol como
FT287. La expresion del gen que codifica para FKBP51 puede ser inducida por ciertas
hormonas como los GCs, aunque no el gen FKBP52, el cual esta bajo una robusta
regulacion positiva por esta hormona, lo que hace que la proteina FKBP51 sea un
componente de un bucle regulador ultracorto en la sefalizacién de esteroides que

regula la sensibilidad a GCs?88,

1.4.8.4 NFKB

El NF-kB se descubrié por primera vez en 1986 en el nucleo de linfocitos B
como un elemento potenciador de la cadena liviana de la inmunoglobulina kappa (Sen
1986). Tiempo después, se reveld que NF-KB representa una familia de FT que
median la expresion de genes diana, uniéndose a elementos especificos del ADN, kB
enhancer?®®, Esta familia estd compuesta por cinco miembros relacionados
estructuralmente que incluyen a RelA (p65), RelB, c-Rel, NF-kB1 (p105) y NF-kB2
(p100)?°0:2°1 Estos dos ultimos se encuentran como proteinas precursoras, las cuales
pueden experimentar un procesamiento proteolitico para formar las subunidades p50
y p52292293 A diferencia del procesamiento regulado por sefiales de p1002%4, el
procesamiento de p105 ocurre de manera constitutiva y cotraduccionamente, en la
cual cierta proporcion de p105 puede permanecer sin ser procesada y ser capaz de
retener a NF-kB en el citoplasma?®®. El rol como FT es ejercido por heterodimeros
formados por p50 o p52 y otras proteinas Rel o por homodimeros (p50-p50 o p52-
p52) que pueden actuar por si solos reprimiendo la transcripcion o pueden formar

complejos al asociarse a activadores como Bcl-3 o a represores como HDA-1. Es asi
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que la composicion de los dimeros determina si actia como activador o represor de
la transcripcion?291.296.297,

NF-kB es capaz de orquestar multiples procesos fisioldgicos y patoldgicos
como la respuesta inmune innata y adaptativa, la proliferacién celular, la inflamacion
y la carcinogénesis?®®. Funciona como un mediador fundamental de la respuesta
inflamatoria al inducir la expresion de varios genes proinflamatorios, incluida las
citocinas y quimiocinas, y también participa en la regulacion del inflamasoma?.

En células no estimuladas, NF-kB es secuestrado en el citoplasma por el
inhibidor de la familia NF-kB (IkB). Tras la estimulacion, el complejo IkB quinasa se
activa y fosforila al IkB para ser degradado por el proteasoma. La degradacién de IkB
libera a NF-kB, permitiéndole trasladarse al nucleo para iniciar una respuesta
transcripcional®®'. La activacion de NF-kB se produce a través de dos vias
denominadas via clasica o candnica y via alternativa o no candnica la cual
selectivamente activa a miembros de NF- kB secuestrados por p1002°°. La via
canodnica de NF-kB responde rapidamente a diversos estimulos que incluyen a las
citocinas pro-inflamatorias (IL-18 y TNF-a), receptores de reconocimiento de patrones
(PRR), miembros de la familia de receptores de TNF-a, asi como TCR y receptores
de células B (BCR)390:301, Mientras que la via no candnica responde a estimulos de
desarrollo y supervivencia desencadenando una respuesta lenta e irreversible392,

Durante una infeccion por patégenos como Mtb existen varios mecanismos por
los cuales las vias de sefializacion de NF-kB pueden ser moduladas ante el agente
infeccioso®%3. Varias proteinas de Mtb son capaces de regular genes inflamatorios al
atenuar la activacion de NF-kB lo que conduce a aumentar la supervivencia de la

bacteria®%4. Estos hechos evidencian el rol vital de NF-kB en la respuesta protectora
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contra el patogeno y la capacidad de Mtb para modular la via de sefalizacion de NF-
kB.

En contraposicién a la respuesta pro inflamatoria inducida por NF-kB, el RG
regula la respuesta anti-inflamatoria al interaccionar fisicamente con NF-kB y reprimir
su transactivacion3053%_ Asimismo, el RG es capaz de inducir la expresion del
inhibidor de NF-kB alfa (IkBalfa), el cual puede secuestrar a NF-kB en el
citoplasma3°73%8_Es asi que, la interaccidon entre ambas vias de sefializacion codifica
diversos programas de expresion génica que facilitan una defensa eficaz del

hospedero?®®.

1.4.8.5 INHIBIDORES DE NFKB ALFA 'Y BETA

La via de sefalizacion de NF-kB regula diferentes aspectos de la inmunidad
innata y adaptativa. Por lo tanto, para asegurar la homeostasis fisiolégica esta via
estd estrictamente regulada en multiples niveles por diversos mecanismos. Bajo
condiciones fisiologicas NF-kB se encuentra en las células unido a proteinas
inhibidoras de NF-kB, que lo mantienen secuestrado en el citoplasma impidiéndole
ejercer su accion como FT3%, Los IkBs, incluidas las proteinas IkB clasicas (IkBa,
IkBB e IkBg), las proteinas IkB no clasicas (Bcl-3, IKBC, IKBNS, IkBn e IkBL) y las
proteinas IkB precursoras (p105 y p100), son moléculas importantes que regulan la
activacién de NF-kB. Los distintos inhibidores se distinguen en su preferencia por
ciertos homodimeros y heterodimeros de NF-kB. IkBa se une preferentemente a
heterodimeros presentes en las subunidades p50, p65 y c-Rel'%3"" mientras que
kBB se une a p65- c-Rel312:313,

Inhibidor de NF-kB alfa (IkBa)

IkBa sigue siendo el miembro prototipico de la familia de proteinas IkB. En

estado de reposo, los dimeros p65/p50 son predominantemente secuestrados por
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IkBa3':314 tras un estimulo IkBa es fosforilado por un complejo de kinasas.
Subsecuentemente, NF-kB puede ingresar al nucleo y regular la transcripcion de
numerosos genes. Inclusive, NF-kB puede impulsar la expresion del gen del IkBa
(NFKBIA), generando un bucle de retroalimentaciéon negativa®'>3'6. Por lo tanto, la
duracion de la respuesta de NF-kB depende en gran medida de la cinética de la via
de retroalimentacion®'’. Por otra parte, varios estudios han demostrado que el RG
puede inducir la expresién del NFKBIA, lo que resulta en la produccion de proteina
IkB de novo que puede asociarse rapidamente con NF-kB e inhibir la translocacion
nuclear de este Ultimo38,

Inhibidor de NF-kB beta (IkB)

IkBB comparte varias propiedades estructurales y funcionales con IkBa pero
principalmente se diferencia en que su degradacion se induce tras estimulos que
causan una activaciéon mas persistente de NF-kB, como LPS o IL-1B3'2. Existen
diferencias estructurales que residen en el hecho que IKBB carece de regién de
exportacién nuclear y que la region de interaccion del ADN de NF-kB no contacta con
el inhibidor. Por lo tanto, NF-kB esta disponible para unirse al ADN aun en presencia
del inhibidor, y el complejo NF-kB-IkBB puede permanecer en el nlcleo3'3319, Otros
estudios observaron que el complejo NF-kB-IKB3 se mueve entre el citoplasma y el
nucleo, mientras que el complejo p50-p65-IkBa se localiza en el citoplasma en células
en reposo?®2%:321 Por |o tanto, las proteinas de la familia IkB y NF-kB/Rel establecen
una interrelacion compleja que permite la transcripcion modulada dependiente de NF-

kB, adaptada al entorno fisiologico.

45



Introduccion

1.4.9 Genes regulados negativamente por el receptor de
glucocortidoides y relacionados con procesos inflamatorios e
inmunoestimuladores.

Es ampliamente conocido que los GCs no sélo regulan los niveles de
inflamacion mediante la induccidn de la expresion de ciertos genes anti-inflamatorios,
sino también pueden reprimir la expresion de genes pro-inflamatorios mediante la
interaccion fisica entre el RG y NF-kB. Dada la naturaleza del RG, éste es capaz de
restablecer la homeostasis integrando diversas vias de sefalizacion. A los fines de
esta tesis se decidio estudiar a las citocinas IL-6, IL-3 e IFN-y, por su implicancia tanto

en la Rl como en la inflamacion.

1.4.9.1 INTERLEUCINA 6

La IL-6 es un mediador soluble con efectos pleiotropicos que desempefia tanto
funciones proinflamatorias como antiinflamatorias. Juega un papel central en diversos
mecanismos de defensa del organismo, como la respuesta inmune, la hematopoyesis
y las reacciones de fase aguda en el higado®%?. Esta citoquina ejerce su actividad
principalmente mediante la union a su receptor en la membrana celular,
desencadenando una cascada de transduccidn de sefales. Asimismo, existe un
receptor soluble para IL-6, que tiene efectos agonistas y es capaz de unir a IL-6 para
luego, interactuando con la proteina gp130, llevar adelante un proceso de
sefalizacion y transactivaciéon en aquellas células que no expresan el receptor de
membrana y asi puedan responder a |L-63%3,

En el sistema inmunoldgico innato, IL-6 induce la diferenciacién de monocitos
a macrofagos® y se asocia con propiedades inmunosupresoras en las CDs3%5. |L-6
también puede iniciar las respuestas inflamatorias en los tejidos promoviendo la
infiltracion y activacion de leucocitos mononucleares mientras que suprime la
infiltracién de neutrdfilos®?8. Los neutrofilos y los monocitos/macréfagos son capaces
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de producir y responder a IL-6, contribuyendo a la amplificacion de la respuesta
inflamatoria y a la transicion de un estado inflamatorio agudo a crénico. Una vez que
se sintetiza, IL-6 puede enviar sefiales de alerta a todo el organismo indicando la
presencia de una situacién de emergencia®?’.

Este hecho podria explicar en parte su estricta regulacion en la sintesis. La
expresion génica es regulada por varios FT que incluyen a NF-kB, proteina de
especificidad 1 (SP1), factor nuclear IL-6 (NF-IL-6) y AP-1328-330 Asimismo, IL-6 es
regulada negativamente por los GCs33'.

Una de las actividades biolégicas mas conocidas de IL-6 es su destacado papel
en la iniciacion de la respuesta de fase aguda hepatica y la induccion de proteinas de
fase aguda, como la proteina C-reactiva (PCR), el fibrinégeno y la amiloide sérica
A332_ os niveles elevados de estas proteinas son el sello distintivo de la inflamacién
ya que desempefan un papel critico en la defensa contra patdégenos bacterianos. Asi
mismo, durante una infeccién, IL-6 junto a TNF-a e IL-1[3, causan fiebre y leucocitosis,
lo cual es beneficioso para la eliminacidn de patdgenos333334, La sefalizacion de IL-6
es imprescindible para promover la proliferacion y prevenir la apoptosis de LT33%336,
asi como también para regular la diferenciacion y las funciones efectoras de las

células CD4+337,

1.4.9.2 INTERLEUCINA 1 BETA

IL-B desempefa un papel fundamental como regulador maestro de la primera
linea de defensa contra los patogenos®3®. Ejecuta una amplia gama de funciones
bioldgicas, al actuar como un pirégeno leucocitario, mediador de la fiebre e inductor

de los componentes de la respuesta de fase aguda3®3°®-34', También IL-1B ejerce
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funciones neuroendocrinas, al inducir hormonas como ACTH, CRH y cortisol en
respuesta al estrés342.

IL-18 es un factor circulante cuya expresion no es constitutiva, sino que esta
estrictamente regulada. Una de las principales fuentes de IL-1B son las células de
origen mieloide, que expresan la citocina como una proteina precursora
citoplasmatica (pro-IL-1B)%*'. Para obtener la forma activa de IL-1pB, la pro-IL-1B3 debe
ser escindida proteoliticamente a nivel del inflamasoma343-345, La activacion del
inflamasoma es gatillada por sehales generadas por diversos PAMPs y DAMPs, que
inician el procesamiento y la liberacién de IL-1B3*6. La exposicion a productos
bacterianos, asi como también las condiciones de hipoxia, inducen la expresioén de
IL-1B347348 A su vez, el promotor del gen de IL-1B contiene nGRE que actian en

respuesta a los GCs3#°.

1.4.9.3 INTERFERON GAMMA

IFN-y pertenece a la familia de interferones de tipo Il. IFN-y es secretado
predominantemente por linfocitos activados como los LT Th1, LT CD8* y células NK
y, en menor medida, por células NKT, LB y células CPA3%0-3%2 | a produccion de IFN-
y por parte de las células NK y los macrofagos podria desempefiar un papel
importante en la defensa temprana contra las infecciones, mientras que, en las
respuestas inmunitarias adaptativas, IFN-y es principalmente producido por los
linfocitos y secretado por LT Th1.

Su expresidn es inducida por mitdbgenos y citocinas, como L-12353:354 ||_-153%5,
IL-183%6.357 g |FN tipo [358:359, En respuesta al Ag de Mtb se reclutan los FTs (CREB,
ATF-2 y c-Jun) al promotor proximal de IFN-y y se activa la transcripcion de esta

citoquina esencial en la defensa contra este patégeno. Por otro lado, la inhibicion de
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la actividad del promotor de IFN-y estd dada por la interaccion entre el RG y el
complejo de union a ADN AP-1-CREB-ATF360,

La expresién del gen IFN-y esta controlada en varios niveles, incluyendo
cambios epigenéticos, acceso cromosomico, unidon de FT a promotores y
potenciadores, estabilidad del ARNm, entre otros. Dada la importancia del IFN-y en
la funcion inmune del hospedador, no es sorprendente que este gen unico esté tan

fuertemente regulado3®’.

1.5 DESREGULACION INMUNO ENDOCRINA EN LA
TUBERCULOSIS

Cuando surge un estimulo aversivo o estresor, el eje HPA funciona como un
regulador central que responde interconectando la accion de los sistemas nervioso,
endocrino e inmune. En el caso particular de la infeccion con Mtb, las células
fagociticas son capaces de hacer frente a esta amenaza mediante la fagocitosis de
patogenos y la secrecion de citocinas proinflamatorias como el IFN-y, IL-10, e IL-6"47.
Las citocinas liberadas estimulan el eje HPA y se induce la produccion de esteroides
adrenales como el cortisol y la DHEA. Ambas hormonas pueden afectar el desarrollo
de la respuesta inmune. Asi, los GCs facilitan la actividad Th2 en parte a través de
una inhibicién de las células Th1, mientras que la DHEA, su antagonista natural
contrarresta los efectos de los GCs favoreciendo respuestas la inmunidad celular3®?,
Mediciones de aquellos mediadores que participan de la unidad inmuno-endocrina,
puso en evidencia que los pacientes con TB presentaban en circulacion niveles
reducidos de DHEA, mientras que las concentraciones de IL-6, IL-13 y cortisol se
hallaban aumentadas3®3. Estos hechos podrian indicar que los GCs actuarian en

detrimento de la respuesta contra Mtb al contrarrestar la accion de las células Th1, en
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tanto que la disminucion de los niveles de DHEA favorecerian el accionar de los GCs,
no pudiendo contrarrestar los efectos inmunosupresores de esta hormona dificultando
el control de la infeccion.

Ante este escenario en donde el patogeno persiste, la activacion del sistema
inmunoldgico se sostiene en el tiempo, con un consecuente estado inflamatorio
crénico, que suele estar acompafiado por dafio tisular®®4. Asimismo, en las
enfermedades de naturaleza crénica que presentan una continua y/o excesiva
activacion del eje HPA se puede alterar tanto la composicion de la microbiota como
la barrera epitelial del tracto gastrointestinal3®°. Al alterarse la permeabilidad intestinal
se favorece la translocacion de las bacterias que residen en el tracto gastrointestinal
a la circulacion. Como resultado, puede detectarse a nivel sistémico componentes de
la membrana de las bacterias Gram-negativas como el Lipopolisacarido (LPS)3¢. El
LPS se caracteriza por poseer potentes efectos de activacion inmunitaria. En células
del sistema inmune a través del reconocimiento por parte de TLR-4 induce la
produccion de citocinas y mediadores proinflamatorios373%8, |os cuales podrian
sumar un efecto adicional a la activacion del eje HPA y consecuentemente perpetuar
el proceso inflamatorio en una suerte de circulo vicioso.

La persistencia del patégeno junto con la respuesta inmunoinflamatoria
prolongada no solo interfiere en la activacion del eje HPA y la produccién de
hormonas, sino que también influye en el accionar de las mismas. Como se expreso
anteriormente, la funcion bioldgica del cortisol depende de su interaccion con el RG
formado por el dimero RGa, mientras que el heterodimero RGa-RG[ actuaria como
dominante negativo. Al analizar el accionar de los GCs en pacientes con TB, pudimos
demostrar que las CMP provenientes de pacientes mostraban una relacion de los

transcriptos RGa/RGB disminuida, mientras que la expresion de 11B-HSD1 se
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encontraba incrementada respecto de los voluntarios sanos°. Tales datos sugieren
que los pacientes con TB pulmonar severa manifiestan cierto grado de resistencia a
la accién de los GCs endogenos, ya que, a pesar de poseer niveles plasmaticos
elevados de citocinas pro-inflamatorias, de cortisol y del transcripto de 113-HSD1, la
relacion de los transcriptos RGa/RGp seria desfavorable para que el esteroide ejerza
sus funciones inmunomoduladoras caracteristicas. En otro trabajo nuestro grupo ha
estudiado el nivel de expresién de ambas isoformas del receptor y de la enzima 11(3-
HSD1 en CMP de pacientes con TB sometidos a tratamiento especifico antibacilar. Al
momento del diagndstico se observo un perfil de expresion de los transcriptos similar
al descripto, con aumento de RGB y 11B-HSD1 y disminucion de la relacién RGa/RGf
respecto del grupo de controles sanos. Sin embargo, con el tratamiento todos los
transcriptos alcanzaron valores similares al grupo control, al igual que los de
mediadores proinflamatorios y DHEA, mientras que los de cortisol se mantuvieron
elevados hasta la alta clinica. Esto sugiere un defecto en la accion anti-inflamatoria
de los GCs, que desaparece con el tratamiento especifico y la mejoria clinica del
paciente®’?; lo que indicaria que tal “defecto” seria adquirido en el transcurso de la

infeccion y no una alteracién congénita.
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2 HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.1 CONSTRUCCION DE LA HIPOTESIS

La TB es una enfermedad infecciosa con un marcado componente inflamatorio.
Cuando la respuesta inmune no es lo suficientemente efectiva para eliminar al
patdgeno, la persistencia del mismo conduce a la produccion excesiva y prolongada
de citocinas proinflamatorias, propio de la cronicidad. Asi, durante la enfermedad
tuberculosa, principalmente en las formas progresivas de la misma, la respuesta
inmune se ve desregulada, traduciéndose en una importante produccion de citocinas
proinflamatorias conducente a la estimulacion del sistema neuroendocrino. Este, en
el intento de ejercer una accibn homeostatica, establece un ambiente
inmunosupresor, el cual podria por un lado estar evitando un mayor dano tisular por
parte de la RI, aunque por otro lado desfavoreceria tanto el armado de la inmunidad
protectora (y eliminacién del patégeno), asi como el adecuado control del proceso e
inflamatorio

El componente inmunosupresor propio de la regulacion inmunoendocrina en
TB esta asociado al aumento de los niveles de cortisol; sin embargo, coexiste con una
produccién sostenida de citocinas proinflamatorias, sugiriendo que la hormona no
estaria cumpliendo su funcion establecida. Este escenario plantea la inquietud
respecto a algun posible mecanismo de resistencia a los GCs que involucre la
participacion de RG. Aun mas, esta supuesta resistencia al cortisol endégeno podria
argumentar la fallida regulacion de retroalimentacion normal en el sistema inmunitario
en los casos mas severos de esta enfermedad infecciosa cronica.

A su vez, considerando que la TBPL es la manifestacion extrapulmonar mas
frecuente de la TB, y que ofrece la posibilidad de analizar y comparar el
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compartimento periférico y el compartimento pleural y teniendo en cuenta que la
TBPL, a diferencia de la TBP, comunmente se resuelve sola, sin requerir tratamiento
especifico, conocer los mecanismos subyacentes propios de la regulaciéon
inmunoenddcrina en esta forma de la patologia aporta informacién relevante al
momento de analizar las dificultades que enfrenta el sistema inmunolégico ante una

infeccién con Mtb.

2.2 Objetivos generales

En base a lo expuesto, en esta tesis se propone profundizar el conocimiento
de los procesos fisiopatoldgicos que hacen al accionar de los GCs como hormonas
inmunomoduladoras y antiinflamatorias en una patologia infecciosas crénica como la
TB en sus diferentes manifestaciones. El estudio de la interaccion entre los GCs y la
respuesta inmuno-inflamatoria es doblemente relevante, no sélo por la necesidad de
ahondar en el entendimiento de los mecanismos fisiopatogénicos de la enfermedad
en diferentes manifestaciones clinicas y que hacen a este desbalance inmuno-
enddcrino, sino también porque tales procesos tienen que ver con el curso mas
morbido de la patologia. En este sentido. nos propusimos los siguientes objetivos

especificos.

2.3 Objetivos especificos:

2.3.1 Objetivo 1

Evaluar en qué medida las variaciones en los niveles circulantes de
mediadores que participan en la interrelacion inmuno-enddcrina (citocinas: IL-6, IFN-
y e IL-10 y hormonas: cortisol y DHEA) y los marcadores inflamatorios (proteina C
reactiva y velocidad de eritrosedimentacién) se relacionan con la expresion de los

transcriptos de las isoformas del RG en pacientes con TBP y controles sanos.
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Ademas, y como ya fuera planteado, dado que la TB es una enfermedad inflamatoria
cronica en la cual la produccion exacerbada de citocinas proinflamatorias puede
causar el incrementar la permeabilidad intestinal, aumentando la circulacion de
componentes bacterianos y, consecuentemente favoreciendo el proceso inflamatorio,
es de interés establecer si en esta patologia se presentan elevados niveles circulantes
de LPS, y si ello guarda relacion con los perfiles de mediadores mencionados
anteriormente. Este analisis se realizara, ademas, considerando el grado de
compromiso pulmonar a fin de establecer si los pacientes con enfermedad leve,

moderada o severa difieren en las relaciones anteriormente descritas.

2.3.2 Objetivo 2

Estudiar, en los mismos grupos de pacientes, parametros funcionales que
puedan estimar el desarrollo de resistencia a los GCs enddgenos, mediante dos
estrategias en parte complementarias.

2.1 Analizar la expresion de genes regulados positiva (ANXA1, FKBP51, GILZ
y los inhibidores de NF-KB isoformas a y ) y negativamente (IL-6, IFN-y e IL-18) por
el RG e implicados en la RI, de acuerdo al grado de compromiso pulmonar.

2.2 Evaluar la resistencia a cortisol endégeno a través de la optimizacion de un
ensayo funcional que determine la respuesta de leucocitos y de CMP al estimular las
células con LPS e inhibir la produccion de IL-6 con cortisol 0 dexametasona. Para
cotejar con el nivel de respuesta especifica, también se efectuara un ensayo similar
en paralelo, estimulando las células con Mycobacterium tuberculosis inactivada por

radiacion gamma (Mtbi).
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2.3.3 Objetivo 3

Dado que la TBPL constituye un modelo natural para comprender la RI
protectora en el sitio de la infeccion y la respuesta endocrina que se desarrolla en
paralelo nos proponemos:

Estudiar el mismo perfil de expresion génica planteado en el objetivo 2.1 en
CM de pacientes con TBPL provenientes tanto de fluido pleural (CMFP) como de
sangre periférica (CMP) y analizar las potenciales correlaciones entre mediadores

inmunoenddcrinos y transcriptos.
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3 MATERIALES Y METODOS

3.1 Grupos de estudio

3.1.1 Pacientes con Tuberculosis pulmonar

Para llevar a cabo este estudio se reclutaron pacientes con TB pulmonar (18-
65 anos), de los cuales se obtuvo una muestra de sangre luego de haber leido y
firmado el consentimiento informado. El diagndstico de la patologia fue realizado
sobre la base de criterios clinicos y radioldgicos sumados a la identificacion de bacilos
acido-alcohol resistentes en el esputo u otro/s fluido/s biolégico/s. La muestra de
sangre fue tomada antes del inicio del tratamiento anti-bacilar.

Teniendo en cuenta el grado de compromiso pulmonar se clasificaron los
pacientes con TB, en leves, moderados y severos segun la extension y el tipo de
lesion pulmonar observadas en la placa radiologica. En base a ello, los pacientes que
presentaron compromiso pulmonar en un unico lébulo y sin cavidades visibles se
clasificaron como pacientes con TB leve. En cuanto al grupo de pacientes con TB
moderada, se consideraron todos aquellos individuos que presentaron compromiso
unilateral de dos o mas I6bulos y las cavidades, de hallarse presentes, no debian
exceder un diametro de 4 cm. Finalmente, se determind como pacientes con TB
severa a aquellos individuos con enfermedad bilateral con afectacién masiva y

multiples cavidades®’".

3.1.2 Pacientes con Tuberculosis pleural
Los pacientes con TBPL se seleccionaron en base a criterios clinicos en donde
por cuestiones diagndsticas y terapéuticas se obtuvo una muestra de exudado pleural

a través del procedimiento de toracocentesis y una muestra de sangre periférica. El
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diagndstico se efectué mediante la identificacion del bacilo sea por microscopia
directa del pellet del exudado (Ziehl-Nielsen) en el cultivo, o por medio del
reconocimiento histopatologico de granulomas tuberculosos en la biopsia pleural.

Es importante destacar que la TBPL, como foco infeccioso unico, es una
patologia de baja frecuencia de presentacion. Ante la sospecha de la misma, la
confirmacion del diagndstico es muy dificil de realizar debido a que: la presencia de
bacilos acido alcohol resistentes en el examen directo generalmente es negativo, el
cultivo demanda mas de 30 dias y no siempre es positivo; el diagnostico por medio
de anatomia patoldgica requiere que la muestra de tejido recuperada permita la
identificacion del granuloma tuberculoso. Por su parte, los tratamientos empiricos
suelen ser efectivos para el paciente con sospecha de TBPL, sin embargo, solo se
incorporaron al grupo TBPL aquellas muestras con diagndstico certero.

Todos los pacientes con TB incluidos en este estudio fueron incorporados por
médicos especialistas de los Servicios de Clinica Médica y Neumologia del Hospital

Provincial del Centenario.

3.1.3 Controles sanos

El grupo de controles sanos fue conformado por una poblacién de individuos
similares en sexo y edad respecto de los pacientes con TB que concurrieron al servicio
de Hemoterapia del Hospital Provincial del Centenario, asi como voluntarios sanos
provenientes de diversas instituciones y que no registraban contacto con pacientes
con TB a fin de machear en sexo y edad con los pacientes con TB.

En este estudio se excluyeron aquellos individuos con compromiso directo de
la glandula suprarrenal por el bacilo, personas con serologia HIV positiva, mujeres

embarazadas o amamantando y aquellas personas medicadas con corticoides o
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drogas inmunosupresoras o0 inmunomoduladores. Todos los participantes no

presentaban enfermedades inmunolégicas o trastornos endocrinoldgicos.

3.2 Recoleccion de muestras de sangre y parametros clinicos.
Todas las extracciones de las muestras de sangre venosa se realizaron entre
las 7:30 y las 9:00 hs siguiendo el mismo procedimiento de venopuncion. Los sujetos
incorporados en este estudio completaron un protocolo de examen estandarizado en
el hospital, en donde se utilizé un cuestionario estructurado para recopilar informacién
que incluia caracteristicas demograficas, antecedentes de enfermedades previas y
comportamientos relacionados con la salud, como tabaquismo, consumo de alcohol
y drogas. El peso y la talla se midieron mediante procedimientos estandar, a partir de

los cuales se calcul6 el indice de masa corporal (IMC).

3.3 Parametros bioquimicos

En el laboratorio bioquimico del Hospital Provincial del Centenario se
determinaron por métodos estandares el hemograma completo con recuento de
plaquetas usando un analizador hematolégico automatizado (Sysmex XN-1000). El
nivel de glicemia, Hemoglobina Glicosilada (HbA1c), urea, creatinina, acido urico,
proteinas totales, albumina, aspartato aminotransferasa (AST), alanina
aminotransferasa (ALT), fosfatasa alcalina (FA), colinesterasa sérica, colesterol total,
colesterol de lipoproteinas de alta densidad (HDL, segun sus siglas en ingles),
colesterol de lipoproteinas de baja densidad (LDL, segun sus siglas en ingles),
triglicéridos y velocidad de eritrosedimentacion (VES) fueron examinados utilizando

un analizador bioquimico automatico Roche Cobas 600 (modulo analitico 501).
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3.4 Obtencioén de glébulos blancos totales y aislamiento de células
mononucleares de sangre periférica

Una vez obtenidas las muestras de sangre entera anticoagulada con EDTA
(0.01% VIV Wiener Lab, Rosario), se centrifugaron a 2000 rpm durante 15 minutos a
8°C. A partir de alli se recolectd el plasma, se le adiciond el inhibidor de proteasa
(Aprotinina: 1.6 mg/ml, Abcam) para su mejor preservacion, se fraccion6 y almaceno
a -20°C, hasta su utilizacion para la cuantificacion de mediadores solubles. A una
alicuota de las células que se encontraban en la interfaz entre los globulos rojos vy el
plasma se las colocd en un tubo con Buffer de lisis (0.1M NaHCO3, 1.5M NH4Cl, 1
mM EDTA, pH= 7.4) para eliminar los glébulos rojos y obtener los glébulos blancos
totales (Buffy Coat, BC). Del resto de las células de la interfaz se aislaron las CMP
mediante un gradiente de densidad. Para ello, a la capa leucocitaria se la diluy6é en
igual volumen con buffer fosfato salino (BFS) con 5% penicilina/estreptomicina
(BFS+ATB; Gibco, EEUU) y esta suspensioén celular se colocod suavemente sobre un
gradiente de Ficoll-Paque Plus (densidad 1.077, Amersham Biosciences, NJ,
EE.UU.). Luego, se centrifugd a 1800 rpm durante 30 minutos a temperatura ambiente
(20°C) y se recuperaron de la interfaz las CMP, las que se lavaron tres veces
con BFS+ATB. Utilizando una camara de Neubauer se contaron las células y se
evalud su viabilidad tinendo las mismas con una solucién de Azul tripan 0.4% (p/v),
permitiendo diferenciar células vivas de muertas; solo se utilizaron las muestras cuya
viabilidad sea mayor al 95% (ninguna muestra presenté menor viabilidad). Por ultimo,
las CMP se resuspendieron en BFS+ATB, una alicuota de 3.108 células se destinaron
para evaluar su capacidad proliferativa (ver secciéon 3.6), 5.10° células se utilizaron
para evaluar la potencial resistencia a GC (ver seccion 3.9) y 8.108 células se
preservaron en 1 ml de TRIreagent (Genbiotech) a -80°C hasta su utilizacion y

extraccion del ARN total (seccion 3.8.1).
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3.4.1 Recoleccion y procesamiento de muestras de exudado pleural

A primera hora de la mafana (entre las 7:30 y las 9 hs) a los pacientes con
TBPL se les extrajo una muestra de sangre venosa, como ya se describid, previa al
procedimiento de toracocentesis. De este ultimo, se recolect6 una alicuota de 100 ml
de la efusién pleural en tubos con EDTA (0.01% Wiener lab), una alicuota de cada
una fue derivada al Laboratorio Central del Hospital Centenario donde se realizaron
las pruebas de diagnaostico y los analisis bioquimicos correspondientes.

El fluido pleural (FP) anticoagulado se centrifugd a 8° C durante 15 minutos a
2000 rpm y se le adicion6 Aprotinina (1.6 mg/ml Abcam), se fraccion6 y almacené a -
20 °C hasta su utilizacién para la cuantificacion de mediadores solubles. Luego de la
centrifugacion el pellet de células obtenidos se resuspendié en PBS+ATB y se
procedié de la misma manera en descrita en la seccion 3.4 para la obtencién de las
CMFP. De la muestra de sangre entera, provenientes de los pacientes con TBPL, se
obtuvieron las CMP como ya fuera detallado. De ambas muestras de CM, se
destinaron dos alicuotas, una a los cultivos in vitro para los ensayos de proliferacion
(seccidon 3.6) y la otra adicionada con el reactivo TRI-reagent para la posterior

extraccidon del ARN total y cuantificacidén de la expresidn génica.

3.5 Ensayo de linfoproliferacién

Con el objetivo de analizar la capacidad proliferativa de las CM pertenecientes
a los diferentes grupos de estudio (CMP de pacientes con TBP, TBPL y Co; CMFP de
pacientes con TBPL), se cultivaron las células por cuadruplicado en placas 96 pocillos
de fondo plano. Se sembraron 2.10° células/pocillo en 200ul de volumen final, con o
sin adicion de 8 pyg/ml de la cepa H37Rv Mtbi (Universidad de Colorado, USA). Como
control positivo de proliferacion se utilizé Concanavalina A (ConA; 2.5 ug/ml, Sigma-

Aldrich). Los cultivos se incubaron durante 5 dias a 37°C, en una atmdésfera
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humidificada con CO2 al 5% y se pulsaron con 1uC de 3[H]timidina durante 18h antes
de la recoleccién de células. Las células se cosecharon en papel de fibra de vidrio y
posteriormente se procedio a la medicion de la radioactividad incorporada en contador
de centelleo liquido (Wallac 1214 Raskbeta). Los resultados se expresaron como
indice de Estimulacién (IE: cuentas por minuto -cpm- promedio de los cultivos

estimulados/cpm promedio de los cultivos sin estimular).

3.6 Cuantificacion de mediadores solubles

3.6.1 Cuantificacion de citocinas, hormonas y proteina C reactiva en
plasma o fluido pleural.

Los niveles de las citocinas IL-6. IL-10 e IFN-y fueron cuantificadas mediante
un ensayo comercial de inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA, BD Pharmingen,
limite de deteccion-LD: IL-10: 7.8 pg/ml, IFN-y 4.7 pg/ml y IL-6 2 pg/ml) segun las
indicaciones del fabricante. Para la evaluacion de los niveles circulantes de las
hormonas Cortisol y DHEA se utilizé también la técnica de ELISA (DRG, LD: cortisol
2.5 ng/ml y DHEA: 2.5 ng/ml). Tanto las citocinas como las hormonas fueron
cuantificadas usando un sistema espectrofotométrico de microplacas Epoch™
(BioTek, Winooski, VT).

La proteina C reactiva (PCR) plasmatica fue medida a través de un ensayo
turbidimétrico usando un analizador automatico de alta sensibilidad (Wiener Lab,

Rosario, Argentina, LD: 2.5 mgl/l).

3.6.2 Determinaciodn de lipopolisacarido en plasma
Los niveles de Lipopolisacarido (LPS) plasmaticos se evaluaron utilizando el

ensayo de punto final cromogénico de Lisado de amebocitos de Limulus (Hycult
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Biotech, Uden, Paises Bajos, limite minimo de deteccion de 0,04 UE/ml) de acuerdo

con las instrucciones y recomendaciones del fabricante.

3.7 Cuantificacion de transcriptos

3.7.1 Aislamiento de ARN

Las muestras de CM obtenidas en las secciones 3.4 y 3.5, preservadas en TRI
Reagent® (Molecular Research Center, Inc, Cincinnati, Ohio, Estados Unidos), se
utilizaron para extraer el ARN total de las CMP y CMFP, de los distintos grupos de
estudio, siguiendo las indicaciones del fabricante. Brevemente, a los tubos
conteniendo entre 7 y 8.106 cél/ml de reactivo se les agregaron 200 pl de cloroformo
(Merck), se agité enérgicamente para que las fases se mezclen y se incubd durante
5 min a temperatura ambiente. Finalizada la incubacion, se centrifugé a 12000 rpm
durante 15 min a 4°C. La fase acuosa (aproximadamente 500 ul) se transfirio a un
tubo limpio y se le adicioné 5ul de carrier y 500uL de alcohol isopropilico (Merck) para
precipitar el ARN total. Los tubos se incubaron durante 2hs a -20°C y se centrifugaron
a 12000 rpm durante 20 min a 4°C. Consecutivamente, se descart6 el sobrenadante
y se lavo dos veces el pellet con 1 mL de etanol absoluto (Merck) 75% v/v en H20
suplementada con dietilpirocarbonato (H20-DEPC). Luego, se agité brevemente en
un vortex y se centrifugé a 8000 rpm durante 5 min a 4°C. El sobrenadante obtenido
se descarto y se dej6 secar el pellet durante 5-10 min, dejando los tubos abiertos. Por
ultimo, se disolvié el pellet en 30 uL de H20O-DEPC realizando pipeteos suaves. Las

muestras de ARN se almacenaron a -70°C hasta su utilizacion.

64



Materiales & Métodos

3.7.2 Sintesis de ADN complementario y qPCR.

Una vez aislado el ARN total, se determiné la cantidad y calidad del mismo
utilizando un sistema espectrofotométrico Epoch™ con placas de microvolumen
Take3 (BioTek, Winooski, VT).

El ADN complementario (ADNc) se sintetizd a partir de 2 uyg de ARN total
mediante la extension de cebadores oligo-dT con la transcriptasa inversa M-MuLV
(Thermo) en un volumen final de 40 ul de agua estéril DEPC.

El anadlisis de la expresion génica fue llevado a cabo mediante la técnica de
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, del inglés Polimerase Chain Reaction)
cuantitativa en tiempo real (QPCR). Las cuantificaciones se realizaron con el sistema
de PCR en tiempo real StepOnePlus de 96 pocillos (Applied Biosystems) utilizando 3
Ml de la dilucion 1/10 del ADNc, 0,4 uM de cada cebador y 3 ul de 5x HOT FIREPoI®
EvaGreen qPCR Mix Plus (ROX) (Solis BioDyne), volumen final de 15 pl. Las
condiciones del perfil térmico fueron las siguientes: 10 minutos a 95 °C seguido de 40
ciclos de PCR de desnaturalizacién a 95 °C durante 7 segundos, 25 segundos para
el anillado a 60 °C y 30 segundos para el alargamiento a 72 °C. Las lecturas de
fluorescencia se efectuaron durante 10 segundos a 80 °C finalizada cada etapa de
alargamiento. La especificidad de los productos fue confirmada mediante las curvas
de disociacién obtenidas siguiendo las instrucciones del fabricante del equipo y la
confirmacion de la secuencia de las mismas por secuenciacion del producto de
amplificacion al momento de optimizar las condiciones de reaccion de cada amplicon.
Todas las reacciones se hicieron por duplicado.

Los resultados de la amplificacion de los transcriptos fueron analizados
mediante el método de curva estandar relativa. Este método permite identificar las

diferencias en los niveles de expresion de un gen especifico refiriéndose a una curva
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estandar. Para la construccion de las curvas estandares se utilizaron diluciones
seriadas de ADNCc sintetizadas a partir de la linea celular Jurkat que expresan las
isoformas del RG alfa y beta y de macrofagos derivados de células THP-1 tratados
con GCs

Para normalizar la expresién de cada gen en estudio, se utilizoé la amplificacion
del gen peptidilprolil isomerasa A (PPIA) como control enddégeno en cada una de las
muestras de las células mononucleares. Los datos se expresaron como el numero de
veces de cambio en los niveles de expresion de un gen especifico normalizado por
los niveles de expresion relativa del gen de referencia PPIA.

A continuacion, se detallan en la tabla 1 las secuencias de los cebadores
utilizados para los distintos transcriptos cuantificados en esta tesis:

Tabla 1: Lista de secuencia de cebadores utilizados para la cuantificacion de
ARNmM por qPCR para lograr el objetivo 1y 2.

Tamano del Temperatura

Gen Secuencia del cebador producto d illado (°C
(bb) e anillado (°C)

ANXA1 F-5- TCAAGCCATGAAAGGTGTTGGA-3 . o
Gene ID:301  R: 5-CCACAAAGAGCCACCAGGATT-3’
FKBP5 F: 5-ATCCGGAGAACCAAACGGAAAG-3’ . o
Gene ID:2289  R: 5-TCTCCTTCGCCCACAGTGAAT-3'
GILZ F- 5-CAACCGCAACATCGACCAGA-3’ 150 50
Gen ID:1831  R: 5-TCCACCTCCTCTCTCACAGC-3' 5
NFKBIA F: 5-TCAATGCTCAGGAGCCCTGTAAT-3’ 126 o
Gen ID:4792  R: 5-AGCC-CTGGTAGGTAACTCTGT-3
NFKBIB F: 5-CGAGGGCGAGGACGAGAAAT-3’
GenelD:4793  R: 5-GGGGTCGTCAGGAAGAGGTT-3’ 157 61
NFKB1 F: 5-ACTCTGGCGCAGAAATTAGGTC-3
GenelD:4790  R: 5-GCTTCGGTGTAGCCCATTTGT-3' 152 62
PPIA F-5-GCATACGGGTCCTGGCATCTTG-3 01 50
Gen ID:5478  R: 5-TGCCATCCAACCACTCAGTCTTG-3'
RGa F: 5-GAAGGAAACTCCAGCCAGAAC-3' 159 50
GenelD:2908  R: 5-GATGATTTCAGCTAACATCTCG-3'
RGB F: 5-GAAGGAAACTCCAGCCAGAAC-3' " 50
GenelD:2908  R: 5-TGAGCGCCAAGATTGTTGG -3’
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IFN-y F:5 AACGAGATGACTTCGAAAAGCTG-3' - .
Gene ID:3458 ¢ 5 TCTTCGACCTCGAAACAGCA-3'
IL-6 F: 5-TACGGCGCTGTCATCGAT-3’ o -
Gene ID: 3586  R: 5-TAGAGTCGCCACCCTGATGT -3
IL-1p F: 5-TCTGTACCTGTCCTGCGTGTTG-3 1

57 60

Gene ID: 3553 R: 5-GGGGAACTGGGCAGACTCAA -3’

F: oligo sentido; R: oligo inverso; ANXA1: Anexina A1; FBKPS: FKBP prolil isomerasa
5; GILZ: cremallera de leucina inducida por glucocorticoides; NFKBIA: inhibidor de
NF-kB alfa; NFKBIB: inhibidor de NF-kB beta; NFkB1: subunidad p105 de NF-kB;
PPIA: peptidil prolil isomerasa A: RG receptor de glucocorticoides; IFN-y: interferén-
gamma; IL-10: interleucina-10; IL-1B: interleucina-1beta.

3.8 Condiciones finales del protocolo optimizado del Ensayo in
vitro para la determinacién de la sensibilidad a Glucocorticoides
en pacientes con Tuberculosis pulmonar y controles sanos.

La descripcion de los pasos seguidos en la optimizacion y determinacion de
las condiciones finales del ensayo in vitro para determinar la sensibilidad a los GCs
tanto de leucocitos totales como de CMP provenientes de pacientes con TBP y Co se
encuentra detallada en el ANEXO 1. En esta seccion se describen las condiciones
finales del mismo.

Ensayo con leucocitos totales: una vez purificados los leucocitos totales a partir

del Buffy coat, como se describio en el item 3.4, se incubaron a una concentracioén de
5.10° células/pocillos en MCC (600 pl de volumen final), se estimularon con LPS (30
ng/ml) o Mtbi (10 ug/ml) y se adicionaron con diferentes concentraciones de cortisol
(1.10%,1.107,5.107, 1.10%, 5.10%, 5.10°°* M) o DEX (5.10°, 1.10°%, 1.107, 5.107, 5.10
5 M).

Ensayo con CMP: se realizé un protocolo similar con las CMP purificadas a

partir del gradiente de Ficoll, como se describio en el item 3.4, se resuspendieron en

MCC y se sembraron 5.10° CMP en placas de 24 pocillos. Las células se estimularon
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s6lo con Mtbi (10 ug/ml) y se las inhibié con los rangos de dosis para cortisol y DEX
descriptos en el parrafo anterior, el volumen final de los cultivos fue de 600ul.

Todos los cultivos fueron incubados por 24hs a 37°C en una atmésfera
humidificada con 5% COz2. Finalizado el tiempo de incubacion, se recolectaron los
sobrenadantes y se preservaron a -20°C hasta la cuantificacion de los niveles de IL-

6.

3.9 Analisis estadistico

Las comparaciones se efectuaron por medio de procedimientos estadisticos
para grupos independientes tanto en las variables cuantitativas (por ejemplo, prueba
de Kruskall-Wallis y comparaciones posthoc) o cualitativas (chi cuadrado,
probabilidad exacta). Previamente se indagd acerca de la distribucion normal de las
variables (y su eventual transformacion en caso de no ser asi) para poder aplicar
técnicas paramétricas de ajuste y obtener una adecuada estimacion de las
interrelaciones. Las comparaciones entre muestras individuales fueron realizadas
utilizando el test de Mann—-Whitney y las comparaciones entre varios grupos se
realizaron usando analisis de la varianza (ANOVA) seguido por el posthoc test de
Dunnett. Para determinar la sensibilidad a GCs se utiliz6 ANOVA a dos factores con
medidas repetidas. Mediante la prueba de correlacion de rango de Spearman se
analizaron las asociaciones entre las variables estudiadas.

P < 0.05 fue considerado estadisticamente significativo. Los asteriscos indican
los niveles de significancia: *P< 0.05; **P < 0.01; ***P< 0.001; ****P< 0.0001. Todos
los analisis estadisticos fueron realizados con el software GraphPad Prism 9.0

software.
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4 RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados y la discusién presentados en este primer capitulo se

corresponden con los obtenidos en el cumplimiento del primer objetivo especifico.

4.1 CAPITULOI

4.1.1 Caracteristicas generales de los grupos de estudios
correspondientes a los objetivos 1y 2

En este estudio fueron reclutados cuarenta y siete Co y cuarenta y siete
pacientes con TBP. Del total de los pacientes con TBP la mitad de los participantes
resultd, segun los criterios de clasificacion establecidos, tener una afeccién pulmonar
moderada (51%, n= 24), un 36% de pacientes severos (n=17) y una menor proporcion
de pacientes con TBP leves (16%, n=6). Las caracteristicas generales de ambos
grupos se encuentran en la Tabla 2.

Como ya fue expresado, en este estudio se incluyeron individuos con un rango
de edad que variaba desde los 18 a 65 afos. Con respecto a los pacientes, la mediana
en edad fue de 32 afios, que se correspondio con el grupo etario de adultos jévenes.
En cuanto a los sujetos sanos la mediana fue de 31.5 anos, sin presentarse
diferencias estadisticamente significativas entre ambos grupos. Respecto al sexo y el
numero de individuos vacunados con BCG, tampoco hubo diferencias entre grupos.
Por otra parte, y como era de esperar al ser la TB una enfermedad consuntiva, si se
observé un marcado descenso en el indice de Masa Corporal en el grupo de pacientes
respecto a Co, mas aun en los grupos severos.

En el andlisis de la presencia de distintos factores de riesgo como tabaquismo
y consumo de alcohol entre los dos grupos, se encontrd que el numero de fumadores

fue mas prevalente en los pacientes con TB (p<0.01), lo cual incrementaba conforme
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con la severidad. Con respecto al consumo de alcohol, el 19.5 % de los controles y el
31.6 de los pacientes refirid hacerlo, y este porcentaje aumentaba con la severidad
hasta un valor de 38.5 % en los severos, aunque no se hallaron diferencias
estadisticas entre los grupos de estudio, ni considerando el grado de severidad de la

TBP (Tabla 2).
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Tabla 2: caracteristicas generales de los grupos de estudio

Variables Co (n=47) TB (n=47) Leve (n=6) Moderado (n=23) Severo (n=17) Valor de p
Edad (afios)? 31.5 [23-46] 32 [22-45] 36 [26-59] 32 [22-58] 34 [24-44] ns
Sexo (F/M)® 13/34 13/34 3/3 6/17 4/13 ns
BCG (Si/No)° 47/0 4017 5/1 20/3 14/3 <0.02
IMC (kg/m2)2 27 [24.8-29.4] 20 [18.5-21]* 20 [19-22]* 21 [19-24]* 20 [18-20]* <0.0001
Eib;tf(giNo) 7129 19/19* 204 8/11 9/4# <0.01
Consumo de 7/29 12/26 3/3 4/15 5/8 ns

alcohol (Si/No)

aLos datos estan representando como la media y el rango intercuartil. Las comparaciones fueron realizadas usando el test de
Mann-Whitney.

bLos datos se presentan como frecuencia y las comparaciones se realizaron mediante la prueba exacta de Fisher.

* diferente de Co, p<0.0001; # diferente de Co (Test exacto de Fisher) p<0.01

Abreviaciones: Co: Controles sanos; TBP: pacientes con tuberculosis pulmonar; F: femenino; M: masculino; BCG: Bacillus
Calmette-Guerin; IMC: indice de masa corporal; ns: no significativo.
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4.1.2 Analisis de los parametros bioquimicos

Al analizar el reporte del hemograma completo de los pacientes con TBP se
encontré un aumento significativo de gldbulos blancos totales, neutréfilos, monocitos
y plaguetas junto con valores reducidos de hemoglobina y linfocitos respecto del
grupo Co (Tabla 3). Los mismos resultados se observaron en las comparaciones
segun el grado de afectacién pulmonar. Unicamente, en el grupo de pacientes

severos se encontré un menor numero de eritrocitos respecto del grupo Co.

73



Resultados y discusion: Capitulo |

Tabla 3. Parametros hematolégicos de los pacientes con Tuberculosis pulmonar (TBP) y Controles sanos (Co).

Parametros [Valores de referencia] Co (n=39) TBP (n=38) Leve (n=6) Moderado (n=19) Severo (n=13)
Glébulos blancos (103/ul) [4-9] 6.1 (5.3-7.2) 8.7 (7.5-11.1)* 8.7 (6.2-13.7) 8.5 (7.5 -9.5)* 11.0 (7.8- 12.0)*
Neutrdfilos (10%/ul) [2-6] 3.2(2.7-4.0) 5.8 (4.4-7.8)* 5.1 (3.9-9.8)* 54 (4.1-6.2)* 7.6 (6.1- 8.6)*
Linfocitos (10%/ul) [1- 3] 2.0 (1.7-2.5) 1.6 (1.2-2.2)* 1.7 (1.2 -2.5) 1.6 (1.3-2.2)* 1.4 (0.9 -1.6)*
Monocitos (103/ul) [0- 1] 0.5 (0.4- 0.6) 0.8 (0.6 -1.0)* 0.8 (0.5-1.7) 0.7 (0.5-0.9)* 1.0 (0.6 -1.4)*

Eosinofilos (103/ul) [0- 0.4]
Basdfilos (103/ul) [0- 0.09]
Plaquetas (10%/ul) [150- 400]
Globulos rojos (M/ul) [3.7-5.5]

Hemoglobina (g/dL) [11-16]

0.13 (0.09-0.19)
0.03 (0.02-0.05)
229 (198-278)
4.7 (4.5-5.1)

14.2 (13.3-14.8)

0.16 (0.10 -0.21)
0.03 (0.02 -0.05)
431 (317 -512)*
4.6 (4.1-5.1)

12.4 (11.1-13.5)*

0.15 (0.12 -0.18)
0.05 (0.02 -0.06)
415 (253 -641)*
4.3 (4.0 -5.0)

13.0 (11.5 -13.3)

0.15 (0.10 -0.20)
0.05 (0.03 -0.05)
447 (334- 498)*
4.9 (4.3-5.2)

12.9 (11.4- 14.1)*

0.16 (0.05- 0.23)
0.02 (0.01 -0.04)
370 (307 -537)*
4.3 (4.0-4.7)*

12.0 (10.4-12.5)*

Los datos estan expresados como la mediana (rango inter cuartil). Las comparaciones cuantitativas fueron realizadas mediante
meétodos no paramétricos, como el analisis de Kruskal Wallis seguido de una prueba post-hoc cuando correspondia, para el enfoque
de comparacion multiple. * Representa diferencias estadisticamente significativas de Co (p<0.05).

Abreviaciones: Co: Controles sanos; TBP: pacientes con Tuberculosis pulmonar.
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Los pacientes con TBP no mostraron diferencias significativas con relacion a
los niveles séricos de glucosa, acido urico, aspartato aminotransferasa, alanina
aminotransferasa y triglicéridos cuando fueron comparadas con el grupo Co, aunque
exhibieron un incremento en la concentraciéon de HbA1c (Tabla 4). Preferentemente
los pacientes con TBP moderada presentaron una disminucion en la concentracion
de urea, albumina y colesterol HDL (Tabla 4). Por lo que se refiere a pacientes con el
menor grado de afeccién pulmonar, se encontré un descenso en la concentracion de
albumina y colinesterasa sérica. Mientras que aquellos con enfermedad avanzada,
mostraron niveles mas bajos de creatinina, albumina, colinesterasa sérica, colesterol
total, colesterol HDL y LDL y valores elevados de fosfatasa alcalina respecto al grupo

de Co (Tabla 4).
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Tabla 4. Parametros bioquimicos de los pacientes con Tuberculosis pulmonar (TBP) y Controles sanos (Co)

Co (n=39) TBP (n=38) Leves (n=6) Moderados (n=19) Severos (n=13)

Glicemia (mg/dl) [70-100] 89 (82-93) 86 (82-95) 88 (80-97) 86 (83- 93) 87 (81-96)
HbA1c (%) [4.8-5.9] 5.2 (4.7-5.6) 5.5 (5.1- 5.8)* 4.9 (4.6-5.7) 5.7 (5.4- 5.8)* 5.6 (5.1-6.2)
Urea (mg/dl) [10-50] 30 (26-36) 22 (19-30)* 24 (14- 34) 21 (20- 28)* 23 (18- 32)
Creatinina (mg/dl) [0.5-0.9] 0.8 (0.7-0.9) 0.7 (0.6-0.8)* 0.6 (0.6-0.9) 0.7 (0.6- 0.9) 0.7 (0.6- 0.9)*
Acido urico (mg/dl) [2.4-5.7] 4.8 (3.9-5.6) 5.0 (3.8 -8.3) 7.7(4.0-9.2) 6.3 (3.8-9.3) 4.5 (3.6-4.9)
Proteinas totales(g/dL) [6.6-8.7] 7.4 (7.1-7.6) 7.9 (7.4-8.3)* 7.8 (7.4-8.1) 8.0 (7.7- 8.3)* 7.8 (6.9-8.4)
Albumina (g/dl) [3.4-4.8] 4.5 (4.3-4.7) 3.9 (3.54.2)* 3.7 (3.6-4.0)* 4.0 (3.8-4.3)" 3.3(3.1-3.9)*
AST (UI/l) [10-38] 19 (16 -22) 16 (13-24) 17 (13- 33) 15 (13- 22) 18 (15- 26)
ALT (UI/1) [10-41] 18 (12-23) 18 (12-24) 13 (4- 15) 19 (12-26) 23 (14- 26)
FA (U/l) [35-104] 67 (53-76) 92 (83-109)* 87 (77-103) 85 (80- 99)* 109 (93- 198)*

Colinesterasa sérica (Ul/l) [6400-5500]
Colesterol total (mg/dl) [50-200]
Colesterol HDL (mg/dl) [40-100]
Colesterol LDL (mg/dl) [4-100]
Triglicéridos (mg/dl) [50-150]

9157 (7911-10393)
179 (152 -193)

51 (45-61)

107 (91 -123)

91 (61-99)

6130 (5361- 7202)*
144 (121-177)*

36 (25-44)*

88 (72-108)*

79 (69-102)

5748 (5647- 6663)*
181 (107-245)

43 (32-58)
110 (66-142)
80 (70- 124)

6669 (5921- 7452)*
145 (133- 180)

35 (31- 44)*

83 (72- 108)

86 (69- 97)

4698 (3379- 6568)*
124 (112- 151)*

26 (18- 39)*

85 (73- 98)*

72 (66- 103)

Los datos estan expresados como la mediana (rango inter cuartil). Las comparaciones cuantitativas se realizaron mediante métodos
no parametricos, como el analisis de Kruskal Wallis seguido de una prueba post hoc cuando correspondia, para el enfoque de
comparacién multiple. * Representa diferencias estadisticamente significativas respecto a Co (p<0.05).
Abreviaciones: Co: controles sanos; TBP: pacientes con Tuberculosis pulmonar; HbA1c: Hemoglobina glicosilada, AST: Aspartato
Aminotransferasa, ALT: Alanina Aminotransferasa, FA: fosfatasa alcalina, HDL: lipoproteinas de alta densidad y LDL.: lipoproteinas

de baja densidad
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4.1.3 Evaluacion de la relacion entre los niveles circulantes de
parametros inmuno-endoécrinos e inflamatorios con la
expresion de las isoformas del receptor de
glucocorticoides.

Dado que los factores circulantes estarian condicionando la funcionalidad
y la expresion génica celular, se evaluo la potencial relacion de los mediadores
inmuno-endécrinos e inflamatorios circulantes con la expresion de los transcritos

de las isoformas del RG.

4.1.3.1 Cuantificacion de citocinas pro y antiinflamatorias,
hormonas y mediadores inflamatorios plasmaticos en
pacientes con TBP.

Al estudiar las citocinas pro y anti inflamatorias en circulacion tanto en
pacientes con TBP como en Co, se encontré que el primer grupo mostré
concentraciones aumentadas de IL-6, IFN-y e IL-10 (p<0.001 vs Co),
particularmente a expensas de los casos moderados y severos (p<0.003 vs Co)
(Tabla 5).

En la misma direccion, los pacientes con TBP presentaron niveles de
cortisol relativamente elevados (p<0.05) en particular los moderados (p<0.01),
mientras que los niveles de DHEA fueron considerablemente inferiores (p<0.01)
en el grupo TBP, a expensas de los casos severos (p<0.0001 vs Co). Tales
alteraciones, resultaron en un aumento de la relacién Cortisol/DHEA en
pacientes con TBP en comparacion con la observada en Co (p<0.0001), la cual
se conservo incrementada en todos los grupos de TBP, siendo los severos

quienes presentaron la mayor relacion (p<0.01) (Tabla 5).
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Tabla 5: Niveles plasmaticos de citocinas pro y antiinflamatorias, hormonas suprarrenales y relacién Cortisol/DHEA en
controles (Co) y pacientes con tuberculosis pulmonar (TBP) con diferente grado de afectacién pulmonar (Leve, Moderado y
Severo).

Co TBP Leve Moderado Severo
IL-10 [pg/ml] 8 (6-10) 10 (8-15)* 7 (5-11) 10 (8 -14)* 11 (8 -18)*
IL-6 [pg/ml] 9.0 (6.4 -10.6) 31.4 (20.9 -42.4)* 18.2 (6.2 -40.6) 25.7 (22.6-37.4) 37.4 (21.7 -63.5)*
IFN-y [pg/ml] 7.1 (5.1-14.0) 14.6 (9.0 -23.8)* 11.9(56.5-15.7) 13.7 (8.8 -23.5)* 22.8 (14 -34.6)*
Cortisol [ng/ml] 195 (108 -251) 213 (187 -273)* 193 (174 -218) 238 (208- 304)* 189 (183- 231)
DHEA [ng/ml] 6.3 (3.8-8.4) 3.3(2.4-6.2)" 4.1 (2.6 -6.7) 4.6 (2.7 -6.5) 24 (1.4-43)
Cortisol/DHEA 26 (19 -40) 55 (39 -80)* 58 (40 -81) 52 (36 -77)* 66 (45 -148)"

Los datos estan expresados como la mediana (rango inter cuartil).
Las comparaciones fueron realizadas mediante test de Mann-Whitney. * Representa diferencias estadisticamente significativas con

respecto al grupo de controles sanos, p<0.05.
Abreviaciones: Co: controles sanos; TBP: tuberculosis pulmonar; II-6: interleucina-6; IFN-y: interferon-gamma; 1I-10: interleucina-

10; DHEA: dehidroepiandrosterona.
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Los resultados obtenidos de la cuantificacion de los mediadores inflamatorios
junto con los niveles circulantes de LPS se encuentran representados en la figura 5.
La comparacion de los niveles plasmaticos de LPS reveld que los pacientes con TBP
presentan mayores concentraciones que el grupo Co (p<0.05), particularmente en los
casos con enfermedad severa (Fig. 5A, p<0.01). Como era esperable, los pacientes
con TBP también mostraron niveles elevados de PCR (Fig. 5B, p<0.0001) y VES (Fig.
4C, p<0.0001), si se los confronta con Co. Otras comparaciones indicaron que, a
mayor grado de compromiso pulmonar, mayor era la concentracion de PCR
(p<0.005), y la VES (p<0.0001).

Figura 5: Niveles plasmaticos de Lipopolisacaridos (A), Proteina C-reactiva (B),
velocidad de eritrosedimentacion (C) en controles sanos (Co) y pacientes con
Tuberculosis pulmonar (TBP).
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Los datos estan representados mediante un diagrama de cajas donde se muestran
los valores de la mediana, percentiles 25-75 y valores maximos y minimos de los
distintos grupos en estudio. Las comparaciones fueron realizadas mediante test de
Kruskal-Wallis. Los asteriscos indican diferencias estadisticamente significativas
respecto al grupo de Co: *p <0.05, ** p <0.01, **p <0.001, ****p <0.0001.
Abreviaciones: Co: controles sanos; TBP: tuberculosis pulmonar; LPS:
Lipopolisacarido; PCR: Proteina C-reactiva; VES: velocidad de eritrosedimentacion.
Te falta aclarar el analisis estadistico.
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El analisis de la expresion de las isoformas del RG alfa y beta en CMP no
revelé grandes diferencias entre el grupo de pacientes con TBP y Co (Fig. 6A y B,
respectivamente). Al contrastar segun el grado de severidad de la enfermedad se
hallaron niveles elevados del transcripto de la isoforma RGB en pacientes con TBP
severa (Fig. 6B). Al calcular la relacidon entre ambas isoformas del RG, la relacion
RGa/RGp disminuyé en el grupo de pacientes con TBP severa en comparacion con
Co (Fig. 6C).

Figura 6: Expresion relativa de los transcriptos de las isoformas del receptor de
glucocorticoides alfa (A), beta (B), la relacion RGa/RGB (C) y 11pB-
hidroxiesteroide deshidrogenasa tipo 1 (D) en células mononucleares de sangre
periférica de controles sanos (Co), y pacientes con tuberculosis pulmonar
(TBP).
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Los datos estan representados mediante un diagrama de cajas donde se muestran
los valores de la mediana, percentiles 25-75 y valores maximos y minimos de los
distintos grupos en estudio. Los valores de la expresion relativa de los transcritos
estan normalizados respecto a la expresion relativa del transcripto de PPIA (peptidil
prolil isomerasa A). Las comparaciones fueron realizadas mediante test de Kruskal-
Wallis. Los asteriscos indican diferencias estadisticamente significativas respecto el
grupo de Co: *p<0.05; **p<0.01. Abreviaciones: RGa: receptor de glucocorticoides
alfa; RGp: receptor de glucocorticoides beta; RGa/RGp: relacion RGa y RGB; 11[3-
HSD1: 11B-hidroxiesteroide deshidrogenasa tipo 1.
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4.1.3.2Andlisis de correlacion entre los niveles plasmaticos de
mediadores del sistema inmuno-endocrino, inflamatorios y
transcriptos.

Al realizar el analisis de correlacion entre los mediadores inmuno-endocrinos e
inflamatorios circulantes con la expresion de los transcriptos de las isoformas del RG
se hallé una serie de correlaciones que se resumen en la tabla 6. Sélo se muestran
aquellas significativas de mayor relevancia. En un analisis inicial se consideré al grupo
de pacientes con TBP como un todo y se observé que, entre los marcadores
inflamatorios, las concentraciones de LPS plasmaticas se asociaron negativamente
con los niveles circulantes de DHEA, mientras que los niveles de PCR se
correlacionaron positivamente con la relacién cortisol/DHEA. Por otro lado, al
considerar el compromiso pulmonar dentro del grupo TBP, se evidencié que en los
pacientes con TBP severa existia una correlacion positiva entre los elevados niveles
plasmaticos de LPS con los de las citocinas IL-6 e IFN-y.

Tabla 6: Analisis de correlaciéon de los niveles plasmaticos de hormonas,

citocinas y LPS en el grupo general de pacientes con tuberculosis pulmonar y
aquellos con enfermedad severa.

TBP (n= 38) TBP severos (n=17)
Correlaciones
s Valor de p r's Valor de p

LPS vs. DHEA -0.41 0.02 - ns
PCR vs. Cortisol/DHEA 0.37 0.03 - ns
LPS vs. IFN-y - ns 0.80 0.01
LPS vs. IL-6 - ns 0.59 0.03
IL-6 vs. Cortisol/DHEA - ns 0.64 0.03
IL-6 vs RGf - ns 0.62 0.05

El test de rango de Spearman fue utilizado para determinar la correlacién entre las
variables. Abreviaciones: ns: no significativo; TBP: pacientes con Tuberculosis
pulmonar; LPS: Lipopolisacarido; IL-6: interleucina-6; IFN-y: interferon-gamma; IL-13:
interleucina-1beta; PCR: proteina C reactiva; DHEA: dehidroepiandrosterona; r:
coeficiente de correlacion r de Spearman.
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4.1.4 Discusion capitulo |

La TB puede ser considerada como una enfermedad inflamatoria cronica,
donde diferentes factores como la produccion excesiva y prolongada de citocinas
afectan la comunicacién entre las células del sistema inmunolégico y endocrino, con
las posteriores consecuencias que esto puede implicar en términos regulatorios. Si
los cambios relacionados con el sistema inmunoendocrino se desencadenan en
secuencia o en paralelo es una cuestion que no se puede evaluar en el campo clinico.
Si bien no son ideales, los datos sobre la presencia de mediadores en pacientes
clasificados segun la gravedad de la enfermedad son complementarios y utiles para
aprender a ensamblar piezas, lo que refleja un tipo diferente de interacciones
hospedero-patégeno que implican una interseccién dinamica de diversas redes de
sefializacion y respuesta. En el marco de esta comunicacion bidireccional entre
ambos sistemas, una serie de hormonas, como el cortisol y la DHEA, poseen
reconocida influencia sobre la respuesta inmune. En linea con estudios
previos363:370372 " en el presente trabajo de tesis se ha demostrado que pacientes con
un grado de severidad avanzada presentan niveles aumentados de citocinas pro y
antiinflamatorias conjuntamente con un incremento de cortisol, en presencia de una
disminucién en niveles plasmaticos de DHEA. Es probable que este entorno afecte la
funcién de las células inmunocompetentes, hecho que se veria reflejado en la
disminucién de la capacidad proliferativa de las CMP de pacientes con TBP ante la
exposicién a Mtbi, la cual disminuye conforme aumenta el grado de severidad de la
enfermedad. Resultados relacionados han sido publicados previamente por nuestro
grupo de trabajo, donde se hall6 una relacion inversa entre los niveles plasmaticos de
cortisol o de la relacion cortisol/DHEA con la producciéon de citocinas in vitro o la

capacidad linfoproliferativa frente al estimulo especifico con antigenos de Mtb363.373,
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Ademas, de las citocinas inflamatorias convencionales o especificas de una
respuesta celular, en este trabajo estudiamos otros mediadores inflamatorios, y asi
se evidencié que los pacientes con TBP presentan en circulacion elevados niveles de
LPS al igual que PCR, IL-6, IFN-y y VES. Un analisis posterior segun el grado de
severidad de la enfermedad revelé que los pacientes con el mayor grado de
compromiso pulmonar poseen las mayores concentraciones plasmaticas de LPS;
siendo también los casos moderados y severos los de mayores niveles de PCR, VES,
IL-6 e IFN-y. Estos mediadores si bien estan implicados en la respuesta anti-
micobacteriana, también estan relacionados con la extensidn pulmonar de la
enfermedad, asi como con la carga bacteriana374-375

Los elevados niveles plasmaticos de LPS hallados en los pacientes con TBP
podrian sugerir una alteracion a nivel de la mucosa, ya que los mismos estan
relacionados con el grado de permeabilidad intestinal3’6377, En situaciones de
inflamacion prolongada, ademas del desbalance inmunoenddcrino, es probable que
el incremento de IL-6 (y su produccion persistente) provoque dafo intestinal, lo que
facilitaria la translocacion microbiana®78. Otras citocinas como IFN-y y TGF-B también
pueden alterar la permeabilidad de la mucosa intestinal®’®. En consonancia con este
punto de vista, nuestros estudios revelaron una asociacion positiva entre los niveles
de LPS e IL-6 e IFN-y. Ademas del contexto inflamatorio, se demostré que los
individuos expuestos al tabaco poseen mas probabilidades de presentar niveles
modestamente elevados de LPS en circulacion38-382 En este sentido, dado que todo
el grupo de pacientes con TBP, y en particular los casos de mayor severidad de la
enfermedad presentaron, una mayor frecuencia al habito de fumar podria ser un factor

para considerar. Este ultimo no solo se asocia con una barrera intestinal deteriorada
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del intestino delgado3®338 sino que también con lesiones pulmonares cavitarias y
una respuesta disminuida de IFN-y384.385,

Si bien estudios anteriores informaron niveles elevados de LPS en el suero de
pacientes con TB pulmonar o extrapulmonar386387 gl igual a lo observado en otras
enfermedades de naturaleza crénica como la cirrosis3®8, diabetes®°, enfermedades
cardiovasculares3®, infeccion crénica y envejecimiento3®!, el hecho de clasificar a los
pacientes de acuerdo al grado de compromiso pulmonar o severidad de la
enfermedad y su relacién con el desequilibrio inmunoenddcrino, permite ampliar los
hallazgos reportados por otros grupos. Ademas, pone en evidencia la necesidad de
este tipo de andlisis, a fin de realizar una mejor caracterizacion de los grupos de
pacientes con TBP3°2, Los niveles elevados de LPS sumarian otro elemento a la serie
de factores que impactan sobre la inflamacion presente en los pacientes con TBP,
especialmente aquellos con la enfermedad progresiva. Son este grupo de pacientes
con la patologia avanzada los que presentaron los mayores niveles de la relacidén
cortisol/DHEA que se correlacionaron positivamente con los niveles de IL-6. Mientras
que la relacion negativa entre LPS y DHEA proporciona otra evidencia que vincula la
inflamacion con la disminucion de la presencia de este andrégeno.

En este contexto, podriamos estar frente a una especie de circulo vicioso;
donde la traslocacion de LPS a circulacién a su vez aumenta la produccion de
mediadores inflamatorios, estimulando aun mas la produccion de cortisol y por
consiguiente una alteracion en mucosas, favoreciendo la perpetuacion del
desbalance homeostatico y el dafo tisular.

Dado este desbalance inmunoenddcrino, los elevados niveles de cortisol
plasmaticos desempafnarian un rol central en la regulacibn del proceso

antimicobacteriano en desarrollo. Como se menciond anteriormente, las funciones
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inmunomoduladoras de los GCs estan mediadas principalmente por su receptor
funcional RGa'%4. Si bien se sabe que un aumento de cortisol circulante genera una
regulacion negativa en la expresion del transcripto3933%, tales cambios no fueron
observados en este estudio ni en los anteriores. Posiblemente este hecho no ocurra
debido a la naturaleza cronica de la TB3%. El incremento en la expresion de la
isoforma RGp y el descenso en la relacion RGa/RGB que aparecen en los pacientes
con TBP severa podrian implicar cierto grado de resistencia al accionar del cortisol
endogeno®%, ya reportado en trabajos previos37%3%, A pesar de que las variaciones
en los niveles de las isoformas de RG alfa y beta estan intrinsecamente relacionadas
con los mecanismos de splicing alternativo del transcripto primario, las razones o los
factores que afectan estos fendmenos no estan completamente claros??®. Es asi
como, en estudios in vitro tales cambios han sido relacionados con diferentes factores
circulantes, como hormonas vy citocinas'’®. En este trabajo de tesis si bien no se
observaron numerosas relaciones entre el perfil inmunoenddcrino y la expresion
diferencial de los transcriptos de RGs, de acuerdo a la severidad de la patologia, la
correlacion positiva entre los niveles aumentados de IL-6 y la expresién de RG[3 en
pacientes con TBP severa puede estar reflejando una regulacion deficiente de la
reaccion inflamatoria debido a una expresiéon aumentada de RGp, a fin de mantener
cierto estado de actividad antimicrobiana por parte del Sl.

Este perfil inmunoenddcrino y transcripcional de los RGs en las CMP, que
reflejarian cierto grado de resistencia a la accion del cortisol endégeno en las mismas,
debiera ser constatado mediante ensayos funcionales. Lo cual se condice con el

objetivo 2 del presente trabajo.
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4.2 CAPITULOIII

4.2.1 Evaluacion de los niveles de expresion de genes regulados
positiva y negativamente por el receptor de glucocorticoides y
sus respectivas correlaciones con los mediadores del perfil
inmuno-endocrino.

De acuerdo con los propositos del estudio, exploramos el potencial efecto
regulador de los niveles circulantes de GCs, sobre la expresién de genes regulados
por el RG tanto positiva (ANXA1, FKBP5, GILZ y los inhibidores de NF-KB isoformas
a y B) como negativamente (IL-6, IFN-y e IL-1B3). Como se muestra en la Figura 7
(paneles A y B), las CMP de pacientes con TBP mostraron niveles aumentados del
ARNmM de ANXA1 y GILZ, en relacion a los observados en Co. Un analisis posterior
segun la severidad de la enfermedad dej6é en claro que los pacientes moderados y
severos presentaban una mayor expresion de ANXA1, mientras que los transcriptos
de GILZ aumentaron significativamente sélo en el grupo de pacientes moderados.
Con respecto al ARNm de FKBP51 no hubo diferencias entre los distintos grupos de

estudio (Fig. 7C).
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Figura 7: Niveles de expresion génica de ANXA1 (A), GILZ (B), and FKBP51 (C) en CMP de controles sanos (Co), y pacientes
con tuberculosis pulmonar (TBP).
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Los valores de la expresion relativa de los transcritos estan normalizados respecto a la expresion relativa del transcripto de PPIA
(peptidil prolil isomerasa A); Los datos estan representados mediante un diagrama de cajas donde se muestran los valores de la
mediana, percentiles 25-75 y valores maximos y minimos de los distintos grupos en estudio. Las comparaciones fueron realizadas
mediante test de Kruskal-Wallis. Los asteriscos indican diferencias estadisticamente significativas respecto al grupo de Co: ** p

<0.01, *p <0.05. Abreviaciones: ANXA1: Anexina A1; FBKP51: FKBP prolil isomerasa 51; GILZ: cremallera de leucina inducida por
glucocorticoides.
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Respecto a los inhibidores de NF-kB, factor transcripcional central en la
inflamacion, se hallé un incremento en los niveles de expresion de ambos genes
NFKBIA y NFKBIB en las CMP de pacientes con TBP respecto de Co (Fig. 8By C,
respectivamente). Ademas, se observo que los pacientes severos presentaron mayor
expresion de ambos transcriptos, mientras que en los TBP moderados solo lo hicieron
los de NFKBIB. A su vez, a fin de determinar si estas variaciones se veian
acompanadas por modificaciones en la transcripcion de uno de sus blancos, se
cuantificaron los niveles del transcripto que codifica para el gen de NFKB1, sin

observarse diferencias entre pacientes y Co (Fig.8A).
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Figura 8: Niveles de expresion génica de NF-kB (A), NFKBIA (B) y NFKBIB (C) en CMP de controles sanos (Co), y pacientes
con TB pulmonar (TBP).
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Los valores de la expresion relativa de los transcritos estan normalizados respecto a la expresion relativa del transcripto de PPIA
(peptidil prolil isomerasa A). Los datos estan representados mediante un diagrama de cajas donde se muestran los valores de la
mediana, percentiles 25-75 y valores maximos y minimos de los distintos grupos en estudio. Las comparaciones fueron realizadas
mediante test de Kruskal-Wallis. Los asteriscos indican diferencias estadisticamente significativas respecto al grupo de Co: *p<0.05;
**p<0.01. Abreviaciones: Co: Controles sanos; TBP: pacientes con Tuberculosis Pulmonar; NFKBIA: inhibidor de NF-kB alfa;
NFKBIB: inhibidor de NF-kB beta; NFkB1: subunidad p105 de NF-kB.
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Respecto a la expresion de los genes regulados negativamente, los
transcriptos para las citocinas IL-18, IL-6 e IFN-y (Figura. 9A, B y C) mostraron una
disminucién de los mismos en relacion con los niveles hallados en el grupo Co. Sin
embargo, en los pacientes con mayor compromiso pulmonar se determind un

incremento en el ARNm de IL-1 respecto del grupo Co (Fig. 9A).

Figura 9: Niveles de expresion génica de IL-1B (A), IL-6 (B), e IFN-y (C) en CMP
de controles sanos (Co), y pacientes con tuberculosis pulmonar (TBP).
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Los valores de la expresion relativa de los transcritos estan normalizados respecto a
la expresion relativa del transcripto de PPIA (peptidil prolil isomerasa A). Los datos
estan representados mediante un diagrama de cajas donde se muestran los valores
de la mediana, percentiles 25-75 y valores maximos y minimos de los distintos grupos
en estudio. Las comparaciones fueron realizadas mediante test de Kruskal-Wallis. Los
asteriscos indican diferencias estadisticamente significativas respecto al grupo de Co:
*p<0.05; **p<0.01. Abreviaciones: Co: Controles sanos; TBP: pacientes con
Tuberculosis Pulmonar; IL-1B: interleucina-1beta; IL-6; interleucina-6; IFN-y:
interferon-gamma.
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Segun se muestra en la Figura 10, el estudio de la respuesta in vitro de los
CMP contra el antigeno especifico Mtbi reveld que los pacientes con TBP presentan
una menor respuesta linfoproliferativa que los Co, a expensas de los resultados
registrados en pacientes moderados y severos (p<0.05, respectivamente).

Figura 10: Capacidad linfoproliferativa de células mononucleares de sangre
periférica (CMP) provenientes de controles sanos (Co) y de pacientes con
Tuberculosis pulmonar (TBP) frente al estimulo especifico con Mtbi.
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Los resultados se expresan como indice de estimulacién (IE): cociente entre cuentas
por minuto (cpm) de cultivos estimulados y cpm de cultivos sin estimular. Los
diagramas de caja representan los valores de mediana, percentiles 25-75 y valores
maximos y minimos de los distintos grupos en estudio. Las comparaciones fueron
realizadas mediante test de Kruskal-Wallis. Los asteriscos indican diferencias
estadisticamente significativas respecto al grupo de Co *p<0.05. Abreviaciones: CMP:
células mononucleares de sangre periférica; Co: Controles sanos; TBP: Tuberculosis
pulmonar.
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4.2.1.1Analisis de asociacion entre la expresion diferencial de genes
regulados por el receptor de glucocorticoides y el perfil
inmuno-endocrino en pacientes con tuberculosis pulmonar

Como se menciond, dado que el entorno inmuno-endocrino probablemente
influya en el perfil transcripcional analizado, a fin de determinar potenciales relaciones
entre los mismos, se realizaron analisis de correlacion entre los mediadores inmuno-
endocrino y los transcritos en estudio. En primer lugar, se observé una relacién
positiva entre la relacion Cortisol/DHEA y la expresion de genes antiinflamatorios
como ANXA1 y GILZ en pacientes con TBP moderada, una de ellas, la primera,
también se manifestd en el grupo Co (Tabla 7). Por otro lado, la expresion de la
isoforma RGa se correlacioné positivamente con los genes regulados por RG como
ANXA1, GILZ, NFKBIB y FKBP51 en ambos grupos Co y TBP, de manera mas
notable en pacientes moderados, asi como en el grupo de pacientes severos en el
caso de ANXA1. Dentro de los pacientes moderados, la relacion cortisol/DHEA se
correlaciond directamente con la expresion de dos genes positivamente regulados por

RG, ANXA1 (r=0.55, p<0.05) y GILZ (r=0.78, p<0.01) (Tabla 7).
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Tabla 7: Analisis de correlacidon entre los niveles de expresion génica en CMP y los niveles plasmaticos de citocinas y
hormonas en controles sanos (Co) y en pacientes con tuberculosis pulmonar (TBP).

Co TBP Moderado Severo
Valor de p rs Valor de p rs Valor de p rs Valor de p
Cortisol/DHEA vs ANXA1 <0.05 0.38 ns - <0.05 0.55 ns
Cortisol/DHEA vs GILZ ns - ns - <0.01 0.78 ns
RGa vs ANXA1 <0.0001 0.73 <0.0001 0.78 <0.0001 0.86 <0.01
RGa vs GILZ <0.0001 0.64 <0.001 0.53 <0.001 0.73 ns
RGa vs NFKBIB <0.0001 0.57 <0.0001 0.61 <0.0001 0.76 ns
RGa vs FKBP51 <0.0001 0.62 <0.001 0.55 <0.001 0.71 ns

El test de rango de Spearman fue utilizado para determinar la correlacién entre las variables.

Abreviaciones: rs: coeficiente de correlacion de Spearman; ns: no significativo. Co: controles sanos; TBP: pacientes con Tuberculosis
pulmonar; RGa: receptor de glucocorticoides alfa; ANXA1: Anexina A1; GILZ: cremallera de leucina inducida por glucocorticoides;
NFKBIB: inhibidor de NF-kB beta; FKBP51: FKBP prolil isomerasa 5; DHEA: dehidroepiandrosterona.
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4.2.2 Evaluacion in vitro de la sensibilidad a glucocorticoides de
células de pacientes con tuberculosis pulmonar y controles
sanos

Para llevar a cabo este ensayo se incluyeron en el estudio 8 pacientes con TBP

y 8 individuos sanos que coincidian en sexo (6 Femeninos y 2 Masculinos) y edad (en

anos TBP: 44 £ 12; Co: 43 *14; media £ desvio estandar). De cada muestra se

realizaron cultivos de leucocitos totales y de CMP, que fueron estimulados tanto con
LPS como con Mtbi, en el caso de los leucocitos totales, o solo con Mtbi, para las
CMPs. Ademas, las células fueron tratadas con DEX y Cortisol en diferentes rangos
de concentracion durante 24hs. Se obtuvieron sobrenadantes de cultivo en los que
luego se determinaron los niveles de IL-6 con el objetivo de analizar el efecto de los
distintos tratamientos.

En base a los resultados obtenidos, y como era de esperar en funcion de
trabajos previos, el tratamiento con GCs disminuyo6 significativamente la produccién
de IL-6, aunque los niveles de la citocina siempre fueron superiores respecto a de los
cultivos sin estimular. Debido a la gran variabilidad de los datos obtenidos, para
facilitar el analisis se optdé por normalizar las concentraciones de IL-6 en los
sobrenadantes. De esta forma los resultados se presentan como las veces de
produccion de la citocina en cada cultivo, respecto de los niveles de IL-6 hallados en
los cultivos tratados con la mayor dosis de GCs, es decir, la mayor inhibicion. Para el
analisis estadistico de los datos se realiz6 un ANOVA a dos factores con medidas
repetidas, que permite considerar dos fuentes de variacién. A continuacién, se

muestran los resultados obtenidos en funcion del tipo de cultivo celular analizado.
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4.2.3 Evaluacion de la sensibilidad a glucocorticoides de leucocitos
provenientes de pacientes con tuberculosis pulmonar y
controles sanos estimulados con LPS o Mtbi.

Con el objetivo de analizar la resistencia a los GC en BC (leucocitos
purificados), se llevé adelante un ensayo dosis-respuesta, estimulando estas células
con LPS o Mitbi, y tratandolas en simultaneo con diferentes dosis de DEX o cortisol.
Los resultados obtenidos para el caso de los cultivos de leucocitos estimulados con
LPS e inhibidos con DEX se muestran en la primera grafica (Figura 11, panel A), en
tanto que el panel B muestra los correspondientes al tratamiento con cortisol. Como
puede evidenciarse en ambas figuras, si bien el tratamiento con los GCs inhibi6é de
manera dosis dependiente la produccién de la citocina, el analisis de ANOVA a dos
factores revel6 que la capacidad inhibitoria de ambos GCs es diferente dependiendo
de la procedencia de las CMP (Co o pacientes con TBP) Se observo que, tanto para
los cultivos tratados con DEX o Cortisol, hay una menor capacidad inhibitoria de los
esteroides sobre la producciéon de IL-6 en los cultivos de leucocitos provenientes de
pacientes con TBP respecto de la ejercida sobre los de los Controles (DEX F=7.5,
P<0.001; Cortisol F=7.6, P<0.001)

Como se puede observar en la Figura 12, cuando los leucocitos provenientes
de ambos grupos son enfrentados al antigeno especifico Mtbi y son tratados con las
respectivas dosis de DEX y cortisol, al igual que en los cultivos anteriores se observo
una inhibicion dosis dependiente de ambos esteroides. Sin embargo, las células
provenientes de pacientes con TBP presentan una menor sensibilidad sélo al
tratamiento con Cortisol al compararlo con las células del grupo de control (Cortisol

F=7.9, P<0.0001).
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Figura 11: Evaluacién de la produccién de IL-6 in vitro por parte de leucocitos
provenientes de pacientes con TB pulmonar y de controles sanos estimuladas
con Lipopolisacarido (LPS) y tratados con diferentes dosis de Cortisol o
Dexametasona (DEX).
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Los valores de la produccion de IL-6 se encuentran expresados como las veces de
cambio de la concentracion de IL-6 respecto del valor de la inhibicion maxima. Los
datos estan representados mediante un diagrama de cajas donde se muestran los
valores de la mediana, percentiles 25-75 y valores maximos y minimos. El analisis
estadistico se realiz6 mediante el analisis de la varianza de dos vias con medidas
repetidas.
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Figura 12: Evaluacién de la produccién de IL-6 in vitro por parte de leucocitos
provenientes de pacientes con TB pulmonar y de controles sanos estimuladas
con Mycobacterium tuberculosis irradiado (Mtbi) y tratados con diferentes dosis
de Cortisol o Dexametasona.
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Los valores de la produccion de IL-6 se encuentran expresados como las veces de
cambio de la concentracion IL-6 respecto el valor de la inhibicion maxima. Los datos
estan representados mediante un diagrama de cajas donde se muestran los valores
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de la mediana, percentiles 25-75 y valores maximos y minimos. El analisis estadistico
se realizé mediante el analisis de la varianza de dos vias con medidas repetidas.

4.2.4 Evaluacion de la sensibilidad a glucocorticoides de células
mononucleares periféricas provenientes de pacientes con TBP
y controles sanos estimulados con Mtbi.

Los resultados relacionados al accionar del cortisol y DEX in vitro sobre CMP
de pacientes con TBP y de Co estimuladas con Mtbi se encuentran representados en
la figura 13. De forma similar a lo observado para las BC, y como era de esperar, en
presencia de diferentes concentraciones de ambos GCs, se observé una disminucion
significativa de la produccion de IL-6 de manera dosis-dependiente (F=12, p<0.0001
y F= 16.8, p<0.0001, Figura 13 panel A y B respectivamente). Ademas, frente al
agregado de cortisol, este efecto mostré ser dependiente del grupo al que pertenecia
la muestra. [F=21; p<0.0001]. Es decir, el efecto inhibitorio del agregado de cortisol
difiere en magnitud segun las CMP provengan de pacientes con TBP o Co; para una
misma dosis de cortisol, se observdé una mayor capacidad inhibitoria sobre las CMP
provenientes de Co respecto al ejercido sobre las de pacientes con TBP (Fig. 13 Ay

B).
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Figura 13: Evaluacion de la produccion de IL-6 in vitro por parte de las células
mononucleares periféricas provenientes de pacientes con TB pulmonar (TBP) y
de controles sanos estimuladas con Mycobacterium tuberculosis irradiado
(Mtbi) y tratados con diferentes dosis de Cortisol o Dexametasona.
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Los valores de la produccion de IL-6 se encuentran expresados como las veces de
cambio de la concentracion IL-6 respecto al valor de la inhibicion maxima. Los datos
estan representados mediante un diagrama de cajas donde se muestran los valores
de la mediana, percentiles 25-75 y valores maximos y minimos. El analisis estadistico
se realizé mediante el analisis de |la varianza de dos vias con medidas repetidas.
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4.2.5 Discusion capitulo I
DISCUSION OBJETIVO 2.1

Como se menciond en la introduccidn, el cortisol, principal GC en humanos,
ejerce un importante rol como agente antiinflamatorio e inmunosupresor por medio de
su principal receptor funcional en las células de Sl, el RGa. Este receptor es capaz de
actuar a través de multiples mecanismos regulando la expresion génica positiva o
negativamente3®’. En base a ello, una forma de evaluar la capacidad funcional del
cortisol circulante podria ser midiendo la expresion de genes regulados por el RGa.
Para expandir nuestro conocimiento sobre las alteraciones inmuno-endocrinas en la
TB y la potencial resistencia a la accion moduladora de cortisol enddégeno en los
pacientes con TBP severa, determinamos la expresion de genes regulados
positivamente (genes antiinflamatorios y relacionados con la funcionalidad del RG:
ANXA1, GILZ, NFKBIA, NFKBIB y FKBP51) y negativamente (genes de citocinas
inflamatorias y especifica de la respuesta celular: IL-6, IL-1B e IFN-y) por el RG.

La ANXA1 es uno de los mediadores implicados en las acciones
antiinflamatorias de los GC'%.Varios estudios han demostrado que los GCs inducen
su sintesis de novo asi como también la translocacion de ANXA1 a la membrana
celular de CMP o monocitos/macrofagos3®3%°. En este trabajo se observo que la
expresion de ANXA1 aumentd significativamente en pacientes con formas
progresivas de la enfermedad (pacientes con TBP moderada y severa), lo que
implicaria que se mantiene algun tipo de actividad antiinflamatoria en ambos grupos.
En pacientes moderados este aumento se correlaciond positivamente con el
incremento del cociente Cortisol/DHEA, pero no en los pacientes severos. Por otro
lado, en modelos experimentales de TB se ha demostrado que ANXA1 ejerce un papel

protector durante una etapa temprana de la infeccion; favoreciendo la actividad de las
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CDs y el desarrollo de la respuesta adaptativa®®®40!, Tales resultados divergentes
pueden conciliarse asumiendo que ANXA1 se comporta como una molécula
pleiotrépica en diferentes etapas del proceso fisiopatolégico durante la TB.

Por otro lado, GILZ es responsable de muchos de los efectos antiinflamatorios
e inmunosupresores de los GCs, ya que participa en la regulacion de la diferenciacion,
la apoptosis y el ciclo celular de las células inmunes?70402, GILZ se asocia e inhibe la
transcripcion dependiente de NF-kB, mediando asi efectos inmunosupresores vy
antiinflamatorios en LT, macrdfagos y células epiteliales, entre otros*93-4%_ E| hecho
de que la expresion de GILZ se encontrara aumentada en nuestra cohorte de
pacientes moderados, pero no en casos graves, sugiere un estado de menor
respuesta de estos ultimos pacientes, en términos del funcionamiento de GILZ.

Asimismo, se ha observado en enfermedades inflamatorias créonicas como el
lupus eritematoso, que la expresion de GILZ se correlaciona inversamente con la
severidad de la enfermedad4%6:407_ En linea con esto, solo se observé una correlacion
positiva entre el aumento de la relacion cortisol/DHEA y la expresion de GILZ en
pacientes moderados, aunque esta relacion aumenta con la severidad y es mayor en
el grupo con enfermedad avanzada.

El analisis de la expresion transcripcional de dos genes involucrados en la
regulaciéon de la funcionalidad de NF-kB (NFKBIA y NFKBIB) reveld niveles
aumentados de NFKIBIA en CMP de pacientes severos al igual que los ARNm de
NFKBIB, que también aparecieron aumentados en casos moderados. Esta
demostracion esta en linea con la vision propuesta anteriormente de un efecto
inhibitorio indirecto sobre la actividad de NF-kB a través de una mayor presencia de
inhibidores de NF-kB. Una de las principales diferencias entre ambos miembros de

esta familia es que NFKBIA puede responder rapidamente a estimulos tempranos
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como el estrés, mientras que NFKBIB reaccionaria a una respuesta persistente,
principalmente en situaciones de inflamacion croénica, infeccion, estrés o
diferenciacién celular3'2317,

Tanto en pacientes moderados como severos, el aumento de la expresion de
NFKBIB puede limitar la funcionalidad de NF-kB. Mientras que, en pacientes con TBP
severos, el aumento de ambos inhibidores de NF-kB puede actuar de forma sinérgica
a través de dos mecanismos de respuesta diferentes en el funcionamiento de NF-kB.
Asimismo, los mayores niveles de compuestos inflamatorios que presentan los
pacientes severos pueden inducir un incremento de la expresion de NFKBIA a través
de NF-kB, ejerciendo una regulacion negativa sobre si mismo3'® no siendo modulada
la transcripcion de NFKBIB por NF-kB.

Dado que las proteinas NF-kB constituyen una familia de FT expresados de
forma ubicua capaces de mediar muchos fenémenos bioldgicos diferentes29:408:409 y
que la regulacién funcional de GC no se ejerce a niveles transcripcionales, solo
evaluamos la subunidad 1 de NF-kB, ya que constituiria el representante mas
importante de esta familia. Los niveles de transcripcion de NF-kB (p50) fueron muy
similares en todos los grupos de estudio; compatible con el punto de vista de que la
actividad antiflogistica de los GCs puede no deberse a un efecto directo sobre la
transcripcion de NF-kB.

Las inmunofilinas FKBP51 y FKBP52, estan implicadas en una variedad de
procesos biolégicos (transcripcion, conformacion de las proteinas, trafico de proteinas
entre otros)*'%#12 ademas de regular la translocacion nuclear del complejo GC-
RG#13414 Algunos autores también han sugerido que el analisis de los niveles de
ARNm de FKBP51 en CMP puede ser aplicado como una herramienta util para

evaluar la sensibilidad a los GCs*'5. Sin embargo, en el escenario de una patologia
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como la TBP, los transcriptos de FKBP51 no revelaron grandes diferencias con los
niveles encontrados en Co.

En este trabajo demostramos que el ambiente de donde provienen las células
esta condicionando la expresidn de sus genes y en parte esta relacionado con su
respuesta in vitro. Estos hallazgos se alinean con resultados anteriores en los que las
CMP de pacientes con TBP con o sin estimulos de Mtb producen niveles
significativamente mas bajos de citocinas inflamatorias, como IFN-y con respecto a
los controles363:373, Ademas, cuando se clasificaron en dos grupos de pacientes segun
la concentracion de cortisol y los valores de la relacion cortisol/DHEA, los pacientes
con los niveles mas altos de estos parametros tenian la respuesta proliferativa y la
produccion de citocinas mas bajas®’3,

En el contexto actual de aumento de la expresion de genes antiinflamatorios
regulados positivamente por GCs y dada la alta proporciéon de cortisol/DHEA, se
podria haber esperado que los niveles de transcritos de compuestos inflamatorios en
las CMP de pacientes con TBP disminuyeran. Sin embargo, los niveles de expresion
de IL-6 e IFN-y permanecieron preservados en pacientes con TBP, y los pacientes
con TBP severa mostraron un aumento en el transcripto de IL-13. Queda por
establecer si esto esta relacionado con el aumento de la expresion de RGB y la
disminucién de la relacion RGa/RGp, asociado con la resistencia a GC. En cualquier
caso, parece claro que la propia cronicidad de la TB coexiste con un profundo
desequilibrio inmunoendocrino que impide alcanzar un estado homeostatico. Sin
embargo, la TB no es la unica enfermedad con esta caracteristica, ya que en
diferentes procesos cronicos*'® se observé que el aumento de la cantidad circulante

de mediadores proinflamatorios coexiste con niveles mas elevados de cortisol y de la
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relacion cortisol/DHEA, en consonancia con una especie de fallo regulatorio de
retroalimentacion que perpetuaria el proceso.

Es probable que este desequilibrio, especialmente la relacion cortisol/DHEA,
influya en la expresion génica de las CMP generando un perfil transcripcional
particular, relacionado con la gravedad de la enfermedad, que incluso podria afectar
la funcionalidad celular, como la linfoproliferacion especifica. Un fendmeno que
empieza a ser mas claro en los pacientes moderados y se profundiza en el grupo
severo con algunas evidencias que apuntan a una resistencia parcial a los GCs
endogenos reflejada en el aumento de la expresion de RGpB e IL-1B o la baja relacién

RGa/RGB.

DISCUSION OBJETIVO 2.2

Entre los ensayos para la evaluacion de la sensibilidad a GCs en diferentes
patologias, uno de los mas reconocidos es la evaluacién ex vivo de leucocitos frente
a un estimulo, el posterior tratamiento con GCs y la evaluacién de algun parametro
relacionado a la activacion inducida por el estimulo e inhibida por los GCs*17418,
Aunque existen diferencias especificas en la expresion del RG entre tejidos y células
del sistema inmunitario*'®, Lowy y colaboradores (1989) demostraron caracteristicas
similares en la funcién de RG en linfocitos y células pituitarias. No obstante, Yehuda
y colaboradores*?® mostraron una correlacion entre la supresion de dexametasona in
vivo y la sensibilidad RG en mononucleares. Esta evidencia, otorga a este tipo de
ensayos validez para la evaluacion de la resistencia a GCs en diferentes tejidos,
aunque en este caso, al trabajar con BC o CMP estas cuestiones quedan saldadas.
En la mayoria de las publicaciones, se han utilizado leucocitos, por ser las células

mas accesibles del cuerpo humano para estudiar la funcionalidad de RG in vitro. A
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través de su estimulacion con la endotoxina bacteriana lipopolisacarido se induce la
produccion de citocinas proinflamatorias y, luego, mediante la adicion de diferentes
concentraciones de GCs se busca la inhibicién de las mismas. Sin embargo, estos
trabajos realizan ensayos utilizando sangre entera, sin el paso previo de purificacion
de los leucocitos. En esta tesis se planted la necesidad de purificar los leucocitos, con
el proposito de aislarlos del entorno inmunoencdécrino condicional del cual provienen,
evaluar su viabilidad y posteriormente sembrar un nimero exacto de células a fin de
normalizar las condiciones de cultivo e independizarse de todas las diferencias
intrinsecas de la muestra (principalmente mediadores plasmaticos y numero de
leucocitos totales circulantes). Ademas, se incorporé tanto el estimulo especifico con
Mtbi como la utilizacion de CMP a fin de valorar la resistencia sobre una poblacion
mas restringida de células y sobre la cual se realizaron todas las valoraciones de
expresion génica y capacidad proliferativa ya descriptas por el grupo369.395.421,

Uno de los logros de esta tesis tiene que ver con la primera demostracion de
la resistencia a GCs en pacientes con TBP mediante un ensayo in vitro funcional tanto
de leucocitos como de CMP. El primer resultado que se presentd, mediante un
protocolo similar a los utilizados por diferentes grupos en la bibliografia, mostré que
los leucocitos purificados provenientes de pacientes con TBP estimulados con LPS y
tratados tanto con DEX como con cortisol presentan una menor respuesta inhibitoria
frente a los esteroides respecto de las células provenientes de Co. Ademas, frente al
estimulo especifico con Mtbi sélo se evidencié el mismo comportamiento ante la
inhibicion con cortisol, y no con DEX. Esto podria deberse por un lado a que el
estimulo antigénico es menor al logrado con LPS junto a que la capacidad inhibitoria
de la DEX es alrededor de 30 veces mayor a la del cortisol*??, logrando mayor efecto

frente a un estimulo menor.

107



Resultados y discusion: Capitulo I

Por otra parte, se ha reportado ampliamente alteraciones del perfil
inmunoenddcrino en patologias crénicas, ya sean inflamatorias o infecciosas, asi
como la resistencia a GCs, particularmente en aquellas con patologias inflamatorias
que requieren el tratamiento con GCs*?3424, Sin embargo, las patologias infecciosas
cronicas constituyen un campo mucho menos explorado.

Existen algunos trabajos de casi tres décadas atras, en donde se reporto la
resistencia a GCs en pacientes infectados con VIH, que plantean la resistencia no
sélo clinica, presentando sintomas tipicos de la enfermedad de Addison; sino también
funcional en células leucocitarias*?®. En sepsis se plantea una vision mas compleja
por su misma fisiopatogenia*?® y se han reportado numerosos trabajos donde se
proponen alteraciones tanto a nivel transcripcional como a nivel funcional del RG*%7-
429 y se proponen diferentes posturas en cuanto al uso y concentraciones del GCs
exdgenos en el tratamiento de esta patologia*?®. En base a los resultados
previos363:369.3% v constatados en esta tesis (objetivo 1 y 2.1), era esperable un
comportamiento similar de las CMP de pacientes con TBP. Ademas, el hecho de
observar el mismo patron de resistencia en los leucocitos totales purificados frente al
estimulo con LPS, abre un portal a nuevas preguntas respecto del perfil de expresiéon
génica descripto en el objetivo 2.1 y otros ensayos funcionales, particularmente en
polimorfonucleares. Ademas, aunque en esta primera instancia solo se cuantifico IL-
6, se estima confirmar los resultados evaluando otras citocinas inflamatorias como IL-

1B e IFN-y, y profundizar en los mecanismos involucrados.
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4.3 CAPITULOIII
Analisis del perfil transcripcional de genes regulados positiva y negativamente
por el receptor de glucocorticoides en células mononucleares de pacientes con TBPL

su relacion con los perfiles inmuno-endécrinos sistémico y local.

4.3.1 Caracteristicas de los pacientes con TBPL

Los pacientes considerados en el cumplimiento de este objetivo pertenecen al
Servicio de Neumologia del Hospital Provincial del Centenario (Rosario, Argentina).
De un total de 15 pacientes que acudieron a la consulta con derrame pleural, solo 10
de ellos fueron diagnosticados con TBPL. La muestra estuvo conformada por 3
mujeres y 7 hombres, con edades comprendidas entre los 18 y 62 afios (media= 39;
desvio estandar= 16).

Como ya se explicitd, la TBPL permite indagar respecto a las diferencias en la
Respuesta inmunoldgica a nivel local, asi como periférico. Se realizd un analisis
bioquimico de muestras tanto de exudado pleural como de sangre periférica. En la
Tabla 8 se detallan las principales diferencias observadas entre ambos
compartimentos. Como era de esperar, todos los derrames exudativos de TBPL
fueron con predominio linfocitario. Con respecto a la concentracion de proteinas
totales, los niveles de albumina se hallaron significativamente disminuidos mientras
que la enzima LDH se encuentra aumentada en el fluido pleural respecto de los
niveles circulantes. Estos resultados coincidieron con los descriptos para exudados

pleurales tuberculosos'’.
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Tabla 8 Principales parametros de laboratorio de Fluido Pleural y Sangre
periférica provenientes de pacientes con Tuberculosis pleural.

Parametros TBPL (n=10)
bioquimicos Fluido pleural Sangre
Leucocitos (103)/ul 3200 (1760-3500) 7669 (6135- 8700)
Neutrofilos % 10 (10-20) 70 (66- 74)
Linfocitos % 90 (80-90)* 17 (13- 18)
Monocitos % - 12 (7-13)
Proteinas totales [g/dl] 5(5,2-5,7) ** 7.2(71-7.7)
AlbUmina [g/dl] 3.0 (2.9-3.1)** 3.8 (3.5-3.9)
LDH [g/dlI] 1132(599-1330) ** 299 (254-308)

Los datos se presentan como mediana (rango intercuartil). Las comparaciones fueron
realizadas mediante test de Mann-Whitney. Los asteriscos indican: *p<0.05;
**p<0.01. Abreviaciones: TBPL: pacientes con Tuberculosis Pleural; LDH: Lactado
Deshidrogenasa.

4.3.2 Perfil inmuno-endécrino a nivel plasmatico y en pleura de
pacientes con TBPL.

Respecto a las concentraciones de citocinas pro y antiinflamatorias, asi como
de hormonas esteroideas en pacientes con TBPL, pueden observarse en la Tabla 9.
Como se muestra, hay un incremento de las citocinas IL-183, IL-6 e IFN-y en el sitio
local de la infeccién en comparacion con las concentraciones halladas en circulacion
(p<0.001, p<0.0004 y p<0.0001, respectivamente). En cuanto a las hormonas, se
encontraron niveles mas bajos de cortisol y DHEA en fluido pleural respecto a sangre
periférica. Por otra parte, no se hallaron diferencias estadisticamente significativas en

cuanto a la hormona DHEA-S, asi como en la relacion cortisol/DHEA (Tabla 9).
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Tabla 9: Niveles plasmaticos y pleurales de citocinas y hormonas en paciente
con tuberculosis pleural.

Fluido pleural Plasma Valor de p

IL-1B [pg/ml] 2.8 (1.7-4.2) 0.2 (0.2-0.3) <0.0013
IL-6 [pg/mi]2 100 (100-100) 22 (12-38) <0.0004
IFN-y [pg/ml] 820 (720-849) 54 (35-65) <0.0001
Cortisol [ng/mi] 102 (82-123) 179 (147-213) <0.0008
DHEA-S [ng/ml] 0.6 (0.4-0.9) 0.7 (0.4-1.1) ns

DHEA [ng/ml] 1.4 (1.2-1.7) 2.9 (1.4-3.2) <0.05
Cortisol/DHEA 76 (37-90) 53 (33-63) ns

Los datos estan expresados como la mediana (rango intercuartil). Las comparaciones
fueron realizadas usando el test de Mann-Whitney.

aLos valores de IL-6 son arbitrarios ya que todas las muestras excedieron las mayores
concentraciones de la curva de calibracion, aun realizando diluciones a la muestra.
Abreviaciones: ns: no significativo; IL-6: interleucina-6; IFN-y: interferon-gamma; IL-
18: interleucina-1beta; DHEA: Dehidroepiandrosterona.

Cuando se compararon los niveles de expresion de las dos isoformas del RG,
se encontré un aumento de RGa en las de CMFP en comparacién con las CMP de
pacientes con TBPL (p<0.05) (Fig. 14A). No obstante, no se hallaron diferencias
estadisticamente significativas respecto a la isoforma beta y la relacién RGa/RGf
(Fig. 14 B y C). Asimismo, cuando se cuantifico la expresion de la enzima 113-HSD1

se observd un incremento en las CMFP respecto a lo que sucede a nivel sistémico

(p<0.01) (Fig. 14D).
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Figura 14: Niveles de expresion génica de las isoformas del receptor de
glucocorticoides alfa (A), beta (B), la relacion RGa/RGB (C) y 118
hidroxiesteroide deshidrogenasa tipo 1 (D) en células mononucleares de fluido
pleural (CMFP) y de sangre periférica (CMP) provenientes de pacientes con TB

pleural (TBPL).
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Los valores de la expresion relativa de los transcritos estan normalizados
respecto a la expresion relativa del transcripto de PPIA (peptidilprolil isomerasa A).
Los datos estan representados mediante un diagrama de caja donde se muestran los
valores de la mediana, percentiles 25-75 y valores maximos y minimos de los distintos
grupos en estudio. Las comparaciones fueron realizadas mediante test de Mann-
Whitney. Los asteriscos indican: *p<0.05; **p<0.01. Abreviaciones: RGa: receptor de
glucocorticoides alfa; RGB: receptor de glucocorticoides beta; RGa/RGp: relacidon
RGa y RGpB; 11B-HSD1: 11B-hidroxiesteroide deshidrogenasa tipo 1; PPIA
peptidilprolil isomerasa A; CMP: células mononucleares de sangre periférica; CMFP:
células mononucleares de fluido pleural.

4.3.3 Cuantificacion de los niveles de expresidén de genes regulados
por el receptor de glucocorticoides en células mononucleares
de fluido pleural y sangre periférica en pacientes con TBPL

En esta seccidén se presentan los niveles de expresion de genes regulados
positiva (ANXA1, GILZ, FKBP51, NFKBIA y NFKBIB) y negativamente (IL1-3, IL-6,
IFN-y) por el RG, como asi también del gen de la subunidad 1 del NFkB (NFkB1), en
CMFP y CMP provenientes de pacientes con TBPL. Se encontré6 que las CMP
mostraron un aumento en los niveles de expresion de los genes antiinflamatorios

ANXA1 y GILZ respecto de las del espacio pleural CMFP (p<0.0001 y p<0.0001); sin
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observarse cambios en los de FKBP51 (Fig. 15 A, B y D; respectivamente). Ademas,
también’'en las CMP se hall6 un incremento en los inhibidores de NF-kB, NFKBIA
respecto las CMFP (p<0.05), mientras que no se hallaron diferencias significativas en

la expresion de NFkB1 y NFKBIB (Fig. 15 E y F).
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Figura 15: Niveles de expresion génica de Anexina A1 (A), GILZ (B), NFKBIA (C), FKBP51 (D), NFKBIB (E) y NFKB1 (F), en

células mononucleares de fluido pleural (CMFP) y de sangre periférica (CMP) provenientes de pacientes con TB pleural
(TBPL).
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Los valores de la expresion relativa de los transcritos estan normalizados respecto a la expresion relativa del transcripto de PPIA
(peptidilprolil isomerasa A). Los datos estan representados mediante un diagrama de caja donde se muestran los valores de la
mediana, percentiles 25-75 y valores maximos y minimos de los distintos grupos en estudio. Las comparaciones fueron realizadas
mediante test de Mann-Whitney. Los asteriscos indican: *p<0.05; **p<0.01. Abreviaciones: ANXA1: Anexina A1; FBKP51: FKBP
prolil isomerasa 51; GILZ: cremallera de leucina inducida por glucocorticoides; NFKBIA: inhibidor de NF-«kB alfa; NFKBIB: inhibidor
de NF-kB beta; NFkB1: subunidad p105 de NF-kB; PPIA peptidilprolil isomerasa A; CMP: células mononucleares de sangre
periférica; CMFP: células mononucleares de fluido pleural.

115



Resultados y discusion: Capitulo 11l

Por otro lado, con relacion a los genes regulados negativamente por el RG, en
las CM provenientes del sitio de lesion se encontraron mayores niveles de los
transcriptos de las citocinas IFN-y (p<0.04) e IL-6, mientras que los de IL-1B (p<0.04)
se vieron disminuidos respecto a los hallados en CMP (Fig. 16 A, By C).

Figura 16: Niveles de expresiéon génica de las citocinas IFN-y (A), IL-6 (B), IL-1B

(C), en células mononucleares de fluido pleural (CMFP) y de sangre periférica
(CMP) provenientes de pacientes con TB pleural (TBPL).
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Los valores de la expresion relativa de los transcritos estan normalizados respecto a
la expresion relativa del transcripto de PPIA (peptidilprolil isomerasa A); Los datos
estan representados mediante un diagrama de caja donde se muestran los valores
de la mediana, percentiles 25-75 y valores maximos y minimos de los distintos grupos
en estudio. Las comparaciones fueron realizadas mediante test de Mann-Whitney.
Los asteriscos indican: *p<0.05. Abreviaciones: IFN-y: interferbn-gamma; IL-6;
interleucina-6; IL-1pB: interleucina-1beta; PPIA peptidilprolil isomerasa A; CMP: células
mononucleares de sangre periférica; CMFP: células mononucleares de fluido pleural.
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4.3.4 Evaluacion de la capacidad linfoproliferativa frente al estimulo
especifico de Mycobacterium Tuberculosis irradiado en
células mononucleares del fluido pleural y de sangre periférica
provenientes de pacientes con tuberculosis pleural.

Se realizd un analisis de la capacidad proliferativa in vitro de las células de
ambos compartimentos. Los resultados obtenidos indican que las CM provenientes
del sitio de la infeccion, presentaban mayor capacidad linfoproliferativa respecto las
CMP (p<0.0001).

Figura 17: Capacidad linfoproliferativa de células mononucleares de fluido

pleural (CMFP) y de sangre periférica (CMP) provenientes de pacientes con
Tuberculosis pleural (TBPL) frente al estimulo especifico con Mtbi.
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Los resultados se expresan como indice de estimulacion (IE): cociente entre cuentas
por minuto (cpm) de cultivos estimulados y cpm de cultivos sin estimular. Los
diagramas de caja representan los valores de mediana, percentiles 25-75 y valores
maximos y minimos de los distintos grupos en estudio. Las comparaciones fueron
realizadas mediante test de Mann-Whitney. Los asteriscos indican: ****p<0.0001.
Abreviaciones: CMP: células mononucleares de sangre periférica; CMFP: células
mononucleares de fluido pleural.
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4.3.5 Analisis de correlacion entre la expresidén diferencial de genes
regulados por el receptor de glucocorticoides y el perfil
inmuno-endocrino del sitio local de la infeccion y a nivel
sistémico.

Finalmente, en esta seccion se presentan las correlaciones significativas mas
relevantes entre mediadores inmuno-endocrinos y transcriptos dentro de cada
compartimento del grupo TBPL, es decir a nivel pleural o sistémico (Tabla 10). En
relacion a las correlaciones que se presentaron en sangre periférica, se observéd una
correlacion positiva entre mediadores inflamatorios (IL-6 vs IFN-y; r 0.96, p<0.003).
Ademas, se obtuvo una correlacién negativa entre el transcripto de IL-1B8 y el de
FKBP51. Por otro lado, a nivel del compartimento pleural, se observé una correlacion
negativa entre la relacién Cortisol/DHEA y los niveles de IL-6, mientras que la
capacidad proliferativa se relacioné positivamente con la expresion de IL-13. Ademas,
existe una correlaciéon negativa entre el cortisol con NF-kB y la expresion de GILZ con
la de IFN-y.

Tabla 10: Analisis de correlacion entre los niveles de expresion génica en
células mononucleares de fluido pleural (CMFP) y de sangre periférica (CMP)
provenientes de pacientes con Tuberculosis pleural (TBPL).

Mediadores Sangre periférica-

CMP Irs Valor de P
IL-6 vs IFN-y 0.96 0.003
IL-18 ARNm vs FKBP51 ARNm -0.65 0.05
Mediadores Fluido pleural-

CMFP

CORTISOL/DHEA-S vs IL-6 -0.9 0.02
IL-18 ARNm vs |IE 0.8 0.02
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RGa/RGP vs NFKBIB ARNm 0.9 0.01
CORTISOL vs NFKB1 ARNm -0.8 0.03
GILZ ARNm vs IFN-y -0.9 0.02

El test de rango de Spearman fue utilizado para determinar la correlacion entre las
variables. Abreviaciones: rs: coeficiente de correlacion de Spearman; ns: no
significativo. IL-6: interleucina-6; IFN-y: interferén-gamma; IL-18: interleucina-1beta;
RGa: receptor de glucocorticoides alfa; GILZ: cremallera de leucina inducida por
glucocorticoides; NFKBIB: inhibidor de NF-kB beta; FKBP51: FKBP prolil isomerasa
51; DHEA: dehidroepiandrosterona; NFkB1: subunidad p105 de NF-kB; CMFP:
células mononucleares de fluido pleural; CMP: células mononucleares provenientes
de sangre periférica; TBPL: pacientes con Tuberculosis pleural.

4.3.6 Discusion Capitulo 3

Ahondar en el estudio de la respuesta inmuno-endocrina en el sitio local, donde
el patéogeno establece la infeccion, permite mejorar la comprensién de los
mecanismos inmunoldgicos involucrados en el control y la progresién de la TB. Como
se expreso previamente, los pacientes con TBPL a diferencia de los pacientes con
TBP desarrollan una RI efectiva contra Mtb, ya que una considerable cantidad de los
casos revierten el proceso infeccioso espontaneamente, sin necesidad del tratamiento
especifico?. Por lo tanto, esta manifestacion de la TB constituye un buen modelo para
estudiar las interacciones inmunoenddcrinas en el ambiente en donde transcurre la
infeccién, asi como su correlato con la respuesta a nivel sistémico.

En diferentes trabajos se constaté que el FP de pacientes con TBPL esta
compuesto por diversas subpoblaciones de linfocitos tales como: LT CD4* con un
marcado perfil Th1430, LTyd*3! y células NK*3? |o que podria estar relacionado con los
elevados niveles pleurales de IFN-y.

Al estudiar las citocinas presentes en el ambiente circundante de estas células,
se encontro un incremento de las citocinas IL-6, IL-13 e IFN-y en el compartimento

pleural respecto la periferia, lo cual podria deberse a las poblaciones celulares
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presentes en el FP*, Las altas concentraciones de IFN-y en el FP de estos
pacientes, podrian estar relacionadas con la magnitud de la RI celular protectora
desarrollada en este sitio*32-434, En cuanto a IL-1B e IL-6, sus niveles elevados son el
sello distintivo de la inflamacion, ya que desempefian un papel critico en la defensa
contra patogenos bacterianos333.334,

Al estudiar las hormonas adrenales, se hallaron menores concentraciones de
Cortisol y DHEA en el compartimiento pleural respecto a los niveles plasmaticos. Sin
embargo, la relacién Cortisol/DHEA no difiere entre el compartimento pleural y la
periferia. En tanto que en FP se hall6 una correlacion inversa entre la relacion
Cortisol/DHEA vy la concentracion de IL-6, lo que sugiere que en el espacio pleural los
bajos niveles de la relacion no ejercerian un efecto inhibitorio sobre la produccién de
IL-6. El analisis de los parametros de laboratorio mostré menores concentraciones de
proteinas totales y albumina en el FP respecto de los niveles sistémicos.
Considerando que el Cortisol circula unido a la proteina CBG o albumina??’, las
menores concentraciones de albumina y proteinas totales observadas en FP,
justificarian los bajos niveles de esta hormona a nivel pleural. Por otra parte, la DHEA
se encontré disminuida en FP a diferencia de la concentracién sistémica. Lo cual se
explicaria al considerar que esta hormona es rapidamente metabolizada a nivel
tisular*35436, Por el contrario, no se vieron modificados los niveles de DHEAS en FP
respecto de las muestras de sangre periférica.

El estudio sobre la expresion de las distintas isoformas del RG evidencio que,
a nivel pleural, el transcripto RGa, asi como el de 113-HSD1 en las CMFP estaban
incrementados respecto de las CMP. Este aumento sugiere una respuesta que intenta
optimizar el efecto modulador del Cortisol, presente en bajas concentraciones. Al

analizar en mayor profundidad la expresion de genes modulados por el cortisol, se
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observd una disminucion en los transcriptos para ANXA1, GILZ y NFKBIB en las
CMFP respecto de las CMP. En cuanto a las citocinas estudiadas en las CMFP hubo
un incremento en los niveles del transcripto IFN-y y una disminucion en el ARNm de
IL-1B respecto las CMP. Estos hallazgos podrian relacionarse con la diferencia de los
niveles de cortisol hallados entre el compartimento pleural y la periferia. Una menor
biodisponibilidad de cortisol en el sitio local de la infeccion influiria directamente en la
actividad del RG. Si bien, la disponibilidad de cortisol intracelular en las CMFP se
veria afectada por el aumento de la enzima 113-HSD1, no estaria reflejado en la
modulacién de los genes regulados por RG. Ademas, la correlacion negativa entre el
cortisol con NF-kB1 y de la expresion de GILZ con los niveles de IFN-y, reflejan un
entorno funcional sin restricciones para el RG, donde los bajos niveles de cortisol y
de los genes antiinflamatorios regulados positivamente por él, generarian un ambiente
permisivo para el desarrollo del gran proceso inflamatorio evidenciado en pleura.
Respecto a la capacidad linfoproliferativa en ambos sitios estudiados, las
menores concentraciones de cortisol en el FP y el perfil de expresion génica puede
que tengan cierto efecto en la mitogénesis de las CMFP, considerando que estas
células presentan un mayor indice de estimulacién respecto a las CMP. Al comparar
las poblaciones celulares provenientes de la periferia y del FP se ha demostrado que,
si bien los principales grupos de células estaban presentes en ambos tejidos, sus
proporciones relativas varian de acuerdo a la ubicacion anatéomica. En el
compartimento pleural se hallaron distintos subconjuntos de poblaciones de células T
CD8* y CD4* con funciones efectoras especificas*®’, lo cual podria estar relacionado
con esta elevada capacidad de respuesta especifica por parte de las CMFP. Por otro

lado, el aumento de cortisol sistémico modelaria un perfil transcripcional en las CMP,
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de manera que cuando se las enfrenta con el estimulo especifico condiciona su
capacidad de respuesta reflejando una menor blastogénesis.

Estos resultados ponen en evidencia que el RG opera de una manera
especifica dependiendo del contexto. Ello no sélo se debe a una expresion diferente
de las isoformas de la proteina RG, sino que también dependen de la disponibilidad

del cortisol para modular las diferentes vias de sefializacion.

122



CONCLUSIONES

123



Conclusiones

5 CONCLUSIONES

Conclusiones objetivo 1

Este estudio revela que los pacientes con TBP, preferentemente aquellos con
enfermedad avanzada, son mas propensos a presentar cantidades circulantes
aumentadas de mediadores proinflamatorios y de la relacion cortisol/DHEA en
coexistencia con los niveles mas altos de LPS. Este escenario sugiere la existencia
de un circulo vicioso a nivel de la respuesta inflamatoria, que se veria perpetuada por
el aumento de la permeabilidad intestinal y la consecuente circulacion de endotoxina
a nivel sistémico. En este contexto, la expresion de las isoformas del RG que
brindarian cierto grado de resistencia a los elevados niveles de cortisol, contribuye al
desequilibrio inmune-endocrino persistente y la inflamacién cronica subyacente en la
patogenia de la TBP progresiva.
Conclusiones objetivo 2.1

Los pacientes con formas progresivas de TBP, particularmente los casos
severos se caracterizan por una relacion cortisol/DHEA desbalanceada, con CMP que
presentan una expresion aumentada de genes antiinflamatorios regulados por el RG
(ANXA1 e inhibidores de NF-kB), asi como de IL-1B y de la isoforma RGP},
conjuntamente con la disminucién de la capacidad proliferativa especifica. Tales
hallazgos sugieren una modulacion activa del cortisol circulante, dependiente del
grado de compromiso pulmonar de la TB, que puede verse como un intento no del
todo exitoso de disminuir la inflamacién, con alguna implicancia en la respuesta

celular especifica del antigeno.
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Conclusiones objetivo 2.2

Tanto los leucocitos totales como las CMP de pacientes con TBP fueron menos
sensibles al tratamiento con GCs in vitro en comparacion con las células del grupo de
controles sanos., Estos resultados estarian en concordancia con hallazgos previos,
sugiriendo que las CMP de estos pacientes presentan cierto grado de resistencia a la
capacidad inmunomoduladora del cortisol.

Conclusiones objetivo 3

En lo que concierne a la TBPL, las células del compartimento periférico
presentan un marcado perfil de expresion de genes anti inflamatorios regulados por
el receptor de glucocorticoides en relacion con las células localizadas en el
compartimento pleural. En tanto que los transcriptos de citocinas muestran un patrén
inverso. Ambos resultados estarian en consonancia con el perfil inmuno-enddcrino

observado en ambos compartimentos y la capacidad proliferativa.
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6 ANEXO 1

6.1 Optimizaciéon de las condiciones experimentales del ensayo in
vitro para evaluar la sensibilidad a Glucocorticoides.

6.1.1.10ptimizacion de las condiciones experimentales del ensayo
in vitro a partir de muestras de sangre entera.

Mediante un ensayo funcional descripto por de Rijk y col.*'” se pretendio
estimar la sensibilidad a GCs en leucocitos de pacientes con TBP y Co. Este ensayo

in vitro consiste en medir la sensibilidad en sangre periférica a GCs mediante la

determinacion de la capacidad de los esteroides para suprimir la produccién de ciertas
citocinas tras estimular las células con LPS. Mediante una serie de experimentos
dosis-respuesta se establecio el tiempo de incubacion, la concentracidn del estimulo
(LPS - Mtbi) y el rango optimo de dosis inhibitorias de los GCs dexametasona y
cortisol, para llevar a cabo este ensayo.

En una primera instancia, se determiné el tiempo de incubacién, la dosis de
LPS y la citoquina para medir la respuesta. En base a lo descripto por Rijk y col. 4'"se
sembraron 800 ul de sangre entera, de controles sanos (n=3) en placas de 24 pocillos
con diferentes concentraciones de LPS (Sigma-Aldrich) y se incubaron durante 24 y
48 hs a 37°C en atmosfera humidificada con 5% COa2. Las concentraciones finales de
LPS en el pocillo fueron 5, 15, 30, 60 ng/ml. Una vez transcurrido el periodo de
incubacion, se recolectaron los sobrenadantes del cultivo y se cuantificaron las
citocinas IL-6 e IL-13 con los kits comerciales mencionados en la seccién 3.7.1.

En la figura 1 anexo, se puede observar que tras haber cultivado las muestras
de sangre entera con diferentes concentraciones de LPS durante 24 y 48 hs, las
células respondieron al estimulo de una manera dosis dependiente. A ambos tiempos,
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la produccion de IL-6 (Fig. 1 anexo paneles A y B) aumenté significativamente frente
a diferentes concentraciones de LPS (15, 30 y 60 ng/ml) al compararla con la de los
cultivos sin estimular (p<0.001).

Similar al comportamiento que se observo en la produccion de IL-6, se mostrd
que el agregado de distintas concentraciones de LPS (5, 15, 30 y 60 ng/ml) induce un
incremento dosis-dependiente en la produccion de IL-1B (Fig. 1 anexo paneles C y
D). A las 24hs de incubacion se encontraron diferencias estadisticamente
significativas cuando al cultivo de células se le agregaron 15, 30 y 60 ng/ml de LPS
comparando con el cultivo sin estimular (F=11.4, p<0.001), mientras que en los
cultivos incubados durante 48 hs sdélo se hall6 diferencia estadistica a la dosis de 60

ng/ml de LPS (F=3.6, p<0.04).
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Figura 1 anexo: Produccion de IL-6 e IL-1B en cultivos de sangre entera, tras la
exposicion a diferentes concentraciones de LPS durante 24 y 48 horas de
incubacién.
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Los datos estan representados en barras como la media * error estandar de la media
(n=3 controles sanos). El analisis estadistico fue realizado mediante ANOVA con test
de comparaciones multiples de Dunnett respecto al cultivo sin estimular, ***p<0.001,
**p<0.01, * p<0.05. Abreviaciones: |IL-6: interleucina-6; IL-1: interleucina-1beta; LPS:
lipopolisacarido.

De este primer ensayo, se puede concluir que si bien las células de sangre
entera fueron capaces de secretar tanto IL-6 como IL-1p ante el agregado de un rango
de LPS, se decide optar por cuantificar a la citoquina IL-6 como mediador de la
respuesta ante el estimulo. Como se puede observar en los graficos, esta citoquina
es la que presenta un mayor rango de produccion, lo cual es fundamental para realizar
ensayos de inhibicién del estimulo. Por otro lado, luego de analizar los resultados se

selecciond la dosis de LPS 30 ng/ml, debido a que a partir de los graficos de indice

de produccién (figuras no mostradas) se comprobd estadisticamente que la misma
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induce la mayor produccion de citocinas antes de llegar al umbral de estimulo. Este
hecho se constaté tanto para los cultivos de 24 como de 48 hs de incubacion.
Asimismo, en la bibliografia también esta reportada el uso de esta dosis para este
ensayo 438

Resumiendo, de este ensayo se establecioé utilizar para los posteriores
experimentos: una dosis de 30 ng/ml de LPS, un tiempo de incubacién de 24hs

y la citocina IL-6 como medida de respuesta ante el estimulo.

En una segunda instancia, se decidié evaluar el efecto inhibitorio de un rango
de dosis de dexametasona (DEX, Sigma-Aldrich 10°-10- M) sobre la produccién
de IL-6 tras estimular con LPS, utilizando el mismo protocolo mencionado en los
primeros ensayos. El mismo procedimiento se realizé enfrentando las células con
Mtbi, a fin de determinar la respuesta a GCs frente a un estimulo especifico. En base
a la experiencia en nuestro laboratorio de trabajar con Mtbi se estimularon las células
con tres concentraciones del antigeno: 5, 10 y 20 ug/ml; dado que, en diferentes
trabajos previos, la concentracién de Mtbi siempre rondd entre los 8 y 10 ug/ml43,
Para evaluar el efecto inhibitorio sobre la produccion de IL-6 frente al estimulo con
Mtbi (10 pug/m) se probaron sélo la dosis minima (10 M) y maxima (106 M) de DEX.

En la Figura 2 anexo panel A, se puede observar que del rango de dosis de
DEX (10 -10°M) que se utilizé induce efecto que oscilan desde una inhibicion
practicamente nula, hasta una donde se acerca a un umbral. Como era de esperar,
se comprobd una inhibicidn progresiva en la produccion de IL-6 inducida por el
estimulo con LPS (30 ng/ml) ante el agregado de concentraciones crecientes de DEX

(F = 14, P<0.0001).
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Por otra parte, en los ensayos de resistencia a GCs enfrentando las células al
estimulo especifico, se realizaron cultivos en paralelos en las mismas condiciones
donde se evaluaron distintas dosis de Mtbi. Los resultados obtenidos se presentan en
la figura 2 anexo, panel B. Como se puede observar, si bien se evidencia un aumento
dosis dependiente, los mismos no difieren significativamente en parte por la
dispersion de los resultados. Si se evidencid un incremento significativo en la
produccion de IL-6 ante el agregado del estimulo especifico respecto de los cultivos
sin el agregado de DEX. Asimismo, el agregado de la dosis minima (10-° M) de DEX
no se observo efecto sobre la produccion de IL- 6, mientras que la dosis maxima de

DEX (10° M), inhibio de forma muy significativa la produccion de la citocina.
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Figura 2 anexo: Evaluacion del efecto inhibitorio de diferentes dosis de
dexametasona sobre la produccion de IL-6 por parte de muestras de sangre
entera estimuladas con LPS (A) y Mtbi (B) durante 24hs.
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Los datos estan representados en barras como la media * error estandar de la media
(n=3 controles sanos). El analisis estadistico fue realizado mediante ANOVA con test
de comparaciones multiples de Dunnett respecto al cultivo sin el agregado de
dexametasona, ***p<0.001, **p<0.01, * p<0.05. Abreviaciones: IL-6: interleucina-6; IL-
1B: interleucina-1beta; LPS: lipopolisacarido; Mtbi: Mycobacterium Tuberculosis
irradiado

La evaluacién de esta serie de experimentos, los protocolos y resultados

hallados, nos llevd a concluir que si bien se logré optimizar y reproducir el ensayo

propuesto por De Rikj y col., es necesario destacar que el mismo presenta algunas
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falencias al considerar las particularidades de la patologia en estudio. En este sentido,
los pacientes con TB se caracterizan por poseer aumentada la cantidad de glébulos
blancos respecto a los individuos sanos. Asimismo, estos pacientes poseen elevados
niveles plasmaticos de cortisol y citocinas proinflamatorias, entre otras. Estas
diferencias entre pacientes y controles nos condujeron a desestimar el protocolo
optimizado en estas condiciones y descripto por De Rikj, debido a que en el mismo
no se tienen en consideracion los factores de confusion mencionados. Es por ello,
que se decidid normalizar las condiciones de cultivo (concentracion celular y de
mediadores solubles) a fin de minimizar el efecto de estas variables. Para ello, en
lugar de utilizar sangre entera, se decidié aislar los leucocitos totales y CMP
(independizarnos de las concentraciones plasmaticas de mediadores
inmunoenddcrinos) evaluar la viabilidad de las muestras y sembrar un numero
definido de células. A continuacién, se detallan los ensayos para optimizar las

condiciones de estos cultivos.

6.1.2 Optimizacion de las condiciones experimentales del ensayo in
vitro a partir de leucocitos totales y células mononucleares de
sangre periférica.

Para la estandarizacion del ensayo, en base a experiencias previas y
bibliografia sembraron dos concentraciones de leucocitos: 0,5.10% y 1.108 en un
volumen final de 600 pl de medio de cultivo completo [MCC: RPMI 1640 adicionado
con ATB y 5 % de suero fetal bovino (Gibco)]. A ambas concentraciones de células
se las estimul6 con diferentes dosis de LPS (5, 15y 30 ng/ml) y de Mtbi (5, 10 y 20
pug/ml) durante 24hs en placas de 24 pocillos. a fin de confirmar las condiciones ya
definidas con las muestras de sangre entera. Luego de las 24hs se recolectd el

sobrenadante y se cuantifico IL-6. Asimismo, también se probd el mismo protocolo
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con CMP estimulandolas solamente con el antigeno especifico Mtbi e inhibiendo la

produccion de IL-6 con las mismas concentraciones de DEX y Cortisol.

6.2 Evaluacion del efecto de las concentraciones de estimulo con
Lipopolisacarido y de los disolventes de DEX sobre la viabilidad
celular de células mononucleares de sangre periférica.

Para determinar si el estimulo con LPS, asi como la concentracion de etanol
(solvente en el que se disuelve la DEX) afectan la viabilidad de las células en cultivo,
se realizaron ensayos convencionales de MTT (Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-
2,5,-difenil tetrazolio) los cuales no se podian realizar cuando se trabajaba con sangre
entera Se cultivaron 50.000 CMP de Co (n=3) por cuadruplicado en placas de 96
pocillos con y sin el agregado de diferentes concentraciones de LPS (15, 30 y 60
ng/ml) o etanol (0.1%, 0.5%, 2.5% v/v) durante 24 hs a 37°C. Al final de la incubacion,
se agregaron 10 yl de MTT (5 mg/ml en BFS; Sigma-Aldrich) a cada pocillo y se
incubaron durante 3 horas mas a 37°C. Luego se descart6 el sobrenadante de cada
pocillo y se les adicion6 100 pL de buffer de lisis (DMSO o HCI 0,04 N en isopropanol
0 SDS 10% en HCI 0,01 N) a cada uno y se homogeniza a fin de disolver los cristales
de azul de Formazan. Finalmente, este ensayo colorimétrico se cuantificé a una
densidad o6ptica de 570/630 nm. La viabilidad celular se calculd6 como porcentaje
referido a la absorbancia media del cultivo sin estimular, a la cual se le asigné un valor

de viabilidad de referencia del 100%.

Figura 3 anexo: Evaluacidon de efecto de las diferentes concentraciones con
Lipopolisacarido, utilizadas como estimulo durante 24 horas, sobre la viabilidad
celular.
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Abreviaciones: LPS: lipopolisacarido. La viabilidad celular se calculé como porcentaje
referido a la absorbancia promedio de los cultivos sin estimular, a la cual se le asigno
un valor de viabilidad de referencia del 100%. Los datos estan representados en
barras como la media + error estandar de la media. El analisis estadistico fue realizado
mediante ANOVA (n=6).

Posteriormente debido a lo mencionado en la seccidon anterior, se decidid
normalizar la cantidad de células que se disponen en cada pocillo. Para llevar a cabo
la estandarizacion del ensayo, se evaluo la respuesta de leucocitos tras estimularlos
con diferentes concentraciones de LPS y Mtbi. Como se puede observar en la Figura
4 al duplicar la cantidad de células se incrementa la produccion de IL-6 del mismo
modo. El analisis de ANOVA de dos factores reveld que existen diferencias
estadisticamente significativas entre las distintas cantidades de células (F= 103.5,
P<0.0001). Respecto a las distintas concentraciones del estimulo no se hallaron
diferencias estadisticamente significativas. El mismo comportamiento fue observado

cuando las células fueron estimuladas con Mtbi.
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Figura 4 anexo: Evaluacion de la producciéon de interleucina-6 tras estimular las
células con distintas concentraciones de lipopolisacarido y Mycobacterium
tuberculosis irradiado.
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Los datos estan representados en barras como la media  error estandar de la media
(n=3 controles sanos). El analisis estadistico fue realizado mediante ANOVA
***p<0.001. Abreviaciones: IL-6: interleucina-6; LPS: lipopolisacarido; Mitbi:
Mycobacterium Tuberculosis irradiado
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