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1 Abreviaturas

Ac Anticuerpos

ACTH Adenocorticotrofina

ADN Acido desoxiribonucléico

AED  Androstenediol

Ag Antigeno

AMP Adenosina monofosfato

Asp Aspartato

Atb Antibidtico

CD “Cluster” de diferenciacion

cél Células

CMH Complejo Mayor de Histocompatibilidad
Cco, Di6xido de carbono

Con A Concanavalina A

CPA  Célula Presentadora de Antigeno
CPM Células Periféricas Mononucleares

cpm Cuentas por minuto

CR Receptores para Complemento

CRH Hormona liberadora de Corticotrofina
DE Desvio estandar

DED Dominio efector de muerte

Dh Deshidrogenasa

DHEA Dehidroepiandrosterona
DHEA-S Dehidroepiandrosterona sulfato
EDTA Acido etilendiaminotretraacético
EE Error estandar

ELISA Enzimoinmunoensayo

FcR Receptor para la porcién Fc
FEC Factor estimulante de colonias
FITC Isotiocianato de fluoresceina
Fk Forskolin

GC Glucocorticoides

GMP Guanosina mono fosfato

GR Receptor de GC

GRE Elementos de Respuesta a GC

HIV Virus de Inmunodeficiencia Humana
HPA Hipotalamo-Pituitario-Adrenal

hsp Proteinas de choque térmico

IE indice de estimulacién

IFN-y  Interferdn-y

IGF-I Factor de crecimiento insulino-simil -
IL Interleucina

IL-R  Receptor de interleucina

iNOS Enzima 6xido-nitrico sintetasa inducible
IP loduro de Propidio
LT Linfocitos T

MC Mineralocorticoides

MC Medio de Cultivo

MCIA  Muerte celular inducida por activacion
Mtb Mycobacterium tuberculosis

MTT Metil Tetrazolium

M®s Macréfagos

MR Receptor para mineralocorticoides
NADPH Nicotinamida Adenina dinucleétido
NFkB Factor nuclear kB

NK Células citotdxicas naturales
nm Nandémetro

NO Oxido Nitrico

NOD Dominio de oligomerizacion de

nucledtidos
PE Ficoeritrina
PPD Derivado proteico purificado

PS Fosfatidilserina

RI Respuesta Inmune

RIN Reactivos intermediarios del Nitrégeno
RIO Reactivos intermediarios del Oxigeno
rpm Revoluciones por minuto

SABI Suero humano AB inactivado

SFB Suero Fetal Bobino

SI Sistema Inmune

SN Sobrenadantes

SNC Sistema Nervioso Central

B Tuberculosis

TB-Lev  Pacientes con TB Leve
TB-Mod Pacientes con TB Moderada
TB-Sev  Pacientes con TB Severa

TCR Receptor de células T

TGF-B  Factor de crecimiento Transformante-3
TGF-BR Receptor para TGF-p

Thl Linfocito T colaborador tipol
Th2 Linfocito T colaborador tipo 2
TLR Receptores Toll-like

TNF-a  Factor de Necrosis Tumoral a
TNFR  Receptor para TNF

Tso Sonicado total de Mtb
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3 Resumen

La tuberculosis (TB) constituye la enfermedad infectocontagiosa que mayor nimero de muertes causa en el
mundo. Su curso no depende sdlo de la activacién del Sistema Inmune sino también de su interaccion con otros
Sistemas como el Neuroenddcrino. En trabajos previos demostramos la inhibicién provocada por el Cortisol
(GC), tanto en la blastogénesis como en la produccién de IFN-y y TNF-a, y el efecto inhibitorio de la
Dehidroepiandrosterona (DHEA) sobre la sintesis de TGF-B3 a partir de células mononucleares periféricas (CMP)
de pacientes con TB, estimuladas especificamente. A fin de conocer si dicha inhibicion se relacionaba con un
aumento en la apoptosis de células inmunocompetentes, se cultivaron CMP de Pacientes con TB y Controles,
estimuladas con Mtb sonicado (Tso), a las que se les adicioné GC y DHEA. Pudo observarse que la estimulacidn
con Tso indujo mayor apoptosis en las células provenientes de pacientes con TB, sin modificaciones tras la
adicion de GC y/o DHEA.

Por las caracteristicas de la TB humana, donde es dificil definir el tiempo transcurrido entre el contacto con la
micobacteria y la manifestacién clinica y a fin de lograr una mayor conocimiento al respecto se estudiaron
individuos con exposicidn conocida, esto es, los Convivientes intimos de pacientes baciliferos sin signos y
sintomas de enfermedad. In vitro, éste grupo presentd los niveles mas altos de linfoproliferacion al estimular
con Tso, mientras que los pacientes los mas descendidos, comportamiento que también se observé al
cuantificar la produccidon de IFN-y. Mas aun, el co-cultivo de las CMP estimuladas especificamente, con GC y
DHEA, mostré una inhibicidn en la sintesis de este mediador en todos los grupos, aunque los Convivientes
continuaron presentando las mayores concentraciones.

Citocinas inhibitorias de la respuesta inmune antituberculosa, como TGF-B e IL-6 presentan reconocida
influencia sobre la sintesis de esteroides, este hecho y la inhibicion observada en la sintesis de DHEA por parte
de células de la linea adrenal NCI-H295R, producida por los sobrenadantes (SN) de cultivos de CMP,
estimuladas con Tso, nos sugirieron que algunos de ellos podrian estar implicados en la inhibicién de la sintesis
de DHEA adrenal. Como el TGF-B se encontraba significativamente incrementado en el plasma de los pacientes
se investigd el potencial efecto modulador del mismo sobre la sintesis de DHEA y GC en cultivos de la linea NCI-
H295R.El tratamiento con SN de CMP estimuladas durante 36hs. con Tso inhibié la produccién de DHEA, y ello
fue revertido por la adicidon de anti-TGF- 25:1. Sin embargo, frente a este tratamiento, la producciéon de GC
aumenté. Pudo demostrarse el TGF-f3 es al menos uno de los responsables de la inhibicién en la produccién de
DHEA por las células adrenales.

Estos resultados originales contribuyen con nueva evidencia para lograr un mejor conocimiento en cuanto a la

comunicacién neuroinmunoenddcrina en TB



1. INTRODUCCION

1.1. La Tuberculosis
1.1.1. Generalidades

Como enfermedad infecto contagiosa, la tuberculosis (TB), es una de las causas de muerte
mas importantes en el mundo, con 2 millones de casos fatales y aproximadamente 9

millones de nuevos casos por afo (1).
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Figura 1: Numero estimado de nuevos casos de tuberculosis durante el afio 2009, © WHO, 2010.

Esta patologia ya se hallaba presente mucho antes del comienzo de la historia escrita, dejo
su marca en el avance de las ciencias biomédicas y el agente causal, el Mycobacterium
tuberculosis, fue uno de los mayores flagelos de la humanidad. Existen registros de TB en
Egipto, India y China, con 5000, 3300 y 2300 afios de antigliedad, respectivamente (2).

Las momias egipcias ponen de manifiesto las huellas de esta enfermedad, con
anormalidades y deformidades caracteristicas que también se ven reflejadas tanto en las

piezas de arte egipcio como en las de arte precolombino (Figura 2).
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Figura 2: lzquierda: Momia 003, Museo Arqueoldgico de la Casa del Marqués de San Jorge, Bogota,
Colombia. Derecha: Tomografia computada mostrando lesiones vertebrales. Figuras tomadas del libro:
Tuberculosis 2007, from basic science to patient care; Palomino et al, 2007

Desde mediados de los afios 80 el mundo fue testigo de un dramatico aumento en los casos
de tuberculosis, la causa de este incremento se debe a que el riesgo de reactivacién de la TB
latente se vio acrecentado a raiz de la mayor expectativa de vida de nuestra sociedad, a la
aparicién de co-infeccidén con el virus de inmunodeficiencia adquirida (HIV) y la desmedida
urbanizacion, migracion, marginacién y desnutricién, entre otros factores (3).

Es asi como un tercio de la poblacidn mundial se encuentra infectada por el M. tuberculosis,
y el 5 0 10% de esta poblacion corre el riesgo de desarrollar una tuberculosis primaria. El
continuo deterioro de las condiciones socioecondmicas con la pauperizacion,
fundamentalmente de los paises del tercer mundo, ha contribuido a un aumento de los

casos existentes.

1.1.2. Agente etioldgico

Como se senald previamente el agente causal de esta patologia es el M. tuberculosis, un
bacilo acido-alcohol resistente, cuya via de transmisién principal es la aérea generando,
como consecuencia mayor incidencia de tuberculosis pulmonar.

La progresion de la infeccién producida por esta bacteria es extremadamente variable,

regulada principalmente por la integridad del sistema inmune del hospedador, que podra
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eliminar con éxito al patégeno, mantenerlo en condiciones de latencia o dar origen a una
enfermedad activa (4).

Al respecto, un gran numero de reportes indican diferencias en la susceptibilidad hacia la
enfermedad, tanto en humanos como en animales de experimentacion; (5,6) y sugieren a la
vez que la activacion del eje Hipotalamico-pituitario-Adrenal (HPA) puede estar involucrada
en tales variaciones.

En la actualidad se conocen 60 especies pertenecientes al genero Mycobacterium, la
mayoria de ellas pertenecen a la flora saprofita del suelo, y sélo una minoria son patégenas
para el hombre, causando tuberculosis (M. tuberculosis, M. bovis, y M. africanum) y lepra
(M. leprae). EI M. tuberculosis, que corresponde a un patégeno exclusivamente humano,
debid adaptarse a su Unico hospedero aun bajo las presiones selectivas de la evolucion del
hombre.

Es una bacteria Gram positiva con forma de cigarro que no posee flagelos, no forma esporas,
no produce toxinas y no posee capsula. Su ancho puede variar desde 0,3 a 0,6 um vy su largo
aproximado es de 4 um. Pertenece al grupo de micobacterias de crecimiento lento, ya que
posee un tiempo de duplicacidon que varia de 15 a 20 h Debido a la composicién de la pared
celular, rica en lipidos complejos, acido micdlico y ceras se le asigna el nombre de bacteria
acido alcohol resistente y deben ser coloreadas con la tincién de Ziehl-Nielsen. Es un
patégeno intracelular que coloniza a macréfagos, preferentemente del sistema pulmonar,
donde usualmente esta condicionado a un estado de latencia hasta que se pierde el balance
entre el sistema inmune del hospedador y la bacteria. Su tiempo de generacion es de 24 h
tanto en medios sintéticos como en animales infectados y durante su desarrollo in vitro
puede observarse a simple vista la formacién de colonias que poseen una superficie seca y
arrugada.

Durante mucho tiempo las investigaciones con personas cercanas a pacientes con
Tuberculosis se focalizaron en el diagndstico de la enfermedad activa, encontrandose una
gran transmision de dicha infeccidn a partir de los pacientes con examen directo de esputo
positivo para bacilos acido alcohol resistente, mostrando una prevalencia de Tuberculosis
activa en los convivientes adultos de 1,3 a 1,5 % (7). En la actualidad se definen como
contactos a aquellas personas que conviven o presentan una relacion estrecha permanente
con el paciente bacilifero detectado durante la fase sintomatica de la enfermedad, o han

compartido la misma habitacién al menos una vez a la semana. También entran en esta
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clasificacién aquellos individuos que han permanecido en el lugar de residencia del enfermo
por al menos 7 dias consecutivos durante los tres meses previos al diagndstico de
tuberculosis del paciente. Este grupo es el segundo en importancia en la localizacidon de
casos, después de los sintomaticos respiratorios, y constituye ademas un grupo de alto
riesgo en especial si son nifos o jévenes. A modo de ejemplo, se encuentra documentado
gue mas de las 2/3 partes de los nifios menores de 5 afios enfermos de TB, fueron
contagiados por un conviviente cercano (8-10).

En el momento del diagndstico el paciente ya lleva varios meses infectando a sus contactos.
Se estima que entre el 10 y 20 % de ellos estan infectados y aproximadamente un1a 2 %
mostrara evidencia de enfermedad. Por otra parte se considera que cada caso bacilifero
produce entre 10 y 15 nuevas infecciones o reinfecciones, con un riesgo de desarrollo de
enfermedad entre los infectados del 10 % en los 2 afios posteriores a la infeccion, periodo
durante el cual se producen el 80 % de los casos (10). Si los contactos se encuentran
inmunodeprimidos existe un riesgo mucho mayor de aparicion de la enfermedad y se estima
en un 10% al aio de la infeccidn.

La pronta identificacién, el estudio y el tratamiento, si fuera necesario, de las personas que
tienen contacto con individuos infectados con M. tuberculosis y que estan cursando la
enfermedad activa ayudarian a cortar la cadena epidemioldgica de esta patologia.

Por otra parte, la existencia de trabajos donde se trata de relacionar la conversion del test
de tuberculina cutaneo en personas que viven en estrecho contacto con individuos
infectados con M. tuberculosis nos alerta sobre la importancia de conocer el perfil
inmunoldgico de estos contactos que aun expuestos a la micobacteria logran una adecuada
respuesta inmune y evitan asi el desarrollo de la patologia (8).

No puede dejar de mencionarse que como estrategia, la busqueda activa de casos nuevos
deberia extenderse a comunidades enteras en riesgo, mas que focalizarse en los casos de

convivientes de personas enfermas individuales (11).

1.2. Caracteristicas generales sobre la respuesta inmune frente a M.
tuberculosis

Una vez inhalado el bacilo, los macréfagos alveolares lo fagocitan y a menudo lo eliminan.
Aquellos que pueden escapar a esta eliminacion se multiplican y diseminan destruyendo a la

célula que los fagocité, mientras que los monocitos sanguineos y otras células inflamatorias
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son atraidas hacia el pulmdn. Estos monocitos sanguineos se diferencian en macrdéfagos
(M¢s); una fraccion de ellos podrd eventualmente destruir a la micobacteria, mientras que
otra formara una simbiosis con el bacilo. En este estadio de la enfermedad, el tejido dafiado
es minimo.

Tras 2 o 3 semanas de la inhalacion de las micobacterias comienza a activarse la inmunidad
mediada por células. Histéricamente la inmunidad adaptativa ha sido dividida en inmunidad
humoral, aquella que puede transferirse por la inoculacién de anticuerpos de un donante
inmunizado a un receptor, e inmunidad celular, la que puede adquirirse sdlo cuando se
transfieren células (linfocitos T) del donante inmunizado al receptor (12). Esta ultima es la
gue genera una proteccion eficaz durante la evolucion de la Tuberculosis, donde los
linfocitos T antigeno especifico son reclutados, se activan, proliferan y dan comienzo a la
fase efectora, conformando a nivel tisular una estructura denominada granuloma. Este
proceso da lugar a la activacién de los Mds que ocupan el centro del granuloma con
destruccion de la micobacteria intracelular. Una necrosis sélida central inhibe el crecimiento
del patégeno extracelularmente y como resultado de estas acciones la infeccion se vuelve
estacionaria, estadio que se conoce como latencia, esta situacion puede durar meses,
incluso afios hasta que el control ejercido por el sistema inmune disminuye o falla y la
infeccién puede reactivarse y/o diseminarse hacia otros sitios (13).

Las diferentes manifestaciones de esta patologia reflejan el balance entre la virulencia del
bacilo y los mecanismos de defensa del paciente, en los cuales la calidad de la respuesta

inmune determinara su evolucién (14).

1.2.1. Respuesta inmune innata contra M. tuberculosis

Hace 100 afios Elias Metchnikov, resumié sus 25 afios de experiencia estudiando la
respuesta inmune frente a agentes infecciosos, focalizado en lo que él llamé respuesta
natural, hoy conocida como innata, e identificd6 a las células fagociticas como el
constituyente central de dicha respuesta. A poco de producirse el descubrimiento de
Metchnikov, se constaté que la respuesta innata no sdélo actua como barrera contra
microbios, sino que también determina la subsiguiente respuesta inmune adquirida (15). En
nuestros dias la respuesta inmune innata representa mucho mas que la fagocitosis,
comprende distintos tipos de células, que abarcan un amplio espectro de funciones y posee

su propio sistema de receptores capaces de reconocer la presencia de patdgenos (16).
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El reconocimiento del M. tuberculosis o de los distintos productos micobacterianos se lleva a
cabo por los receptores que expresan las células presentadoras de antigenos (CPA), entre
ellas las fagociticas mononucleares. Algunos receptores que pueden destacarse son:
glicoproteinas tipo lectinas efectivas en el reconocimiento de estructuras con manosa,
glucosa, N-acetilglucosamina y L-fucosa, entre otras; receptores “scavengers” o carroferos;
receptores para componentes del Sistema de Complemento, CD14. Los receptores
transmembrana que incluyen la familia de los llamados Toll, o TRL.; los receptores
intracelulares, citosolicos, representados por la familia RIG (RIG-1-like-receptors o RLR), que
detectan en su interior, fundamentalmente virus; y otra familia de detectores llamados
receptores NOD (NOD-like receptors, NLR), los cuales representan una larga familia de
censores intracelulares involucrados en la deteccidn de sefiales provenientes de patégenos y
también de situaciones de stress. Estas macromoléculas no sélo cumplen con su funcién
especifica de receptores del Sistema Inmune innato, sino que ademas activan los llamados
inflamasomas, complejos de estructuras proteicas inductores de procesos proteoliticos
liderados por citocinas inflamatorias, hasta lograr la muerte celular por apoptosis (17).

Con respecto a los TLR, como ya se expresd, sus miembros son proteinas transmembrana
con motivos conservados ricos en leucina en su dominio extracelular. El dominio intracelular
es homodlogo al dominio sefalizador del receptor para la interleucina 1 (IL-1R) y une cinasas
asociadas a IL-1R. El numero de miembros de esta familia de receptores se ha incrementado
considerablemente desde el descubrimiento de su participacién en la inmunidad innata. Mas
aun los datos posteriores sugieren que estos receptores desempeiian un rol importante en
la activacion de las células inmunes por parte del M. tuberculosis a través de los TLR2 y TLR4.
El heterodimero formado por el TLR tipo 1 y 2 reconoce lipoproteinas triaciladas derivadas
de M. tuberculosis y la interaccion con su ligando resulta en la activacion de la transcripcidon
del NF-xB para producir un aumento en la sintesis de citocinas inflamatorias como INF-y, IL-
1, IL-6, TNF-a, entre otras (18). A pesar del gran incremento en cuanto a la informacion
sobre la conformacidon y mecanismos de accion de estos receptores aun existen muchos
interrogantes.

Con respecto a los receptores de tipo NOD, se sabe que reconocen péptidos muramilados y
peptidoglicanos que pueden hallarse sobre la micobacteria. La activacion de NOD 2 también
media la respuesta inmune inflamatoria a través del NF-kB, sin embargo, en contraste con

los TLRs, el receptor NOD 2 también puede activar al inflamasoma (19),(20).
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El procesamiento de los antigenos es esencial para que los linfocitos T puedan reconocer a
aquellas células infectadas por microorganismos y este proceso celular esta altamente
regulado, culminando con la presentacién antigénica en el contexto de las moléculas del
Complejo Mayor de Histocompatibilidad: las de clase | expondran péptidos microbianos
para que sean reconocidos por los receptores especificos de los linfocitos CD4+ y los de clase
dos por los linfocitos CD8+ (21).

Los macréfagos como fagocitos mononucleares y sus precursores, desempefian un rol
central en esta etapa de la respuesta contra micobacterias ya que son responsables de la
interaccion con las células de la respuesta inmune adaptativa (RI) y luego de interactuar con
ellas se convierten en una de las células efectoras mas importantes en la eliminacion de
estos patdégenos intracelulares. Estas células cuentan con numerosos mecanismos
especializados para la destruccién del bacilo, como ser la produccién de reactivos téxicos del
nitrogeno y del oxigeno; la liberacion de citocinas proinflamatorias como consecuencia del
reconocimiento de patrones moleculares por parte de los receptores de tipo TOLL y NOD
desencadenantes de la activacion del factor de transcripcién NF-xB, y el posterior
incremento en la produccidn de los mencionados mediadores como asi también la induccién
de autofagia por parte del IFN-y y la vitamina D por nombrar sélo algunos (19). Una vez
fagocitados, los patdgenos inician el camino hacia la degradacion, en un evento altamente
regulado. En la primera etapa de la ingestion, el fagosoma se vuelve alcalino por un corto
tiempo, antes de que comience la acidificacidon. El medio basico es dptimo para la actividad
de las defensinas y de las proteinas basicas, mientras que el pH acido lo es para las enzimas
lisosomales. Estas enzimas son liberadas al fagosoma durante su maduracion en forma de
pulsos independientes, y su actividad es maxima en los estadios tardios de este proceso (22).
Como se mencionara, el M. tuberculosis es un patégeno de vida intracelular con la habilidad
de persistir en el fagosoma temprano, arrestando su maduracidon e inhibiendo su fusiéon con
el lisosoma, mas aun el mencionado arresto no es completo y algunas bacterias pueden ser
eliminadas o al menos evitar su replicacion por medio de mecanismos antibacterianos los
cuales incluyen las especies reactivas del Oxigeno (RIO) y especies reactivas del Nitrégeno
(RIN) o la modulacion del pH del fagosoma por parte de la proteina Nramp (23-25).

En la actualidad estd ampliamente documentado que la totalidad de las actividades
antimicobacterianas no se expresan constitutivamente, y que dependen entre otros factores

de la correcta estimulacién por parte de mediadores solubles llamados citocinas. La
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elucidacidon de estos mecanismos facilitaria el conocimiento de los procesos por los cuales

esta bacteria evade el microambiente hostil del fagolisosoma.

1.2.2. Activacion de los M¢s

Comparado con los sistemas murinos, es muy poco lo que se conoce acerca de la activacion
de macrofagos en humanos. Se ignoran las condiciones exactas para una activacidén optima,
sin embargo queda claro que el IFN-y como la presencia de ciertas citocinas pro-
inflamatorias, esencialmente TNF-a juegan un papel fundamental en la adecuada resolucidn
de esta enfermedad (14). Esta citocina actua sinérgicamente con el INF-y, desplegando todos
los mecanismos efectores de los M¢s, a la vez que desempefia una funcién esencial en la
eliminacion de las células infectadas: induce un proceso conocido como autofagia, donde la
célula puede autodegradarse en forma controlada y ademas, por otro mecanismo, conduce
al macroéfago a una apoptosis mediada por 6xido nitrico (NO) (26).

Otro mecanismo importante que se pone en marcha al activarse el macréfago es la sintesis
de especies reactivas del nitrogeno por parte de la Oxido Nitrico sintasa inducible (iNOS) y
del oxigeno por la enzima oxidasa dependiente de NADPH, ambas especies reactivas poseen
potentes funciones microbicidas y pueden ser liberadas a los tejidos adyacentes causando
junto a las enzimas lisosomales, destruccion del parénquima pulmonar (12,19).

A su vez los M¢s activados estimulan la sintesis de citocinas como IL-1, IL-18, IL-6, TNF-a y
quimiocinas, producen mediadores lipidicos de corta vida y también factores activadores de

plaquetas, prostaglandinas y leucotrienos, favorecedores del proceso inflamatorio.

1.2.3. Mecanismos efectores basados en intermediarios reactivos del oxigeno y
del nitrégeno.

Como se menciond y a pesar de cierta controversia existente al respecto, se cree que la
actividad antimicobacteriana de los macréfagos fundamentalmente se desarrolla a través de
los RIO y los RIN. Los RIN desempefian un papel fundamental en la defensa contra M.
tuberculosis en macréfagos murinos, particularmente en aquellos estudios donde se
utilizaron ratones knockout para el gen del IFN-y, ademas estudios empleando ratones sin el
gen para la iNOS mostraron que los RIN eran esenciales para una actividad macrofagica que
logre eliminar a la micobacteria, ya que esta enzima cataliza la reaccion entre el oxigeno y el

nitrégeno guanidinico de la L-arginina para producir NO. Por otro lado, los RIO son
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necesarios pero insuficientes para destruir al M. tuberculosis (23). La sintesis de los RIO se
inicia por la accion de la NADPH oxidasa, que es activada por el IFN-y, produciendo anion
superoéxido el cual es metabolizado por la superdxido dismutasa para generar perdxido de
hidrogeno. El O,- es transformado en radicales de corta vida, que son poderosos oxidantes,
generando dafio en membranas, lipidos, proteinas y ADN. La toxicidad de este mecanismo
de defensa puede aumentar por las interacciones entre los RIO y los RIN, dando lugar a la
formacidn de peroxinitritos.

Se han detectado altos niveles de expresion de iNOS por inmunohistoquimica en macréfagos
alveolares provenientes de individuos con tuberculosis pulmonar activa y conjuntamente
con estas observaciones, se encontré un nivel de 6xido nitrico exhalado incrementado en
estos pacientes.

Mientras que las funciones efectoras relevantes de los RIN y de los RIO son ampliamente
reconocidas, su contribucion inmunorreguladora en la infeccidén no lo es tanto. Se sabe que
los reactivos del nitrégeno pueden alterar la produccién de citocinas e inducir o prevenir la

apoptosis de las células infectadas al controlar la actividad de las caspasas (27).

1.2.4. Mediadores solubles: citocinas

Existe una gran cantidad de células que al activarse son capaces de sintetizar y liberar una
amplia variedad de pequefnas moléculas que pueden interactuar con otras células y regular
en mas o en menos su accionar, un gran numero de ellas pertenecen al grupo de las
citocinas.

Las citocinas son proteinas o péptidos, que pueden o no poseer moléculas de azlcar unidas
a ellas. Conforman un gran grupo que incluyen a los interferones (IFNs), interleucinas (ILs), y
varios factores estimulantes de colonia (del inglés colony stimulating factors, CFSs). También
incluyen factores de necrosis tumoral (del inglés tumor necrosis factor, TNFs) y factores de
crecimiento transformante (del ingles transforming growth factors, TGFs)(28).

La consecuencia principal de la interaccion del M. tuberculosis con los TLRs de macrofagos y
células dendriticas es la induccién de la secrecidn de citocinas y quimiocinas. Estas moléculas
efectoras regulan la formacion del granuloma y ademas influyen sobre el tipo de respuesta
inmune adaptativa que se generard frente a la micobacteria. Entre las citocinas
intervinientes se encuentran IL-13, TNF-a.. IL-6, IL12, IL-18, IFN-y, IL-2, TGF-B3, entre otras

(16,29,30). De lo expuesto se puede inferir que los mediadores liberados durante la
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respuesta inmune contra el patégeno, influirian sobre el curso de la misma, hecho que se
veria reflejado en la evolucion clinica de la infeccidn. Ya sea lograndose una contencion de la
misma, estado de latencia (TBL), o bien permitiendo el desarrollo de la enfermedad en sus
distintas manifestaciones clinicas, principalmente pulmonares. Se acepta que las citocinas
producidas por los linfocitos T colaboradores de tipo 1 (del inglés helper, Thl) como INF-y
desempefian un rol protector durante la infeccidon, mientras que citocinas de tipo Th2 como
la IL-4 y anti-inflamatorias y anti-proliferativas como IL-10 y TGF-B favorecerian el desarrollo
de la enfermedad (31).

Ademas de los mediadores mencionados, otros como IL-15, IL-17, IL-23, IL-27, quimiocinas
como IL-8 y factores estimulantes de colonias como el de granulocitos (G-CSF), intervienen

en la defensa contra el M. tuberculosis.

1.2.4.1. Interleucina-12, interleucina-15 e interleucina-18

En el curso de una respuesta inmune efectiva contra el M. tuberculosis, la interaccién de la
CPA con la bacteria induce la sintesis de IL-12 e IL-18, tanto por parte de los macroéfagos
activados como de las célula dendriticas, siendo la interleucina-12 el mediador principal en
el condicionamiento de la subsecuente respuesta hacia un perfil Thl (14). Sin embargo,
tanto la IL-12 como la IL-18 favorecerian la activacion de la inmunidad mediada por células,
con aumento en la produccién de IFN-y (32).

En el hombre se ha sugerido que el incremento de IL-12 es esencial para la generacion de
una respuesta inmune protectora, asi como la expresidon de su receptor en el sitio de
infeccion (33,34)

Con respecto a IL-18, se observd que la produccion de la citocina era menor en cultivos de
células mononucleares de pacientes, estimuladas con M. tuberculosis, y que esta
disminucion estaba asociada a niveles reducidos de IFN-y en los mismos.

Otra citocina sintetizada principalmente por monocitos y macroéfagos es la IL-15, que a su
vez posee funciones bioldgicas redundantes con IL-2, mediador producido por los linfocitos
T. Ambas citocinas inducen la proliferacién y activacion de las células citotoxicas naturales
(NK), asi como la expansién de células T, aunque en diferentes instancias; la liberacién de IL-
15 por las células presentadoras de antigenos es importante en la estimulacion temprana de
las células T favoreciendo la expresién de la cadena o del receptor de IL-2. Ademas es

guimio atrayente de linfocitos T y potente inhibidor de la apoptosis (35). Con respecto al
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receptor, ambas citocinas comparten las cadenas B y y, siendo la cadena a la especifica
para cada una de ellas. La IL-15 estimula la proliferacién de células T humanas

de memoria CD4 y CD8 (CD45R0+) y CD8 (CD45R0) nativas, y no tiene efecto sobre las CD4
nativas (36). Su expresidon se encuentra aumentada en el pulmoén de los pacientes
tuberculosos. El mismo efecto se puso de manifiesto en un modelo murino de TB primaria,

sugiriendo que IL-15 intervendria en la patogenia de la TB activa (31).

1.2.4.2. Interferon gamma (IFN-y)

El IFN-y pertenece al grupo de interferones tipo Il, es secretado por células inmunes: células
T activadas, células citotoxicas naturales (NK) y macréfagos, en contraste con los
interferones de tipo | (o y B) los cuales son secretados por células infectadas por virus.
Dentro de las principales actividades de este mediador podemos nombrar la activacion de
fagocitos mononucleares, la estimulacion de la presentacién antigénica y la regulacién de
distintas funciones celulares incluyendo proliferacion, apoptosis y adhesion celular. Tal
cantidad de funciones requieren de un programa de expresion génica sofisticado y complejo,
asegurando que sus funciones inmunomoduladoras estén dirigidas solamente a los
patogenos y no hacia células o tejidos del hospedador (37)

Con respecto a su origen, en una primera etapa, antes de que la respuesta inmune
adaptativa se establezca completamente, las NK son las principales productoras de IFN-y en
respuesta a IL-12 e IL-18. Sin embargo los macrdofagos pulmonares de ratones infectados
podrian también producir esta citocina, al igual que las células T que expresan el receptor 0
asi como las células T restringidas por la molécula no clasica del complejo mayor de
histocompatibilidad, CD1. Durante el desarrollo de la respuesta inmune adaptativa, este
mediador es sintetizado por células T CD4 y CD8 (14).

Como ya fue expresado previamente, el IFN-y es el activador por excelencia del macréfago,
estimulando la sintesis de los RIO y RIN que se traduciria en un aumento de las funciones
microbicidas de la célula y por otro lado una induccion del programa de muerte celular

programada y autofagia de los macrofagos infectados (12,26)

1.2.4.3. Factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a)

El TNF-a. es una citocina que juega multiples papeles en la respuesta inmune, interviniendo

tanto en la resolucién, via de su sinergismo con el IFN-y, como en la exacerbacién de esta
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infeccion. El bacilo induce su secrecién por parte de los macrdfagos, células dendriticas y
células T. Esta citocina influye en la expresiéon de moléculas de adhesidén, quimiocinas y sus
receptores, afectando la migracidon celular y la formacién del granuloma. Experimentos con
ratones knockout deficientes en el receptor | para TNF-o indican una patologia mads
exacerbada, con una reaccién granulomatogénica deficiente. Mds aln, se ha observado que
la neutralizacion de este mediador en aquellos animales que presentan tuberculosis en
estado de latencia ha producido la reactivacién de la misma y el desarrollo de la
enfermedad. Estos hallazgos destacan que el TNF-a esta especialmente involucrado en la
formacién del granuloma y la contencién de la micobacteria. Con respecto a los seres
humanos y al igual que lo observado en ratones de experimentacién, cuando el TNF-a. no
estd presente en concentraciones adecuadas, la respuesta granulomatosa es deficiente,
formandose una estructura desorganizada con muy pocas células activadas. Lo que
favorece la diseminacién del bacilo con produccidn de focos de infeccidon secundarios tanto

en el pulmdn, como asi también en otros érganos (24).

1.2.4.4. Interleucina-17, interleucina-23 e interleucina-27

La familia de las interleucinas-17 esta formada por mediadores proinflamatorios, siendo IL-
17A la mas estudiada. Ademas de esta isoforma se encuentran IL-17B, C, D y E, ésta ultima
conocida como IL-25 (38).

La interleucina-17 A es secretada principalmente por una poblacidn de células T CD4+ que
no posee los patrones tipicos de secrecién Thl o Th2, ésta subpoblacidn celular se conoce
como Th17 (39). Otras células no convencionales productoras de este mediador son los
linfocitos T que expresan receptor del tipo y6 (40).

Como parte de sus funciones, la IL-17 recluta neutroéfilos y actia sobre los macrofagos
favoreciendo su sobrevida, estimula la produccion de citocinas proinflamatorias en una
amplia variedad de células tanto inmunes como no inmunes. Estudios recientes sefialan que
este mediador podria también favorecer la produccién de IL-2 por los linfocitos T CD4+ para
producir IL-2, y de esta manera incrementar la proliferaciéon tanto de los linfocitos T
convencionales como de células T reguladoras (38).

La IL-23 es producida por células dendriticas, y macréfagos y depende de la activacion por
TLR-2. Sumado a ello, estas células pueden ser activadas por la IL-23 en forma directa, dando

origen a la produccién de mediadores pro-inflamatorios como TNF-a e IL-1 (41).
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Los trabajos de Giacomini y col. indican un aumento marcado y selectivo de este mediador
por parte de monocitos infectados con M. tuberculosis, para, de esta manera, modular la
subsecuente respuesta inflamatoria dependiente de células T, en funcién del balance entre
las subpoblaciones Thl ademdas de las mencionadas Th1l7. Una de las funciones mas
importantes de la IL-23 es su habilidad para sostener las funciones de las células T yd y la
expansion de los clones de Th17, los cuales son componentes esenciales de una inmunidad
protectora contra M. tuberculosis, temprana y tardia respectivamente (42).

El rol de la IL-27 en el balance entre un estado patoldgico y una proteccién efectiva es muy
interesante. La IL-27 induce la expresion del factor de transcripcion Tbhet de los linfocitos T
CD4+, incrementando de esta manera la produccion de IFN-y por parte de las mencionadas
células, hecho que se traduce en una proteccién efectiva, ya que como se mencionara, esta
citocina es crucial en el control del M. tuberculosis, aunque las concentraciones elevadas de
IFN- y pueden ser perjudiciales para la sobrevida de los linfocitos T CD4+ durante la infeccion
micobacteriana, ya que puede alterar la susceptibilidad de estas células a las sefales pro-
apoptoéticas (40,43).

La IL-27 induce ademas la produccién de IL-10 por parte de los linfocitos T CD4+ y esto
dependeria del estado de activacién de las células, ya que IL-27 actuaria primero induciendo
Tbet y secretando IFN-y para luego aumentar IL-10 y asi proteger a las células del los efectos

perjudiciales del IFN-y (40).

1.2.4.5. Interleucina-10 (IL-10)

La IL-10, originalmente llamada “factor inhibidor de la sintesis de citocinas” es producida
por numerosas células, incluyendo células T CD4+ y CD8+, monocitos y queratinocitos. Su rol
como antiinflamatorio incluye la desactivacion de las funciones de macréfagos a través de la
regulacién en menos de moléculas coestimulatorias (44). De hecho se considera a la IL-10
como una citocina inmunorreguladora que inhibe tanto la activacion de los M¢s, como ya
fuera descripto, y la respuesta inmune de tipo celular y la activacién de las células
dendriticas (45).

Es de esperar que durante la infeccion con M. tuberculosis, este mediador presente
propiedades desactivadoras de la respuesta inmune, al interferir en la sintesis de IL-12 y asi
afectar la liberacién de IFN-y por parte de las células T. Se lo asocia con cuadros graves de

Tuberculosis, sin embargo hay autores que sugieren que su presencia en fluidos pleurales de

13|Introduccidn



pacientes con pleuritis tuberculosa tendria un rol preventivo a fin de evitar el dafo tisular
causado por una respuesta inmune exagerada (44).

En una publicacidn reciente Redford y col. proponen que la presencia de IL-10 se relacionaria
con la habilidad del macréfago para evadir la respuesta inmune y como consecuencia mediar

infecciones pulmonares prolongadas (46).
1.2.4.6. Factor de Crecimiento Transformante 3 (TGF-f3)

El TGF-B es una citocina multifuncional que regula varios eventos en el crecimiento y
diferenciacién de muchos tipos celulares. Se han encontrado receptores especificos para
esta citocina sobre todas las células de mamiferos examinadas, pero el efecto que esta
molécula ejerce sobre ellas varia dependiendo del tipo celular y las condiciones de
crecimiento (47).

Se han descripto 5 isoformas de las cuales el TGF-B1 es la mas estudiada (48,49). Su sintesis
esta finamente regulada tanto a nivel transcripcional como traduccional, y la activacién
selectiva de su promotor por medio de distintos factores nucleares, en particular AP-1, es
inducida en respuesta al estrés (50) y al mismo TGF-f3, aunque la autoinduccién depende del
estado de maduracion de la célula (47,51).

El TGF-P es secretado desde la célula como un complejo latente (LTGF-) compuesto por una
glicoproteina unida no covalentemente al dimero de TGF-3 biolégicamente activo. La
activacion y liberacion de esta citocina desde el complejo latente in vivo depende de una
remocion enzimatica, tal como se ha observado en macrofagos alveolares (47,52). In vitro,
el TGF-3 es activado por un medio acido (pH<2) y dado que el granuloma tuberculoso es rico
en proteasas acidas, podria ser particularmente favorable para la activacion in situ del LTGF-
B (47).

Con respecto a los efectos inmunoldgicos de este mediador podemos citar la supresion de la
respuesta de las célula T; desactivacion de macréfagos como asi también su contribucion a la
inflamacidn, reparacién y al dafio tisular.

Esta citocina posee caracteristicas Unicas entre los mediadores enddgenos, ya que es
supresora de la inmunidad celular en multiples niveles. EI TGF-B inhibe las funciones y la
proliferacion de linfocitos a concentraciones fentomolares y el tipo de célula o el estado de
maduracion de las células T es critico para determinar la respuesta hacia esta citocina, ya

que las células T de memoria maduras que estén activadas y encaminadas en el ciclo celular
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son las mas susceptibles a los efectos antiproliferativos. En contraste, las células T virgenes
son relativamente resistentes, e incluso esta citocina podria estimular distintos eventos de
su maduracidn. Las células T CD4+ son considerablemente mas inhibidas por el TGF-3 que las
T CD8+ (47). El efecto predominante de esta molécula es la desregulacion de la senal
proliferativa mediada por IL-2 promoviendo el arresto y acumulacion de las células en la fase
G1 del ciclo celular, haciéndolas susceptibles a la apoptosis (53). Por otro lado, el TGF-J3 estd
involucrado en: la desregulacion de la expresion de HLA-DR (54), la disminucién de la
produccién de TNF-o e IL-1 por parte de los monocitos y en la inhibicion de la sintesis de
IFN-y por las células T activadas (52,55).

Las acciones de TGF-B sobre macrofagos tisulares son generalmente supresoras vy
contribuyen a la resolucién de una respuesta inflamatoria (52). La mencionada desactivacion
de éstas células ocurre tanto directa (inhibicién en la produccién de RIO y RIN), como
indirectamente mediante su efecto sobre el IFN-y y el TNF-a (52,55).

Ademas de ejercer funciones inhibidoras sobre las poblaciones celulares ya mencionadas, el
TGF-B posee acciones quimiotdcticas y anabdlicas sobre los fibroblastos involucrados en la
reparacion tisular. Estimula la produccion de componentes criticos de la matriz extracelular,
tales como colageno, fibronectina, y proteoglicanos, y por otro lado inhibe a enzimas
proteoliticas las cuales destruyen el tejido conectivo recientemente formado, a la vez que
desactiva la produccion de perdxido de hidrogeno en macrofagos, perjudicial para los
fibroblastos nacientes. El TGF-3, es un mediador esencial para la formacién del granuloma;
sin embargo, una produccién excesiva y sostenida de TGF-3 esta implicada en la patogénesis
de muchas enfermedades asociadas a fibrosis y destruccion de tejidos, tales como fibrosis
pulmonar y hepdatica (14,47).

Con respecto a su rol en tuberculosis, el M. tuberculosis induce la produccion de TGF-3 por
parte de monocitos y células dendriticas. En los pacientes con tuberculosis activa, estas
células expresan constitutivamente TGF-f y tienen una capacidad aumentada de producir
dicha citocina cuando son estimulados in vitro con Ag micobacterianos (14,56). Ademas, los
niveles de TGF-f3 en plasma de pacientes con TB pulmonar son significativamente mayores
que los presentes en convivientes sanos o tuberculosos tratados exitosamente (44). En

correlacién con ello, las CMP de pacientes con tuberculosis pulmonar severa, estimuladas
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con M. tuberculosis sonicado, producen cantidades significativamente mayores de esta
citocina respecto de las de los pacientes con TB moderada o leve, e individuos sanos (57).
Por otra parte, las evidencias provenientes tanto de humanos como de modelos animales
indican que los pacientes o animales con tuberculosis pulmonar o pleural activa estan
suprimidos en su respuesta inmune mediada por células hacia Ag micobacterianos y que
esta baja respuesta blastogénica de las células T, estd relacionada con la severidad de la
enfermedad. La supresion de TGF- con Ac anti-TGF-B o por medio de sus inhibidores
naturales, corrige la baja respuesta de las células T inducida por M. tuberculosis (58,59). Un
estudio reciente en un modelo animal de TB pleural, mostrd niveles aumentados de TNF-a
cuando eran tratados con Anticuerpos anti-TGF-f3 (58).

Ademas, los sobrenadantes de cultivos de monocitos de pacientes tuberculosos son capaces
de suprimir la produccién inducida por PPD de IFN-y e IL-2 por parte de células T de sujetos
sanos. Esto indica que el TGF-f producido por monocitos de pacientes tuberculosos se halla
en su forma bioactiva, sugiriendo que los monocitos estdn equipados para activar TGF-3
(47).

Por otro lado como ya se menciond la produccién excesiva de esta citocina esta asociada con

la fibrosis y el dafio tisular observados en esta patologia (14,47).

1.2.4.7. Otras interleucinas de relevancia

Durante la infeccién micobacteriana también aumentan los niveles de otras citocinas como
IL-4, su funcidn es contradictoria ya que estimularia o inhibiria el crecimiento intracelular de
la micobacteria, si el tratamiento con la misma se efectia antes o después de la infeccidon
experimental. A su vez favorece el influjo de monocitos in vivo y la formacién de células
gigantes multinucleadas in vitro, hechos que contribuirian a la formacidn y estabilizacion del
granuloma (60). Sin embargo no puede dejar de mencionarse el efecto inhibitorio que ejerce
sobre la sintesis de IFN-y, y la importante sintesis de esta citocina en los pacientes con TB
activa. La IL-4d, una de las isoformas existentes como resultado del splicing alternativo del
gen de la IL-4 muestra funciones antagdnicas a IL-4, su presencia y se correlacionaria con una
mayor proteccion de los efectos nocivos de esta patologia (61).

La IL-6, es una citocina multifuncional y pleiotrépica que ademds de favorecer el
reclutamiento leucocitario y de promover el proceso inflamatorio, induciria actividades

antimicobacterianas; Sin embargo, altos niveles y sostenidos en el tiempo de IL-6 podrian
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tener efectos inmunosupresores, tanto sobre los M¢s infectados como sobre otras CPAs, al

inhibir la produccién de TNF-a e IL-1f3, y también afectar la activacion de células T (62,63).

1.2.5. Células T en la respuesta inmune antituberculosa

La tuberculosis es un clasico ejemplo de una patologia en la cual la respuesta protectora estd
sostenida mayoritariamente por la inmunidad mediada por células.
Dentro de la poblacion de células T se pueden distinguir distintos fenotipos
e Linfocitos T CD4+ que reconocen péptidos antigénicos en el contexto del complejo
mayor de histocompatibilidad de clase |l
e Linfocitos T CD8+ que reconocen péptidos antigénicos en el contexto del complejo
mayor de histocompatibilidad de clase |
e Linfocitos T yb capaces de reconocer ligandos antigénicos inusuales, en especial
fosfoligandos y de forma totalmente independiente de moléculas de presentacién
especializadas
e Linfocitos T restringidos por moléculas CD1 que reconocen glicolipidos, estos ultimos
muy abundantes en la pared de la micobacteria.
Los fenotipos celulares arriba mencionados varian en su capacidad de activacién de acuerdo
al estadio de la infeccidn, esencialmente en su habilidad para ingresar a los sitios de
infeccion activa como: granulomas, nddulos linfaticos, etc.
La funcion efectora principal de los linfocitos T CD4+ es la produccidon de citocinas para
activar a distintas poblaciones celulares, entre ellas los M¢s. Estos linfocitos, llamados
también colaboradores se subdividen en subpoblaciones, segun el tipo de citocina
secretada. A modo de ejemplo, el IFN-y es secretado por la poblacion Thl mientras que IL-4,
IL-5, IL-13 lo son por las células Th2. Datos recientes sefalan que la subpoblaciéon Th17, Ia
cual estaria con el estado de latencia en la infeccion humana, también se hallaria involucrada
en la cronicidad de esta patologia (64).
Existen numerosos estudios relacionados con el patrén de citocinas que secretan las células
Ty su efecto sobre el curso de distintas patologias (65).
Debido a la localizacion intrafagosomal de la micobacteria, es esencial la participacién de la
célula CD8+ en la destruccion tanto del M¢ infectado como del patégeno, en este caso la

muerte bacteriana se llevaria a cabo sdlo a través de la liberacidén de perforinas y granzimas.
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Las células CD8+, ademas son responsables (aunque en menor medida que los CD4+), de la
secrecion de IFN-y.

Como se comentd anteriormente los linfocitos CD4+ y CD8+ representan la mayor parte de
la poblacion de linfocitos T, pero a su vez existen poblaciones menores que participarian en
la destruccidn de las micobacterias, tales como: linfocitos T CD4- CD8-, T yo y NK (66).

Al igual que los linfocitos T CD4+, las células T y& participarian en la contencion de la
infeccion micobacteriana, como lo sugiere su presencia en el sitio de la lesién pulmonar.
Asimismo se ha demostrado que los individuos sensibilizados con antigenos micobacterianos
presentan un aumento en la activacién de estas células respecto de los no sensibilizados
(67).

La actividad litica de los linfocitos T CD4+ y los CD8+ con receptor af disminuye
gradualmente a medida que aumenta la severidad de la enfermedad tuberculosa, mientras
qgue la de las células T y6 se incrementa, eliminando células infectadas con el Mtb a través
del mecanismo Fas-FasL y de la ruta de la perforina/granzima (68).

Por otra parte, las células T y& producen IL-17 durante la infeccion temprana, la cual
promueve el flujo de células hacia los sitios de infeccidn. Esta secrecién de IL-17 puede ser
producida en respuesta a la IL-23 secretada por células dendriticas infectadas con el M.
tuberculosis (69).

Por ultimo, estas células también se comportan como CPA. Al igual que las células
dendriticas, pueden procesar y presentar Ag, y proveer las sefiales coestimuladoras
necesarias para inducir la proliferacion de los LT af (70).

La célula T menos comun en la respuesta antituberculosa corresponde a los linfocitos T
restringidos por moléculas de CD1.

En el humano estas células también se conocen como doble negativas porque no expresan
CD4 ni CD8. La molécula de CD1 es una molécula no clasica del Complejo Mayor de
Histocompatibilidad asociada a B2 microglobulina que puede ser inducida por citocinas y
antigenos lipidicos polares como acido micélico o fosfatidil-inositol-mandsidos presentes en
la pared micobacteriana. Estas células secretan IFN-y y son citotdxicas para los macrofagos
infectados (67). De lo expresado se desprende que en la infeccion por M. tuberculosis las
células T y6 y las T CD1 operarian de nexo entre la respuesta inmune innata y la adaptativa

(21).
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1.2.6. Elrol de la apoptosis

El estudio de la muerte celular programada o apoptosis data de principios del siglo pasado,
cuando los cientificos estaban maravillados con la morfologia de las células muriendo (71).
La apoptosis es un tipo de muerte celular fisioldgica, regulada a través de un programa
genético, que se da como respuesta a un reloj interno o a estimulos externos. A este proceso
hay que diferenciarlo de la necrosis, que ocurre como resultado de una injuria celular y no
esta controlada genéticamente (72).

Numerosos estudios han demostrado que el proceso de apoptosis representa una forma de
suicidio celular, en el cual las células predestinadas a morir inician su propia muerte a través
de la activacion de un programa codificado internamente que se ha conservado invariable a
lo largo de la evolucidn (73).

La regulacion del balance entre proliferacion y muerte celular es esencial para el desarrollo y
mantenimiento de los organismos multicelulares.

En el contexto de una respuesta inmune los mecanismos de apoptosis desempefian papeles
fundamentales en eventos claves como, la seleccion de linfocitos durante su maduracion,
induccion de una respuesta citotdxica efectora y mantenimiento de la homeostasis a nivel
periférico luego de haberse llevado a cabo la respuesta inmune especifica (74).

Este tipo de muerte celular es llevado cabo por la activacion de cistein-proteasas enddgenas,
llamadas caspasas, que rompen enlaces peptidicos en proteinas después del aspartato (Asp)
Yy, que se expresan como precursores inactivos (zimdégenos) que sélo se vuelven activos
luego de un clivaje proteolitico.

A su vez las caspasas se clasifican en Iniciadoras (caspasa-1, -2, -4, -5, -8, -9, -10, -11, -12 y -
13), con prodominios que contienen motivos estructurales tales como dominios DED o
dominios de reclutamiento de caspasas (CARD, del Inglés caspase recruitment domain), y
permiten la unién de sus activadores especificos. (73,75),(76) y caspasas efectoras (caspasa-
3, -6, -7 y -14) que presentan prodominios pequefios. Las primeras pueden activarse a si
mismas (autocatalisis) como también a las caspasas efectoras. Puesto que la mayoria de
estas proteasas tienen la habilidad de catalizar la activacion de otros miembros de la familia,
la resultante es la amplificacién de la cascada proteolitica.

Los blancos de estas enzimas son dos grupos importantes de proteinas: proteinas
reguladoras, y proteinas estructurales y de mantenimiento. La protedlisis de las proteinas

reguladoras refuerza la activacion apoptotica, mientras que el clivaje de las proteinas del
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segundo grupo resulta en la desintegracion celular. Se han identificado sustratos de las
caspasas que incluyen proteinas involucradas en la reparacion del ADN, en el control del
ciclo celular y en el mantenimiento de la integridad estructural de la célula (75).

Como resultado de la activaciéon de las caspasas, se altera la integridad del citoesqueleto y se
produce una condensaciéon importante tanto del nucleo como del citoplasma con
disminucion del tamano celular. La membrana plasmatica comienza a formar ampollas, lo
cual lleva a la pérdida de la asimetria de los lipidos que la componen; por ejemplo, la
fosfatidilserina (PS), que habitualmente se encuentra distribuida en la cara interna de la
membrana y es translocada hacia la cara externa.

También se producen cambios caracteristicos dentro del nucleo, el que se vuelve picnético.
La cromatina se dirige hacia la periferia dando la imagen de un halo creciente. Dado que se
activan endonucleasas que clivan el ADN gendmico en fragmentos oligonucleosémicos
multiplos de 180-200 pares de bases, éstos pueden evidenciarse por electroforesis en gel de
agarosa como el tipico patron de bandas en forma de escalera. La cuantificacion de los
eventos hipodiploides por citometria de flujo es otra manera de identificar este proceso.
Asimismo hay deterioro de la funcidon mitocondrial, con liberacién del citocromo c desde el
espacio intermembrana al citosol y pérdida del potencial de membrana (73,74,77-79)

A medida que el fendmeno progresa la célula se fracciona en pequefios cuerpos apoptdticos
formados por fragmentos citoplasmaticos y nucleares recubiertos de membrana, los cuales
son rapidamente reconocidos y fagocitados por células del sistema fagocitico mononuclear.
De esta manera, se produce un silenciamiento del evento de muerte impidiendo el

desarrollo del proceso inflamatorio.

1.2.6.1. Seiializaciony regulacion del proceso apoptético

La muerte celular programada puede ser estimulada o inhibida por diferentes sefiales o
moléculas, las citocinas, proteinas pertenecientes al ciclo celular como por ejemplo P53 o las
mismas caspasas antes descriptas. Cada uno de estos reguladores desempefia un rol
especifico dentro de la cascada apoptdtica y es asi como el balance entre factores pro y anti
apoptéticos condiciona el resultado final de este proceso.

Dentro de los factores pro-apoptdticos podemos mencionar al TNF-a, citocina liberada
durante la respuesta inflamatoria, su accion se inicia mediante la unién del ligando con el

receptor, el cual puede ser TNF-R1, TNF-R2 y CD95 (Fas) entre otros. Estos receptores
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poseen una regidn estructuralmente homodloga en su dominio intracelular llamada dominio
de muerte (DD, del Inglés death domain). Luego de la unién a sus correspondientes ligandos,
estos receptores forman complejos homotriméricos y reclutan proteinas adaptadoras por
medio de interacciones homofilicas entre los dominios DD. En el caso del receptor para TNF
(TNFR) la proteina adaptadora es TRADD (del Inglés TNF-associated death domain protein),
mientras que Fas interactia con FADD (del Inglés Fas-associated death domain protein). A su
vez, en el caso del receptor TNFR, la via de sefializacién se encuentra ligada a los eventos
desencadenados por Fas a través de la interaccion de TRADD con FADD. Esta ultima tiene
una secuencia especifica llamada dominio efector de la muerte (DED, del Inglés death
effector domain) que interacciona de manera homofilica con dominios DED localizados en
enzimas apoptoticas, tales como la caspasa-8, resultando en la iniciacion de la cascada
apoptotica (75,79,80).

La activacion de la caspasa-8 tiene diferentes efectos segun el tipo celular; en determinadas
células resulta en la activacion directa de otras caspasas (por ejemplo, la caspasa-3),
mientras que en otras conduce a la activaciéon de la via de muerte mitocondrial, dependiente
de caspasa-9. Como ejemplo de este accionar, podemos mencionar la induccién de
apoptosis en células epiteliales pulmonares a través de la activacion del TNF-R1 por su
ligando especifico TNF-a.

Al mencionar los factores pro-apoptéticos no podemos dejar de lado al ligando de Fas (FasL),
molécula bioldgicamente activa que también pertenece a la familia de TNF, es expresado por
células T activadas, neutrofilos y monocitos en respuesta a estimulos fisioldgicos (79).
Ademas de los mencionados, también se da otro mecanismo apoptético via de sefiales
extracelulares como resultado de la activacién de linfocitos citotdxicos, por la liberacién del
contenido de granulos compuestos por perforina, involucrada en la formacion de poros, y
granzimas. Como ejemplo la granzima B, es una serina-proteasa que escinde uniones
peptidicas luego de Asp. La perforina se ensambla en membranas de la célula blanco vy
permite la entrada de granzima B. Una vez adentro, ésta activa a las caspasas-3 y -8
requeridas para la muerte celular. También es capaz de inducir la apoptosis por activacién de
la via mitocondrial.

Los factores hasta aqui descriptos provienen todos del exterior celular pero existen sefales
intracelulares capaces de desencadenar el proceso de apoptosis (estimulos de estrés y

disturbios metabdlicos) a través de la via de sefalizacién mitocondrial. Como ejemplos se
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encuentran la muerte celular causada por drogas, toxinas, calor, radiacién, hipoxia e
infecciones virales y bacterianas (75).

Estas sefiales inducen la liberacion de proteinas como el citocromo ¢ desde el espacio
intermembrana de la mitocondria, el cual activa a |la proteina adaptadora Apaf-1 (del Inglés,
apoptotic protease activating factor-1), la cual a su vez recluta a la caspasa-9 para formar el
apoptosoma, que activa a la caspasa 3 e inicia la cascada proteolitica de muerte.

La permeabilizacion de la membrana mitocondrial externa es un evento critico en esta ruta,
y es mediada por proteinas de la familia Bcl-2. Un subgrupo de esta familia que incluye a las
moléculas Bax y Bak se activa y actia promoviendo la permeabilizacién de la membrana. Los
efectos proapoptéticos de estas proteinas son antagonizados por el subgrupo antiapoptético

de la familia que incluye a Bcl-2 y Bcl-xL, entre otras (79).

1.2.6.2. Apoptosis en el contexto del Sistema Inmune

A fin de controlar el curso de una respuesta inmune existen situaciones que pueden
desencadenar la apoptosis de linfocitos T. Si bien estos datos se han obtenido de
experimentos realizados con células T, es probable que los principios generales de estas vias

sean aplicables a todos los linfocitos (81).

1.2.6.2.1. Muerte Celular Pasiva.

Mediante este mecanismo las células T que fueron expandidas por un estimulo antigénico
son eliminadas en ausencia de ese estimulo. La muerte pasiva de las células T, por
deprivacion de citocinas o factores de crecimiento, permite eliminar células T que se
encuentran en exceso y ocurre en condiciones en las que los niveles de IL-2 y de Ag son
bajos, tal como se evidencia en el desenlace de una respuesta inmune. La apoptosis pasiva
cursa a través de la via de sefializacién mitocondrial, requiere la sintesis de nuevas proteinas,

y la inhibicion de Bcl-2 y de moléculas relacionadas (81).

1.2.6.2.2. Muerte Celular Inducida por Activacion (MCIA).

A través de este mecanismo las células linfoides activadas en forma sostenida y repetida
inician una muerte activa donde se destruyen a si mismas (suicidio) o entre si (fraticidio). En
este caso, la apoptosis de las células T involucra la secrecion activa de IL-2, de acuerdo con
los niveles de Ag en el microambiente inmune local. La muerte activa de las células T

inducida por el Ag limita la respuesta inmune en condiciones de altos niveles de IL-2 y Ag.
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Paraddjicamente, IL-2 iniciadora de la progresidn en el ciclo celular de las células T puede
conducir a estas células a la apoptosis. En una respuesta temprana, cuando la concentracién
de IL-2 es baja, el efecto proliferativo es dominante; pero cuando la citocina se acumula y se
manifiestan otros estimulos, la IL-2 puede actuar favoreciendo la finalizacion de la respuesta
para preservar la homeostasis en la poblacion de linfocitos T. Las vias de induccion de la
MCIA mas conocidas son las dadas por la interaccién de FasL y TNF-a con sus respectivos
receptores (81,82).

Otro factor regulador de la muerte de linfocitos activados es el IFN-y, al cual se le atribuye
un papel critico en la muerte de los LTCD4+. A pesar que el IFN-y producido por linfocitos
Thl y células NK es importante para la defensa contra numerosos patdgenos, estudios
recientes demuestran que esta citocina puede inducir genes, factores regulatorios vy
moléculas que a su vez inducen la apoptosis de linfocitos. Entre las moléculas de la apoptosis
inducida por IFN-y se encuentran Fas y FasL (83,83,84).

En los afios recientes se han registrado una serie de trabajos los cuales apuntan a la
apoptosis de macrofagos infectados con M. tuberculosis, dependiente tanto de factores
bacterianos como de aquellos pertenecientes a las células fagociticas.

Distintos autores han demostrado la presencia de apoptosis en granulomas; la misma tiene
lugar en granulomas productivos con o sin caseum, pero este proceso no ocurre en
granulomas regresivos. La formacién de caseum esta fuertemente asociada al proceso
apoptotico y tanto los macréfagos CD68+ como las células T CD3+, CD45RO0 sobrellevan la
muerte celular programada en esta instancia (85).

Se han realizado numerosos estudios relativos al papel de la apoptosis en la patogénesis de
la tuberculosis, con resultados contradictorios, ya que tanto en humanos como en ratones se
ha detectado la apoptosis de linfocitos T en presencia de antigenos micobacterianos
(83,83,86,86,87), también se ha observado que el bacilo inhibiria la apoptosis de las células
infectadas a través de distintos mecanismos (88,89). Sin embargo la presencia de caseum se
encuentra asociada tanto a la apoptosis de linfocitos T como de M¢s (85).

Por lo expresado, permanece poco claro si la muerte celular inducida por bacterias
intracelulares es un medio para eliminar una primera defensa del huésped o si es una

manera que posee el huésped de desequilibrar el habitat del patdgeno.
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1.2.6.3. Apoptosis inducida por Glucocorticoides.

Desde hace tiempo se sabe que los GC regulan al Sl a través de la induccién de la apoptosis
de células del linaje linfoide. Este tipo de modulacidn ocurre tanto en timocitos, como en
LTCD4+ y LTCD8+ maduros (90,91). La apoptosis de los timocitos inducida por GC se utiliza
con frecuencia como un modelo de estudio, ya que muestra la ruta de muerte celular
mediada por la via mitocondrial.

Por otro lado, estudios in vitro analizando la accién de los GC sobre la supervivencia de lineas
celulares derivadas de tumores, revelaron una dependencia marcada entre la sensibilidad a
la apoptosis inducida por la hormona vy la fase del ciclo celular en la cual se encontraban las
células. Asi, éstas se volvian sensibles a la apoptosis inducida por GC cuando se producia un
arresto del ciclo celular en fase GO/G1, mientras que eran resistentes al tratamiento cuando
se encontraban en fase G2/M (92-94). Este comportamiento también se observé con CMP

murinas y humanas activadas por el mitégeno Concanavalina A (ConA) (95).

1.3. Interacciones Neuro-Inmuno-Endocrinas

El campo interdisciplinario de la neuro-inmuno-endocrinologia ha crecido explosivamente
durante los ultimos 20 afios, confirmando que el sistema inmune no es enteramente
autonomo y que la mayoria de sus funciones estadn sujetas a algun grado de control por
parte del sistema nervioso central (SNC)(96-98).

En nuestros dias podemos afirmar que el sistema neuroenddcrino y el Inmune hablan un
lenguaje bioquimico comun y se comunican por medio de un circuito bidireccional. El
descubrimiento de neuropéptidos o de receptores para neurotransmisores en leucocitos y
de receptores para citocinas en células nerviosas y neuroenddcrinas permitieron comenzar a
explicar observaciones realizadas en el campo de la psiconeuroinmunologia (99).

Ademas distintos autores han comprobado que existe una regulacidn reciproca entre ambos
sistemas, ya que una respuesta neuroenddcrina podria ser inducida por productos de la
activacion del SI (100). Como se menciond, la regulacion neuroenddcrina de los distintos
pasos de las respuestas inflamatoria e inmune requieren de un activo intercambio de sefiales
entre las células del Sl y los mecanismos bajo el control del cerebro. Este intercambio de
informacién es esencialmente relevante en condiciones patoldgicas donde distintas

funciones orgdnicas estdn alteradas y es de esperarse que el Sl opere eficientemente.
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Existe un gran numero de moléculas en el cerebro (hormonas, neuropéptidos,
neurotransmisores, citocinas) que interactian con linfocitos, macréfagos, células epiteliales
y células dendriticas, a través de receptores especificos; por otro lado los linfocitos T y B,
monocitos/macréfagos, células NK, y granulocitos poseen receptores para epinefrina,
dopamina, acetilcolina, prostraglandinas, somatostatina, prolactina, hormona de
crecimiento, corticosterona, testosterona, factor liberador de corticotrofina, vy
adenocorticotrofina, entre otros. Es asi como la interaccidon entre factores neuroendocrinos
y las células antes mencionadas pueden alterar la actividad de las mismas, a través de una
variedad de segundos mensajeros como cAMP y cGMP (100).

Dentro de las vias de comunicacién entre el SNC y el SI podemos mencionar la via
noradrenérgica, la dopaminérgica, la peptidergica, la colinérgica y el eje Hipotalamico-

Pituitario-Adrenal (HPA); siendo ésta ultima una de las mas estudiadas.

1.3.1. El eje HPA

Los componentes mas importantes del eje HPA son: el nucleo paraventricular del
hipotalamo, la glandula pituitaria anterior, localizada en la base del cerebro, y las glandulas
suprarrenales.

El nucleo paraventricular del hipotdlamo es responsable de la integracion y regulacion de
una variedad de funciones neuroenddcrinas y autondmica. Se demostré en ratas con el
nucleo paraventricular lesionado la supresion inducida por shock en la proliferacién de
linfocitos de sangre periférica y la inhibicion parcial en la elevacién de corticosterona
plasmatica, asignandole un rol directo sobre la funcién de linfocitos durante el estrés (100).
El nucleo paraventricular secreta la hormona liberadora de corticotrofina (CRH), la cual
estimula, en la hipdfisis, la liberacion al torrente sanguineo de Ila hormona
adenocorticotrofina (ACTH). La ACTH actua sobre las glandulas suprarrenales estimulando la
expresion y posterior liberacién de glucocorticoides, aldosterona, dehidroepiandrosterona
(DHEA), 17 B-estradiol y progesterona entre otras hormonas.

Por otra parte, como se mencioné anteriormente las citocinas pueden actuar sobre células
del SNC; por ejemplo, los trabajos de Besedovsky y col. fueron los primeros en proveer
evidencia sdlida sobre el efecto de la IL-1 en la produccién de GC a través de la estimulacién
del eje HPA (101-103). Otras citocinas que pueden influir sobre el eje son: IL-2, IL-6, IFN-y y

TNF-a. Ademas de su origen periférico las citocinas también pueden ser sintetizadas en el
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cerebro por astrocitos, microglias, células del endotelio vascular de la meninge vy
probablemente neuronas, al igual que sus receptores. Las citocinas proinflamatorias del
cerebro son capaces de modular las actividades del sistema nervioso simpatico asi como las

del eje HPA.

1.3.2. Los GCy su funciéon inmunoldégica

Como se ha planteado previamente, la activacion del eje HPA resulta en el aumento de GC.
Este compuesto pertenece al grupo de hormonas esteroideas y a través de la interacciéon con
su receptor citoplasmatico regula la transcripcién de un gran nimero genes en distintos
tipos celulares (104).

En el hombre el GC circulante mas importante es el Cortisol que en condiciones normales
desempefiia un papel regulador esencial en el metabolismo de la glucosa y la conservacién
de energia. Bajo condiciones de estrés, esta molécula presenta multiples efectos adaptativos
tanto a nivel cardiovascular como inmunoldgico y frente a estas situaciones favoreceria la
liberacion de citocinas pro-inflamatorias tales como IL-1 e IL-6.

Las concentraciones farmacolégicas de GC ejercen efectos inmunosupresores, mientras que
las concentraciones fisioldégicas podrian ejercer efectos inmunomoduladores,

inmunoestimulantes, o inmunosupresores.

1.3.2.1. Modo de accion de los GC

Esta hormona se une a receptores intracelulares que existen acomplejados a proteinas de
estrés térmico (hsp) de 90 kDa y otras proteinas de menor peso molecular. El complejo GC-
receptor se disocia de las proteinas hsp90, y se produce la dimerizacién entre dos complejos.
Este dimero puede luego interaccionar con elementos de respuesta a GC que estdn
involucrados en la regulacién de la expresién de numerosos genes, incluyendo aquellos
implicados en la regulacién de la inflamacién y la inmunidad (105).

Sin embargo, este mecanismo tan simple se ve complicado por otros factores, ya que
ademads de interaccionar con sitios especificos de respuesta a GC (GREs), el complejo
receptor-hormona puede modificar las funciones de factores de transcripcion como AP-1,
NFkB y JAK-STAT, siendo estos ultimos muy importantes en la respuesta inmune(105-107).

La represion de la expresion de aquellos genes que dependen del NFkB es un componente

significativo de la inmunosupresién observada ante el Gc; en linfocitos y monocitos esto
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puede deberse en parte por la regulacion en mas del inhibidor del factor de transcripcion
NFkB ; el IkB.

Dado que la via de accion de los GC interacciona con otras vias y factores de transcripcién no
es sorprendente que los efectos de esta hormona puedan ser profundamente modificados, o

aun revertidos por agonistas que activan estas otras vias (108).

1.3.2.2. Receptores de GC
El “splicing” alternativo del transcripto primario del receptor para GC humano (hGR) produce
dos isoformas: hGRo y hGRp. La isoforma a es la activa, mientras que la isoforma B puede
inhibir la activacion de ciertos genes inducidos por la isoforma a, por ello se le reconoce el
rol de modulador fisioldgico.

Esta situacion se complica por la existencia de un segundo tipo de receptor de GC endégeno.
Esta hormona puede unirse a un receptor de tipo |, usualmente conocido como receptor de
mineralocorticoide MR.

En individuos normales existe un ritmo diurno en la produccion de Cortisol circulante. En
humanos el nivel tiene un maximo en la mafiana y luego declina a través del dia. Debido a
que el Cortisol presenta una afinidad 10 veces mayor por el MR que por el GR, este ritmo se
traduce en la ocupacion del GR y MR durante la mafiana y solo del MR durante la tarde-
noche. Los linfocitos T expresan solo GR por lo tanto alternan entre un estado de
modulacion debida al Cortisol y un estado de no modulacién en cada ciclo de 24 horas.

Hay evidencia que este ciclo fisioldgico es suficiente para causar una variacidn ciclica en la
funcion de los linfocitos humanos. Por ejemplo, la liberacion de IFN-y en respuesta al toxoide
tetanico o PPD, y su respuesta proliferativa, ambos muestran una correlacion inversa con los
niveles plasmaticos de Cortisol (109).

Si el ritmo diurno del Cortisol es un reloj importante que afecta las células T y la funcidn
macrofagica, estos cambios deberian tener efectos profundos sobre el sistema inmune. Se
han documentado anormalidades del ritmo en numerosas situaciones donde hay cambios en
la funcion del sistema inmune: depresién severa, estrés, e infecciones crdénicas. El ritmo
diurno de Cortisol se pierde durante el estrés agudo como asi también durante infecciones

cronicas (109).
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1.3.2.3. Regulacion del metabolismo del Cortisol en la periferia

La concentracion local de Cortisol en cualquier célula o tejido no depende Unicamente de la
concentracion que llega a ese tejido. En la mayoria de los mismos existe una regulacion de
las concentraciones locales para cubrir sus necesidades particulares.

Claramente, las diferencias en el nimero de receptores, o afinidad, o en las vias de
sefalizacion pueden alterar la sensibilidad local de células individuales como se discutio
anteriormente, pero la habilidad de catabolizar el Cortisol es otro factor muy importante a
tener en cuenta.

La enzima que localmente ajusta la concentracion del Cortisol por interconversion reversible
del Cortisol activo o cortisona inactiva, ha sido el blanco de atencién de los endocrinélogos,
nefrélogos vy fisidlogos interesados en la regulacion de los niveles del GC. En los tubos
colectores de los rifiones la 11B-hidroxiesteroide deshidrogenasa de tipo 2 (11BHSD2)
convierte el Cortisol en Cortisona inactiva, y se interrumpe la union del GC con el MR. Esto
permite que las funciones desencadenadas a partir del receptor de mineralocorticoide sean
casi exclusivamente por aldosterona, aunque esta hormona se encuentre presente en
niveles mas bajos.

En individuos normales la 11BHSD de tipo 1, una oxidoreductasa reversible, esta presente

esencialmente en todos los tejidos, convirtiendo Cortisona nuevamente en Cortisol (110).

1.3.2.4. Funcion inmunolégica de los GCs

La potente accion de los GCs como inhibidores de diversas respuestas inflamatorias ha
garantizado su extendido uso como agente terapéutico. Este efecto antiinflamatorio e
inmunosupresor se basa en los diversos mecanismos moleculares mencionados
anteriormente.

También se ha reportado la inhibicién de la sintesis de citocinas y mediadores pro-
inflamatorios a través de retroalimentacién negativa (110). Una hiperactividad del eje HPA y
la consecuente liberacién de GC en ausencia de inflamacién, como ocurre en el sindrome de
Cushing, causa inmunosupresién e incrementa la susceptibilidad de estas personas hacia
infecciones. Dolores fisicos, traumas emocionales y restricciones caldricas pueden activar el

eje y causar también inmunosupresion.
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Por otro lado una disminucidn en sus niveles puede ser causa de patologias, como ocurre en
pacientes con enfermedad de Addison que requieren suplementos de GC durante el curso
de infecciones e inflamacion para prevenir el efecto téxico de las citocinas (110).

Dentro de las numerosas funciones inmunomoduladoras de los GCs se ha observado que
sesga el balance de la respuesta inmune hacia la inmunidad humoral, ya que en cultivos de
linfocitos humanos estimulados con IL-4 favoreceria la produccién de inmunoglobulinas, asi
como la proliferacién de linfocitos B.

Es un regulador negativo de la sintesis de distintas citocinas tales como IL-1B, IL-2, IL-3, IL-6,
IL-8, IL-11, IL-12, IL-16, IFN-y, TNF-a, etc., y a su vez un inhibidor del sistema fagocitico
mononuclear. A nivel de la respuesta inmune celular disminuye la proliferacién de los

linfocitos T secretores de IL-2 e IFN-y, favoreciendo el perfil de citocinas Th2 (111-114).

1.3.2.5. Efectos del GC sobre la funcion de las células T

El efecto global de niveles fisioldgicos altos de GC, como los inducidos por el estrés, es dirigir
la respuesta inmune hacia un perfil de secrecién de citocinas del tipo Th2, esto significa que
células T secreten IL-4, IL-5 e IL-13 y que disminuyan la secrecion de IFN-y. Un ejemplo es la
demostracion que el GC mas IL-4 incrementan sinergicamente la producciéon de IgE en
cultivos de CMP aunque no se conoce si estos efectos son consecuencia de una accién
directa sobre los linfocitos T o sobre células accesorias como macréfagos y células
dendriticas. También el GC inhibiria la produccion de IL-12 por parte de los macréfagos pero

aumentaria la de IL-10 (115).

1.3.3. Otro regulador de importancia: la dehidroepiandrosterona (DHEA).

La dehidroepiandrosterona es un andrdogeno sintetizado a partir de colesterol que a través
de varias reacciones enzimaticas es ingresado a la mitocondria y transformado en la
mencionada hormona, principalmente en la zona reticulata de la glandula suprarrenal.
Existen numerosos factores enddgenos que pueden influir en su sintesis, siendo los mas
comunes la CRH, la ACTH, factores de crecimiento y citocinas.

La DHEA es intermediario en la biosintesis de hormonas como testosterona y estradiol.
Circula en sangre principalmente como éster conjugado, bajo la forma de sulfato o pro-
hormona y como hormona activa sélo se la puede encontrar en tejidos que expresen

sulfatasa, enzima distribuida heterogéneamente en los drganos linfoides (116,117).
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Los niveles de DHEA en el suero tienen un ritmo circadiano y disminuyen a lo largo de la vida
del individuo (118). Su secrecion se produce de una forma pulsatil, incrementando tanto en
frecuencia como en amplitud durante la noche (116,119).

La dexametasona decrece la secrecion adrenal de DHEA y Cortisol, sin embargo pudo
observarse una disociacion en la liberacion de las mismas. Esta disociacion también se hizo
evidente en pacientes con sindrome de Cushing, y falla coronaria crénica.

La mayor proporcién de DHEA plasmatica se la encuentra sulfatada y circula como DHEA-S.
La secrecidn de esta ultima también se da a nivel adrenal en respuesta a la ACTH. Sin
embargo esta forma muestra variaciones diurnas muy limitadas, especialmente en adultos
jovenes. La falta de variacidon en sus concentraciones diurnas se debe a que se secreta en
gran cantidad en plasma, posee una vida media muy larga y menor clearence que la DHEA
(117).

Las vias de metabolizacion de esta hormona difieren con respecto al sexo y a su vez se
modifican conforme avanza la vida del individuo, siendo los niveles séricos tanto de DHEA
como de DHEA-S mayores en hombres y los niveles del sulfato de DHEA pueden también

modificarse por condiciones medioambientales o raza (116).

1.3.3.1. Mecanismos de accion

Esta hormona posee mecanismos de accidon directos e indirectos, estos ultimos se
generarian a partir de sus metabolitos, por ejemplos testosterona y estradiol. Su accionar
directo se genera a través de receptores de membrana o nucleares, siendo la busqueda de
un receptor nuclear especifico de especial interés en la actualidad, entre los candidatos se
incluyen: los receptores androstano B; pregnano X y los receptores activados por

proliferadores de peroxisomas (PPAR) (116).

1.3.3.2. Efectos sistémicos de la dehidroepiandrosterona (DHEA)

El papel que desempefa esta hormona como precursora de numerosos metabolitos ha
hecho que se la conozca como “hormona madre”, cuyos efectos sistémicos, ademas del rol

inmunomodulador, que se mencionara en el siguiente apartado, se detallan en la siguiente

tabla:
Sistema Efecto
Endocrino Precursora de hormonas sexuales en ambos géneros.
Metabdlico Control lipidico por disminucién de colesterol y triglicéridos,
glucemia e insulina
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Cerebral Esteroide neuroactivo con funcién sobre el crecimiento
neuronal por aumento del flujo y aumento de la produccién
de IGF1. Tiene efecto neuroprotector.

Cardiovascular Prevencion de enfermedad cardiaca reduciendo el riesgo
aterogénico.

Esquelético Aumento de la densidad dsea

Musculo Incremento de la glucdgenolisis y de |la beta oxidacion de los

acidos grasos

La suplementacion con DHEA y sus analogos sintéticos ha sido investigada en las ultimas
décadas como una terapia de rejuvenecimiento general y en particular del sistema inmune.
Se han reportado beneficios pre-clinicos que incluyen proteccion en diabetes, cancer,
enfermedades cardiovasculares, autoinmunes y en esclerosis multiple. También existen
reportes donde se adjudica a esta hormona el hecho de prevenir la obesidad y disminuir los

niveles de colesterol séricos (120).

1.3.3.3. Rol inmunomodulador de la DHEA

Estudios en animales sugieren que la DHEA incrementa la funcidon inmune y de esta forma
protege a ratones de infecciones virales, bacterianas y parasitarias (117). Experimentos en
ratones infectados con Mtb muestran que la DHEA y su metabolito androstenediol (AED)
tienen un verdadero efecto antiglucocorticoide, tanto en la actividad macrofagica (121)
como en la proliferacion linfocitaria (122). Al respecto, otros autores observaron luego de
infectar ratones Balb/c con Mtb que durante el desarrollo de la TB pulmonar el patron de
citocinas Thl se modificé hacia Th2, con marcada hiperplasia de las glandulas adrenales.
Cuando conjuntamente se les administrd corticosterona y DHEA o AED en concentraciones
adecuadas y en una etapa tardia de la enfermedad, se observé el reestablecimiento del
patron de citocinas tipo Th1, una importante respuesta blastogénica ante Ag de Mtb y un
aumento en la produccién de TNF-o, hechos que no se manifestaron cuando se
administraron aisladamente (123).

En humanos también favoreceria un perfil de citocinas Thl al actuar como activador
transcripcional de los genes para la IL-2 en células T CD4+ (122,124). En relacién a lo
mencionado, los niveles plasmaticos de DHEA-S en pacientes HIV+ se correlacionaron

positivamente con aquellos de IFN-y y negativamente con los de IL-4 (28).
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Martinez-Taboada y col. observaron que bajos niveles de DHEA se asociaban con cambios
especificos en el repertorio celular inmune, con una disminucién en linfocitos T no activados
y un aumento en células NK y células T activadas (125).

Mas aun, en patologias severas se asociaron bajos niveles de DHEA-S con un resultado
desfavorable en la resolucion de las mismas (116).

Si bien los niveles de DHEA y DHEA-S disminuyen con la edad, las concentraciones de Cortisol
permanecen bastante constantes. De esta manera, se producen incrementos de la relacidn
Cortisol/DHEA con la edad, asociados a la disminucién de la inmunidad celular. Como se
sabe, con el pasar de los afios disminuyen los niveles de citocinas que caracterizan al perfil
Th1 (IL-2 e IFN-y), mientras que aumentan la expresion de citocinas tipo Th2 (IL-4, IL-5 e IL-6,
IL-10). Al respecto, se constatd que el tratamiento de ratones viejos con DHEA-S disminuia la
expresion de I1L-10 (117,126).

El descenso en las concentraciones plasmaticas de esta hormona no sélo se correlaciona con
la edad, sino que también se observa durante infecciones severas, patologias autoinmunes
como la artritis reumatoidea, y en otras enfermedades caracterizadas por un corrimiento de
la respuesta inmune hacia un perfil Th2 (109). Estudios realizados en pacientes con
tuberculosis pusieron en evidencia un marcado descenso en los niveles plasmaticos de DHEA
asociado a la severidad de la TB pulmonar. Si bien las concentraciones de Cortisol se
encontraban aumentadas, las evidencias sugirieron que el curso de la respuesta inmune
antituberculosa dependeria de la relacion entre los niveles plasmaticos de ambas hormonas:

Cortisol/DHEA (127,128).
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Hipatesis de trabajo

Al analizar lo expresado previamente podemos afirmar que una compleja red de
interacciones subyacen en la fisiopatogénesis de esta entidad nosoldgica, mas aun si se tiene
en cuenta que la TB pulmonar es una enfermedad que puede ocasionar desde algunas
lesiones infiltrativas en los l6bulos superiores del pulmoén hasta un cuadro de intensa
inflamacidn con destruccién del parénquima, necrosis caseosa y formacion de cavernas.

En esta red de interacciones, uno de los actores principales es el eje HPA, que es capaz de
regular la respuesta inmune frente a diferentes agentes infecciosos. Si bien una de las
funciones de los GC es proteger al huésped de los efectos deletéreos de las citocinas pro-
inflamatorias (101), sus efectos inmunofarmacolégicos van mas alld de estas acciones
supresoras desempefidndose también como agentes inmunomoduladores (129). En una
primera etapa, los GC optimizarian el curso de respuestas bioldgicas agudas, sin embargo en
caso de prolongarse su accionar repercutirian desfavorablemente sobre el huésped. Los
estudios tanto in vivo como in vitro sefalan que los GC inhiben la sintesis de citocinas que
promueven la inmunidad celular (Th1) y la respuesta inflamatoria que acompafia a la misma,
favoreciendo la actividad Th2 (130,131).

En contraste con los GC, la DHEA facilita el patréon Thl y la presencia de altas o bajas
concentraciones de DHEA en el tejido linfatico del ratén (un modelo donde su produccién es
casi nula) se correlacionan con respuestas, Thl o Th2, respectivamente (112). En trabajos
previos de nuestro grupo, se pudo constatar la reduccion provocada por el Cortisol, tanto en
la blastogénesis como en la produccion de IFN-y y TNF-a, y el efecto inhibitorio de la DHEA
sobre la sintesis de TGF-3 a partir de células mononucleares periféricas (CMP) de pacientes
con tuberculosis pulmonar (TB), estimuladas especificamente. Sin embargo en aquellos
cultivos donde se combinaron ambas hormonas, la DHEA no logré revertir el efecto inhibidor
del Cortisol (132). Ademds las CMP de los pacientes con enfermedad leve producian
citocinas predominantemente de tipo Th1 ante la estimulacidon especifica, mientras que los
casos mas avanzados mostraban un patréon mixto Th1/Th2 con elevada sintesis de factor
TGF-B (57,133). Con respecto a la IL-10, un mediador reconocido por su accionar
inmunomodulador, los TB mostraron niveles aumentados y el Cortisol inhibié su produccidn

tanto en células de Pacientes como en las de los Controles Sanos; pero DHEA logré disminuir
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aun mas su sintesis en los cultivos de células provenientes de Pacientes con TB avanzada
(134). Ademas otros laboratorios corroboraron tal desbalance en las respuestas Th1/Th2
durante la enfermedad activa y en progresién (135), como asi también un deterioro de la
actividad litica de las células CD4+ y CD8+ (136). Este corrimiento en el perfil de respuesta
(Th1 > Th2) con la progresion de la enfermedad es uno de los aspectos centrales en la
inmunopatologia de la misma, si bien también se identifica la presencia de otros patrones
como Thl7 y Treg.

Los mecanismos por los cuales los GC ejercen propiedades inmunosupresoras y
antiinflamatorias no estan completamente elucidados, se conoce que afectan el desarrollo y
la funcién de las células T a través de la induccién de apoptosis de los timocitos inmaduros
mientras que a nivel de células T maduras suprimirian la produccidn de citocinas. Si bien se
pensd que las células T periféricas eran resistentes a la apoptosis inducida por esteroides,
trabajos posteriores desestimaron esta presuncion (137). Los GC presentan dos efectos
diferentes sobre la vulnerabilidad de las células T antigeno-especificas humanas, inducen su
apoptosis por un mecanismo independiente de CD95 pero dependiente de caspasas, y
también son capaces de proteger a las células T de la apoptosis mediada por CD95, la que a
su vez también es dependiente de caspasas (138). Por otra parte se conoce que la presencia
de células apoptéticas modula la produccion de citocinas por células inmunocompetentes. Al
respecto, Voll y col. han demostrado que la presencia de células apoptdticas aumenta la
secrecion de IL-10 y disminuye la secrecion de TNF-a por parte de los monocitos (139).

Como fendmeno regulatorio, la apoptosis de los linfocitos T maduros preserva la
homeostasis periférica y el estado de tolerancia en oposicién a los profundos cambios en el
numero y tipo de células T que genera la variada estimulacidn antigénica. El modo por el cual
se dispara la muerte celular programada puede ser a través de un hecho pasivo (déficit de
citocinas) o bien activo, también conocida como muerte celular inducida por activacion. La
misma esta destinada a limitar respuestas a estimulos antigénicos continuos o repetidos.
Como fue reportado en la bibliografia, ademas de lo expuesto, una elevacién sostenida de
GC puede llevar a la apoptosis de linfocitos, para preservar la homeostasis periférica. Debe
destacarse que en nuestros estudios los pacientes TB presentaron concentraciones elevadas
de Cortisol plasmatico con un significativo descenso en los niveles de DHEA inversamente

asociados a la severidad de esta patologia, estos hechos en conjunto, nos llevan a
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preguntarnos si este proceso de muerte celular programada es responsable de la menor
proliferaciéon y sintesis de IFN-y y TNF-o, antes mencionados.

Por otro lado, y a fin de conocer si los mediadores de la respuesta inmune especifica se
encontraban involucrados en la inhibicién de la produccion adrenal de DHEA, observada en
pacientes, los sobrenadantes de cultivo de CPM de pacientes TB y controles sanos,
estimuladas o no con M. tuberculosis (Mtb), fueron adicionados a células adrenales
humanas. Es asi como se demostrd que estos sobrenadantes inhibian la sintesis de DHEA, y
gue esta inhibicion era aun mayor si ellos procedian de CPM de TB estimuladas con la
micobacteria sonicada (140).

Las citocinas IL-10, TGF-B e IL-6 son mediadores producidos durante esta infeccion con
potenciales efectos inhibitorios sobre la respuesta inmune especifica (63) y los dos ultimos
con reconocida influencia sobre la sintesis de esteroides (141,142), hechos que nos sugieren
gue algunos de estos medidores podrian estar implicados en la inhibicion de la sintesis de
DHEA adrenal.

Otra cuestion relevante para elucidar es si las anormalidades neuroenddcrinas son
concomitantes al desarrollo de la TB o preceden a la instalacion del cuadro clinico. La
respuesta a una pregunta de esta naturaleza requiere de un estudio longitudinal muy poco
factible desde el punto de vista de la investigacién clinica por cuanto el individuo
generalmente concurre a la consulta cuando es sintomatico. Para superar esta limitacidon
propia de la investigacién en humanos existe una opcién valida como es el estudio en
convivientes de enfermos abiertos. La alta contagiosidad de un paciente bacilifero hace que
los contactos de primer grado posean una elevada probabilidad de desarrollar la infeccion
tuberculosa. En la mayor parte de los contagiados el proceso persiste sin ocasionar dafo
tisular (sub-clinica), constituyendo una situacion lo suficientemente indicativa del montaje
de una respuesta defensiva eficaz. En funcién de ello se pensdé que el estudio de las
interrelaciones inmuno-enddcrinas en los convivientes sanos puede ser muy ilustrativo de lo
que ocurre personas que por lograr una correcta sintonia de la respuesta

neuroinmunoenddcrina permanecen libres de enfermedad, esto es el 95% de los infectados.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo general:
Profundizar en el conocimiento sobre los mecanismos inherentes a la interaccidon
inmunoenddcrina en pacientes con TB de distinta severidad y sujetos sanos expuestos

(convivientes) o no a la micobacteria.

2.2. Objetivos especificos:

v Conocer si las modificaciones observadas en la respuesta inmune especifica de las CMP
frente a Mtb, por el agregado de Cortisol y/o DHEA, se encontrarian asociadas a un
patron diferencial en el proceso de muerte celular programada.

v" Analizar el efecto del Cortisol y/o DHEA sobre la respuesta blastogénica y la sintesis de
IFN-y y TGF-B por parte de CMP, estimuladas in vitro con Mtb, provenientes de
pacientes y de sujetos inmunoprotegidos (convivientes intimos de pacientes
baciliferos).

v"Investigar que mediador(es) secretados por las células periféricas mononucleares
(estimuladas o no con Mtb) estarian implicados en la inhibicién de la sintesis de DHEA

por parte de la linea celular adrenal humana NCI-H295-R.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1.Grupos de estudio

Los pacientes fueron seleccionados, por médicos especialistas, de entre los enfermos que
concurrian al servicio de Neumonologia del Hospital “Intendente Carrasco” de esta ciudad.
El diagndstico de Tuberculosis se realizd en base a los criterios clinicos, radioldgicos y a la
identificacion de bacilos acido-alcohol resistentes en el esputo.
De acuerdo a la extensién de la lesién radioldgica los individuos diagnosticados con TB se
clasificaron en 3 tipos:

e Leves, pacientes con un Unico lébulo involucrado sin cavidades visibles.

e Moderados, pacientes que presentaban compromiso unilateral de 2 o mas Iébulos y

las cavidades, de hallarse presentes, no excedian un didmetro total de 4 cm.

e Severos, enfermedad bilateral con afectaciéon masiva y cavidades multiples.
Muestra de Convivientes: Se trabajo a partir de un caso indice (enfermo con diagnéstico de
TB y esputo positivo). A partir de ello se invité a los convivientes de primer grado a
efectuarse un examen clinico y radioldgico. Aquellos sin sintomatologia alguna, RX de térax
normal y sin trastornos enddcrinos fueron incluidos en el estudio.
La poblaciéon Control, denominada en adelante Controles Sanos, fue conformada por
voluntarios sanos similares en sexo y edad, HIV negativos, que no registraron contacto con
pacientes TB, ni presentaban enfermedades inmunolégicas o trastornos endocrinoldgicos.
Se excluyeron del estudio aquellos sujetos que habian iniciado tratamiento antituberculoso,
0 que presentaban patologias con compromiso de la glandula suprarrenal, tampoco se
incluyeron mujeres embarazadas o menores de 18 afios, ni personas que presentaban
patologias que comprometian el eje HPA o que estuviesen medicados con corticosteroides,
inmunosupresores o inmunomoduladores.
El presente estudio fue conducido de acuerdo a las normas de la buena practica clinica y fue
aprobado por la Comisién de Etica de la Facultad de Ciencias Médicas. Universidad Nacional
de Rosario. Todos los participantes prestaron su consentimiento por escrito, previa

informacion.
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3.2. Muestras

Se realizd una Unica extraccion por venopuntura de 40 ml de sangre, utilizando como
anticoagulante EDTA (GT lab Rosario, Argentina), en una proporcién de 100 pl cada 100 ml
de sangre. Debido al ritmo circadiano de las hormonas esteroideas adrenales, todas las
extracciones se realizaron a primera hora de la mafana (7:30-8:30 h), y la sangre
anticoagulada se conservd a temperatura ambiente por un tiempo no mayora 2 h hasta su
utilizacion.
Tanto las muestras provenientes de los pacientes como la de los controles y convivientes se
procesaron en forma simultanea.

Se separd 1 ml de la sangre extraida y se analizaron los valores de hematocrito,
hemoglobina, gldbulos blancos totales y formula leucocitaria completa en un analizador

automatico.

3.3.Separacion de células mononucleares

La sangre anticoagulada se centrifugd a 82C durante 15 minutos a 2.000 rpm.

Luego se recogid la capa de glébulos blancos ubicada en la interfase entre los eritrocitos y el
plasmay se la resuspendid en igual volumen de RPMI 1640 (PAA Laboratories GmbH, Linz,
Austria) adicionado con antibidticos: 100ug/ml de penicilina y 100 U/ml de estreptomicina
(PAA Laboratories GmbH, Linz, Austria- ATB).

A su vez, el plasma se aisld y centrifugd a 6.000 rpm para separar las plaquetas, luego
se agrego Trasylol (Bayer, Alemania), en una proporcién de 100 U/ml de plasma, se fracciond
y conservo a -20 2C hasta su utilizacién.

En tubos conteniendo 1 parte de Ficoll-Paque PLUS (Amersham Biosciences Inc., Piscataway,
NJ, USA (6=1.077g/ml) se agregaron 3 partes de la dilucion de la suspensidn celular y se
centrifugé durante 30 minutos a 1800 rpm.

El aislamiento de las células periféricas mononucleares se realizdé teniendo en cuenta la
diferencia de densidades que existe entre los elementos de la sangre. Los eritrocitos y los
granulocitos poseen una densidad mayor que 1,077 g/ml y por lo tanto se ubicaron por
debajo de la capa del gradiente de esa densidad, mientras que los monocitos, los linfocitos
las células dendriticas y las plaquetas, al ser menos densos, flotaron por encima.

Es asi como se retiraron las células mononucleares, colocandolas en un tubo de 50 ml al que

se le agregé igual volumen de RPMI 1640 adicionado con ATB y 5% de suero humano AB
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(SAB-PAA Laboratories GmbH, Linz, Austria) al que previamente se lo inactivd en bafo de
agua a 562C, durante 30 minutos, con agitacion constante (En adelante RPMI).

Esta suspensiéon celular se centrifugd durante 15 minutos a 1200 rpm, se descartd el
sobrenadante y el paquete celular se resuspendié en 2 ml de RPMI, y nuevamente se
centrifugé 15 minutos a 1200 rpm.

Este Ultimo paso se repitid hasta completar el tercer lavado. Por ultimo las células
mononucleares se resuspendieron en 2 ml de RPMI, asegurando una buena dispersion por

agitacion.

3.4.Evaluacion de viabilidad celular

Para evaluar la viabilidad celular se utilizé una solucién de Azul Tripan, constituida por 4
partes de Azul Tripan al 0,5% P/V y una parte de Cloruro de Sodio al 4,25% P/V.

Se tomd una parte de esta solucién colorante y se mezcld con igual volumen de la
suspension celular procediendo al recuento de las células en cdmara de Neubauer.

Se calculd el porcentaje de células viables como: nimero de células vivas (no coloreadas)
sobre el numero total de células identificadas x 100.

Solo se utilizaron aquellas suspensiones celulares que presentaban una viabilidad mayor al

95 %.

3.5. Analisis de las subpoblaciones linfocitarias por citometria de flujo

En el estudio se utilizé un citdémetro de marca Coulter Epics-XL (Coulter Corp. Miami, FL,
USA) y para la inmunotipificacion de las poblaciones celulares los anticuerpos monoclonales
(isotipo IgG2a de ratdn) (Caltag Lab GmbH, Hamburg, Alemania) utilizados fueron:

e |g-FITC (control de isotipo)

e |g-PE (control de isotipo)

¢ CD4-FITC/CD8-PE/CD3-Cy

¢ CD45-FITC/CD14-PE

¢ CD3-FITC/CD19-PE

El andlisis de las subpoblaciones linfocitarias se realizd a partir de sangre periférica
anticoagulada con EDTA (GT lab, Rosario, Arg). A 50 ul de ésta se le agregaron, segun las
especificaciones del fabricante, los anticuerpos monoclonales correspondientes a cada

determinacién, el mismo procedimiento se siguié para los controles de isotipo, y se incubd
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por 15 minutos en oscuridad. Luego se procedid a lisar los glébulos rojos con Inmunoprep
Coulter (Coulter Corp. Miami, FL, USA) y a la lectura en el citdmetro de flujo de 10.000

eventos en cada tubo.

1023

S5

Los resultados fueron analizados con el programa WinMD1 2.8 (Scripps Research Institute,
La Jolla, Ca, USA) de la siguiente manera: en un grafico de FS vs. SS (del Inglés Forward
Scatter y Side Scatter respectivamente; ver leyenda de Figura 3) se seleccionaron las
poblaciones correspondientes a la regién de linfocitos (Figura 3, R1). En esta poblacion se
analizé la expresion en la membrana de moléculas CD3 y CD4, o de CD3 y CD8, como asi
también CD3 y CD19. Por otro lado se seleccionaron las regiones R1, R2 y R3 en forma
conjunta y se analizd la expresion en la membrana de moléculas de CD45 y CD14. En cada
uno de los graficos obtenidos de las subpoblaciones celulares se procedid a evaluar

porcentualmente los eventos correspondientes a células doble positivas (Figura 4).
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3.6.Estudios de linfoproliferacion

Para evaluar la blastogénesis, se cultivaron las células por cuadruplicado en microplacas de
fondo plano de 96 pocillos (Corning Costar, NY, USA), donde a cada cultivo se le adiciond
100 pl de la suspension celular (2 x 10° cél/pocillo) y 50 pl de Mtb sonicado (Tso, 8 pg/ml,
donado por el Prof J. Stanford, Department of Medical Microbiology, Windeyer Institute of
Medical Sciences,) o Concanavalina A -ConA- (2,5 pg/ml).

Las placas, conteniendo un volumen final de 200 pl/pocillo, se incubaron durante 5 dias a
379C, en atmodsfera de aire humidificada con 5% de CO,. Dieciocho horas previas a la
finalizacién del cultivo se agregd 1 uC de 3H-timidina en cada pocillo, las células se
cosecharon en papel de fibra de vidrio y posteriormente se procedid a la medicién de la
radioactividad incorporada en contador de centelleo liquido (Wallac 1214 Raskbeta). Los
resultados se expresaron como el promedio de las cuentas por minuto (cpm) para cada

condicién experimental.

3.7.Estudio de los efectos in vitro del Cortisol y DHEA.

Para la cuantificacidn de las citocinas se realizaron, en placas de 24 pocillos (Corning Costar,
NY, USA) (2x10° cél/ml/pocillo), cultivos con el agregado de GC y DHEA, ambos esteroides

solos y combinados, ademas de los respectivos controles.

41 |Materiales y Métodos



Los cultivos realizados fueron los siguientes:
a) Basal (solo células)
b) células + Tso
c) células + Tso + DHEA
d) células + Tso + Cotisol
e) células + Tso + DHEA + Cortisol
f) células + DHEA
g) células + Cotisol
La concentracién adicionada de Cortisol fue 10° M, y las de DHEA: 10’ M, 108 M 10° M, que
corresponden al rango de concentraciones séricas probables de hallar en individuos con esta
patologia.
Los sobrenadantes se recolectaron a las 24, 36 y 96 h de cultivo y luego del agregado de
100 U/ml de Trasylol (Bayer, Alemania), se fraccionaron y conservaron a -202C hasta su

utilizacién.

3.8. Cuantificacion de mediadores

Los niveles de citocinas presentes en los sobrenadantes de cultivo de las CMP
estimuladas con Tso o no y adicionadas con las distintas concentraciones de hormonas
como se describe en el item precedente, se cuantificaron por enzimoinmunoanalisis
comerciales (INF-y- ELISA, OptEIA Set Pharmingen, USA; TGF-B — Emax ImmunoAssay
System, Promega, Madison, USA), siguiendo las recomendaciones de los fabricantes.
Las muestras se estudiaron por duplicado y los resultados se expresaron como el
promedio de las dos lecturas de absorbancia a 450 nm. Las citocinas se cuantificaron en
referencia a curvas estandar.
Los limites sensibilidad fueron los siguientes:

INF-y 4,7 pg/ml

TGF-B 15,6 pg/ml

3.9.Medicion de las hormonas plasmaticas

A partir del plasma separado como se describe en el item 2.3, se cuantificaron los niveles de
Cortisol, DHEA y DHEA-S por enzimoinmunoensayos de competicion comerciales (ELISA, DRG

Systems, Marburg, Alemania), siguiendo las recomendaciones del fabricante.
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Los limites de sensibilidad fueron los siguientes:
Cortisol 2,5 ng/ml
DHEA 0,1 ng/ml
DHEA-S 0,044 pg/ml.

3.10. Cuantificacion de la apoptosis de CMP por citometria de flujo utilizando
Anexina V-FITC/ loduro de propidio

La fosfatidilserina (PS) normalmente se encuentra ubicada en la cara interna de la
membrana plasmatica. La union especifica del conjugado Anexina V-FITC a la PS se observa
en un estadio temprano de la apoptosis cuando la PS se transloca hacia la cara externa de la
membrana, como asi también en estadios tardios del fendmeno cuando las células ya
presentan necrosis y ocurre la permeabilizacion de la membrana, lo cual permite la entrada
del conjugado. Dado que otras causas ademads de la apoptosis pueden resultar en la necrosis
de las células, es importante poder diferenciar estos dos fendmenos. Para ello, se utiliza la
tincién conjunta con el fluréforo loduro de Propidio (IP), el cual ingresa a la célula y se une al
ADN al permeabilizarse la membrana. De esta forma, tal como se observa en la Figura 5,
mediante este método de doble tincidon con Anexina V-FITC/loduro de Propidio se pueden

distinguir las poblaciones apoptéticas de las necréticas.

1IZIq

Aplicando estos conceptos, las CMP de los cultivos de 24 h se lavaron con 1 ml de Solucién
Fisiolégica fria centrifugando a 49C durante 15 minutos a 1.200 rpm. Luego se descarto el
sobrenadante y el pellet se resuspendié en 300 pl de una solucion tampdn (Binding Buffer)

fria. Seguidamente las células se marcaron con 2,5 ul de Anexina V-FITC (MedSystems
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Diagnostics GmbH, Viena, Austria) y 5 pl de IP (MedSystems Diagnostics GmbH, Viena,
Austria), y se incubaron 10 min. en oscuridad a 42C. Pasado este tiempo, se procedid a la
lectura de al menos 10.000 eventos en un citdmetro de flujo Coulter Epics-XL. El porcentaje
de células apoptédticas tempranas se obtuvo utilizando el programa WinMDI 2,8 (Scripps

Research Institute, La Jolla, Ca, USA).

3.11. Medicion de subpoblaciones hipodiploides por citometria de flujo
mediante la marcacion con IP

Este método pone en evidencia la fragmentacion del ADN que se observa durante las etapas
finales de la apoptosis mediante la cuantificacion de los eventos hipodiploides.

Las CMP de los cultivos de 96 h se lavaron dos veces con 2 ml de PBS frio, centrifugando a
4°C durante 15 minutos a 1.200 rpm. Luego se las fijo en 1 ml de etanol 70 % V/V, y se las
incubd toda la noche a 42C. Posteriormente se realizaron otros dos lavados con 2 ml de PBS
frio. Las células se resuspendieron en 1 ml de Buffer Ky luego de 3 h de incubacion a 42C, se
procedid a la lectura de al menos 10.000 eventos en el citémetro de flujo Coulter Epics-XL. El
porcentaje de células hipodiploides fue determinado mediante la seleccién y cuantificacidn
de eventos hipodiploides en histogramas (Figura 6) generados por el programa WinMDI 2.8

(Scripps Research Institute, La Jolla, Ca, USA).

]
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3.12. Sobrenadantes de cultivos de células mononucleares de Pacientes y
Controles sanos para los experimentos con la linea adrenal

Con el fin de obtener sobrenadantes de CMP de pacientes y Controles estimuladas o no con
Tso para adicionar a los cultivos de la linea adrenal que mas adelante se describen, se
sembraron las CMP en policubetas de 24 pocillos (Corning Costar, NY, USA) en una
concentraciéon de 10x10° cél/pocillo, en un volumen final de 1 ml en RPMI 1640 (PAA
Laboratories GmbH, Linz, Austria) adicionado con antibiéticos: 100ug/ml de penicilina y 100
U/ml de estreptomicina (PAA Laboratories GmbH, Linz, Austria- Atb) y 5% de SABi (PAA
Laboratories GmbH, Linz, Austria); (En adelante RPMI).

Los sobrenadantes de cultivo (SN) se levantaron a las 24, 36 y 96 h, luego de la adicién de
Trasylol (Bayer, Alemania) se centrifugaron, fraccionaron y se conservaron a -202C hasta su
utilizacion.

En el momento inmediato al desafio con la linea adrenal se confeccionaron con igual
volumen de cada SN, pooles basales (SN Basal) y estimulados (SN Tso) representativos de

Pacientes severos y de Controles Sanos correspondientes a los tres tiempos analizados.

3.13. Cultivos de la linea celular adrenal NCI-H295-R

La linea celular NCI-H295-R (gentilmente donada por la Dra. M. Ehrhart-Bornstein,
Diisseldorf, Alemania) es una adaptacion adherente de la linea original NCI-H295,
obtenida a partir de un adenocarcinoma adrenal de una mujer de raza negra. Ambas
lineas conservan la capacidad de respuesta a estimulos fisioldgicos con la produccién de
esteroides adrenales.
La linea adherente se desarrolla en medio DMEM / F12 conteniendo concentraciones
estandar de L-glutamina y Hepes 15 mM (Gibco-Invitrogen, Grand Island, NY, USA) y los
siguientes elementos en las concentraciones que se detallan (En adelante DMEM):

e NaHCOs (1,2 g/l) (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA)

e Insulina (379,47 ng/ml) (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA)

e Hidrocortisona (3,625 ng/ml) (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA)

e Estradiol (2,724 ng/ml) (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA)

e Transferrina (10 pug/ml) (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA)

e Selenito (5 ng/ml) (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA)
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e Penicilina (100 U/ml) Estreptomicina (100 pg/ml) (PAA Laboratories
GmbH, Linz, Austria)

e SFB(2%) (NATOCOR, Cérdoba, Argentina) Inactivado por calor
La recuperacion de células se realizd partir de un vial preservado en nitrégeno liquido con
10’ cél/ml/vial. El mismo se descongeld y el contenido se transfirid a un tubo de 14 ml
estéril, se adicionaron aproximadamente 10 ml de PBS y se centrifugd a 1.100 rpm en
centrifuga a 18 2C; se resuspendio el pellet en 10 ml de medio de cultivo DMEM con aditivos
y 10% de SFBi (DMEM). Luego se sembré una botella o 75 cm® (Falcon, BD Biosciences,
Argentina) con la suspension celular la cual se colocd en incubadora de CO;, a 37 2C. Las
células se cultivaron hasta subconfluencia. Cuando la densidad celular fue de 20-25x10°
cél/ml, se retir6 el medio de cultivo y se lavé la superficie celular con un volumen pequefio
de PBS estéril a 37 2C. Posteriormente se agregaron 8 a 10 ml de Acutasa (PAA Laboratories
GMBH, Linz, Austria) y se retorné la botella a la estufa de cultivo durante 10 minutos o hasta
observar el desprendimiento de las células al microscopio.
Para la cuantificacion se colocé 1ml de la suspension en un tubo y se adiciond igual volumen
de Acumax para dispersar las células (PAA Laboratories GMBH, Linz, Austria). A partir de esta
suspensidn se realizd la cuantificacion utilizando Azul Tripan para identificar las células
muertas.
Todos los experimentos se realizaron a partir de viales congelados que correspondian al
mismo numero de repique de la linea.

Para realizar los experimentos, las células se sembraron en una concentracion de
70.000 cél/cm? en placas fondo plano, de 24 pozos, drea de crecimiento 2 cm? (Corning
Costar, NY, USA) volumen final por pocillos 400 pl, el cual se cambio en su totalidad cada 2 o
3 dias. Al llegar al 70 % de confluencia (aproximadamente 4-5 dias) se retiré el medio de
cultivo y se procedio6 a enfrentarlas a los tratamientos que mas abajo se detallan. Ademas, se
utiliz6 como control positivo de estimulacidn al activador directo de la enzima adenilato
ciclasa, Forskolin (Tocris Biotrend, Koln, Alemania).

A continuacidn se describen los distintos cultivos célulares realizados:

Cultivos Controles

1. DMEM 400 pl
2. Forskolin 2 x 10° M en DMEM 400 pl
3. DMEM 200 pl + RPMI 200 pl
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4. DMEM 100 pl + Forskolin 2 x 10°M en DMEM 100 pl + RPMI 200 pl
5. Tso en RPMI 200 pl + DMEM 200 pl
6. Tsoen RPMI 200 pl + Forskolin 2 x 10° M en DMEM 200 pl

Cultivos tratados con Pooles de sobrenadantes de cultivos de CMP de Controles Sanos y
Pacientes con TB.

7. SN Basal de CMP de Controles Sanos 200 ul + DMEM 200 pl

8. SN Basal de CMP de Controles Sanos 200 pl + Forskolin 2 x 10° M en DMEM 100
pl + DMEM 100 pl

9. SN Tso de CMP de Controles Sanos 200 pl + DMEM 200 pl

10. SN Tso de CMP de Controles Sanos 200 pl + Forskolin 2 x 10° M en DMEM 100 pl
+ DMEM 100 pl

Los cultivos 7 a 10 se repiten pero con la adicién de SN de CMP de Pacientes Severos.

Los cultivos se incubaron durante 48 h, luego se recolectaron los medios condicionados, a los
cuales se les agregd 100 U/ml de Trasylol (Bayer, Alemania), se centrifugaron durante 10
minutos a 2000 rpm a 42C, se fraccionaron y congelaron a -202C hasta su utilizacién. En ellos
se determinaron las concentraciones de Cortisol, DHEA y DHEA-S (ELISA, DRG Systems,

Alemania), como se describid en el item 3.9.

3.14. Evaluacion de la viabilidad de las células adrenales

La viabilidad celular fue estimada mediante el ensayo de las sales de Metil Tetrazolium
(MTT). Este método corresponde a un ensayo no radiactivo, colorimétrico y cuantitativo que
se basa en la biorreduccion de las sales de MTT (incoloras y solubles) a cristales de formazan
(insolubles y coloreados). El proceso es llevado a cabo por accion de la Succinato
Deshidrogenasa mitocondrial, cuya actividad depende de la integridad de la membrana de
la mencionada organela.

Dada las caracteristicas del ensayo, a diferencia de lo expresado en el item anterior, los
cultivos se realizaron por cuadruplicado en policubetas de 96 pocillos (Corning Costar, NY,
USA). A fin de poner a punto la técnica se evaluaron distintas dosis de siembra
(2,24x10%cél/pocillo; 5,6x10° cél/pocillo; 11,2x10° cél/pocillo; 22,4x10° cél/pocillo y 44,8x10°
cél/pocillo) y diferentes tiempos de incubacién con el MTT (30 min, 1, 2 y 4 h).

Luego de la siembra, cada 48 h se realizd un cambio total del medio de cultivo. Cuando la
concentracién en estudio de 22,4 x10° (que correspondia a 70.000 cél/cm? en placa de 24

pocillos) alcanzé el 70% de confluencia nuevamente se cambid el medio de cultivo pero en
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este caso el volumen final fue de 150 pl. A las 24 h se les agregd a la mitad de los cultivos 50
ul de DMEM o 50ul de Fk 2x10°M en DMEM.

Luego de 48 h de incubacidn, se retiraron los medios de cultivo y se adicionaron 200 ul de
MTT (0,5 mg/ml de MCC). Transcurridos los tiempos de incubacién detallados, se observo al
microscopio la formacidn de cristales de formazan en el interior celular.

Se retiraron los sobrenadantes y los cristales se disolvieron en 200 ul de dimetilsulfoxido, se
incubéd a 37°C por cinco minutos e inmediatamente se procedid a la lectura de Ia
absorbancia a una longitud de onda correspondiente a 545 nm en un lector de microplaca
Beckman Coulter DTX 880. Por medio de la cantidad del producto reducido se estimd en

forma proporcional la cantidad de células vivas en el cultivo.

3.15. Analisis de la proliferacion celular de la linea NCI-H295R.

La linea adrenal humana se sembré en placas de 96 pocillos en una densidad de 22.400
cél/pocillos para un volumen final de 200 ul de DMEM. Los cultivos se incubaron a 37 2C en
atmadsfera de aire con 5% de CO,. Cada 48 h se realizé un cambio total del medio de cultivo.
A partir de las 24 h de cultivo y diariamente hasta que las células alcanzaron el 70 % de
confluencia, a grupos de 6 pocillos se les adicioné >[H]timidina (0,5 uCi/pocillo). En esta
etapa del crecimiento de la linea, a los cultivos que no recibieron 3[H]timidina se les cambié
el medio sobrenadante de la siguiente manera: a la mitad de estos cultivos se les
adicionaron 200 ul de DMEM vy a los restantes 100 pl de DMEM + 100 pl RPMI 1640.

Luego de 24 h, y considerando el medio de cultivo adicionado, la mitad de los cultivos fueron
tratados con 50 pl de Forskolin 2x10° M en DMEM vy los restantes solo con 50 pl de DMEM.
Luego de 8 h se procedid a la cosecha sobre papel de fibra de vidrio. La incorporacion de
3[H]timidina al ADN se midié como cuentas por minuto (cpm) en contador de centelleo
liguido (Wallac 1214 Raskbeta). A partir del material radiactivo incorporado se estimé la

proliferacién celular.

3.16. Cultivos de la linea celular adrenal NCI-H295-R y tratamiento con anti-
TGF-B.

A fin de evaluar el(los) componente(s) inhibitorio(s) de la sintesis de DHEA por parte de la
linea adrenal, en una primera etapa se utilizaron anticuerpos monoclonales anti-TGF-f3

(Santa Cruz Biothecnology, CA, USA).
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Para evaluar el efecto del agregado de TGF-f1 sobre la produccién de DHEA se mantuvieron
las condiciones iniciales de cultivos expresadas en el item 3.13 y se ensayaron los siguientes
tratamientos:

DMEM 400 p

Forskolin 2 x 10° M en DMEM 400 pl

DMEM 200 pl + RPMI 200 pl

DMEM 100 pl + Forskolin 2 x 10°M en DMEM 100 pl + RPMI 200 pl

DMEM 200 pl + TGF-Blen RPMI 200 pl

DMEM 100 pl +Forskolin 2 x 10°M en DMEM 100 pl + TGF-B1en RPMI 200 pl
DMEM 180 pl + TGF-Blen RPMI 200 pl+ Anticuerpo anti TGF-B1 en RPMI 20 pl
DMEM 80 pl +Forskolin 2 x 10°M en DMEM 100 pl + TGF-B1en RPMI 200 ul +
Anticuerpo anti-TGF-B1 en RPMI 20 pl.

© N Uk WDN R

La dosis de TGF-B1 recombinante (Sigma Aldrich, USA) que se utilizé fue de 6.100 pg/ml, la
cual se correspondia con el valor promedio de esta citocina en el plasma de los pacientes
con TB severa.

Con el fin de hallar la dosis éptima de anticuerpo monoclonal anti-TGF-f1 (Santa Cruz
Biothecnology, CA, USA) que pudiera bloquear la concentracién de TGF-f1 mencionada, se

ensayaron las relaciones entre concentraciones detalladas en la tabla 2.

Anti-TGF-B/ TGF-B

300/1

100/1

25/1

10/1

1/1

3.17. Tratamiento de la linea NCI-H295R con pooles de SN de cultivo de CMP
estimuladas con Tso y adicionados con anti-TGF-f3

La siembra de la linea adrenal fue realizada con 140.000 cél/pocillo en placas de 24 pocillos,
en un volumen final de 400 pl de DMEM (con aditivos). Los cultivos se incubaron a 372C en
atmdsfera de aire con 5% de didxido de carbono y cada 48 h se realizé un cambio total del

medio de cultivo. Cuando éstos alcanzaron el 70 % de confluencia se retiré el medio
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sobrenadante y se procedid a enfrentar a las células a los tratamientos que se describen a

continuacion:

DMEM 400 pl

DMEM 300 ul + Forskolin 2 x 10°M en DMEM 100 pl

DMEM 200 ul + RPMI 200 pl

DMEM 100 pl + Forskolin 2 x 10°M en DMEM 100 pl + RPMI 200 pl

DMEM 200 ul + SN Basal 200 pl

DMEM 100 pl + Forskolin 2 x 10°M en DMEM 100 pl +SN Basal 200l

DMEM 200 pl + SN Tso 200ul

DMEM 100 ul + Forskolin 2 x 10°M en DMEM 100 pl + SN Tso 200l

DMEM 100 pl + Forskolin 2 x 10°M en DMEM 100 pl + SN Basal 200pl + anti-TGF-B
10. DMEM 100 pl + Forskolin 2 x 10°M en DMEM 100 pl + SN Tso 200yl + anti-TGF-B

© o NP VA WwN e

Todos los SN adicionados en este estudio se obtuvieron a las 24, 36 y 96 h de cultivo (ver
item 3.12). Los SN Tso y SN Basal correspondieron a pooles de SN provenientes de cultivos
de CMP de Controles, o Pacientes con TB Severa, estimulados o no, con Mtb sonicado,
respectivamente.

Una vez agregado el SN correspondiente, 24 h mas tarde a la mitad de los cultivos se les
adiciond Forskolin y 24 h luego del agregado de Fk se procedid a la recoleccidon de los medios
condicionados para la determinacion de los niveles de Cortisol, DHEA y DHEA-S segun lo

descripto en el item 3.9.

3.18. Analisis estadistico

Para realizar las comparaciones entre grupos se utilizaron pruebas no paramétricas, tales
como el analisis de la variancia de Kruskall-Wallis y la U de Mann-Whitney (variables
cuantitativas); chi cuadrado y prueba de la probabilidad exacta de Fisher (variables
cualitativas). Las comparaciones entre dos tratamientos efectuados a células pertenecientes
a un mismo grupo de sujetos (ej: TB Severa) se realizo en base a la prueba de pares
ordenados de Wilcoxon.

Las muestras se consideraron distintas cuando presentaban un nivel de significado < 0.05.
Los resultados se expresaron como medianas y rango intercuartilico o como promedio

terror estandar cuando se requirid para la mejor visualizacion de los graficos.
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4. Resultados

4.1.CAPITULO 1

Evaluacion de la apoptosis de CMP de Pacientes con TB y Controles, estimuladas
con Mtb y co-cultivadas con distintas concentraciones de Cortisol y/o DHEA.

4.1.1. Descripcion general de la muestra poblacional en estudio.

La muestra poblacional estudiada estuvo compuesta de 40 individuos que fueron
clasificados en 16 Controles, 9 Pacientes con TB pulmonar leve, 11 Pacientes con TB
pulmonar moderada, y 5 Pacientes con TB pulmonar severa. Ninguno de los grupos

presento diferencias significativas en cuanto a la edad (Tabla 3)

Grupos
TB-Moderados | TB-Severos
E.dad " 35,88+13,84 29,76+14,46 41,18+18,51 41,60+11,66
(Promedio +DE afios)
Sexo M/F 11/5 5/4 7/5 4/1

Tabla 3: Descripcion general de la muestra poblacional estudiada. DE: desvio estandar

Con respecto al hemograma y férmula como puede observarse en las tablas 4 y 5, si bien
los valores de glébulos blancos totales y de neutréfilos estuvieron dentro de las medias
poblacionales, se evidencié un aumento significativo en el grupo de Pacientes con TB con
respecto al de los Controles para el caso de glébulos blancos totales y que no llegé a
presentar significado estadistico para los neutréfilos. Al analizar la proporcién de estas
células respecto al total de blancos (porcentaje), los Pacientes tuberculosos presentaron
valores significativamente superiores a aquellos de Controles.

En cuanto a los linfocitos se evidencid un valor muy inferior al normal (25-35 %, referencia
Laboratorio Central-Hospital Provincial del Centenario) en los Pacientes, observandose
una disminucidn significativa con respecto a los Controles; ésta diferencia no se manifesté
al considerar los valores totales de éstas células.

Con respecto a Glébulos rojos y Hemoglobina como asi también al resto de la formula los
grupos estudiados no presentaron diferencias, en cambio el nimero de plaquetas

provenientes de pacientes estuvo significativamente aumentado con respecto al grupo
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Control, hecho de esperarse con una patologia pulmonar infecciosa como es la

Tuberculosis.

Controles B
n=13 n=22 -
Glébulos Rojos 4,8 4,7 ns
[10°cél/pl] (4,3-5,1) (4,5-5,0)

] 14,4 13,3
Hemoglobina [g/dI] (12,6-14,7) (12,1-14,0) "
Blancos totales 7,0 8,8 001
[103cé|/u|] (6,0'8,2) (617'10l9) '
Neutréfilos [10°cél/ul] (@ g:g 2) (4 g:; 9) ns
Eosindfilos [10°cél/pl] © (1):(1) 3) 0 (1):3 4) ns

- ) 0,04 0,04
Baséfilos  [10°cél/pl] (0,02-0,04) (0,02-0,05) "
Linfocitos  [10°cél/pl] (1 ;:g 3) (1 1:(25 0) ne
Monocitos [103cél/pl] 0 g'g 6) (0 Z'g 6) ns
. 250,0 394,0
Plaquetas [10%cél/pl] (208,0-294,0)  (281,0-528,0) 0,002

Tabla 4: Elementos figurados de la sangre correspondiente a Pacientes con TB y Controles

Controles TB
n=13 n=22 -
. 61,9 71,5
Neutrofilos [%] (59.4-71.8) (65,5 -75,5) 0,05
Eosindfilos [%] 1 ;:2 5) 1 3:2 1) ns
Baséfilos [%] 0306) 040.5) ns
27,0 18,6
. . o, 7’ 7’
Linfocitos [%] (19,0-29,0) (14.4-26,7) 0,01
Monocitos [%] 4 g': 8) 4 :’; 7) ns

Tabla 5: Elementos figurados de la sangre correspondiente a Pacientes con TB y

Controles (porcentajes)
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Al analizar estas variables en los pacientes segun la severidad de la TB pulmonar, (tablas 6
y 7), se observd un claro aumento de neutrdfilos y una marcada disminucion de los
linfocitos en aquellos individuos cuyo compromiso pulmonar fue mayor (severos), en
ambos casos las diferencias fueron estadisticamente significativas. Asimismo este grupo

de pacientes mostrd valores plaquetarios significativamente aumentados respecto de los

demads grupos.

Controles
Moderados Severos
n=13
n=9 n=5

Glébulos Rojos 4,8 4,9 4,5 4,6
[10°cél/pl] (4,3-5,1) (4,7-5,0) (4,3-4,8) (4,2-5,1) ns
Hemoglobina 14,4 13,6 12,7 12,2
[g/dI] (12,6-14,7) (13,1-14,1) (11,7-14,0) (12,0-13,1) ns
Blancos totales 7,0%* 7,2 9,0 10,4 001
[10°cél/pl] (6,0-8,2) (6,7-8,4) (6,9-10,9) (9,3-11,4) '
Neutrofilos 4,4 % 5,2 4,4 8,7 002
[10°cél/pl] (4,0-5,2) (4,2-6,0) (4,1-7,0) (6,7-13,0) ’
Eosinodfilos 0,1 0,3 0,2 0,04
[10°cé1/pl] (0,1-0,3) (0,1-0,4) (0,2-0,4) (0,01-0,24) ns
Basofilos 0,04 0,04 0,05 0,3
[10%cél/pl] (0,02-0,04) (0,04-0,04) (0,03-0,06) (0,3-0,5) ns
Linfocitos 1,8 1,6 1,8 1,1
[10°cél/ul] (1,5-2,3) (1,5-2,1) (1,1-2,0) (1,1-1,1) ns
Monocitos 0,43 0,46 0,54 0,52
[10%cé1/pl] (0,38-0,58) (0,34-0,7) (0,47-0,70) (0,21-0,70) ns
Plaquetas 250,0 *# 316,5 449,0 569,5 001

(208,0-294,0)  (251,5-348,5)  (270,5-477,5)  (528,0-606,0) '

Tabla 6: Elementos figurados de la sangre correspondientes a pacientes con TB separados por severidad y
Controles. (valores totales).

*Diferente de severos p<0,01; # Diferentes de moderados p<0,05.
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Controles Moderados Severos

n=9 n=5
Neutrofilos 61,9* 67,0* 67,1* 86,0 001
[%] (59,4-71,8) (61,4-73,6) (65,9-73,0) (79,5-88,7) !
Eosindfilos 1,9 3,8 3,4 0,2
[%] (1,7-3,5) (1,9-5,6) (2,7-4,1) (0,1-2,2) ns
Basdfilos 0,5 0,5 0,5 0,3
1%] (0,3-0,6) (0,4-0,5) (0,4-0,6) (0,0-0,6) ns
Linfocitos 27,0% 24,0%* 20,0* 10,1 0002
[%] (19,0-29,0) (17,3-28,0) (17,7-21,7) (6,7-11,0) ’
Monocitos 6,8 6,0 7,1 4,1
1%] (4,0-8,8) (5,4-7,4) (5,7-8,2) (2,8-6,0) ns

Tabla 7: Elementos figurados de la sangre correspondientes a pacientes con TB separados por
severidad y Controles. (Porcentajes).

*Diferente de severos p<0,01.

Con respecto al andlisis de las subpoblaciones de células T determinadas por citometria de
flujo, (tabla 8), el porcentaje de células CD3+ no difirié entre Pacientes y Controles, pero si
se observd una leve disminucion en la subpoblacion CD3+CD4+ en las muestras de sangre
provenientes del grupo TB, sin modificaciones significativas en el porcentaje de células
CD3+CD8+. De acuerdo a esto, el cociente CD3+CD4+/CD3+CD8+ mostrd una tendencia a
disminuir en los pacientes con respecto al grupo Control.

Al realizar el mismo andlisis considerando el grado de compromiso pulmonar, no se vieron

diferencias entre los grupos de estudio (resultados no presentados).

Controles B
n=15 n=24 -
74,00 71,82
[+) ’ !
CD3+ [%] (65,27 -78,95) (65,04-73,91) "
43,37 35,42
o ! !
Aty [ (39,64-48,10) (24,704166) P
17,67 24,06
o ! !
CD3+CD8+ [%] (16,51-21,51) (17,82-37,00) "
CD4+/CD8+ o ot LB

(1,89-3,00)

(0,81-2,32)

Tabla 8: Subpoblaciones de linfocitos T en sangre periférica de Pacientes con TB y Controles Sanos.
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4.1.2. Capacidad blastogénica de las CMP de Sujetos Sanos y Pacientes con TB
pulmonar frente a Mtb sonicado.

Como puede observarse en la Figura 7 tanto las CMP de Pacientes como de Controles
mostraron la capacidad de proliferar in vitro cuando se estimularon con el antigeno
especifico. Sin embargo sélo las CMP procedentes de pacientes con TB pulmonar severa
presentaron menor blastogénesis al compararse con cultivos del grupo Control. Esta
inhibicion en la linfoproliferacién especifica también se observd con respecto a las células

provenientes de sujetos con TB pulmonar leve y moderada.
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Como habiamos observado en estudios previos, el Cortisol era capaz de disminuir
significativamente la linfoproliferacién y esta disminucidn se encontraba ain mas marcada
en pacientes con tuberculosis pulmonar, mientras que la DHEA no modificaba dicha
proliferacidn celular (143). En funcidn de ello, se planted que esa disminucién podria estar

asociada a un aumento en la muerte celular programada o apoptosis. Para evaluar esta
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hipdtesis se decidid estudiar el efecto que producian ambas hormonas en el proceso de
apoptosis de CMP proveniente tanto de Pacientes con TB como de Controles. Una vez
seleccionados los voluntarios, se procedié a evaluar la apoptosis de las mencionadas
células por medio de dos métodos de citometria de flujo, cuyos resultados se detallan a

continuacion.

4.1.3. Efecto del Cortisol y Dehidroepiandrosterona sobre la apoptosis
temprana de CMP de Controles y Pacientes con TB.

En una primera etapa, para la evaluacion de apoptosis temprana se utilizo la técnica de
marcacién con Anexina V en combinacidn con loduro de Propidio (Para mas detalle sobre
la técnica ver Materiales y Métodos item 3.10).

En la Tabla 9 se muestran los porcentajes de CMP apoptéticas a las 24 h de cultivo, de
Pacientes y Controles, estimuladas o no con Mtb sonicado (Tso) y co-cultivadas con
Cortisol 10° M y DHEA 107, 10® y 10° M. Como puede observarse, la proporcién de
células apoptdticas fue significativamente superior en la mayoria de los cultivos
provenientes de muestras obtenidas de Pacientes. Este efecto se manifesté aun en los
cultivos que no recibieron estimulo (basales).

La adicién del antigeno no modificéd el porcentaje de apoptosis entre las CMP de los
Controles, observandose un ligero incremento (p<0,05) en aquellas células provenientes
de Pacientes. El co-cultivo con Cortisol 10° M aumentd la proporcién de apoptosis, siendo
este efecto mds evidente en los cultivos de células provenientes de sujetos sanos,
estimulados (p<0,001) o no con Tso (p<0,0001). Las distintas concentraciones de DHEA
utilizadas no modificaron los porcentajes de apoptosis obtenidos tanto en los cultivos

basales como en aquellos expuestos al Mtb.
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Grupo

Estimulo Cortisol DHEA Controles
n=15
] ] ] 19,00 24,20 0.05
(16,90-25.1) | (20,33-30,00 ’
19,40 28,00*
Tso - - (17,00-26,60) | 20,10-29,80 0,05
- 26,60 § 29,60
L LU (18,30-35,10) | (25,30-34,30) ns
5 20,30 26,80
201 (17,00-29,79) | (21,50-29,80) B
4 19,10 27,20
Tso 10°M (16,90-25,60) | (21,60-30,50) 0,01
. 18,40 28,20
UL (16,30-29,70) | (19,80-31,70) g8
- 24,009 26,75*
LU (18,30-31,00) | (20,88-32,95) ns
S 21,109 22,65
LU (16,7-30,10) | (19,38-31,43) ns
B 21,10 23,65
10°M (15,20-27,20) | (15,83-29,28) ns

Tabla 9: Porcetaje de células apoptdticas en cultivos de 24 h de CMP provenientes de Pacientes y Controles
estimulados in vitro con Mtb muerto por calor y sonicado (Tso) y adicionados con Cortisol o distintas
concentraciones de DHEA.

Los datos se expresan como mediana (rango intercuartil). Comparaciones dentro de Grupos: Diferente de
cultivo sin estimular * p<0.05; 9] p<0,0001. Diferente de cultivo estimulado con Tso § p<0,05; 9p<0,001. TB,
tuberculosis.

En la Tabla 10 se muestran los resultados correspondientes al efecto de la adicién del
Cortisol 10® M y su combinacién con las distintas concentraciones de DHEA, sobre la
induccion de apoptosis en los cultivos especificamente estimulados. Como puede
observarse, la DHEA no modificd la proporcion de células apoptdticas de cultivos basales
ni revirti6 el efecto proapotdtico del Cortisol observado en las CMP incubadas

provenientes de Controles.
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Hormona Grupo

Estimulo Cortisol Controles
n=15
T ) ] (17,381422,60) zo,igigg,so 0,05
s 57 i (18,2:(’)(-5??5?10) (25,23122,30) ns
157 s (20,23(1)’-201,70) (23;2:2,30) 0,05
Tso o 1°M | oa0ase0) | (2sosatn) | OO
10°M (19;3::8,00) (22,28122,40) ot

Tabla 10: Porcetaje de células apoptéticas en cultivos de 24 h de CMP provenientes de Pacientes y Controles
estimulados in vitro con Mtb muerto por calor y sonicado (Tso) y adicionados con Cortisol o distintas
concentraciones de DHEA.

Los datos se expresan como mediana (rango intercuartil). §Diferente de cultivo estimulado con Tso p<0,05.
TB, tuberculosis.

Como se menciond anteriormente, el porcentaje de apoptosis en los cultivos de CMP del
grupo TB fue superior al observado en aquellos de Sujetos Sanos, siendo este efecto mas
evidente en los pacientes con TB leve y moderada, para todos los tratamientos a los
cuales fueron expuestas las CMP. El efecto proapoptdtico del Cortisol sobre los cultivos
estimulados de células mononucleares provenientes de Controles también se observd en

CMP de Pacientes, mas aun, en los grupos TB-Leve y TB-Severo; Tabla 11y 12.
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Hormona Grupos
, B
Sllultle Cortisol DHEA eI Moderados Severos
n=15
n=10 n=4
] ] ] 19,0 31,2%* 25 3* 21,2 0.05
(16,9-25.1) | (21,3-43,4) | (22,4-29,6) | (13,2-40,0) ’
oo ] ] 19,4 30,0* 28 5% 234 005
(17,0-26,6) | (19,5-40,6) | (24,8-29,8) | (14,3-43,3) '
P 26,65 3424 291 311
Tso 10°M (18,3-35,1) | (25,7-43,8) | (258-343) | (21,8-46,9) ns
M 203 26,2 28 5% 288 N
(17,0-29,7) | (19,2-40,6) | (25,1-29,8) | (19,1-43,5)
B 19,10 27,90* 29 8** 26,2
Tso W0°M 1 169256) | (21,1-34,9) | (256-306) | (17,3-aa,7) | 9%
. 18,4 282 30,1%* 296
W0°M 1 163-29,7) | (191-42,3) | (27.8-31,7) | (195-432) | ¥
) M ) 2409 37,2* 26,6 26,90 ns
(18,3-31,0) | (23,6-43,6) | (23,0-32,2) | (17,1-44,1)
) oM ) 211 282 22,7 211 N,
(16,7-30,1) | (20,1-39,5) | (20,9-25,2) | (11,10-31,30)
*
] ] oM 211 331 242 22,25 N

(15,2-27,2)

(16,0-42,6)

(17,8-29,0)

(14,4-36,5)

Tabla 11: Porcetaje de células apoptdticas en cultivos de 24 h de CMP provenientes de Pacientes separados por
severidad y Controles, estimuladas in vitro con Mtb muerto por calor y sonicado (Tso) y adicionados con Cortisol o

distintas concentraciones de DHEA.

Los datos se expresan como mediana (rango intercuartil). Comparaciones entre Grupos: Diferente de Control *
p<0,05; **p<0,01; Comparaciones dentro de Grupos: Diferente de cultivo sin estimular 9 p<0,0001;Diferente de
cultivo estimulado con Tso # p<0,05; § p<0,001. TB: tuberculosis.

HOrmond Controles 45
Estimulo Cortisol DHEA =15 Moderados NAE S
n=10 n=4
oo ] ] 19,4 30,0* 28,5%* 23,4 0.05
(17,0-26,6) | (19,5-40,6) | (24,8-29,8) | (14,3-43,8) '
; 26,6§ 34,24 291 311
1 6 _ )y 'y ’ 7
Tso oM (18,3-35,1) | (25,7-43,8) | (258343) | (21,8-46,9) ns
0" M 21,0 32,6 28,4% 282 N
(20,3-31,7) | (23,4-44,1) | (26,6-33,2) | (18,7-48,5)
. . 21,3 30,8 29,9* 28,25
Tso 10°M 1 10°M L o00086) | (21,7-42,4) | (264-34,7) | (18,2-46,3) ns
. 244 33,3* 31,5% 29,8
10°M | 1933000 | (22,3-43,1) | (30,3-353) | (19,0-46,0) 0,05

Tabla 12: Porcetaje de células apoptdticas en cultivos de 24 h de CMP provenientes de Pacientes separados por
severidad y Controles, estimulados in vitro con Mtb muerto por calor y sonicado (Tso) y adicionados con Cortisol y

distintas concentraciones de DHEA.

Los datos se expresan como mediana (rango intercuartil).Comparaciones entre Grupos: Diferente de Control *

p<0,05; **p<0,01; Comparaciones dentro de Grupos: Diferente de cultivo sin estimular § p<0,0001; Diferente de
cultivo estimulado con Tso # p<0,05; § p<0,001
TB: tuberculosis.
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4.1.4. Efecto del Cortisol y Dehidroepiandrosterona sobre la apoptosis tardia de
CMP de Controles y Pacientes con TB.

El porcentaje de CMP hipodiploides a los 4 dias de cultivo, luego de ser estimuladas
especificamente y adicionadas con Cortisol y/o DHEA, se muestran en la tabla 13 y 14. Los
resultados obtenidos a través del andlisis de la proporcién de células que exponen
Fosfatidil Serina en la cara externa de la membrana plasmdtica, evaluada mediante la
union de Anexina V como manifestacién de procesos apoptdticos tempranos, se vieron
ratificados mediante la incorporacién de IP al ADN celular y cuantificacion de la
subpoblacién hipodiploide. Es asi que el porcentaje de células hipodiploides se manifestd
siempre superior en los cultivos celulares provenientes de Pacientes con respecto a
aquellos de los Controles, independientemente del tratamiento hormonal al que fueron
sometidos.

La estimulacidon con Mtb sonicado no incrementd la apoptosis de las CMP a los 4 dias de
cultivo, salvo para el caso de CMP estimuladas con Tso, provenientes de Pacientes y co-
cultivadas con Gc 10° M y DHEA 107 M, (tabla 14). Tampoco se observaron diferencias al
analizar este parametro en CMP provenientes de Pacientes y de acuerdo a la severidad de

la TB pulmonar (resultados no presentados).

60|Resultados



Hormona Grupo
Estimulo Cortisol Controles
n=15
] ] ] 34,3 38,1 N
(19,4-52,1) (28,2-47,3)
oo ] ] 29,1 42,6 N
(23,9-49,0) (27,9-48,4)
5 27,8 36,6
Tso 10°M . (20,3-43,2) (29,7-45,3) ns
S 29,5 38,3
10°M (23,0-49,3) (28,3-54,2) ns
5 31,2 47,8
Tso ] 10°M (26,1-50,9) (32,1-55,1) ns
5 30,7 43,6
10°M (22,4-38,2) (29,8-55,6) ns
P 32,5 30,7
- 10°M . (24,0-42,7) (25,6-33,8) ns
.7 29,8 35,2
- 10°M . (24,0-48,5) (26,6-43,0) ns
p 29,0 37,0
- ] 10°M (23,9-46,5) (28,9-51,8) ns

Tabla 13: Porcentaje de células apoptéticas en cultivos de 4 dias de CMP provenientes de Pacientes y
Controles estimulados in vitro con Mtb muerto por calor y sonicado (Tso) y adicionados con Cortisol o
distintas concentraciones de DHEA. Los datos se expresan como mediana (rango intercuartil).

Hormona Grupo
Estimulo Cortisol Controles
n=15
Teo ] ] 29,1 42,6 N
(23,9-49,0) (27,9-48,4)
P 27,8 36,6
Tso 10°M (20,3-43,2) (29,7-45,3) ns
S 273 39,0
10°M (23,8-42,3) (32,2-53,2) 0,03
5 E 28,0 39,3
Tso SUSL Ll (22,1-43,6) (21,2-49,1) ns
5 26,2 35,9
10°M (23,9-42,6) (30,4-44,4) ns

Tabla 14: Porcentaje de células apoptdticas en cultivos de 4 dias de CMP provenientes de pacientes y
Controles estimulados in vitro con Mtb muerto por calor y sonicado (Tso) y adicionados con Cortisol y
distintas concentraciones de DHEA. Los datos se expresan como mediana (rango intercuartil).

61|Resultados



Capitulo 2

4.2. Analisis de los niveles plasmaticos de Cortisol, DHEA y DHEA-S, y su
relacion con la produccion de IFN-y en cultivos de CMP de Pacientes con
TB pulmonar, Controles y Convivientes de primer grado.

Por las caracteristicas de la TB humana, donde se hace imposible definir el tiempo
transcurrido entre el contacto con la micobacteria y la manifestaciéon de la patologia fue
necesario (para elucidar las modificaciones producidas en el tiempo respecto de la
respuesta inmune antituberculosa), estudiar individuos con exposicidon conocida, esto es,
los convivientes intimos de pacientes baciliferos sin signos y sintomas de enfermedad
(sujetos inmunoprotegidos).Dado que un porcentaje de ellos desarrollan TB sub-clinica o
auto controlada, decidimos ampliar los estudios realizados en pacientes con respecto a los
niveles de Cortisol, DHEA y DHEA-S como asi también evaluar las concentraciones de IFN-y

una citocina del patrén Th1 relevante en esta patologia.

4.2.1. Descripcion de la Poblacion estudiada

Conjuntamente con los Controles y los Pacientes con TB pulmonar, se estudiaron 20

Convivientes de éstos ultimos cuyas edades y distribucidon por sexo se muestran en la

siguiente tabla:

Controles Convivientes
Leves Moderados Severos
E'dad N 37,08+12,57 | 35,56+16,76 | 38,93+17,93 | 38,93+17,93 | 47,45+14,44
(Promedio +DE afios)
Sexo M/F 12/6 9/4 11/4 6/2 6/14

Tabla 15: Descripcién general de la muestra poblacional estudiada. DE: desvio estandar

A partir de la extraccién sanguinea se analizaron las caracteristicas del hemograma vy
féormula, cuyos valores absolutos y porcentajes se muestran a continuacién, tablas 16y 17
respectivamente.

Como podemos observar no se presentaron diferencias significativas en cuanto a los

glébulos rojos, hemoglobina o gldébulos blancos totales, en cambio las plaquetas
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estuvieron significativamente aumentadas en los pacientes con respecto a los Controles o

Convivientes, Tabla 16

‘ Convivientes ‘ Controles ‘

n=20 n=14
Gll;)bl’ﬂos Rosjos 45 4,7 4,8
10° cél/mm (4,2-5,0) (4,5-5,0) (4,3-5,1) ns
Hemoglobina 13,2 13,3 14,4
g/dl (12,5-14,5) (12,1-14,0) (12,6-14,7) ns
Blancos totales 6,73 8,8 7,0
10°cél/mm? (5,69,2) (6,7-10,9) (6,0-8,2) ns
Plaquetas 248,5 394,0 250,0 0.05

(190,0-290,0) (281,0-528,0) (208,0-294,0) !

Tabla 16: Elementos figurados de la sangre correspondientes a pacientes con TB pulmonar,
Controles y Convivientes. (Valores totales)

Al analizar la proporcion de neutréfilos respecto al total de gldbulos blancos (porcentaje),
los pacientes tuberculosos presentaron, en su mayoria valores superiores a los
considerados normales (45-65 %, referencia Laboratorio Central-Hospital Provincial del
Centenario) y con diferencias significativas con respecto a Controles y Convivientes. Por
otra parte, este ultimo grupo presentd los mayores valores de basdfilos.

En cuanto a los linfocitos se evidencié un valor inferior al normal (25-35 %, referencia
Laboratorio Central-Hospital Provincial del Centenario) en los pacientes, observdndose

una disminucioén significativa con respecto a los Controles y a Convivientes.

Convivientes Controles
n=20 n=14
Neutrofilos[%] 53,8 71,5 61,9 001
(48,5-60,8) (65,5 -75,5) (59,4-71,8) !
Basofilos [%] 0,6 0,5 0,5 003
(0,5-0,9) (0,4-0,5) (0,3-0,6) !
Eosindfilos [%] 3,3 3,0 1,9 ns
(2,0-5,2) (1,7-4,1) (1,7-3,5)
Linfocitos [%] 32,5 18,6 27,0 001
(29,7-39,2) (14,4-26,7) (19,0-29,0) ’
Monocitos [%] 4,9 6,1 6,8
(4,1-7,5) (4,8-7,7) (4,0-8,8) ns

Tabla 17: Elementos figurados de la sangre correspondientes a pacientes con TB pulmonar,

Controles y Convivientes. (Porcentajes) 63|Resultados




Si clasificamos a los Pacientes de acuerdo a la severidad de su afeccién pulmonar
podemos mencionar que en los individuos con TB Severa se observaron los mayores
valores de glébulos blancos totales, mientras que las plaquetas estuvieron aumentadas

tanto en pacientes Severos como en Moderados.

Con\::l::)ntes Leves Moderados | Severos Co:fr&les

- n=10 n=12 n=6 -
ﬁ"_’b”'“ 4,5 4,8 4,6 4,6 4,8 i,
O omm? | 42500 (47500 (4452)  (4350)  (4351)
Hemoglobina 13,2 13,5 13,5 12,4 14,4 N
g/di (12,5-14,5)  (12,2-14,3) (11,7-14,8) (11,813,3) (12,6-14,7)
f':“lws 6,73 7.2 9,0 10,4 7,0 0001
lgg‘c"éf;‘mms (5,6-9,2) (6,7-8,4)  (6,9-10,9)  (9,3-11,4)  (6,0-8,2) '

248 324 431 373 250
Plaquetas (190-290)  (249-384) = (293-481)  (318-549)  (208-294) 09!

Tabla 16: Elementos figurados de la sangre correspondientes a pacientes con TB pulmonar, Controles
y Convivientes. (Valores totales)

En la tabla 17 se detallan las poblaciones celulares de acuerdo a la severidad de los

pacientes, fueron los individuos con TB severa los que presentaron mayores valores de

neutrdéfilos y menores de linfocitos y basofilos con respecto al resto de los grupos.

Convivientes Moderados Severos Controles
n=14
n=12 n=6

Neutrofilos 53,8 66,8 71,3 73,9 61,9 0001
[%] (48,5-60,8) (60,0-72,8) (66,0-74,6) (70,0-79,5) (59,4-71,8) !
Basofilos 0,6 0,5 0,5 0,3 0,5 0.005
[%] (0,5-0,9) (0,4-0,6) (0,4-0,6) (0,3-0,5) (0,3-0,6) !
Eosindfilos 3,3 2,9 2,2 2,95 6,8 ns
[%] (2,0-5,2) (2,5-5,5) (1,1-3,5) (1,1-4,5) (4,0-8,8)
Linfocitos 32,5 21,3 18,2 14,8 0,5 0.001
[%] (29,7-39,2)  (17,2-28,8) (16,9-20,0) (11,6-17,3) (0,3-0,6) !
Monocitos 4,9 5,9 7,4 6,8 1,9 ns
[%] (4,1-7,5) (5,2-7,1) (6,1-8,6) (4,4-8,6) (1,7-3,5)

Tabla17: Elementos figurados de la sangre correspondientes a pacientes con TB pulmonar, separados por
severidad, Controles y Convivientes. (Porcentajes)
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4.2.2. Cuantificacion plasmatica de DHEA, DHEA-S y Cortisol

Con el objetivo de realizar un perfil enddcrino, particularmente relacionado con el eje
HPA, tanto en los grupos de Pacientes y Controles como asi también de los Convivientes
se determinaron las concentraciones plasmaticas de Cortisol, DHEA y DHEA-S.

Los resultados de las mencionadas determinaciones se muestran en la tabla 18, como
puede observarse, los niveles medios de Cortisol de aquellos pacientes con TB-Severa
fueron significativamente superiores a los hallados tanto en Controles como en
Convivientes. Asimismo dentro del grupo de Pacientes aquellos con TB-Leve presentaron
las concentraciones plasmadticas mas bajas, siendo estadisticamente significativas al
compararlas con los TB-Severos.

Mientras que las concentraciones de DHEA-S no mostraron diferencias significativas entre
los distintos grupos; los niveles de DHEA en el plasma de los pacientes fueron menores
gue los de los Controles. Por otro lado los Convivientes presentaron una reduccién de
aproximadamente el 50% en los valores de esta hormona al compararlos con los Controles
y ademas estas concentraciones no difirieron de las halladas en los distintos grupos de
pacientes.

La mayor relacidn Cortisol/DHEA se observd en los Pacientes al compararla tanto con la
de los Controles, como con la de los Convivientes, y a su vez, este Ultimo grupo presentd
una relacion mayor a la de Controles. Al evaluar la relacién DHEA-S/DHEA sélo pudo
observarse un aumento de la misma en los Pacientes severos que fue cercana al

significado estadistico, con respecto al resto de los grupos.
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Hormonas

Controles Convivientes
n=14 n=20 Leves Moderados Severos
n=13 n=14 n=7
Cortisol 119,2412,8 | 111,3+104 | 104,0+12,1 | 1451+12,8% | 219+62%*
(ng/ml)
DHEA
11,60+2,70t  5,84+0,99 4,4610,73 4,18+0,70 3,89+1,00
(ng/ml)
DHEA-S 1,33+0,26 1,05+0,17 0,65+0,18 0,9740,30 1,19+0,16
(ng/ml)
Relacion
+ T + + + +
Cortisol/[DHEA 19,28+5,73 29,1346,04# 29,99+10,14  47,10+8,00  72,70+16,25
Relacion
+ + 174,9+ 293,2+4 177
DHEA-S/DHEA 173,4427,1 245,1+45,9 ,9+39,6 93,2+49,5 | 395, 0§

Tabla 18: Niveles plasmaticos de Cortisol, DHEA y DHEA-S y Relaciones Cortisol/DHEA; DHEA-S/DHEA en
Controles, Convivientes y Pacientes discriminados por severidad. Los datos se representan como media *

error estandar.

* Diferente de Convivientes, p<0,04; ** Diferente de los restantes grupos, p<0,01; T p<0,02; § p=0,05;

HNfAnvnanmta Ada Cavtvala~ o

4.2.3. Respuesta Proliferativa antigeno-especifica de CMP provenientes de

AA PDaninntan maadavadan.,

P N a N 1=

Pacientes con TB pulmonar, Convivientes y Controles.

Una vez analizado el perfil enddcrino de Pacientes, Convivientes y Controles, se decidid
investigar la capacidad linfoproliferativa de las CMP de estos individuos, la misma se

evalué frente al antigeno especifico (Tso) y frente a un mitégeno como es la

Concanavalina A (Con A).

En la tabla 19 se expresan los resultados como Indice de Estimulacién (Linfoproliferacion

frente a Tso/Linfoproliferacidn basal) y como indice Con A (Linfoproliferacion frente a Con

A/ linfoproliferacién basal)
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| Indice de |
. . Indice ConA
Estimulacion

Controles 18,8 66,5
n=13 (12,9-40,9) (20,3-119,3)
Convivientes 28,6 64,4
n=19 (14,1-65,2) (51,5-142,5)
TB-Leves 21,7 43,0
n=13 (11,9-38,6) (23,7-71,1)
TB-Moderados 19,2 56,6
n=13 (14,0-30,2) (9,8-80,4)
TB-Severos 7,26 * 15,1 **
n=8 (3,4-11,2) (10,9-39,08)

Tabla 19: Respuesta linfoproliferativa de CMP de Pacientes con TB pulmonar, Controles y Convivientes
frente al antigeno especifico (Tso) y frente a Con A. Los datos correspondientes al indice de estimulacion
se calcularon como la relacién de las cuentas por minuto(cpm) de los cultivos estimulados con Tso/cpm
de cultivos sin estimular y los correspondientes al indice Con A como cpm cultivos estimulados con Con
A/cpm cultivos sin estimular. Los mismos se representan como mediana (rango intercuartil)

* Diferente de los sriinons restantes. n<0.02: ** n<N.04

Con respecto a los cultivos estimulados con Tso se pudo observar que los Pacientes con TB
severa presentaron una respuesta linfoproliferativa significativamente menor que el resto
de los grupos estudiados. Por otro lado las células provenientes de los Convivientes
mostraron mayores valores de proliferacién antigeno-especifica que los Controles aunque
la diferencia no llegé a ser significativa.

Si observamos la respuesta frente al mitégeno (Con A) también pudo corroborarse una

menor respuesta en el grupo de los Pacientes Severos.

4.2.4. Cuantificacion de los niveles de IFN-y en cultivos de CMP de Pacientes con
TB pulmonar, Convivientes y Controles, estimuladas con Tso y adicionadas
con Cortisol y/o DHEA

Como se muestra en la Tabla 20, la produccion de IFN-y por parte de las CMP estimuladas
con Tso y provenientes de Convivientes fue significativamente superior que la de las CMP
del resto de los grupos estudiados. El tratamiento con Cortisol indujo una reduccién en la
sintesis de esta citocina en todos los grupos al comparar con aquellos cultivos estimulados
y sin hormonas, a su vez si comparamos entre grupos las células de Convivientes y

Pacientes Leves mostraron una produccién aumentada de IFN-y con respecto a la del
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resto. Al cocultivar las células estimuladas y adicionadas con Cortisol, con las distintas

dosis de DHEA se mantuvo la reduccién observada en los cultivos estimulados y con

Cortisol.
Controles Convivientes
Cortisol o Leves Moderados 1| Severos 9 _
n=18 n=13
n=13 n=15 n=8
i i i 4 4 4 4 8 ns
(4-4) (4-4) (4-9) (4-28) (4-25)
i i 782 1775 1202 807 2670 # 0001
(416-1227) (616-2779) (656-2764) (287-957) (1313-6206) ’
10° M i 264§ 6718 234§ 63 T 630% 0.05
(97-483) (238-1020) (57-812) (10-331) (146-1743) ’
* *
107 M 804 1453 1111 722 1966 0,025
(311-1115) (388-3039) (448-1677) (268-941) (896-5716)
k 3k *
i 10°M 654 1760 893 648 3439 0,005
Tso (250-1061) (502-3450) (496-1878) (192-924) (1404-5303)
10°M 718 1794 1070* 623 3978 0.001
(338-1295) (598-3632) (585-1912) (136-956) (1687-5950) ’
+ k¥
107 M 238§ 589 2098 34 588 0,01
(69-452) (281-1006) (79-427) (9-303) (215-2715)
P 8 226§ 559 1458 487 525%
10°m | 107°M (82-502) (316-1073) (72-524) (9-251) (206-2200) 0,01
1.
10°M 199§ 915 354§ 45 467% 0,05
(82-523) (306-1156) (97-599) (9-290) (94-3475)

Tabla 20: Niveles de IFN-y (pg/ml), en cultivos de CMP estimuladas con Tso durante 4 dias, de pacientes con TB, Convivientes y

Controles y adicionadas con Cortisol y/o Dehidroepiandrosterona

Comparacién dentro de grupo en referencia al cultivo estimulado sin hormonas: * p<0,02; ** p<0,01; t p<0,005; ¥ p<0,002; §

p<0.01. Comparacion entre grupos: diferente de Moderados #p<0,05
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CAPITULO 3

4.3.Efectos de la adicion de sobrenadantes de cultivos de CMP de Pacientes
con TB pulmonar y Controles sobre la produccion de esteroides por la
linea celular NCI-H295R.

En estudios previos observamos modificaciones en la producciéon de DHEA cuando a la
linea adrenal humana NCI-H295R se le adicionaban sobrenadantes de cultivos de CMP
provenientes de Controles o Pacientes con TB. Aquellos sobrenadantes provenientes de
células de Pacientes que habian sido estimuladas con Tso inhibieron significativamente la
produccidon basal de DHEA; este efecto fue aun mas evidente en condiciones de
estimulacién con Fk al compararlo con aquellos cultivos tratados con SN provenientes de
Controles Sanos (128). Ante lo expuesto se consideré de interés investigar que
mediadores secretados por las células periféricas mononucleares (CMP) estarian
implicados en la inhibicién de la sintesis de DHEA por parte de la linea celular adrenal
humana NCI-H295R.

Para cumplimentar este objetivo, fue necesario establecer cuales eran las condiciones
adecuadas para el desarrollo de la linea adrenal a fin de realizar los experimentos
previstos y que se detallan en Materiales y Métodos, items 3.16 y 3.17.

La linea celular, que se encontraba criopreservada en nitrégeno liquido, se expandié in
vitro y una vez estabilizado su crecimiento se constatd que en las condiciones de trabajo
elegidas no se viera modificada la viabilidad celular, que los cultivos exhibieran en los
tiempos seleccionados para los experimentos un patron exponencial de crecimiento y que
ademas la linea conservara la capacidad esteroidogénica tanto en condiciones basales o

de estimulacion con Fk.

4.3.1. Comportamiento de la linea NCI-H295R en las condiciones
experimentales propuestas.

4.3.1.1. Analisis de la viabilidad celular de cultivos de la linea NCI-H295R

La viabilidad celular fue estimada por medio del ensayo de sales de Metil Tetrazolium
(MTT). A fin de conocer si las condiciones de trabajo modificaban la viabilidad de las
células en cultivo, se estimd la misma a las 48 h de alcanzado el 70% de subconfluencia, en

condiciones basales y de estimulacidn con Fk. Para cada dosis de siembra y tratamiento se
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trabajé con cuatro cultivos independientes de la linea y se realizaron dos vueltas
experimentales.

En los ensayos se consideraron dos variables: concentracién de células sembradas y
tiempo de incubacién con MTT, por las caracteristicas del ensayo, el mismo debié
realizarse en policubetas de 96 pocillos. Se utilizaron distintas dosis de siembra, las cuales
incluian 22.400 cél/pocillo que se correspondia a la definida como éptima en ensayos
previos en placa de 24 pocillos (70.000 cél/cm?) y ademads se incubaron las células a 5
tiempos distintos (Ver item 3.14 Materiales y Métodos). Como puede observarse en la
figura 8, a medida que aumenta la dosis de siembra mayor es la DO, estabilizdndose para
las dosis de 22.400 cél/pocillo. Este efecto se observd para todos los tiempos de
incubacién con MTT estudiados, Ademas pudo constatarse que la viabilidad celular no se

vio afectada por el tratamiento con Fk.

30 min de incubacién 1 hora de incubacion
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4 horas de incubacion
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4.3.1.2. Proliferacion de la linea adrenal humana NCI-H295R en diferentes
medios de cultivos

Al analizar la curva de crecimiento de la linea celular NCI-H295R, para la siembra de
22.400 cél/pocillos en placa de 96 pocillos se pudo constatar que las células comenzaron a
proliferar luego de una semana de cultivo, cuando las mismas alcanzaron el 70% de
confluencia (considerado como variable t = 0), cuando las células alcanzaron un
porcentaje de confluencia del 70 % determinado con microscopio de luz invertida. Dado
gue en ensayos posteriores las células adrenales se tratarian con los sobrenadantes
provenientes de los cultivos de CMP de Pacientes y Controles cultivados en Medio RPMI
1640, suplementado con Atb y SABi (en adelante: RPMI) (ver Materiales y Métodos item
3.12) A partir de ese momento, y luego de realizar cambio de medio, a la mitad de los
cultivos se les adicion6 50 % de medio RPMI y 50% de medio DMEM/F12 + aditivos (ver
Materiales y Métodos item 3.13) (En adelante: DMEM) (barras azules), y a la otra mitad
s6lo DMEM (barras verdes); 24 h mas tarde a la mitad de cada uno de los distintos cultivos
se los tratd con Fk (barras llenas), figura 9.

Como puede observarse, luego del agregado de Fk, en los cultivos de 48 h se evidencio
una disminucién de la proliferacién celular independiente del medio de cultivo utilizado;
sin embargo a las 72 h estas diferencias ya no fueron notorias y el desarrollo celular fue

mayor cuando se utilizé RPMI. A las 96 h las células crecieron mejor en DMEM.
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FIGURA 9: Proliferacion de la linea celular NCI-H295R, evaluada como incorporacion de [3H]timidina. Los
resultados se muestran como promedios + EE de las cuentas por minuto (cpm) para cada dia de cultivo,
t=0 corresponde al 70 % de confluencia para una siembra de 22.400 cél/pocillo en placa de 96 pocillos,
bajo condiciones basales (barras vacias) y de estimulacién con Fk (barras llenas) y para aquellas células
cultivadas en DMEM/F12+aditivos (verde) y 50 % RPMI 1640 + aditivos + 50 % DMEM/F12+aditivos (azul).

* p<0,05; ** p<0,01

Estos resultados confirmaron que durante 72 h luego de alcanzado el 70% de confluencia

la linea se desarrollaba bien, aun con el agregado de 50% de medio RPMI.

4.3.1.3. Cuantificacion de los niveles de Cortisol, DHEA y DHEA-S en cultivos de
la linea adrenal NCI-H295R

Para la determinacion de los niveles de las hormonas adrenales, a las 48 h de alcanzado el
70% de confluencia, se sembraron 70.000 cél/cm? en placas de 24 pocillos. Con respecto
al primero de los esteroides estudiados, figura 10, se pudo observar que la produccion
basal de Cortisol por las células adrenales, fue superior cuando las éstas se cultivaron en
50 % de RPMI, esta diferencia también se observd al adicionar Fk, donde ademas se
comprobd que este activador aumentaba significativamente la produccién de Cortisol con

respecto a los cultivos que no recibieron el activador Fk.
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Las concentraciones de DHEA se vieron aumentadas significativamente como producto de
la accion de Fk, sin diferencias en los niveles de esta hormona cuando las células fueron
cultivadas en DMEM o 50% RPMI. Una tendencia similar se observd al evaluar los niveles
de DHEA-S.

Toda linea celular puede modificar su comportamiento y es indispensable confirmar que
mantenga todas las caracteristicas de la linea originaria, mas aun cuando se introduce a
otro laboratorio como ocurrié con la linea adrenal NCI-H295R donada al Instituto de
Inmunologia por la Dra Bornstein. De los resultados expuestos se desprende que esta
linea, para la dosis de siembra considerada como dptima: 70.000 cél/cm?/200ul llegé al
70% de confluencia en plena fase exponencial de desarrollo y es en esta etapa donde se

llevaron a cabo los experimentos que se detallan mas abajo (item 4.3.2 y 4.3.3). Ademas
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se observd que en las primeras 72 h, luego de alcanzar el 70% de confluencia el
crecimiento en el medio con RPMI fue superior al de DMEM, efecto que se invirtid a las 96
h Esto podria atribuirse a que las células en medio con RPMI alcanzaron antes la
confluencia y por su nimero agotaron los nutrientes del medio de cultivo.

A las 48 h de alcanzar el 70% de confluencia los cultivos tratados con Fk mostraron menor
proliferacién, lo que se relacionaria con una mayor diferenciacién celular, aunque no
puede descartarse un aumento de células en apoptosis. Sin embargo la viabilidad celular,
analizada por la prueba de MTT, no se modificé por el tratamiento con Fk en los cultivos
gue crecian en DMEM (Figura 8).

Dado que la linea adrenal se preservd en nitrégeno liquido, luego de expandirla, evaluar
su crecimiento y analizar su viabilidad, fue necesario constatar si mantenia la capacidad de
sintesis de las hormonas en estudio, asi como la estimulacién de la esteroidogénesis por el
agregado de Fk. Como lo muestran las Figuras precedentes, para las condiciones de
trabajo propuestas la linea produce cantidades cuantificables de Cortisol, DHEA y DHEA-S,
las que se incrementaron significativamente por el tratamiento con Fk.

En funcidn de los ensayos realizados se considerd que las condiciones de trabajo con la

linea eran las dptimas para comenzar a demostrar los objetivos propuestos.

4.3.2. Analisis de la modificacion en la produccion de esteroides adrenales por
sobrenadantes de cultivo de células mononucleares periféricas de
Pacientes con tuberculosis pulmonar y Controles.

En una primera etapa se investigd como los productos de la respuesta inmune especifica
contra el Mtb modulaban la esteroidogénesis adrenal, centrando la atencidén en Ia
producciéon de Cortisol, DHEA y DHEA-S. Para ello se realizaron cultivos de CMP de
Pacientes y Controles que fueron estimuladas, durante 24, 36 h y 4 dias, con Mtb muerto
por calor y sonicado (Tso) y cuyo sobrenadante fue recolectado y almacenado como se
detalla en Materiales y Métodos (item 3.12). También se realizaron cultivos sin estimular
con la micobacteria y se procedié de manera similar.

Los sobrenadantes (SN) correspondientes a los distintos tiempos de cultivo y tratamientos

se agruparon conformando pooles, cada uno de ellos constituido por un mismo volumen
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de SN individual. Cada pool de SN proveniente de cultivos sin estimular se denomind SN

Basal y aquel proveniente de cultivos estimulados, SN Tso.

4.3.2.1. Niveles de Cortisol, DHEA y DHEA-S, en sobrenadantes de la linea
adrenal humana NCI-H295R adicionada con SN de CPM de Pacientes y
Controles cultivadas durante 36 h.

Como se muestra en la figura 11 A, los niveles de DHEA aumentaron en los medios
condicionados provenientes del tratamiento de la linea NCI-H295R con SN basal, tanto en
los que fueron estimulados, como asi también en los no estimulados con Fk. En cambio un
efecto inverso se observé con la adicién de SN Tso donde las concentraciones de DHEA
disminuyeron significativamente con respecto a los cultivos controles de linea, con y sin la
adicién de Fk (misma grafica).

Cuando los cultivos se trataron con SN provenientes de CMP de Pacientes, (Figura 11 B), a
diferencia de lo observado en la figura 11 A y para el caso de los cultivos estimulados con
Fk, no sélo se constaté una inhibicién en la produccién de DHEA en aquellos cultivos

tratados con SN Tso, sino también en los que recibieron SN Basal.
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Figura 11: Niveles de DHEA(ng/ml) en SN de cultivos de la linea adrenal humana NCI-H295R con vy sin Fk,
(barras vacias y llenas respectivamente), al adicionar 50% RPMI (Control de la linea) o SN de CMP
provenientes de Controles (A), y pacientes severos (B) cultivados durante 36 h, adicionados o no con Tso
(SN Basal y SN Tso respectivamente). Los datos se representan como media y error estandar.
Concentracion de siembra: 70.000 cél/cmz/ZOOpl; n=4. La cuantificacién se realizé a las 48 h luego de
alcanzar el 70 % de confluencia. DMEM: medio DMEM/F12+aditivos. RPMI: medio RPMI 1640 + Atb + SABi

(ver Materiales y Métodos item 3.12 y 3.13)
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Al evaluar las concentraciones de DHEA-S en los cultivos adicionados con SN provenientes
de CMP de Controles, pudo observarse un comportamiento similar al descripto para los
niveles de DHEA (figura 12 A); en cambio, al adicionar SN de CMP de Pacientes con TB
Severa, solo los SN Tso lograron inhibir la produccién de DHEA-S, mostrandose

significativa para el caso de los cultivos no tratados con Fk.
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Figura 12: Niveles de DHEA-S (ug/ml) en SN de cultivos de la linea adrenal humana NCI-H295R con vy sin
Fk, (barras vacias y llenas respectivamente), al adicionar 50% RPMI (Control de la linea) o SN de CMP
provenientes de Controles (A), y Pacientes Severos (B) cultivados durante 36 h, adicionados o no con Tso
(SN Basal y SN Tso respectivamente). Los datos se representan como media y error estandar.
Concentracién de siembra: 70.000 cél/cmz/ZOOul; n=4. La cuantificacién se realizd a las 48 h luego de
alcanzar el 70 % de confluencia. DMEM: medio DMEM/F12+aditivos. RPMI: medio RPMI 1640 + Atb + SABi
(ver Materiales y Métodos item 3.12 y 3.13)

Con respecto a la produccion de Cortisol, (figura 13) se observaron aumentos en los
niveles del esteroide adrenal en los medios condicionados de la linea, tanto con la adicién
de SN Basal como de SN Tso. El mismo efecto fue evidenciado para SN provenientes de
cultivos de CMP de individuos sanos (figural3 A) asi como de pacientes con TB Severa
(figura 13 B). Aunqgue en el primero de los casos (figural3-A), la produccién de Cortisol fue
significativamente superior en los cultivos tratados con SN Basal-Fk con respecto a SN Tso-

Fk.
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Figura 13: Niveles de Cortisol (ng/ml) en SN de cultivos de la linea adrenal humana NCI-H295R con y sin
Fk, (barras vacias y llenas respectivamente), al adicionar 50% de RPMI (Control de la Linea) o SN de CMP
provenientes de Sujetos Sanos(A) y Pacientes severos (B), adicionados o no con Tso (SN Basal y SN Tso
respectivamente) y cultivadas durante 36 h Los datos se representan como media y error estandar.
Concentracion de siembra: 70.000 cél/cmz/ZOOul; n=4. La cuantificacién se realizé a las 48 h luego de
alcanzar el 70 % de confluencia. DMEM: medio DMEM/F12+aditivos. RPMI: medio RPMI 1640 + ATB + SABi
(ver Materiales y Métodos item 3.12 y 3.13)

Posteriormente se procedidé a investigar la accién de los SN de CMP de Pacientes y
Controles cultivadas con y sin estimulacidn antigénica (SN Tso y SN Basal respectivamente)

durante 24 hy 4 dias.

4.3.2.2. Niveles de Cortisol, DHEA y DHEA-S, en Sobrenadantes de la linea
adrenal humana NCI-H295R adicionada con SN de CPM de Pacientes y
Controles, cultivadas durante 24 h.

A continuacion se muestran los valores correspondientes a la produccidon de las tres
hormonas esteroideas estudiadas, cuando a la linea se le adiciond SN de CMP de Pacientes

y Controles cultivadas durante 24 h.
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Al evaluar los niveles de DHEA producidos por la linea luego de adicionar SN de CMP de
Pacientes y Controles cultivadas durante 24 h, observamos en todos los casos un aumento
significativo en la produccion de este esteroide, siendo ésta mayor en los cultivos tratados
con Fk. Aunque no se observaron diferencias atribuibles a la procedencia de los SN,
excepto en aquellos cultivos que no recibieron Fk, y que fueron tratados con SN de CMP
de Controles, donde solo la adicién de SN Tso indujo un aumento en los niveles de DHEA
con respecto a los cultivos tratados con SN Basal. Este efecto no pudo ser observado al
utilizar SN de CMP de Pacientes.

Con respecto a la produccién de DHEA-S su comportamiento fue similar al descripto para
DHEA

Al analizar la produccion de Cortisol por la linea adrenal al adicionar SN de CMP de
Controles (figura 15 A) y Pacientes con TB severa (figura 15 B), cultivadas durante 24 h,
pudo observarse que en ambos casos, el agregado de SN, independientemente si provenia
de células estimuladas o no con Tso, aumentd significativamente los niveles de este
esteroide. Como era de esperarse, el agregado de Fk indujo una mayor produccién de

Cortisol.
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Figura 15: Niveles de Cortisol (ng/ml) en SN de cultivos de la linea adrenal humana NCI-H295R con y sin
Fk, (barras vacias y llenas respectivamente), al adicionar 50% RPMI (control de linea) o SN de CMP
provenientes de Controles (A) y Pacientes severos (B), adicionados o no con Tso (SN Basal y SN Tso
respectivamente) y cultivadas durante 24 h Los datos se representan como media y error estandar, n=4.
Concentracién de siembra: 70.000 cél/cmZ/ZOOpI; La cuantificacion se realiz6 a las 48 h luego de alcanzar
el 70 % de confluencia. DMEM: medio DMEM/F12+aditivos. RPMI: medio RPMI 1640 + Atb + SABi (ver
Materiales y Métodos item 3.12 y 3.13)

Por dultimo, para evaluar si productos de la respuesta inmune adaptativa lograban
modificar la sintesis de los tres esteroides estudiados, se procedié a cuantificar la
produccidon de los mismos en aquellos cultivos de la linea celular, adicionados con
sobrenadantes de CMP de Controles y Pacientes con TB que fueron cultivados durante 4

dias.

4.3.2.3. Niveles de Cortisol, DHEA y DHEA-S, en Sobrenadantes de la linea
adrenal humana NCI-H295R adicionada con SN de CPM de Pacientes y
Controles cultivadas durante 4 dias.

Como se evidencia en la figura 16 A y B, en todos los cultivos, el agregado de Fk aumentd
significativamente la sintesis de DHEA, independientemente de la procedencia del SN.
Ademas, tanto la adicion de SN de CMP de Controles como de Pacientes, estimuladas o no
con Tso, indujo un aumento significativo en la sintesis de esta hormona, y este incremento
pudo observarse aun en los cultivos de la linea que no fueron estimulados con Fk. Un
comportamiento similar se puso de manifiesto al evaluar los niveles de DHEA-S en los

mismos cultivos.
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Figura 16: Niveles de Dhea (ng/ml) en SN de cultivos de la linea adrenal humana NCI-H295R con vy sin Fk,
(barras vacias y llenas respectivamente), al adicionar 50% RPMI 1640 (control de linea) o SN de CMP
provenientes de Controles (A) y Pacientes (B), adicionados o no con Tso y cultivadas durante 4 dias. (SN
Basal y SN Tso respectivamente). Los datos se representan como media y error estandar; n=4
Concentracion de siembra: 70.000 cél/cmz/ZOOul; La cuantificacidn se realizé a las 48 h luego de alcanzar el
70 % de confluencia. DMEM: medio DMEM/F12+aditivos. RPMI: medio RPMI 1640 + Atb + SABi (ver
Materiales y Métodos item 3.12 y 3.13)

La figura 17 muestra la produccion de Cortisol en los cultivos de la linea tratados con los
mencionados SN. Tanto para el agregado de SN Basal como para el de SN Tso se observé
un aumento significativo en los niveles cuantificados de este esteroide ya sea que los SN
procediesen de cultivos de CMP de Controles (panel A) o de Pacientes Severos (panel B),

este efecto se hizo mas evidente con el agregado de Fk.
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De acuerdo a los tiempos de cultivo de las CMP y de la procedencia de las mismas, los
distintos SN mostraron un efecto diferencial sobre la esteroidogénesis. Los SN de 24 hy 4
dias favorecieron tanto la sintesis de DHEA y DHEA-S como de Cortisol, en cambio aquellos
de 36 h indujeron una inhibicion en la produccidon de DHEA y DHEA-S, fundamentalmente
los SN provenientes de CPM estimuladas con Tso o provenientes de Pacientes Severos. En
esta etapa de la respuesta inmune donde priman mediadores de la respuesta innata, tales
como TNF-q, IL-1, IL-6, los mismos podrian modular positivamente la esteroidogénesis.
IL-10, TGF-B e IL-6 son mediadores producidos durante esta infeccion con potenciales
efectos inhibitorios sobre la respuesta inmune (63) y los dos ultimos con reconocida
influencia sobre la sintesis de esteroides (141,142,144), hechos que sugieren que algunos
de estos medidores podrian estar implicados en la inhibicién de la sintesis de DHEA
adrenal.

Como se expresd previamente, TGF-f se encuentra incrementado en el plasma de los
pacientes con TB, y ademas es una citocina producida por las CMP de los Pacientes con TB
Severa ante la estimulacion con Tso, sin embargo la adicion de concentraciones
fisiologicas de DHEA a estos cultivos inhibié su sintesis. De entre las citocinas con
potencial efecto inhibitorio sobre la sintesis de esta hormona adrenal, el TGF-B se podria
proponer como uno de los responsables.

En esta etapa se investigd si entre las citocinas presentes en los SN de cultivo de CMP de
Pacientes y Controles, el TGF-B podia inhibir la sintesis de DHEA por parte de la linea
adrenal.

Para ello se realizaron cultivos de la linea a los cuales se les adicionaron concentraciones
de TGF-B recombinante correspondientes a las halladas en los plasmas de Pacientes

Severos que fue el grupo que mayores valores plasmaticos arrojo: 6.100 pg/ml, (ver
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Materiales y Métodos item 3.16 y 3.17), corroborandose la inhibicién en la produccién de
DHEA por parte de la linea adrenal. A continuacion se realizé una prueba piloto con
distintas relaciones anti-TGF-B:TGFpB de la cual surgieron las concentraciones de anti-TGF-
B que mostraron revertir el efecto inhibidor del TGF-B recombinante, las que se muestran

a continuacion:

. ‘ Anti-TGF-B TGF-B
(pg/ml) (pg/ml)

25:1 152.500 6.100
10:1 61.000 6.100
11 | 6.100 | 6.100

En los experimentos donde a la linea se la co-cultivd con SN de CPM de Pacientes y
Controles (SN Basal y Tso) sdlo se traté a los pooles con anti-TGF-B, no se le agregd TGF-B
recombinante ya que justamente el objetivo de este ensayo fue revertir las modificaciones
en la produccién de hormonas esteroideas por parte de la linea comentadas

anteriormente al adicionar los SN de las CMP.

4.3.3. Analisis de la modificacion en la produccion de esteroides adrenales por
SN de cultivos de CMP de Pacientes con TB y Controles, tratados con anti-
TGF-

4.3.3.1. Cuantificacion de DHEA, y DHEA-S en cultivos de la linea adrenal NCI-
H295R adicionados con pooles de SN de CMP provenientes de Pacientes
con TB y Controles, cultivadas durante 36 h y tratados con anti-TGF-3

Los resultados correspondientes a los cultivos adicionados con SN de CMP, provenientes
de Pacientes y Controles, estimuladas o no con Tso durante 24 h y 4 dias no mostraron
inhibicién en la sintesis de hormonas adrenales por parte de la linea celular, razén por la
cual solo se presentaran los correspondientes a 36 h de cultivo. A su vez como el
tratamiento con Fk induce una mayor produccion de hormonas adrenales, los
experimentos que se describen se realizaron en cultivos de la linea estimulados con este
activador de la adenilato ciclasa.

Cuando se analizo el efecto del tratamiento de los pooles de SN Tso provenientes de CMP

de Controles, con anti-TGF-B, se observd que la dosis de anti-TGF-B correspondiente a la
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relacién 10:1 revertia el efecto inhibidor de SN Tso sobre la sintesis de DHEA, figura 18

panel A.
Para el caso de los SN provenientes de CMP de Pacientes con TB Severa tanto los SN Basal
como SN Tso inhibieron la sintesis de DHEA, efecto que fue revertido por el tratamiento

con anti-TGF-B pero en una relacién 25:1, figura 18 panel B.

2001 A Controles 200+ B TB-Severos
150 __150-
E E P<0.01
2 P<0.03 ® P<0.03
£ 1004 P<0.05 27 £ 1001
< s %é < <003 T T P0O5
T 7 T A B
227 KR 0
%% %% e B2
. . A
7 % A 7
0 % 7224 3% 0- v v BA B By 22
N S A I D N R A
@“ ,,}f‘ SRR WS (SRS & X NN NN ARK
Q PR PP NI Q 2 A2 ,ﬁ: ,ﬁ: NN NN
¢ R o > 0 S ¢ ) ) > (P
) o) o 3 > 2° K¢
> 2 K2 P K2 o 5 2> K@ 2° K2 2
Fp T ° Fp P
> > g ST T 3

Al igual que lo observado con respecto a la produccién de DHEA, la adiciéon de anti-TGF-
a los pooles de SN Tso proveniente de cultivos de CMP de Controles, en las relaciones 10:1
y 1:1, revirtié la inhibicién en la sintesis de DHEA-S observada en aquellos cultivos tratados
solo con SN Tso, figura 19 Panel A.

Si los SN provenian de cultivos de CMP de Pacientes severos, tanto los SN Basal como SN
Tso inhibian la sintesis de DHEA-S, efecto que se pudo revertirse cuando los mismos

previamente se trataron con anti-TGF-f en una relacién 25:1, figura 19 Panel B.
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Figura 19: Niveles de DHEA-S( pug/ml) en SN de cultivos de la linea adrenal humana NCI-H295R tratadas con
Fk, y con distintas dosis de anti-TGF-B, y adicionadas con SN de CMP provenientes de Controles (A) y
Pacientes con TB severa (B), cultivadas 36 h con y sin Tso (SN Basal y SN Tso respectivamente).Control de la
linea: 50% RPMI 1640 adicionado con Fk (barras verdes).Los datos se representan como media y error
estandar; n=3

4.3.3.2. Cuantificacion de Cortisol en cultivos de la linea adrenal NCI-H295R
adicionados con pooles de SN de CMP provenientes de Pacientes con TB y
Controles, cultivadas durante 36 h y tratados con anti-TGF-8

Con respecto a la produccién de Cortisol, previamente se mostraron aumentos en los
niveles de la hormona en los cultivos de la linea, luego del tratamiento con SN Basaly SN
Tso de cultivos de CMP de individuos sanos, figura 13 y 20.

Cuando a cultivos de la linea adrenal se les adicionaron los mencionados SN tratados con
anti-TGF-B (relacién 10:1) sélo en el caso de SN Tso se constaté mayor produccion de
Cortisol, figura 20.

Este mismo ensayo, pero realizado con SN provenientes de CMP de Pacientes con TB
severa no mostro variaciones en la sintesis de hormona atribuibles al tratamiento con

anti-TGF-B, figura 20 panel B.
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Figura 20: Niveles de Cortisol(ng/ml) en SN de cultivos de la linea adrenal humana NCI-H295R tratadas
con Fk, y con distintas dosis de anti-TGF-B, y adicionadas con SN de CMP provenientes de Controles (A) y
Pacientes con TB severa (B) y cultivadas 36 h cony sin Tso (SN Basal y SN Tso respectivamente). Los
datos se representan como media y error estandar.n=3.

* distinto al resto de los erunos excento a SN Tso 1:1-Fk

Cuando los SN Basal y SN Tso provenientes de CMP de Controles y Pacientes Severos de
24 hy 4 dias de cultivo, se trataron con anti-TGF-B, y luego se adicionaron a los cultivos de
la linea adrenal NCI H295-R no modificaron significativamente la producciéon de los

distintos esteroides aqui estudiados.
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5. Discusion

5.1.CAPITULO 1

Evaluacion de la apoptosis de CMP de Pacientes con TB pulmonar y
Controles, estimuladas con Mtb y co-cultivadas con distintas concentraciones
de Cortisol y/o DHEA.

Las distintas manifestaciones de la infeccion con Mtb reflejan la resultante de la
interaccion entre el bacilo y los mecanismos de defensa del hospedador. Tradicionalmente
se consideraba a la inmunidad mediada por células como protectora frente al bacilo,
destacandose la accion de los linfocitos T CD4+ como cruciales en una respuesta eficiente.
Estudios mds recientes avalan el hecho de que la inmunidad innata es también relevante
en la TB; (14,145) ya que a través de sus distintos componentes contribuye al control
inicial de la infeccién micobacteriana. Asimismo la respuesta innata es la responsable de
modular los mecanismos de contencion y destruccion bacteriana (14,146,147)

Por otro lado y como se menciond anteriormente estda ampliamente aceptada la
interaccion de dos complejos sistemas como son el Sistema Inmune y el Neuroenddcrino,
éste Ultimo puede influir en el control de la respuesta inmune celular y humoral. Ademas
también ha sido reportado en numerosas oportunidades que el Sistema Inmune puede
modificar respuestas del Sistema Nervioso Central a través de las citocinas (100).

Tratando de descifrar las intrincadas redes de interaccion entre estos dos sistemas en una
patologia como es la TB, en estudios previos observamos que el tratamiento con Cortisol
(10° M) inhibia la blastogénesis y la produccién de IFN-y, tanto cuando las CMP provenian
de Pacientes como de Controles, respecto de los cultivos estimulados sin hormonas, y el
agregado de DHEA en simultaneo no podia revertir dicho efecto. Sin embargo, la DHEA si
era capaz de inhibir la sintesis de TGF-B cuando se adicionaba, sola o conjuntamente con
Cortisol, a cultivos de CMP de Pacientes con TB severa (143).

Con el objeto de profundizar en el conocimiento de los mecanismos que subyacen en las
mencionadas interrelaciones, nos propusimos conocer el efecto de la adicién de las

distintas concentraciones de Cortisol y/o DHEA sobre la induccidn de la apoptosis de CMP
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en cultivo, obtenidas de Pacientes en distintos estadios de la enfermedad y, reestimuladas
in vitro con el antigeno especifico.

Con respecto a las caracteristicas de la muestra, pudo observarse un mayor porcentaje de
neutrofilos al aumentar la severidad de la enfermedad. Estos resultados concuerdan con
los obtenidos en otras investigaciones donde se demostrd que los neutréfilos contribuyen
significativamente en la respuesta innata contra el Mtb, y que esta actividad guarda
relacién con la produccién de péptidos antimicrobianos (146-148). A su vez, el porcentaje
de linfocitos disminuyd en los pacientes con enfermedad avanzada y, al analizar las
subpoblaciones linfocitarias CD4+ y CD8+, si bien hubo modificaciones las diferencias no
llegaron a ser significativas entre los grupos Control y TB. Con respecto al descenso de la
poblacidn linfocitaria, cabe destacar que en los cultivos de CMP se usé siempre la misma
concentracion de células, 10° CMP/ml, para conocer las proporciones de células
apoptoéticas y la capacidad linfoproliferativa. Por lo expuesto las diferencias mencionadas
en los porcentajes de linfocitos no debieron afectar los resultados posteriores.

En los ensayos de proliferacidn pudo constatarse que sélo los pacientes con TB avanzada
presentaban disminucién de la blastogénesis especifica, tanto frente al grupo de los
Controles como a los grupos de TB leve y moderada. Este hecho podria indicar la
presencia de mecanismos supresores operando durante el proceso tuberculoso, como por
ejemplo la activacién de linfocitos T reguladores (43), la delecién de clones especificos por
apoptosis; o que la mayoria de las células comprometidas hayan migrado a los sitios de
lesidon, con maxima concentracidon micobacteriana.

Desde hace tiempo se conocen los efectos proapoptéticos del Cortisol sobre las CMP.
Estudios en humanos (95), sugieren que los GC cumplen un rol importante en la seleccién
negativa de células T inmaduras a través de la induccidén de la apoptosis en timocitos.
También provocan la apoptosis en linfocitos maduros periféricos. Asimismo, una
importante cantidad de estudios sugieren que la DHEA y sus metabolitos ejercen acciones
antiglucocorticoideas en animales y humanos (109,149). En este sentido es necesario
tener en cuenta los trabajos de Chmielewski y col., quienes demostraron que la DHEA
disminuye la apoptosis inducida por el glucocorticoide Dexametasona en timocitos
provenientes de ratones.
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En cultivos de CMP, tanto la apoptosis temprana medida por la exposicidon de PS en la cara
externa de la membrana plasmatica como la apoptosis tardia evidenciada mediante la
cuantificacion de los eventos hipodiploides, fue mayor en el grupo TB, y este
comportamiento pudo observarse ya desde los cultivos basales. Es probable que la mayor
susceptibilidad de los linfocitos provenientes de pacientes a la muerte celular por
apoptosis sea una consecuencia de su activacion in vivo, posiblemente afectando tanto a
células T especificas para el antigeno como a aquellas residentes no comprometidas con el
mismo (86,150).

Ademads, este comportamiento también guardaria relacién con los mayores niveles de IFN-
y obtenidos en los SN de cultivos de CMP provenientes de Pacientes tuberculosos, (ver
resultados capitulo 2, tabla 20), debido al conocido rol proapoptdtico de este mediador en
linfocitos activados (83,84). Al respecto, se ha demostrado que el IFN-y induce la
apoptosis de Linfocitos T CD4+ activados durante la infeccién por BCG. Reforzando este
concepto, se observd que ratones deficientes en la sintesis de este mediador son
incapaces de inducir la apoptosis de los Linfocitos T CD4+ activados durante la infeccidn,
determinandose en ellos una acumulacién de estas células (151). Es posible que la
produccion de IFN-y por células Thl diferenciadas contribuya a su eliminacion,
especialmente en situaciones de prolongada estimulacién antigénica, tales como
infecciones crdnicas y respuestas a autoantigenos. Este mecanismo seria importante para
prevenir el dafio a los tejidos del hospedador durante las infecciones, debido a que las
células Th1 son proinflamatorias y potencialmente perjudiciales (43).

Dentro de los grupos de estudio, al analizar la apoptosis temprana de las CMP en cultivo,
no se observd un incremento de la misma al estimular con Tso. Es ampliamente conocida
la habilidad de los linfocitos activados de entrar en el programa apoptético al ser
reestimulados con el antigeno especifico (75,81), fendmeno conocido como muerte
celular inducida por activacion, la cual restringe la expansion de las células T cuando el
antigeno es encontrado de manera continua y sostenida. Sin embargo, la menor cantidad
de clones especificos para el Mtb expuestos a partir de las muestras de sangre periférica,

tanto de controles como de pacientes, podria explicar en parte estos resultados.
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A su vez, se obtuvo un mayor porcentaje de células apoptodticas en los cultivos adicionados
con Cortisol 10° M, tanto en los estimulados como en los no estimulados, y de manera
mas marcada en el grupo Control. En este caso se puso en evidencia el conocido efecto
proapoptdtico de los GC sobre las CMP (90,109), el cual no pudo ser revertido por ninguna
de las concentraciones de DHEA utilizadas. Este comportamiento se mantuvo aun al
analizar las muestras separadas de acuerdo al grado de compromiso pulmonar de la TB.
Los resultados en cierta manera explicarian los obtenidos en estudios previos, donde se
demostré que la preincubacion de las CMP con Cortisol 10° M inhibia la blastogénesis
especifica inducida a las 24 h (127,152).

Cuando se compararon los efectos de los distintos tratamientos con las hormonas
esteroideas sobre la apoptosis tardia, estimada por el porcentaje de eventos
hipodiploides, no pudieron comprobarse los efectos proapoptéticos ni del antigeno ni de
Cortisol.

En relacién con lo expresado anteriormente vale la pena recordar que la apoptosis
antigeno-inducida y la dependiente de GC tienen diferencias en cuanto a sus mecanismos.
La primera se correlaciona con la progresién a través del ciclo celular, y requiere que las
células entren en la fase S para poder iniciar la ruta apoptdtica. La muerte estimulada por
el antigeno es generada Unicamente por la ocupacion del TCR; moléculas coestimuladoras
tales como el CD28, que promueven la activacidon de células en reposo, no tienen efecto
en la muerte apoptédtica inducida por el antigeno (81,82). Por otro lado, la apoptosis
inducida por GC depende de la interaccién de este ultimo con su receptor especifico
intracelular (GR), que al activarse media sus efectos reprimiendo la transcripcion de genes
necesarios para la supervivencia de la célula, como los factores antiapoptdticos p53, Bcl-xL
y Bcl-2, 0 aumentando la expresion de genes codificantes para factores necesarios para la
muerte celular, como las caspasas (92). Este mecanismo involucra un arresto del ciclo
celular en fase GO/G1, la exposiciéon de la PS en la cara externa de la membrana
plasmatica, la pérdida del potencial de membrana mitocondrial, la liberacion de citocromo
¢ desde la mitocondria, la activacion de caspasas, la fragmentacion del ADN y por ultimo la

muerte.
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Cabe destacar que con ninguna de las dos técnicas utilizadas para la medicién de la
apoptosis pudieron evidenciarse efectos especificos de la DHEA. En relacion a esto vale la
pena recordar trabajos realizados en lineas celulares humanas (153) y murinas (118) los
gue mostraron el efecto proapoptético de la hormona, pero sélo a concentraciones
farmacoldgicas. Las células del estroma del timo, que incluye células epiteliales y células
dendriticas, son las principales responsables de esta modificacidn, la cual no puede ser
realizada por CMP humanas. Takahashi y col. también demostraron que la DHEA suprime
la apoptosis de CMP humanas inducida por stauropondina, y que este efecto protector es
dosis dependiente. Sin embargo, aln no se ha esclarecido si la DHEA ejerce sus efectos
directamente o a través de sus metabolitos (154).

De estos resultados se desprende que la DHEA, en concentraciones fisioldgicas y en las
condiciones experimentales expuestas, no inhibiria el efecto proapoptdtico del Cortisol,
aun considerando la severidad de la TB; ni presentaria efecto modulador de la apoptosis

inducida por el antigeno.
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Capitulo 2

5.2. Analisis de los niveles plasmaticos de Cortisol, DHEA y DHEA-S, y su relacion
con la produccion de INF-y en cultivos de CMP de Pacientes con TB,
Controles y Convivientes de primer grado.

La exposicién al Mtb de individuos inmunocompetentes conlleva a la expansién de
poblaciones linfocitarias antigeno-especificas y resulta en la formacién de un granuloma
inmune donde la infeccidn puede ser contenida pero no erradicada. Esta condicidn de
infeccion persistente en niveles subclinicos se denomina “infeccién latente” (155). El
estudio de estos individuos que han estado expuestos a la infeccidn es de importancia a
fin de comprender el proceso por el cual la infeccidn no se tradujo en patologia y pudo ser
controlada. La mayor produccién de IFN-y antigeno dependiente observada en el grupo de
los Convivientes se relacionaria con el mencionado control de la enfermedad. Esta
citocina, producida por los linfocitos T CD4+ y T CD8+, luego del reconocimiento de los
epitopes micobacterianos, incrementa la capacidad de los macréfagos para suprimir la
replicacién y posiblemente eliminar la micobacteria residente en el fagosoma (13,156).
Estudios con macréfagos humanos mostraron que el IFN-y estimula la produccién de
factor de necrosis tumoral a y 1,25 dihidroxicolecalciferol, ambos con propiedades
inhibitorias para la micobacteria, probablemente debido a la generacién de intermediarios
del oxigeno y eventualmente del nitrégeno, asi como al control de los niveles
intracelulares de hierro (157,158).

El tratamiento con Cortisol no mostré una actividad diferencial de acuerdo a la
procedencia de las CMP, ya que pudo observarse una disminucién en los niveles de IFN-y
en todos los grupos evaluados al co-cultivar las células con la mencionada hormona,
aunque hay que destacar que los niveles de esta citocina permanecieron
comparativamente altos en los cultivos de CMP provenientes de Convivientes con
respecto al resto, este hallazgo estaria de acuerdo con nuestros resultados previos (143) y
numerosos reportes en la literatura con referencia a la inhibicién de células Th1 por accién
de los GC (159-161). Mientras que en la mayoria de los cultivos la produccidn de IFN-y se
vio modestamente incrementada o sin cambios por la adicién de DHEA, los resultados de
aquellos cultivos de CMP provenientes de Convivientes mostraron una produccion de esta
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citocina mas aumentada aun con las concentraciones de DHEA mas bajas. Este resultado
confirmaria la acciéon favorecedora de la mencionada hormona sobre la respuesta Thl
(162), y provee nueva evidencia de un efecto diferencial relacionado con el tipo de
huésped, por lo menos durante la infeccién con Mtb.

Por otra parte los GC desempefian efectos anti-inflamatorios y favorecen una respuesta
inmune ineficiente para la eliminacion de patégenos intracelulares (101,111,163),
mientras que la DHEA se contrapone a esta accién promotora de una respuesta tipo Th2
facilitada por los GC, pero ademds posee efectos anti-inflamatorios muy potentes (162).
La repercusion potencial del balance Cortisol/DHEA en las perturbaciones inmunes
durante la TB se evalué recientemente estudiando la relacion entre los niveles de Cortisol
y DHEA y la respuesta inmune in vitro de CMP de Pacientes con TB activa, hacia antigenos
micobacterianos. El incremento observado en esta relacién en los Pacientes podria ser
perjudicial para el desarrollo de una respuesta mediada por células apropiada para este
tipo de patégeno, ademas, este hecho fue avalado por una correlacién inversa entre la
relacion Cortisol/DHEA vy la linfoproliferacion observada in vitro. Por otro lado, pudo
constatarse que las concentraciones plasmaticas de los niveles de DHEA estdn
positivamente correlacionadas con las concentraciones de IFN-y, mientras que la
correlacién era inversa entre la relacion Cortisol/DHEA y los niveles de la mencionada
citocina (127); aunque un mecanismo diferencial podria estar actuando en las células de
los Convivientes ya que mostraron la producciéon mdas alta de IFN-y a pesar de que la
relacion Cortisol/DHEA se presentaba levemente aumentada y este grupo fue el que
mostro los incrementos mas altos de esta citocina al cocultivar con DHEA.

El analisis de la relacién entre DHEA-S y DHEA reveld cuestiones importantes que
necesitan profundizarse.

Aparentemente los Pacientes y los Convivientes no presentan diferencias en la produccion
de DHEA pero si una disponibilidad o utilizacién distinta de esta hormona.

Con respecto a la TB latente, otro argumento que necesita ser respondido es la diferencia
en la produccion de IFN-y al separar a los Convivientes de acuerdo a su consanguinidad.
Como el grupo de Convivientes es heterogéneo, es posible que no todos los individuos
gue lo forman se encuentren infectados con Mtb, a pesar de su reciente exposicién al
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bacilo. Los convivientes consanguineos podrian compartir alguna carga genética,
haciéndolos mds susceptibles a la infeccién. Por otro lado, como una alta produccion de
IFN-y en respuesta a la estimulacion con antigenos micobacterianos representa una
infeccidn mas activa, seria necesario un estudio mas profundo de este grupo. Trabajos
realizados en Etiopia demostraron que aproximadamente un 30% de los Convivientes
presentan bajas respuestas en cuanto a la produccién de IFN-y luego de la estimulacién
con ESAT-6 y CFP-10, mientras que un 10% muestra niveles de esta citocina altos
(117,164). Una alta respuesta de ESAT-6 inmediatamente luego de la exposiciéon a
antigenos micobacterianos se correlaciona con un subsecuente desarrollo de la patologia
(117,164). Estudios en bovinos y primates infectados con M. bovis o M. tuberculosis
también revelaron una asociacion entre los niveles de IFN-y en respuesta a ESAT-6 y la
progresion de la enfermedad (165-167)

Debido a que el IFN-y es necesario para una respuesta inmune eficiente en TB, y por otro
lado, debido a la ausencia de un marcador especifico para identificar una respuesta
inmune protectora, la evaluacidn en los niveles de IFN-y esta comenzando a ser utilizada
para este fin. Trabajos publicados sobre estudios en diferentes patologias infecciosas
indican que las células T CD4+ que secretan solo IFN-y predominan en las infecciones con
una carga antigénica aguda o persistentemente alta, como por ejemplo TB no tratada,
(168-171). En contraste una respuesta polifuncional de células T CD4+ secretoras de IFN-y
solamente, IFN-y/IL-2, o IL-2 solamente, es caracteristica de infecciones con cargas
antigénicas bajas persistentes como por ejemplo infeccidon por citomegalovirus latente
asintomatica (168-170), mientras que células T CD4+ secretoras Unicamente de IL-2 se
asocian con infecciones tratadas o resueltas (168-170,172).

La defensa de un organismo frente a una infeccién requiere una serie de reacciones
neurales, enddcrinas e inmunolégicas coordinadas, las cuales conllevan a la eliminacién
del patégeno y a la recuperacién del tejido danado. A pesar de que los mecanismos
protectores en las distintas resistencias a la enfermedad mostradas por los Pacientes y
Convivientes no estan completamente identificados, los resultados presentados sugieren
la existencia de una relacién inmunoenddcrina particular, presentando al IFN-y como uno
de los mediadores mas importante en este aspecto.
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CAPITULO 3

5.3. Efectos de la adicion de sobrenadantes de cultivos de CMP de Pacientes con
TB y Controles sobre la produccion de esteroides por la linea celular NCI-
H295R.

Las modificaciones neuro-inmuno-endocrinas son importantes desde el punto de vista
adaptativo frente a situaciones de estrés. Sin embargo cuando la respuesta inmune no
logra erradicar al patégeno, el proceso infeccioso se vuelve créonico produciéndose
alteraciones en las respuestas de estos sistemas con consecuencias nocivas para el
hospedero (140). Numerosos estudios han respaldado y ya estd ampliamente aceptado
gue el Sistema Nervioso y el Sistema Inmune se comunican por medio de un lenguaje
bioguimico comuUn a través de un circuito completo bidireccional que incluye
neurotransmisores, hormonas neuroenddcrinas, citocinas y sus respectivos receptores.
(99). Ademas como se comentd anteriormente, la interrelacidn existente entre el Sistema
Inmune y el eje HPA, desempefia un papel primordial en la defensa frente a patégenos,
habiéndose demostrado que mediadores del Sistema Inmune influyen en la secrecién de
CRH y ACTH (173).

Alteraciones en las concentraciones de los esteroides adrenales en Pacientes con TB, tales
como un aumento en las concentraciones de Cortisol y una disminucién en las de DHEA
pueden influir sobre la respuesta inmune, contribuyendo a la perdida gradual de citocinas
efectoras de la respuesta tipo Th1 (156)

Los resultados expuestos en esta tesis son complementarios a observaciones de un
trabajo previo en las cuales los mediadores liberados en diferentes fases de la respuesta
inmune antituberculosa modulan diferencialmente la produccién de esteroides por parte
de las células adrenales (128).

La linea adrenal NCI-H295R, representa la primer linea celular adrenocortical que
mantiene la habilidad, bajo ciertas condiciones, de producir todos los esteroides
adrenocorticales (mineralocorticoides, GC y andréogenos adrenales). De esta manera
emerge como un excelente modelo para estudiar los mecanismos moleculares vy
bioquimicos que controlan la esteroidogénesis (174)

A partir de la gentil donacién de la Dra. M. Ehrhart-Bornstein fue necesario expandir la

linea y analizar si conservaba la capacidad de producir las hormonas adrenales en estudio
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(Cortisol, DHEA y DHEA-S), asi como la respuesta frente a la estimulacion de la
esteroidogénesis por el tratamiento con Fk (173,175). En todos los casos se obtuvieron
concentraciones detectables de las 3 hormonas evaluadas y pudo observarse un aumento
significativo de los niveles de las mismas al estimular la linea adrenal con Fk.

En funcidn de los ensayos realizados se considerd que las condiciones de trabajo con la
linea eran las éptimas para comenzar a demostrar los objetivos propuestos, es asi como
una vez alcanzado el 70% de confluencia y en plena fase exponencial de desarrollo, se
comenzaron los experimentos orientados a evaluar el comportamiento de Ia
esteroidogénesis adrenal frente al agregado de los SN de CMP provenientes de Pacientes
con TB y Controles Sanos.

La decision de cultivar las CMP durante 24, 36 h y 4 dias para luego recolectar los SN y
adicionarlos a la linea fue tomada basandonos en trabajos previos (132) en donde se
analizaron varios estadios de la respuesta inmune frente a Mtb, estudiando, la
linfoproliferacion, y los niveles de citocinas producidas en cultivos de CMP de Pacientes y
Controles en los tiempos mencionados.

Teniendo en cuenta estos antecedentes, en una primera etapa pudimos observar que, al
tratar la linea NCI-H295R con SN de CMP de 36 h de cultivo, los SN de las CMP no
estimuladas (SN Basal) provenientes de Controles favorecian la produccion de DHEA,
mientras que los SN de CMP del mismo grupo de personas, pero estimuladas con
antigenos de Mtb, mostraban un efecto opuesto (Figura 11 panel A).

Las CMP de Pacientes con TB severa también sintetizaron factores que inhibieron la
produccion de DHEA, aun en condiciones basales (SN Basal) (Figura 11, panel B).
Efectivamente, la estimulacién con la micobacteria indujo la sintesis de mediadores
capaces de reducir la produccidn de DHEA por parte de las células adrenales. En el caso de
los pacientes con TB severa, la infeccién in vivo con el agente etiolégico fue suficiente para
estimular a las CMP a liberar tal(es) producto(s) inhibidor(es) in vitro.

Un efecto opuesto se observo con respecto a la produccion de Cortisol; los SN de las CMP
de Controles asi como de TB mostraron la misma tendencia al aumentar la produccion de
esta hormona. En los experimentos en donde las CMP fueron estimuladas con el antigeno
especifico, aquellas que provenian de los Pacientes mostraron un efecto mas potente.
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Con respecto al comportamiento de la DHEA-S, se observd un patron similar al de la DHEA
cuando fueron adicionados a la linea los SN estimulados o no con Tso y tanto de Pacientes
como de Controles.

Estos resultados demuestran efectivamente que los productos de la respuesta inmune, o
al menos alguno de ellos son capaces de disminuir la produccién de DHEA por parte de la
linea celular NCI-H295R. Cabe resaltar el hecho de que ni el antigeno por si mismo, ni el
medio en el cual se cultivaron las CMP (RPMI) produjeron modificaciones en los niveles de
esta hormona al ser adicionados a la linea.

Los SN de 24 h de cultivo de las CMP estimuladas o no con Tso, tanto de Controles como
de Pacientes, favorecieron la produccion de DHEA. Asimismo, en los sobrenadantes de la
linea adrenal obtenidos luego de la adicién de SN Basales y SN Tso provenientes de CMP
de Pacientes, se observd aumento en la produccién de Cortisol. En esta etapa de Ila
respuesta inmune donde priman mediadores de la respuesta innata, tales como TNF-q,, IL-
1, IL-6, los mismos podrian modular positivamente la esteroidogénesis, como lo
demostraron distintos autores al adicionar las mencionadas citocinas a cultivos de la linea
adrenal (141,144,173,176).

Al evaluar si los productos de la respuesta inmune adaptativa frente a Mtb modificaban de
alguna manera la produccién de las mencionadas hormonas adrenales, se observé que la
adicién a los cultivos de linea de SN Basal y SN Tso de 4 dias, tanto de CMP de Controles
como de Pacientes, favorecieron la sintesis de DHEA. En el caso de SN provenientes de
CMP de Pacientes también se observé aumento en la produccién de Cortisol. La mayor
sintesis de esta hormona en cultivos de la linea adrenal, inducida por productos de la
respuesta inmune antituberculosa, podria relacionarse con el aumento en los niveles de
Cortisol plasmatico que presentan los pacientes con TB (127).

Por otro lado existen numerosas citocinas, las cuales han sido reportadas como
reguladoras de la funcién adrenal, entre las mas relevantes se pueden mencionar IL-1, IL-
6, IGF 1 y Il, TNF-a y TGF-B. Del balance de las mismas resultan sus efectos estimuladores o
inhibidores de la secrecién de esteroides (173,177). Dado que el TGF-B se comportaria
como inhibidor especifico de la produccion de andrégenos adrenales (DHEA y DHEA-S)
(141,144,177) y que tanto en estudios previos de nuestro grupo como en trabajos de otros
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autores se observd un marcado aumento en los niveles plasmdaticos de esta citocina en
pacientes con TB (44,57), el TGF-B emerge como uno de los posibles responsables de las
modificaciones observadas en las concentraciones de hormonas adrenales expuestos en
esta tesis.

Es asi que en nuestros estudios pudo demostrarse que el TGF-B estd implicado en la
inhibicidn de la produccion de DHEA por las células adrenales. De hecho, el tratamiento
con anti-TGF-B revirtié el efecto inhibidor de los SN de CMP estimulados con Tso vy
provenientes tanto de Pacientes como de Controles sobre la liberacion de DHEA. Sin
embargo fueron necesarias altas concentraciones de anticuerpo anti-TGF-p para revertir la
mencionada inhibicion cuando los SN adicionados a las células adrenales provenian de
CMP de Pacientes con TB activa. Como se menciond anteriormente, estos resultados
estan en concordancia con el hecho de que los SN de cultivo de CMP provenientes de
Pacientes contenian concentraciones mayores de TGF-B que su contraparte proveniente
de Controles.

El TGF-B es una citocina clave en la inmunopatologia de la TB, ya que suprime el desarrollo
de células Th1l in vitro, desactiva macrdéfagos y regula en menos la producciéon de IFN-y
(47). Como ya fue comentado, resultados previos de nuestro grupo mostraron que CMP
estimuladas con Tso provenientes de Pacientes con TB severa producen mas TGF-B que las
de los Controles y a su vez, mayores concentraciones de esta citocina que los Pacientes
con TB Leve o Moderada (57). Ampliando estos hallazgos, ahora podemos evidenciar que
el TGF-B es responsable, entre otros mediadores, de la comunicaciéon inmuno-enddcrina
durante la TB, particularmente en la secrecién disminuida de DHEA que los pacientes
presentan.

Paralelamente, un hallazgo interesante fue que la neutralizacién del TGF-B presente en los
SN de CMP provenientes de Controles y estimuladas con Tso incrementd la produccion de
Cortisol por parte de las células adrenales.

Estos resultados indican que la estimulacidon con Tso de las CMP de Controles dispara la
produccion de factores solubles capaces de incrementar la producciéon de Cortisol, una

actividad que se manifiesta al neutralizar el TGF-B. Esta observacién adhiere un nivel extra
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de complejidad en la intrincada red de influencias que subyace la regulacién inmuno-

enddcrina.
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6. Conclusiones Generales

De todo lo referido en este trabajo de tesis se desprenden las siguientes conclusiones:

+ Al analizar la proporcién de células apoptdticas, en los cultivos de CMP de 24 h
provenientes de Pacientes con TB y Controles, estimuladas o no con Mtb pudimos
observar que la misma fue siempre mayor en las CMP de enfermos,

independientemente del tratamiento hormonal.

+« Al adicionar GC a los cultivos de CMP de Controles, estimuladas con Mtb, se
evidencié un aumento significativo del porcentaje de células apoptéticas, este
incremento se observé también cuando el GC fue adicionado a cultivos sin
estimular de células provenientes tanto de Pacientes como de Controles y este

efecto no pudo ser revertido por la DHEA.

4« Si bien en trabajos previos demostramos la inhibicion mediada por GC tanto en la
linfoproliferacién como en la produccion de IFN-y por parte de las CMP de
Controles, y mas aun, de Pacientes (132), éstos resultados fueron complementados
por los expuestos en esta tesis y nos sugiere que la mencionada inhibiciédn no se
debe a un aumento de la apoptosis, y ademas, que este proceso ya se encuentra

aumentado en las CMP provenientes de los Pacientes.

« Cuando las CMP fueron estimuladas con el antigeno especifico, la capacidad
blastogénica de las células provenientes de Pacientes con TB se encontrd
disminuida, fundamentalmente en aquellos con patologia severa, por otro lado el
grupo de los Convivientes de pacientes baciliferos mostré una marcada respuesta

proliferativa al compararlos con el grupo de Controles.

+ En concordancia con los resultados observados en proliferacion, los niveles de IFN-
Y en sobrenadantes de cultivos de CMP estimuladas con Mtb de Convivientes

fueron mayores que los observados en Pacientes o Controles, y dentro del grupo
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de Pacientes, fueron los Leves los que presentaron mayores niveles de esta

citocina.

La adicién de Cortisol inhibié la produccién de IFN-y inducida por el Antigeno
especifico tanto en los cultivos de células mononucleares de Pacientes, como de

Convivientes y de Controles.

Al analizar la relacion Cort/DHEA a nivel plasmatico, se constaté que los Pacientes
presentaban los valores mas altos de la misma con respecto al resto de los grupos
y mas aun para Pacientes Severos. Estos resultados sugieren que valores elevados
de la relacion Cort/DHEA indicarian el curso de una respuesta inmune celular

inapropiada.

Si bien fueron las CMP provenientes de Convivientes las que mostraron mayor
produccién de IFN- y, los resultados en conjunto sugieren la existencia de una
particular relacidn inmuno-enddcrina en este grupo orientada a favorecer una

respuesta inmune celular apropiada para eliminar o contener a la micobacteria.

Con respecto a la sintesis local de hormonas esteroideas, los mediadores liberados
durante las distintas fases de la respuesta inmune antituberculosa modulan de
forma diferente la produccidn de esteroides por las células adrenales. Este efecto

fue mas evidente en los cultivos estimulados con Forskolin.

Si bien en la etapa inicial de la respuesta inmune se produce un aumento en la
sintesis de DHEA y Cortisol, al adicionar a cultivos de la linea adrenal NCI-H295R SN
de cultivos de CMP de Controles, estimuladas con Mtb durante 36 h se observd
una marcada inhibicién sélo en la produccion DHEA por la mencionada linea; para
el caso de los cultivos de la linea estimulados con Fk, que recibieron SN
provenientes de CMP de Pacientes, no sélo se constatd una inhibiciéon en la
produccion de DHEA en aquellos tratados con SN Tso, sino también en los que

recibieron SN Basal.
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+ Los ensayos de neutralizacién demostraron que al menos uno de los mediadores
producidos durante la respuesta inmune antituberculosa responsables de la

inhibicién en la produccidn de DHEA y DHEA-S por las células adrenales es el TGF-

B.

+ Estos resultados originales contribuyen con nueva evidencia para lograr un mejor

conocimiento en cuanto a la comunicacion neuroinmunoenddcrina en TB.
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