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1-1 La Tuberculosis

1-1.1 Reseiia historica

La Tuberculosis (TB) es considerada una de las enfermedades infecciosas mas
antiguas que azotd a la humanidad y que, aun hoy en dia, continda siendo un importante
problema de salud publica. Se estima que un tercio de la poblacién mundial se encuentra
infectada con el Mycobacterium tuberculosis (Mtb), su agente etioldgico [1]. La principal
via de transmision del bacilo es la aérea, por lo que los pulmones suelen ser los 6rganos
mas afectados y la TB pulmonar la presentacion clinica mas frecuente.

Una de las primeras evidencias sobre la presencia de esta enfermedad en la
antigliedad, fueron los indicios de lesiones tuberculosas constatadas en huesos humanos
datados en el Neolitico [2]. En los ultimos afios y gracias a las nuevas tecnologias fue
posible detectar la presencia de ADN de la bacteria en momias de mas de 3000 anos
provenientes de diferentes partes del mundo [3, 4]. A lo largo de la historia la TB recibid
distintas denominaciones como: consuncién, mal del rey o plaga blanca. En la antigua
Grecia, donde se encontraron diversos registros escritos sobre esta enfermedad, la
expresion elegida por los médicos para nombrarla fue phthisis intentando asi describir el
caracteristico cuadro que presentaban los enfermos: pérdida progresiva de peso,
debilidad general, astenia e hiporexia, fiebre prolongada, tos y ocasionalmente hemoptisis
[5].

La ocurrencia de esta enfermedad aumenté progresivamente durante la Edad
Media y el Renacimiento, hasta alcanzar su maxima expresion entre mediados del siglo
XVIII y del XIX. Esta ultima época caracterizada por el desplazamiento masivo de
campesinos hacia las grandes urbes a causa de la “Revolucion industrial”. La situacion de
pobreza, el hacinamiento, jornadas de trabajo interminables y viviendas inadecuadas
(humedas, faltas de ventilacion y luz natural), generaron las condiciones propicias para la

propagacion del Mtb [2].
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El descubrimiento del agente etiolégico se debe al microbidlogo alemdan Robert
Koch, quien empleé un novedoso método de tincion y lo aplicé a muestras de esputo
procedentes de pacientes con TB, reveldndose por primera vez el agente causante de la
enfermedad: el Mycobacterium tuberculosis, o bacilo de Koch en su honor. En 1890 el
mismo Koch desarrolla la tuberculina, un preparado obtenido de los cultivos del bacilo
gue creia util como agente inmunizante pero que Charles Mantoux depuraria
posteriormente para administrar por via intradérmica como método diagndstico conocido
como prueba de Mantoux o de la Tuberculina. La cual consiste en la aplicacion
intradérmica de un derivado proteico purificado (PPD), obtenido de la micobacteria y que
actua como antigeno, para generar una respuesta inmunitaria diferente en el huésped
dependiendo si este ha estado o no previamente en contacto con el bacilo de la TB [2
Baguena 1992]. Segun la Organizacién Mundial de la Salud (WHO) el PPD de referencia es
el RT-23 (Statens Serum Institut, Dinamarca).

Haber conocido el agente causal de la TB condujo a la busqueda de posibles
tratamientos, pero no fue hasta mediados del siglo XX con el desarrollo de la
estreptomicina e isoniacida, como farmacos especificos contra el Mtb, que se logrd
convertir a la TB en una enfermedad curable en la mayoria de los casos [2, 6]. La posterior
aparicion de la rifampicina, pirazinamida y del etambutol acortdé los tiempos de
tratamiento [7], generando una importante disminucién en la tasa de mortalidad e
incidencia; lo que llevd a un descenso tan grande de la enfermedad y la suposicién de su
eventual erradicacién por los afios setenta [2, 5, 8].

Por otro lado, hasta la fecha no se dispone de un método preventivo efectivo. La
Unica vacuna existente por el momento es la denominada BCG (Bacilo de Calmette y
Guerin), compuesta por una suspension de bacterias atenuadas, de la cepa
Mycobacterium bovis, y generada hace mas de 100 afios. La misma, se aplica a neonatos
en regiones de todo el mundo con riesgo de TB siguiendo las indicaciones del programa de
expansién de inmunizacidon de la WHO. Aunque la BCG es efectiva para limitar la
meningitis tuberculosa y diseminacidon en nifios, su eficiencia para proteger a los adultos

es escasa y contradictoria. Es por esto que hay una urgente necesidad de desarrollar
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vacunas mas efectivas. Si bien existen nuevas estrategias experimentales prometedoras
[9] el desarrollo de vacunas eficientes claramente depende de una completa comprension

de la respuesta inmune (RI) ejercida por el hospedador contra este patégeno [10].

La tuberculosis en las ultimas décadas del siglo XX. Desde mediados de los afios
80 el mundo fue testigo de un dramatico aumento en los casos de TB, las causas de tal
incremento se debieron a diversos factores tales como: la co-infeccién con el virus de
inmunodeficiencia adquirida (HIV), cambios socioecondmicos con marcadas diferencias
sociales fundamentalmente en los paises en vias de desarrollo con incremento de la
pobreza, hacinamiento, desnutricién, mayor migracién de individuos provenientes de
paises de alta prevalencia de la enfermedad hacia paises mas desarrollados, como asi
también el riesgo de reactivacién de la TB latente por aumento en la expectativa de vida
[5, 11]. Estas realidades sumadas a programas deficientes en el manejo de la TB

condujeron a que en 1993 la WHO declarara a la TB "urgencia mundial".

1-1.2 Epidemiologia de la Tuberculosis

La TB continua siendo un importante problema de salud publica mundial. Segun el
informe de la WHO se presentaron 9 millones de nuevos casos de TB en 2013 y 1,5
millones de muertes por esta enfermedad (360.000 de los cuales fueron HIV positivos). Es
asi que la TB se ubica como la segunda causa de muerte atribuida a un agente infeccioso
en todo el mundo, después del HIV [1]. La mayoria de los casos y de muertes se producen
entre los hombres, pero la carga de la enfermedad entre las mujeres también es alta [1,
12].

Ademas de los factores involucrados en el aumento de la incidencia de la TB,
previamente mencionados, se suman la capacidad de las bacterias para evadir la Rl del

hospedero, la de mutar y generar cepas resistentes a las drogas del tratamiento
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antibacilar, a la par de la escasa asignacién de recursos para la investigacion de nuevas
drogas, métodos diagndsticos y vacunas [13].

Si bien la micobacteria suele afectar pulmones, puede comprometer cualquier
6rgano o tejido del cuerpo humano [14]. Una vez producido el ingreso del Mtb, en funciéon
de la Rl montada por el hospedero, podran manifestarse distintos tipos de desenlaces.
Aproximadamente un 5% de los individuos inmunocompetentes desarrollaran la
enfermedad activa dentro de los primeros dos afios post-infeccién, mientras que el 95%
restante no presentara manifestacidon clinica de la enfermedad, ya que cursaran una
infeccion asintomatica [15]. Entre estos sujetos el 5 % reactivard la infeccién con el
consecuente desarrollo de enfermedad en algin momento de su vida [16]. En los sujetos
infectados inmunocompetentes y asintomaticos, es posible que el patégeno persista
indefinidamente, son los denominados sujetos con TB latente (TBL). En estos casos la
micobacteria permanece en un estado de latencia y retrasa su multiplicacién, proceso que
ocurre por la capacidad del bacilo para modificar su metabolismo ante circunstancias
adversas como cambios en el pH del entorno o de la disponibilidad de oxigeno. De lo
expuesto se desprende que el reservorio natural del Mtb es el ser humano, tanto el sujeto
sano infectado como el enfermo.

Es importante mencionar que el riesgo de desarrollar la enfermedad activa es
mucho mayor para las personas cuyo sistema inmunitario esta dafiado, como ocurre en
casos de infeccion por el HIV, desnutricién o diabetes [15, 17]. A lo que se suma el
incremento en la incidencia de casos por micobacterias resistentes a los farmacos de
primera y segunda linea.

El nimero de casos de TB activa en relacidon con la poblacion (tasa de incidencia)
varia ampliamente entre los paises como puede observarse en la Figura 1. Las tasas mds
bajas registradas en el afio 2013 se encuentran predominantemente en los paises mas
desarrollados, incluyendo a Canad3, Estados Unidos, Japdn, Australia, Nueva Zelanda y la
mayoria de los paises en el oeste de Europa. En estas regiones, la tasa de incidencia es

menor a 10 casos por cada 100.000 habitantes. Mientras que en América, la mayoria de
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los paises tienen tasas por debajo de 50 casos por 100.000 habitantes, haciendo de este

continente la regién con la menor carga de TB en promedio.

!
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:_Figura 1. Numero estimado de nuevos casos de tuberculosis durante el afno 2013. © Who 2014 [1] :

En Argentina, en el afio 2012 se notificaron al Instituto Nacional de Enfermedades
Respiratorias (INER) “Dr. Emilio Coni” 10.006 casos de TB, de los cuales el 90% fueron
casos nuevos, constituyendo una tasa de 22,0 casos cada 100 mil habitantes (Figura 1). De
estos, 7.533 tuvieron localizacidon pulmonar, lo que representd un 83,1% de todos los
casos nuevos [18]. Si bien en nuestro pais la tasa de notificacion ha registrado un leve
descenso con respecto a lo observado en afios anteriores, continla existiendo una
considerable brecha entre las diferentes jurisdicciones, con elevada concentracién de
casos en provincias como Jujuy, Salta y Tucuman cuyas tasas (48,5; 45,7y 40,4 cada 100
mil habitantes, respectivamente) duplican practicamente la media nacional. A su vez, la
provincia de Buenos Aires y la Ciudad Auténoma de Buenos Aires notifican la mitad de los

casos de todo el pais (Figura 2). Este panorama de desigual distribucion de la enfermedad
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en Argentina refleja un escenario epidemiolégico preocupante que requiere especial

atencion.
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En el afio 2006 a fin de reducir radicalmente la carga mundial de esta enfermedad
para el 2015, la WHO formuld una nueva estrategia conocida como Alto a la Tuberculosis,
cuya aplicaciéon se recomendd en todos los paises. La finalidad de este programa es
reducir drasticamente la carga mundial de la TB para el aio 2015, logrando la mitad de la
incidencia, prevalencia y mortalidad presentada en el afio 1990; para esto se propuso:
garantizar que todos los pacientes, entre ellos los co-infectados por el HIV y los que
padecen TB resistente a drogas del tratamiento especifico, se beneficien del acceso
universal a un diagndstico de gran calidad y a un tratamiento centrado en el paciente;
ademas de continuar con la expansiéon del DOTS (tratamiento directamente observado); y
de fomentar y apoyar el desarrollo de nuevos instrumentos eficaces para prevenir,
detectar y tratar la enfermedad [19, 20, 21]. Segun el ultimo reporte de la WHO, si bien es

dificil que se cumplimente la estrategia para la fecha indicada, la incidencia, prevalencia y
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tasa de mortalidad de la TB estan disminuyendo a nivel mundial. La incidencia de esta
enfermedad se redujo a una tasa promedio de 1,5% por afio entre el 2000 y 2013;
mientras que la tasa de mortalidad descendié un 45% y la de prevalencia un 41% desde

1990 hasta 2013 [1].

1-1.3 Diagnéstico y tratamiento de la TB

El diagndstico de certeza de TB implica la identificaciéon del agente causal en
muestras de secreciones orgdnicas o en muestras de tejidos. Las técnicas disponibles para
el diagnéstico de esta enfermedad son: la bacteriologia, la radiologia, y la reaccidon de PPD,

entre otras.

Bacteriologia. La baciloscopia es la técnica diagndstica mas practica, ya que es
sencilla y rapida, puede ser realizada en la mayoria de los servicios de salud y detecta a
los pacientes que expectoran gran cantidad de bacilos y diseminan la infeccion en la
comunidad. Entre el 65 y 80% de los casos de TB pulmonar en adultos pueden ser
confirmados por esta técnica que detecta la presencia de bacilos acido alcohol resistentes
(BAAR), directamente de la muestra de esputo mediante la tincién clasica de Ziehl-
Neelsen, donde las micobacterias, debido a las caracteristicas de su pared celular rica en
lipidos y ceras, toman un color rojizo. En simultaneo se realiza un cultivo de la muestra de
esputo del paciente. Esta es una técnica de mayor sensibilidad que la baciloscopia, el
mayor inconveniente es el tiempo requerido para el diagnéstico dado que las colonias

tardan entre 20 y 30 dias para su desarrollo [22].

Radiologia. Radiolégicamente la TB puede producir: infiltrados, nddulos,
cavidades, fibrosis y retracciones. Mediante esta técnica es imposible discriminar con
certeza las lesiones activas de las inactivas, por lo que esto debe evaluarse mediante la

bacteriologia. Ademas la radiologia no es tan efectiva para el diagndstico ya que las
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imagenes que genera la TB pueden ser producidas por otras patologias respiratorias y
enfermedades sistémicas [22]. Esta técnica suele utilizarse para clasificar el grado de

compromiso pulmonar presentado por los pacientes.

Reaccion de PPD. La reaccion de PPD o prueba de Mantoux, es de poca ayuda
diagndstica, ya que determina infeccion y no enfermedad. Entre el 10 al 20% de las formas
de TB pueden aparecer como anérgicas (no reactivas) a la tuberculina, ya sea por mala
realizacién de la técnica o por enfermedades que producen inmunodepresiéon, como
infeccion por HIV, insuficiencia renal, malnutricién, etc. Ademas la reaccién de Mantoux
no permite distinguir una reaccién inducida por la vacuna BCG de otra causada por una
infeccion natural, por lo que no es de gran utilidad en paises donde la vacunacién con BCG
es obligatoria, como sucede en Argentina. La prueba suele utilizarse: como indice
epidemioldgico de infeccion por Mtb, para detectar infecciones recientes por el viraje
tuberculinico y para evidenciar la infeccion con la micobacteria en personas con alto

riesgo de pasar de infeccidn a enfermedad [22].

Otras técnicas de laboratorio. En |la actualidad, podemos encontrar un conjunto de
pruebas no convencionales para el diagndstico de la TB, aunque ninguna cumple con las
condiciones ideales de bajo costo, simplicidad, sensibilidad y especificidad. Estas pruebas
incluyen: la reaccién en cadena de la polimerasa, cromatografia gaseosa-espectrometria
de masas, cromatografia en capa delgada, cromatografia liquida de alta resolucion,
cromatografia gaseosa, cuantificacion de Adenosina Deaminasa y dosaje de anticuerpos
por técnica de Elisa [22]. También estan los llamados IGRA (interferon gamma release
assays), que detectan la liberacién de Interferon Gamma (IFN-y) por los linfocitos en
respuesta a antigenos micobacterianos especificos, que suelen utilizarse como ayuda en el

diagnostico de infeccidn latente y de enfermedad tuberculosa.

Pese a la aparicion de nuevas metodologias, hasta el momento el examen
baciloscépico directo es la técnica de confirmacidn mas utilizada principalmente en los

paises en desarrollo [22].
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1-1.3.1 Tratamiento

La mayoria de los pacientes con TB se curardn si se les indica y cumplen con el
tratamiento adecuado. Actualmente se cuenta con medicamentos de primera y segunda
linea, los primeros también conocidos como esenciales son la isoniacida (INH), rifampicina
(RMP), pirazinamida (PZA) y etambutol (EMB). Estos farmacos son efectivos en la mayoria
de los casos y logran la curacién de los pacientes en un periodo de aproximadamente seis
meses. Mientras que los medicamentos de segunda linea o subsidiarios, como las
fluoroquinolonas y la rifabutina, son los que se utilizan en caso de reacciones adversas y
resistencia a farmacos tradicionales [1]. La prolongada duracidn del tratamiento especifico
tiene como consecuencia que la adherencia y el cumplimiento del mismo sea incompleto
o parcial, en muchos casos provocando la aparicion de numerosas cepas de Mtb
resistentes a algunos de los farmacos especificos de primera linea —generalmente a INH y
RMP- como es el caso de la TB multirresistente (MDR-TB) o a casi todos los farmacos,
como en la TB extremadamente resistente (XDR-TB) —INH, RMP, fluoroquinolonas y a
otras drogas inyectables de segunda linea como la kanamicina- [23]. Es por esto que en
muchos lugares del mundo, incluido Argentina, se ha optado por el tratamiento
supervisado, asegurando de este modo la toma diaria de la medicacion. Esta estrategia
conocida como DOTS, es el esquema promovido por la WHO desde 1995, ya que mejora la
adherencia al tratamiento y disminuye el riesgo de aparicion de multirresistencia debida a
la toma irregular de los medicamentos y al abandono del mismo [1, 24].

Los medicamentos especificos actualmente empleados para la TB cumplen, en su
conjunto, con los siguientes requisitos: potencia bactericida contra los bacilos
metabdlicamente activos, actividad esterilizante contra los bacilos de metabolismo semi-
activo y persistentes; y prevencién de la seleccién de bacilos resistentes durante el tiempo
del tratamiento. Como no se conoce ningun agente quimioterapico que posea en si mismo
todas estas propiedades, en forma suficiente para el tratamiento, se deben utilizar cuatro
drogas de manera combinada en los primeros dos meses (fase inicial intensiva)

generalmente INH, RMP, PZA y EMB, para eliminar la mayor parte de la poblacién bacilar
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activa rapidamente y negativizar los examenes baciloscépicos. En los cuatro meses
restantes (fase de continuacidn) se administran dos drogas, INH y RMP, cuyo objeto es
reducir el nUmero de bacilos persistentes a fin de evitar recaidas después de finalizado el
tratamiento [22]. El esquema farmacolégico utilizado es bien tolerado, de baja toxicidad y
logra la curacién de casi el 100% de los enfermos, con 1 a 2% de recaidas. La mayoria de
los pacientes con TB completa su tratamiento sin presentar ningun efecto secundario

significativo a los medicamentos [22, 25].

La mejor manera de prevenir la TB es detectar precozmente a las personas
enfermas para que inicien rapidamente el tratamiento y verificar que el mismo se cumpla,
asi como también controlar los contactos para descartar la presencia de la enfermedad en
ellos [25]. Se considera contactos o convivientes de alto riesgo a aquellos individuos que

conviven al menos 6 hs diarias con un paciente bacilifero.

1-1.4 Agente etioldgico

El agente etioldgico causante de la TB pertenece al complejo M. tuberculosis
(MTBC), el cual incluye otras seis especies relacionadas: M. bovis, M. africanum, M.
microti, M. pinnipedii, M. caprae, y M. canetti. Todos los miembros de este complejo son
genéticamente similares [26, 27].

La especie tipo es el Mtb, que se trata de una bacteria con forma de baston que no
posee flagelos, no forma esporas, no produce toxinas, no posee cdpsula, es aerdbica
estricta y de vida intracelular. Su pared es sumamente particular y es responsable de
muchas de las caracteristicas de la micobacteria como su crecimiento lento y
antigenicidad. Aproximadamente un 60% de la pared bacteriana esta compuesto por
lipidos, y de estos los que se encuentran en mayor proporcién son los acidos micélicos,
que representan el 50% del peso seco de la pared celular y actian como antigenos en el

hospedero. Ademads, la pared celular de la micobacteria contiene una capa de
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péptidoglicano denominado lipoarabinomanano (LAM), esta molécula es compleja y se
extiende desde la membrana plasmatica hasta la superficie celular. El péptidoglicano esta
unido a un polisacdrido ramificado, Ilamado arabinogalactano, por enlaces fosfodiéster;
guien a su vez se encuentra unido a los acidos micdlicos. Por lo que el esqueleto de la
pared celular de las micobacterias estd formado por el complejo péptidoglicano-
arabinogalactano-acido micélico [28, 29]. Las cadenas hidrocarbonadas de los acidos
micélicos estdn intercaladas con la de los numerosos lipidos y glicolipidos asociados con la
pared. El alto contenido de lipidos en la pared de la bacteria es el responsable de volverla
hidrofoba, lo cual hace que estas sean resistentes a la coloracion con tinciones bdasicas de
anilina, a menos que éstas se apliquen con calor o detergentes, o durante periodos
prolongados, y es por esto que se les asigna el nombre de BAAR [30].

El crecimiento micobacteriano esta subordinado a presencia de oxigenoy al valor
del pH circundante, las condiciones ideales de multiplicacién del bacilo son pH de 7,40 y
una presion de oxigeno entre 100 y 140 mm de Hg. Es muy resistente a las condiciones de
frio, congelacién y desecacion; por el contrario, es muy sensible a las de calor, luz solar
y luz ultravioleta. Pertenece al grupo de micobacterias de crecimiento lento, ya que posee
un tiempo de duplicacién que varia de 12 a 20 hs. Cultivadas en medio sodlido
Léwenstein-Jensen, las colonias demoran entre 3 y 4 semanas para su identificacién, y
presentan una superficie caracteristica rugosa y seca.

Las distintas cepas de Mtb poseen diferentes capacidades de virulencia y pueden ser
distinguidas por técnicas de biologia molecular, como el polimorfismo de la longitud de los
fragmentos de restriccién (RFLP) [31], estas técnicas ademas permitieron establecer el
origen y la evolucién del MTBC [32, 33]. Actualmente se dispone del genoma secuenciado
de Mtb (cepa de laboratorio H37Rv) asi como de la informacién de las proteinas que
codifica, herramientas importantes para la identificacion de genes de factores de
virulencia, los que podran utilizarse como nuevos blancos para la quimioterapia [34]; a su
vez, la identificacion de nuevos antigenos sera de utilidad tanto en el diagndstico y

pronéstico de la TB como en el disefio de nuevas vacunas.
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1-1.5 Aspectos patogénicos y clinicos de la TB

La transmision de la enfermedad producida por el Mtb se origina por la inhalacién
de pequefias gotas de Fliigge que contienen la micobacteria, expelidas por un enfermo
bacilifero. El reducido tamafo de las mismas posibilita su permanencia en el aire en
suspension por al menos 30 minutos, ademads le permite al bacilo ingresar hasta la via
aérea pequena y sacos alveolares, donde se pone en contacto con los macréfagos (M®).
Los factores determinantes del contagio incluyen la localizacion de la TB (pulmonar o no),
caracteristicas de la enfermedad (mayor o menor cantidad de bacilos en el esputo), la
duracion y frecuencia del contacto entre la persona sana y la enferma, las caracteristicas
del ambiente en que ocurre (inadecuada ventilacién) y las condiciones del individuo
expuesto (nutricion, enfermedades concomitantes).

Si bien es posible el contagio tras un Unico contacto, gran parte de las infecciones
se producen por una exposicion sostenida en el tiempo. La enfermedad comienza como
una respuesta inflamatoria alveolar no especifica, que progresa hacia una reaccion de tipo
granulomatosa [22, 35]. El foco inicial es casi siempre de localizacion subpleural
generalmente ubicado en la zona media de los pulmones donde el mayor flujo aéreo
favorece el establecimiento de los bacilos inhalados. Excepcionalmente se encuentra el
foco inicial en otras areas (por ejemplo: piel, intestino, orofaringe, genitales). En la
mayoria de los casos el foco pulmonar inicial es Unico, aunque en un 25% de los casos
pueden ser multiples [36].

Los primeros acontecimientos que siguen a la inhalacién del Mtb implican la
internalizacidn de los bacilos por los M® alveolares y, a menudo, su muerte inmediata por
diferentes mecanismos bactericidas de estas células (activacién de enzimas proteoliticas y
especies reactivas del oxigeno -ROS- como consecuencia de la maduracion del fagosoma,
entre otras). La eficacia de estos mecanismos depende de la capacidad intrinseca
microbicida de los M® alveolares, las caracteristicas patogénicas de la cepa del Mtb

inhalado, y el microambiente inflamatorio en el sitio de la infeccidn. Si bien la Rl frente al
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Mtb es en general eficaz en el control de la infeccion primaria, la micobacteria casi nunca
es erradicada por completo [37].

La TB puede presentarse en tres estadios: primaria, latente y post-primaria. La
primera es la infeccién que se presenta en una persona que no ha tenido contacto previo
con el Mtb, suele ocurrir durante la infancia y frecuentemente cursa como una
enfermedad asintomatica y auto-limitada, excepto bajo ciertas circunstancias donde
puede progresar causando meningitis o TB diseminada, especialmente en individuos muy
jovenes o inmunodeprimidos. La respuesta temprana del huésped frente a la infeccién
estd caracterizada por la afluencia de células fagociticas, que incluyen principalmente a los
M® alveolares alli residentes, células dendriticas (CD) y neutrdfilos reclutados. Los bacilos
internalizados por los fagocitos pueden ser inmediatamente eliminados o crecer en el
medio ambiente intracelular en lesiones localizadas. Dos a tres semanas después de la
infeccion se establece la inmunidad celular, y la subsecuente infiltracion de M® y
linfocitos activados en la lesion, lo que conduce a la eliminacién de la mayor parte de los
bacilos y a la finalizaciéon de la infeccién primaria, habitualmente sin la presencia de
sintomas clinicos [15, 20, 38, 39]. Si la Rl del huésped predomina, la lesién es contenida,
pudiendo o no causar dafio residual en los pulmones [14, 40].

La TB Post-primaria, también conocida como Secundaria es la fase de la infeccion
gue se produce en una persona previamente sensibilizada, tanto si los bacilos provienen
de origen enddgeno (reactivaciéon) o exdégeno (reinfeccidn). El desarrollo de una TB
post-primaria como ya se expresd ocurre en un 5%-10% de las personas con una infeccién
latente [41]. Una respuesta inefectiva al control de la multiplicacién bacilar, lleva a una
evolucién inadecuada del granuloma con la aparicion de necrosis caseosa seguida de
formacién de cavidades, y a una diseminacién del material infeccioso a través de los
bronquios, que habitualmente se eliminan con el esputo. La enfermedad comienza como
un proceso inflamatorio exudativo con caracteristicas neumdnicas y a medida que
progresa aparecen los sintomas tipicos de la TB que incluyen tos, expectoracion, fiebre,
sudoracién nocturna, anorexia y pérdida de peso. La caseificacidén y la cavitacién se

presentan con posterioridad, principalmente en los lébulos superiores. Si la infeccidon
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progresa de forma aguda, su prondstico empeora y puede generar una amplia destruccién
de tejidos. Por el otro lado, si el infiltrado inicial progresa hacia cronicidad, el proceso
podria estabilizarse con el desarrollo de fibrosis. En esta etapa los enfermos podrian
sobrevivir por varios afios, con recurrentes episodios de hemoptisis. En la Figura 3 se
muestra el curso natural de los eventos y desenlaces de la exposicién al Mtb [15].

Ante una inadecuada RI el contenido bacilar puede vaciarse en la sangre y/o linfa
infectando otros drganos. Esta forma de la enfermedad, conocida como TB miliar, suele
ocurrir en los nddulos linfaticos, el higado, el sistema genitourinario, las meninges, el
peritoneo, la piel y el mismo pulmdn [20], y representa entre el 1-2% de todos los casos de

TB reportados.
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:Figura 3. Progresién del curso natural de los eventos y desenlaces en individuos:
jinmunocompetentes expuestos al Mtb. Adaptada de Ahmad y colaboradores [42]. I

1-1.6 Estructura del granuloma

La TB es una infeccidon esencialmente pulmonar y es en este 6rgano donde la
micobacteria se pone en contacto con las células alli residentes, principalmente con los
M® alveolares (su huésped por excelencia). Algunos individuos no muestran signos de la
infeccion: ninguna patologia, sin sintomas clinicos y sin la aparente presencia de la Rl

adaptativa. Es posible que en estas situaciones la Rl innata haya eliminado al bacilo, en un
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estadio temprano, por completo. Sin embargo, en la mayoria de los casos, la
internalizacion de la micobacteria por parte de las células presentadoras de antigeno
(CPA) induce una respuesta inflamatoria. La liberacidn de citocinas y quemoquinas
provoca la rapida acumulacion de una gran variedad de células inmunes, y con el tiempo,
la formacién de una estructura conocida como granuloma [43].

El granuloma es el resultado de la interaccion local entre la bacteria y las células
del hospedero dentro del sitio de la infeccidn. Esta estructura presenta un rol dual, por un
lado crea un microambiente inmunolégico en el que la infeccién puede ser controlada, sin
embargo en algunos casos también le proporciona a la bacteria un nicho donde puede
modular la Rl para asegurar su supervivencia durante largos periodos de tiempo [44]. La
formacion de esta estructura es un proceso dindmico que comienza poco después de la
infeccion y evoluciona continuamente con el tiempo. Uno de los factores mds importantes
gue se requieren para el establecimiento de la infeccién es un equilibrio entre las citocinas
pro- y antiinflamatorias, producidas para reducir o controlar la proliferacion bacteriana.
Entre estos mediadores los que mas se destacan son el Factor de Necrosis Tumoral Alfa
(TNF-a) y el IFN-y, particularmente importantes para promover la formacion y funcion del
granuloma, mientras que la Interleucina 10 (IL-10) es uno de los principales reguladores
negativos de la respuesta.

El granuloma consiste en una lesion anatomopatoldgica bien estructurada y
organizada, constituyendo un agregado multicelular dindmico donde predominan desde el
centro hacia la periferia los M® en diferentes estadios madurativos (células gigantes
multinucleadas, células espumosas y células epitelioides), neutrdfilos y linfocitos T de
diversos fenotipos. Dentro del grupo de linfocitos encontramos las células TCD4+ que se
distribuyen tanto en el interior como en las capas mas externas del granuloma, los
linfocitos TCD8+ (LTCD8+) ubicados principalmente en la zona externa, asi como también
células T-y6, células citotdxicas naturales (NK), y células T reguladoras. Ademads, en la zona
mas externa pueden observarse agregados de células B, muchas de ellas, actuando como
CPA [41]. El tipico granuloma caseoso incluye un centro necrético, si bien pueden

encontrarse algunos bacilos en este sitio la mayoria de ellos se ubican en la interfase entre
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el centro necrdtico y la zona rica en M®. A medida que la enfermedad progresa, los
granulomas tienden a ser menos organizados y pueden devenir en cavitarios, lo cual
facilita la conexidén del centro caseoso con el arbol bronquioalveolar. La pérdida de
organizacién de esta estructura altera la interaccidn entre las células inmunes y deriva en
la destruccion tisular. Eventualmente esta lesidon puede curar por fibrosis y/o calcificacion.
Si la alteracidén de la estructura del granuloma persiste, proceso conocido como cavitacion,
asociada con el incremento en el numero de bacilos, facilita la diseminacion de la bacteria
a otras areas del pulmdn y hacia otros érganos con formacién de nuevos granulomas [41,
45]. Esto da lugar al sintoma caracteristico de la TB, una tos persistente con sangre en el
esputo. En este punto, el paciente es altamente contagioso, dado que libera las bacterias
a través de las gotitas de saliva [10]. En la Figura 4 se muestra la progresion del granuloma

tuberculoso humano [41].

En base a lo expuesto resulta claro que la destruccion tisular que se observa en la
TB no se encuentra mediada mayoritariamente por la micobacteria sino que es de
naturaleza inmunoldgica. De esta manera se torna evidente que la Rl e inflamatoria es
critica tanto para la supervivencia del hospedero como asi también de la bacteria. Es por
esto que el bacilo por su parte estimula y subvierte de manera activa esta respuesta con el

fin de asegurarse su supervivencia y propagacion [46].
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1-2 El Sistema Inmune frente a la infeccion con Mycobacterium tuberculosis

1-2.1 Inmunidad Innata en la infeccion con Mtb

El sistema inmune (SI) innato o inespecifico es el mas ancestral para la defensa del
hospedero y estd constituido por una serie de factores solubles, proteinas y células
especializadas que le permitirdn lidiar con el patdgeno en las primeras instancias de la
infeccion. Dentro de las células que forman parte de este sistema podemos mencionar a
los M®, CD, neutrodfilos, NK, linfocitos T-y8, mastocitos y células epiteliales.

Muchos de los mecanismos efectores de la Rl innata son utilizados por la Rl
adaptativa, favoreciendo su activacion en pos de la destruccién del patégeno [47]. Si bien
no se conocen en su totalidad los mecanismos de la inmunidad innata que responden al
bacilo, su importancia resulta evidente si consideramos que la gran mayoria de los

individuos expuestos por primera vez a la micobacteria no se enferman.

Reconocimiento de la micobacteria por el sistema inmune. La infeccién con Mtb
comienza por el reconocimiento de la bacteria luego de su inhalacion, y la captacion de la
misma por parte de los fagocitos residentes en el pulmadn, incluyendo M® alveolares y CD.
Estas células juegan un rol fundamental en el inicio y direccionamiento de la inmunidad
adaptativa mediante la presentacién de antigenos micobacterianos, la expresion de
moléculas co-estimulatorias y la produccion de citocinas [48, 49]. El reconocimiento de
moléculas antigénicas expresadas por el Mtb conocidas como patrones moleculares
asociados a patogenos (PAMP), que constituyen estructuras muy conservadas entre los
microorganismos (como d4cido nucleico bacteriano, carbohidratos, lipopéptidos,
glicolipidos, entre otros), es fundamental para el inicio de la Rl innata del hospedero. Estas
sefales son detectadas por un grupo de receptores expresados tanto en la superficie de
las células como en compartimentos intracelulares, denominados colectivamente
receptores de reconocimiento de patégeno (RRP) [50]. Muchos RRP actuan

principalmente como receptores de senalizacidn, pero algunos de ellos también estan
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implicados en la fagocitosis de la bacteria, en la activacién del complemento e induccién
de la apoptosis [51]. La expresién de los RRP no se encuentra restringida a las células
presentadoras, sino que también pueden hallarse en otras poblaciones celulares
sanguineas, células del epitelio y mucosas. Algunos de los receptores mas destacados
son: receptor para la fraccidn cristalizable de la inmunoglobulina G (FcyR), receptor de
complemento 3 (CR3), los de tipo Toll (TLR), los de tipo NOD (NLR), de lectina de tipo C,
entre otros [48, 49].

Las micobacterias pueden ser opsonizadas por IgG, C3b y proteinas de unidn a
manosa, asi como por el factor surfactante A, lo que ayuda a que la bacteria ingrese al M®
de manera eficiente. Los bacilos opsonizados por moléculas de inmunoglobulina G (IgG)
ingresan a la célula hospedadora via el FcyR, este mecanismo de ingreso favorece la fusiéon
fagosoma-lisosoma e induce la produccion ROS, contribuyendo de este modo con la
eliminacion del bacilo [48]. Si en cambio, la micobacteria se encuentra opsonizada por
fragmentos del complemento C3b es reconocida e internalizada por CR3. Este receptor
puede reconocer también productos microbianos como residuos de oligosacaridos
presentes en la superficie del Mtb, por lo tanto participa en la fagocitosis de la
micobacteria opsonizada por C3b, como de las no-opsonizadas [52]. La fagocitosis
mediada por CR3 no contribuiria con la muerte de la bacteria, dado que el reconocimiento
e ingreso de la misma mediado por este receptor inhibiria la maduraciéon del endosoma
temprano y el estallido respiratorio [48].

Los TLR constituyen una familia de receptores conservados filogenéticamente,
esenciales para el reconocimiento de patégenos fundamentalmente por M® y CD, asi
como por otras células inmunes (neutrdfilos, mastocitos). Estos receptores estdn
conformados por proteinas transmembrana que contienen motivos repetidos ricos en
leucina en su dominio extracelular, mientras que el dominio citoplasmatico es homédlogo
al de sefalizacion del receptor para la Interleucina-1 (IL-1R) y recibe el nombre de dominio
TIR (Toll/IL-1 receptor). Este Ultimo activa la proteina de diferenciacion mieloide (MyD 88),
componente de sefializacion comun a todos los TLR (con excepcién del TLR-3), que une a

los TLR a lIrak [53, 54]. Irak constituye una serina cinasa que activa factores de

24 | Introduccion



transcripcion, como el factor nuclear-kB (NF-kB), favoreciendo la produccion de citocinas
proinflamatorias (IL-1, IL-6, IL-12, TNF-a), quemoquinas, moléculas co-estimuladoras, asi
como la induccién de especies reactivas del nitrogeno (RNS) a través de la produccién de
la sintasa inducible de dxido nitrico (iINOS) [51, 55]. Hasta el momento se han identificado
tres TLRs que juegan un importante rol en la deteccién del Mtb y en el inicio de la Rl
contra la micobacteria [55]. TLR-2 (como homodimero o heterodimero con TLR-1 o TLR-6)
reconoce lipopéptidos y glicolipidos; TLR-4 interactua con lipoproteinas y TLR-9 con ADN
bacteriano [56, 57]. Algunos trabajos recientes proponen que TLR-3 también interactuaria
con la micobacteria al reconocer su ARN y favoreceria la produccion de IL-10 a través de la
via de sefalizacién fosfoinositol 3-quinasas/proteina quinasa (PI3K/AKT) [58]. A pesar del
gran incremento de informacién sobre la conformacion y mecanismos de accion de estos
receptores, frente a la infeccidon por Mtb, aun existen muchos interrogantes.

Los NLR representan una amplia familia de censores intracelulares que estan
involucrados en la deteccion de sefiales provenientes de patdgenos y también de
situaciones de estrés. Se sabe que los NLR reconocen, dentro del compartimento
citoplasmatico, péptidos muramilados y péptidoglicanos que pueden hallarse sobre la
micobacteria. La activacion de NOD2, uno de los integrantes mas caracterizados de esta
familia de receptores, favorece la Rl inflamatoria a través de la activacion de la via del NF-
kB [50, 59, 60]. Ademds otros miembros de la familia NLR como NLRP1 y NLRP3 activan los
llamados inflamasomas, complejos de estructuras proteicas inductores de procesos
proteoliticos. En el caso del Mtb, la induccién del NLRP3-inflamasoma lleva a la activacion
de la caspasa 1, la cual actua sobre diferentes pro-citocinas de la familia de IL-1 (IL-1 e IL-
18) las que son activadas y secretadas [61, 62]. Algunos estudios en ratones demostraron
gue la micobacteria utilizaria diversos mecanismos para inhibir la activacién de este
inflamasoma, lo que generaria una disminucion en la produccién de IL-1B [62, 63].

Con respecto a los receptores de lectinas de tipo C, varios de ellos estdn
involucrados en el reconocimiento del Mtb, principalmente de las estructuras de
polisacaridos. Un ejemplo son los receptores de manosa que, como su nombre lo indica,

reconocen residuos terminales de manosa presentes sobre la micobacteria e inducen la
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fagocitosis de la misma. El ingreso del Mtb por esta via inhibe la fusidon fagosoma-lisosoma
y estimula la produccidn de citocinas antiinflamatorias (IL-4, IL-13) y dificulta la sintesis de
IL-12 [57, 64, 65]. Al respecto, se ha demostrado que la internalizacion del Mtb por Md¢
humanos utilizando este receptor, no conduce a la muerte del bacilo, ni reduciria la carga
bacilar [66], de acuerdo a lo demostrado en un modelo murino [67].

Otro tipo de receptor de lectina de tipo C, DC-SIGN, juega un papel fundamental en
el reconocimiento e internalizaciéon de la micobacteria por parte de las CD y en menor
medida por los M® alveolares. DC-SIGN actia como RRP y como receptor de adhesién,
favoreciendo la migracién de las CD y la interaccidn entre estas células con los linfocitos
[57]. La activacion de este receptor por el Mtb promueve una respuesta antiinflamatoria
mediada por la induccion de la produccion de IL-10 por parte de las CD [48, 68].

Dectin-1, que también forma parte de los receptores de lectina de tipo C, es
expresado fundamentalmente en M®, CD y neutrdfilos. Generalmente reconoce B-
glucanos y ha sido ampliamente estudiado en infecciones fungicas, aunque también es
conocida su participacion en el reconocimiento del Mtb [57]. Si bien no se sabe con que
ligandos micobacterianos interactuaria, hasta el momento el ligando que podria ser
reconocido es el a-glucano presente en la superficie de algunas micobacterias [69].
Rothfuchs y colaboradores demostraron en un modelo murino in vitro que la exposicidon
de CDs provenientes del bazo estimuladas con Mtb, favoreceria la produccién de IL-12 via

la activacién de este receptor [69, 70].

Por lo expresado se puede inferir que la respuesta a desarrollar contra Mtb va a

depender, entre otros factores, del tipo de receptor con el que esta interactie en los

estadios tempranos de la infeccidn.

Células de la inmunidad innata. A continuacion se detallan las funciones de los

integrantes mas importantes de la respuesta innata frente a la infeccidén por Mtb.

26 | Introduccion



Macréfagos: El M® es la célula blanco con respecto a la infeccién por Mtb. De
hecho, los M® alveolares han demostrado jugar un papel esencial en la eliminacién de las
particulas que ingresan en el organismo a través de las vias respiratorias, y han sido
considerados como una de las primeras poblaciones celulares que interactian con el
bacilo de la TB, ademds también estan involucradas en el inicio de la respuesta adaptativa.
El reconocimiento e ingestion del Mtb por parte de los M® gatilla, mediante la induccién
de diversas vias como por ejemplo la del NF-kB, la activacién transcripcional de
numerosos genes, entre ellos se incluyen los de las citocinas proinflamatorias vy
guemogquinas, iniciando asi la cascada inflamatoria necesaria para la llegada de leucocitos
al sitio de la infeccién [57, 71, 72].

Estas células pueden eliminar a la micobacteria a través de diversos mecanismos,
bien establecidos sobre todo en modelos murinos. Con respecto a la fagocitosis, en
condiciones ideales, la internalizacion de microorganismos inicia una serie de procesos
dindmicos donde distintas vesiculas endosomales y por ultimo el lisosoma, se fusionan al
fagosoma inicial o temprano y llevan a la formacién del fagolisosoma o fagosoma maduro.
La actividad antimicrobiana del fagolisosoma estda mediada, al menos en parte, por la
funcion degradativa de las hidrolasas lisosomales y por el medio acido, que tienen como
consecuencia la degradacion de lipidos y proteinas bacterianas. Ademas la maduracion del
fagosoma favorece la produccion de ROS, que constituye un importante mecanismo
microbicida demostrado tanto en modelos in vitro como in vivo [73, 74], ya que daian al
patégeno produciendo importantes modificaciones en su ADN, lipidos y proteinas [57, 75].
A este mecanismo efector se sumaria la produccion de RNS como consecuencia de la
activacion del M.

Sin embargo, se ha observado que la micobacteria utiliza diversos mecanismos
para poder sobrevivir dentro de los M®, por ejemplo restringiendo la acidificacion del
fagosoma mediante la exclusién de la bomba de protones, pudiendo ademas contribuir a
este efecto la producciéon de NH;" por parte del patégeno [76]. Por otro lado, Mtb
interfiere con la maduracidon del fagosoma, existen trabajos que demuestran que

sulfatidos y algunos glicolipidos micobacterianos impiden la fusién fagolisosomal. La
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inhibicidn de la maduraciéon del fagosoma podria estar también asociada al secuestro de
una proteina, identificada por Ferrari y colaboradores, conocida como TACO (Tryptophan
Aspartate Coat protein). Esta proteina se encuentra asociada a la red de microtubulos
corticales en M® no infectados vy, tras la infeccién con Mtb, la misma se relocaliza en la
membrana fagosomal, manteniéndose alli por prolongados periodos de tiempo. De esta
manera, a través de la retencion de TACO y la consecuente inhibicién de la fusion
fagolisosomal el Mtb evade una de las potentes vias microbicidas macrofagicas. La
inhibicidon de la maduracién del fagosoma mediada por la bacteria, puede ser revertida
por citocinas como el IFN-y y el TNF-a, que a su vez también estimulan los mecanismos
microbicidas [77, 78, 79]. Es importante mencionar que TACO se une a la membrana
plasmatica de los M® a través del colesterol [80, 81]. De hecho, el colesterol presente en
la membrana de estas células es una molécula esencial para la internalizacién de la
micobacteria, estabilizando su interaccién con la membrana del M® y haciendo mas
efectivo su ingreso por fagocitosis [77]. La importancia de este lipido se hizo evidente en
un modelo in vitro donde al reducir los niveles de colesterol en la membrana de M®
murinos derivados de medula o6sea, se observd una marcada reduccién en la
internalizacion de la micobacteria [77].

Otro mecanismo utilizado por el Mtb para evadir las defensas del hospedero esta
dado por la manipulacién de las vias de muerte de la célula hospedera. La apoptosis de
estas células mantiene la membrana plasmatica intacta, restringe la viabilidad vy
diseminacion del bacilo (que queda retenido dentro de los cuerpos apoptéticos), y
favorece la presentacion cruzada por parte de las CD [82]. Alternativamente la muerte
por necrosis, caracterizada por lisis celular, favorece la supervivencia y propagacién de la
bacteria fuera del hospedero e incrementa la respuesta proinflamatoria [83]. En el caso
particular del Mtb, la micobacteria impediria la apoptosis y promoveria la muerte por
necrosis de estas células mediante la estimulacién de la producciéon de lipoxinas, como la
lipoxina A4 (LXA4), que inhibe la produccién de prostaglandina E2, la cual es necesaria
para la proteccion de la membrana interna mitocondrial [83, 84]. Estudios en M®

humanos y murinos demostraron que la infeccion de estas células por cepas de
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micobacterias atenuadas induce apoptosis, mientras que las cepas virulentas inducen
necrosis [85], indicando de este modo que el destino del M® se ve influenciado
diferencialmente de acuerdo a la virulencia de la micobacteria con la que interactue.

En M® humanos se observé que el metabolito bioldgicamente activo de la
vitamina D3: 1,25 dihidroxi vitamina D3 [1,25 (OH) 2D3], sélo o conjuntamente con IFN-y y
TNF-a, era capaz de activar a los M® para inhibir o eliminar al Mtb, por ejemplo mediante
la induccién de la produccién de proteinas antimicrobianas como las catelipsinas [73, 86].
En este caso, el destino de la micobacteria intracelular es ser eliminada a través de la
autofagia, un proceso celular a través del cual los componentes celulares, como organelas
0 patogenos intracelulares, son secuestrados en una estructura llamada autofagosoma
gue se fusiona con los lisosomas para su degradacién [75, 87]. La autofagia actuaria como
un efector inmune, por lo que su induccién y activacién contribuiria con la eliminacién del
Mtb favoreciendo la maduracion del fagosoma [86]. Algunos estudios en modelos murinos
demostraron que el tratamiento con INH y PZA induce autofagia en M® infectados con
Mtb, contribuyendo también de este modo a la eliminacién de la micobacteria [86].

El M® requiere de hierro para poder ejercer algunas de sus funciones microbicidas,
con lo cual se establece una franca competencia por el mismo entre patdégeno y
hospedero, dado que para el Mtb este metal es esencial para su supervivencia. El M® se
provisiona de hierro a través del receptor para la transferrina, mediante el cual internaliza
este metal extracelular unido a transferrina y lactoferrina. Al producir el Mtb un arresto en
la maduracién endosomal las condiciones reinantes de mediana acidez favorecerian la
separacion del hierro de su transportador en beneficio de la micobacteria [88]. Ademas, el
Mtb ha desarrollado moléculas especiales para la fijacién de este metal conocidas como
sideroforos. Estos tienen gran afinidad por el hierro intracelular y lo captan para luego
transferirlo a ciertas moléculas especializadas de la pared micobacteriana, las
micobactinas [88, 89].

Como se ha senalado anteriormente, los M® son las principales células que se
encuentran en los granulomas, pero no todos los M® dentro de esta estructura estan

infectados. Las células no infectadas parecen ayudar en la contencién de la infecciéon vy
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contribuirian a la secrecidon de citocinas. Diversos estudios en ratones sugieren la
existencia de dos tipos de Mo, los activados de manera clasica (M1) que se diferencian en
respuesta a la sefial de diversas citocinas, o los activados de modo alternativo (M2). Los
M1, inducidos por la secrecidén de citocinas de los linfocitos T colaboradores de tipo 1
(Th1), fundamentalmente IFN-y, son capaces de destruir a la bacteria y a su vez producir
citocinas como TNF-q, IL-1B, IL-12 e IL-23. Mientras que los M2, inducidos por citocinas de
los linfocitos T colaboradores de tipo 2 (Th2) (IL-4, IL-13) sintetizan citocinas
antiinflamatorias (IL-10, TGF-B), carecen de actividad antimicrobiana y poseen una baja
actividad presentadora de antigenos [57, 90]. Si bien ambas poblaciones suelen
encontrarse en el granuloma frente a la infeccion por Mtb, una Rl eficiente depende
fundamentalmente de un predominio del perfil M1, pero como parte de una respuesta
bien balanceada se requiere de la presencia de factores antiinflamatorios y de M2 para
controlar la inflamacidn y evitar el dafio en el hospedero [90].

Otra clase de M® también presente en los granulomas son los M® espumosos,
guienes adquieren su apariencia esponjosa como resultado de la acumulaciéon de lipidos
intracelulares dentro de estructuras conocidas como cuerpos lipidicos [91]. Lay vy
colaboradores demostraron, en un modelo in vitro, que estas células pierden su capacidad
fagocitica y su actividad bactericida permitiéndole de este modo a las bacterias
previamente ingeridas permanecer en un estado de latencia. Ademas los lipidos presentes

en estas células servirian como una fuente de nutrientes para la micobacteria [92].

Células dendriticas. Estas células reconocen, capturan y procesan antigenos, para
poder presentarlos en el contexto del complejo mayor de histocompatibilidad (CMH), asi
como a través de la molécula presentadora de antigenos no cldsica (CD1) [93]. Una vez
gue los antigenos han sido capturados e interiorizados, las CD maduran (sufren cambios
fenotipicos y funcionales) y migran hacia los ganglios linfaticos periféricos donde tiene
lugar la presentacion antigénica. La maduracion de estas células esta caracterizada por el
incremento en la sintesis de moléculas del CMH de tipo | y I, asi como también por el

aumento en la expresidon de moléculas co-estimuladoras [94].
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Frente a la infeccidn por Mtb, las CD juegan un rol fundamental en la induccién de
la Rl celular, activando a los linfocitos T virgenes especificos en los ganglios linfaticos.
Ademas la produccidon de citocinas como IL-12 e IL-18 por estas células favorece la
maduracién de las células T hacia un perfil Th1 [95, 96]. En modelos murinos se vio que la
presentacién de antigenos micobacterianos por las CD a los linfocitos virgenes ocurre en
los ganglios linfaticos entre 9 y 12 dias post-infeccidn. No se sabe exactamente cual es el
motivo de dicho retardo pero tanto en modelos in vivo como in vitro se observd que la
poblacidon de CD presentes en el tejido alveolar, infectadas con Mtb, tardaban en migrar
hacia los ganglios y eran menos eficientes en la presentacién antigénica que otras
poblaciones de CD [96, 84]. Ademas, estd reportado que la infeccién con Mtb de las CD
derivadas de monocitos altera la habilidad de estas para presentar antigenos lipidicos, por
la disminucion en la expresion de las moléculas CD1 [97]. Sin embargo, Ernst vy
colaboradores demostraron que las CD que migran hacia los ganglios linfaticos utilizarian
algunos mecanismos para compensar la inhibicién de la presentacion antigénica mediada
por Mtb, por ejemplo, mediante la transferencia célula a célula de proteinas
micobacterianas a CD residentes en los ganglios, optimizando de este modo la

presentaciéon y activacion de los linfocitos TCD4+ virgenes.

Neutrofilos. Estas células, que constituyen aproximadamente el 70% de la
poblacién total de los gldbulos blancos, juegan un rol activo en el control de infecciones
mediadas por patégenos intracelulares. Los polimorfonucleares neutréfilos (PMN) se
encuentran entre las primeras células inmunes innatas en migrar ante estimulos
inflamatorios, mediante la accién de factores quimiotacticos, desde la sangre hacia los
sitios de la infeccion [98]. Ademas, también participan en la regulacion de la respuesta
inflamatoria, en la cicatrizacién y reparacién de tejidos dafiados [99].

Al igual que lo observado en modelos animales, las PMN humanos también pueden
infectarse con el Mtb [100]. La mayoria de los microorganismos fagocitados por los PMN
mueren rapidamente luego de la fusién del fagosoma con los compartimentos lisosomales

y con granulos citopldasmicos especializados que contienen un vasto arsenal de moléculas

31 | Introduccion



efectoras antimicrobianas como a defensinas (pequefios péptidos antimicrobianos) [101],
proteasas, lactoferrina (secuestran hierro) y lipocalina (molécula de unidén a sideréforos).
Al fagocitar a la micobacteria se activan diversas cascadas de sefales que culminan en la
produccidn de citocinas tales como TNF-a e IL-1B y de quemoquinas por parte de estas
células [102]. Ademas la interaccidn con el Mtb desencadena la apoptosis de los PMN, e in
vitro se observd que la fagocitosis de los cuerpos apoptdticos por parte de los M® resulta
en la disminucion de la viabilidad de la micobacteria intracelular, dado que los granulos
presentes en los cuerpos apoptéticos son trasladados hacia los endosomas tempranos
donde se localiza la micobacteria, potenciando de este modo la actividad antimicrobiana
de los M® [103, 104].

También se observo en diversos modelos que estas células son importantes en la
formacion del granuloma durante la infeccién con Mtb, dado que producen guemoquinas
como CXCR3 que favorecen la organizacién de los linfocitos y monocitos que llegan al sitio
de la infeccién [105, 106, 107]. Por otro lado, la acumulacién y persistencia de estas
células en el sitio de la infeccidon por periodos prolongados de tiempo resulta perjudicial
para el huésped, dado que la continua liberacién de granulos y sus respectivas enzimas
genera importante dafio tisular. Por lo que, si bien los PMN tendrian un rol protector
inmediatamente después de la infeccidn, la persistencia de estas células en etapas tardias
de le enfermedad estaria asociada con la falla en la contencion del Mtb y la progresidn de

la enfermedad activa [108].

Células Citotoxicas Naturales. Estos linfocitos granulares juegan un rol importante
en el desarrollo de la Rl innata. Su funcién principal estd asociada con el desarrollo de
citotoxicidad frente a células diana, mediadas por los sistemas Fas/Fas-L vy
perforina/granzima [102], y ademas se encuentran entre las primeras células que
producen IFN-y durante la Rl, lo cual fue corroborado en diversos modelos de infeccién
con Mtb [109, 110, 111], asi como en pleuresias tuberculosas [112]. En un modelo
humano in vitro se demostré que estas células reconocen y lisan a los M® infectados con

la micobacteria [102]; ademas, en modelos murinos de infeccidon con Mtb se vio que estas
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células también estdn involucradas en el inicio del proceso inflamatorio mediante la
secrecion de quemoquinas como IL-8 que reclutan leucocitos, e intervienen en la

organizacién del granuloma [71].

Linfocitos T-y8. El reconocimiento de antigenos por parte de estas células esta
dado por el receptor de células T (TCR) y no se encuentra restringido por moléculas del
CMH [113], m3s bien poseerian la capacidad de interactuar con el antigeno intacto. EI TCR
de estas células se caracteriza por poseer una cadena y y una 6. La mayoria de los
linfocitos T-yd presentes en los humanos adultos expresan el mismo segmento génico V,
VY9 junto con V62 (subpoblacion T Vy9V62) [114]. El Mtb activa con mayor facilidad a esta
subpoblacién de células T-y, que reconocen moléculas pequenas de la micobacteria,
fundamentalmente fosfoantigenos (pirofosfato de isopentenilo y pirofosfato de prenilo)
[113].

Diversos estudios demostraron que los linfocitos T-y estan presentes en el sitio de
la infeccion desde etapas tempranas de la RI. Estas células son las principales productoras
de IL-17 en la fase inicial de la infeccidon, también producen TNF-a, y al igual que los
linfocitos TCD4+ y TCD8+, secretan IFN-y. Ademas, pueden lisar a los M® infectados a
través de la liberacidon de perforina y granulisina, y de este modo junto con la produccién

de citocinas contribuyen en la contencién del crecimiento micobacteriano [113, 114].

Mastocitos. Estas células inflamatorias se ubican preferentemente en las mucosas
de los tractos respiratorio, gastrointestinal y urinario, y cerca de los vasos sanguineos y
linfaticos. Debido a su estratégica distribucion en el pulmdn, los mastocitos cumplen un
papel importante en la defensa del hospedero contra el Mtb, cuyos productos
microbianos pueden activar a estas células que responden liberando una gran cantidad de
mediadores proinflamatorias (histamina, TNF-a, IL-6), proteasas, entre otros [115, 116]. La
liberacién de algunos de estos mediadores favoreceria la migracién de PMN y monocitos,

y la formacion de la estructura del granuloma [117, 118].
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Células epiteliales. La habilidad de la micobacteria de unirse e invadir células
epiteliales fue demostrado inicialmente por Shepar y colaboradores en un modelo in vitro
[119]. Las células epiteliales de las vias respiratorias le brindan a la bacteria un nicho
donde puede replicarse y establecer su infeccion [120]. Estas células podrian contribuir
con la defensa temprana frente a la infeccion con Mtb a través de su capacidad de
producir citocinas, qguemoquinas , defensinas y otras moléculas que pueden eliminar a la
micobacteria de forma directa, o indirectamente potenciando las funciones
antimicrobianas de los M® infectados [121]. Referido a este ultimo punto, en un modelo
in vitro se vio que frente a la infeccion con Mtb estas células producirian IFN-y, y de este
modo contribuirian con la activacion de los M® que han fagocitado a la micobacteria
[121,122]. Ademas las células epiteliales presentarian antigenos micobacterianos a través
del CMH de clase | a linfocitos TCD8+ residentes en el pulmén para estimular la
produccion de IFN-y por parte de estas células [121], contribuyendo de este modo con el

control de la infeccién con Mtb.

1-2.2 Principales citocinas de la respuesta inmune contra Mtb

Las citocinas son proteinas secretadas por las células de la inmunidad innata y
adaptativa que median muchas de sus funciones. Son sintetizadas en respuesta a
microorganismos y otros antigenos, de modo que diferentes citocinas estimulan distintas
respuestas de células que participan en la inflamacién y en la inmunidad. La secrecidn de
estos mediadores es un acontecimiento breve y autolimitado, generalmente no suelen
almacenarse en forma de moléculas pre-formadas y su sintesis se inicia por la
transcripcion de nuevos genes debido a la activacion celular. Esta activacion
transcripcional es transitoria y el ARN mensajero que codifica la mayoria de las citocinas
es inestable, de forma que la sintesis de estas también es transitoria [47].

Estas moléculas efectoras regulan la formacion del granuloma y ademas influyen

sobre el tipo de Rl que se generara frente a la micobacteria. Este hecho se veria reflejado
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en la evolucidn clinica de la infeccidn: eliminacidon de la bacteria, contencién de la misma o
estado de latencia, o bien permitiendo el desarrollo de la enfermedad en sus distintas
manifestaciones clinicas [123, 124]. Las citocinas producidas por los linfocitos Th1l como
INF-y desempenan un rol protector durante la infeccidén; mientras que las del tipo Th2
como la IL-4 o antiinflamatorias y antiproliferativas como IL-10 y TGF-B favorecerian el

desarrollo de la enfermedad [123].

1-2.2.1 Citocinas y mediadores proinflamatorios

El reconocimiento de la micobacteria por parte de los fagocitos conlleva a la
activacion celular y produccién de citocinas proinflamatorias, que a su vez inducen a una
mayor activacion y produccién de citocinas, generandose asi un proceso complejo de
regulacion cruzada. Este marco de citocinas es crucial en la respuesta inflamatoria y en el
desenlace de la infeccién con la micobacteria, aunque la producciéon en exceso de las

mismas puede generar dafio tisular en el huésped.

En el caso de la TB la produccion de IFN-y es critica para el control de la infeccidon
con Mtb, tanto cuando es sintetizado en forma inespecifica en las primeras etapas de la
infeccion como reflejo de la activacidn de la Rl innata principalmente por las células NK, o
como producto de la activacién de células T antigeno especificas (fundamentalmente
linfocitos TCD4+ del patrén Thl, asi como también por TCD8+). Pese a que la sola
produccidn de esta citocina no es suficiente para el control de la TB, es necesaria para
montar una respuesta protectora frente al Mtb. En modelos murinos se puso de
manifiesto que una de las principales funciones del IFN-y frente a la infeccién
micobacteriana es que constituye el mayor activador de los M®. Su presencia en el
entorno activa diversas cascadas de sefales que incrementan la funcién microbicida de
esta célula al estimular la maduracién del fagosoma vy la sintesis de ROS y RNS; ademas

interviene en la induccién del programa de muerte celular y la autofagia en los M®
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infectados [125, 126]. El IFN-y también favorece la presentacién antigénica al estimular la
sintesis de moléculas del CMH de clase Il en M®, lo que lleva a una mayor activacién de
linfocitos TCD4+ [48, 127]. Otro rol importante de esta citocina es que promueve la
sintesis de IL-12 por parte de los M® activados y la expresion del receptor para la IL-12 en
los linfocitos virgenes [128]. El papel fundamental de esta citocina en humanos se ve
reflejado en pacientes con deficiencia en la produccion del IFN-y o de su receptor, los que
presentan una marcada susceptibilidad a infecciones micobacterianas [127].

La IL-12 es una citocina proinflamatoria, producida por las CPA [129, 130] y es
esencial para la generacién de la Rl protectora contra Mtb dado que favorece la activacion
del perfil Thl, y por consiguiente la sintesis de IFN-y [131]. Adema3s, esta citocina potencia
la producciéon de IFN-y por parte de las células citotdxicas naturales [131]. A nivel
molecular, IL-12 inhibe la expresion de los factores de transcripciéon FoxP3 y RORyt
especificos para el desarrollo de los linajes de las células T-reg y Th17, respectivamente
[132]. En pacientes con TB activa, la IL-12 fue detectada en infiltrados pulmonares,
pleuresias y granulomas [48].

Otra citocina que también participa en la regulacion de la produccién del IFN-y es
IL-18, quien comparte muchas caracteristicas con la IL-1. Fue descubierta inicialmente
como el factor inductor del IFN-y que actuaba en sinergismo con IL-12, y es producida por
los M® en respuesta a la micobacteria [48, 133]. Hoy en dia se sabe que estimula la
produccidn de otras citocinas proinflamatorias (TNF-a, IL-1), quemoquinas y factores de
transcripcion como el NF-kB [48, 134].

Dentro de las citocinas claves para el control de la TB también se halla el TNF-a,
gue es producido principalmente por monocitos, M® y CD como consecuencia de la
interaccion con la micobacteria o productos micobacterianos. Esta citocina
proinflamatoria participa de manera directa en la formacién del granuloma, posee
propiedades inmunorregulatorias, estimula la respuesta de fase aguda, favorece la
activacion de los M® e induce la produccidn de quemoquinas y moléculas de adhesién
gue son importantes para el reclutamiento y retenciéon de las células en el sitio de la

infeccion [135]). También se vio que la presencia del TNF-a favorece la apoptosis de las
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células infectadas con la micobacteria, aunque el exceso de esta citocina en el entorno
puede llevar a la activacion de le muerte celular por necrosis [135]. Ademas el TNF-a actua
en sinergia con el IFN-y para favorecer la actividad antimicrobiana de los M® induciendo
la sintesis de RNS y ROS [136]. La importancia de esta citocina en la infeccion con TB se
evidencido en modelos animales donde la falta de la misma se encontré asociada a una
progresion fatal de la TB, este desenlace se debe fundamentalmente a una menor
capacidad de respuesta antimicrobiana por parte de los M® acompanada de una
alteracién en la estructura del granuloma [135]. Asimismo se observd que un exceso en la
produccidn de este citocina induce a la patologia, asociada a un incremento en el dafio
tisular y en la respuesta proinflamatoria exacerbada.

En los pacientes con TB la principal produccién de TNF-a tiene lugar en el sitio de la
infeccion, el exceso de esta citocina genera efectos inflamatorios no deseados como
fiebre, cansancio, pérdida de peso y dafio tisular. El deterioro clinico temprano que
presentan estos pacientes esta asociado con un incremento en las concentraciones
plasmaticas de esta citocina [49, 137], y una rapida recuperacion durante el tratamiento
esta asociada con la disminuciéon del TNF-a [49, 138]. Para limitar el efecto deletéreo de
esta citocina, su produccidn sistémica es restringida y ademds hay un incremento del
receptor soluble de este mediador que bloquea su actividad. En humanos, la importancia
del TNF-a en la contencion de la infeccion se ve reflejada en los individuos que sufren la
enfermedad de Crohn y Artritis Reumatoidea, a quienes se les suministra un potente
monoclonal anti-TNF-a y se tornan mds susceptibles a la reactivacion de la TB (incluida la
TB miliar y extrapulmonar) [106, 136, 139]. Por lo tanto esta citocina es fundamental para
controlar la infeccidén, pero si se produce en altas cantidades y por periodos prolongados
puede causar un severo dafio tisular y diversos sintomas caracteristicos de la TB.

Al igual que el TNF-a la IL-1B es producida principalmente por monocitos, M® y
CD, también se encuentra en exceso en el sitio de la infeccidon en pacientes con TB y actua
como mediador de la respuesta inflamatoria del huésped. Esta citocina es sintetizada
como forma inactiva (pro-IL-1B), la cual necesita de la activacion del inflamasoma para ser

procesada y secretada en su forma biolégicamente activa (IL-1p) [140]. Este mediador
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incrementa el procesamiento y presentacion antigénica, y la producciéon de otras citocinas
sobre las CPA, asi como la fagocitosis y mecanismos efectores de los M® [141, 142].

La IL-6 también ha sido implicada en la respuesta del hospedero frente al Mtb. Este
mediador posee propiedades pro- y antiinflamatorias, es producido tempranamente
durante la infeccién micobacteriana y se encuentra en grandes cantidades en el sitio de la
infeccion [143]. IL-6 es sintetizada principalmente por los fagocitos mononucleares en
respuesta a la bacteria y a otras citocinas tales como IL-1 y TNF-o.. Muestra un importante
pleiotropismo, en la inmunidad innata estimula la sintesis de proteinas de fase aguda por
los hepatocitos y contribuye a los efectos sistémicos de la inflamacién conocida como
respuesta de fase aguda. Ademads, estimula la produccion de PMN a partir de sus
progenitores en la médula dsea en coordinacién con el factor estimulante de colonias de
granulocitos y monocitos (GM-CSF) [47]. Saunders y colaboradores evidenciaron un rol
protector de la IL-6 demostrando que los ratones deficientes en la produccion de este
mediador presentaban una mayor susceptibilidad frente a infecciones con Mtb,
atribuyéndolo a una produccion deficitaria de IFN-y previa al desarrollo de la inmunidad
adaptativa [144, 48]. A su vez, se observé que el exceso de IL-6 podria ser perjudicial en
las infecciones micobacterianas, dado que inhibiria la produccion temprana de IL-1 y TNF-
o por parte de los M® [49].

La IL-2, producida por los linfocitos T, constituye un factor de crecimiento
autdcrino y paracrino para los linfocitos estimulados por antigenos, es por esto que
originalmente se la denomind factor de crecimiento de linfocitos T [145]. Esta citocina
favorece la diferenciacién y proliferacion de otras células inmunitarias como es el caso de
las NK y los linfocitos B, asi como de las células T reguladoras en el timo. Ademas, en
humanos se vio que IL-2 favorece la sobrevida de estas Ultimas en periferia y el
incremento de la expresién del factor de transcripcidon FoxP3 [146]. Kellar y colaboradores
demostraron que la produccién de IL-2 se encuentra aumentada en pacientes con TB
respecto de controles sanos frente al estimulo de antigenos micobacterianos [147].

La familia de IL-17 se encuentra integrada por las isoformas IL-17 A, B, C, D

y E (también conocida como IL-25), siendo IL-17A la mas estudiada. Las células capaces de
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responder a esta citocina incluyen CD, M®, linfocitos, células epiteliales, queratinocitos y
fibroblastos [148]. Ante la infeccidn con Mtb, diversos estudios sugieren que las células T-
v6 son una importante fuente de produccién temprana de IL-17, mientras que durante la
Rl adaptativa serian los linfocitos TCD4+, correspondientes a la subpoblacion Th17, los
principales productores [149].

En esta enfermedad, el reclutamiento de los PMN mediado por esta citocina,
favoreceria la organizacion temprana del granuloma [150]. Sin embargo, la exposicion
prolongada a IL-17 hace que estas células sobrevivan por largos periodos de tiempo,
pudiendo contribuir a la inmunopatologia [151, 152].

IL-23 es producida por CD y M® que son activados por TLR-2. A su vez, estas
células pueden ser activadas por esta citocina en forma directa, favoreciendo la
produccion de mediadores proinflamatorios como TNF-a e IL-1B [153]. Una de las
funciones mds importantes de IL-23 es su habilidad para sostener la actividad de los
linfocitos T-y6 y favorecer la expansion de los clones de Th17. Ambos tipos celulares son
componentes esenciales de una inmunidad protectora contra Mtb, temprana y tardia
respectivamente. En ausencia de IL-23 las células Th17 muestran una menor capacidad en
la produccién de citocinas proinflamatorias y un aumento en la sintesis de IL-10, por lo
gue la presencia de esta citocina es requerida para que las células Th17 maduren
alcanzando su potencial plenamente inflamatorio [154]. Sin embargo, un exceso de
produccién de IL-23 e IL-17 conduciria a un gran reclutamiento y cambios fenotipicos en
las células proinflamatorias con el consecuente dafo tisular. Por consiguiente es
indispensable un fino balance Th1-Th17 para lograr una respuesta efectiva contra el Mtb
[148, 155].

Otra citocina pleiotrépica, miembro de la familia de IL-12, que posee funciones
activadoras e inhibitorias sobre la Rl innata y adaptativa es IL-27. En combinacién con IL-2
y/o IL-12 incrementa la produccion de IFN-y por parte de las células TCD4+,
contribuyendo de esta manera a la activaciéon de los M® y a la inhibicién del crecimiento

micobacteriano [156]. Por otra parte, IL-27 ejerceria actividad antiinflamatoria sobre los
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M® durante la infeccidon con Mtb, regulando negativamente la via MAPK, la expresién y
procesamiento de IL-1P y la localizacién de los receptores del TNF-a [157, 158].

La Proteina C reactiva (CRP), si bien no es una citocina, es uno de los componentes
inflamatorios producidos por el higado en respuesta a procesos infecciosos (bacterianos) o
inflamatorios (Artritis Reumatoide y vasculitis), e integra el grupo de las denominadas
“Proteinas de fase aguda”. Su sintesis a nivel hepatico es estimulada principalmente por la
citocina proinflamatoria IL-6 y en menor medida por TNF-a, IL-1 y glucocorticoides [159].
CRP une con alta afinidad residuos de fosfocolina presentes en polisacaridos de virus,
bacterias, hongos y parasitos; a su vez, las membranas celulares de los mamiferos también
expresan fosfocolina, aungque esta solo es accesible para su reconocimiento por la CRP en
células necréticas o apoptéticas. Por consiguiente, CRP es capaz de reconocer no solo
microorganismos, sino también células propias que requieren ser eliminadas. Ademas esta
proteina de fase aguda cuando se encuentra interaccionando con el ligando es capaz de
unir C1g e inducir la activaciéon del complemento por via clasica, lo que lleva a la
deposicidn de C3b sobre el patdgeno favoreciendo su fagocitosis. CRP también puede ser
reconocida por los receptores Fc de la I1gG presentes en M® y PMN, actuando como
opsonina e induciendo la fagocitosis [160].

Las concentraciones plasmaticas de CRP y la velocidad de eritrosedimentacion
(ERS) son los indicadores de proceso inflamatorio agudo mas utilizados. Asimismo su
determinacién es util en el seguimiento de la evolucion de diferentes patologias
inflamatorias y/o infecciosas. En pacientes con TB pulmonar las concentraciones
plasmaticas de CRP se encuentran incrementadas y asociadas con los niveles bacterianos y
el grado de afeccién de la enfermedad, estos valores descienden con el tratamiento

especifico [161, 162, 163].
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1-2.2.2 Citocinas reguladoras y antiinflamatorias

La respuesta inflamatoria iniciada por la micobacteria es antagonizada por
mecanismos antiinflamatorios asi como reguladores de la respuesta en curso. Algunos de

estos mecanismos dependen o estan influenciados por citocinas como: IL-10, IL-4 y el TGF-

B [49].

La IL-10, que en lineas generales ejerce efectos antiinflamatorios, es producida
principalmente por los M® activados luego de la fagocitosis de la micobacteria, también
puede ser liberada por las CD y por los linfocitos B y T durante la respuesta adaptativa.
Mediante estudios in vitro se demostré que la IL-10 antagoniza la respuesta de citocinas
proinflamatorias inhibiendo la produccion de TNF-a e IL-12 por parte de los M®, asi como
del IFN-y por parte de las células T como consecuencia de la disminucién de IL-12 [48, 58].
También disminuye la actividad litica de los linfocitos TCD4+ y TCD8+, inhibe el
procesamiento y presentacion de antigenos y la expresion de moléculas co-estimuladoras
sobre monocitos y M®; ademds posee propiedades desactivantes sobre estos ultimos
antagonizando los efectos activadores del IFN-y [164]. Diversos trabajos postulan que la
micobacteria estaria induciendo la produccién de esta citocina con el objeto de suprimir la
RI efectiva. Ademas, in vitro se observd que la presencia de niveles elevados de IL-10
durante infecciones con Mtb contribuiria con la persistencia de la micobacteria dentro del
M® a través de los mencionados mecanismos. Al respecto, O’Leary y colaboradores
demostraron que M® alveolares humanos infectados con Mtb producian niveles elevados
de IL-10, y que el aumento de esta citocina inhibia la maduracion del fagosoma,
permitiendo la sobrevida del patégeno en estas células [49, 165]. Por lo que en el
contexto de la infeccion con Mtb, esta citocina jugaria un doble rol ya que por un lado
contribuiria con el control de la exuberante respuesta proinflamatoria limitando de este
modo el dafio en el hospedero, mientras que producida en exceso favoreceria la sobrevida

de la micobacteria al alterar la Rl de proteccion.
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El TGF-B frente a una infeccion con Mtb también parece contrarrestar la
inmunidad protectora. Los productos micobacterianos inducen la sintesis de este
mediador por parte de monocitos, M® y CD. Al igual que la IL-10 suele producirse en
grandes cantidades en el sitio de la infeccion [48]. Esta citocina suprime la inmunidad
celular: en las células T inhibe su proliferacién y la produccion del IFN-y, mientras que en
M® interfiere con la presentacion antigénica, la produccion de citocinas proinflamatorias
(TNF-a e IL-1B) y la activacion celular. Ademas, estd involucrada en el dafio pulmonary la
fibrosis producida durante la TB [166].

En algunos sujetos con TB se ha detectado una produccion incrementada de IL-4
asociada a la severidad [10]. El efecto deletéreo de esta citocina en infecciones
intracelulares, incluida la TB, ha sido atribuido a la capacidad supresora que posee sobre la
produccion del IFN-y y la activacion de los M®. La IL-4 antagoniza los efectos activadores
del IFN-y sobre los M® y por consiguiente inhibe la Rl celular. Esta citocina es producida
por células Th2, mastocitos y basdfilos entre otras [167]. En diversos estudios in vitro se
vio que asociada con IL-13 induce la activacion alternativa de los M®, causando una
disminucién de los receptores TLR-2 y de la produccién de TNF-a, asi como aumento en la
expresion de DC-SIGN y en la sintesis de IL-10 [48]. La presencia de IL-4 estimula la
diferenciacién de los linfocitos T virgenes hacia un perfil Th2 y actia como un factor de
crecimiento autdcrino para esta subpoblacién, por lo que IL-4 es responsable de la

induccion y expansion de este perfil.

Tanto en la Rl innata como adaptativa, asi como en la organizacion del granuloma
también cumplen un rol importante un conjunto de proteinas de bajo peso molecular, de
entre 8-10 kDa, conocidas como quemogquinas. Cuya produccién es inducida por la accién
de microorganismos y citocinas proinflamatorias, en especial TNF-a e IL-1B. En conjunto
se caracterizan por su capacidad de promover la migracién y activacion de diferentes
poblaciones leucocitarias. Estas moléculas atraen a células de la defensa del huésped
hacia la zona de infeccidn y regulan el trafico de linfocitos y otros leucocitos a través de los

tejidos linfaticos periféricos [73, 49, 168].
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1-2.3 Inmunidad Adaptativa en la infeccién con Mtb

En contraste con los mecanismos innatos, la Rl adaptativa o adquirida requiere del
reconocimiento especifico de los antigenos extranos, y se clasifica en inmunidad celular e
inmunidad humoral. Estos dos tipos de Rl se caracterizan por la presencia de diferentes
actores del SI y permiten eliminar distintos tipos de microorganismos. La inmunidad
celular es la funcion efectora de los linfocitos T y sirve principalmente como mecanismo
de defensa contra los microorganismos de vida intracelular. Mientras que la inmunidad
humoral estd mediada por la activacion de las células B y la produccién de anticuerpos
secretados, y su funcidn fisioldgica consiste en la defensa contra los microbios
extracelulares y las toxinas microbianas. En la situacién particular de la TB, al igual que
sucede con otras infecciones intracelulares, es la inmunidad de tipo celular la que juega
un rol clave para su control. No obstante, durante la infeccion con Mtb también se
observa una fuerte respuesta humoral [71, 169].

El resultado de las infecciones micobacterianas dependen de la interaccion entre la
bacteria y la Rl innata y adaptativa del hospedero. Las células T son un componente
fundamental de la respuesta protectora frente a la infeccién con Mtb. Para que los
linfocitos T especificos se activen y expandan es necesario que la micobacteria sea
trasladada del pulmén hacia el ganglio linfatico drenante, donde se produce el
reconocimiento de los antigenos micobacterianos. La Rl celular tarda en ser inducida, por
lo que el inicio de la misma se ve demorado en comparacién con la de otras infecciones, lo
gue le permite a la micobacteria replicarse en los pulmones durante la fase temprana de
la infeccion (primeros 21 dias), establecerse y condicionar a la respuesta efectora, de
modo que la misma se exprese en un sitio inflamatorio que ha sido iniciado y modulado
por la bacteria [96].

Dadas las caracteristicas de la infeccion humana, gran parte de estos
conocimientos se adquirieron mediante la utilizacién de modelos animales,
principalmente murinos. La infecciéon de ratones permitié conocer y profundizar en los
mecanismos de la Rl relacionados tanto en la contencidn y eliminacidn de la micobacteria,

asi como en la persistencia de la infeccidn y el consecuente daifio tisular. Ademas el
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estudio experimental en diversos modelos animales es de gran utilidad para el desarrollo
de estrategias y evaluacion de nuevas vacunas o terapias anti-TB [96, 9].

Como se expresd previamente, una vez que la bacteria es presentada a los
linfocitos T en el ganglio linfatico, las células virgenes alli activadas migran hacia el sitio de
la infeccién, donde mediaran sus funciones efectoras. La llegada de las células al foco de la
infeccion ocurre entre dos a tres semanas post-inhalacion de la bacteria. Ademas, la
interaccion de las células Ty los M® infectados es central en la inmunidad frente al Mtb,
las células TCD4+ son esenciales para montar una buena respuesta celular, pero son
apoyadas por otras subpoblaciones de células T como las CD8+ y otros linfocitos capaces
de reconocer componentes de la micobacteria expuestos por las moléculas no clasicas del

CMH [113].

1-2.3.1 Reconocimiento de la micobacteria por los linfocitos

Dado que la micobacteria reside en general en los compartimentos fagociticos, la
presentacién del antigeno por el CMH de tipo Il es la mas frecuente, y los linfocitos TCD4+
son las células responsables de reconocer el Mtb en este contexto. Mientras que las
moléculas pertenecientes al CMH de tipo | son capaces de presentar a los linfocitos TCD8+
péptidos derivados de antigenos presentes en el citosol. En este caso el Mtb o
componentes del mismo deben acceder al citosol para ser procesados y presentados por
este tipo de molécula [49]. Al respecto, se ha observado que algunas proteinas de
secrecién micobaterianas pueden ser translocadas al citosol de las CPA infectadas y ser
presentadas de este modo [84, 170]. A su vez se ha postulado la presencia de un poro o
grieta, inducido por la micobacteria sobre la membrana vesicular, que permitiria un trafico
bidireccional de antigenos micobacterianos hacia el citoplasma, asi como de nutrientes
hacia el interior de la vesicula.

Otra subpoblacion de células T que reconoce antigenos de la micobacteria, son las

células TCR+ restringidas por CD1. CD1 es una molécula, similar a la del CMH pero menos
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polimdrfica, que puede ser inducida por citocinas o estar expresada constitutivamente en
las CPA [113]. En el hombre, las moléculas presentadoras de antigenos CD1 del grupo 1
(CD1a, CD1b y CD1c) se expresan en CPA profesionales y son capaces de presentar lipidos
y glicolipidos de la bicapa celular micobacteriana. Mientras que las del grupo 2 (CD1d) se
expresan en las células del linaje hematopoyético y en ciertos epitelios, y pueden
presentar fosfatidil-inositol-mandsidos del Mtb a las células NK, induciendo la secrecion

de IFN-y y su capacidad citotdxica [113].

1-2.3.2 Células de la inmunidad adaptativa

Linfocitos TCD4+. La eliminacion de un patégeno intracelular, depende
principalmente de la interaccion efectiva entre los M® infectados y las células T
especificas. Es por esto que estas células juegan un papel central en la RI humana frente al
Mtb, lo cual se hace evidente en pacientes HIV+ que sufren una disminucién en el niumero
y funcionamiento de los linfocitos TCD4+, lo que resulta en reactivaciéon de infecciones
latentes, un aumento de la susceptibilidad a la re-infeccién asi como a la infeccion por
Mtb [171, 172, 173]. Estas células ayudan a los linfocitos B a producir anticuerpos, a
experimentar el cambio de isotipo y maduracion de la afinidad; favorecen la activacion de
M®, PMN vy otras células efectoras en el sitio de la infeccion; mejoran y sostienen la
respuesta de las células TCD8+, y también participan en el control de la excesiva RI. El
reconocimiento de los antigenos micobacterianos unidos a las moléculas del CMH tipo Il
por parte del TCR, junto con las sefiales co-estimuladoras activan a los linfocitos TCD4+, lo
qgue induce a la proliferacion y diferenciacién de los mismos. Una vez que los linfocitos
TCD4+ virgenes son activados, pueden diferenciarse hacia diferentes perfiles de células T
colaboradoras, el cual va a depender del tipo de citocina que esté presente en el entorno
al momento de su activacion [174].

En 1986 Coffman y Mosmann demostraron la existencia de dos subpoblaciones de

células Th: Thl y Th2. Las cuales diferian en sus funciones efectoras y las citocinas que
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producian. Las células Thl productoras principalmente de IFN-y, fundamental para la
activacion de M®, contribuyen a la eliminacion de patdgenos intracelulares y estdn
involucradas en las respuestas mediadas por células y en las de hipersensibilidad
retardada. Estas células también producen otras citocinas como TNF-a e IL-2 y diversas
guemogquinas. Mientras que las Th2, productoras de IL-4, IL-5 e IL-13, estdn involucradas
en las respuestas alérgicas y en la eliminacién de patégenos extracelulares como los
helmintos [124].

Es sabido que la Rl protectora frente al Mtb es mediada por la inmunidad celular, y
son las células Thl efectoras y las citocinas que estas producen fundamentales frente a
esta infeccidén [175]. Por ejemplo la produccién de IFN-y por parte de este linaje es clave
para la activacion de los M® y la contencién de la infecciéon, aunque una respuesta Thl
exacerbada también estd involucrada en la patologia [176, 177]. La diferenciacion de estos
linfocitos hacia este perfil requiere de la presencia de citocinas como IL-12 e IL-18 y de la
activacion del factor de transcripcion T-bet [178]. Las células Th2 también estan presentes
durante la infeccidon con Mtb, estas producen citocinas como IL-4 que inhiben el perfil Thl
y de este modo contribuyen a un control de esta subpoblacion. Los linfocitos virgenes se
diferencian a este perfil en presencia de IL-4 y de la activacion del factor de transcripcion
GATA-3.

El balance entre una respuesta Th1/Th2 es fundamental para lograr el control de la
infeccion de la micobacteria y evitar caer en situaciones inmunopatolégicas. Diversos
estudios demostraron que los pacientes con formas leves de TB se caracterizan por
conservar una Rl celular, y los individuos que presentan formas severas de la enfermedad
presentan un deterioro de los pardmetros inmunes mediados por células, junto con un
aumento en la respuesta humoral [179, 180]. Es decir que los pacientes con las formas
mas leves de la enfermedad presentan una preponderante respuesta celular de tipo Thi,
mientras que en los casos mas severos hay un predominio del perfil Th2 [181, 182].

Ademas de estos perfiles, con el paso del tiempo se fueron descubriendo otros
tipos de subpoblaciones de células T colaboradoras como son las Th17 y T-reg, entre otras.

El linaje Th17 expresa el factor de transcripcién ROR-yt, es generado en presencia de IL-6 y
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TGF-B, y requiere de la presencia de IL-23 para su supervivencia y mantenimiento [148,
132]. A su vez, estas células se caracterizan por la produccion de citocinas tales como: IL-
17,1L-6, IL-22 e IL-21 [183, 184].

El rol de este perfil en la TB es controversial, ya que la producciéon de IL-17
favoreceria el reclutamiento de PMN los cuales en conjuncion con los M® contribuirian a
la eliminaciéon de la micobacteria; ademds los PMN favorecerian la organizacion del
granuloma. A su vez, recientemente se ha observado que proteinas liberadas por la
degranulaciéon de los PMN promueven la secrecidn de IL-12 por parte de los M®,
favoreciendo el sesgo de la respuesta hacia un perfil Thl. Sin embargo, la liberacion
prolongada de IL-17 seria perjudicial para el control de la TB en una fase mas tardia dado
gue continuaria reclutando PMN, los que activados generarian dafio tisular [152, 185,
186].

El exceso de activacién de cualquiera de los patrones de respuesta mencionados
sostenido en el tiempo es perjudicial para el hospedero. Entre los diversos mecanismos de
regulacion intrinseca del Sl, la activacion de las células T reguladoras juega un papel
fundamental, en el control de la Rl frente a patdgenos, en la tolerancia a los auto-
antigenos y en el mantenimiento de la homeostasis del SI. Dentro de las células T
reguladoras CD4+ se destacan aquellas que se caracterizan por la produccién TGF-B,
denominadas Th3; las Tr1, que ejercen su funcién inhibitoria mediante la liberacién de IL-
10 o IL-10 y TGF-B [154, 187], y las T CD4+CD25+ que expresan el factor de transcripcion
FoxP3+ (T-reg).

Con respecto a las células T-reg, estas pueden ser naturales, diferenciadas en timo
o inducidas en la periferia durante una Rl adaptativa [188]. En humanos las T-reg
representan un 5-10% de los linfocitos TCD4+ circulantes, y sélo las que expresan niveles
elevados de CD25 (cadena a del receptor para IL-2) exhiben una importante capacidad
supresora [189]. En pacientes con TB se vio un incremento en la frecuencia de estas
células en sangre periférica y en el sitio de la infeccién [189, 190, 191].

El efecto inhibitorio de estas células puede estar mediado por contacto célula-

célula a través de CTL4, mediante la produccién de citocinas antiinflamatorias, como IL- 10
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y TGF-B, y mediante el “secuestro” de IL-2 [192]. En el caso particular de la TB, estas
células pueden inhibir la produccién de IFN-y por parte de las células T a través de los
mencionados mecanismos [193].

Como fue previamente mencionado, el equilibrio entre las respuestas efectoras y
las respuestas reguladoras luego de la infeccién con Mtb puede determinar el desenlace y
la progresion de la enfermedad activa [177]. Las células T-reg desempenan una funcién
importante en el balance entre la inmunopatologia y la persistencia del patégeno. Por un
lado estas células son capaces de evitar una respuesta inflamatoria excesiva disminuyendo
el dano tisular en el hospedero, y por el otro pueden comprometer la eliminacién del
agente infeccioso, favoreciendo su persistencia y diseminacién [189, 192]. La Rl en la TB
suele estar caracterizada por una inmunosupresién activa, particularmente en las formas
mas severas de la enfermedad, reflejado en una disminucién en la producciéon de IL-2 e
IFN-y y en una anergia especifica a preparaciones de PPD que se correlaciona con una
expansion de las células T productoras de 1L-10 [194]. Las citocinas inhibitorias como IL-10
y TGF-B pueden correlacionarse con susceptibilidad a la infeccidon y a la enfermedad vy, en

simultaneo, sugieren una participacion de las células T-reg en este proceso [192].

Linfocitos TCD8+. Las células TCD8+ reactivas al Mtb pueden encontrarse entre las
células T alveolares y periféricas en personas sanas que dieron positivo para el test de
tuberculina [195]. Estas células al ser activadas por el Mtb comienzan a producir IFN-y,
aunque en menor medida que las CD4+ y adquieren funciones citotéxicas sobre células
infectadas con la micobacteria. En cuanto a la actividad citolitica, los linfocitos TCD8+
comienzan a expresar Fas-L y a liberar perforinas sobre las células target para permitir el
ingreso de granulisinas y granzimas que son las responsables de inducir apoptosis en las
células infectadas con la bacteria [196, 197]. En estudios en ratones se vio que en la fase
aguda de la infeccién hay un predominio de la funcién citotdxica por parte de estas
células, y a medida que la infeccidon cronifica los linfocitos TCD8+ comienzan a aumentar

su produccion de IFN-y [198].
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CD1. Las células T restringidas por esta molécula presentan diversas funciones
efectoras y su papel en la infeccién humana por Mtb estaria relacionado con le secrecion
de IFN-y y su capacidad citolitica frente a M® infectados via perforina-granulisina [113,

151].

En resumen, la Rl protectora frente a la infeccién por Mtb, que previene la
progresion de la enfermedad activa puede ser atribuida al correcto equilibrio entre los

mecanismos proinflamatorios e inmunoreguladores.

1-3 Interaccion Neuroinmunoenddcrina

La comunicacidn bidireccional existente entre los sistemas Neuroenddcrino e
Inmune, fundamental para el mantenimiento de la homeostasis fisioldgica y el estado de
salud del individuo, actualmente es bien conocida [199]. Los linfocitos, monocitos y
diversas células inmunes expresan receptores para diferentes hormonas y neuropéptidos;
del mismo modo receptores para citocinas, quemoquinas y factores de crecimiento han
sido identificados en células del Sistema Nervioso y de drganos enddcrinos, tanto en
situaciones fisioldgicas normales como de estrés o enfermedad. Estos ligandos vy
receptores compartidos son utilizados como un lenguaje quimico comln para la
interaccion entre ambos sistemas [199, 200]. La comunicaciéon entre el Sistema Nervioso
Central (SNC) y el Sl esta dado por diferentes vias: noradrenérgica, dopaminérgica,
peptidérgica, colinérgica y la del eje Hipotalamico-Pituitario-Adrenal (HPA), siendo ésta
ultima una de las mads estudiadas y la principal via hormonal por la cual el SNC regula el Sl

[201].
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1-3.1 Eje Hipotaldmico-Pituitario-Adrenal

El eje HPA es un conjunto complejo de influencias directas e interacciones de
retroalimentacién entre el hipotdlamo, la hipdfisis y las glandulas suprarrenales.

El ndcleo paraventricular (NPV) del hipotdlamo secreta la hormona liberadora de
corticotropina a la sangre portal hipofisaria y estimula la sintesis de la hormona
adrenocorticotrofina (ACTH) en la glandula pituitaria anterior. La ACTH circula por el
torrente sanguineo hacia la glandula adrenal donde induce la sintesis y liberacién de
hormonas esteroideas como glucocorticoides (GC) y dehidroepiandrosterona (DHEA),
entre otras (Figura 5) [201]. El eje HPA puede ser regulado por retroalimentacion negativa
a través de los productos de su activacién: ACTH y GC. Pero a su vez, el SI también regula
al SNC por medio de la liberacion de citocinas como: IL-1, TNF-q, IL-6, IFN-y, entre otras
[202].

Las alteraciones a nivel del eje HPA o de la accion de los GC, llevan a un
desequilibrio en las interacciones entre los Sistemas Neuroendocrino e Inmune,
conduciendo a una mayor susceptibilidad a infecciones, enfermedades inflamatorias o
autoinmunes. Es asi que una estimulacidon crénica del eje, acompanada de niveles
elevados y sostenidos de GC produce supresidon de la Rl, hechos que se asocian con una
mayor susceptibilidad a infecciones virales o bacterianas [201]. Mientras que la
subestimulacién resulta en bajos niveles circulantes de GC, con mayor riesgo a padecer
procesos inflamatorios.

De lo expresado se desprende que las respuestas inmunoldgicas y enddcrinas estan
muy relacionadas y trabajan en conjunto para lograr un control efectivo de la infeccion sin

mayores consecuencias fisiopatoldgicas para el hospedero.
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1-3.2 Glucocorticoides

Los GC son hormonas esteroideas sintetizadas en la zona fascicular de la corteza
adrenal bajo el control del eje HPA. En el hombre el GC circulante mas importante es el
cortisol [204]. Debido a sus caracteristicas lipofilicas, el cortisol circula en la sangre unido a
transcortina o albumina e ingresa a las células por difusién pasiva. La expresion del
receptor de GC (GR) alfa es ubicua, y por consiguiente esta hormona ejerce una plétora de
funciones a nivel metabdlico, cardiovascular, cognitivo e inmunolégico [205]. Los GC
también pueden unirse con mayor afinidad al receptor de mineralocorticoides (MR),
receptor especifico para aldosterona (Ver item 1-3.2.1). En los sujetos normales hay un
ritmo diurno de la produccién de cortisol, alcanzando su maximo nivel durante la mafiana

y declina a través del dia (ritmo circadiano). Debido a que los linfocitos T expresan casi
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exclusivamente GR, alternan entre un estado de modulacién debida al cortisol y un estado
de no modulacion por parte de este esteroide en cada ciclo de 24 horas. Se han
documentado anormalidades o pérdidas del ritmo circadiano en numerosas situaciones de
depresién severa, estrés, o infecciones crénicas, con importantes modificaciones en las
funciones del Sl [206].

De lo expresado se evidencia que los GC actuan en practicamente todas las células
inmunoldgicas, ejerciendo sus funciones a través de mecanismos gendmicos y no
gendmicos. Sin embargo, no puede dejar de mencionarse que la disponibilidad de cortisol
a nivel tisular no solo depende de la concentracion circulante del esteroide, sino también
de la expresion de las enzimas responsables de la interconversidon cortisol<>cortisona

[207].

1-3.2.1 Receptores de GC y mecanismos de accion

Como va se expreso, el efecto del GC en los tejidos es mediado por el GR, y el gen
qgue lo codifica en el hombre estd ubicado en el cromosoma 5. En este receptor se
distinguen tres regiones: el dominio N-terminal, involucrado en el proceso de
transactivacién; una seccién media conocida como dominio de unién al ADN, que esta
implicada en la unién de ADN mediada a través de dos dedos de zinc; y un dominio C-
terminal o dominio de unidn al ligando. A través de una regulacidn post transcripcional del
ARNm de GR, se produce el “splicing” alternativo del transcripto primario del receptor
generando dos isoformas con alto grado de homologia: GRa y GRp. Estas dos isoformas
coinciden en los primeros 8 exones del gen, difiriendo sdlo en la secuencia del ultimo en la
regiéon 3’: exén 9A (GRa) y 9B (GRp), esta region abarca parte del dominio de unién al
ligando [205]. La isoforma GRa es la que media la funcién activa del GC, modulando la
expresidn de genes que responden a estos por medio de la unién a secuencias de ADN
conocidas como elementos de respuesta especificos de glucocorticoides (GREs), o

mediante el secuestro de factores de transcripcién (transrepresién) [208]. En contraste,
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GRB no se une a los GC y es transcripcionalmente inactivo, pero si se une a los sitios GRE y
actuaria como inhibidor negativo de GRa. Lo que sugiere que su funcidn es la de un
inhibidor enddgeno de la accién de los GC y actuaria como un regulador negativo que
determina la sensibilidad de los tejidos target a los GC. Esta inhibicion estaria mediada por
su capacidad de formar heterodimeros con la isoforma activa GRa (GRo/GRP),
impidiéndole ejercer sus funciones bioldgicas naturales y por ende inhibiendo los efectos
caracteristicos de los GC [209, 210, 211]. Los niveles elevados de GRB se han
correlacionado positivamente con resistencia a los GC en diversas enfermedades como
Asma, Artritis Reumatoidea y Colitis Ulcerosa [212, 213, 214]. Ademas este receptor tiene
una vida media mayor que la isoforma GRa, y su expresion se ve incrementada en
presencia de citocinas proinflamatorias como TNF-o e IL-1 [215].

Retomando el accionar de los GC, los mismos ingresan al citoplasma por difusion
pasiva. Alli se unen a los GR, que previo a la unidn con su ligando, residen principalmente
en el citoplasma asociados con proteinas del choque térmico de 90 kDa (hsp90) e
inmunofilinas. Seguido de la activacion por el ligando, el receptor experimenta una serie
de alteraciones conformacionales, dando lugar a su disociacion de las chaperonas
citoplasmaticas y a la exposicion de sus sefiales de localizacién nuclear. Estas, son
reconocidas por un grupo de proteinas de translocacién nuclear, que transportan
activamente al receptor hacia el nucleo. Una vez dentro, los homodimeros del receptor
reconocen e interactlan con regiones cis especificas conocidas como GREs, localizadas en
promotores de los genes diana favoreciendo o reprimiendo su transcripcion. Ademas el
complejo receptor-hormona puede modificar las funciones de otros factores de
transcripcion como AP-1, NF-kB y JAK-STAT, siendo estos ultimos muy importantes en la Rl

[205, 216].
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1-3.2.2 Glucocorticoides y su relacion con el Sistema Inmune

Los efectos antiinflamatorios e inmunosupresores de los GC se conocen desde
haces mas de 70 afios. En monocitos y M® este esteroide influencia tanto el fenotipo
como la sobrevida y sus funcione. Los GC estimulan la capacidad fagocitica frente a
blancos potencialmente peligrosos como bacterias, células muertas, restos celulares, etc.
Pero a su vez suprimen la produccion de mediadores inflamatorios como citocinas,
guemogquinas, RNS y ROS, a través de mecanismos gendmicos y no gendmicos [217]. Es asi
gue promueven un fenotipo antiinflamatorio y favorecen la actividad migratoria y la
sobrevida de estas células mieloides [218, 219]. El efecto de este esteroide sobre las CD es
similar al observado en los monocitos y M®, y ademds modifica su capacidad
inmunogénica ya que inhibe la expresiéon de moléculas co-estimuladoras como MHC I,
CD86 y CDA40, restringiendo de este modo la estimulacién de las células T [217, 220, 221].
A su vez los GC promueven la expresidon del factor de transcripcion GILZ (glucocorticoid-
induce leucine zipper), requerido para la induccién de CD tolerogénicas, las que a su vez
favorecen la generacién de células T-reg [222, 223].

Con respecto a los PMN, los GC producen neutrofilia al favorecer el egreso de estas
células desde médula dsea e impidiendo la transmigracién hacia el sitio de la infeccidon
[224]. A su vez concentraciones elevadas de la hormona reducen los niveles de células T
circulantes ya que favorecerian su migraciéon hacia medula dsea y los drganos linfaticos
secundarios [225].

El cortisol también reprime la produccién de citocinas proinflamatorias,
especificamente aquellas que promueven la polarizacion Thl y Th17 (IL-12 e IL-6
respectivamente) [224]. En concentraciones fisioldgicas este esteroide inhibe Ia
transcripcidon de algunas citocinas y favorece el sesgo de la respuesta de un perfil Thl a
Th2; en cambio en concentraciones farmacoldgicas reducen la sintesis de las citocinas IL-2
e IFN-y, asi como de IL-4 e IL-5 e inhibe la transcripcién de STAT4 y T-bet, y GATA-3

respectivamente [226, 227]. Concentraciones farmacolégicas de GC reducen el nimero de
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linfocitos B en los érganos linfoides secundarios, atentan la proliferacion de precursores B

y favorecen la produccidon de IgE en detrimento de IgG [227].

1-3.2.3 Regulacién del metabolismo del Cortisol a nivel celular

La concentracion tisular de cortisol no depende sdlo de los niveles circulantes de la
hormona, ya que a fin de satisfacer sus propias necesidades la mayoria de los tejidos
deben regular la disponibilidad de este esteroide a nivel local. Las diferencias en el
numero de receptores, en la afinidad, o en las vias de sefializacidn afectan la sensibilidad
de cada célula al glucocorticoide; pero la habilidad de catabolizar el cortisol es otro factor
muy importante a tener en cuenta. Las enzimas que tienen la capacidad de ajustar
localmente la disponibilidad de cortisol son la 11-beta Hidroxiesteroide Deshidrogenasa
(11BHSD) tipo 1y 2 [206, 228].

La 11BHSD1, localizada en el reticulo endoplasmatico celular, es una
oxidoreductasa que estd presente en casi todos los tejidos, y convierte la cortisona en
cortisol [204]. Esta enzima es casi indetectable en monocitos sanguineos humanos, pero
esta altamente expresada cuando estos se diferencian en CD o M® [229]. En una gran
variedad de tipos celulares (llamativamente no en las células inmunes), la expresion de
11BHSD1 se ve incrementada rdapidamente en presencia de TNF-a e IL-1 [229].

Por su parte, la 11BHSD2 estd involucrada en la conversion del cortisol a cortisona.
En adultos su distribucidn esta anatémicamente restringida, con una alta expresion
confinada a los érganos blanco de la aldosterona para favorecer la unién de esta hormona
a su receptor especifico, el MR [230]. Es asi que se encuentra localizada en rifidn [229],
colon, glandulas salivales, ademds en ciertas regiones del cerebro, y con menor expresion

en tejido vascular, adipocitos y algunas poblaciones de células inmunes [231].
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1-3.3 Dehidroepiandrosterona

La DHEA es una hormona secretada fundamentalmente por la zona reticular de la
corteza adrenal [232]. Es un precursor de los andrégenos y estrogenos, constituye un
intermediario en la biosintesis de la testosterona, el estradiol y androstenediol (AED)
[233, 234]. La DHEA circula en sangre principalmente como éster conjugado bajo la forma
de sulfato (DHEA-S) o prohormona [235]. Como hormona activa sélo se la puede
encontrar en bajas concentraciones en circulacidon y a nivel tisular en aquellos tejidos que
expresen sulfatasa, enzima distribuida heterogéneamente en los drganos linfoides [236].
Bajo circunstancias normales la DHEA es secretada sincronicamente con el cortisol en
respuesta a la hormona liberadora de corticotropina y a la ACTH. La dexametasona
mengua la secreciéon adrenal de DHEA y de cortisol, sin embargo pudo observarse una
disociaciéon en la liberacién de las mismas, la cual también es evidente en pacientes con
Sindrome de Cushing. Tanto la DHEA como la DHEA-S muestran variaciones diurnas, sin
embargo las de esta ultima son muy limitadas. La falta de variacion se debe a que es
secretada en gran cantidad en el plasma, posee una vida media mas larga y la depuracién
es menor que para la DHEA. En humanos las concentraciones circulantes de DHEA se
encuentran en un rango de 0,003-0,15uM, mientras que las de DHEA-S son de 250 a 500
veces mayores en mujeres y hombres respectivamente [237]. Los niveles de DHEA en
suero alcanzan su pico maximo alrededor de los 20-30 afios y luego disminuyen a lo largo
de la vida del individuo [238]. En enfermedades de compromiso sistémico también se
observan descendidos los niveles de DHEA y DHEA-S. Asimismo estan disminuidas las
concentraciones de testosterona y androstenediona, mientras que los niveles de GC se
mantienen elevados [239]. En enfermedades inflamatorias crénicas como la Artritis
Reumatoidea y Lupus Eritematoso se ha observado el mismo fendmeno, niveles bajos de

DHEA y DHEA-S en presencia de concentraciones elevadas de cortisol [240].
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1-3.3.1 DHEA como modulador de la respuesta inflamatoria e inmune

Trabajos realizados por Padgett y colaboradores en la década del 90, demostraron
gue la DHEA protegia a los ratones contra infecciones virales letales, como asi también de
las bacterianas [241, 242]. Asimismo, observaron que la DHEA inhibia la respuesta Th2
inducida por GC en un modelo murino, sugiriendo un efecto contra regulatorio de la DHEA
a la accién de los GC sobre la RI [242]. El efecto contra regulatorio de la DHEA y de su
metabolito AED también fue sugerido por Rook y colaboradores utilizando un modelo de
infeccién con Mtb en ratones [206]. Ademas del efecto inmunomodulador de la DHEA en
la respuesta Th2, pudo comprobarse que el tratamiento in vitro con esta hormona
incrementaba la produccion de IL-2 por parte de linfocitos TCD4+ humanos activados, y
gue ademas favorecia la accién citotdxica de las células TCD8+ [243]. Este sesgo hacia un
incremento en la Rl celular, también se observd al estimular CD humanas con antigenos de
Mtb, donde el tratamiento con DHEA favorecio la produccién de IL-12 por parte de estas
células, asi como el incremento en la sintesis de IFN-y por linfocitos T autdlogos co-
cultivados con las CD [244]. Esta modulacion por parte de la DHEA hacia un perfil Thl
también fue evidenciada en modelos murinos [237].

La DHEA, ademas de favorecer la Rl celular posee efectos antiinflamatorios,
inhibiendo la produccidon de TNF-a e IL-6 [245, 246], evidenciando el rol modulador de
esta hormona sobre la funcién macrofagica. En modelos in vitro se ha demostrado que
DHEA inhibiria la expresiéon de moléculas involucradas en procesos inflamatorios, AP-1 y
NF-kB [247, 248]. Sin embargo, en situaciones patoldgicas con elevada produccién de TGF-
B e IL-10, DHEA inhibiria la sintesis de estos mediadores [249, 244].

Con la edad los niveles de DHEA y DHEA-S disminuyen, mientras que los de cortisol
se mantienen constantes, lo que lleva a un incremento en la relacién Cortisol/DHEA. Tanto
en humanos como en modelos murinos se evidencié que este incremento en la relacién
Cortisol/DHEA, con el paso de los afios, resulta en una disminucién de la inmunidad celular
[250, 251]. Ademas, se asocié con un dramatico cambio en la expresién de citocinas por

parte de los linfocitos T [252], donde los niveles de citocinas Thl (IL-2 e IFN-y) se ven
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disminuidos, mientras que la producciéon de las del perfil Th2 (IL-4 e IL-5) se encuentran
aumentadas. Trabajos en ratones viejos demostraron que la administracion de DHEA
restablece la produccién de citocinas por parte de las células T a niveles equivalentes a
aquellos encontrados en ratones adultos [250, 253].

Estudios realizados en nuestro laboratorio referidos a la relacién entre los niveles
de cortisol y DHEA en pacientes con TB, pusieron de manifiesto que todos los pacientes
presentaban un aumento en los valores de cortisol, pero no de DHEA, cuyas
concentraciones se ubicaron muy por debajo de los controles, correspondiéndole a las
formas avanzadas los valores mas descendidos [254]. Si bien las concentraciones de
cortisol se encontraban aumentadas, las evidencias sugirieron que el curso de la Rl anti-TB
dependeria de la relacién entre los niveles plasmaticos de ambas hormonas:
Cortisol/DHEA [255, 254].

En conjunto, los datos obtenidos plantean que la relacién Cortisol/DHEA podria
constituir una herramienta accesible y de utilidad para el monitoreo de los pacientes con
TB, sea en el momento de la deteccidn de la patologia como en el seguimiento clinico tras
la instauracion del tratamiento. A su vez, el marcado incremento en los niveles séricos de
citocinas proinflamatorias (IL-6, IFN-y) se hallé asociado positivamente con la severidad de
la TB mientras que los de cortisol aunque significativamente aumentados no se
correspondian con la magnitud del proceso inflamatorio [254]. Por otro lado los pacientes
con las formas mas severas de la enfermedad presentaron una disminucién en la relacion
de los transcriptos GRa/GRB y un incremento en los de la 11BHSD1 lo que sugeriria la

presencia de ciertos mecanismos de resistencia al esteroide [256].
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2- Construccidn de la Hipétesis de trabajo

La TB es una patologia con un importante componente inflamatorio, y
desregulacién de la Rl que se traduce en una produccién excesiva de citocinas
proinflamatorias como TNF-q, IL-1, IL-6 e IFN-y, entre otras. La inflamacion induce a su vez
la respuesta de fase aguda con los consiguientes cambios en la produccién vy
concentracion de proteinas de fase aguda como la CRP. Este mediador facilita la respuesta
inflamatoria [257], y sus concentraciones plasmaticas se correlacionan con la magnitud y
severidad de la inflamacion [258].

La elevacién en los niveles de citocinas que tiene lugar durante el montaje de la Rl
puede estimular el eje HPA, con la consiguiente produccion de esteroides adrenales [259,
260]. Como fuera comentado ambas hormonas desempenan un papel muy importante en
la regulacién de la Rl en condiciones normales y patoldgicas. El descenso en los niveles de
DHEA, asi como el incremento en los de cortisol, modifica el balance Th1/Th2, sesgandolo
hacia respuestas Th2 [261]. En paralelo, también podria afectar poblaciones de LT
reguladores, y asi influir sobre el desenlace de la enfermedad.

En trabajos previos de nuestro grupo se analizaron los niveles circulantes de IFN-y,
IL-10, IL-6, cortisol, DHEA, en pacientes con diagndstico reciente de TB pulmonar de
distinta severidad, libres de afecciones enddcrinas, embarazo o tratamiento con
corticoides o drogas inmunomoduladoras. Las mediciones indicaron que los enfermos
presentaban mayores niveles de IFN-y y cortisol respecto de los controles, sin diferencias
significativas de acuerdo a la severidad. Por su parte, la IL-6 e IL-10 también estuvieron
aumentadas entre los casos, mostrando una relacidon positiva y significativa entre
concentracién y severidad. Hecho que confirmaba nuestras observaciones previas acerca
de una mayor actividad Th2 en la enfermedad avanzada [262]. Por su parte, los niveles de
DHEA se ubicaron muy por debajo de los controles, correspondiéndole a las formas
avanzadas los valores mas descendidos. Hecho que se vio reflejado en un aumento de la
relacién cortisol/DHEA la cual mostrd una asociacion positiva y sustantiva con la magnitud

de la enfermedad [254], asi como con el deterioro de la Rl especifica in vitro [255]. Estos
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resultados nos llevaron a pensar que la relacion Cortisol/DHEA podria constituir una
herramienta accesible y de utilidad para el monitoreo de los pacientes, sea en el momento
de la deteccion de la patologia como en el seguimiento clinico tras la instauracién del
tratamiento.

La evaluacién de los niveles circulantes de DHEA vy cortisol es en definitiva un
reflejo de la interaccién bidireccional entre los Sistemas Inmune y Neuroenddcrino. Los
aumentos en los niveles de GC tenderian a proteger al hospedero de los efectos
deletéreos de las citocinas proinflamatorias y de otros factores [263], desempefidandose
también como agentes inmunomoduladores [264]. Como previamente se comentd, estos
esteroides ejercen la mayoria de sus funciones bioldgicas a través de la union con la
isoforma a del GR.

En la amplia gama de alteraciones inmunoenddcrinas que presenta la TB, también
nos interesé indagar en torno a las modificaciones a nivel de la modulacién de los
receptores para GC. Los estudios de nuestro grupo en pacientes con TB pulmonar al
momento del diagndstico, denotaron cierto grado de resistencia a los GC en los casos con
enfermedad avanzada. Si bien estos pacientes presentaron niveles plasmaticos elevados
de cortisol y de la expresiéon de la enzima 11BHSD1 (encargada de la conversion
cortisona—>cortisol), la relacion entre los niveles de los transcriptos GRa/GRpB fue similar a
la de los controles sanos [256].

Esta variada gama de alteraciones seguramente guarda relacion con los profundos
cambios clinico-patolégicos que denotan los pacientes al momento del diagndstico. En
este orden de razonamiento la mejoria que experimentan los enfermos tras la
instauracién de un tratamiento efectivo deberia mostrar un correlato con el perfil de
mediadores inmunoenddcrinos circulantes, como asi también en la Rl celular especifica, a
la par de modificaciones en los procesos vinculados al accionar de los GC. La hipdtesis
subyacente estaria direccionada hacia un descenso de los niveles de citocinas
proinflamatorias y en la relacién Cortisol/DHEA, con aumento de los niveles plasmaticos
de DHEA, sin manifestaciones de resistencia a la accion de los GC. Mas alld del valor

intrinseco de estas investigaciones, en términos fisiopatogénicos, la caracterizacidén de los
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cambios que puedan suscitarse durante la terapia especifica es un conocimiento
sustancial en esto de proveer herramientas para un mejor control y seguimiento de la

enfermedad.
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3-Objetivos

3-1 Objetivos generales

En el momento del diagndstico el paciente con TB presenta un marcado
desequilibrio Nueroinmunoenddcrino, caracterizado por aumento plasmatico de citocinas
pro- y antiinflamatorias y deterioro de la Rl celular, conjuntamente con un significativo
descenso de los niveles plasmaticos de DHEA vy el consecuente desequilibrio de la relaciéon
cortisol/DHEA, en asociacién con la severidad de la patologia. Ante este cuadro y
atendiendo al rol estimulante de la DHEA sobre la Rl celular protectora hacia patégenos

intracelulares como el M. tuberculosis, se considerd esencial:

) Investigar la respuesta inmunoenddcrina en pacientes, desde su diagndstico hasta
la culminacion del tratamiento, a fin de establecer el correlato entre los pardmetros
clinicos y de laboratorio (hormonas, citocinas, proteinas de fase aguda, modificaciones de

las distintas poblaciones linfocitarias -T reguladoras-).

J Determinar si alguno(s) de los parametros inmunoenddcrinos bajo andlisis se

desempefian como predictores de la posterior evolucién de la enfermedad.
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3-2 Objetivos especificos

:9) Conocer las variaciones producidas, desde el diagndstico de Tuberculosis y hasta
finalizado el tratamiento antibidtico y posterior recuperacién, de las concentraciones

séricas de Cortisol, DHEA y DHEA-S; TNF-a, IL-6, CRP, IL-2, IFN-y, IL-4, IL-17, IL-10, TGF-B.

39 Investigar las modificaciones producidas en las subpoblaciones linfoides vy
capacidad funcional de las mismas frente a Mtb irradiado, a partir de las muestras de
sangre de pacientes con TB desde el diagndstico, durante el tratamiento y posterior

recuperacion.

:9) Explorar si la severidad de la TB pulmonar se relaciona con mecanismos de
resistencia a los GC. Para ello se cuantificaron las expresiones de los ARNm para las
isoformas a y B de los receptores para GC, y aquellas correspondientes a las enzimas

11BHSD 1y 2 responsables de la interconversién cortisol<>cortisona.

29 Analizar la interrelacion entre los parametros inmunoldgicos, enddcrinos, y su
correspondencia con la clinica, y reconocer si dentro de las variables analizadas, existe
algun(os) componente(s) capaz de desempeiiarse como predictor(es) de la evolucion de la

enfermedad.
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4- Materiales y Métodos

4-1 Grupos de Estudio

4-1.1 Pacientes con tuberculosis pulmonar (TB)

Los pacientes se seleccionaron entre enfermos adultos (18 a 65 afios) que no
recibieron previamente fdrmacos antibacilares. Los mismos fueron seleccionados por
médicos especialistas de entre los enfermos que concurrieron a los Servicios de
Neumonologia del Hospital Provincial del Centenario, del Hospital Provincial Eva Perdn de
Granadero Baigorria y al Servicio de Tisioneumonologia del Policlinico Intendente Carrasco
de Rosario.

Todos fueron pacientes con serologia negativa para HIV, y el diagndstico de TB
pulmonar se realizé sobre la base de criterios clinicos y radiolégicos sumado a la
identificacion de bacilos acido-alcohol resistentes en el esputo y/o cultivo del mismo. Se
excluyeron del estudio aquellos sujetos que habian iniciado tratamiento para la TB, o 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 medicadas con
corticosteroides, inmunosupresores o inmunomoduladores.

La primera muestra de sangre se obtuvo antes del inicio del tratamiento
especifico. En todos los pacientes con TB se tuvo en cuenta el grado de compromiso
pulmonar (segun la extensién y tipo de lesién radioldgica) y se incluyeron pacientes con
enfermedad leve (pacientes con unico Iébulo pulmonar involucrado, sin cavidades
visibles), enfermedad moderada (pacientes con compromiso unilateral de 2 o mas Iébulos
y las cavidades, de hallarse presentes, que no excedan un didmetro total de 4 cm) y
avanzada o severa (enfermedad bilateral con afectacién masiva y cavidades multiples).

El tratamiento especifico tuvo una duracidon de 6 meses, se basé en el empleo de 4
drogas: isoniazida (INH), rifampicina (RMP), pirazinamida (PZA), y etambutol (EMB).
Durante los dos primeros meses se administraron las 4 drogas (fase intensiva) luego se

prosiguié con INH y RMP por otros cuatro meses (fase de continuacién). El seguimiento de
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los pacientes fue de 9 meses, post-iniciacion del tratamiento especifico. Los controles se
realizaron cada 4 semanas hasta completar el tratamiento (6to mes) y se tomd una
muestra mas al noveno mes (tres meses post- finalizacidén del tratamiento especifico). En
cada visita se realizd un examen fisico y se tomaron muestras de esputo para examen
directo y cultivo. La radiografia de térax fue tomada al comienzo y al final del tratamiento,
y a los 9 meses de haberse iniciado el mismo.

Las muestras de sangre tanto para los estudios especificos como para el
laboratorio clinico se obtuvieron en ayunas entre las 7:30 y 9:00 hs. De cada paciente se

procesaron 5 muestras, que correspondieron al:

1- momento del diagndstico (TO) y antes de comenzar el tratamiento especifico,

2- segundo mes de tratamiento (T2) ininterrumpido,

3- cuarto mes de tratamiento (T4) ininterrumpido,

4-sexto mes de tratamiento (T6) ininterrumpido (momento donde finaliza el tratamiento
especifico),

5- tres meses luego de finalizado el tratamiento (9 meses del diagndstico e iniciado el

tratamiento, el que finalizo al sexto mes- T9).

4-1.2 Controles sanos (HCo)

Este grupo lo conformaron voluntarios sanos similares en sexo y edad al grupo de
pacientes, vacunados con BCG, que no registraron contactos con pacientes con TB,
enfermedades inmunoldgicas o trastornos endocrinoldgicos. También se excluyeron del
estudio mujeres embarazadas y menores de 18 afios.

A los voluntarios sanos se les extrajo una Unica muestra de sangre venosa.

En todos los voluntarios (HCo y pacientes) ademdas de los pardmetros
inmunoenddcrinos, se recabaron datos sobre indice de masa corporal, tabaquismo,

enfermedad obstructiva crdnica, alcoholismo, uso de drogas no permitidas, uso de
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medicamentos, asi como pardmetros del laboratorio clinico a cargo del Laboratorio
Central del Hospital del Centenario: hemograma completo con recuento de plaquetas,
glicemia, uremia, uricemia, proteinas totales, albumina, colesterol total, colesterol HDL,

triglicéridos, colinesterasa, GOT, GTP y velocidad de eritrosedimentacién.

La incorporacion de los voluntarios se efectudé luego de que otorgaran su libre
consentimiento a participar por escrito. Todos ellos fueron previamente informados de los
objetivos del estudio, el cual se ajusto a las normas éticas nacionales e internacionales que
regulan la investigacién en seres humanos y fue aprobado por el Comité de Etica,
Secretaria de Ciencia y Técnica de la Facultad de Ciencias Médicas de la Universidad

Nacional de Rosario (Res C.D. N2 3002/2005 FCM, UNR).

4-2 Recoleccion de muestras y separacion de células mononucleares

A primera hora de la mafana, se obtuvo una muestra de sangre (50 ml)
anticoagulada con EDTA (Wiener Lab. Rosario, Argentina) en una proporcion de 100ul
cada 10ml de sangre. Una alicuota de la misma se utilizd para obtener los resultados del
laboratorio clinico y hemograma.

En el Area de cultivo del Instituto las muestras se centrifugaron durante 15
minutos a 2000 rpm, se retird el plasma al cual se le adiciondé Trasylol (Bayer
Pharmaceuticals Corporation, Alemania) para una mejor conservacion de las proteinas y
se fracciond y conservd a -202 C hasta su utilizacién. Luego se extrajo la capa de leucocitos
ubicados en la interfase del paquete de glébulos rojos y el plasma, la cual se resuspendid
en igual volumen de solucién salina de buffer fosfato (PBS, pH=7,4) adicionado con
penicilina-estreptomicina (PAA Laboratories GmbH, Linz, Austria, 500ul/100mI de PBS) el
gue se designd como PBS*. Estas suspensiones celulares se agregaron en una proporcién
2:1 a tubos que contenian Ficoll-Paque PLUS (Amersham Biosciences Inc., Piscataway, NJ,
USA. 6=1.077g/ml), los mismos se centrifugaron durante 30 minutos a 1800 rpm. El

aislamiento de las células mononucleares (CM) de sangre periférica (CMP) se realizé
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teniendo en cuenta la diferencia de densidades que existe entre los elementos figurados
de la sangre. A tal efecto, que sdélo se retiraron las células mononucleares que
permanecian en la interfase entre el Ficoll-Paque y el plasma diluido con PBS*.

Las CMP se lavaron 3 veces con PBS*, centrifugando durante 15 minutos a 1200
rom. Por ultimo, el paquete celular se resuspendié en PBS*, asegurando una buena
dispersion por agitacion y se realizé el contaje y evaluacién de la viabilidad de las CMP
mediante el colorante de exclusién azul Tripan.

Una parte de las CMP se diluyeron en medio de cultivo completo [MCC: RPMI 1640
adicionado con ATB y 5 % de suero humano AB (PAA Laboratories GmbH, Linz, Austria),
inactivado en bafio de agua a 562C durante 30 minutos con agitacién constante] hasta
obtener una suspensién de 2x10° Células/ml, las que se utilizaron en cultivos celulares. El
resto de las CMP se preservaron en TRIzol® (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) a -802C en una

concentracidn de entre 5 a 8 x 10° Células/ml de TRIzol® hasta su utilizacién.

Una fraccion de la muestra de sangre a utilizar en los cultivos fue procesada para la
identificacion y cuantificacidon de monocitos y de las distintas subpoblaciones linfocitarias
incluyendo células T-reg CD4+CD25+FoxP3+, por citometria de flujo con anticuerpos

monoclonales especificos y controles de isotipo.

4-2.1 Analisis de la capacidad proliferativa de las CMP de pacientes con TB pulmonar

A fin de analizar la capacidad de respuesta frente al estimulo especifico con M.
tuberculosis cepa H37Rv muerto por radiacion gamma (Mtbi, 8ug/ml, Colorado University,
Co, USA), las CMP obtenidas de los diferentes grupos de estudio se sembraron, por
cuadruplicado y en microplacas de fondo plano de 96 pocillos, 100ul de las células
resuspendidas en MCC (2x10° células) y se estimularon con Mtbi. Como control positivo de
proliferacidn se utilizé Concanavalina A (ConA, 2,5 pg/ml, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA). Al
finalizar las siembras, las placas conteniendo un volumen final de 200 pl/pocillo, se

incubaron durante 5 dias a 379C en atmoésfera de aire humidificada con 5% de CO,.
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Dieciocho horas previas a la finalizacion del cultivo se agregd 1uC 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 indice de Estimulacién (IE: cuentas por

minuto -cpm- promedio de cultivo estimulado/ cpom promedio de cultivo sin estimular).

4-2.2 Determinacion de poblaciones celulares mediante citometria de flujo

Se utilizan los siguientes anticuerpos monoclonales dirigidos contra marcadores de
superficie de leucocitos humanos: CD4- PhycoEritrina (PE), CD8-lsotiocianato de
fluoresceina (FITC) (BD Biosciences, San Jose, CA, USA), CD45-FITC/CD14-PE (Simultest
LeucoGATE, BD Biosciences, San Jose, CA, USA) y CD3-FITC/CD19-PE (Simultest CD3/CD19,
BD Biosciences, San Jose, CA, USA). La inmunotincién de los antigenos de superficie se
realizd tomando 50ul de sangre entera a la que se le adicionaron los anticuerpos
monoclonales correspondientes y se incubd durante 20 minutos a temperatura ambiente
y oscuridad. Luego se procedié a la lisis de los eritrocitos mediante una solucién de
NaHCO3/NH,4Cl. Tras dos lavados con el buffer de corrida (BD FACSflow, BD Biosciences,
San Jose, CA, USA) las muestras fueron analizadas en un citdmetro de flujo FACSDiva Il
(Becton Dickinson Immunocytometry Systems) utilizando el programa Cellquest (version

3.1).

4-2.3 Aislamiento de las células mononucleares y determinacion de células T

reguladoras

Una fraccion de las CPM fue reservada para la determinaciéon de la poblacion de
células T reguladoras (CD4+CD25+FoxP3+). Para ello se procedid a la inmunotincién de los
antigenos de superficie CD4 y CD25 (CD4-PEcyc5.5 y CD25-PE, Caltag, Invitrogen,

Buckingham, UK), incubando las células con los anticuerpos monoclonales
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correspondientes durante 20 minutos a temperatura ambiente y oscuridad. Tras ello las
células fueron lavadas con el buffer de corrida FACSflow y se procedié con Ia
inmunotincidn intracelular de FoxP3. Para ello las células fueron permeabilizadas y fijadas
(buffer de permeabilizacion eBioscience, San Diego, CA, USA) segun indicacion del
fabricante. Se realizé entonces la incubacién con el anticuerpo monoclonal anti FoxP3-
FITC (eBioscience, San Diego, CA, USA) en oscuridad y 42C durante 30 minutos. Se
realizaron dos lavados y se procedio a la adquisicion de los datos en un citémetro de flujo
FACSDiva Il (Becton Dickinson Immunocytometry Systems) utilizando el programa

Cellquest (version 3.1).

4-3 Cuantificacidon plasmatica de citocinas, hormonas y otros factores

La cuantificacion de la concentracién plasmatica de las citocinas IFN-y (BD optEIA,
BD Biosciences, San Jose, CA, USA, Limite de deteccion -LD-: 4,7 pg/ml ), IL-6 (ELISA-
Invitrogen, Carlsbad, CA, USA, LD: 0,07 pg/ml ), IL-4 (BD OptEIA, BD Biosciences, San Jose,
CA, USA, LD: 7,8 pg/ml), IL-17 (Cytoscreen, BioSource Europe, LD: 2 pg/ml ), TGF-B (BD
OptEIA, BD Biosciences, San Jose, CA, USA, LD: 125 pg/ml ) y de las hormonas cortisol,
DHEA y DHEAS (EIA, DRG Systems, Alemania, LD: 2,5; 0,1y 44 ng/ml respectivamente) se
realizé utilizando Kits de ELISAs comerciales y siguiendo las indicaciones del fabricante. Los
niveles plasmdticos de Proteina C Reactiva se cuantificaron mediante CRP ultrasensible

Turbitest, (Wiener Lab., Rosario, Argentina, LD: 2,5 mg/I).

Nota: Dado que la gran mayoria de los Laboratorios de Analisis Clinicos en los Centros de
Salud Publica poseen equipos automatizados para la determinacién de hormonas por
electroquimioluminiscencia (EQ), que utilizan kits que segun las recomendaciones del
fabricante requieren de suero, los niveles de los mencionados esteroides también se
cuantificaron por esta técnica. El objetivo fue comparar los resultados por ambos

métodos.
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4-3.1 Cuantificacion sérica de Cortisol y DHEA-S

La cuantificacion de la concentracién sérica de las hormonas cortisol y DHEA-S se

realizaron por EQ (Cobas e411, Roche, Alemania).

4-4 Deteccidn de citocinas de los patrones Th1/Th2/Th17 por citometria de flujo

El Kit CBA (Cytometric Bead Array) Humano Th1/Th2/Th17 (BD Biosciences, San
Jose, CA, USA), se utilizé para la cuantificacion en simultdneo de: IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF-
o, IFN-y e IL-17A (LD: 2,6; 4,9; 2,4; 4,5; 3,8; 3,7 y 18,9 pg/ml respectivamente). Para el
procesamiento de las muestras se siguieron las indicaciones del fabricante. Los niveles de
las citocinas fueron calculados utilizando el Software para CBA de BD (versién 4.0, BD

Biosciences).

4-5 Cuantificacion en tiempo real de los ARNm de GRa,, GR3, 11BHSD1 Y 113HSD2

La expresion de los mencionados transcriptos en CMP se determind por
transcripcion reversa del ARN total seguido por reaccidn en cadena de la polimerasa en
tiempo real (RT-PCRq). Una vez extraido, cuantificado y analizado el ARNm, se realizd la
sintesis de los ADNc a través de la extensidon de oligos dT (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)
por medio de la transcriptasa reversa del virus de leucemia mamaria de ratén (MMuLV,
Fermentas, Pittsburgh, PA, USA), el protocolo se describe en la seccién Condiciones de
reaccion de la RT-PCR 4-5.2. Como control interno [265] para efectuar la cuantificacién y
normalizacién de los resultados se utilizd la peptidilpropil isomerasa A (cyclophilin A,
CycA), cuyo ARNm fue retrotranscripto y amplificado para cada muestra. La amplificacion
en tiempo real de los transcriptos de interés (GRa, GRB, 11BHSD1, 11BHSD2 y CycA) se
llevd a cabo en un Real Time Mx3000P qPCR System (Agilent Technologies, Santa Clara, CA,
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USA), monitoreada mediante la determinacién del colorante fluorescente SYBR Green |
(Roche, Mannheim, Alemania). El método permitié cuantificar los niveles relativos de
expresion de los ARNm. En cada corrida se incluyeron curvas externas constituidas por
diluciones seriadas de ADNc del transcripto a cuantificar, obtenido a partir de las lineas
celulares Jurkat y NCI-H295R que expresan los mencionados transcriptos [266, 267]. La
homogeneidad y especificidad de los productos de la Reaccién en Cadena de la Polimerasa
(PCR) obtenidos en cada muestra se confirmé mediante el andlisis de curvas de “melting”
luego de finalizada la amplificacion, y siguiendo las instrucciones del fabricante del equipo.

El andlisis de los resultados obtenidos en la cuantificacién de los transcriptos se
realizd6 mediante el “Método de Curva Estandar Relativa” (Relative Standard Curve
Method. Guide to Performing Relative Quantitation of Gene Expression Using Real-Time

Quantitative PCR —Applied Biosystems-).

4.5.1 Disefio de cebadores

Los cebadores o primers utilizados fueron los mismos que en trabajos previos [268,
256, 269) los cuales fueron disefiados utilizando el software Primer Express v2.0 (Applied
Biosystems, San Francisco, CA, USA) en base a las secuencias disponibles on line en
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/. La lista de los cebadores utilizados se describe en la

Tabla 1.
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Tamaiio
Transcripto Cebador Directo (Forward) Cevador Reverso (Reverse) del
amplicon
CycA CycA-F CycA-R
PPIA GenelD: 5478 5’-gca tac ggg tcc tgg catc ttg-3’ 5’-tgc cat cca acc act cag tct tg-3’. 101pb
GRa
GR-F GRao-R
NR3C1, GenelD: 2908
5’-gaa gga aac tcc agc cag aac-3’ 5’-gat gat ttc agc taa cat ctcg-3’ 159bp
Transcript variant 1
GRB GR-F GRB-R
NR3C1, GenelD: 2908 5’-gaa gga aac tcc agc cag aac-3’ 5'-tga gcg cca aga tig ttg g-3’ X
144 bp
Transcript variant 6
11BHSD1 1186HSD1 F 118HSD1 R
158pb
HSD11 1, GenelD:3290 5’- atg ata ttc acc atg tgc gca -3’ | 5’-ata ggc agc aac cat tgg ata ag-3’
11BHSD2 116HSD2 F 116HSD2 R
132pb
HSD11B1, GenelD:3291 5’-tcg cgc ggt gct cat cac-3’ 5’- gta cgc agc tcg atg gca cc-3’

|Tabla 1: Cebadores seleccionados para la amplificacion de los transcriptos de GRa y GRB, de las I

:enzimas 11BHSD1 y 11BHSD2 y de la Ciclofilina A. GRa:: gen del receptor para glucocorticoides

:alfa; GRB: gen del

receptor

para glucocorticoide beta;

|
1 deshidrogenasa; CycA: cyclofilina A; pb: pares de bases

4-5.2 Condiciones de reaccion de la RT-PCR

11BHSD: 11B-hidroxiesteroide

Las retrotranscripciones se realizaron utilizando un termociclador TC-5000 Techne

(Techne Inc., Burlington, USA).

Mezcla de reaccidn de cada tubo: 1 mM dNTP (Fermentas, Pittsburgh, PA, USA); 1ug oligo

dT (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA); 4ug ARNtotal; 10ul solucién tampdn 5X; 20 U RiboLock

RNase Inhibitor (Fermentas, Pittsburgh, PA, USA); 200 U RevertAid Reverse Transcriptase

(Fermentas, Pittsburgh, PA, USA); H,0 (volumen final =50ul).
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En el paso 3 (Figura 6) se coloca el equipo en pausa y se adiciona la retrotranscriptasa a la
mezcla de reaccién para evitar disminucion de su actividad enzimatica por calor.

El ADNc es guardado a —702C hasta la realizacion de la PCR.

4-5.3 Condiciones de reaccion de la PCR en tiempo real (PCRq) para la cuantificacion

relativa de los ARNm de GRa, GRB3, 11BHSD 1y 2 en CMP

Las PCRq se realizaron utilizando un equipo Real Time Mx3000P gPCR System
(Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA). Cada reaccién de PCRq consistié de 5ul de la
dilucion correspondiente de ADNc; 0,6-0,4 uM de cada juego de primers; 2mM de MgCl,,
2,5ul de Buffer 10X 0,2mM; 0,5ul SYBER green | 10X (Roche, Mannheim, Alemania);
0,8mM total de dNTP (Fermentas, Pittsburgh, PA, USA); 1,25U de Tag DNA Polimerasa
recombinante (Fermentas, Pittsburgh, PA, USA) y H,O (25ul de volumen final).

El perfil térmico utilizado para todos los transcriptos presentd un esquema similar
detallado en la Figura 6, sin embargo cada transcripto presentd una temperatura de

anillado y lectura particular detallados en la Tabla 2. Los datos se expresaron como
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Unidades Arbitrarias (UA), donde 1 UA equivale a 1ug de ARN estandar utilizado en la

sintesis del ADNc de las curvas relativas de expresion.

., Temperaturas de Temperaturas de
Transcripto .
anillado lectura
CycA 60°C 84°C
GRa 60°C 81°C
GRp 62°C 82°C
11BHSD1 59°C 86°C
11BHSD2 60°C 82°C

Tabla 2: Temperaturas de anillado y de lectura de los perfiles térmicos utilizados en
las PCRq de los transcriptos en estudio. CycA: cyclofilina A; GRa: receptor para
glucocorticoides alfa; GRPB: receptor para glucocorticoide beta; 11BHSD: 11B-
hidroxiesteroide deshidrogenasa.

En las Figuras 7, 8, 9 y 10 de manera representativa se detallan: la curva estandar,
el perfil térmico utilizado, las curvas de melting y las de amplificacion, obtenidas en uno de
los ensayo de PCRq (CycA). Cabe destacar que la cuantificacion relativa de los transcriptos
fue puesta a punto en una Tesis anterior del grupo de investigaciéon dirigido por la Dra. Bay

[268].
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Initial Quantity (copies)
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(Estimated Run Time: 01
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: Figura 8: Perfil térmico utilizado en las PCRq de CycA. :
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Fluorescence (dR)

Fluorescence (-R' (T)
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4-6 Analisis estadisticos

Las comparaciones entre grupos (TB vs. HCo) se efectuaron por medio de pruebas
no paramétricas, utilizando la U de Mann-Whitney. Para el caso de muestras relacionadas
como las obtenidas durante el tratamiento contra la TB, las comparaciones se realizaron
mediante la Prueba de Friedman y la de Wilcoxon. Las correlaciones entre dos variables se
efectuaron aplicando el método de correlacion de Spearman. Los mencionados analisis
estadisticos se realizaron por medio del programa Graphpad prism 4. A fin de analizar las
variables en su conjunto para cada uno de los tiempos establecidos, se realizd el andlisis
multivariado de componentes principales, utilizando el programa SAS versién 9.2. Los
resultados se consideraron estadisticamente significativos cuando presentaron un nivel de

p<0,05.
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5- Resultados

5-1 Descripcion de la poblacidn en estudio

La secuencia de la confeccidn de la muestra en estudio se expresa en la Figura 11.
De los 74 pacientes que cumplieron con los criterios de inclusiéon y aceptaron participar,
s6lo 24 completaron de manera estricta el esquema de seguimiento propuesto. Con
respecto a los sujetos sanos de los 39 voluntarios incorporados, solo 26 se
correspondieron en edad y sexo con los 24 pacientes que completaron el estudio®.

La Tabla 3 muestra algunas de las caracteristicas de los grupos de estudio. Como
puede observarse pacientes y controles no difirieron en edad ni en distribucién de sexo.
También se tuvo en cuenta la vacunacion con BCG, la cual no arrojé diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos. Al analizar la severidad de la TB, teniendo
en cuenta los criterios descriptos en materiales y métodos (Ver pagina 67), dos de los

pacientes presentaron TB leve, trece TB moderada y nueve TB severa.

74 sujetos con TB cumplieron con los criterios de 39 sujetos sanos (Hco) fueron invitados a
inclusiony fueron invitados a participar participar

34 pacientes abandonaron el estudio luego de la 26 sujetos sanos se correspondieron en edad y
primer consulta sexo con los 24 pacientes que completaron el
2 se excluyeron, uno al confirmarse portador de estudio

HIV y otro por diagnéstico de hepatitis

|

5 pacientes abandonaron luego del segundo mes
de tratamiento

9 pacientes abandonaron luego del cuarto mes de
tratamiento

24 sujetos con TB completaron el estudio

1 P o . s e afe o2 , . .
Cuando el nimero muestral de la variable bajo analisis difirié del nimero de voluntarios incorporados al
estudio, éste se especificé en el texto y/o en la leyenda de la figura correspondiente.
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HCo B -
(n=26) (n=24)
50,5 45
E ’ \
dad (25,8-57,3) | (21,5-54,8) S
Sexo
24/02 22/02 Ns
(M/F) / /
27,4 199
’ y 1
Me (25,1-30,8) | (18,3-23,8) p<0,00
BCG (%) 95% 80% Ns

Tabla 3: Caracteristicas de los grupos bajo estudio. Los datos
fueron expresados como mediana y rango intercuartil. IMC: indice
de masa corporal; BCG: vacunados con Bacilo de Calmette Guérin;
HCo: controles sanos; TB: pacientes con tuberculosis pulmonar;
Ns: no significativo.

Como todos los pacientes refirieron pérdida de peso al momento de la consulta, se

realizd el calculo del IMC, observandose que este fue significativamente menor en el

grupo de pacientes respecto de los controles (Figura 12). El 75% de los controles,

presentaron valores de IMC considerados de sobrepeso para la poblacién de acuerdo a la

WHO [270]. En contraposicion, el grupo de pacientes mostro el 75% de los valores

comprendidos entre normo y bajo peso. Al analizar esta variable durante el seguimiento,

se vio que la misma aumentaba significativamente a partir del segundo mes de

tratamiento especifico respecto de los valores presentados al TO, alcanzando el valor mas

alto luego de finalizado el tratamiento -T9- (Figura 13). Si bien

los pacientes

incrementaron el IMC, estos valores nunca alcanzaron los obtenidos por el grupo control.
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40 p<0.01
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20+

IMC [kg/m?]

10+

: Figura 12: indice de masa corporal de pacientes con TB al momento del
I diagndstico y controles sanos. Las cajas representan mediana (linea) y rango
: intercuartil, con valores maximos y minimos. IMC: indice de Masa Corporal
: (Kg/m?). HCo: controles sanos. TO: pacientes al momento del diagndstico.

40-
*
301 1 # T
N
£ T 1
2 20 -
0
2 1
10-
0 T T T T T

T
HCo TO T2 T4 T6 T9

* diferente de los pacientes con TB en todos los tiempos

analizados (p<0,01)
# diferente de cada uno de los tiempos analizados (p<0,01)

: Figura 13: indice de masa corporal de pacientes con TB durante el tratamiento
:especifico. Las cajas representan mediana (linea) y rango intercuartil, con valores
: maximos y minimos. IMC: indice de Masa Corporal (Kg/m?); HCo: controles sanos; TO:
I momento del diagndstico; T2, T4 y T6: 2, 4 y 6 meses de iniciado el tratamiento
: antibacilar; T9: tres meses luego de finalizado el tratamiento.
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En cuanto a los pardmetros considerados en el laboratorio, en la Tabla 4 se
muestran los resultados de la cuantificacién de eritrocitos, hemoglobina, porcentaje de
hematocrito, plaquetas, leucocitos, formula leucocitaria y ERS en pacientes con TB y
controles sanos. Los pacientes no difirieron de los controles en cuanto a la concentracién
eritrocitaria, pero si se evidencié una disminucién en los niveles de hemoglobina y el
porcentaje de hematocrito en el grupo de pacientes al momento del diagndstico respecto
del grupo control. Los niveles de los glébulos blancos se encontraron aumentados al TO
(p<0,05), sin modificaciones durante el seguimiento con respecto al de los HCo. En cuanto
a la férmula leucocitaria los pacientes mostraron mayor porcentaje de neutréfilos (p<0,05)
con disminucidén significativa en el porcentaje de linfocitos (p<0,05) al TO respecto de los
controles, ambas variables tienden a recuperar las proporciones de los HCo durante el
tratamiento especifico. Los porcentajes de monocitos y baséfilos no difirieron entre los
grupos bajo estudio, ni en los diferentes tiempos de los pacientes analizados. Mientras
gue los eosindfilos se vieron aumentados durante el tratamiento especifico y se
mantuvieron altos aun una vez finalizado el mismo, tanto respecto del momento del
diagndstico como del grupo control. Si bien este incremento fue significativo los valores se
encontraron dentro de los considerados de referencia. Ademas al TO los pacientes
presentaron concentraciones elevadas de plaquetas respecto del grupo control (p<0,05),
estas diferencias se pierden con el inicio del tratamiento especifico. Al evaluar la ERS,
encontramos un aumento significativo al TO y T2 respecto de los controles; a partir del
cuarto mes de tratamiento especifico esta disminuye asemejandose a la de los HCo. Esta
variable (que refleja en alguna medida la respuesta de fase aguda) se encontré asociada
positivamente al TO con el grado de severidad de la TB [r= 0,50; p<0,05] y negativamente
con el IMC [r= -0,50; p<0,05] y con los niveles de albumina [r= -0,52; p<0,05]. Esta ultima
constituye un reactante negativo de la respuesta de fase aguda.

En la Tabla 5 se exponen los resultados obtenidos de los principales parametros del
laboratorio clinico en las muestras de sangre de los pacientes con TB y controles sanos.

Los sujetos con TB evidenciaron al momento del diagndstico una disminuciéon en los
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niveles de uricemia, albumina, colesterol total, colesterol HDL, triglicéridos, colinesterasa

y GPT, y un incremento en los de proteinas totales.

HCo TB (n=24)
(n=26) 0 T2 T4 6 9
Glébulos Rojos 51 4,9 51 5,0 5,0 51
(10%/l) [vr: 3,5-5,5] (4,9-5,2) (4,5-5,6) (4,9-5,6) (4,7-5,3) (4,6-5,3) (4,7-5,5)
HGB (g/dl) 14,8 13,7 * 14,6 # 14,5# 14,7 15,1#
[vr: 11-16] (14,3-15,5) | (11,9-14,5)  (13,8153)  (12,9-151)  (13,5-15,3)  (14,1-15,5)
Hto (%) 44,1 41,7 * 44,0 # 43,1 43,5 44,5 #
[vr: 35-50] (42,3-44,9)  (37,5-44,8)  (41,8-45,8)  (39,7-44,9)  (40,5-459)  (41,6-47,1)
Glébulos Blancos 7,2 7,9* 5,7 # 5,6# 7,4 # 7,2#
(103/|.l|) [Vr: 4‘9] (514'8; 1) (678' 1016) (418'7; 2) (478_879) (5I 2-8I0) (576_819)
Neutrofilos (%) 57,8 71,1% 57,5 # 53,0 # 58,6 # 58,7 #
[vr: 45-65] (52,0-63,3) (56,0-73,9) (51,5-62,7) (44,9-61,2) (46,3-60,6) (47,1-62,9)
Eosinofilos (%) 2,6 2,0 3,2# 4,0 *# 4,0 *# 4,0 *#
[vr: 0-4] (2,0-3,5) (0,7-3,5) (2,3-6,5) (2,4-5,7) (2,2-5,4) (2,7-6,3)
Basofilos (%) 0,8 0,5 0,8 0,9 0,9 1,0
[vr: 0-1] (0,4-1,0) (0,0-1,0) (0,6-1,4) (0,4-1,3) (0,5-1,4) (0,7-1,3)
Linfocitos (%) 28,1 16,5 * 25,6 # 30,1 # 27,4 # 25,6 #
[vr: 25-35] (25,0-35,2) (13,7-25,3) (19,2-33,0) (24,7-37,4) (23,3-34,8) (22,6-34,8)
Monocitos (%) 8,1 9,8 9,5 9,1 9,4 9,5
[vr: 0-12] (6,8-10,0) (7,2-13,0) (7,4-11,6) (8,1-12,6) (6,9-11,2) (8,2-10,5)
Plaquetas (10%/pl) 236,5 323,0 * 253,0 # 220,5 # 215,0 # 248,0 #
[vr: 150-400] (207,8-289,5) (259,0-417,0) (224,0-352,0) (202,5-307,5) (190,5-277,0) (199,0-275,0)
ERS (mm/12h) 5,0 44,0 * 11,0 *# 5,0 # 6,0 # 6,0 #
[vr: 1-15] (2,0-11,0) (17,3-75,8) (4,5-21,5) (4,0-18,0) (3,0-13,0) (2,8-10,5)

Tabla 4: Cuantificacidn de eritrocitos, hemoglobina, porcentaje de hematocrito, plaquetas,
leucocitos, formula leucocitaria y velocidad de eritrosedimentacion de pacientes con TB
durante el tratamiento especifico. Los datos se expresan como mediana (linea) y rango
intercuartil. HCo: controles sanos; HGB: hemoglobina; Hto: hematocrito; ERS: velocidad de
eritrosedimentacidn; vr: valor de referencia correspondiente a adultos de ambos sexos; TO:
momento del diagndstico; T2, T4y T6: 2, 4 y 6 meses de iniciado el tratamiento antibacilar; T9:
tres meses luego de finalizado el tratamiento. *p<0,05 vs. HCo; #p<0,05 vs. TO.
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HCo TB (n=24)

(n=26) T0 T2 T4 T6 T9
Glicemia (mg/dl) 89,0 95,5 93,0 88,0 86,0 # 82,0 #
[vr:70-100] (83,0-97,5) (82,0-104,0) (86,3-101,5) (85,0-99,0) (78,0-93,0) (78,5-92,5)
Uremia (mg/dl) 32,0 29,5 32,5 32,0 31,0 31,5 #
[vr: 16-49] (27,5-39,8) (23,75-32,7) (23,8-38,8) (21,0-39,8) (21,5-40,0) (27,5-40,0)
Uricemia (mg/dl) 5,6 4,3 * 6,8 # 4,7 4,6 4,3
[vr: 3,4-7,0] (4,9-6,5) (3,1-5,0) (5,0-8,4) (4,5-5,5) (4,3-5,4) (3,8-5,4)
Proteinas totales (g/dl) 7,6 8,4 * 8,1 * 7,7 # 7,6 # 7,6 #
[vr: 6,6-8,7] (7,2-7,7) (7,5-9,4) (7,7-8,7) (7,4-8,6) (7,1-8,1) (7,2-8,0)
Albumina (g/dI) 4,5 3,9 * 4,4 4 4,4 # 4,4 # 4,6 #
[vr: 3,4-4,8] (4,2-4,6) (3,4-4,3) (4,0-4,7) (4,2-4,6) (4,3-4,7) (4,3-4,8)
Colesterol total (mg/dl) 172,0 147,0* 188,5 # 196,0 # 184,0 # 174,0 #
[vr: 130-200] (147,0-185,5) (126,0-172,0) (139,5-220,5) (133,0-204,0) (150,5-207,5) (136,0-203,0)
Colesterol HDL (mg/dl) 46,5 33,0* 56,0 # 53,04# 55,0# 47,0#
[vr: 40-80] (44,3-55,5) (28,0-47,0) (43,0-59,75) (45,0-60,5) (42,0-61,5) (42,0-59,0)
Triglicéridos (mg/dl) 120,0 94,0 * 89,0 * 102,5 97,5 100,0
[vr: < 200] (87,0-138,0) (62,0-128,0) (77,0-116,0) (82,7-131,5) (66,2-125,5) (66,0-160,0)
Colinesterasa (Ul/L) 9668,0 5472,0 * 8442,0 # 8167,0 # 8432,0 # 7523,0 #
[vr: 6400-15500] (8745,0-10393,0) (2671,0-6738,0) (7305,0-10126,0) (7461,0-9469,0) (8153,0-10363,0) (6817,0-9011,0)
GOT (Ul/L) 20,5 18,5 21,5 22,0 23,5 20,5
[vr: 10-38] (18,0-24,3) (15,8-28,8) (15,8-40,0) (19,3-23,8) (19,3-28,5) (16,8-33,5)
GPT (UI/L) 21,0 14,0 * 12,0* 14,0 * 15,5 15,0 *
[vr:10-41] (17,5-27,5) (10,0-24,5) (10,0-21,0) (12,0-19,0) (12,0-25,8) (11,0-21,5)

|
Tabla 5: Principales parametros del laboratorio clinico de pacientes con TB durante el |

tratamiento especifico. Los datos se expresan como mediana (linea) y rango intercuartil. wvr: |
|
7
T2, TAy T6: 2, 4 y 6 meses de iniciado el tratamiento antibacilar; T9: tres meses luego de :

I
|
|
I
1 valor de referencia correspondiente a adultos de ambos sexos; T0: momento del diagndstico
I
|
: finalizado el tratamiento. *p<0,05 vs. HCo; #p<0,05 vs. TO. I

5-2 Ensayo de linfoproliferacion

Con el propdsito de conocer la capacidad de respuesta de las CMP in vitro frente al
Mtbi, se realizaron cultivos de las CMP de pacientes con TB pulmonar y HCo estimulados
especificamente. Los resultados obtenidos fueron expresados como Indice de
Estimulacién. Como se muestra en la Figura 14, y al igual que lo observado en trabajos
previos, al momento del diagndstico los pacientes presentaron una disminucién en la

proliferacidn especifica en comparacién con los controles (p<0,01). Esta diferencia entre
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grupos se pierde con el inicio del tratamiento especifico, dado que los pacientes

mostraron un incremento significativo de la respuesta linfoproliferativa (Figura 15).

40 p<0,01
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i Figura 14: Respuesta linfoproliferativa de pacientes con TB al momento del i
: diagndstico y controles sanos. Las cajas representan mediana (linea) y rango :
: intercuartil, con valores maximos y minimos. IE: indice de estimulacién (promedio de :
: las cuentas por minuto —cpm- de cultivos estimulados/ promedio de cpm de cultivos :
: sin estimulacidén); Mtbi: M. tuberculosis muerto por radiacion; HCo: controles sanos; :
|
I

1 TO: pacientes al momento del diagndstico.
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* diferente de TO (p<0,01) y T6 (p<0,05)
# diferente de T2, T4y T6 (p<0,05)

:Figura 15: Respuesta linfoproliferativa de pacientes con TB durante el tratamiento |
: especifico. Las cajas representan mediana (linea) y rango intercuartil, con valores :
: maximos y minimos. IE: indice de estimulacién (promedio de las cuentas por minuto —:
: cpm- de cultivos estimulados/ promedio de cpm de cultivos sin estimulacidn); Mtbi: M. :
1 tuberculosis muerto por radiacién; HCo: controles sanos; TO: momento del diagndstico; |
: T2, T4y T6: 2, 4 y 6 meses de iniciado el tratamiento antibacilar; T9: tres meses luego de :
: finalizado el tratamiento. "
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5-3 Subpoblaciones linfocitarias en pacientes con TB durante el tratamiento especifico

Al analizar la poblacién linfocitaria por citometria de flujo encontramos, en
coincidencia con los resultados del laboratorio, una linfopenia significativa en los
pacientes con TB al momento del diagndstico respecto del grupo control (Figura 16). Con
el inicio del tratamiento especifico el porcentaje de linfocitos aumenté significativamente
en comparacion con los observados al TO (p<0,05), estos valores permanecieron similares
a los obtenidos por los controles durante todo el tratamiento. Tres meses luego de
finalizado el tratamiento especifico el porcentaje de linfocitos aumento significativamente
con respecto a los controles y al TO (p<0,05) (Figura 17).

Al analizar las poblaciones de linfocitos TCD4+ y TCD8+, observamos que los
individuos con TB presentaron una disminucién en el porcentaje de ambas poblaciones al
TO en comparacién con los HCo (Figura 18 Ay B). A este tiempo, el porcentaje de linfocitos
TCD4+ se vio correlacionado positivamente con el indice de estimulacién (r=0,63; p<0,05).
Durante el tratamiento especifico ambas poblaciones aumentaron significativamente
alcanzado valores similares al de los controles, en el caso de los LTCD4+ al T9 el porcentaje

alcanzado fue mayor que el de los HCo (Figura 19 Ay B).

401
p<0,01

_|

Linfocitos (%)
N
2

:
.

Figura 16: Porcentaje de Linfocitos de pacientes con TB al momento del :
diagndstico y controles sanos. Las cajas representan mediana (linea) y rango :
intercuartil, con valores maximos y minimos. HCo: controles sanos; TO: 1|
pacientes al momento del diagndstico. :
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Figura 17: Porcentaje de Linfocitos de pacientes con TB durante el tratamiento especifico.
Las cajas representan mediana (linea) y rango intercuartil, con valores maximos y minimos.
HCo: controles sanos. T0: momento del diagndstico; T2, T4y T6: 2, 4 y 6 meses de iniciado
el tratamiento antibacilar; T9: tres meses luego de finalizado el tratamiento.
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Figura 18: Porcentaje de Linfocitos TCD4+ (A) y TCD8+ (B) de pacientes con TB al
momento del diagnodstico y controles sanos. Las cajas representan mediana (linea) y rango
intercuartil, con valores maximos y minimos. HCo: controles sanos; TO: pacientes al
momento del diagndstico.
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Figura 19: Porcentaje de Linfocitos TCD4+ (A) y TCD8+ (B) de pacientes con TB durante el
tratamiento especifico. Las cajas representan mediana (linea) y rango intercuartil, con

T6: 2, 4 y 6 meses de iniciado el tratamiento antibacilar; T9: tres meses luego de finalizado
el tratamiento.

| |
I I
| |
I I
I valores maximos y minimos. HCo: controles sanos; TO: momento del diagndstico; T2, T4y |
| |
I I
| |
I I

Las células T CD4+CD25+FoxP3+ (T-reg) juegan un papel fundamental en la
regulacion intrinseca de la Rl y en la homeostasis del sistema inmune. Su correcto accionar
frente a la infeccion por Mtb evitaria caer en situaciones inmunopatoldgicas o de
persistencia del patégeno. En la Figura 20 se muestran los datos obtenidos, mediante
citometria para una muestra representativa de un paciente al momento del diagndstico.
Al comparar los porcentajes de las células T-reg en muestras de sangre de pacientes al TO,
se observd que estos presentaban un incremento en el porcentaje de estas células
respecto de los controles (Figura 21 A). Como puede verse en la Figura 21 B al separar a
los pacientes segun el grado de compromiso pulmonar, fue el grupo de moderados quien
presentd los mayores porcentajes de células T-reg y el unico que difirié de los controles
(p<0,05). En aquellos pacientes que completaron el estudio y pudo cuantificarse el
porcentaje de T-reg, también se observdé un aumento en los valores de estas células al TO
(Figura 22). Este incremento fue aun mayor al segundo y cuarto mes de tratamiento
especifico, respecto de los controles y del momento del diagndstico, obteniéndose al T4

los mayores valores relativos. Tres meses luego de finalizado el tratamiento, los
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porcentajes de las T-reg disminuyeron dejando de diferir de los presentados por los HCo

(Figura 23).
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para asegurar que la poblacion CD4+FoxP3+ seleccionada es también CD25

high

|
I
|
I
de la regidn de linfocitos, Ill) se determinaron las células FoxP3+ dentro de la regién CD4+ |
|
I
|
I

anadlisis por citometria de una muestra de paciente
representativa. |) FSC y SSC para identificar células mononucleares, Il) células CD4+ dentro

seleccionada en el punto Il, IV) control de isotipo de la misma muestra, V) control adicional
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Figura 21: Porcentaje de células T CD4+ FoxP3+ (T-reg) de pacientes con TB al :
momento del diagndstico. Comparacion de la frecuencia de las células T-reg de 1
pacientes con TB al momento del diagnéstico (n=41) y controles sanos (A), y segun el :
grado de compromiso pulmonar de los pacientes (Leves n=7, Moderados n=16 y :
Severos n=18) (B). Las cajas representan mediana (linea) y rango intercuartil, con :
valores maximos y minimos. HCo: controles sanos; TO: pacientes al momento del :
|

diagndstico.

p<0,05

T-reg (%)

Figura 22: Porcentaje de células T CD4+ FoxP3+ (T-reg) de pacientes con TB al |

I
momento del diagndstico y controles sanos. Las cajas representan mediana

(linea) y rango intercuartil, con valores mdximos y minimos. HCo: controles |

sanos; TO: pacientes al momento del diagndstico (n=20).
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: Figura 23: Porcentaje de células T CD4+ FoxP3+ (T-reg) de pacientes con TB durante el !
:tratamiento especifico. Las cajas representan mediana (linea) y rango intercuartil, con
I valores maximos y minimos. HCo: controles sanos; T0: momento del diagndstico (n=20); T2
: (n=18), T4 (n=16) y T6 (n=17): 2, 4 y 6 meses de iniciado el tratamiento antibacilar; T9: tres

: meses luego de finalizado el tratamiento (n=17).

5-4 Mediadores inmunolégicos en plasma de pacientes con TB durante el tratamiento

especifico

A continuacidn se presentan los resultados obtenidos de la cuantificacion de la
concentraciéon plasmatica de las citocinas IFN-y, TNF-q, IL-6, IL-2, IL-4, IL-17, IL-10, TGF-B y
de la CRP. El IFN-y es una citocina fundamental para el control de la infeccién con Mtb,
favorece la presentacidn antigénica y la diferenciacion de los linfocitos TCD4+ virgenes en
la subpoblacién Th1l, y juega un rol clave en la activacidn de los M®. En los pacientes con
TB, las concentraciones de esta citocina se encontraron aumentadas al TO respecto de los
controles (p<0,05) y comenzaron a disminuir durante el tratamiento especifico alcanzando
niveles similares al grupo control a partir del T6 (Figura 24 A). Al momento del diagnéstico,
los niveles de IFN-y se encontraron asociados negativamente con el IMC (r=-0,55; p<0,05)
y con los linfocitos TCD4+ (r=-0,54; p<0,05). A su vez, a los dos meses de tratamiento las

concentraciones de este mediador se correlacionaron positivamente con los porcentajes
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de las células Treg (r=0,61; p<0,05; n=18); sin embargo, al T4 la asociacion entre ellas fue
negativa (r=-0,79; p<0,02; n=16), si bien los valores de ambas variables ain permanecian
elevados.

En cuanto a la IL-6, los niveles de esta citocina en circulacién son muy bajos o
indetectables en condiciones fisioldgicas y aumentan dramdticamente en respuesta a
condiciones inflamatorias, frecuentemente relacionadas con la respuesta de fase aguda.
Es una citocina con funciones pleiotrdpicas que regula multiples procesos bioldgicos los
cuales incluyen el desarrollo de la respuesta de fase aguda, la respuesta inmune vy la
inflamacién. En nuestros pacientes la IL-6 se encontré muy aumentada al TO difiriendo
significativamente de los controles (p<0,01). A partir del segundo mes de tratamiento
especifico los niveles de esta citocina comenzaron a disminuir, alcanzando al T6
concentraciones semejantes a la de los HCo (Figura 24 B). Los valores elevados de este
mediador al momento del diagndstico, se asociaron negativamente con el IMC (r=-0,65;
p<0,03; n=17) y la respuesta linfoproliferativa (r=-0,90; p<0,01; n=17), y positivamente con
los niveles de IFN-y (r=0,80; p<0,02; n=17), manteniéndose esta ultima correlaciéon
significativa al T2 (r=0,55; p<0,05; n=17).

Respecto de la CRP, una proteina de fase aguda cuyos niveles aumentan durante
procesos inflamatorios y que estd asociada a incrementos de IL-6, se observd que los
pacientes presentaban niveles plasmaticos elevados de este mediador solo al TO (p<0,01)
en comparacion con los valores obtenidos en los controles (Figura 24 C). Como era de
esperarse IL-6 se asocid positivamente con este mediador (r=0,75; p<0,02; n=17).

En el caso del TGF-B, citocina inmunomoduladora que tiene la capacidad de
suprimir la inmunidad celular, el grupo de TB difirié de los controles sélo al momento del
diagndstico (p<0,05) presentando niveles elevados de esta citocina (Figura 24 D). Con el
inicio del tratamiento especifico estos valores disminuyeron alcanzando concentraciones
similares a la de los HCo (Figura 24 D).

Al analizar los niveles plasmaticos del TNF-q, citocina que actla en sinergia con el

IFN-y, no obtuvimos valores detectables en ninguno de los grupos bajo estudio. Lo mismo
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ocurrié para la IL-2, IL-4 e IL-17, citocinas caracteristicas de los patrones Thl, Th2 y Th17

respectivamente, y para la citocina antiinflamatoria IL-10.
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Figura 24: Niveles plasmaticos de mediadores pro- y antiinflamatorios en pacientes con
TB durante el tratamiento especifico. IFN-y (A), IL-6 (B), proteina C reactiva (C) y TGF-B (D).
Las cajas representan mediana (linea) y rango intercuartil, con valores maximos y minimos.
HCo: controles sanos; T0: momento del diagndstico; T2, T4y T6: 2, 4 y 6 meses de iniciado
el tratamiento antibacilar; T9: tres meses luego de finalizado el tratamiento. Se muestran
los resultados de IFN-y e IL-6 cuantificados por enzimoinmunoanalisis, de alta sensibilidad
para IL-6 (HCo, n=20; TB, n=17). TGF-B (HCo, n=16; TB, n=14).
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5-5 Modificaciones en los niveles de Cortisol, DHEA y DHEA-S en pacientes con TB

durante el tratamiento especifico

En continuidad con los objetivos, también se analizaron los niveles plasmaticos
circulantes de esteroides adrenales de relevancia: cortisol, DHEA Y DHEA-S. El Cortisol
presenta funciones inmunomoduladoras importantes, regula una amplia variedad de
funciones de las células inmunes, inhibe la sintesis de citocinas proinflamatorias a la vez
qgue favorece la produccién de las antiinflamatorias. Al analizar las concentraciones de
este esteroide en nuestros pacientes, observamos que el grupo con TB mostré al TO un
marcado incremento en los niveles de cortisol respecto del grupo control (p<0,05),
manteniéndose estos elevados durante todo el tratamiento especifico. Al T9 las
concentraciones del esteroide disminuyeron, alcanzando valores similares a los
presentados por los HCo (Figura 25 A). Al momento del diagndstico, se observd que los
niveles plasmaticos de IL-6 se correlacionaban positivamente con los del cortisol (r=0,54;
p<0,05; n=17), mientras que al T4 la asociacidén entre estos mediadores fue negativa (r=-
0,8; p<0,01; n=17).

A partir de estos resultados se contrastaron los niveles de cortisol teniendo en
cuenta la severidad de la enfermedad. Como los voluntarios diagnosticados con TB leve
fueron solamente dos, estos se excluyeron del analisis. En la Figura 26 correspondiente al
TO, se ve un aumento significativo de cortisol en los pacientes con TB moderada y severa,
con valores levemente superiores en este Ultimo grupo. Durante el tratamiento especifico
los niveles de este esteroide se mantuvieron aumentados en el grupo de moderados,
dejando de diferir de los HCo al T9; mientras que los pacientes con la forma severa de la
enfermedad presentaron valores elevados de cortisol sélo hasta el T2, alcanzando
concentraciones similares a los controles a partir del T4 (Figura 27).

Los niveles de DHEA (Figura 25 B), andrégeno activo a nivel tisular que favorece el
perfil Thl, se observaron disminuidos respecto de los HCo al momento del diagnéstico
(p<0,001). El marcado descenso en las concentraciones de la hormona ademads se vio

asociado con el grado de compromiso pulmonar (r=-0,49; p<0,03), presentando los valores
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mas bajos los voluntarios con la forma severa de la enfermedad (Figura 28). Durante el
tratamiento especifico las concentraciones de DHEA (Figura 25 B) aumentaron
significativamente alcanzando valores semejantes a los del grupo control; sin embargo, al
T9 los niveles fueron inferiores a los de los HCo (p<0,05). Cuando se analizaron las
concentraciones plasmaticas de DHEA por severidad, durante el tratamiento especifico y
una vez finalizado el mismo, se observd que los pacientes con TB moderada presentaban
un comportamiento similar al mencionado previamente (Figura 29 A). Mientras que los
severos si bien incrementaron significativamente sus niveles de DHEA a partir de T2 (TO
diferente de T2, T4 y T6 p<0,05), estos fueron siempre inferiores al de los controles (Figura
29 B). Cabe mencionar que el porcentaje de incremento del esteroide en ambos grupos
fue similar [Por ejemplo al T2, moderados: 82,8% (49,9-129,4) n=13; severos: 103,3%
(45,3-189,0) n=9]. Cuando se analizé la asociacion entre los niveles plasmaticos de DHEA
con distintos parametros inmunoenddcrinos, se constaté correlacion negativa vy
significativa con las concentraciones plasmaticas de IL-6, tanto al momento del
diagnéstico (r=-0,62; p<0,03; n=17), como a los dos meses de tratamiento (r=-0,40;
p<0,05; n=17).

Por su parte la DHEA-S, precursor inactivo de la DHEA, presentd valores
plasmaticos por debajo de aquellos observados en los HCo al momento del diagndstico y
durante todo el tratamiento especifico; y sélo tras la finalizacion del tratamiento las
concentraciones fueron similares a las del grupo control (Figura 25 C), sin evidenciarse
diferencias relacionadas con el grado de compromiso pulmonar en los tiempos estudiados
(resultados no presentados). Como era de esperar y al igual que lo observado en los
controles (r=0,77; p<0,01), en todos los tiempos analizados los pacientes con TB
mostraron correlacion significativa y positiva entre las concentraciones de DHEA y DHEA-S
(como ejemplo, T2: r=0,8; p<0,001).

En similitud con trabajos previos [255, 254], el incremento de las concentraciones
de cortisol y el descenso de las de DHEA y DHEA-S, condujeron a aumentos significativos
de las relaciones Cortisol/DHEA y Cortisol/DHEA-S (Figura 25 D y E) en los pacientes al

momento del diagnéstico, respecto de los HCo. La relacidon Cortisol/DHEA se asocid
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positivamente con el grado de compromiso pulmonar de la TB al TO (r=0,65; p<0,02) y al
T2 (r= 0,57; p<0,02). Al momento del diagndstico tanto los pacientes con TB moderada
como severa presentaron valores elevados de la relacién Cortisol/DHEA, mas aun en los
del dltimo grupo que difirieron de los moderados (Figura 30 A). Luego de dos meses de
tratamiento sélo los pacientes con TB severa mantuvieron esta relacién incrementada
(Figura 30 B) alcanzando valores semejantes al grupo control a partir del cuarto mes de
tratamiento especifico (Figura 31).

En cuanto a la relacion Cortisol/DHEA-S, los valores se mantuvieron elevados
durante el tratamiento antibacilar, disminuyendo a los tres meses de finalizado el mismo
(Figura 25 E).

Ademas, se analizaron las correlaciones entre los esteroides del eje HPA. En los
controles los niveles plasmaticos de cortisol y DHEA se vieron asociados positivamente
(r=0,63; p<0,04), mientras que en los pacientes con TB esta asociacion fue significativa
solo a los tres meses luego de finalizado el tratamiento (r=0,55; p <0,05).

Con respecto a las poblaciones linfocitarias, la correlacién entre los niveles de
cortisol y el porcentaje de LTCD4+ fue inversa tanto al TO (r=-0,54; p<0,05), como al T2 (r=-
0,50; p<0,05). En lo concerniente a las células T-reg, sélo se observd asociacién negativa
en el grupo de pacientes con cortisol (r=-0,61; p<0,04; n=16) y DHEA (r=-0,74; p<0,01;
n=16) al T4.
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5-6 Determinaciones séricas de Cortisol y DHEA-S

Hasta el momento todos los estudios previos realizados en nuestro laboratorio

sobre la modulacion del eje HPA en TB se efectuaron cuantificando los niveles plasmaticos

de cortisol, DHEA y DHEA-S por EIA. De determinarse que la medicién de estas hormonas

y sus respectivas relaciones, podrian utilizarse como posibles marcadores de rutina de
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evolucidn de la TB, nos enfrentariamos con el inconveniente de que en el laboratorio
clinico en general se utiliza la electroquimioluminiscencia -EQ- como método de
cuantificacién. Los reactivos existentes en el mercado permiten la determinacidn sérica,
por la mencionada técnica, de Cortisol y DHEA-S y no de la forma activa DHEA. Ante estos
hechos y frente a la potencial transferencia de resultados a la practica médica, se torna
imprescindible que para cada paciente se cuantifiquen ademas de los niveles plasmaticos
de las tres hormonas por EIA, las concentraciones séricas de cortisol y DHEA-S por EQ, con
el fin de determinar si los resultados obtenidos por ambas técnicas son o no comparables.

Al analizar las concentraciones séricas de cortisol y DHEA-S por EQ (Figura 32 Ay B
respectivamente) los resultados fueron similares a aquellos hallados en el plasma de los
voluntarios utilizando la técnica de EIA. El cortisol se vio aumentado al TOy T2 respecto de
los HCo, dejando de diferir a partir de los cuatro meses de tratamiento especifico.
Mientras que los niveles de DHEA-S se ubicaron por debajo de los valores presentados por
los HCo al diagndstico, y durante todo el tratamiento especifico. Un comportamiento
similar presentd la relacion Cortisol/DHEA-S, que se vio disminuida en todos los tiempos
bajo estudio y sdlo dejé de diferir de los HCo al T9 (Figura 32 C).

Para corroborar el grado de asociacion entre las concentraciones de las hormonas
cuantificadas por ambas técnicas, se analizaron en conjunto los resultados
correspondientes a voluntarios sanos y pacientes al TO. Observandose una correlacién
significativa y positiva tanto para cortisol (r=0,96; n=39; p<0,001), como para DHEA-S
(r=0,89; n=45; p<0,001). (Figura 33 A y B). Reflejando reciprocidad entre los valores
obtenidos por ambos métodos. Estas asociaciones también se constataron en las muestras
obtenidas de los pacientes para cada uno de los tiempos estudiados (Por ejemplo, T2:

r=0,78; p<0,001).
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5-7 Niveles relativos de expresion de los ARNm de GRa, GRB y de las enzimas 118HSD1
y 11BHSD2 en CMP de pacientes con TB pulmonar

Como se expresé anteriormente (ver introduccién, item 1-3.2.1), la funcidn
biolégica del cortisol depende de su interaccién con el receptor para glucocorticoides
formado por el dimero GRa, mientras que el heterodimero GRa-GRB actuaria como
dominante negativo. En trabajos previos del grupo se evidencié que los pacientes con TB
severa presentaban cierto grado de resistencia a la accién de los GC. Lo que nos indujo a
analizar el nivel de expresion de ambas isoformas del receptor y de las enzimas
responsables de la interconversidén Cortisol-Cortisona (11fHSD1 y 113HSD2) en CMP de
pacientes con TB durante el tratamiento especifico. Asi como su relacidn con la respuesta
inmunoendocrina.

En la Tabla 6 se muestran los niveles relativos de expresiéon de las variables
estudiadas. En los pacientes los niveles del transcripto GRa fueron similares a los
presentados por el grupo control, excepto al cuarto mes de tratamiento donde se observé
un incremento significativo respecto del TO (p<0,05). En cambio los niveles de GRp,
aumentados al diagnodstico, descendieron durante el tratamiento a valores similares al de
los HCo, difiriendo de aquellos obtenidos al TO.

La expresion de ambos transcriptos se vio asociada positivamente en las CMP
provenientes de controles sanos (r=0,73; p<0,01), mientras que en los pacientes, esta
correlacién sélo fue evidente luego de tres meses de finalizado el tratamiento (r=0,50;
p<0,05). En el grupo de pacientes, se constatdé que los niveles del transcripto GRa se
correlacionaban inversamente con las concentraciones circulantes de IL-6 tanto al
diagnéstico (r=-0,62; p<0,04; n=17) como luego de dos meses de tratamiento (r=-0,56;
p<0,05; n=17). En T2 los niveles de expresion del transcripto GRa también se
correlacionaron negativamente con los de otra citocina proinflamatoria, el IFN-y (r=-0,63;
p<0,03).

Al analizar la relacidn entre la expresion de ambos transcriptos (Figura 34), la

misma se encontrd disminuida sélo al momento del diagnéstico respecto del grupo
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control. Ello apunta a que la resistencia al cortisol observada al TO se perderia en los
pacientes sometidos al tratamiento antibacilar.

En cuanto a la cuantificaciéon del transcripto de la enzima 11BHSD2, este no se
expreso en la mayoria de las muestras (aun con las condiciones de reaccidn optimizadas).
En cambio, el transcripto de la enzima 11BHSD1 pudo cuantificarse exitosamente. Al
comparar los niveles del mismo en las CMP de ambos grupos de estudio, se observd un
aumento significativo al TO respecto de los niveles de expresion tanto en T2, T4, T6 y T9,
como en HCo (Tabla 6). Ademas, en este ultimo grupo, la expresidon del transcripto de

11BHSD1 se correlaciond positivamente con la de GRa (r=0,57; p<0,04),

HCo TB (n=24)
(n=26) TO T2 T4 T6 T9
GRa 29,5 25,6 32,3 32,7 # 27,9 25,7
(22,6-31,1)  (24,4-36,1) (25,6-35,4)  (29,5-37,6)  (23,8-35,6)  (23,3-31,8)

GRB 0,4 1,7 * 0,6 # 1,3 0,6 # 0,4 #
(014-1;0) (110'2;2) (014_113) (014'210) (0/4'116) (014'11 1)

0,5 0,7 * 0,5 # 0,6 # 0,5 # 0,5 #
UBHSD1  (h408) (0611 (0308 (0208 (0207  (01:0,7)

Tabla 6: Niveles relativos de expresidon de los ARNm de los receptores para glucocorticoides
(GR) GRa, GRB y de la enzima 11BHSD1 de pacientes con TB durante el tratamiento
especifico. Los datos se expresan como mediana (linea) y rango intercuartil. HCo: controles
sanos. TO: momento del diagnéstico; T2, T4y T6: 2, 4 y 6 meses de iniciado el tratamiento
antibacilar; T9: tres meses luego de finalizado el tratamiento. UA: Unidades Arbitrarias, 1 UA
=1pg de ARN estandar utilizado en la sintesis del ADNc de las curvas relativas de expresion.
11BHSD1: 11-beta Hidroxiesteroide Deshidrogenasa tipo 1. *p<0,05 diferente de HCo; “p<0,05
diferente de TB TO.
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Figura 34: Niveles relativos de expresidon de la relacién de los ARNm de los receptores
para glucocorticoides (GR) GRa y GRB de pacientes con TB durante el tratamiento
especifico. Las cajas representan mediana (linea) y rango intercuartil, con valores maximos
y minimos. HCo: controles sanos. TO: momento del diagndstico; T2, T4y T6: 2, 4 y 6 meses
de iniciado el tratamiento antibacilar; T9: tres meses luego de finalizado el tratamiento.
UA: Unidades Arbitrarias, 1 UA =1ug de ARN estandar utilizado en la sintesis del ADNc de
las curvas relativas de expresion.

5-8 Analisis multivariado de componentes principales

Con el propdsito de vislumbrar variables o grupos de variables dentro de las
estudiadas que mads diferencien a los individuos, se aplicé un andlisis multivariado de
componentes principales. Las variables incluidas fueron: Edad, IMC, ERS, LTCD4+, IFN-y, IL-
6, CRP, TGF-B, Cortisol, DHEA, relacién Cortisol/DHEA, y GR-a. Es necesario informar que
el nimero de variables incluidas esta en estrecha relacidn con el total de voluntarios
enfermos que completaron el estudio. Ademas estas variables debieron encontrarse
cuantificadas en todos los tiempos analizados. Esta es la razén por la cual el nimero
muestral se redujo a 14.

A continuacidn se presentan los graficos biplot obtenidos del andlisis multivariado
de componentes principales. En ellos se resume la informacién de las dos primeras
componentes que explican aproximadamente el 65-70% de la varianza observada para las

variables seleccionadas, en cada uno de los tiempos bajo estudio.
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En cada grafico se visualiza como se agrupan las variables. Aquellas que se localizan
conformando angulos inferiores a 902 y a mayor distancia del origen, deberian ser las que
presentan mayor asociacidon positiva. Mientras que las que se localizan conformando
angulos mayores a 902 y ubicadas distante del origen se encontraran inversamente
asociadas. Es de notar que la separacidn en cuadrantes no interviene en la interpretacion
del grafico.

Como se pone de manifiesto en la Figura 35 A, al momento del diagndstico las
variables relacionadas con la respuesta proinflamatoria se encuentran positivamente
asociadas entre si y con la relacion Cortisol/DHEA, mientras que se correlacionan
negativamente con el IMC (Tabla figura 35 A). Si bien las concentraciones plasmaticas de
DHEA se encuentran marcadamente disminuidas, se observa una correlacién negativa
entre los valores de esta hormona y los niveles de CRP y ESR. Con el inicio del tratamiento
especifico se pierde la correlacién entre los parametros proinflamatorios (IL-6, CRP, ERS,
IFN-y), la relacién Cortisol/DHEA y el IMC (Tabla figura 35 B). Llamativamente la relacién
Cortisol/DHEA continua asociada con algunos de los parametros proinflamatorios al T2 y
T4 (Tabla figura 35 B y C). Al sexto mes de tratamiento especifico sélo se vio asociacidn
positiva entre la velocidad de ERS y los mediadores proinflamatorios CRP e IL-6 (Tabla
figura 35 D). La correlacion con esta uUltima citocina se mantuvo al T9, donde también se
observo una asociacidn positiva entre CRP y la relacién Cortisol/DHEA (Tabla figura 35 E).
Ademas a este tiempo, donde el voluntario cuenta con el alta médica desde al menos dos
meses, se evidencid correlacién positiva entre DHEA y cortisol (Tabla figura 35 E) tal como

se observé en los controles sanos (r=0,63; p<0,04; ver pagina 99).
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Componente 1

Correlaciones TO p
IL-6 vs. CRP r=0,80 | <0,01
IL-6 vs. ERS r=0,82 | <0,01
IL-6 vs. IFN-y r=0,82 | <0,01
IL-6 vs. Cortisol/DHEA r=0,87 | <0,01
CRP vs. ERS r=0,81 | <0,01
CRP vs. IFN-y r=0,59 | <0,05
Cortisol/DHEA vs. CRP r=0,71 | <0,01
Cortisol/DHEA vs. IFN-y | r=0,78 | <0,01
Cortisol/DHEA vs. ERS r=0,73 | <0,01
DHEA vs. CRP r=-0,63 | <0,05
DHEA vs. ERS r=-0,68 | <0,05
IL-6 vs. IMC r=-0,59 | <0,05
CRP vs. IMC r=-0,56 | <0,05
IFN-y vs. IMC r=-0,58 | <0,05
Cortisol/DHEA vs. IMC | r=-0,59 | <0,05

Correlaciones T2 p
IL-6 vs. IFN-y r=0,68 | <0,05
CRP vs. ERS r=0,91 | <0,01
CRP vs. IFN-y r=0,82 | <0,01
IFN-y vs. ERS r=0,74 | <0,01
Cortisol/DHEA vs. CRP r=0,89 | <0,01
Cortisol/DHEA vs. IFN-y | r=0,67 | <0,05
Cortisol/DHEA vs. ERS r=0,82 | <0,01

Correlaciones T4 p
IL-6 vs. CRP r=0,76 | <0,01
IL-6 vs. ERS r=0,66 | <0,05
PCRvs. ERS r=0,76 | <0,01
Cortisol/DHEA vs. CRP r=0,64 | <0,05
Cortisol/DHEA vs. ERS r=0,58 | <0,05
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Figura 35: Andlisis multivariado de componentes principales y correlaciones entre parametros
clinicos, citocinas, hormonas y transcriptos de pacientes con TB durante el tratamiento

tratamiento antibacilar; T9: tres meses luego de finalizado el tratamiento (E). ERS: velocidad de
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Correlaciones T6 p
IL-6 vs. ERS r=0,57 | <0,05
CRP vs. ERS r=0,65 | <0,05

Correlaciones T9 p
IL-6 vs. ERS r=0,68 | <0,01
Cortisol/DHEA vs. CRP r=0,69 | <0,01
DHEA vs. Cortisol r=0,56 | <0,05

eritrosedimentacidn; IMC: indice de masa corporal. Coeficiente de correlacién de Pearson.

|
1
|
: especifico. T0: momento del diagnéstico (A); T2, T4y T6: 2 (B), 4 (C) y 6 (D) meses de iniciado el
1
I
1
I
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6- Discusion

El control de un proceso infeccioso dependerd del tipo y de la magnitud de la
respuesta defensiva que monte el hospedero, la cual involucra cambios en las funciones
nerviosas, endocrinas, inmunes y metabdlicas destinadas a eliminar o inhibir el
crecimiento del patdégeno. Estos cambios adaptativos serian beneficiosos para el
hospedero al menos durante la fase inicial de la infeccién, pero pueden llegar a ser
perjudiciales si se prolongan, por ejemplo por persistencia del patégeno como en el caso
de la TB [271, 272]. Algunos de los mediadores inmunes liberados durante las infecciones
inducirian modificaciones neuroenddcrinas importantes que resultan en marcados
cambios en la homeostasis del hospedero y en los mecanismos de defensa, dando lugar a
distintas manifestaciones clinicas, por ejemplo, significativas pérdidas de peso, como se
evidencia en muchas enfermedades croénicas incluida la TB [273, 274, 275, 276].

Los enfermos de TB al momento de su incorporacion al estudio presentaron una
marcada disminucién en el IMC [274], la cual podria estar relacionada con la excesiva
respuesta proinflamatoria, que ademds de aumentar la demanda energética influiria
sobre el apetito, con la consiguiente pérdida de peso [277]. En consonancia con lo
expresado se observé una correlacidn inversa y significativa entre los valores del IMC vy las
concentraciones plasmaticas de los mediadores proinflamatorios IL-6 (r= -0,65; p<0,03;
n=17); CRP (r=-0,56; p<0,05; n=14) e IFN-y (r= -0,55; p<0,05).

No puede dejar de mencionarse que la malnutricién influye en el desarrollo de la
TB [277]. Estudios en humanos y animales demostraron que la predisposiciéon a la
progresion de la infeccidn hacia la forma activa de la enfermedad, podria relacionarse con
deficiencias de macro- y micronutrientes capaces de inducir un deterioro de la inmunidad
celular (por ejemplo alterando la funcidn linfocitaria y de los fagocitos) [278] y cambios en
el balance de las citocinas pro- y antiinflamatorias, afectando de este modo la defensa del
hospedero contra el Mtb [276, 279, 280]. A su vez, el grado de malnutricidn del sujeto
agravaria las manifestaciones clinicas de la enfermedad [277, 281, 282]. Sin embargo, en

nuestros pacientes no se vio asociacién entre el IMC y la severidad de la TB pulmonar, lo
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gue podria atribuirse a que la mayoria de los pacientes presentaron un IMC que si bien fue
bajo, no habia llegado a los niveles de marcada consuncién. En consonancia con este
resultado, los parametros del Laboratorio Clinico aunque presentaron modificaciones
respecto de los controles, oscilaron dentro de los valores de referencia provistos por el
laboratorio (Tabla 5). Durante el tratamiento contra la TB la mejoria clinica de los
pacientes se vio acompafiada por un aumento significativo del IMC, el cual se mantuvo
por debajo de los valores presentados por el grupo control aun a los tres meses luego de
finalizado el mismo. Con respecto al Laboratorio Clinico, no se vieron signos de toxicidad
hepatica atribuibles al tratamiento, y a partir de T2 los restantes parametros analizados no
difirieron de los valores obtenidos en el grupo control.

El grupo de pacientes presenté al momento del diagndstico concentraciones
eritrocitarias similares a la de los controles, pero con disminucion significativa en los
niveles de hemoglobina y el porcentaje de hematocrito, diferencias que se pierden con el
inicio del tratamiento, estos resultados coincidieron con los observados por otros autores
[283]. Sin embargo, no puede dejar de mencionarse que el espectro de variacion de los
parametros siempre se mantuvo dentro del rango de los valores de referencia del
laboratorio.

Como era de esperarse, al TO, las concentraciones de leucocitos se vieron
aumentadas, con un marcado incremento en el porcentaje de PMN, a expensas del
observado para los linfocitos. Este efecto podria asociarse al aumento en los niveles de
cortisol puesto de manifiesto en los pacientes. Al respecto se conoce que la
administracién de GC incrementa el nimero de PMN circulantes promoviendo su egreso
de medula dsea hacia el torrente sanguineo, y de manera simultdanea obstaculiza la
transmigracién de estas células al sitio de la infeccion al disminuir la expresion de
moléculas de adhesion [284, 285, 286]. A su vez las concentraciones elevadas de la
hormona reducen los niveles de células T circulantes ya que favorecerian su migracién
hacia medula désea y los drganos linfaticos secundarios [225]. Los GC, ademas,
promoverian la apoptosis de los linfocitos T incrementando la expresion de la proteina

BIM (BCL-2 interacting mediator) [287, 288]. Con respecto a nuestros resultados, el GC
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endégeno se mantuvo elevado durante el tratamiento, sin embargo, las concentraciones
de PMN vy linfocitos a partir de T2 alcanzaron valores similares a los controles; indicando
gue multiples factores de la Rl estarian interviniendo en este proceso [289, 290].

En los pacientes con TB siempre se observd un aumento significativo en las
concentraciones de plaquetas previo al inicio del tratamiento lo que podria atribuirse,
entre otros factores, a los elevados niveles plasmaticos de IL-6 [291, 292]. En la clinica los
indicadores de respuesta de fase aguda mds ampliamente utilizados son la CRP y la ERS
(que constituye un marcador indirecto de las concentraciones plasmaticas de proteinas de
fase aguda) [293]. Como era de esperarse estos pacientes al TO mostraron valores
aumentados de ambas variables, con marcado descenso de CRP a partir del segundo mes
de tratamiento, en cambio la ERS se mantuvo elevada respecto del grupo control aun al
T2. Ademas la ERS se correlaciond positivamente con el grado de severidad de la TB al
diagnéstico (r= 0,50; p<0,05), y como era de esperarse, inversamente con los niveles de
albumina (r=-0,052; p<0,05), dado que esta proteina se considera un reactante negativo
de la respuesta de fase aguda [293].

La Rl celular es fundamental para el control de la TB, entre las distintas poblaciones
linfocitarias involucradas en esta respuesta los LTCD4+ juegan un rol central. Su
importancia se hizo evidente en modelos murinos donde deficiencias en el nimero o
funcionamiento de estas células, en ratones infectados con Mtb, se asociaron con un
incremento en la carga bacilar y mortalidad de los mismos [294, 295]. Mientras que en
humanos, se vio que sujetos HIV+ que sufrian una disminucion en el ndmero vy
funcionamiento de los linfocitos TCD4+ presentaban mayor riesgo a desarrollar la TB [172,
296, 297]. Por su parte, los LTCD8+ también contribuyen a la inmunidad anti-TB y se han
encontrado presentes en gran numero en el sitio de la infecciéon [298, 299]. Algunos
grupos reportaron niveles circulantes bajos sélo de la poblacién TCD4+ en los sujetos con
TB pulmonar [300, 301], por su parte Al-Aska y colaboradores observaron una disminucién
en ambas poblaciones celulares, cuyos valores se recuperaban con el tratamiento
especifico [302]. En coincidencia con este ultimo estudio, nuestro grupo de pacientes

presentd una disminucion en el porcentaje de ambas poblaciones linfocitarias respecto de
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la evidenciada por los controles, estas diferencias se perdieron con el inicio del
tratamiento especifico. En concordancia con estos resultados, también se vio disminuida
la capacidad funcional linfocitaria al momento del diagndstico, donde ademas el indice de
estimulacion se vio correlacionado positivamente con el porcentaje de linfocitos TCD4+
(r=0,63; p<0,05). A los dos meses de tratamiento la respuesta blastogénica dejo de diferir
de aquella del grupo control. Se han postulado diversas hipétesis acerca de las causas que
generarian la disminucién de estas poblaciones en la TB, como aumento en los niveles de
apoptosis, modificaciones en el homing, entre otras [301]. Este efecto podria relacionarse
con el desbalance inmunoenddcrino presente en los pacientes, ya que ademas del
incremento en la proporcién de células T-reg y de citocinas proinflamatorias con
capacidad proapoptodtica (por ejemplo, IFN-y) [303], como se ha comentado previamente,
las concentraciones elevadas de cortisol afectarian la recirculacidn, la capacidad funcional
y sobrevida de los linfocitos [225]. Relativo a lo expresado, al TO los porcentajes
disminuidos de la poblacion TCD4+ se vieron asociados negativamente tanto con los
niveles de cortisol (r=-0,54; p<0,05), como de IFN-y (r=-0,54; p<0,05).

La TB se caracteriza por una Rl celular exacerbada, con gran liberacion de
mediadores inflamatorios, que en pos de desembarazarse del patdégeno genera
importante dano tisular [304]. Es por esto que diversos mecanismos de regulacién se
activarian para controlar dicha respuesta con el objeto de salvaguardar al drgano
afectado, aun a expensas de alguna interferencia con la completa eliminacién de los
patégenos. Uno de los mecanismos regulatorios intrinsecos del Sl involucraria a las células
T-reg [188]. Diversos estudios evidenciaron niveles elevados de células T
CD4+CD25+FoxP3+ en pacientes con TB, y demostraron que las mismas eran capaces de
disminuir la produccion in vitro de IFN-y mediada por células T en esos pacientes [304,
305, 177]. En este trabajo demostramos que los sujetos con TB, al momento del
diagnéstico, presentaban frecuencias elevadas de células T-reg CD4+CD25+Foxp3+ en
comparacion con el grupo control, a expensas de los sujetos con las formas mas avanzadas
de la enfermedad [(TB Moderados + TB Severos) vs. HCo p<0,01]. En las muestras de

pacientes que completaron el estudio, se vio aln mas aumentado el porcentaje de T-reg a
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los dos y cuatro meses de iniciado el tratamiento especifico, alcanzando valores
comparables a los HCo una vez finalizado el mismo. Si bien estas células regulatorias son
conocidas por mediar una amplia variedad de efectos inmunolégicos en cuanto a la
modulacién de la respuesta antimicrobiana y de dafio tisular [306, 191], el incremento de
T-reg observado en estos pacientes parece ser mas compatible con un intento de
disminuir el dano inmunolégico, considerando los resultados presentados en trabajos
previos [254, 307] asi como en este, donde se demuestra que la TB avanzada coexiste con
un aumento en los niveles circulantes de citocinas proinflamatorias. De hecho, el papel de
las células T-reg en TB no esta bien definido, y no es claro si su expansidén es una causa o
una consecuencia de la enfermedad. Probablemente se expandan como parte de una
respuesta adaptativa del hospedero con el objeto de limitar la reaccion inflamatoria y el
subsecuente dafio tisular. La expansion de estas células en respuesta a la infeccién por
Mtb, mediante el reconocimiento de antigenos bacterianos especificos, se lograria por la
presencia en el entorno de IL-10 y TGF-B, citocinas que son producidas localmente en
grandes cantidades en pacientes con TB activa [254, 145, 308]. Algunos estudios
reportaron una mayor capacidad supresora de las T-reg sobre las células productoras de
IFN-y respecto de las que producen IL-17, lo que favoreceria la persistencia de estas
ultimas en los tejidos inflamados y la perpetuacién o recrudecimiento de la inflamacion
[189, 309, 310]. Los resultados sobre una correlacién positiva significativa entre las células
T-reg y los niveles plasmaticos de IFN-y a los dos meses de tratamiento (r=0,61; p<0,05;
n=18), sugieren que el aumento de estos linfocitos no lograria, en esta etapa, dominar el
proceso inflamatorio. Sin embargo, al T4 cuando la mejoria clinica de los pacientes fue
evidente, esta correlacidn resulté ser negativa (r=-0,79; p<0,02; n=16). De estos resultados
se desprende que el cuarto mes de tratamiento especifico representaria el mejor
momento donde tendria lugar un balance adecuado entre el funcionamiento de las T-regy
la respuesta clinica.

En cuanto a la relacidén entre estas células y las hormonas esteroideas, Xiang vy
colaboradores demostraron que luego de cultivar CMP con dexametasona (10 M) por 24

hs, los niveles de expresidon del ARNm para FoxP3 disminuian significativamente,
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sugiriendo una rapida sensibilidad de las células T-reg al efecto de los corticoides [311]. En
el mismo sentido, también se demostré que DHEA inhibia la expresidon de este factor de
transcripcién en pacientes con TB co-infectados con HIV [312]. En coincidencia con estos
hallazgos in vitro, en los pacientes al T4 los porcentajes de células T-reg se asociaron
negativamente con los niveles plasmaticos de cortisol (r=-0,61; p<0,04; n=16) y DHEA (r=-
0,74; p<0,01; n=16); sugiriendo una modulacion de la poblacién T-reg por factores
externos al SI.

Continuando con el analisis de las modificaciones producidas en la respuesta
inmunoendodcrina durante el tratamiento antibacilar, se cuantificaron los niveles de
citocinas pro- y antiinflamatorias, y aquellas de los patrones de respuesta Th1/Th2/Th17,
asi como las concentraciones de los esteroides adrenales, cortisol, DHEA y DHEA-S. En lo
referente a los mediadores proinflamatorios, al igual que en trabajos previos, al momento
del diagndstico los niveles de IL-6, CRP e IFN-y se vieron aumentados, asi como los del
mediador antiinflamatorio TGF-B. La activacion del M® por parte del IFN-y es esencial
para destruir o confinar al Mtb, asi como para favorecer la presentacidon antigénica y la Rl
celular. Sin embargo, un exceso de IL-6 podria contrarrestar los efectos activadores del
IFN-y [313]. IL-6 es una citocina pleiotropica con funciones inhibidoras y activadoras sobre
la RI. Al respecto, ante la infeccidn por Mtb, se vio que la presencia de IL-6 es esencial para
la produccién de IFN-y por parte de las células de la inmunidad innata [144]. Nuestros
resultados revelaron correlacién positiva y significativa entre IL-6 e IFN-y tanto al
diagnodstico de la TB como a T2, lo que indicaria que IL-6 podria estar afectando
positivamente la produccion de IFN-y. TNF-q, IL-1, IL-6 e IFN-y son citocinas que inducen la
produccién de proteinas de fase aguda, siendo IL-6 la principal estimuladora de la mayoria
de ellas. Los pacientes, al momento del diagndstico, mostraron asociacidn positiva entre
IL-6 y CRP (r=0,75; p<0,02; n=17), tiempo donde la concentracidon de ambas proteinas fue
maxima. Durante el tratamiento antibacilar los niveles de CRP descendieron
abruptamente a valores similares a los de los controles (Figura 24 C). Pero siempre se
mantuvieron asociados con los niveles de otro indicador de proceso inflamatorio como la

ERS (Por ejemplo T2, r=0,91; p<0,01; n=14. Ver Figura 35 B). Si bien a la CRP se la
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considera un mediador proinflamatorio, esta proteina ejerce efectos pleiotrépicos ya que
mediante la unidn a sus ligandos (fosfocolina, cromatina, histona, fibronectina, etc.) o a
través de agregados de la misma proteina, activa la via clasica del complemento.
Interactuando con los receptores FCyR | y |l también favoreceria la fagocitosis bacteriana,
a la vez que incrementa la expresién de las moléculas de adhesion, y estimula la liberacién
de IL-8, IL-1, IL-6, IL-18 y de TNF-a [160]. Sin embargo, en modelos animales se ha
observado que CRP podria: regular la activacion del complemento favoreciendo la
expresion celular de factores inhibidores (factor acelerador de decaimiento, proteina
cofactora de membrana y CD59), inducir la sintesis del antagonista del receptor de IL-1, de
IL-10 y reprimir la de IFN-y. En el grupo de pacientes, no observamos un efecto inhibitorio
de este mediador sobre el IFN-y, ya que ambas proteinas se correlacionaron
positivamente tanto al TO (r= 0,59; p<0,05; n=14) como a T2 (r= 0,82; p<0,01; n=14)
(Figura 35 Ay B respectivamente).

Chowdhury y colaboradores en un trabajo de seguimiento (follow up) de
pacientes con TB pulmonar, en base a la utilizacion de enzimoinmunoensayos en su
mayoria de alta sensibilidad, observaron que estos al momento del diagndstico
presentaban niveles séricos elevados de IFN-y, TNF-a, IL-1, IL-6, IL-10 y TGF-B respecto de
controles, sin modificaciones en los valores de IL-4 [314]. En los pacientes del presente
estudio, las concentraciones plasmaticas de TNF-a, IL-2, IL-4, IL-17 e IL-10 no pudieron
cuantificarse ya que los valores hallados fueron inferiores a los limites de deteccién de los
ensayos utilizados (Ver materiales y métodos, paginas 72 y 73). IL-17 audn con
enzimoinmunoensayo de alta sensibilidad no pudo detectarse. Lo que si se evidencié fue
un incremento en el patron de respuesta Thl al cuantificarse valores elevados de IFN-y al
TO. Niveles que descendieron durante el tratamiento antibacilar dejando de diferir de los
controles al T6. Si bien este tipo de respuesta es esencial para la eliminacidn o contencién
de la micobacteria, al coexistir con una exacerbada respuesta proinflamatoria (IL-6, CRP)
contribuiria al dafio tisular. Durante el tratamiento la mejoria clinica del paciente, se vio
acompanada por la disminucién de estos mediadores, coincidiendo con lo observado por

otros autores [314, 315].
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Con respecto a TGF-B, mediador con funciones supresoras sobre la Rl celular y la
activacion de M®, sus niveles se vieron aumentados al momento del diagndstico, dejando
de diferir de los controles a partir del segundo mes de tratamiento. El TGF-B no sélo
modula la Rl [166], sino también la sintesis de hormonas adrenales [316, 317, 318]. En
trabajos previos, Mahuad y colaboradores, y D’Attilio y colaboradores, demostraron que
los productos de la Rl antimicrobiana inhibian la sintesis de DHEA por células adrenales
humanas, siendo el TGF-B uno de los mediadores responsables de este efecto [239, 254,
319]. Cabe mencionar que la DHEA es una hormona antiinflamatoria y a su vez favorece la
RI celular.

Si bien el TGF-B podria contribuir directa o indirectamente a la modulacién del
exacerbado proceso inflamatorio, por lo expresado y al encontrarse este mediador ya
disminuido al segundo mes de tratamiento, su incremento al diagndstico estaria en gran
parte asociado al proceso infeccioso.

Como era de esperarse y confirmando estudios previos, el diagndstico de TB activa
se caracterizd por bajos niveles de DHEA y DHEA-S, junto con incrementos en las
concentraciones de cortisol [254, 307]. Estas variaciones también se observaron en
pacientes con enfermedades inflamatorias crénicas [264, 320]. Lo que reflejaria
alteraciones en la funcion adrenal a fin de mantener la produccién de cortisol, como un
intento de contrarrestar la respuesta inflamatoria que acompafa a la enfermedad activa.

Del analisis de los resultados expuestos se puede inferir que a los tres meses luego
de finalizado el tratamiento, el aumento de DHEA y DHEA-S, la disminucién de la relacién
Cortisol/DHEA, junto con los niveles descendidos de cortisol a valores semejantes a los
presentados por los controles, estaria reflejando un mejor funcionamiento de la adrenal,
probablemente vinculado a la desaparicion de compuestos enddgenos potencialmente
nocivos sintetizados en respuesta a la infecciéon [321] y a un ambiente menos inflamatorio.
Sin embargo, hay que destacar que los pacientes con TB pulmonar severa, si bien
incrementaron las concentraciones de DHEA con el inicio del tratamiento antibacilar,

nunca alcanzaron los valores presentados por los HCo. Mientras que los pacientes con TB
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pulmonar moderada, a partir del segundo mes de tratamiento mostraron
concentraciones de DHEA similares a las del grupo control.

El incremento de los niveles de DHEA podria contribuir con la mejoria clinica y el
estado inmune del hospedero, ya que como fue mencionado previamente, DHEA posee
efecto antiinflamatorio, e inmunoestimulante sobre la respuesta Th1l [240]. No puede
dejar de mencionarse que a T9 las concentraciones de DHEA mostraron un descenso
(Figura 25 B), mas evidente en los pacientes con las formas severas de la enfermedad. Sin
embargo, las concentraciones de DHEA-S estaban preservadas a ese tiempo. DHEA y su
ester sulfato, son esteroides derivados de la adrenal, que pueden ser interconvertidos;
DHEA-S pasa a DHEA utilizando la DHEA-S sulfatasa, mientras que la conversién inversa es
mediada por la DHEA sulfotransferasa. DHEA-S es el reservorio natural de la DHEA, no es
bioactivo, y constituye un marcador estable de la disponibilidad de DHEA. Luego de su
conversion a la forma biolégicamente activa en los tejidos periféricos, DHEA es procesada
intracelularmente para generar metabolitos activos [322]. Una inhibicidn en la actividad
de la DHEA-S sulfatasa podria estar involucrada en la reduccion de la disponibilidad de
DHEA, y por consiguiente en la disminucion de los niveles plasmaticos del andrégeno, tal
como se observd en el grupo de pacientes. Citocinas como TNF-a e IL-6 son capaces de
inhibir la actividad de la DHEA-S sulfatasa en las células periféricas [323]. Esta inhibicion
no estaria presente durante los 6 meses de tratamiento especifico donde se utilizan
farmacos como rifampicina e isoniazida. Ademas, es probable que la rifampicina afecte el
metabolismo de los esteroides adrenales en el higado debido a su efecto sobre el
complejo enzimatico CYP3A4 [324]. Estudios de las funciones adrenocorticales en
pacientes con TB activa que recibian tratamientos basados en la toma de rifampicina o
ciprofloxacina, revelaron que estos no presentaban compromiso de las funciones
adrenales [325]; dado que estas evaluaciones fueron realizadas dentro de los primeros 5
dias de tratamiento, el efecto potencial de la toma prolongada requiere ser evaluado.
También debe establecerse si la reduccidon de la conversion de DHEA-S a DHEA constituye
una caracteristica particular de los pacientes con TB, mas aun en aquellos con TB

pulmonar severa.
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La coexistencia de concentraciones elevadas de mediadores proinflamatorios y de
cortisol en los pacientes con TB al diagndstico, nos indujo a pensar no sélo en una relativa
deficiencia en la produccién de cortisol, sino también en la presencia de un estado de
resistencia a la accién del andrégeno [254]. Los mecanismos de resistencia a los GC
pueden involucrar modificaciones en la expresion de alguna (o ambas) de las isoformas
del receptor para glucocorticoides (GRa y/o GRB), asi como alteraciones en la
interconversién cortisol<>cortisona (a cargo de las enzimas 11BHSD 1 y 2), entre otros
[326, 327]. Del andlisis de la expresion de los transcriptos de las isoformas del GR, se
demostrd que al momento del diagndstico los pacientes con las formas mas avanzadas de
la enfermedad, presentaban cierto grado de resistencia a la accion de los GC [256],
reconfirmado en este estudio al observarse la relacidon entre los transcriptos GRa/GRpB
disminuida, con expresion aumentada de 11BHSD1. Durante el tratamiento antibacilar se
perderia este estado de resistencia, el cortisol podria ejercer su accion bioldgica reflejado,
en cierta manera, por la correlacién inversa entre la hormona y los niveles de IL-6 (r=-0,80;
p<0,01; n=17) al T4.

La relacion GRa/GRp al TO se encuentra disminuida a expensa de un incremento de
la isoforma GRpB, receptor que al formar heterodimero con GRa inhibiria la unién al
ligando, y como consecuencia la hormona no podria ejercer su accion bioldgica. En
patologias inflamatorias como Colitis Ulcerosa, entre otras, también se han observado
incrementos importantes en la expresion de esta isoforma del receptor [214], estos
incrementos podrian deberse a que la expresion de este transcripto estaria favorecida por
citocinas inflamatorias [215].

En enfermedades créonicas como Asma y Artritis Reumatoidea, con desregulaciéon
de la Rl adaptativa e importante proceso inflamatorio, se ha propuesto que la 11BHSD1
podria estar involucrada en la resoluciéon de la inflamacién [328]. 11BHSD1, pero no
11BHSD2, se encuentra expresada en células diferenciadas de la Rl, CD, Linfocitos Ty B
[329, 330, 331]. Los M® deficientes en 11BHSD1 son menos capaces de ingerir y remover
PMN in vivo e in vitro, sugiriendo que deficiencias en este enzima podrian contribuir en la

persistencia de la inflamacién [332]. Las citocinas IL-1, IL-6, TNF-a estimulan la actividad
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11BHSD1 de estas células inmunes, asi como de las de médula dsea, piel y adipocitos. De
esta manera se generaria un mecanismo de feedback donde los estimulos inflamatorios
colaborarian en la regeneraciéon de GC activo, en un intento de minimizar cualquier
tendencia de prolongar la inflamacién. La regulacién de la regeneracion de GC activos
mediada por 11BHSD1 en las células inmunocompetentes, actuaria como un mecanismo
de regulacién autocrino. Las CD estimuladas por sefiales de la Rl innata, aumentan la
actividad de la cortisona reductasa, mientras que cuando son activadas por la RI
adaptativa (union CD40) su capacidad de generar cortisol activo disminuye. Actividad
11BHSD1 también se ha demostrado en los linfocitos TCD4+, TCD8+ y B220, sugiriendo un
mecanismo de regulacidn intrinseca de su viabilidad. La regulacidon de esta enzima es
tejido especifica y la inhibicion dependeria directa o indirectamente de los niveles de
insulina, hormona de crecimiento, factor de crecimiento insulinico tipo 1 (IGF-1),
receptores activadores de la proliferaciéon de peroxisomas gamma (PPARYy), inhibidores de
proteasas y DHEA [333].

La disminucion de la 11BHSD1 durante el tratamiento, lleva a pensar que el GC en
los niveles existentes estaria modulando eficientemente la Rl contra el Mtb.

En los procesos inflamatorios crdnicos, diversos grupos de trabajo, al igual que el
nuestro, han observado que en estos procesos de desregulacién de la Rl, la relacion entre
los niveles de cortisol y DHEA, mas que las concentraciones individuales de cada una de la
hormonas, es la que se asociaria a la severidad de la patologia [334]. Esto también se
observd en este grupo de pacientes al diagndstico [254, 272]. Con el tratamiento
antibacilar, los valores de esta relacién descendieron significativamente a partir de T2,
donde ya se evidencié la mejoria clinica en el paciente.

En miras a encontrar posibles marcadores de la respuesta neuroenddcrina, que
pudiesen actuar como indicadores de prondstico, se realizé un analisis multivariado. Dado
gue este tipo de andlisis requiere del seguimiento de un importante nimero de pacientes,
en esta etapa se seleccionaron variables consideradas relevantes a fin de realizar un
analisis de componentes principales orientado a vislumbrar aquellos pardmetros que

pudieran definir grupos de pacientes en las distintas etapas del estudio. Si bien no se
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pudieron establecer variables que diferenciaran grupos de pacientes, se observé que la
relacién Cortisol/DHEA se asociaba positivamente con mediadores inflamatorios como IL-
6, IFN-y, CRP y ERS (Figura 35 A). A partir de T2, los pacientes estarian mostrando una
mejoria clinica y marcado descenso de los mediadores inflamatorios, sin embargo la
relacién Cortisol/DHEA continud correlacionada con CRP y ERS. Esta asociacion alun se
observé a lo largo del seguimiento, si bien los valores de los distintos parametros no
difirieron de los del grupo control. Estos resultados sugieren que la relacién Cortisol/DHEA
podria utilizarse como marcador del proceso inflamatorio. Los valores de esta relacién
dependen fundamentalmente de los niveles plasmaticos de DHEA muy disminuidos al
diagnéstico y asociados a la gravedad de la TB pulmonar, lo que da pie para pensar en una
terapia coadyuvante al tratamiento antibacilar con DHEA como moduladora de la
respuesta inmunoenddcrina, favoreciendo la depuracidn bacteriana y la mejoria clinica del
paciente en un periodo menos prolongado de tratamiento.

La valoraciéon de mediadores sistémicos es una estrategia que en definitiva
intenta determinar si las variaciones de tal o cual compuesto se hallan relacionadas con la
situacion clinica del paciente. Esta apreciaciéon que es un tanto menos consistente cuando
se trata de una Unica medicién (tanto predictor como fendmeno de interés son
ponderados en una sola instancia) cobra mucho mas valor al efectuarse en forma
secuencial como en la presente investigacion. Desde esta dptica y con miras a un enfoque
mas integrador, los resultados apuntan a que el tratamiento antibacilar involucra una
serie de cambios cualitativos en el perfil inmunoenddcrino, que guardan un correlato con
la evolucién favorable de la enfermedad y por ende su vinculaciéon con los procesos

subyacentes implicados en la resolucién del cuadro nosoldgico.
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Conclusiones



7- Conclusiones

9] En consonancia con estudios previos, se observd un incremento en los niveles
plasmaticos de IL-6, CRP, IFN-y y TGF-B en los pacientes con TB al momento del
diagndstico. Sin embargo, durante el tratamiento antibacilar, los pacientes mostraron
una marcada disminucién de estos mediadores conjuntamente a un aumento en la
linfoproliferacién (disminuida en los pacientes con TB al momento del reclutamiento) a
la par de la significativa mejoria clinica. Estos pacientes mostraron incremento en el
IMC, disminucidn en los valores de ERS, modificaciones tanto en el hemograma como
en el Laboratorio de Bioguimica Clinica, a valores semejantes a los de los controles

sanos.

29 El aumento de la respuesta inflamatoria al diagnosticarse la enfermedad coexistio
con un porcentaje elevado de células T reguladoras. Esta poblacidon se vio aun mas
incrementada al segundo y cuarto mes de tratamiento especifico, para luego descender
a valores similares al de los HCo. Si bien estas células regulatorias son conocidas por
mediar una amplia variedad de efectos inmunoldgicos en cuanto a la modulacién de la
respuesta antimicrobiana y de dafio tisular, el incremento de T-reg observado en estos
pacientes parece ser mds compatible con un intento de disminuir el dafio
inmunolégico. De hecho, el papel de las células T-reg en TB no estd bien definido, y no
es claro si su expansién es una causa o una consecuencia de la enfermedad.
Probablemente se expandan como parte de una respuesta adaptativa del hospedero
con el objeto de limitar la reaccién inflamatoria y la subsecuente destruccion tisular. Se
requeririan al menos cuatro meses de tratamiento para lograr un balance adecuado

entre el funcionamiento de las T-reg y la respuesta clinica.

29 En este proyecto se estudid por primera vez la modulacién de la respuesta del eje
HPA durante el tratamiento antibacilar, mediante la cuantificacion de los niveles

plasmaticos de cortisol, DHEA y DHEA-S. Se corroboraron hallazgos previos en donde la
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TB activa se caracteriza por bajos niveles de DHEA y DHEA-S, y valores elevados de
cortisol. Estas alteraciones probablemente reflejan una redistribucién del flujo de
esteroides con el fin de mantener la produccion de cortisol, a pesar de una funcion
adrenal alterada, como un intento de contrarrestar la respuesta inflamatoria que
acompaia a la enfermedad activa. Asimismo, los pacientes presentaron una relaciéon
entre los transcriptos de GRa y GRB desfavorable para que el cortisol ejerza sus
funciones bioldgicas, sugiriendo cierto grado de resistencia al esteroide, puesto de
manifiesto ademas por incrementos en la expresion del transcripto 11BHSD1 en un

intento de aumentar la disponibilidad del cortisol intracelular.

Durante el tratamiento antibacilar:

:9) El incremento en los niveles plasmaticos de DHEA junto con niveles
moderadamente elevados y sostenidos de cortisol, podria reflejar una mejoria en la
funcion suprarrenal. Tres meses luego de finalizado el tratamiento se observa

correlacion entre ambas hormonas, como se evidencia en los controles sanos.

29 La relacién Cortisol/DHEA significativamente aumentada al diagndstico, asociada a
la severidad de la TB pulmonar y al deterioro de la Rl especifica, disminuye durante el
tratamiento a expensas del incremento en los niveles de DHEA; hormona con actividad

antiinflamatoria que ademas podria inducir una adecuada Rl anti-micobacteriana.

29 El incremento de la relacién entre los transcriptos de GRa y GRB, con marcada

disminucién de GRB, isoforma biolégicamente inactiva del receptor, favoreceria la

accion de los GC contribuyendo a la modulacién de la respuesta proinflamatoria.

Desde una visidn integradora y mas alld de los mecanismos subyacentes, los

resultados sugieren que el tratamiento antibacilar también involucraria cambios
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cualitativos en el perfil inmunoenddcrino, que en su conjunto harian a la mejoria clinica
del paciente. La recuperacién en los niveles de DHEA durante el tratamiento especifico
asociada a la severidad de la TB pulmonar, conjuntamente con un descenso de la
respuesta proinflamatoria permitiria presuponer que la incorporacion de la DHEA al
tratamiento convencional antibacilar, contribuiria a acortar los tiempos requeridos para
lograr la mejoria clinica del paciente. Asimismo, se ha podido vislumbrar el rol de Ila
variable Cortisol/DHEA como un potencial marcador proinflamatorio. Ante el eventual uso
de DHEA como coadyuvante de la terapia antibacilar, esta relacion podria ser una
herramienta Util como marcador de prondstico. Mas esta decir, que debe profundizarse
en los mecanismos que subyacen a las modificaciones de la respuesta inmunoenddcrina,
incrementar el niumero de pacientes bajo estudio a fin de confirmar los supuestos
planteados, y afianzar las tendencias observadas en torno a la utilidad de algunas
determinaciones de laboratorio como biomarcadores de la evolucidn de la enfermedad

tras la instauracion del tratamiento especifico.
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8- Resumen

La tuberculosis (TB) constituye un importante problema de Salud Publica, es la
segunda causa de muerte a nivel mundial producida por un agente infeccioso, el
Mycobacterium tuberculosis (Mtb). La respuesta inmune (RIl) celular es esencial para el
control de esta enfermedad, aunque también estd involucrada en la generacién de
patologia. En trabajos previos se observd que al momento del diagndstico los pacientes
con TB presentaban un marcado desequilibrio Nueroinmunoenddcrino caracterizado por
aumento plasmatico de citocinas pro- y antiinflamatorias y deterioro de la Rl celular,
conjuntamente con incrementos en los niveles de cortisol y marcado descenso de los de
dehidroepiandrosterona (DHEA), y el consecuente desequilibrio de la relaciéon
Cortisol/DHEA en asociacion con la severidad de la patologia. Con respecto a las funciones
de las hormonas del eje Hipotaldmico-Pituitario-Adrenal como reguladores extrinsecos de
la RI, el cortisol inhibe la Rl celular y la produccién de citocinas proinflamatorias, mientras
gue DHEA por su parte posee efecto antiinflamatorio, e inmunoestimulante sobre la
respuesta Thl. Ante lo previamente expuesto y atendiendo al rol estimulante de la DHEA
sobre la Rl celular protectora hacia patdgenos intracelulares como el Mtb, se considerd
esencial: Investigar la respuesta inmunoenddcrina en pacientes, desde su diagndstico
hasta la culminacién del tratamiento, a fin de establecer el correlato entre los parametros
clinicos y de laboratorio (hormonas, citocinas, proteinas de fase aguda, modificaciones de
las distintas poblaciones linfocitarias -T reguladoras-). Al mismo tiempo, determinar si
alguno(s) de los parametros inmunoenddcrinos bajo analisis se desempefian como
predictores de la posterior evoluciéon de la enfermedad. Es asi que se obtuvieron
muestras de sangre de 26 controles sanos (HCo) y 24 sujetos con TB, HIV negativos,
similares en sexo y edad. En los pacientes las extracciones se realizaron al diagndstico (T0)
y alos 2 (T2), 4 (T4) y 6 meses (T6) de iniciado el tratamiento antibacilar, y a los 3 meses
de finalizado el mismo (T9). Al TO en los enfermos se observd un incremento en los niveles
plasmaticos de IL-6, CRP, IFN-y y TGF-B. Durante el tratamiento especifico estos
mediadores descendieron hasta alcanzar valores similares a los presentados por los HCo.
Conjuntamente se observd aumento en la respuesta linfoproliferativa a la par de una
significativa mejoria clinica, caracterizada por el incremento en el indice de masa corporal
(IMC). La proporcién de células T-reg, elevada al diagndstico se vio aln mds incrementada
al T2 y T4, donde se correlaciond negativamente con los niveles plasmaticos de INF-y, para
luego descender a valores similares al de los HCo. Al igual que en trabajos previos, al
diagnéstico los voluntarios enfermos mostraron niveles bajos de DHEA y DHEA-S y valores
elevados de cortisol asi como de la relacidon Cortisol/DHEA, los ultimos asociados a la
severidad de la TB pulmonar. Ademas, presentaron una relaciéon entre los transcriptos de
las isoformas a y B del receptor para glucocorticoides (GR) disminuida (GRa es la isoforma
biolégicamente activa, no asi GRB), sugiriendo cierto grado de resistencia a la accién del
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esteroide; puesto de manifiesto también por el incremento en la expresién del transcripto
de la enzima 11-beta Hidroxiesteroide Deshidrogenasa tipo 1 (11BHSD1), en un intento de
aumentar la disponibilidad del cortisol intracelular. Durante el tratamiento especifico se
vio un incremento en los niveles plasmaticos de DHEA junto con niveles moderadamente
elevados y sostenidos de cortisol y una disminucion en la relacion Cortisol/DHEA, lo que
podria reflejar un mejor funcionamiento suprarrenal. Ademas el aumento a partir de T2
de la relacidon entre los transcriptos GRa/GRB, con marcada disminuciéon de GRB,
favoreceria la accién de los GC contribuyendo a la modulacion de la respuesta
proinflamatoria. De lo expuesto se desprende que el tratamiento antibacilar involucraria
cambios cualitativos en el perfil inmunoendécrino que en su conjunto contribuirian a la
mejoria clinica del paciente. Como perspectivas futuras los resultados permiten
presuponer que la incorporacién de DHEA al tratamiento convencional antibacilar
contribuiria a acortar los tiempos requeridos para lograr la mejoria clinica del paciente.
Asimismo, se ha podido vislumbrar el rol de la variable Cortisol/DHEA como un potencial
marcador proinflamatorio. Ante el eventual uso de DHEA como coadyuvante de la terapia
antibacilar, esta relacién podria ser una herramienta Util como marcador de pronéstico.
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