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RESUMEN.

La Tuberculosis representa la principal causa de muerte producida por un agente
infeccioso, transformandose en uno de los principales problemas en salud publica. Existe
evidencia que demuestra que el tipo de RI que el huesped desarrolla, condicionaria el estadio
clinico y curso de la TB. Asimismo, se conoce que productos del S| son capaces de
desencadenar respuestas neuroenddcrinas, las cuales podrian modular la Rl en curso.

Con el fin de explorar el rol de las interacciones entre ambos sistemas en el contexto de
esta patologia, en pacientes de diferente severidad se estudiaron: los efectos in vitro de cortisol y
DHEA sobre la linfoproliferacion y la produccién de citoquinas; el perfil endécrino y de citoquinas
plasmaticas y la capacidad de sobrenadantes de cultivos de células periféricas mononucleares
basales y estimulados con Tso (sonicado de M.tuberculosis) para modificar |la esteroidogénesis
adrenal.

In vitro se observo un efecto dosis dependiente supresor de cortisol tanto sobre la
blastogénesis como sobre la produccion de la mayoria de las citoquinas determinadas;
particularmente cuanto mayor fue la capacidad de respuesta al antigeno Tso. La DHEA mostré
efectos inmunoestimulantes en forma aislada o cuando se la combiné con GC, pero fue incapaz
de revertir totalmente la inhibicion mediada por cortisol. Existieron diferencias entre pacientes y
controles.

El perfil enddcrino y de citoquinas arrojé diferencias significativas con los controles y asi
como entre subgrupos de severidad de la enfermedad. A medida que aumentaba la misma, el
perfil hormonal tendié a favorecer respuestas humorales, ineficaces para enfrentar al MTB.

Pudo demostrarse asimismo, que productos de la Rl especifica frente a MTB son capaces
de afectar directamente la esteroidogénesis adrenal, generando una disminucién en la
produccion de DHEA proporcional a la severidad de la TB.

En base a lo observado puede concluirse que la interaccién entre ambos sistemas

influenciaria en buena medida el curso de la TB pulmonar en el huésped.



1- INTRODUCCION.

Dentro de la complejidad de los Sistemas Bioldgicos es hoy reconocida la interaccion entre
los Sistemas Inmunitario y Neuroenddcrino. Esta "comunicacion bidireccional”" comenz6 a ser
visualizada a partir de los afios 70 con los trabajos pioneros de Besedovsky y colaboradores (1,
55). De este modo se llegé a conocer que sumado a la inicialmente identificada participacion de la
Interleucocina-1 (IL-1), otras citocinas también son capaces de influir sobre la actividad secretoria
del Eje Hipotalamico - Hipofisario - Suprarrenal (HPA), sea por su ingreso a través de la
circulacion o por la sintesis dentro del mismo Sistema Nervioso Central o la Hipdfisis, sitios donde
se han identificado receptores especificos para estos mediadores. No obstante el importante
cumulo de conocimientos en torno a la red de interacciones neuroinmunoenddcrinas, es de
suponer que tales mecanismos no solo tengan que ver con la regulacion en si de respuestas
biolégicas, sino que también puedan tener alguna relacion con la generacion de distintas
entidades clinicas vinculadas al desarrollo de respuestas inmunes patoldgicas, tales como las
infecciosas, autoinmunes y neoplasicas.

Dentro de las enfermedades infecciosas, la Tuberculosis (TB) continta siendo a pesar del

transcurso de los anos y del desarrollo cientifico una enfermedad paradigmatica digna de estudio.

1.a- La Tuberculosis: Historia.

Existe ya evidencia paleopatolégica que indica la presencia de tuberculosis espinal en
esqueletos de los periodos neoliticos y precolombinos, asi como en restos Egipcios de los mas
antiguos. En la antigua Grecia, el término utilizado por los médicos para describirla fue phthisis; el
cual intentaba describir el caracteristico cuadro de pérdida progresiva de peso (pudiendo incluso
culminar en caquexia), debilidad general, astenia e hiporexia, fiebre prolongada, tos y
ocasionalmente hemoptisis.

Sin embargo, no fue hasta los comienzos de la urbanizaciéon generada en tiempos previos
a la primera revolucion industrial, donde se establecieron las condiciones 6ptimas para el contagio
y expansion de la patologia, que la TB se transformd en un verdadero problema de salud publica
el cual se traslada hasta nuestros dias.

En los siglos XVII y XVIII, la TB fue la responsable de un cuarto de las muertes de los
adultos europeos. Las caracteristicas clinicas antes mencionadas de la phthisis, eran faclimente
reconocibles pero no asi su agente etiologico. Diferentes fueron entonces las explicaciones que
se dieron a la ocurrencia de esta patologia: en el sur de Europa se la consideraba contagiosa,
mientras que en los paises del norte, debido a su ocurrencia familiar, era atribuida a una
predisposicion constitucional. En otro extremo de esta variedad de posturas, Virchow postulé la

teoria de neoplasma para tratar de explicar la etiologia de esta enfermedad.
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Los conceptos modernos de TB fueron desarrollados recién en la segunda mitad del siglo
XIX como resultado de tres hechos trascendentales para la medicina de la época: en primer lugar,
los estudios de multiples autopsias convencieron a Laennec que las varias formas de TB
pulmonar y extra pulmonar, antes consideradas no vinculadas, formaban parte de una misma
patologia. En segundo lugar, en 1865, el médico militar francés Jean-Antoine Villemin demostro
que la TB podia ser transmitida al cobayo con la inyeccion de tejido enfermo. Y finalmente, en
tercer lugar, se encuentra el invalorable hallazgo de Koch en 1882, quien fue capaz de demostrar
la existencia del bacilo y su patogenicidad.

Asi como el conocimiento acerca de la enfermedad se fue profundizando y modificando
con el correr de los afios, también lo hizo el perfil terapéutico de la enfermedad. Durante la ultima
mitad del siglo XIX y principios del XX, la piedra fundamental del tratamiento residia en la
recuperacion al aire libre, generalmente sanatorios especializados apartados de las ciudades que

eran considerados “saludables” (Figura 1).

Figura 1. Pacientes tomando aire en el Ninette Tuberculosis Sanatorium, Manitoba.

Con el desarrollo de la radiologia, pudo asignarsele a la caverna tuberculosa importancia
fundamental en la evolucidon de la enfermedad. Asi, las técnicas terapéuticas se dirigieron
entonces a la eliminacion de las mismas. Para ello la gama de posibilidades se extendié desde el
simple reposo en cama hasta el neumoperitoneo, neumotorax terapéutico y medidas quirdrgicas
destinadas a disminuir el tamafo pulmonar como la toracoplastia. Si bien los casos
diagnosticados en forma temprana y previamente a la cavitacion se veian mas beneficiados por la

terapéutica disponible, el impacto en aquéllos pacientes avanzados no era realmente relevante

(6).
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La era moderna del tratamiento para la TB comenzd en 1946 con la Estreptomicina (7). El
efecto en la sintomatologia fue dramatico, pero incluso de mayor relevancia fue el hecho que
pacientes con TB miliar o meningea, condiciones hasta el momento fatales, se recuperaban con
el tratamiento antibiético.

En 1952, surge la Isoniazida, mucho mas potente como farmaco antituberculoso y
comienzan a instituirse entonces los tratamientos combinados, para evitar la resistencia
antibidtica y la toxicidad medicamentosa, producto de dosis demasiado elevadas de los farmacos
disponibles. Fue entonces por primera vez, que la tuberculosis se transformé en una enfermedad
curable en casi todos los casos.

En 1970 aparece la Rifampicina como farmaco equivalente en eficacia a la Isoniazida. A
partir de entonces se realizaron numerosos ensayos clinicos para tratar de lograr la mayor
eficacia terapéutica, adherencia al tratamiento, menor tiempo del mismo y los menores costos. En
la actualidad son cinco las drogas utilizadas como primera linea en el tratamiento de la TB:
Isoniazida, Rifampicina, Pirazinamida, Etambutol y Estreptomicina (8, 9,196). Las primeras cuatro
son administradas usualmente en forma oral y son recomendadas en base a su capacidad
bactericida (habilidad para reducir rapidamente el numero de bacilos viables), su capacidad
esterilizante (habilidad para eliminar todos los bacilos y de este modo esterilizar el 6rgano
afectado, medido a través de la capacidad en la prevencion de recidivas) y su baja tasa de
induccién de resistencia medicamentosa. Existe asimismo una segunda linea de farmacos
destinados a aquellos pacientes que padecen TB resistente a la primera linea de farmacos.
Dentro de este grupo de drogas se encuentran la Kanamicina, Amikacina y Capreomicina, de
administracion parenteral; y Etionamida, Cicloserina y PAS, de administracion oral.
Recientemente se ha incluido a las quinolonas en este grupo de segunda linea (Ofloxacina y
Sparfloxacina) (196). El tratamiento actual se basa en una etapa inicial diaria bactericida con
cuatro drogas (Rifampicina, Pirazinamida, Isoniazida y Estreptomicina); seguida por una etapa de
esterilizacion intermitente (2 veces semanales) con Rifampicina e Isoniazida. Durante la fase
inicial, la mayoria de los bacilos tuberculosos son eliminados, los sintomas resuelven y el
paciente se transforma en no infeccioso. La fase siguiente es necesaria para eliminar a aquellos

bacilos “latentes” aun persistentes. La duracion del tratamiento es variable (entre 6 a 12 meses).

1.b- Epidemiologia: Incidencia estimada, Prevalencia y Mortalidad por pais.

Las publicaciones mas recientes que estiman la distribucion mundial de la TB (12-16) se
basan en datos recolectados hasta 1990. Debe destacarse que la magnitud del problema

“Tuberculosis” se ha modificado desde esa fecha, debido a los cambios en la forma de control de
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la enfermedad, la extension de la infeccion por el virus de la inmunodeficiencia humana (HIV) y el
crecimiento poblacional (12).

Hoy en dia la TB trasciende como uno de los problemas de Salud Publica mas importantes
del tercer mundo. Estimaciones de la OMS sefalan una cifra de 10 millones de nuevos casos y 3
millones de muertes anuales, representando el numero mas alto de fallecimientos ocasionados
por un agente infeccioso (3,4). En 1990 se estimé aproximadamente en 90 millones la cifra de
nuevos casos acumulada (1990-1999) para todo el mundo, siendo la cifra acumulada de
fallecimientos por esta etiologia estimada en 30 millones para el mismo periodo. Asimismo la
epidemia de HIV, ha tenido una modesta repercusién en las tasas de TB hasta la fecha. Sin
embargo, se espera que el efecto de la pandemia de HIV sea manifiesto en los préximos andlisis.

Célculos estimativos indican que un 50% de la poblaciéon del mundo subdesarrollado se
halla infectada con el Mycobacterium tuberculosis (MTB) (17); situacion que se ve agravada
puesto que la coinfeccion con HIV en los paises en vias de desarrollo es cada vez mas
prevalente, lo que se traduce no sélo en un incremento de 500 veces en el riesgo de presentar la
enfermedad tuberculosa sino también en la aparicion de bacilos con resistencia multiple a los
farmacos corrientemente empleados para el tratamiento de la misma (18).

La verdadera incidencia de la TB no puede determinarse con exactitud debido a que gran
parte de los infectados no la manifiestan clinicamente. En su mayoria cursan una infeccion
asintomatica y presentan reactividad frente a la tuberculina sin desarrollar necesariamente la
enfermedad. Asimismo, todas las personas infectadas permanecen de forma indefinida con riesgo
para desarrollar la enfermedad activa. En las figuras 2 y 3 se muestran respectivamente la

estimacion realizada por la OMS del numero de casos nuevos acumulados y numero de muertes

acumuladas con su distribucién mundial, en el periodo 1990-1999.

Figura 2: Estimacién acumulada de Figura 3: Estimacién acumulada de Muertes
Casos Nuevos de Tuberculosis en el ocasionadas por Tuberculosis en el periodo
periodo 1990-1999. Total de casos: 88 1990-1999. Total de muertes: 30 millones.
millones.
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1.c- Agente etiolégico y Patogenia.

La TB es una enfermedad crénica, contagiosa de distribucion mundial producida por dos
especies de micobacterias: Mycobacterium tuberculosis y M. bovis. Suele afectar pulmones, pero
puede afectar virtualmente cualquier érgano o tejido del cuerpo humano (6). El bacilo de Koch o
tuberculoso pertenece al género de las micobacterias. Dentro de esta familia se han identificado
ya mas de 60 especies, las cuales han sido divididas en micobacterias de “crecimiento rapido” y
de “crecimiento lento” (5). Comparten asimismo la estructura de pared por la que se les asigna el
nombre de bacilos acido alcohol resistentes (BAAR) y deben ser coloreados con la tintura de
Ziehl-Nielsen. Muchas de estas micobacterias incluso no han podido ser cultivadas en medios
artificiales. Las micobacterias son comunes en el medioambiente: han sido aisladas en toda la
extension del planeta con climas templados y tropicales; sin embargo no han podido aislarse en el
mar o en regiones calurosas con actividad volcanica. La mayoria de las especies se desarrollan
en forma lenta en temperaturas inferiores a los 25 °C. Unas pocas crecen entre 45 y 52 °C. Son
extremadamente sensibles a la radiacion ultravioleta y desarrollan en un rango de pH que oscila
entre 5y 8.5, con un punto 6ptimo en el pH neutro.

Algunas micobacterias son patégenos especificos; sin embargo es dificil descartar un
reservorio medioambiental. Dentro de los principales patdégenos para el hombre se encuentran
MTB y M. leprae, los cuales pueden sobrevivir por meses en la tierra. Muchas especies son
oportunistas, habitualmente no patégenas pero con capacidad potencial para generar diversas
patologias tanto en humanos como en otras especies del reino animal (5).

MTB es un microorganismo bacilar, no formador de esporas, inmévil, aerobio estricto. Su
crecimiento es lento, con un tiempo de duplicacién entre 15 y 20 hs. Cultivados en medio
Léwenstein - Jensen, las colonias demoran en identificarse entre 3 y 6 semanas, y presentan
caracteristicas rugosas y friables. El requerimiento de oxigeno presenta valores 6ptimos para PO
de 140 mmHg; lo que explica su tendencia por afectar las porciones subapicales del pulmén y su
escasez en tejidos necroticos que carecen de sangre oxigenada. Por otra parte, esta micobacteria
puede persistir en forma latente en lesiones calcificadas y necréticas antiguas, que conservan la
capacidad de reactivar su desarrollo frente a situaciones que lo favorezcan. Es por ello que se
considera a esta enfermedad cronica y habitualmente extendida durante toda la vida del individuo
(6).

Tras la colonizacion tisular, produce una reaccion inflamatoria granulomatosa focal que
tipicamente sufre necrosis caseosa central. La transmision de la enfermedad se produce por via
aerogena inhalatoria, a través de gotitas infectadas provenientes de pacientes con lesiones
abiertas (focos tuberculosos en comunicacion con las vias respiratorias). Si bien es posible la
infeccién tras un unico contacto, la mayor parte de las infecciones se producen por una

exposicion sostenida en el tiempo.
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La patogenia de la TB se basa en:
La virulencia de MTB.
El papel desempefiado por la hipersensibilidad inducida.
El rol de la respuesta inmune.
El patrén caracteristico, aunque no necesariamente diagnostico, de la formacion de
granulomas.

El MTB no produce exotoxinas, endotoxinas ni enzimas histoliticas. EI denominado factor
cordonal (uno de los micésidos componente de la pared, dimicolato de trehalosa) es uno de los
factores determinantes de virulencia. Las cepas que tienen la capacidad de formar cordones
también poseen un glucolipido sulfatado que impide la fusion de los fagosomas con los
lisosomas y favorece la supervivencia intracelular de las micobacterias en el interior de los
macrofagos. Estos componentes lipidicos de pared contribuyen tanto a la virulencia como al
estado de hipersensibilidad (6).

La hipersensibilidad frente al bacilo desempefia un papel muy importante en la destruccion
tisular que se observa en la enfermedad. Asimismo, estos efectos lesivos estan contrarrestados
por el incremento simultaneo en el grado de resistencia frente a los microorganismos
infectantes: aumento de la capacidad fagocitica e inhibitoria de la replicacion intracelular de los
bacilos (10,11). Aproximadamente entre la segunda y cuarta semana tras la infeccion por el
bacilo tuberculoso, se puede demostrar la sensibilizacién por la prueba de la tuberculina.
Entonces la positividad en la reaccién implica infeccion del huésped, aunque no indica
necesariamente enfermedad.

En la primoinfeccion (infeccién en una persona que no ha tenido contacto previo con el
bacilo tuberculoso), los bacilos actian como particulas inertes y producen una respuesta
inflamatoria neutrofilica inespecifica. Durante este periodo se introducen en los fagocitos, se
multiplican en forma incontrolada y pueden introducirse en los linfaticos y en el torrente
sanguineo alcanzando potencialmente cualquier 6érgano. Estos bacilos pueden ser destruidos,
permanecer en fase latente o inducir focos de enfermedad. Producida la sensibilizacion, la
reaccion inflamatoria adopta un caracter granulomatoso.

En la figura 4 se muestra brevemente la evolucién de la TB pulmonar:

En la TB primaria se suele observar una unica lesion pulmonar (foco de Gohn: zona de 1-
1.5 cm de consolidacion inflamatoria bien delimitada) de localizacion subpleural en la parte
superior de los Iébulos inferiores e inferior de los superiores de uno de los pulmones. Los bacilos
libres en el interior de los fagocitos migran a través de los linfaticos peribronquiales a los
ganglios drenantes regionales traqueobronquiales, dando lugar a la formacion del Complejo de
Gohn.

En la gran mayoria de los casos la infeccibn no evoluciona y sufre inactivacion con

fibrosis, calcificacion e incluso osificacion. El estado de la bacteria dentro del granuloma no es
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conocido. El microorganismo puede permanecer en un estado no replicativo, replicar y ser
eliminado por el sistema inmune o alterar su actividad metabdlica y presentar limitados o
infrecuentes ciclos replicativos.

Cuando esta infeccion no presenta una evolucién autolimitada se la denomina TB

pulmonar progresiva (relativamente infrecuente y observada sobre todo en nifios 0 ancianos).

En esta forma progresiva, el foco primario no se autolimita, sino que las lesiones aumentan de
tamanio, erosionan y se introducen en el arbol bronquial y provoca nuevas lesiones pulmonares
satélite. Asimismo, estas lesiones pueden invadir y sembrar el torrente sanguineo con bacilos

tuberculosos dando lugar a la diseminacidon miliar de la enfermedad (Meningitis TB,

potencialmente mortal, nefritis TB, etc.).

La TB Secundaria o Posprimaria es la fase de la infeccidon tuberculosa que se produce en

una persona previamente sensibilizada, tanto si los bacilos provienen de origen enddégeno
(reactivacion, mas frecuente) o exdgeno (reinfeccidn). Se inicia en los segmentos apicales o
posteriores de uno o ambos lébulos superiores con afectaciéon radiolégica de la zona vecina a la

clavicula constituyendo los llamados focos de Simon y se supone que aparecen durante el

periodo precoz de la bacteriemia favorecido por la alta PO2 de la zona. En inmunodeprimidos las

lesiones pueden representarse Unicamente por focos necroéticos inespecificos.

* Lesion activa
() Lesitn Cavitada

() Lesién Latente en remision

»  Lesién cicatrizal

INFECCION PRIMARIA
PROGRESIVA

ngadoh /j \' Bazo

Glandula
/ i‘\: Suprarrenal
Rlnon

INFECCION PRIMARIA EN EVOLUCION
A FASE LATENTE

Diseminacion Miliar

INFECCION PROGRESIVA
SECUNDARIA

Evolucion potencial de la Tuberculosis Pulmenar.

Figura 4
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La evolucion de esta infeccidon es sumamente variable:
1. Cicatrizacion y calcificacion
2. Diseminaciéon a otras zonas del pulmén a través de vias hematdégenas, linfaticas vy
broncogenas: TB progresiva.
3. Extension a pleura: fibrosis, derrames, adherencias, empiema.
Erosion de bronquios con eliminacion de material caseoso a través de la tos y afectacion de

toda la mucosa de revestimiento bronquial: TB tragueobronquial, laringea.

Deglucioén: TB intestinal.
TB miliar: las zonas de localizacion mas frecuente son aquéllas con mayor volimen minuto
cardiaco, si bien todo el organismo es potencialmente afectable.

7. TB progresiva de 6érganos aislados (2,6).

1.d- La Respuesta Inmune Frente al Bacilo Tuberculoso.

Se sostiene que la infeccion con MTB ocurre inicialmente en el macréfago alveolar. La
bacteria se replica en el macréfago e induce la secrecion de citocinas que inician la respuesta
inflamatoria en el pulmén. Asi, macréfagos y linfocitos migran al sitio de infeccién y forman la
lesidn caracteristica: el granuloma (20).

El granuloma tipico (Figura 5) es una lesién anatomopatolégica bien estructurada y
organizada constituida por linfocitos T de diversos fenotipos y macrofagos en diferentes estadios
madurativos. Estos Uultimos incluyen células gigantes multinucleadas, células epitelioides,
monocitos recientemente reclutados en tejido y macréfagos maduros, entre los cuales se
distribuyen linfocitos T CD4*. Este conjunto de células se encuentra circundado por un grupo de
células de distribucion marginal principalmente constituido por linfocitos T CD8*. Los
microorganismos se situan dentro de los macréfagos integrantes del granuloma. Como resultado
de la necrosis de las células de localizacion central, el centro de la lesion adquiere caracteristicas
de caseum (necrosis caseosa tipica en la infeccion por MTB). Eventualmente esta lesion puede
curar por fibrosis y/o calcificacion (Ver punto 1.c).

Figura 5: Corte histolégico y representacion esquematica de un granuloma tuberculoso.
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La funcion del granuloma es la de contener la infeccidn iniciada y prevenir entonces su
diseminacion sistémica, asi como la de concentrar la respuesta inmune en el sitio preciso de la
infeccién. El granuloma asi constituido persiste en un huésped infectado, probablemente debido a
la estimulacion cronica de células del sistema inmune. Como fuera mencionado anteriormente, el
bacilo es capaz de persistir en estas lesiones por varios afnos (21). De este modo, en el nivel mas
elemental, la tuberculosis latente, debe ser vista como un equilibrio entre el huésped y el bacilo.
La respuesta asi montada por el huésped previene el desarrollo de la enfermedad activa, y la
bacteria evade su eliminaciéon. Habitualmente la respuesta del huésped es suficiente para
mantener al individuo libre de enfermedad por toda la vida. Sin embargo ocasionalmente, la

respuesta inmune falla de algin modo y la infeccion se reactiva originando enfermedad.

Interaccioén Inicial huésped - bacteria.

El éxito o fracaso de la infeccién depende del encuentro inicial de la micobacteria con la
célula huésped, usualmente un macréfago. En esta interrelacion juegan un rol importante las
caracteristicas de ambas superficies celulares y sobre todo la via de ingreso a la célula huésped.
En el caso de las micobacterias, el alto contenido en ceras de su pared celular les confiere una
caracteristica unica. Por otro lado, la abundancia de glicolipidos, incluyendo lipoarabinomananos
y acidos micolicos, es la responsable de caracteristicas particulares en el tipo de respuesta
inmune que este microorganismo es capaz de inducir.

Se ha postulado que el MTB tiene la capacidad de unirse a una gran variedad de
receptores celulares, incluyendo el receptor para la porcion Fc (FcR) de las inmunoglobulinas,
receptores para complemento —CR- (con o sin previa opsonizacién), el receptor para manosa del
macrofago, receptores para surfactante y CD14 (22); todo ello posible a través de una gran
variedad de moléculas de su superficie (23). Asimismo se ha propuesto que el tipo de receptor
utilizado para ingresar al macréfago influiria en la respuesta celular: la internalizacién de una
micobacteria opsonizada por IgG utilizando el FcR, induce la produccion de metabolitos reactivos
del oxigeno y permite la fusién del fagosoma con el lisosoma. Mientras que el ingreso de la
micobacteria por el CR3 impide el estallido respiratorio y produce el arresto del fagosoma en el
estado madurativo de endosoma temprano (24).

La gran diversidad de moléculas que pueden ser utilizadas entonces por la micobacteria
para ingresar a su huésped hace bastante dificil sostener el planteo que existe una via preferida
para el ingreso. Por el contrario, sugiere que la misma utiliza cualquier medio posible, tanto
receptores celulares como otras moléculas, para maximizar su internalizacion.

Recientemente se ha descripto un rol del colesterol como esencial en el ingreso de la

micobacteria al macréfago. Se observé que la deplecidon de colesterol de la membrana plasmatica
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inhibe especificamente la internalizacion de MTB. La importancia de esta descripcion radica en
que el colesterol media la asociacidon del fagosoma con una de las proteinas (TACO: tryptophan
aspartate-containing coat) que evita la maduracion del fagosoma hacia fagolisosoma (25).

Los receptores Toll-like (TLR) constituyen una familia de receptores identificada
inicialmente en la Drosophila, en quienes desempefia un rol fundamental para la resistencia a
patégenos microbianos. Hasta la fecha se han identificado al menos 10 TLRs, entre los cuales
TLR-2, TLR-4 y TLR-9 parecen ser responsables de las respuestas celulares al peptidoglicano y
lipopéptidos bacterianos, endotoxinas de bacterias gram negativas y ADN bacteriano
respectivamente (195, 197). Los TLRs desempefarian aparentemente un importante rol en el
reconocimiento innato de micobacterias. Los TLR humanos son proteinas de transmembrana que
poseen sitios ricos en leucina en el dominio extracelular, mientras que el dominio
intracitoplasmatico es homologo al del receptor de IL-1 (IL-1R). El ingreso a partir de estos
receptores deriva en la activacion del NF-xB, asi como en la expresion de ciertas citocinas
controladas por este factor y en la expresion de la molécula coestimulatoria B7.1 (195). Es
interesante notar que esta via de activacién del NF-xB es mediada por la proteina MyD88, la
misma que media la transduccidn de la senal a partir del IL-1R. Se conoce que la lipoproteina 19-
kD de MTB induce una respuesta de tipo T helper 1 (Th1) promoviendo la citocina Interleucocina-
12 (IL-12) a partir de monocitos humanos a través de un mecanismo dependiente de TLR-2 y que
este Unico receptor es capaz de mediar este efecto (24). Esta lipoproteina posee ademas la
capacidad de activar el promotor de la enzima 6xido nitrico sintetasa inducible (iNOS) cuando
interactia con TLR-2. La iINOS es responsable de la catélisis de los reactivos intermedios de
nitrogeno y consecuentemente la generacién de uno de los mecanismos microbicidas mas
importantes del macréfago. La interaccion de MTB con los TLRs es aun mas complicada, y se ha
probado que diferentes componentes micobacterianos interactian con diferentes miembros de la

familia TLR generando diversos tipos de sefalizacion.

Sobrevida de la micobacteria dentro del macroéfago.

Tras el ingreso de MTB al macréfago, se inicia el desafio de supervivencia no sélo en el
macrofago como célula huésped, sino en una de las células efectoras de la respuesta inmune.
Para poder lograrlo, MTB ha desarrollado una serie de adaptaciones que le permiten utilizar al
macrofago como nicho intracelular.

Una vez que la micobacteria se encuentra en el ambiente intracelular, si bien se las ha
observado libres en citoplasma, el sitio intracelular elegido es el fagosoma debido a la capacidad
que ha generado MTB de evitar la fusion del fagosoma con el lisosoma. Este ultimo, de hecho, es

la organela con mayor acidez hallada en células animales, encontrandose su pH entre 4.5-5;
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ambiente acidico que es mantenido a través de bombas de protones dependientes de ATP:
ATPasas vacuolares (194).

Los primeros estudios se focalizaron en productos de MTB que pudieran impedir esta
fusién. Asi se han descripto que sulfatidos micobacterianos y derivados de la trealosa 2-sulfato
multiacetilada, un glicolipido polianionico lisosomotrépico, tienen la habilidad de inhibir la fusion
fagolisosomal (195). Asimismo, se ha documentado que la habilidad de MTB de producir
importantes cantidades de amonio, le permite al bacilo evadir el medioambiente téxico de la
vacuola lisosomal a través de la inhibicion de la fusion fagolisosomal, asi como disminuir la
potencia de las enzimas intralisosomales a través de la alcalinizacién de las mismas (195). Otro
mecanismo descripto que evita la unién fagolisosomal es a través del secuestro de la proteina
TACO, mencionada en el apartado anterior. Esta proteina fue asociada con la red de microtubulos
corticales en macrofagos no infectados. Curiosamente, tras la infeccién con MTB, esta proteina
es relocalizada dentro de las 2 hs post infeccion, concentrandose en la membrana fagosomal y
manteniéndose alli por prolongados periodos de tiempo. De esta manera, a través de la retencion
de TACO y consecuentemente interceptando la fusién fagolisosomal, MTB evade una de las
potentes vias microbicidas macrofagicas (195). Con respecto a esto ultimo debe mencionarse que
TACO no es expresada en las células de Kupffer, fagocitos residentes hepaticos, lo cual puede
justificar la resistencia relativa de este 6rgano a la infeccidn micobacteriana.

El primer punto a resolver una vez dentro del nicho, es la obtencion de nutrientes. El
macrofago necesita hierro como cofactor en la induccion de mecanismos efectores microbicidas.
A su vez este ion es un requerimiento obligado para la supervivencia de MTB. Consecuentemente
se inicia la competencia por este elemento. La célula huésped se provee de hierro a través del
receptor para la transferrina, mediante el cual se internaliza el hierro extracelular unido a
transferrina y lactoferrina. Este complejo es internalizado para su reciclado constituyendo un
endosoma temprano; las condiciones de mediana acidez en el mismo, permiten la separacién del
hierro de sus transportadores (24). EI MTB se vale de una serie de mecanismos que le aseguran
una provision irrestricta de hierro. En primer lugar, debido a que el fagosoma que contiene a MTB
es arrestado en el estado madurativo de endosoma temprano, y reside por ello en la via de
reciclado endosomal, éste tiene libre acceso al receptor de transferrina con el hierro fijado en la
misma (26). Mas aun, MTB ha desarrollado moléculas especiales para la fijacion de hierro:
sideroporos. Ellos tienen gran afinidad por el hierro intracelular y lo transfieren desde las
proteinas del huésped hasta moléculas especializadas de la pared micobacteriana (micobactinas)
(27). La contracara clinica de esta situacion se encuentra en el aporte efectuado por Moyo et al
en el afio 1997, quienes describieron un aumento en la incidencia de TB entre aquéllas personas
que presentan una sobrecarga nutricional de hierro. En ellas, se observa una caracteristica
acumulacion de hierro tanto en macréfagos como otras células parenquimatosas. Este ejemplo

refleja el delicado balance que debe ocurrir en la célula huésped: demasiado hierro regula en
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menos la capacidad microbicida del macréfago, permitiendo entonces el crecimiento de la
micobacteria; mientras que escaso hierro es inhibitorio para el desarrollo de vias que tiendan a
eliminar al patégeno.

Resultados recientes describen que en el tejido pulmonar cronicamente infectado, el MTB
obtiene carbonos de los acidos grasos. Una de las enzimas que interviene en esta via es la
isocitrato liasa, la cual esta regulada en mas cuando MTB se encuentra dentro de los macréfagos.
Mas aun, experimentos in vitro mostraron que la expresion de esta enzima se halla prolongada en
macrofagos activados, no asi en células en reposo (28,29). Todo esto sugiere que la
manipulacién de los aportes nutricionales, asociado al estado inmunoldgico del huésped, alteran

en forma dramatica el curso de la infeccion.

Citocinas intervinientes. Su rol.

Tan critico como es para MTB poder residir dentro del macréfago, es para el huésped
poder eliminar cuanto antes al patégeno a través de la produccién de metabolitos reactivos del
nitrogeno y el oxigeno. Modelos de TB experimental mostraron que ratones knockout (KO) para
iINOS presentan una muy elevada susceptibilidad para contraer la enfermedad, reflejado en muy
incrementadas cargas bacterianas, asi como un tiempo de sobrevida disminuido (30,31).
Asimismo, recientemente se ha demostrado el rol de superdxido en la infeccion utilizando ratones
deficientes para el gen de p47 citosdlico (phox), el cual es esencial para la produccién de
superoxido dependiente de NADPH. Los ratones phox -/- mostraron un incremento en la carga
bacteriana en la infeccién temprana. Sin embargo, una vez que la secrecién de Interferén-y (IFN-
v) a partir de linfocitos T antigeno especificos fue iniciada, estos ratones mutantes fueron
nuevamente capaces de controlar la infeccidén y estabilizar la carga de micobacterias (32). Lo
dicho anteriormente sugiere que la produccion temprana de IFN-y y la induccién de la iINOS no
son suficientes para controlar la replicacion inicial de MTB.

En humanos el rol del 6xido nitrico (NO) es bastante mas controvertido que en modelos
animales. Sin embargo, experimentos in vitro demostraron la induccion de su produccion en
monocitos humanos y en macréfagos alveolares. Asimismo, ello se correlaciond con la inhibicién
de la replicacion de MTB (24). Como contracara de lo expuesto, también se ha reportado que
MTB posee la capacidad de evadir los efectos toxicos de los metabolitos reactivos del oxigeno.
Asi, el lipoarabinomanano bacteriano y el glicolipido fendlico | son potentes captadores de
radicales derivados del oxigeno. Mas aun, los sulfatidos micobacterianos interfieren en el
mecanismo antimicrobiano dependiente de radicales libres macrofagicos (195).

Por otro lado, la produccion de IFN-y es critica en el control de la infeccion por MTB, tanto

cuando es producido en forma inespecifica en las primeras etapas de la infeccion como reflejo de

Introduccion 12




la activacion del sistema inmune, asi como producto de la activacion de células T antigeno
especificas. Esto ultimo ha sido demostrado en una variedad de sistemas. Experimentalmente, en
modelos de ratones deficientes tanto en la produccién de IFN-y como de IL-12, citocina critica en
la induccién de IFN-y, se demostré que los mismos fueron altamente susceptibles al desafio con
MTB (24). La contraparte clinica de este hallazgo se refleja en pacientes con deficiencia parcial o
total del receptor de IFN-y. Estos presentan una marcada susceptibilidad para padecer
infecciones bacterianas intracelulares, incluyendo micobacterias medioambientales oportunistas,
y ademas sufren infecciones diseminadas por BCG (24).

Como se mencionara recientemente, la IL-12 es otra de las citocinas fundamentales en la
respuesta frente a MTB. Es inducida tras la fagocitosis de MTB por macréfagos y células
dendriticas, siendo critica tanto en el desarrollo de un perfil de respuesta del tipo Th1, asi como
para la produccion de IFN-y. Otra citocina relevante, es el Factor de Necrosis Tumoral alfa (TNF-
o). Este actia en forma sinérgica con IFN-y en la activacién del macréfago induciendo la
produccion de NO e intermediarios reactivos derivados del oxigeno; a la vez que también actiua
en la activacion de células T. Sin embargo, posiblemente el rol esencial de esta citocina sea el
que desempefa en la formacién y organizacion del granuloma, muy probablemente debido a sus
efectos sobre moléculas de adhesién, quemoquinas y expresion de receptores de quemoquinas
(21). Asi, ratones deficientes en TNF-a exhiben una pobre formacién de granuloma y areas de
extensa necrosis pulmonar. Consecuentemente a la falla en la contenciéon de la infeccidn, se
produce una rapida diseminacién de la misma y muerte del animal (33). Asimismo, la produccion
de TNF-a debe ser finamente controlada, ya que su sobreproduccion conduce a un incremento de
la acumulacion celular, compromiso de la funcién pulmonar y exacerbacion del dafo tisular.

Al igual que TNF-a, IL-1B es una citocina proinflamatoria mayormente producida por
monocitos, macrofagos y células dendriticas. En pacientes con TB, la misma es expresada en
exceso Yy sobre todo en el sitio de infeccion. Estudios en ratones han sugerido un importante rol
de la misma en la fisiopatogenia de la TB: ratones doble KO para IL-1a, IL-1f y ratones
deficientes en el receptor tipo | para IL-1 muestran una incapacidad para controlar el crecimiento
micobacteriano, asi como una defectuosa formacion de granulomas tras la infeccion con MTB
(197).

IL-6 también ha sido implicada en la respuesta del huésped frente a MTB. Esta citocina
cumple numerosos roles en la respuesta inmune, incluyendo inflamaciéon, hematopoyesis y
diferenciacion de células T, asi como funciones antiinflamatorias (197). Es producida en forma
temprana tras la infeccion micobacteriana y se la considera relevante en la respuesta innata inicial
frente a MTB. Se ha reportado un potencial rol supresor de la respuesta T frente al patdégeno
(195).
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La IL-10 es generalmente considerada una citocina principalmente antiinflamatoria. Es
producida por macrofagos y células T durante la infeccién por MTB. Es capaz de generar la
desactivaciéon de macréfagos, incluyendo la regulacion en menos de la produccion de IL-12, lo
cual conlleva a la disminucion de la produccion de IFN-y por parte de las células T. Se ha
reportado en numerosos trabajos que los macréfagos de pacientes enfermos de TB se comportan
como supresores de la proliferacion T in vitro; y la inhibicion de IL-10, es capaz de revertir
parcialmente tal inhibicién (195). Asimismo, la IL-10 inhibe directamente las respuestas mediadas
por linfocitos T CD4*, asi como la funcion de las células presentadoras de antigenos infectadas
con MTB. Mas aun, puede contrarrestar la activacion mediada por IFN-y.

El Factor de Crecimiento Transformante-f (TGF-B), es una clasica interleucocina
antiinflamatoria implicada en la supresion de la respuesta T y la desactivacién de macréfagos a
través de la inhibicién de la induccién de la iINOS por IFN-y en enfermos de TB (195). Asimismo
antagoniza la presentacién antigénica, la produccion de citocinas proinflamatorias y la activacion
celular (197). Al igual que IL-10, esta citocina es producida en exceso durante la TB y es
expresada en el sitio de infeccion (197). TGF-B se encuentra presente en lesiones
granulomatosas de pacientes tuberculosos y es producida por monocitos humanos tras la
estimulacion con MTB o lipoarabinomanano. Se la ha implicado en el dano tisular y la fibrosis
durante la TB, ya que promueve la produccion y deposito de colagenasas y matriz colagena por
parte del macréfago (197). En el marco de su funcién antiinflamatoria, TGF- muestra una funcion
sinérgica con IL-10: la primera estimula la produccion de la segunda, y ambas citocinas actuan
sinérgicamente en la supresién de la produccion de IFN-y (197). La regulacion de esta citocina es
compleja y ocurre en varios niveles. Aun no ha sido dilucidado el rol in vivo de esta citocina ya

sea en funcion de un posible rol protector o facilitador de la patologia.

Células T.

La TB es el prototipo de infecciones que requiere una respuesta inmune celular para su
control (10,11). Si bien la infecciéon se asocia a una rica produccion de anticuerpos (Ac), no se ha
podido demostrar un rol claro en la defensa del huésped. Una de las posturas sugiere una funcion
auxiliar de los Ac en la proteccion frente a MTB mediada por células. Asi, MTB opsonizados con
Ac, perderian la capacidad de bloquear la descarga de enzimas lisosomales en el fagosoma,
favoreciendo ello la destruccion de las micobacterias (19).

Existe consenso en que la inmunidad mediada por células hacia la bacteria es de
fundamental importancia para el curso de la infeccidon en el huésped. Los estudios efectuados en
ratones y en humanos indican que la diferenciacién de los linfocitos CD4* es un evento primordial

para que la respuesta inmune adaptativa devenga en la generacion de reacciones de tipo celular
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o bien en la sintesis de Ac. De este modo, las células T productoras de citocinas que aumentan la
actividad de los macréfagos (IFN-y) o expanden la poblacion de linfocitos respondedores
(Interleucina-2, IL-2) han sido designadas células Th1, mientras que aquellas cuyos mediadores
estimulan la inmunidad humoral o inhiben respuestas Th1 (IL-4, IL-5, IL-6, y para el sistema
humano en menor medida la IL-10) reciben el nombre de células Th2.

El vinculo que se desarrolla entre micobacterias / hombre es consecuencia de los efectos
que se producen sobre el sistema inmune:
- Estimulos constantes en baja escala “boosting” por parte del medioambiente conducen al
desarrollo de respuestas de tipo Th1 hacia los antigenos micobacterianos comunes, asi como a
una respuesta de duracién corta en el tiempo hacia los antigenos micobacterianos especificos de
especie (5).
- Por el contrario, un contacto excesivo con patégenos potenciales oportunistas de crecimiento
lento, o bien, invasién subclinica de los tejidos, conduce a la supresion de respuestas del tipo Th1
y a la aparicion de una respuesta prolongada en el tiempo de tipo Th2 hacia los antigenos

especificos de especie (5).

e Células T CD4*

Como fuera mencionado anteriormente, el habitat preferido por MTB para su desarrollo es el
fagosoma del macréfago que parasita. Debido a ello, a partir de este compartimiento celular, los
antigenos micobacterianos tienen rapido acceso a la maquinaria encargada de procesar los
antigenos que seran presentados en el contexto de moléculas codificadas por MHC clase Il. Por
tal motivo se produciria tras la presentacidon en este contexto, la activacion de células T CD4*
especificas. Prueba del rol esencial de estas células es el marcado incremento de la
susceptibilidad a la infeccion con MTB que ocurre tras la infeccién con HIV (34).

Se postula que el rol fundamental de estas células seria la produccién de citocinas,
especificamente IFN-y. Esta produccion parece ser requerida en las etapas tempranas de la
infeccion, ya que tras 2 semanas de infeccion con MTB, ratones CD4" -/- y MHC clase Il -/-
mostraron un 50% menos IFN-y en pulmén. Mientras que a las 4 semanas pos infeccién, los
niveles de esta citocina eran equivalentes a los controles. Esta compensacién en la produccion
de IFN-y en los ratones mutantes fue generada a partir de linfocitos T CD8* (24).

Evidencia en humanos, sugiere ademas que el rol de las células T CD4" no se limita sélo a la
produccion de IFN-y, sino que también cumplirian una funcién citolitica adicional, particularmente
a nivel local pulmonar (35). Un posible mecanismo que explicaria esto ultimo, es que ello fuera
un proceso mediado por apoptosis dependiente de Fas-Fas ligando de los macréfagos

infectados, lo cual consecuentemente reduciria la viabilidad de las micobacterias intracelulares
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(36). Ademas, estas células son capaces de producir otras citocinas como IL-2, interactuar con
otras poblaciones celulares (células CD8* y linfocitos B), asi como emplear otros mecanismos de

activacion macrofagica (21).

e Células T CD8*

A pesar de la localizacién intrafagosomal de MTB, se acepta que las células T CD8*
participan en el desarrollo de una respuesta exitosa frente a este microorganismo.
Experimentalmente, ratones deficientes en po-microglobulina, el transportador asociado al
procesamiento de antigenos (TAP), CD8a y perforina son todos mas susceptibles, aunque en
diferente grado, a la infeccion con MTB respecto de los controles normales. Dentro de estos
grupos, los mas susceptibles fueron los ratones deficientes en Bz-microglobulina y TAP,
sugiriendo que el procesamiento a través de moléculas codificadas por MHC de clase | y
consecuentemente la activacion de linfocitos T CD8* son requeridos para el control de la
infeccién por MTB (24). Una de las explicaciones que se hallan a la presentacion de este tipo de
antigenos a través de moléculas codificadas por MHC clase |, es que la induccion de apoptosis
de las células parasitadas genera cuerpos apoptoticos que serian fagocitados por macréfagos o
células dendriticas y presentadas por la via dependiente de TAP a linfocitos T CD8*. La
apoptosis es un evento muy reciente tras la infeccion por MTB, pero no resulta en una
disminucion significativa de la viabilidad micobacteriana (24).

Las explicaciones posibles para la mayor susceptibilidad en ratones deficientes en .-
microglobulina son las siguientes: B2>-microglobulina estabiliza la expresién en superficie de las
moléculas de presentacion antigénicas no clasicas MHC - Ib y CD1, ambas no polimoérficas. De
este modo, células T restringidas por estos componentes podrian cumplir una funcién protectiva
contra MTB. Dentro de los antigenos micobacterianos presentados por estas moléculas no
clasicas se han reportado: acido micdlico, lipoarabinomanano, fosfatidil inositol mandsido,
glucosa monomicolato y glicolipidos isoprenoides (195).

Hoy en dia se conoce que lipidos componentes de la pared micobacteriana, pueden ser
transferidos de macrofagos infectados hacia células de la vecindad, produciéndose entonces un
traspaso de antigenos micobacterianos entre células. Posiblemente esto se produzca entre
macroéfagos y células dendriticas, células presentadoras de antigenos con la principal expresion
de CD1 (37,38).

La B2-microglobulina interactia ademas con Hfe, una proteina que se vincula a la regulacion
de la absorcion de hierro. Como consecuencia de ello, los ratones deficientes en fo-

microglobulina muestran una sobrecarga tisular de hierro (24).
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El mecanismo efector de las células T CD8* es fundamentalmente la produccién de citocinas
y la citdlisis. Tras el reconocimiento antigénico, estas células producen IFN-y y TNF-a, que como
se describiera con anterioridad, son citocinas claves en la activacion macrofagica. Existe
asimismo evidencia que estas células desempefian un importante rol en la proteccién a largo
plazo contra MTB en humanos (39).

Las células CD8* también desempenan funciones citoliticas dirigidas hacia macréfagos
infectados por MTB. Hasta la fecha, la contribucion de este ultimo mecanismo en la tuberculosis
ha sido muy controvertida. Sin embargo, estudios recientes demostraron mecanismos de citdlisis
especifica en pulmones y ganglios linfaticos de ratones infectados con MTB, mediada por estas
células a través de un mecanismo restricto por MHC clase | y dependiente de B2-microglobulina.
Estas células fueron capaces de lisar los macréfagos infectados a través de perforinas. Mas aun,
el grupo de células CD8* restringidas por el grupo | CD1, fueron capaces de cumplir su funcién
citotoxica mediante la introduccién de granulos a través de poros efectuados via perforina. Este
mecanismo resultd en una notable disminucion de la viabilidad de las micobacterias
intracelulares, la cual fue atribuida a la accién de la granulisina, quien fue capaz de matar

micobacterias extracelulares tras la alteracion de la integridad de su membrana celular (24).

o Células T yo

Tanto en ratones como en humanos, el nimero de células que expresan TCR yd
comprende entre el 1-5% de los linfocitos de sangre periférica y érganos linfoides. En la adultez,
el 50% de las células humanas T y6 son Vy2582. Esta subpoblaciéon ha sido implicada en la
respuesta frente a infecciones micobacterianas, principalmente tras la observacién de su
presencia temprana, tanto en lesiones de pacientes enfermos de Lepra (40) como en modelos de
tuberculosis murina (41); siendo todas las células estimuladas del tipo Vy252.

Existe evidencia asimismo, que un subgrupo de células T Vy252 es capaz de lisar
macrofagos infectados con MTB a través de una via dependiente de granulos que como resultado
conlleva a una pérdida de la viabilidad micobacteriana, similar a la descripta para los linfocitos T
CD8" restrictos por CD1 (24).

El rol que se les ha atribuido a esta células T v es el de dirigir la infiltracion celular y la
formacion del granuloma, procesos que ocurren en etapas tempranas de la infeccion. Sin
embargo, tras la interaccion de su TCR con antigenos micobacterianos, estas células son
capaces de activarse e incrementar la expresion de Fas ligando, lo cual explicaria el rol regulador
de estos linfocitos T y8 en el granuloma y la desaparicion de estas células de la sangre periférica

en pacientes tuberculosos (24).
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Evasion de la Respuesta Inmune del huésped.

En apartados anteriores se ha detallado el ingreso del parasito a la célula huésped y las
diversas formas que el mismo genera para sobrevivir en el medioambiente intracelular. Se ha
desarrollado asimismo la respuesta inmune que es capaz de generar y los mecanismos por los
cuales el huésped detiene la progresion de la infeccion.

A pesar de todo ello, MTB ha generado mecanismos por los cuales puede evadir la
respuesta inmune y modular al macrofago en forma variada para prevenir una respuesta celular
que termine por reconocer y eliminar los bacilos intracelulares.

Los macrdéfagos infectados por MTB son particularmente ineficaces para estimular tanto la
proliferacion como la produccién de citocinas por linfocitos T CD4* especificos (21). La infeccién
de macréfagos puede resultar en una regulacién en menos de moléculas codificadas por MHC de
clase Il y consecuentemente de la presentacion antigénica (42,43). Como fuera mencionado,
existe evidencia que indica que MTB induce al macréfago a producir citocinas inhibitorias de la
respuesta inmune, como IL-10 y TGF-B, las cuales serian las responsables de la incapacidad del
macrofago para estimular en forma efectiva a las células T (21). Mas aun, las bases moleculares
de la supresién T que se observa en la TB activa, han sido atribuidas a TGF-B. Los niveles de
esta citocina en plasma se correlacionan con la extension de la TB. Asimismo, se ha observado
que ellos descienden a valores equivalentes a controles sanos tras la antibioticoterapia (45).

Recientemente se ha reportado que los macréfagos infectados por MTB son refractarios a
los efectos de IFN-y (44) y por lo tanto incapaces de lograr su activacion.

Por lo expuesto, se puede afirmar que la TB deber ser considerada como un equilibrio
entre el huésped y el bacilo. De esta interaccion resultara el control de la infeccion o evolucion de

la enfermedad con una gama de cuadros clinicos y severidades sumamente variables.

1.e- Eje Hipotalamo - Hipodfisario - Suprarrenal.

La hipdfisis es un érgano enddcrino que regula el crecimiento, metabolismo de hidratos de
carbono, grasas y proteinas, asi como el desarrollo y mantenimiento anatémico y funcional de las
principales glandulas de secrecién interna (sexuales, tiroides y corteza suprarrenal). Asimismo
actua controlando la diuresis y mantenimiento del equilibrio osmético del organismo y en el de la
expulsion de la leche. El Sistema Nervioso Central (SNC), a través del hipotalamo influye sobre la

actividad hipofisaria y por tanto, sobre el resto de las funciones enddcrinas.
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Sustancias producidas por la hipdfisis y el hipotalamo, actuan sobre diferentes funciones
nerviosas y pueden comportarse como neurotransmisores en SNC. Asi, las B-endorfinas, tienen
importante participacion en la respuesta al estrés. La hipdfisis interviene asi en la integracion de
las funciones del organismo.

La hipdfisis se situa en la silla turca del esfenoides. Se encuentra separada del craneo por
la tienda de la hipdfisis o diafragma hipofisario, el cual es atravesado por el tallo hipofisario que
une la hipdfisis con el hipotalamo.

Puede dividirse a la hipdfisis en dos segmentos que a su vez tienen distinto origen

embrioldgico: la Adenohipdfisis, de origen epitelial, derivada de la bolsa de Rathke evaginacion

del ectodermo bucofaringeo y la Neurohipdfisis, que proviene de la evaginacion del piso del tercer
ventriculo, es decir, del hipotalamo.

La relaciéon de la adenohipéfisis con el hipotalamo es vascular y se lleva a cabo por el
sistema porta hipofisario. La neurohipdfisis se contacta con el hipotalamo a través del tallo neural,
en el cual los axones se proyectan desde los nucleos supradptico y paraventricular hacia la

neurohipdfisis (46) (Figura 6).
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Funciones de la neurohipdfisis.
El sistema hipotalamo - neurohipofisario esta formado por dos nucleos del hipotalamo

anterior: supradptico y paraventricular, por los haces hipotalamo - hipofisarios y por el I6bulo

posterior de la hipdfisis.
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Las hormonas neurohipofisarias son la vasopresina o antidiurética (ADH) y la oxitocina, las
cuales provienen de hormonas llamadas neurofisinas: neurofisina | es la prohormona de la
oxitocina y la neurofisina Il, la de la ADH.

Las mismas fueron el primer ejemplo conocido de neurosecrecidn. Son neuronas
peptidérgicas. Las mismas secretan las neurofisinas que atraviesan todo el tallo, se depositan y
concentran en los terminales axonicos de la neurohipofisis. Estos precursores hormonales son
clivados tras el estimulo y liberadas de esta manera al torrente circulatorio las hormonas activas.
En lineas generales, ADH se vincula con el mantenimiento del equilibrio del medio interno a
través de la resorcion facultativa de agua a nivel de los tubos colectores renales. Por su parte,
oxitocina tiene como funcion principal la expulsion de leche a través de la contraccién de las
células mioepiteliales de los acinos mamarios. Asimismo participa en la contraccién uterina en el

momento del parto.

Funciones de la adenohipdfisis.

Las funciones de la misma pueden clasificarse en 1) de crecimiento y morfogenéticas, 2)
de estimulacion y regulacién endécrina, 3) sexuales y reproductivas, 4) metabdlicas.

La adenohipdfisis es el érgano central de la constelacion de las glandulas endécrinas del
organismo, ya que contribuye a desarrollar y mantener la estructura y funcion de la tiroides,
suprarrenales y gonadas. Por medio del hipotalamo, llegan a la hipéfisis influencias provenientes
del organismo que regulan y modifican sus funciones.

Los factores liberadores o inhibidores de la liberacion de las hormonas hipofisarias son
llamados hormonas hipofisotropas, polipéptidos producidos en el hipotalamo y vehiculizados a
través del sistema porta hipofisario; los cuales, llegados a la hipéfisis promueven la liberacién o
bien la inhibicién de la misma, de las hormonas adenohipofisarias. El hipotalamo tiene una accion
trofica estimulante sobre la secrecion de muchas trofinas hipofisarias y una accién toénica
inhibidora sobre la prolactina (PRL) (46).

Hormonas hipotalamicas hipofisotropas.

Controla la produccion / liberacién de:

CRH o CRF Hormona liberadora de corticotrofina ACTH y endorfinas
TRH Hormona liberadora de tirotrofina TSH y PROL
GH-RH Hormona liberadora de somatotrofina GH (somatotrofina)
Gn-RH Hormona liberadora de gonadotrofinas FSHyLH
Somatostatina Hormona inhibidora de la liberacion de GHy TSH

PIH Hormona inhibidora de prolactina (dopamina) PRL

MSH-IH Hormona inhibidora de melanocito estimulante MSH
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En la secrecibn de hormonas hipotalamicas intervienen estimulos colinérgicos y
monoaminérgicos. Las principales monoaminas involucradas son la noradrenalina, serotonina y
dopamina. Mecanismos adrenérgicos intervendrian en la secrecion de somatotrofina (GH),
adenocorticotrofina (ACTH) y gonadotrofinas, mientras que mecanismos dopaminérgicos
favorecen la liberacién de GH y gonadotrofinas e inhiben la secrecion de PRL.

Las endorfinas aumentan la liberacion de PRL, GH, ACTH y ADH, y disminuyen la
liberacion de gonadotrofinas.

Seguidamente se presentan las hormonas adenohipofisarias conocidas y sus principales
funciones:

1. GH, promueve el anabolismo proteico y el crecimiento.

2. Tirotrofina (TSH), regula y mantiene la estructura y funcion de la tiroides.

3. ACTH, regula y mantiene la estructura y la funcién de la corteza suprarrenal.

4. FSH, responsable del crecimiento de los foliculos ovaricos en la mujer conjuntamente con la
LH, y regula los tubulos seminiferos en el hombre.

5. LH, estimula las células intersticiales, provoca la ovulacion y formacion del cuerpo amarillo en
la mujer en conjunto con la FSH, y regula el tejido intersticial en el hombre.

6. PRL, hormona lactogénica, regula la formacién de leche en la mama preparada y con accion
luteotrofica en el ovario.

7. MSH, o melanotrofina, estimula la pigmentacion de la piel.

TSH, FSH y LH son glucoproteinas conformadas por dos subunidades. La primera de ellas, la
subunidad o (alfa), es estructuralmente casi idéntica o idéntica a la de la gonadotrofina coridnica
humana (HCG). La diferencia entre las mismas reside en la subunidad 8 (beta), la cual les otorga
especificidad biolégica.

GH y PRL son proteinas de alto peso molecular.

ACTH, MSH vy p-endorfinas son polipéptidos derivados de un mismo precursor, la
Proopiomelanocortina (POMC).

La regulacién de la secrecién de las hormonas y factores liberadores hipotalamicos e

hipofisarios se lleva a cabo a través de los llamados servomecanismos de retroalimentacion, que

pueden ser largos o cortos, inhibitorios o estimulatorios. Tratese del sistema hipotalamo—
adenohipdfisis— tejido periférico, o bien de un sistema hipotalamo— adenohipofisis— glandula
enddcrina periférica— tejido periférico, son regulados por este tipo de mecanismos de
retroalimentacion:
v LARGOS: el nivel de hormona circulante de la glandula periférica, actia directamente sobre el
I6bulo anterior de la hipdfisis (largo directo), o sobre el hipotdlamo y asi, indirectamente,

sobre la hipdfisis (largo indirecto), o bien al mismo tiempo sobre hipotalamo e hipdfisis (largo
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mixto). Actua en la hipofisis sobre su trofina correspondiente estimulando su secrecion
(servomecanismo positivo) o inhibiendo su secrecion (servomecanismo negativo).

v CORTOS: las trofinas adenohipofisarias circulantes actian sobre el hipotadlamo, ya sea
aumentando (servomecanismo positivo) o disminuyendo (servomecanismo negativo) su
propia liberacion.

v ULTRACORTOS: forman parte de los anteriores. Las hormonas liberadoras también pueden

regular su propia liberacién en el hipotalamo, y en forma similar, las hormonas circulantes de
las glandulas periféricas pueden actuar directamente sobre la misma glandula que las

produce, generalmente de manera inhibitoria.

Glandulas Suprarrenales.

Las suprarrenales son glandulas endécrinas cuya funcion tiene importancia fundamental
para mantener la vida. Estan constituidas por dos partes de origen embriolégico y funcion
diferente: médula, de origen neuroectodérmico y productora de catecolaminas; y la corteza
derivada del mesodermo que por medio de hormonas regula el metabolismo de los glucidos,
proteinas y lipidos (47).

Esta ultima se divide en tres zonas con produccidon diferencial: glomerulosa o externa,

encargada de la produccion del mineralocorticoide: aldosterona. La zona fascilular o media, que

constituye la mayor parte de la corteza y con gran contenido lipidico y la zona reticular o interna,

pobre en lipidos (Figura 7). Estas dos ultimas actian como una unidad funcional produciendo
glucocorticoides (GC), mineralocorticoides (Mc) distintos de la aldosterona y esteroides
sexuales. Dentro de los GC, el cortisol es el de mayor importancia en el hombre, siendo en la

rata y el raton la corticosterona (72).

Morfologia Adrenal

Capsula

Zona Glomerulosa:
Aldosterona

H0% Zona Fascicular:

Cortisol

Zona Reticular:
Andragenos

Médula:

20% Catecolaminas

Figura 7
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En la siguiente tabla se encuentran representados los principales esteroides adrenales y

aproximadamente, la cantidad diaria producida de los mismos.

Compuesto Secrecion en 24hs.
Cortisol 15-30 mg
Corticosterona 2-5mg
DOC 40-388 ng
18-hidroxi-DOC 94-121 pg
18-hidroxicorticosterona 145-460 g
Aldosterona 70-210 pg
DHEA 15-30 mg
11 B- hidroxiandrostenediona 3-5mg
Androstenediona 0-10 mg
17 B- estradiol vestigios
Progesterona 0.4-0.8 mg

Todas las hormonas corticales son esteroides y contienen el nudcleo
ciclopentanoperhidrofenantreno. Un punto que debe destacarse, es que los esteroides corticales
no pueden ser almacenados en las células adrenales. Los mismos son secretados
inmediatamente después de ser liberados del compartimiento mitocondrial, donde son
sintetizados. De esta manera, la regulacién de la secrecion ocurre a través de la regulacion de la

biosintesis adrenal (127). Los principales esteroides secretados son:

v Mc: ALDOSTERONA es el de mayor actividad. Se secretan 0.07-0.2 mg/dia. También se
secreta desoxicorticosterona (DOC), 100 veces menos potente y de accién similar, y 18-hidroxi-

DOC, que retiene sodio pero no potasio.

v Andrégenos: el mas importante es la Dehidorepiandrosterona (DHEA), como compuesto
libre y como sulfato (DHEA-S) y alcanza una tasa de secrecion similar a la del cortisol; le sigue
en importancia la androstenediona. La circulacion de DHEA es mayormente como compuesto
sulfatado inactivo en una proporcion entre 250 y 500 veces superior a la de DHEA en mujeres y
hombres respectivamente. Esta diferencia entre ambas se debe a la velocidad de aclaramiento
de las mismas: DHEA tiene una vida media de 1 a 3 hs mientras que DHEA-S entre 10 y 20 hs
(198). Esta ultima prohormona es activada en tejidos periféricos que expresen DHEA sulfatasa,
la cual se encuentra diferencialmente distribuida en tejidos linfoides. Los andrégenos adrenales

poseen débil potencia androgénica pero sin embargo, DHEA es de gran importancia como

Introduccion 273




producto suprarrenal fetal. En el adulto se comportan como precursores de testosterona, en la
cual se transforman en variados tejidos periféricos. En los hombres, la principal fuente de la
misma se obtiene a partir de los testiculos; de manera que la generacién de testosterona y 5a-
dihidrotestosterona a partir de andrégenos suprarrenales cobra mayor importancia en mujeres,
ya que la produccion de andrégenos gonadales es minima en comparacion con los testiculos.

Se secretan asimismo pequefias cantidades de progesterona (0.4-0.8 mg/dia) y trazas de
estrogenos. En las mujeres, la principal fuente de estrégenos son las génadas, ya que la
produccion adrenal de los mismos es minima.

La ACTH estimula la secrecion de andrégenos adrenales y los GC sintéticos como la
dexametasona son capaces de disminuirla. Bajo condiciones normales, DHEA es secretada
sincronicamente con cortisol tras el estimulo de CRH y ACTH, observandose variaciones diurnas
en su concentracion. La DHEA-S también es secretada por las adrenales en respuesta a ACTH
aunque en proporcidon mucho menor. Esta no presenta variaciones diurnas debido a su lenta
tasa de aclaramiento (198). La dependencia de las adrenales en la secrecién de andrégenos se
confirma en la no detectabilidad de los mismos tanto en hombres como en mujeres con
panhipopituitarismo e insuficiencia suprarrenal (198). A pesar que la secrecién de andrégenos
adrenales sigue el mismo ciclo circadiano que ACTH y cortisol, existen situaciones en que los
niveles de los mismos parecen estar disociados. Ejemplo de ellas son la enfermedad de
Cushing, la falla miocardica cronica y enfermedades crénicas. En estos ejemplos, las
concentraciones de GC son altas, mientras que las de DHEA se mantienen normales en la
primera y bajas en las dos restantes (171,198, 199). Traumas fisiolégicos agudos, asi como
enfermedades con importante compromiso sistémico se asocian con niveles descendidos de
DHEA y DHEA-S. Asimismo, las concentraciones de testosterona y androstenediona también
descienden, mientras que las concentraciones de GC se mantienen elevadas. Este hecho indica
una disminucién de la produccidon de androgenos adrenales con una desviacion de la produccion
hacia las vias que sintetizan cortisol en situaciones de enfermedades serias o con importante
compromiso sistémico.

La DHEA ha sido denominada como el esteroide madre por ser precursora de muchos
otros esteroides. Una caracteristica particular de DHEA es que su secrecion no sélo es sexo
dependiente, sino que también disminuye a lo largo de la vida paralelamente al envejecimiento
del Sistema Inmune (SI) (171), siendo minima en la ancianidad (198). Esta disminucién tanto
fisioldgica como la descripta en contextos patologicos, deriva en numerosos efectos

inmunoldgicos que se expondran mas adelante.

v GC: CORTISOL y CORTICOSTERONA. Del primero se secretan en el hombre entre 15y
30 mg/dia y de la segunda de 2 a 5 mg/dia. El cortisol y la corticosterona circulan en plasma

unidos a una as-globulina: la transcortina. En condiciones normales esta proteina liga el 77% de
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estas hormonas, mientras que la albumina une el 15%. El 8% restante es libre y por lo tanto
activo.

Cuando los niveles de cortisol plasmatico, que normalmente son de 10-20 ug/dl, superan
los 30-40 ng/dl, el exceso es transportado por la albumina (47). Este esteroide tiene una vida
media plasmatica de 90 minutos.

La transcortina es producida en higado, proceso estimulado por estrogenos. El embarazo
y los estrégenos aumentan los valores de cortisol ligado a la transcortina, sin sintomas de
hipercortisolismo puesto que la cantidad de hormona libre se mantiene constante. Un evento
similar ocurre en individuos con habito etilico.

Recientemente se ha estudiado al eritrocito como transportador de cortisol comparando la
tasa de fijacion de este esteroide con las fracciones unidas a proteinas y libre, en
concentraciones que oscilan entre 107 a 10®° mol/l. Asi se observé que el cortisol asociado a
eritrocitos puede exceder la fraccién unida a albumina o libre en plasma. Asimismo, la tasa de
disociacién del cortisol del eritrocito es lo suficientemente alta como para concluir que el
eritrocito es una importante fuente de transporte de cortisol desde las adrenales hacia los
organos blanco (127).

La ACTH regula la funcion y el metabolismo de la glandula suprarrenal; la adrenal posee
cierto grado muy limitado de autonomia. La CRH hipotalamica, que a su vez estimula la
generacién de ACTH a partir de la POMC, su precursor, es estimulada por diversos factores
generadores de estrés, que actuan sobre SNC, incluyendo agentes quimicos (toxinas
bacterianas, diversos metabolitos), factores nerviosos (traumatismos, reflejos), condiciones
ambientales (calor, frio, sonido, luz), fenédmenos psicologicos (miedo, dolor, ansiedad,
frustracion, fatiga), hemorragia, anoxia, hipoglucemia, etc. Estos factores inducen cambios en
los neurotransmisores que a su vez modulan en forma estimulante (serotonina, acetilcolina) o
inhibitoria (noradrenalina) a las neuronas hipotalamicas productoras de CRH. Por su parte, la
ACTH aumenta la secrecién de corticoides al actuar sobre la corteza suprarrenal.

En sujetos normales el cortisol plasmatico presenta un ritmo circadiano, observandose un
nivel maximo a las 6 - 8 hs de la mafana de hasta 20 ug/dl de plasma; luego los valores decaen
hacia la noche alcanzando cifras inferiores a 5 pg/dl de plasma a las 22 - 24 hs. Los ascensos o
descensos no son continuos, sino que el cortisol presenta breves pulsos secretorios de 20 - 100
minutos de duracion. Estos picos estan precedidos por pulsos secretorios de ACTH (secrecion
episodica) (47). La secrecion de CRH y ACTH se encuentra asimismo, regulada por la
concentracion de cortisol en sangre.

La estimulacién aguda con ACTH aumenta principalmente la secrecion de GC. Esta accion
puede ser muy rapida: 0,5 minuto. Por otro lado, el estimulo permanente o crénico con ACTH

tiene efecto tréfico sobre la glandula.
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Interacciones inmunoenddcrinas intraadrenales en la regulacion de la esteroidogénesis

adrenocortical.

Las células adrenales producen una considerable variedad de hormonas, neuropéptidos,
neurotransmisores y citocinas. En el transcurso de los ultimos afos, diversos grupos han
demostrado que tanto estos productos adrenomedulares como productos inmunes son capaces
de modular la funcién secretoria adrenocortical (201). Estas interacciones entre diversos sistemas
son relevantes no solo para la regulacion de la funcién adrenal bajo condiciones fisiolégicas, sino
también durante el transcurso de diversas situaciones patologicas.

Las citocinas liberadas tras diversos estimulos del Sl, son capaces de activar el eje HPA
en sus tres niveles. A nivel adrenal regulan la liberacion de hormonas, lo cual a su vez ejerce
nuevamente efecto sobre el sistema inmune que las generd. Es ampliamente aceptado que el
nivel de citocinas plasmaticas es demasiado bajo como para lograr un efecto apreciable sobre la
funcién adrenal. De este modo, si los productos inmunes afectan el funcionamiento adrenal, ellos
deben ser producidos dentro de la misma glandula. Es asi que la mayor fuente de citocinas
intraadrenales la constituyen las células inmunes que la infiltran y las células adrenales mismas.
Macrofagos infiltrantes producen IL-1, IL-6, TNF, VIP y TGF-B entre las citocinas mas relevantes
que regulan la funcidon adrenal. Estos macrofagos infiltrantes, en relacion a las citocinas que
producen, pueden actuar como estimulantes o inhibidores de la producciéon de GC. Sumado a las
acciones sistémicas, paracrinas y/o autdcrinas de las citocinas sobre las adrenales, la zona
interna de la corteza adrenal, expresa moléculas codificadas por MHC clase Il y contiene linfocitos
en contacto directo con las células productoras de esteroides (201). Debe destacarse que los
linfocitos son capaces de activar las células productoras de andrégenos adrenales en una forma
independiente de la secrecion de citocinas, sugiriendo mecanismos de interaccion
inmunoenddcrinos mediados directamente por la interaccion célula-célula (200). Del mismo modo,
los linfocitos infiltrantes producen sustancias ACTH similes que también pueden tener efectos
reguladores de la secrecién adrenal. Por tal motivo se postula que estas células desempefiarian
un rol regulador mayor en la funcion adrenal en estados patologicos y asociados al
envejecimiento ya que el infiltrado linfocitario se incrementa en ambas situaciones (200).

Dentro de las citocinas producidas por las células adrenocorticales se encuentran IL-1 e
IL-6, las cuales son generadas en la zona reticular adrenal humana. Hasta la fecha se conoce que
IL-1 tanto o como B, inducen la secrecion de GC independientemente de ACTH. IL-2 por su parte
también incrementa la secrecion de GC. La IL-6 es capaz de aumentar la secrecién de
aldosterona, GC y sobre todo DHEA, séla o en sinergismo con ACTH (200, 201, 203). Es factible
que IL-6 se comporte como un factor local en la produccion de Cqo-esteroides. Mas aun, dado que
IL-6 se expresa en la zona reticular adrenal y estimula la secrecién de DHEA, es probable que

esta citocina se encuentre involucrada en funciones inmunes locales adrenales. Por otro lado, se
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conoce que los niveles de IL-6 séricos se incrementan proporcionalmente con la edad,
correlacionandose negativamente con los niveles de DHEA y DHEA-S. ElI TNF-a por su parte
inhibe la liberacién de aldosterona inducida por angiotensina Il y por ACTH, asi como la
produccion de GC basal y estimulada por ACTH (200, 203). El TGF-$1 a su vez es un potente
modulador de las funciones adrenocorticales: recientemente se ha demostrado un marcado efecto
inhibidor autécrino en diferentes niveles celulares (202). El efecto mas marcado de esta citocina
sobre las adrenales humanas tanto fetales como adultas parece ser la reduccién en la produccion
de DHEA y DHEA-S (200, 202, 203).

Efectos fisiolégicos de los glucocorticoides.

La funcion mas importante de los GC es la regulacién del metabolismo de los hidratos de
carbono y la adaptacién del organismo a agentes generadores de estrés de mediana a larga
duracién. Seguidamente se resumen la vasta gama de efectos que estas hormonas son capaces

de generar.

Acciones estimulantes:
. Gluconeogénesis a partir de aminoacidos en el higado
. Captacion hepatica de aminoacidos circulantes
. Transaminasas hepaticas
. Sintesis proteica hepatica
. Lipdlisis
. Formacion de cuerpos ceténicos

. Filtracion glomerular
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. Eritropoyesis y leucopoyesis

9. Secrecion de HCI (acido clorhidrico) y pepsina por el estbmago
10. Accidén vasoconstrictora de la noradrenalina

11. Elevacion de la tension arterial

12. Propiedades cardiotdnicas

13. Resistencia al estrés

o Acciones inhibitorias:
1. Captacion de glucosa por las células: hiperglucemia
2. Metabolismo proteico del musculo, hueso y tejido linfatico
3. Lipogénesis en tejido adiposo
4. Resorcion tubular renal de agua

5. Eosindfilos, basofilos y linfocitos circulantes (gran efecto estabilizador de membranas)
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6. Crecimiento del tejido linfatico normal (timo, ganglios, bazo) y patoldgico (linfomas)

7. Sintesis de matriz 6sea: osteoporosis

8. Respuesta inmunitaria: disminucién de la produccion de anticuerpos, reduccién de linfoquinas
9. Respuesta inflamatoria y alérgica

10. Sintesis y secrecion de CRH y ACTH hipofisaria

La dehidroepiandrosterona como antagonista natural de glucocorticoides.

Numerosos estudios han presentado a la DHEA como poseedora de actividades
antiglucocorticoideas (180). Dentro de los ejemplos documentados se han demostrado efectos
anti GC en: la proliferacion linfocitaria (174), la involucién timica en ratones luego de lesiéon
térmica (175), la actividad macrofagica (176), en la induccidon de enzimas hepaticas (177), los
efectos neurotdxicos de la dexametasona (177), la hipertension inducida por GC (178).

En Ila actualidad no es conocido exactamente el mecanismo de accion
antiglucocorticoidea; sin embargo, se postula que la reduccién de GR mediada por DHEA podria

ser un posible mecanismo (179).

Mecanismos basicos de la interaccion de los esteroides corticales con las células blanco.

La mayoria de los efectos fisiologicos de los esteroides son mediados via control
transcripcional. De acuerdo a los conceptos clasicos, los esteroides se unen a receptores
citoplasmaticos especificos formando de esta manera un complejo esteroide-receptor que se
activa y es translocado al compartimento nuclear. Alli, el complejo se une a sitios especificos en
el genoma. De esta manera, el receptor se comportaria como un factor de transcripcién operado
por el ligando (127).

Los receptores para esteroides se agrupan en una misma familia, dentro de la cual se
encuentra el receptor para GC. La composicion basica del receptor para esteroides es la
siguiente:

e Una regién N-terminal variable con funciones de transactivacion génica ligando
independiente.
¢ Un dominio ampliamente conservado de unién al ADN rico en cisteinas, que conforman una
estructura de dedo de zinc.
¢ Una regién bisagra intermedia que contiene sefales de localizacion nuclear.
¢ Un dominio C-terminal relativamente conservado destinado a la unién con el esteroide (128).
A pesar de que muchos de estos receptores son residentes nucleares, el receptor de GC
(GR) se encuentra también en el citosol formando un complejo con proteinas del choque térmico

(HSP) HSPg, HSP7o y las inmunofilinas HSPss y CyP-40. Se asume que en ausencia del
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esteroide, el sitio de unidén al mismo se encuentra bloqueado por alguna de estas proteinas. En
presencia del mismo, esta unién se disocia fijandose la hormona al receptor y posteriormente este
complejo es traslocado al nucleo (128). Ya en el nucleo, el GR como homodimero, se fija a
secuencias especificas de ADN (elementos de respuesta a glucocorticoides, GREs) donde puede
actuar incrementando o inhibiendo la transcripcién de los genes correspondientes. El GRE clasico
es un elemento tipicamente estimulador; sin embargo, se han descripto GREs negativos que
suprimen la transcripcion (128). Asimismo, se han descripto algunos GRE a los que se llamo
“‘compuestos”, que presentan sitios de unién para otros factores de transcripcion dentro de la
misma region de union para GR, que pueden presentar actividad estimulante o represora.

El complejo nuclear hormona / receptor inicia ciclos de fosforilacion / defosforilacion. El
proceso de fosforilacién basal es dependiente del ciclo celular, siendo maximo en G2/M y minimo
en S. Las consecuencias bioldgicas de este proceso son aun controvertidas. Si bien el estado de
fosforilacion no parece tener mayor impacto en la funcién, el significado biolégico podria radicar
en variaciones de la expresion del receptor y la transactivacion de algunos genes blanco (128).

En el hombre se presentan dos isoformas de GR: a (o clasica) y p. Ambos comparten los
primeros 727 aminoacidos, pero debido a un mecanismo de “splicing” alternativo del ARNm, los
GR contienen residuos C-terminales codificados por los exones 9a 0 9B respectivamente. En la
isoforma 3, los ultimos 15 aminoacidos conforman una secuencia que lo torna incapaz de fijar GC
y consecuentemente es transcripcionalmente inactivo. GRp puede unirse a GREs y la
sobreexpresion de esta isoforma puede inhibir la transactivacion de genes mediada por la
isoforma a. Ambas isoformas son ampliamente expresadas en los mismos tejidos, lo cual permite
especular que ambas podrian interactuar, quizas a través de la heterodimerizacién, para regular
los efectos transcripcionales de los GC (128). Mas aun, la expresion de GRp puede ser regulada
por citocinas, de modo que en determinadas situaciones, el resultado del interjuego entre ambas
isoformas podria tener consecuencias biologicas significativas.

Existe amplia documentacién que confirma la interaccion entre GR y otros factores
transcripcionales, producto de la cual son modificadas sus actividades bioldgicas (128, 129). La
primera de ellas fue documentada para el factor AP-1, donde se comprob¢ la interaccién directa
entre GR y este factor transcripcional. Ello permitié explicar en parte el efecto de cross-talk que se
observaba y no podia ser explicado simplemente por el secuestro de estos factores en complejos
inactivos (128). Otro factor nuclear que puede unirse a GR y modificar su actividad es NF-xB
(129). Para este ultimo, se observd que los GC incrementan la transcripcion y sintesis de I«B,
explicando de esta manera la inhibicion de NF-kxB promoviendo la retencion de este factor en el
citosol (129). Dado que NF-xB es un factor de transcripcion que induce la expresion de muchos
genes que participan en la respuesta inmune e inflamatoria y los GC son potentes

antiinflamatorios e inmunosupresores, la interaccion de ambos, aunque no totalmente
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comprendida, parece ser un importante mecanismo, posiblemente primario, para lograr la
homeostasis inmune.

En lo atinente a DHEA, el conocimiento de los mecanismos de accién e interaccion a nivel
molecular en la célula blanco es muy inferior hasta la fecha. Existen dos mecanismos de accion
propuestos, ambos con efectos resultantes antiinflamatorios. El primero de ellos seria mediado a
través de la activacion del receptor para la proliferacion de peroxisomas-a (PPAR-a) (172). La
activacion de este receptor conlleva, entre otros efectos, a la inhibicidon de la transferencia al
nucleo de NF-xB, a la disminucién de la actividad de este factor y consecuentemente, a la
disminucion de la expresion de los genes regulados por NF-xB. Como fuera expresado
anteriormente, debido a que éste es un factor comun de sefalizacion para la induccion de
citocinas pro y antiinflamatorias, la inhibicion de su actividad intracelular es un importante paso
antiinflamatorio. El segundo mecanismo postulado, seria mediado a través de la inhibicion

efectuada por DHEA de la interaccion nuclear del factor AP-1 con el ADN (173).

1.f- Interaccion Neuroinmunoenddcrina.

Thomas Addison, documentd que en los pacientes insuficientes suprarrenales se observaba
un exceso de linfocitos circulantes (73). Asimismo, la adrenalectomia en ratas se acompafiaba de
hipertrofia timica (74). Mas aun, en los primeros estudios realizados sobre estrés en diversas
especies animales, se hallé un marcado incremento de las glandulas adrenales acompafiado de
la involucidn timica (72).

Los textos clasicos de endocrinologia, definen a las hormonas como biomoléculas las cuales
son producidas por un tipo especializado de células, y secretadas por una glandula sin conducto
excretor, directamente al torrente circulatorio, y que actuan en un blanco distante (célula / tejido),
con el fin de regular actividades celulares preexistentes. Como puede observarse, tal definicion
puede utilizarse también para definir citocinas. La diferencia entre ambas radicaria en que estas
ultimas desempenarian funciones regulatorias en procesos tisulares localizados, mientras que las
hormonas tendrian un rol predominantemente sistémico o comprometiendo la homeostasis de
todo el organismo (72).

Se postuld el rol de los GC como controladores de la respuesta inmune / inflamatoria, y de
esta manera, limitando la defensa del huésped frente al agresor, para asi evitar los efectos
deletéreos de la hiperactividad del sistema inmune (75). La situacion inversa también es real; es
decir, que la actividad del S| también promueve la secrecién de GC (76). Se sugiere entonces la
existencia de mecanismos de “feed-back” o retroalimentacién regulatorios inmuno - endécrinos en
los cuales células del Sl, limitan su propia actividad a través de la secrecién de moléculas que
estimulan la secrecién de GC. En este contexto, son las citocinas los principales mensajeros del

Sl en el cerebro.
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En comparacién con otros sistemas fisioldgicos, el Sl se caracteriza por una privilegiada
autonomia; sin embargo, toda respuesta inmune (RI) que se desarrolle, se encuentra bajo un fino
control neuroendécrino. Tal dependencia se hace obvia en la necesidad de controlar el alto gasto
metabdlico que subyace en el funcionamiento de las células del Sl (48).

Hasta el momento se han planteado mecanismos de control unidireccional sobre diferentes
funciones biolégicas. Como puede comprenderse, ello no puede ser lo suficientemente eficiente
para el control de un sistema que es dinamico por naturaleza; un sistema que se encuentra en
permanente confrontacion con antigenos endégenos y exdgenos. Besedovsky y col. han
postulado en numerosas publicaciones que las respuestas neuroendocrinas desencadenadas a
partir de productos derivados del Sl, son generadas luego de la activacién del Sl (51-57). Ello
implica que el SNC recibe informaciéon del Sl y responde a esas sefiales provenientes de la
activacion del mismo.

Los linfocitos tienen la capacidad de secretar ACTH, endorfinas, TSH y GH (77-79) y a su
vez, estas hormonas pueden influenciar procesos inmunes (80-83). Los mismos también
producen PRL y factor de crecimiento insulino simil (84).

Asimismo, se han observado varias citocinas con efectos estimulatorios directos sobre el
eje HPA. Como ejemplo, se ha demostrado que IL-1 posee un rol endégeno crucial en la
regulacién del HPA frente a las infecciones virales (48). Se postula en estos estudios que las
citocinas pueden actuar como CRH extrahipotalamicas liberadas en el tejido dafado. IL-1 se
comporta como estimulante de la secrecién de la mayoria de las hormonas bajo control
neuroenddcrino. Este efecto estimulatorio de IL-1 sobre el eje HPA parece ser especifico, ya que
no se encuentra aparejado a cambios en otras hormonas de estrés tales como STH, PRL, a-MSH
y ademas, los niveles sanguineos de catecolaminas tras la inyeccion de IL-1 presentan un leve
incremento (50).

La respuesta a la ACTH depende tanto de la edad como del sexo (72). En general se ha
encontrado que IL-1p es la citocina que estimula con mayor potencia la liberacién de ACTH (85-
87). Asimismo, la concentracion relativa de cada citocina es el mayor determinante de su
influencia (72). Algunas de ellas pueden actuar sinérgicamente en la liberacion de ACTH, como lo
hace TNF-a junto con IL-18 (88). Otras citocinas estimuladoras del eje que elevan las
concentraciones plasmaticas de ACTH y / o cortisol son: IL-1a., IL-2, IL-6, IFN-o,B vy 7.

En contraposicién, otros mediadores actuan inhibiendo el eje HPA como por ejemplo IL-4,
la cual suprime la expresion del ARNm de POMC (48, 72).

Las citocinas pueden optar por una via humoral o neural para incidir sobre el SNC; existe
evidencia que avala ambas posibilidades. Aquellas circulantes accederian al SNC a través de
areas con pobre desarrollo de la barrera hematoencefalica (BBB), tales como los 6rganos

circunventriculares (49); o bien, podrian ser transportadas activamente. Otra posibilidad es que
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dichas citocinas induzcan la produccion de mediadores que atraviesen la barrera, o bien, que
induzcan su propia produccién o la de otros factores en la interfase endotelial entre el cerebro y la
sangre.

Evidencias que respaldan el hecho que vias nerviosas median el efecto de citocinas en el
SNC, derivan de estudios en animales en los cuales la vagotomia subdiafragmatica conllevé a
cambios en el comportamiento, fiebre y algunas de las repuestas neuroenddcrinas inducidas por
lipopolisacarido bacteriano (LPS) (48, 58-61).

En lineas generales, la bibliografia actual sugiere que la via humoral hacia el SNC podria
ser empleada por citocinas circulantes, mientras que la via neural, pareceria predominar cuando
estos mediadores son liberados localmente en tejidos con inervacién vagal (48).

Mas aun, existe evidencia de la produccion local de citocinas por células cerebrales, asi
como de la expresion de receptores para las mismas en SNC. Se han identificado en cerebro
receptores, o el correspondiente ARNm, de IL-1 o y B (62-64), IL-2 (65), IL-4 (66), IL-6 (67), TNF-
a (68), INF-y (69), M-SCF y SCF (70).

Numerosos estudios han reportado que tras el estimulo periférico de células del Sl, se
induce la expresion de citocinas en el cerebro. El patrén particular de expresion regional
observado en el hipotalamo e hipocampo sugiere que durante la activacion del Sl, citocinas
originadas en el SNC podrian afectar mecanismos neuroenddcrinos controlados en estas areas
(48).

En condiciones basales, la liberacion de bajas cantidades de citocinas por células
cerebrales, podria ser uno de los mecanismos a través de los cuales es controlada la actividad de
las neuronas intervinientes en la regulacion de funciones adaptativas integradas a nivel del
hipotalamo y sistema limbico. En condiciones en las cuales se presentan cambios en la actividad
del SI, citocinas periféricas, al igual que otros mediadores, actuarian como gatillos de una
respuesta neuroenddcrina inicial, producto de la estimulacion de células del Sl. La rapida
respuesta neuroenddécrina que se observa tras la administraciéon periférica de ciertas citocinas,
indica que esta respuesta inicial no involucra la sintesis de novo de citocinas en el cerebro. Sin
embargo, mediadores inmunes periféricos y la activaciéon de neuronas durante esta respuesta
inicial, desencadenan un incremento en la expresion de citocinas en el cerebro. Esta confluencia
de senales podria contribuir al establecimiento de un patrén definido de expresiéon central de
citocinas durante el desarrollo de una respuesta inmune determinada (48). Besedovsky y
colaboradores, han propuesto que el Sl se comporta como un érgano sensorial periférico que

informa al SNC acerca del tipo de respuesta inmune en operacion (48).

Regulaciéon Neuroendécrina de la funcién macrofdgica.
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Los fagocitos mononucleares derivan de células progenitoras de la serie mieloide.
Ingresan al torrente circulatorio como monocitos, los cuales en su residencia tisular, maduran
hacia macrofagos. El macrofago no sélo desempeia su tradicional rol como célula encargada de
eliminar detritos celulares, particulas extrafas, bacterias; sino que desempefia una funcién
imprescindible en el Sl y en la resistencia a diversos patégenos.

Son importantes células fagociticas que pueden controlar el crecimiento de diversos
microorganismos. Como se mencionara anteriormente, tras la fagocitosis se produce el estallido
respiratorio y la produccion de metabolitos reactivos del oxigeno y perdxido de hidrégeno, armas
esenciales para la actividad antimicrobiana de estas células (89,90). Los microorganismos
destruidos son digeridos por enzimas contenidas en los fagolisosomas y determinados péptidos,
asociados a antigenos de clase Il, presentados en superficie. Este tipo de presentacion es la base
del reconocimiento antigénico por células T helper CD4".

La interaccion del macréfago con microorganismos y células T, induce a la producciéon de
citocinas proinflamatorias como IL-1, IL-6 y TNF-a por parte del macréfago (91); influyendo estas
no sélo la actividad de este ultimo sino también en la de linfocitos T. La produccion de IFN-y por
linfocitos T estimulados por un antigeno y células NK, derivan en la activacién del macréfago. De
esta activacion resulta una incrementada capacidad citotoxica, incluyendo la produccion de
metabolitos reactivos del oxigeno; lo cual permite controlar gran cantidad de patdégenos
intracelulares dentro de los que se encuentran las micobacterias (92).

La susceptibilidad del hombre a la infeccion micobacteriana es determinada en parte
genéticamente (93-95); pero a su vez se encuentra estrechamente influenciada por factores
socioecondmicos como pobreza, malnutricion y etilismo y, factores asociados al envejecimiento y
estrés. Una de las primeras evidencias que mostraron a los eventos estresantes como influyentes
en la patogénesis de la TB fue reportada por Ishigami en 1919 (96). En la actualidad es
ampliamente aceptado que tanto el estrés fisico como psicolégico pueden modular la
susceptibilidad de padecer TB (97,98), y del mismo modo, la funcién inmunoldgica en general (99-
102).

Las respuestas fisiologicas a diversos agentes estresantes son mediadas por el sistema
nervioso simpatico (SNS) y el eje HPA (103-105). La activacion del SNS resulta en la produccion
de adrenalina por la médula adrenal y la liberacién de noradrenalina a partir de las neuronas
simpaticas que inervan los 6rganos linfoides secundarios (106). Es asi que el SNS puede afectar
directamente la funcién inmune a través de receptores adrenérgicos, los cuales han sido
localizados en macréfagos (107,108), células T (109), asi como en otras células del SI (110).

Las catecolaminas alteran varias de las funciones macrofagicas, entre ellas la produccion
de citocinas (111), la actividad antiviral (112) y la motilidad citoplasmatica a través de cambios en

las concentraciones de AMPc (113).
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Por su parte, el eje HPA, regula la funcion macrofagica a través de la produccién de una
cascada de hormonas en respuesta a estimulos que culminan en un incremento de la produccién
de glucocorticoides por parte de la corteza suprarrenal. Los efectos de los GC son producidos,
como fuera mencionado previamente, cuando éstos se fijan a su receptor citoplasmatico. Ello
resulta en la internalizacion del complejo GC-receptor y la subsecuente translocacién al nucleo.
Este complejo se fija entonces a elementos reguladores asociados con determinados genes, los
cuales son transcriptos (114). Las células mononucleares son una de las primeras células blanco
estudiadas, debido a que éstas poseen receptores de alta afinidad para GC (115-117). Diversos
elementos de la respuesta inmune celular son modificados por la accion de GC. Como ejemplo,
éstos inhiben tanto el procesamiento como la presentacién de antigenos asociados a moléculas
MHC clase Il en macréfagos (118). Por otro lado, la produccion de citocinas proinflamatorias por
macrofagos activados, dentro de las que se encuentran IL-1, IL-6 y TNF-a, es del mismo modo
inhibida por accion de GC (119-121).

No sélo los GC afectan funcionalmente al Sl, sino que la mayoria de las hormonas que se
encuentran bajo control hipotaldmico son capaces de modular la Rl frente a un determinado
patdogeno. Se ha postulado que estrégenos, progesterona, testosterona y otros andrégenos
influyen profundamente la respuesta inmune del huésped a través de la regulacién de la funcion
macrofagica en la misma. Los efectos de los estrogenos sobre las células inmunes son muy
heterogéneos: en general, dosis fisiolégicas bajas se comportan como estimulantes mientras que
dosis altas son inhibidoras de la respuesta celular y humoral. La diferenciacién de linfocitos B (LB)
es estimulada por dosis fisioldégicas de estrégenos gracias a la inhibicion de células T supresoras
mientras que la proliferacion B no es afectada. Respecto de su efecto sobre los macréfagos, se
ha observado que esta hormona incrementa la capacidad fagocitica de las mismas. En modelos
animales los estrégenos aumentan la produccion de IgM de forma dosis dependiente; sobre
linfocitos T humanos y esitimulan la expresion génica de IL-3, IL-5 e IL-2. En contraposicién, dosis
farmacoldgicas de estrogenos inhiben la proliferacion linfocitaria (204). La testosterona por su
parte tiene de igual manera efectos estimulantes y supresores de la RIl. En niveles fisiologicos
puede tener efectos inmunosupresores debido al aumento de la actividad T supresora o bien
inmunoestimuladores, debido al incremento en la produccion de IL-2, IL-3 e IL-5 que promueven
el desarrollo de LB, LT y eosindfilos (204).

Con respecto a los neutrdfilos, la magnitud del efecto que los GC ejercen sobre la
migracion y activacion no ha sido aun aclarada. En lineas generales, los GC promueven la
sobrevida neutrofilica. Mas aun, las catecolaminas parecen actuar conjuntamente con los GC;
éstas generan neutrofilia y los ultimos favorecen la sobrevida de estos leucocitos inhibiendo
mecanismos apoptéticos (122,123). El efecto antiinflamatorio de los esteroides podria ser el
resultado de la inhibicion de la acumulacion de neutréfilos en los sitios de inflamacion (124). El

mecanismo podria involucrar la regulacién en menos de L-selectinas y CD18 (125).
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Efecto bidireccional del estrés y los glucocorticoides en las funciones inmunes.

La palabra estrés se define como una constelacién de eventos que comienzan con un
estimulo (factor estresante), el cual precipita una respuesta cerebral (percepcion de estrés), que
genera la activacion de sistemas fisiologicos destinados a controlar dicho factor (respuesta al
estrés) (130). Asimismo, se define estrés agudo a aquél que genera un incremento en los
parametros que definen la respuesta de estrés en rangos fisioldgicos por un periodo de minutos a
horas. Mientras que estrés cronico es aquél que persiste varias horas, dias o meses. La magnitud
del estrés es resultado de la combinacion de su intensidad, duracién y frecuencia (130). Un
marcador importante de los efectos deletéreos del estrés crénico puede ser la ruptura del ritmo
circadiano del cortisol (131).

Los GC desarrollan diferentes efectos sobre distintas células del sistema inmune y pueden
influir en el balance Th1-Th2. Una variacion oscilante entre 10 y 15 veces los valores de GC
séricos, conllevan a una variacion de la misma magnitud en la cantidad de LB activados. Ello
provee clara evidencia que los GC endégenos afectan la actividad del Sl e indica que
mecanismos enddcrinos fisioldgicos restringen la autonomia del Sl. Existiria un control tonico del
Sl por parte del eje HPA. Sin embargo, la regulacion de sistemas fisioldgicos implica
interrelaciones dinamicas entre variables fisioldgicas y sistemas reguladores. Enfermedades
inflamatorias, infecciosas y autoinmunes se acompafan de la activacion del eje HPA. Este efecto
puede ser causado directamente por el agente infeccioso, células neoplasicas y/o sus productos o
bien, a través del dafio tisular que ellos pueden mediar. La estimulacion del eje durante una R, se
traduce en un incremento de los niveles de GC que son suficientes para inhibir la RI frente a un
determinado antigeno. Asimismo, esta activacion del eje es sobre todo relevante como
mecanismo regulador de la RI. En particular, incrementos en los niveles de GC, contribuyen al
control de la produccién de citocinas y a la limitacion de la expansion de clones no especificos o
de baja afinidad para el antigeno que desencadenara la Rl en marcha. La IL-1, IL-6, TNF-a e IFN-
v estimulan el eje, siendo IL-1 la mas potente. Asimismo la IL-2, IL-11 e IL-12 también tienen esta
capacidad. Tal redundancia en el efecto estimulante del eje por parte de citocinas explica la
relevancia biolégica de las interacciones entre el eje HPA y el Sl (205).

El incremento en los niveles de GC durante una Rl es un fendmeno tardio. Por ello es
esperable que no interfieran significativamente en la presentacion del antigeno, expansién clonal
de linfocitos activados o en la produccion de citocinas inmunoreguladoras. Asi, la funcién
reguladora del eje HPA sobre el Sl se ejerceria tratando de prevenir respuestas inapropiadas, una
excesiva expansion y actividad de células inmunes asi como la produccidon en demasia de
citocinas que resultarian en el perjuicio del huésped asi como se produce en enfermedades

autoinmunes o inflamatorias. Cabe destacar que fisioldgicamente el eje HPA se activa durante
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cortos tiempos y en forma aguda para lograr un control rapido de la RI. Para procesos cronicos, la
activacion del mismo, resultaria en un detrimento de la respuesta inmune y en una facilitacion de
la cronicidad de la patologia (205).

En lineas generales, se han atribuido a los GC acciones predominantemente
inmunosupresoras. Se ha comprobado que tras un estimulo que genera una potente estimulacion
del eje HPA, la produccion de cortisol endégeno puede ascender a 120-240 mg de cortisol / dia,
lo cual equivale a 30-60 mg de prednisolona diarios (179). Esta cantidad de cortisol adrenal
normalmente conduce a una fuerte inhibicion de la actividad inflamatoria ya que 60 mg de
prednisolona es una dosis muy adecuada para el inicio del tratamiento de variadas enfermedades
inflamatorias. Sin embargo, se han reportado asimismo efectos beneficiosos del estrés y de las
hormonas de estrés en la preparacion del Sl para afrontar al agente estresante.

Asi, el estrés y hormonas de estrés generan cambios en la distribucion leucocitaria
corporal. La explicacion a este fendmeno se halla en la necesidad de localizacion de los mismos
en el sitio y momento apropiados para responder al desafio inmune que podria representar el
agente inductor de estrés (132-134).

Numerosos estudios han mostrado, como se mencionara anteriormente, cambios
significativos en los valores absolutos y relativos de leucocitos sanguineos: el incremento de GC
plasmatico inducido por estrés genera la disminucién del niumero y porcentaje de linfocitos y un
incremento en el numero y porcentaje de neutréfilos sanguineos (130). Mas adn, estos cambios
han sido reportados dentro de los 30 minutos de iniciado el estrés. Cesado el estrés, este efecto
es rapidamente revertido, retornando los leucocitos a sus valores normales dentro de las 3 horas
(132). En aparente contraste con los GC, las catecolaminas generan un incremento en el numero
de leucocitos sanguineos en humanos (135). Es asi que el numero y constitucion de las
subpoblaciones sanguineas puede estar significativamente afectado por las concentraciones
plasmaticas de adrenalina, noradrenalina 'y GC (130).

Fleshner y col. (136) han demostrado que el estrés agudo genera un incremento en el
porcentaje de linfocitos CD4" y una disminucién de linfocitos CD8" en ganglios mesentéricos, y
ello podria estar vinculado a cambios en la produccién de anticuerpos en los ganglios linfaticos
afectados. Los GC inducen la acumulacion de linfocitos en sitios mucosos (137) y la piel (130).

En base a lo planteado, se ha propuesto que el estrés agudo induce un incremento inicial,
seguido de una disminucion del numero de leucocitos sanguineos. Las condiciones de estrés que
generan una temprana liberacion de catecolaminas, por activacion del SNS, serian las
responsables del incremento inicial. Este seria entonces el patrén inicial de la respuesta de
estrés, estrés de muy corta duracion, estrés psicologico moderado o el ejercicio. En
contraposicion, condiciones estresantes que se prolonguen en el tiempo y resulten en la
activacion del eje HPA, inducen una disminucion de los leucocitos sanguineos mediado por GC
(130).
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Estos cambios en la distribucion de los leucocitos corporales, pueden ser atribuidos a
modificaciones en la expresion o afinidad de moléculas de adhesién tanto en la superficie
leucocitaria como endotelial. Asi, tras la exposicién a GC inducidos por una respuesta de estrés,
poblaciones leucocitarias especificas podrian ser selectivamente retenidas en determinados
compartimientos que expresen moléculas de adhesion inducidas por GC (132).

En general, la respuesta aguda al estrés ha sido interpretada como inmunoestimulante,
mientras que la respuesta cronica parece ser predominantemente inmunosupresora (131).

Dentro de los efectos inmunoestimulantes de GC, se ha reportado el incremento de la
respuesta de hipersensibilidad retardada (DTH) cutanea tras el estrés agudo, tanto durante la
sensibilizacion como durante el desafio antigénico (138). En lo que respecta a la inmunidad
humoral, otros estudios han reportado asimismo un incremento en la respuesta de anticuerpos.
Se ha propuesto que los GC favorecerian una respuesta predominantemente humoral (139-141).

Sin embargo, bajo ciertas circunstancias, los GC no sélo favorecen la respuesta humoral
sino que han mostrado actuar como facilitadores de la activacion de LT. Durante etapas
tempranas de la activacion T, niveles bajos de GC aumentan intensamente la respuesta
proliferativa (149). Asimismo, existe evidencia que indica que los GC pueden actuar en forma
sinérgica con citocinas potenciando reacciones inmunes especificas (130). Recientemente se ha
reportado que estos esteroides facilitan la accion del factor de transcripcion Stat5, via interaccion
directa proteina - proteina entre el GR activado y Stat5 (150).

En lo referente a acciones inmunosupresoras inducidas por estrés, se ha mostrado que el
estrés cronico disminuye la inmunidad celular, reflejado ello en la disminucién de la DTH cutanea
(130). Se postula que el descenso en la movilizacién de leucocitos sanguineos hacia otros
compartimientos corporales podria ser uno de los factores responsables de este efecto (142).
Asimismo, el estrés crénico genera una disminucion en la produccién de anticuerpos (143, 144),
la actividad de las células NK (145,146), la proliferacién leucocitaria (147) y la actividad
antimicobacteriana de macrofagos (148) entre otros.

En base a lo planteado se ha propuesto que los GC endégenos desplegarian un
importante rol fisiologico en el control de una respuesta inmune en marcha, que podria
eventualmente alcanzar niveles capaces de causar dafo al huésped.

Tanto en procesos agudos como cronicos se producen tras la activacion del eje HPA,
alteraciones en la secrecion de la mayoria de las hormonas hipofisarias mediadas en gran parte
por citocinas proinflamatorias y consecuentemente alteraciones en los restantes ejes controlados
por hipotalamo e hipdfisis (206). Estas modificaciones producidas en el perfil neuroenddcrino
también son capaces de modular la Rl frente a un determinado patégeno. Se postula que tal
modulacion de la respuesta inmune no seria efectuada directamente por estas hormonas
hipofisarias o gonadales, sino indirectamente a través de la modulacién de la respuesta al estrés

(206, 207). Esta aseveracion se basa en el hecho que sdélo en casos puntuales ha sido posible
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adjudicar un rol inmunomodulador a estas hormonas (206). PRL, GH y Factor de Crecimiento
insulino simil - | (IGF-I) por ejemplo, se comportan como inmunoestimuladoras y modulan la RI
contrarrestando los efectos inmunosupresores de GC (206, 207). Las hormonas tiroideas por su
parte intervienen como factores obligados en la linfopoyesis B primaria (208). En cuanto a las
hormonas sexuales, los estrogenos como estradiol (E2) favorecen las respuestas del tipo humoral
y actuan como reguladores negativos de la linfopoyesis (208, 198); testosterona por su parte,
puede tener efectos tanto estimuladores como inhibidores de la respuesta inmune en funcion de
la concentracién e influye profundamente la respuesta inmune a través de la regulacion de la
funcién macrofagica (198).

En cuanto al eje gonadal, tras la respuesta aguda a un estimulo, se produce la inhibicidon
del mismo (205, 206). De igual modo, se ha reportado para modelos de estrés agudo y en
enfermedades de importante compromiso sistémico, que paralelamente a la disminucion de
androgenos adrenales, también se produce un descenso en los niveles plasmaticos de
testosterona (198). La testosterona, DHEA, androstenediol y dihidrotestosterona suprimen la
actividad del gen promotor de IL-6 (199) y la primera suprime la respuesta del eje HPA a esta
interleucocina (198).

En cuanto a estradiol, esta hormona es uno de los principales estimulantes junto con IL-6
de la secrecion de PRL (209, 210). Asimismo, favorece la secrecion de IL-6, IL-1, IL-5, IL-10, IFN-
vy, estimula la sobrevida de linfocitos B y la produccion de anticuerpos, suprime la proliferacion y
funcién de células T a través de la supresion de IL-2 y consecuentemente favorece un perfil de
respuesta tipo Th2 (204, 209).

La activacion del eje HPA conlleva a una inadecuada secrecion de hormonas adrenales en

enfermedades inflamatorias.

Como fuera detallado anteriormente, un estimulo adecuado es capaz de activar el eje
HPA, derivando ello en la secrecién de ACTH y cortisol. Ademas de la induccidon de cortisol, es
importante recordar que los niveles séricos de otras hormonas adrenales tales como la DHEA y
androstenediona también se incrementan tras el estimulo con ACTH. De esta manera, no es sélo
el cortisol sino también otros esteroides adrenales los que son secretados luego de un estimulo
inflamatorio de corta duracion.

Cuando la activacién del eje se sostiene en el tiempo en presencia de un factor estresante
crénico como es el caso de enfermedades inflamatorias crénicas, en contraposicién a lo que
ocurre con los niveles de cortisol, los niveles de andrégenos adrenales se ven marcadamente
disminuidos (179). Mas aun, esta reduccién de los adrégenos adrenales, depende en parte del
grado de inflamacién (181, 182). De esta manera, si el estimulo proinflamatorio como por ejemplo,

niveles elevados de TNF, se mantiene durante el curso de enfermedades crénicas inflamatorias
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(179), la respuesta de “feed-back” inhibitoria se vuelve inadecuada: la reduccion de la secrecion
hormonal es mucho mas marcada para precursores de hormonas sexuales en comparacion con
la secrecion esencial de cortisol. Al disminuir estos andrégenos tanto adrenales como gonadales
se favoreceria la permanencia de un estimulo crénico del eje HPA mediado por citocinas
proinflamatorias como IL-6, conduciendo ello a un incremento sostenido en los niveles de cortisol
(199).

Asi, se observa un marcado incremento de la relacion cortisol / DHEA plasmatica (179).
Este cambio en el dominio de la via bioquimica hacia la sintesis de cortisol puede ser un factor
necesario para la sobrevida durante una enfermedad severa. Desde la perspectiva de la
sobrevida y homeostasis, no cabe duda de la relevancia del cortisol sobre los andrégenos
adrenales. Frente a tal situacion, todo el esfuerzo es derivado hacia el mantenimiento de la
secrecion de cortisol y la consecuente reducciéon de otros esteroides. Curiosamente, un sesgo
similar hacia la produccion de cortisol respecto de andrégenos adrenales, ocurre durante el
envejecimiento (183). Se puede especular que la alteracién de las vias neuroinmunoenddcrinas
durante el envejecimiento podria ser un estado de adaptacion a la acumulacién de estimulos
inflamatorios crénicos.

Dentro de la via de sintesis de esteroides adrenales, parece ser que durante procesos
inflamatorios 0 envejecimiento, la primera reaccién en la reaccidon enzimatica de dos tiempos
realizada por la P450c17 (de 17a-hidroxilacién de pregnenolona / progesterona) no se encuentra
alterada o bien, levemente aumentada. En contraposicion, el segundo paso de esta reaccion
enzimatica si se encuentra modificado en ambas situaciones mencionadas. La actividad de la
enzima P450c17 depende de la presencia de NADPH y de citocromo b5. La actividad de la 17,20-
liasa de esta reaccidn enzimatica de dos tiempos depende de la fosforilaciéon de serina o treonina
de la P450c17, lo cual probablemente conduce a una mayor afinidad de ésta por el complejo
oxidoreductasa/citocromo b5 (179). Esta fosforilacion depende de los niveles de AMPc
intracelular, los cuales pueden ser modificados por procesos inflamatorios o el envejecimiento.
Otro mecanismo que justifique este cambio en la sintesis de esteroides puede ser la disminucion
de NADPH y citocromo b5 en las células adrenales durante los procesos inflamatorios o el
envejecimiento. Mas aun, ha sido demostrado en repetidas oportunidades que citocinas
proinflamatorias tales como IL-1B, TNF e INF-y inhiben la 17,20-liasa en células adrenocorticales
(184,179). De este modo, frente a la baja actividad de la reductasa NADPH P450 y de citocromo
b5, la 17a-hidroxilacion es la reaccion predominante y consecuentemente la produccién de
cortisol; mientras que frente a niveles mas altos de actividad de estos cofactores, tanto la
generaciéon de cortisol como la de andrégenos adrenales es posible. De esta manera se puede
explicar el marcado descenso de androstenediona y DHEA que se presentan en procesos
inflamatorios, debido a la inhibicién de la 17,20-liasa. Este podria ser el paso crucial que justifica

los niveles significativamente menores de hormonas sexuales en relacion al cortisol (179).
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Como se planteara anteriormente en el apartado que explica los mecanismos de accion de
DHEA, ésta interviene en la regulacién de factores transcripcionales. El interrogante surge a partir
del posible rol inmunomodulador de esta hormona. Asi, los descensos en los niveles de DHEA
pueden conducir a un estado mas proinflamatorio en el huésped. DHEA se comporta como
inhibidor en la secrecién de citocinas proinflamatorias como TNF (185, 186). Inhibe la generacion
de radicales derivados del oxigeno y consecuentemente el dafio tisular (187,188). Los niveles
séricos de DHEA se correlacionan negativamente con la IL-6 en humanos y ademas DHEA inhibe
la produccion de IL-6 por diferentes tipos celulares in vivo (189,190). Mas aun, inhibe la
produccion por parte de linfocitos Th2 de las citocinas IL-4 (191,161) e IL-10 (179).

DHEA es transformada en testosterona y estrégenos en células periféricas tales como los
macrofagos (192), de modo que estas hormonas pueden ser secretadas a nivel local e influir
sobre el proceso inflamatorio. Al respecto, se conoce que los estrogenos pueden inhibir la
produccién de TNF, IL-2 e IL-6 y estimular la produccién de inmunoglobulinas. Por otro lado, la
testosterona generada a partir de DHEA en la periferia inhibe la produccion de IL-6 y la sintesis
de inmunoglobulinas (179).

Asi, la conversién de DHEA en androstenediona, de androstenediona a testosterona y de
testosterona a 17p-estradiol es influenciada por citocinas a nivel local (193). De esta manera, la
concentraciéon de estas hormonas en el microambiente depende de la situacién inflamatoria local.

En relacion a lo planteado en este apartado, puede concluirse que la disminucion de los
androgenos adrenales conlleva a una reduccién en la periferia de hormonas sexuales. Esto es
particularmente importante en mujeres posmenopausicas y varones ancianos debido a la
disminucion fisiolégica de los esteroides gonadales. Asimismo, la caida de los niveles de DHEA
durante procesos inflamatorios crénicos seria un hecho perjudicial debido a que ello se acompafia
de un importante descenso en el poder antiinflamatorio-antiglucocorticoideo aportado por este
androégeno adrenal, asi como de los niveles de hormonas sexuales en la periferia, que como se

planteara, también intervienen en la modualcion de la RI.

Integracion de las interacciones Inmunoneuroendécrinas en el contexto de la Tuberculosis

pulmonar. Objetivos del estudio.
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Se desprende de esta introduccién la gran cantidad de interacciones existentes entre el
sistema inmune y el neuroenddcrino, y con ello la complejidad y dificultad para poder dilucidar
mecanismos directos de causa-efecto. Por otro lado, resaltar el fino control que debe gobernar
ambos sistemas.

En el desarrollo de la TB, se ha reportado reiteradamente la correlacion existente entre el
tipo de respuesta inmune que desarrolla el huésped y la severidad de la TB pulmonar (151, 152).
Si bien los factores por los cuales se produce un cambio en el patron de citocinas de acuerdo a la
severidad de la TB pulmonar no estan aun aclarados, es razonable pensar que ello sea el
resultado de influencias intrinsecas del sistema inmune como asi también de efectos regulatorios
relacionados con el sistema neuroendécrino. Para la primera posibilidad, resultados previos de
nuestro grupo de trabajo (151, 152) mostraron que enfermos con TB leve o moderada
presentaban niveles séricos mas altos de IFN-y e IL-2, mientras que aquellos con enfermedad
avanzada denotaban concentraciones significativamente superiores de IL-4 e IL-10. Asimismo, en
los estudios in vitro los pacientes severos presentaron mayor producciéon de IL-4 y al mismo
tiempo una sintesis elevada de TGF-B lo cual puede favorecer el desarrollo de respuestas Th2.
Mas alla de estos hechos, se debe tener en cuenta que las citocinas inmunorregulatorias, como
por ejemplo IL-1, IL-6, TNF-a e IFN-y, no sélo ejercen un efecto directo sobre las células
inmunoldgicas, sino que también pueden influenciar la actividad de células inmunocompetentes a
través de su reconocida capacidad de estimular el eje HPA y otras funciones enddcrinas. Es por
esto que en un contexto mas integrador se debe considerar que las citocinas liberadas durante la
respuesta inmune también pueden inducir una respuesta enddcrina inmunoregulatoria (1, 51).
Como fuera mencionado anteriormente, se ha demostrado que ciertas hormonas son capaces
afectar el tipo de respuesta inmune generada tras la exposicion a un antigeno y por ende a los
agentes patdgenos. Dentro de éste marco, como se mencionara recientemente los GC pueden
promover a las células T para la adquisicién de un perfil de citocinas del tipo Th2 (153, 154), a la
vez que pueden facilitar la actividad Th2 y actuar sinérgicamente con este tipo de citocinas (155,
156). En contraposicion a estos hallazgos también se ha observado que el andrégeno suprarrenal
DHEA, es capaz de promover la produccion de citocinas Th1 (157, 158) e interferir en la sintesis
de mediadores Th2 (158, 159).

A nivel experimental también se ha constatado que la DHEA puede revertir la
susceptibilidad a las infecciones que provoca la administraciéon de prednisona a ratones Balb/c
(160).

Trabajos recientes en la misma cepa de ratones con TB experimental demuestran que la
administracién de DHEA y un derivado de dicho esteroide desempenan efectos beneficiosos

sobre el curso de la micobacteriosis (161).
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En lo que respecta al campo de la patologia humana existen algunos trabajos donde una
caida en la relacion entre DHEA vy cortisol se asocia con una mayor severidad de la TB (162). Por
su parte, el bacilo de la TB es capaz de producir un factor que incrementa la actividad del TNF-a.
e inhibe la accion adrenal de la ACTH (163), lo cual podria modificar la relacion DHEA / cortisol
producida por la suprarrenal y en consecuencia regular la maduracion de las células T (164).

Oftras hormonas que podrian influenciar la respuesta inmunélogica al MTB son la PRL y
GH. Diversas células inmunoldgicas presentan en su superficie receptores para estas hormonas.
Los mismos pertenecen a la familia de citocinas-hormonas que incluyen los receptores para IL-13,
IL-3, IL-4, IL-6 e IL-7 (165). Estas citocinas junto con la PRL y la GH comparten mensajeros
intracelulares y factores de transcripcion, lo cual sugiere interacciones a este nivel (166). Es de
destacar asimismo que la PRL y la GH restablecen las funciones inmunolégicas en animales
hipofisectomizados (167). La PRL induce la expresiéon del receptor para la IL-2 y estimula la
sintesis de IFN-y, lo que implica que puede favorecer una respuesta Th1 (168-170). La GH
estimula la generacion de linfocitos citotoxicos y la activacion de monocitos humanos con MTB, y
la inmunidad natural en términos generales (166, 167). A su vez, como se menciond previamente,
diversas citocinas afectarian la liberacion de estas hormonas (51).

Este intrincado panorama de interrelaciones que plantean los estudios experimentales
indica claramente la necesidad de explorar la eventual asociacion que pueda existir entre la
sintesis de citocinas esenciales en la inmunidad hacia patdégenos intracelulares, con los
desbalances que se suceden en la instalacién de la enfermedad y el perfil de hormonas
potencialmente inmunomoduladoras. La hipétesis que fundamenta dicha propuesta es que los
mecanismos neuroenddcrinos juegan un rol importante en el control y balance de citocinas
producidas por las células Th1y Th2 y por ende, del componente inflamatorio que caracteriza a la
enfermedad. Dichos efectos endocrinoldgicos tendrian relevancia fisiopatoldgica, ya que influirian
en el control del tipo y efectividad de la respuesta inmune al MTB. Como contraparte, ademas de
afectar directamente a las células inmunoldgicas, las citocinas mas arriba mencionadas son
capaces de mediar respuestas neuroenddécrinas en el huésped.

Con el fin de evaluar esta hipotesis en primer lugar se analizé el efecto de las hormonas
cortisol y DHEA sobre la respuesta de células periféricas mononulceares (CPM) obtenidas de
pacientes en distintos estadios de la enfermedad y re-estimuladas in vitro con el sonicado total de
MTB. Con el fin de contribuir al conocimiento acerca del rol de estas hormonas sobre la
modulacion de la Rl especifica, fueron consideradas tanto los efectos sobre la produccion de
citocinas en los sobrenadantes de cultivos como sobre la proliferacién celular.

En_segundo lugar, se procedié a estudiar, el patron de citocinas representativas de

respuestas del tipo Th1, Th2 y proinflamatorias plasmaticas asi como el perfil enddcrino de

individuos normales y enfermos de TB de diferente severidad. Para caracterizar este ultimo perfil,
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se determinaron de los niveles plasmaticos de hormonas tanto hipotalamo-pituitarias como
aquellas correspondientes a los ejes adrenal, tiroideo y gonadal.

En tercer lugar, y a efectos de estudiar la eventual influencia de mediadores de la RI
sobre la regulacién intraadrenal de la secrecion esteroidea, se determind la capacidad de
sobrenadantes de cultivo provenientes de CPM de individuos normales y enfermos de TB de
diferente severidad, Basales y estimulados con MTB, para inducir o inhibir la biosintesis de

esteroides en la linea celular adrenal humana H295-R.
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2- MATERIALES Y METODOS.

2.a- Grupos de estudio.

Pacientes.

La muestra de pacientes, compuesta por 37 individuos, se selecciond entre los enfermos
que asistieron a la Sala Il de Neumonologia del Policlinico Carrasco de la ciudad de Rosario. En
todos los casos, el diagnostico de TB se realizé en base a criterios clinicos y radioldgicos,
acompanado ello de la identificacion de BAAR en el esputo. Los individuos se encontraban, en
funcién a la severidad de su enfermedad, internados o bien fueron citados oportunamente por el
profesional médico tratante. El grado de compromiso pulmonar y consecuentemente la severidad
de la enfermedad, se establecidé segun la extension y tipo de lesion radiolégica. Considerando
estos parametros radioldgicos, los enfermos se agruparon de la siguiente forma:

e Leves, enfermos con un unico Iébulo involucrado sin cavidades visibles;
o Moderados, aquellos que presentaron compromiso unilateral de 2 o mas Iobulos y las
cavidades, de hallarse presentes, no excedieron un diametro total de 4 cm;

o Avanzados o Severos, pacientes con enfermedad bilateral con afectacion masiva y cavidades

multiples.

Controles.

La muestra control se conformé de 22 voluntarios sanos similares en sexo, edad y grupo

social sin contacto con pacientes TB.

Criterios de Exclusion.

Tales criterios fueron:

1. Co - infeccion con el virus de HIV.

2. Inicio de tratamiento quimioterapico antituberculoso.

3. Presencia de patologias con compromiso directo de la glandula suprarrenal por el bacilo
tuberculoso (Enfermedad de Addison) u otras causas menos frecuentes.

Presencia de patologias que involucraran los ejes hipotalamo-hipéfiso-tiroideo y gonadal.
Embarazo.

Edad menor a 18 afos.

N S O A

Padecimiento de patologias sistémicas o localizadas que requirieran el tratamiento con drogas
corticosteroideas, inmunosupresoras o inmunomoduladoras.
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Toma de Muestra.

Tanto los pacientes como los controles concedieron su consentimiento informado para
participar del estudio, tras el cual se les practicé una puncion venosa a nivel del pliegue del codo
para la extraccién de una muestra de sangre de 50 ml. La misma fue ralizada antes de las 8:00
am para evitar el pico glucocorticoideo y en condiciones de reposo de al menos 15 minutos.

La sangre extraida en condiciones de esterilidad en tubos de 50 ml (Corning) fue
anticoagulada con EDTA (hemograma GT Lab) en una proporcion de 100 ul cada 10 ml de
sangre. La muestra asi obtenida se conservo a temperatura ambiente para ser procesada en un
tiempo no mayor al de una hora.

Dado que para los voluntarios sanos y para aquellos enfermos que en el momento de la
extraccion no estaban internados no se contaba con los resultados del laboratorio bioquimico, se
separé parte de la sangre extraida para tal fin. Se consideraron valores de hematocrito,
hemoglobina, glébulos blancos totales y formula leucocitaria, glicemia, uremia, proteinas totales y
velocidad de eritrosedimentacion (VES).

Asimismo se interrogd a todos los individuos intervinientes en el estudio sobre
antecedentes de alcoholismo o enfermedad pulmonar obstructiva cronica vinculada al
tabaquismo, consumo de anticonceptivos orales y padecimiento de otras patologias o consumo
de medicamentos.

Se considerd el peso y altura de los individuos intervinientes, con los que se calculd el
indice de Masa Corporal (BMI= peso / altura en metros al cuadrado). Es necesario destacar que
también se recabd informacion acerca de otros signos inherentes a la TB como son la presencia
de sindrome de impregnacioén bacilar y los valores de la frecuencia respiratoria y cardiaca. Estos

dos ultimos parametros también fueron considerados para la poblacién control.

2.b- Estudios de linfoproliferacion y efectos de GC y DHEA in vitro. Obtencion de

sobrenadantes para los estudios in vitro con la linea H295-R.

Separacion de plasma y aislamiento de las células mononucleares.

Las muestras anticoaguladas se centrifugaron a 8°C (400 g) durante 15 minutos para
proceder a la separacién de plasma. De cada muestra se apartaron alrededor de 9 ml del mismo,
los cuales fueron tratados con aprotinina (Trasylol ®, Bayer) en una proporciéon de 100 U/ml de
plasma. La aprotinina es un inhibidor de las serina-proteasas utilizado para preservar la unién de
hormonas a sus proteinas transportadoras. Las muestras de plasma asi tratadas se fraccionaron
y congelaron a —20°C hasta su utilizacion.
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Posteriormente se recupero la fraccion de gldbulos blancos, la cual fue resuspendida en
igual volumen de medio de cultivo (MC) RPMI 1640 (PAA) adicionado con concentraciones
estandar de L-glutamina, penicilina-estreptomicina (PAA, 500 ul / 100 ml de MC) y 10% de pool
de sueros AB normales (PAA) inactivado por calor (medio de cultivo completo: MCC). A partir de
esta suspension celular se aislaron las CPM a través de un gradiente de Ficoll — Triyosom
(densidad 1.070) centrifugando durante 30 minutos a 300 g. Las células mononucleares se
retiraron de la interfase y resuspendieron en igual volimen de MCC. Luego de 3 lavados, se
resuspendieron finalmente en 2 ml de MCC. La concentracion y viabilidad celular fueron

determinadas por el método de exclusion con azul Tripan.

Estudios de linfoproliferacion.

Para los ensayos de linfoproliferacion, las CPM aisladas se llevaron a una concentracion
de 2 x 10° células/ml. Se sembraron 100 pl de la suspension celular en placas de 96 pozos
(Costar) (2 x 10° células/pozo), las cuales se cultivaron por triplicado con los siguientes

tratamientos:
1. Basal: MCC 100 pl

Tso: sonicado total de M. Tuberculosis (10 yg/ml) 50 ul + 50 ul MCC

Con A: Concanavalina A 50 pl + 50 ul MCC

Ol: Alcohol (0,04% en MCC) 50 pl + 50 pul Tso

DHEA 10": DHEA 10"M 25 pl + 50 pl Tso + 25 ul MCC

DHEA 10%: DHEA 10®M 25 pl + 50 pl Tso + 25 ul MCC

DHEA 10°: DHEA 10°M 25 pl + 50 pl Tso + 25 ul MCC

DHEA 107'%: DHEA 107"°M 25 pl + 50 ul Tso + 25 ul MCC

GC 105 GC 10°M 25 pl + 50 pl Tso + 25 ul MCC
.GC 10° + DHEA 107": GC 10°M 25 pl + DHEA 10'M 25 pl + 50 ul Tso
.GC 10 + DHEA 10% GC 10°M 25 pl + DHEA 108M 25 pl + 50 pl Tso
.GC 10 + DHEA 10° GC 10°M 25 pl + DHEA 10°°M 25 pl + 50 pul Tso
.GC 10° + DHEA 10: GC 10°M 25 pl + DHEA 107"°M 25 pl + 50 pl Tso
.GC107: GC 10"M 25 pl + 50 pl Tso + 25 ul MCC
.—18. idem 10-13 combinando con GC 10'M
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Las dosis de hormonas utilizadas se seleccionaron tras efectuar un ensayo piloto donde
se probaron dosis de GC (para nuestro estudio: cortisol) y DHEA desde 10° hasta 10> M en
individuos normales respondedores al antigeno Tso. Las diferentes concentraciones utilizadas se
lograron partiendo de una solucion madre de hormona 102 M solubilizada en alcohol puro al 50%.
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Para ambas hormonas, la gama de concentraciones ensayadas en la prueba piloto (a partir de la
cual fueron seleccionadas aquellas utilizadas en los experimentos) corresponden a
concentraciones factibles en el amplio expectro que abarca desde condiciones fisiolégicas hasta
las halladas en situaciones de estrés agudo. El tratamiento con Ol (0,04%) se realiz6 como
control debido a que las hormonas son solubilizadas en ese medio y para descartar posibles
efectos toxicos del mismo sobre las células mononucleares.

El volumen final por pozo fue de 200 pl. Los cultivos se incubaron durante 5 dias a 37°C
en atmésfera humidificada con 5% de CO.. Dieciocho horas previas a la finalizacién del cultivo se
realizé un pulso de *H-timidina (1 nCi/ pozo). Tras la cosecha, los resultados se leyeron en un
contador de centelleo liquido (Wallac 1214 Raskbeta). Los resultados de la proliferacion
linfocitaria se expresaron como el promedio de las cuentas por minuto de los pozos para cada

tratamiento.

Estudios de los efectos hormonales sobre la sintesis de citocinas in vitro.

Paralelamente al ensayo de linfoproliferacion, las CPM en igual concentracion se
cultivaron en placas de 24 pozos (Costar). Las mismas fueron tratadas de igual modo que fuera
descripto en el punto anterior conservando las proporciones para un volumen final por pozo de
800 pl. Se obtuvieron sobrenadantes de estos cultivos a las 36 hs y 4 dias para la determinacion
de citocinas. El contenido de cada pozo fue recolectado en el tiempo correspondiente y
centrifugado (300 g, 4°C durante 15 minutos). Los sobrenadantes fueron recuperados y tratados

con Trasylol ® (100U/ml), fraccionados y preservados a —20°C hasta su utilizacion.

Cultivos de CPM para la obtencién de sobrenadantes destinados a los ensayos en la linea
celular NCI- H295-R.

De cada paciente, se efectud para tal fin una suspension celular de 10 x 10° células/ml, a
partir de la cual se sembraron 500 ul por pozo. Las CPM fueron tratadas con 500 ul de MCC
(Basal) o con 500 pl de Tso (10ug/ml) y cultivadas durante 36 hs y 4 dias a 37°C en atmdsfera
humidificada con 5% de CO.. Su recoleccion y procesamiento fue realizado del mismo modo que
en el punto anterior para la obtencién de sobrenadantes. Estos, previo tratamiento con Trasylol
®, se fraccionaron y se congelaron hasta su utilizacion en los estudios in vitro sobre la linea

celular adrenal humana H295-R.

Materiales y Métodos 47




Mediciones de citocinas.

Los niveles de IFN-y, IL-6, IL-10 y TNF-o. presentes en plasma y en sobrenadantes de
cultivo se cuantificaron por enzimoinmunoensayos comerciales (ELISA, Pharmingen, Alemania),
siguiendo las recomendaciones del fabricante. Las concentraciones de citocinas fueron
calculadas tomando como referencia curvas estandar y expresadas en pg/ml. Los limites de
deteccion para cada kit comercial fueron 4.7 pg/ml, 2 pg/ml, 7.8 pg/ml y 7.8 pg/ml

respectivamente.

Medicion de las hormonas plasmaticas.

Las concentraciones plasmaticas de cortisol, DHEA, PRL, GH, testosterona, E.,
trilodotironina (T3) y tiroxina (T4) fueron cuantificadas por enzimoinmunoensayos de competicion
comerciales (ELISA, DRG Systems, Alemania) siguiendo las recomendaciones del fabricante. La
concentracién plasmatica para cada hormona se calculé tomando como referencia curvas
estandar. El limite de deteccion para cada kit comercial fue: cortisol 2,5 ng/ml; DHEA 0,1 ng/ml;
PRL 2 ng/ml; GH 0,11 pUl/ml; testosterona 0,069 ng/ml; estradiol 4,6 pg/ml; T3 0,2 ng/mly T4 0,4

ug/dl.

2.e- Estudios realizados en la linea celular adrenal NCI-H295-R.

Efecto de los sobrenadantes de cultivo de 36 hs y 4 dias de CPM sobre la produccién de

cortisol y DHEA adrenales.

La linea celular NCI-H295-R es una adaptacion adherente de la linea original NCI-H295
que crece en suspension. Ambas lineas se originaron a partir de un adenocarcinoma adrenal
proveniente de una mujer de edad media de raza negra. La caracteristica mas importante de
ambas lineas es que conservan la capacidad de respuesta a estimulos fisioldgicos produciendo
todos los esteroides adrenales.

Esta linea adherente se cultivd en medio DMEM / F12 conteniendo concentraciones
estandar de L-glutamina y Hepes 15 mM (Gibco), al cual se adicionaron los siguentes
compuestos en las concentraciones indicadas para obtener el medio de cultivo completo 6ptimo
para el crecimiento celular:

1. NaHCOs (1,2 g/l) (Sigma)
2. Insulina (379,47 ng/ml) (Sigma)
3. Hidrocortisona (3,625 ng/ml) (Sigma)
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Estradiol (2,724 ng/ml) (Sigma)

Transferrina (10 ug/ml) (Sigma)

Selenito (5 ng/ml) (Sigma)

Penicilina (100 U/ml) Estreptomicina (100 pug/ml) (Peni-Strepto Biochrom)
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SFB (2%) (Gibco Invitrogen) Inactivado por calor

Las células utilizadas para el experimento se subcultivaron hasta un 60-70 % de
confluencia en placas de 24 pozos (BD Biosciences: Falcon, fondo plano, area de crecimiento 2
cm?) en una densidad inicial de siembra de 70.000 células/cm?. Tal porcentaje de confluencia
Optimo para el desafio de la linea se obtiene tras 5 dias de cultivo a partir de la densidad de
siembra inicial. Al 3°" dia de cultivo se renové el medio por medio de cultivo completo fresco. Al
dia 5 se retiré nuevamente el mismo y se procedio a enfrentar las células a los tratamientos que
mas abajo se detallan.

Debido a que esta linea celular crece en forma éptima en DMEM/F12 completo y que los
sobrenadantes de cultivos de CPM se encontraban en RPMI completo, fue necesario probar el
posible efecto de este ultimo medio de cultivo sobre la secrecion de hormonas adrenales. Del
mismo modo fue necesario evaluar el efecto directo del antigeno Tso (10ug/ml) utilizado para
estimular las CPM sobre la secrecion esteroidea adrenal. Como control positivo de estimulacion
de la linea, se utilizé el activador directo de la enzima adenilato ciclasa Forskolin (Tocris Biotrend)
en una concentracion de 2 x 10® M. Tal dilucion se obtuvo a partir de una solucién madre 102 M
disuelta en alcohol puro, conservada a —20°C hasta su uso.

Los pooles de sobrenadantes provenientes de CPM tanto de pacientes como controles,
de 36 hs y 4 dias de cultivo, fueron realizados en el momento inmediato previo al desafio de la
linea celular. Para probar un posible efecto de dosis, se usaron dos diluciones diferentes de los
mismos. Los cultivos tratados con pooles de sobrenadantes, también fueron coestimulados con

Forskolin (F). Seguidamente se detallan los diferentes tratamientos:

Controles y Controles estimulados (cultivos controles tratados con F):
1. DMEM/F12 400 pl
Forskolin 2 x 10° M en DMEM/F12 400 pl
RPMI 400 pl
Forskolin 2 x 10° M en RPMI 400 pl
DMEM/F12 200 pl + RPMI 200
DMEM/F12 100 ul + Forskolin 2 x 10° M en DMEM/F12 100 pl + RPMI 200 pl
DMEM/F12 100 pl + RPMI 300 wl
Forskolin 2 x 105 M en DMEM/F12 100 pl + RPMI 300 pl

© N o g bk~ D

Materiales y Métodos 49




9. Tsoen RPMI 300 ul + DMEM/F12 100 pl

10. Tso en RPMI 300 pl + Forskolin 2 x 10° M en DMEM/F12 100 pl

11. Tso en RPMI 200 pl + DMEM/F12 200 pl

12. Tso en RPMI 200 pl + Forskolin 2 x 10° M en DMEM/F12 100 ul + DMEM/F12 100 pl
Cultivos tratados con Pooles de sobrenadantes de cultivo (36 hs y 4 dias):

13. Pool Control (Normales) 300 ul + DMEM/F12 100 pl

14. Pool Control (Normales) 300 ul + Forskolin 2 x 10° M en DMEM/F12 100 pl

15. Pool Control (Normales) 200 pl + DMEM/F12 200 pl

16. Pool Control (Normales) 200 pl + Forskolin 2 x 10° M en DMEM/F12 100 ul + DMEM/F12

100

17. - 20. idem para Pooles de pacientes Leves

21. — 24. idem para Pooles de pacientes Moderados

25. — 28. idem para Pooles de pacientes Severos

Todos los tratamientos fueron realizados por cuadruplicado, siendo el volumen final por
pozo de 400 pl. Los cultivos se incubaron durante 48 hs, transcurrido ese tiempo, las placas se
centrifugaron (10 minutos, 1100 rpm a 4°C) y los sobrenadantes se fraccionaron y congelaron a
—20°C hasta su cuantificacion.

En ellos se determinaron las concentraciones de cortisol y DHEA por medio de
enzimoinmunoensayos comerciales (ELISA, DRG Systems, Alemania) siguiendo los protocolos
provistos por el fabricante. Las concentraciones halladas en los sobrenadantes se expresaron en
ng/ml tomando como referencia curvas estandar. Los limites de deteccién para cada hormona

fueron de 2,5y 0,1 ng/ml respectivamente.

2.h- Andlisis Estadistico.

Las comparaciones entre los distintos grupos se efectuaron por medio de dos pruebas no
paramétricas, el anadlisis de la variancia de Kruskall-Wallis y la U de Mann-Whitney. Las
correlaciones entre las concentraciones de citocinas, o las de estos mediadores con los niveles
de hormonas, se estudiaron por medio del coeficiente de correlacién de rango de Spearman. Las
muestras se consideraron distintas cuando presentaron un nivel de significacion menor a 0,05.
Las comparaciones dentro de grupo se realizaron por medio de la prueba de rangos de Wilcoxon.
Debido a las caracteristicas de las variables en estudio, las medidas de tendencia central y
dispersion se presentan como mediana y percentilos 25 y 75 o bien, como media y error estandar

(SE). Estos analisis se realizaron utilizando el paquete estadistico Statview 5.1, 2000.
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3- RESULTADOS.

3.a- Descripcidn poblacional.

La poblacion estudiada se compuso de 59 individuos (22 normales; de los cuales 3
correspondieron al sexo femenino y 37 enfermos de TB; de los cuales 6 fueron mujeres. Las
mismas se distribuyeron a su vez de a 2 en cada grupo de severidad). La distribucion porcentual
de cada grupo se representa en la Figura 8. El promedio de edad fue de 45 afios + 5 (desvio

estandar), no existiendo diferencia entre los distintos grupos.

22%

37%

O Controles n=22
B Leves n=11

O Moderados n=13
19% O Severos n=13

22%

Figura 8: Distribucion porcentual de la poblacién estudiada.

En lo inherente a la forma de presentacion clinica de la TB, el analisis de los restantes
parametros considerados en el interrogatorio mostré que la TB pulmonar se acompano en un 57
% por el denominado Sindrome de Impregnacién Bacilar no encontrandose este sindorme
correlacionado con la severidad de la TB al momento del diagnéstico. Con respecto a los
registros de frecuencia cardiaca (FC) y respiratoria (FR), la primera se observé significativamente
elevada en el grupo de pacientes respecto del grupo control (p<0,001). Sin embargo, no existié
diferencia entre los subgrupos de enfermos. La FR se encontré asimismo significativamente
elevada en los grupos Moderados y Severos respecto de los grupos Control y Leves (p<0,01)
(Tabla 1).

Cuando se interrog6 acerca del tiempo de evolucién de la enfermedad, no se observaron
diferencias significativas entre los diferentes grupos de enfermos. Siempre se sostuvo que librada
a su evolucion natural, la TB progresa espontaneamente de un estadio al otro de severidad. Sin
embargo, en base a los datos aportados por la poblacion estudiada, el estadio de la enfermedad
al momento del diagdstico no se vinculd necesariamente con el tiempo de evolucion de la TB.

Todos los pacientes refirieron pérdida de peso desde el inicio de la sintomatologia. El

calculo del BMI demostrd que el mismo fue significativamente menor en el grupo de pacientes
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respecto de los Controles, el cual se mostré mas acentuado cuanto mayor fue la severidad de la
TB (Tabla 1 y Figura 9). El valor medio del grupo Control se encontré dentro de los valores
considerados de sobrepeso. En contraposicidn, en el grupo de pacientes, los valores medios
oscilaron entre valores situados en el limite inferior considerado de normalidad hasta valores de
bajo peso en el grupo Severos (National Institute of Health (1998) Obes. Res. 6 (Suppl2):51s-
209s).

Tabla 1: Parametros clinicos considerados en el momento del interrogatorio.

Grupo FC FR Tiempo de BMI
(latidos/min) | (inspiraciones/min) Evolucién (kg/m?)
(meses)
Control 76,5 15,4 ** (-) 27,3659
n=22 (1,957) (0,328) (0,633)
Leves 84 15,6 ** 3 22,054
n=11 (1,885) (0,527) (0,944) (0,864)
Moderados 87 18,923 5 21,186
n=13 (2,083) (1,332) (2,005) (1,085)
Severos 88,538 18,846 9,923 19,559
n=13 (1,567) (1,037) (6,340) (0,926)
P <0,001 <0,01 NS <0,0001

*, **, q diferencia con los grupos restantes, para cada parametro evaluado. Los datos se

expresan como promedios * SE.
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*
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@ Controles n=22 O Leves n=11
8 Moderados n=13 @ Severos n=13

Figura 9: Valores de indice de Masa Corporal para los distintos grupos de estudio expresados en

kg/m?2. * Difieren del grupo Control p<0,0001.
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Respecto a los habitos de etilismo y tabaquismo se observé que para el primero de ellos,
no se presentaron individuos etilistas en el grupo Control. Dentro de los enfermos tuberculosos,
el 27 % de los mismos presenté dicho habito. Sin embargo, no se observé asociacion entre el
etilismo y la severidad de la TB. La prevalencia del habito de fumar fue uniforme en todos los
grupos de estudio. El 38 % de los individuos evaluados fumaban, porcentaje que se mantuvo
cuando se analizaron Controles y pacientes TB por separado. Tampoco fue posible vincular la
prevalencia del habito de fumar con la severidad de la TB. Mientras ningun individuo del grupo
Control presento Enfermedad Pulmonar Obstructiva Cronica (EPOC), el 18,9 % de los fumadores
TB la padecian. En todos los casos de enfermos TB con EPOC, la presencia de la TB agravé la
sintomatologia de la misma, haciéndola muchas veces resistente al tratamiento habitual de la
EPOC.

También fue tomada en cuenta la vacunacion con BCG. Se consideraron siempre como
vacunados los individuos que recibieron dos dosis de BCG. En la tabla 2 y figuras 10 y 11 se
representan la distribuciéon por grupo de los individuos vacunados y no vacunados. El 95,45 % de
los Controles recibieron el esquema completo de vacunacion mientras que solo el 54 % de los
enfermos tuberculosos fueron debidamente vacunados. Asimismo, el porcentaje de vacunados
dentro de este ultimo grupo disminuyd conforme se incremento la severidad de la enfermedad.
En base a lo expuesto, los datos presentados corroborarian el propuesto rol protector de la
vacuna sobre el desarrollo de la TB; no evitando la infeccién con MTB, sino previniendo un curso

mas térpido de la enfermedad.

Tabla 2: Distribucién por grupo de los individuos vacunados y no vacunados con BCG.

Grupo BCG BCG
Si No
Control 21 1
n=22 (95,455 %) * (4,545 %)
TBC 20 17
n=37 (54,054 %) (45,946 %)
Leves 9 2
n=11 (81,818 %) (18,182 %)
Moderados 9 4
n=13 (69,231 %) (30,769 %)
Severos 2 11
n=13 (15,385 %) (84,615 %)

* Diferencia con los pacientes Severos, p<0.0001 (prueba exacta de Fisher)
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Figura 10. Distribucién por grupo dentro Figura 11. Distribucion por grupo dentro
de la poblacion de individuos vacunados de la poblacion de individuos no
con BCG. vacunados con BCG.

Respecto a los parametros considerados en el laboratorio, se detallan en la tabla 3 los
resultados del hemograma. Los pacientes presentaron valores de hematocrito y hemoglobina
significativamente menores que los individuios Controles. Es muy probable que se haya tratado
en la mayoria de los casos de anemias normociticas normocrémicas que frecuentemente suelen
acompafnar a enfermedades de evolucién crénica.

Con respecto a la féormula leucocitaria, si bien no existieron diferencias significativas entre
los grupos en base al recuento de leucocitos, si se encontraron diferencias en la distribucion de
la formula. Los pacientes se mostraron linfopénicos, difiriendo significativamente respecto de los
Controles. Tal diferencia se mantuvo para todos los subgrupos de severidad. Entre los pacientes
sin embargo, no existieron diferencias significativas en cuanto al porcentaje de linfocitos respecto
del total de blancos. Tampoco se observaron diferencias entre los grupos respecto de los
porcentajes de monocitos, polimorfonucleares, proteinas totales, uremia y glicemia. Respecto a
este ultimo parametro, en el total de individuos estudiados se encontraron 6 personas diabéticas;
ninguno de los cuales pertenecié al grupo Controles. Dentro del grupo de pacientes, 4
pertenecieron al grupo Moderados, 1 al grupo Leves y el ultimo al grupo Severos. En todos los

casos, la preexistencia de esta enfermedad fue desconocida.
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Respecto de la VES, a pesar de la importante variacion dentro del grupo de pacientes, la
diferencia entre los distintos subgrupos de severidad y los Controles fue siempre significativa,

aunque entre los distintos grupos de enfermos no se hallaron diferencias.

Tabla 3: Parametros de laboratorio.

Grupo Hematocrito | Hemoglobina | Blancos | Linfocitos | Monocitos | Glicemia| VES
(%) (gr/di) Totales (%) (%) (mg/dl) |(mm/hr)
(miles)
Control 45,50 * 15,10 ** 6050 40,00 1 3,50 62,50 | 3,50§
n=22 (1,5) (0,70) (1550) (0,70) (0,50) (4,50) (1,50)
Leves 32,25 11,50 9350 11,00 2,50 99,50 75,00
n=11 (7,25) (1,40) (2850) (2,00) (0,50) (15,50) | (57,00)
Moderados 35,02 11,16 11320 14,16 4,25 144,750 | 89,750
n=13 (2,83) (0,69) (2125,65)| (4,21) (1,436) | (51,869) |(26,884)
Severos 29,60 * 9,54 10444 13,03 3,66 101,80 | 66,20
n=13 (2,38) (0,58) (1883,64)| (3,03) (0,759) | (19,314) ((15,756)
p <0,01 <0,01 NS <0,004 NS NS 0,05

*, ** 1, § diferente de los restantes grupos segun los parametros evaluados.

Nota: los valores de neutréfilos, eosindfilos, baséfilos, uremia y proteinas totales no se detallan junto a la

férmula leucocitaria ya que no existieron diferencias entre los grupos.
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3.b- Efectos de GC y DHEA sobre la linfoproliferacion.

En una primera aproximacion fue de interés determinar si existian diferencias en cuanto a
la respuesta linfoproliferativa que mostraban los pacientes TB con distinta severidad respecto de
los resultados obtenidos en los Controles.

Como puede apreciarse en la figura 12, donde se representan las proliferaciones basales
y estimuladas con Tso, la respuesta que mostraton los pacientes frente al Tso (expresada en
cuentas por minuto (cpm)) fue signigicativamente menor a la que se evidencié en los Controles
(Controles: 15949,23 + 4263,56 vs TB: 6893,13 + 1450,27 ; p=0,0216). Al considerar el grado de
afectacion pulmonar fue evidente que la menor capacidad de respuesta al antigeno se presento
con mayor intensidad en las formas severas (5345,12 + 1867,43 ; p=0,049). Mas aun, tal
capacidad de respuesta antigeno especifica, tendié a disminuir conforme se incrementé la
severidad de la TB (misma figura).

El agregado de alcohol (Ol 0,04%) en la forma que se utiliza para disolver las hormonas
no caus6 modificaciones en la capacidad linfoproliferativa de CPM y arrojo cpm similares a las
halladas para los cultivos sélo estimulados con Tso, por lo que los resultados correspondientes
no se grafican (Valores medios + SE: Controles: 14657,72 + 3463,23 ; Leves: 9192,69 + 3284,76
; Moderados: 7199,30 + 2255,40 ; Severos: 5701,092 + 1938,16. Controles vs Severos p<0,05).

B Proliferacion Basal B Proliferacion Estimulada con Tso

cpm 25000
25000
§
20000 =
20000 T 15000 —
10000 T
15000 - J j j B
0 4
Controlesn=22 Levesn=8 Moderadosn=12 Severosn=11
10000
*
5000
O A T

Controles n=22 TBC n=35

Figura 12 : Proliferacion de CPM provenientes de individuos normales y enfermos de TB
pulmonar, estimuladas o no con Tso (media de las cpm + SE).

Comparacion entre grupos: § p=0,049 vs pacientes Severos y *p=0,0216 vs Controles
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La respuesta inespecifica frente a ConA también se hallé descendida en los tres grupos
de pacientes, aunque en este caso tanto el grupo Leves como el Severos presentaron los valores
mas bajos: Controles: 41314,20 + 10307,45 ; Leves: 17094,45 + 4311,53 , p=0,001; Moderados:
23253,04 + 4925,06 , p=0,003; Severos: 16696,75 + 6515,73 , p=0,001; TB: 19256,94 + 2844,56 ,
p<0,0001 (Figura 13).

B Proliferacion estimulada con Tso O Proliferacion estimulada con ConA
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0 . i . i

Controles n=22 Leves n=11 Moderados n=13 Severos n=11

Figura 13: Proliferacion de CPM provenientes de individuos normales y enfermos de TB pulmonar
de diferente severidad, estimulada con Tso o Con A (media de las cpm + SE).
Difieren del grupo Controles: *p=0,049 pacientes Severos y *p<0,003 Leves, Moderados y

Severos.

Cuando se procedid a estudiar el efecto de las hormonas esteroideas sobre la
proliferaciéon de las CPM ante el estimulo con Tso, se observoé que el agregado de DHEA no
ocasioné cambios significativos en la respuesta cuando se la comparé con los resultados de los
mismos grupos sin tratamiento hormonal (Figura 14). Al igual que lo constatado en los cultivos sin
hormonas, la respuesta de los pacientes fue inferior a la de los Controles con diferencias

significativas para las distintas concentraciones utilizadas del andrégeno adrenal.
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Figura 14: Efecto de DHEA en concentraciones crecientes sobre la proliferacién estimulada con
Tso de CPM provenientes de individuos normales y enfermos de TB de diferente severidad
(media de cpm * SE).

Difieren de los respectivos Controles: *p=0,049 ; §p<0,043 ; #p<0,05 ; &p<0,04 ; +p<0,03.

Los cultivos en los cuales se agregé cortisol presentaron una importante inhibicion de la
respuesta proliferativa, tanto en pacientes como en Controles, que en el caso de la dosis 10 M
resultd ser significativamente inferior a la registrada en los cultivos controles sin hormonas (Tabla
4). Asimismo, fue notorio el efecto inhibidor dosis dependiente de cortisol sobre la proliferacion
celular. Mientras que con cortisol 10® M disminuyd la prolifeacién celular entre un 50 y 70 %,
cortisol 10”7 M solo lo hizo en un 10-40 % (Figura 15).
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Tabla 4. Respuesta proliferativa de CPM frente a la estimulacion especifica con el antigeno Tso
pertenecientes a individuos normales y enfermos de TB de diferente severidad. Los cultivos
fueron estimulados durante 5 dias en presencia o ausencia de cortisol. Los datos corresponden a

los valores de cpm crudos, expresados como mediana y percentilos 25y 75.

Tratamiento Grupos
Controles Leves Moderados Severos

12748 2571 6487 4243
Tso (7839-20834) (1474-11049) (1593-16439) (600-7356)|

Tso + 2571 881 1135 1826
Cortisol 10° M (1333-8376)* (442-7857) (469-4620)* (359-3563)*

Tso + 8794 1496 3509 2791
Cortisol 107 M (3256-13994) (1124-3611) (794-6380) (498-12907)

Difieren de Controles, Y[ p<0,04
*Comparaciones entre grupos: Cultivos estimulados con Tso vs cortisol (10°M), Controles
(p<0.01), Moderados (p<0.025), Severos (p<0.05).

Para tener una mejor idea del efecto de las hormonas esteroideas sobre la respuesta ante
antigenos del MTB se procedi6 a calcular el indice de estimulacién (ITso) que surge de dividir las
cpm de los cultivos estimulados en presencia de DHEA o cortisol / cpm de los cultivos
estimulados sin hormonas. Los resultados de la figura 15 sefialan que en la concentracion de 10”7
M, DHEA fue capaz de potenciar la respuesta al Tso de los pacientes Leves (1,205 + 0,144) con
diferencias significativas respecto de los Controles (0,935 + 0,048 ; p=0,037). Por su parte, DHEA
10 M, lo hizo sobre los pacientes Severos (1,185 + 0,095), difiriendo éstos significativamente de
pacientes Moderados (0,936 + 0,072 ; p=0,025 ) y Controles (0,992 + 0,045 ; p<0,05).

El Cortisol por su parte mostré para ambas concentraciones estudiadas una capacidad de
inhibicion que tendié a ser mas importante cuanto mayor fue la respuesta de determinado grupo
frene al antigeno Tso. Para cortisol 107 M, la proliferaciéon de CPM de pacientes Severos (0,851
+ 0,131) fue la menos afectada por esta hormona, difiriendo significativamente de pacientes
Moderados (0,612 + 0,052) y Controles (0,633 + 0,035 ; p=0,037) (misma figura).
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Figura 15: Efectos de DHEA o cortisol sobre la proliferacion de CPM estimuladas con Tso en
individuos normales y enfermos de TB de diferente severidad. Los cultivos fueron estimulados
durante 5 dias en presencia y ausencia de hormonas esteroideas. Los valores son expresados
como el valor medio + SE del ITso (cpm en cultivos estimulados con Tso adicionados de DHEA o
cortisol / cpm en cultivos soélo estimulados con Tso).

* Difieren estadisticamente de los pacientes Leves p<0.04

§ Difieren estadisticamente de los pacientes Severos p<0,05 ; & p<0,037

En una instancia siguiente se analizd el efecto del agregado de cortisol y DHEA (como
antagonista natural de cortisol), sobre la linfoproliferacion inducida por Tso. Como se observa en
la siguiente tabla, el agregado en simultdneo de DHEA no logré revertir en ninguno de los casos

la supresion mediada por cortisol.
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Tabla 5. Respuesta proliferativa de CPM frente a la estimulacion especifica con el antigeno Tso
pertenecientes a individuos normales y enfermos de TB de diferente severidad. Los cultivos
fueron estimulados durante 5 dias en presencia o ausencia de hormonas esteroideas solas o en
combinacion. Los datos corresponden a los valores de cpm crudos expresados como mediana y

percentilos 25y 75.

Tratamiento Grupos
Controles Leves Moderados Severos
12748 2571 6486 4243
Tso (7839-20834) (1474-11048) (1592-16439) (600-7356) *
Tso + 2570 880 1135 1826
Cortisol 10°M | (1333-8376) § (441-7857) (469-4620) § (359-3563) §
+ DHEA 10" M 3219 809 1725 1580
(840-9486) (554-4881) (488-5533) (449-4314)
+ DHEA 10 M 2675 906 1122 1669
(1034-8857) (471-7925) (512-4785) (419-4742)
+DHEA 10° M 2793 760 890 1831
(755-9084) (490-5284) (552-6847) (467-4496)
+ DHEA 10'° M 2217 809 895 2166
(822-8990) (498-5812) (713-5942) (464-3070)
Tso + 8794 1496 3509 2791
Cortisol 10" M (3256-13994) (1124-13611) (794-6380) * (498-12907)
+DHEA 10" M 9526 1331 3630 3067
(2832-15072) (1152-8393) (711-7286) (5655-11401)
+DHEA 108 M 7092 1501 3107 3382
(3254-15200) (1237-9785) (664-10355) (579-11326)
+DHEA 10° M 7807 1489 3170 2997
(2838-13994) (870-9380) (926-9922) (568-10052)
+DHEA 10"° M 7330 1543 4057 2645
(3063-13965) (1133-10109) (443-7039) (483-9819)

Difieren de Controles, *p<0,049
§Comparaciones entre grupos: Cultivos estimulados con Tso vs cortisol (10°M), Controles
(p<0.01), Moderados (p<0.025), Severos (p<0.05).

Como se presenta en la figura 16, efectuando el analisis en base a los ITso, si pudo
observarse que la adicién de DHEA (en todas las concentraciones estudiadas) a los cultivos con

cortisol 10° M generd un incremento de estos indices en los pacientes Severos; los cuales
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superaron al ITso para cortisol 10 M solo. Ello generé diferencias significativas respecto del
grupo Controles para todos los tratamientos combinados, asi como respecto de pacientes Leves
y Moderados para la combinacion con DHEA 10° M, y respecto a pacientes Moderados para la
combinacion con DHEA 10® M. Sin embargo, en ninguno de los casos fue posible revertir
totalmente la inhibicién mediada por cortisol sobre la proliferacion de CPM. Tampoco fue posible

hallar diferencias entre los tratamientos que combinaron DHEA entre si para cada grupo.
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0,75 -
[ L7
8 &
0,45 - T T T T
8§ N TS
+ *
0,3 1
0,15 -
0 = T T T
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Figura 16: Efecto del tratamiento simultaneo con cortisol y DHEA sobre la proliferacion de CPM
estimulada con Tso de individuos normales y enfermos de TB de diferente severidad. Las CPM
se co-cultivaron con Tso durante 5 dias en presencia y ausencia de hormonas esteroideas. Los
resultados se expresan como el valor medio + SE del ITso (cpm en cultivos estimulados con Tso
adicionados de DHEA en diferentes concentraciones y cortisol 10 M / cpm en cultivos sdlo
estimulados con Tso). Los ITso correspondientes a los cultivos sin tratamiento hormonal (ITso =
1) se grafican como unica barra unica en rojo. Aquéllos ITso provenientes de cultivos solo
tratados con cortisol 10°M se incluyeron en el gréafico para una mejor apreciacion de los
resultados. Difieren significativamente de los pacientes Severos: Controles *p=0,022, §p=0,011,
&p=0,002 y +p=0,009 ; Leves y Moderados &p<0,050 y Moderados §p=0,030.
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Como se muestra en la figura 17, la inhibicion de la linfoproliferacién especifica mediada
por cortisol 107" M, tanto de individuos normales como de enfermos de TB, fue mucho menor que
la inducida por cortisol 10°¢ M; siendo los pacientes Severos los mas resistentes a la misma.
Tampoco pudo revertirse en los tratamientos combinados con cortisol 10" M el efecto inhibidor
mediado por GC. Y al igual que en aquellos que combinaron las distintas dosis de DHEA con
cortisol 10°M, no existieron diferencias entre los mismos dentro de cada grupo de estudio.
Debido a la menor inhibicion observada en pacientes Severos, se hallaron diferencias

significativas entre los ITso de los mismos respecto de los de Controles y enfermos Moderados.

B Proliferacion con Tso oGC10-7 @ GC 10-7 + DHEA-10
@ GC 10-7 + DHEA-9 B GC 10-7 + DHEA-8 B GC 10-7 + DHEA-7

ITso 1,2

Controles n=22 Leves n=11 Moderados Severos n=11

Figura 17: Efecto del tratamiento simultaneo con cortisol y DHEA sobre la proliferacion de CPM
estimulada con Tso de individuos normales y enfermos de TB de diferente severidad. Los cultivos
fueron estimulados durante 5 dias en presencia y ausencia de hormonas esteroideas. Los
resultados se expresan como el valor medio + SE del ITso (cpm en cultivos estimulados con Tso
adicionados de DHEA en diferentes concentraciones y cortisol 107 M / cpm en cultivos solo
estimulados con Tso). Los ITso correspondientes a los cultivos sin tratamiento hormonal (ITso =
1) se grafican como unica barra unica en rojo. Aquéllos ITso provenientes de cultivos sélo
tratados con cortisol 10’M fueron incluidos en el grafico para una mejor apreciacién de los
resultados. Difieren significativamente de los pacientes Severos: Controles y Moderados
*p<0,037, §p<0,04, &p<0,03 y solo Moderados +p=0,030.
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3.c- Efectos hormonales sobre Ila sintesis de citocinas in vitro.

Tras el estudio de la blastogénesis, se efectuaron las evaluaciones de citocinas en SN de
cultivos de CPM de 36 hs y 4 dias. Las mediciones de IFN-y en los SN de cultivo de 36 hs de las
células estimuladas con Tso sin el agregado de hormonas se resumen en la tabla 6. Como
puede observarse, la presencia de IFN-y fue en todos los casos menor en los pacientes y mas
aun en las formas severas, en quienes la diferencia se hallaba muy cerca del nivel de significado
estadistico. El estimulo con Tso, generé tanto en Controles como en pacientes un incremento en
la produccion de este mediador, el cual no fue modificado significativamente con el agregado de

Ol en la concentracién utilizada para disolver las hormonas (0,04%).

Tabla 6: Concentraciones de IFN-y en sobrenadantes de cultivo de CPM estimulados con Tso,
provenientes de sujetos normales y enfermos de TB (cultivos de 36 horas). Los datos representan

la mediana y percentilos 25 y 75 (pg/ml).

Grupos Basal Tso Tso +
01 0,04%
Controles 10,7 109 122
n=13 (4,7-12,5)| (33,4-263) | (16,4-532)
Leves 4.7 48,6 27
n=9 (4,7-14) | (31-97,2) |(15,2-73,8)
Moderados 8,4 33,9 40
n=11 (4,7-14,4) | (27,3-184,7) | (23,6-255)
Severos 47 25,5 27,6
n=7 (4,7-11,5) | (23,6-48,6) |(12,8-42,6)

Los resultados correspondientes a cultivos en los cuales se agregaron cortisol o DHEA en
diferentes concentraciones se hallan representados en la siguente tabla. Las comparaciones
dentro de cada grupo entre los cultivos realizados en presencia o ausencia de hormonas
indicaron que cortisol, fundamentalmente en la concentracion 10 M, tendid a reducir la
produccion de IFN-y. Esta reduccion fue significativa para el grupo de pacientes Severos respecto
de los cultivos no tratados con este GC (p<0.05). Por su parte, el agregado de DHEA en
diferentes concentraciones a los cultivos, no ocasiond cambios significativos en los niveles de
IFN-y determinados en los SN, respecto de los cultivos no tratados con el andrégeno. Esta
observacion se repiti6 para todos los grupos estudiados. Las comparaciones entre grupos,

mostraton que los individuos normales presentaron en los SN niveles de IFN-y significativamente
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superiores a los hallados en el grupo de pacientes Severos; observacion que se repitié para todas
las concentraciones de DHEA estudiadas.

Tabla 7: Concentraciones de IFN-y en sobrenadantes de cultivo de 36 horas de CPM
provenientes de sujetos normales y enfermos de TB, estimulados con Tso y adicionados de GC
o DHEA en diferentes concentraciones. Los datos representan la mediana y percentilos 25 y 75)
(pg/ml).

Grupo Sin Hormona 10-6 M 10-7 M 10-8 M 10-9 M 10-10 M
Cortisol | Cortisol
Controles 109 31 54
n=13 (33.4-263) |(4.7-54.5)| (18-139)
DHEA DHEA DHEA DHEA
115 * 994 * 112 * 115 *
(36.6-262) | (31.4-265) | (39.3-455) | (28.3-271)
Leves 48.6 Cortisol | Cortisol
n=9 (31-97.2) 14 30.9
(4.7-26) |(11.6-41.7)
Moderados 33.9 Cortisol | Cortisol
n=11 (27.3-185) 26 24
(13.8-37) | (18-117)
Severos 25.5 Cortisol | Cortisol
n=7 (23.6-48.6) 10.4 ** 12
(4.7-12) | (4.7-30.9)
Leves 48.6 DHEA DHEA DHEA DHEA
n=9 (31-97.2) 28 39 30.8 42.6
(11-126) (17-96) (17-67) (12-89)
Moderados 33.9 DHEA DHEA DHEA DHEA
n=11 (27.3-185) 45 34 46.8 46
(33-206) | (29-171) | (35-189) | (32-242)
Severos 25.5 DHEA DHEA DHEA DHEA
n=7 (23.6-48.6) 14 14.5 21 18
(9.3-41) (4.7-61) (4.7-35) (4.7-39)

*diferencia con los pacientes Severos, p<0.05

**diferente de los cultivos sin tratamiento, p<0.05

Al analizar los resultados correspondientes a los cultivos tratados en forma simultantea
con ambas hormonas, se constaté que los niveles de IFN-y (para cualquiera de las dosis de
DHEA utilizadas en la combinacién) se mantuvieron bajos como en los cultivos sélo tratados con
cortisol (Tabla 8). Los Controles por su parte, siguieron mostrando niveles superiores de IFN-y

respecto de los casos Severos.
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Tabla 8: Concentraciones de IFN-y en SN de 36 hs de cultivo de CPM provenientes de sujetos

normales y enfermos de TB, estimulados con Tso y adicionados con cortisol 10'6M y DHEA en

concentraciones decrecientes. Los datos representan la mediana y percentilos 25 y 75 (pg/ml).

Grupo Sin Cortisol | DHEA DHEA DHEA DHEA
Hormona | 446 \i | p10" M |D108 M| D10° ™M |D1071%m
Controles 109 31 28.3* 25 19.5 20.4

n=13 (33.4-263) |(4.7-54.5)((8.9-53.4)| (4.7-59) | (9.3-58) | (10-56)

Leves 48.6 14 14 15 174 14
n=9 (31-97.2) | (4.7-26) | (4.7-29) | (4.7-24) | (4.7-28.7) | (4.7-19)

Moderados 33.9 26 21.4 13 27 22
n=11 (27.3-185) | (13.8-37) | (14-28) | (5.5-28) | (9.8-41) |(4.7-35.7)

Severos 255 10.4 55 10.7 10.7 12
n=7  [(23.6-48.6)|(4.7-11.8)| (4.7-14) | (4.7-21)| (5.5-32)| (4.7-27)

Diferencia con las formas severas, *p<0.05

El analisis de las combinaciones realizadas con cortisol 10'7M, permitieron arribar a las
mismas conclusiones y dado que no aportan mayores datos, no son presentados.

A continuacion se procedid a efectuar las determinaciones en los sobrenadantes
recolectados tras 4 dias de cultivo. Como se muestra en la tabla 9, las concentraciones de IFN-y
fueron superiores a las detectadas en los cultivos de 36 hs en todos los grupos, salvo en el grupo
de pacientes Severos, quienes continuaron mostrando niveles descendidos de esta citocina, los

cuales fueron estadisticamente diferentes del grupo Controles.
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Tabla 9: Concentraciones de IFN-y en sobrenadantes de cultivo de CPM provenientes de sujetos

normales y enfermos de TB (cultivo de 4 dias). Los datos representan la mediana y percentilos

25y 75 (pg/ml).

9l diferente del resto, p<0.05 y § diferencia con Controles, p<0.04

Grupo Basal Tso Tso alas 36 hs
Controles 32 448 48.6
n=8 (8-44.7) |(188-1433) (31-97.2)
Leves 40 255 48.6
n=6 (26.5-63) | (36-814) (31-97.2)
Moderados 28 188 33.9
n=7 (26.5-43.5)| (52-824) (27.3-184.7)
Severos 4.7 9 23§ 25.5
n=6 (4.7-4.7) | (13.5-203) (23.6-48.6)

El analisis de los resultados obtenidos cuando se agregé cortisol o DHEA a los cultivos, se

representa en la tabla 10. Al igual que lo observado en las mediciones de 36 hs, los SN de las

CPM tratadas con cortisol 10° M presentaron menores concentraciones de IFN-y, las cuales

fueron estadisticamente significativas respecto de los cultivos sin tratar para el caso de los

Controles y pacientes Severos. El tratamiento con DHEA no generé modificaciones significativas

en los niveles de este mediador cuando cada grupo fue comparado con su contraparte sin

hormona. Pudo observarse, sin embargo, que al igual que los Controles los pacientes Leves y

Moderados también presentaron niveles significativamente aumentados de IFN-y respecto de los

casos Severos.
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Tabla 10: Concentraciones de IFN-y en sobrenadantes de cultivo de CPM de sujetos normales y
enfermos de TB, estimulados con Tso y adicionados de GC o DHEA en diferentes

concentraciones (cultivos de 4 dias). Los datos representan la mediana y percentilos 25 y 75

(pg/ml).

L Sin - 40%M | 107mM | 10%m | 10°m | 10'%m
Hormona
Cortisol | Cortisol
Controles 448 65 ** 166
n=38 (188- (30-75) | (77-253)
1433) DHEA DHEA DHEA DHEA
497 * 433 * 416 * 433 *
(290-776) | (171-709) (60-818) (217-637)
Leves 255 Cortisol | Cortisol
n=6 (36-814) 163 227
(31-271) | (28-470)
Moderados 188 Cortisol | Cortisol
n=7 (52-824) 91 87
(34-406) | (31-726)
Severos 23 Cortisol | Cortisol
n=6 (13.5-203) | 4.7 ** 4.7
(4.7-4.7) | (4.7-4.7)
Leves 255 DHEA DHEA DHEA DHEA
n=6 (36-814) 3009 236 9 416 9 309 1
(39-514) (38-601) (60-818) (61-460)
Moderados 188 DHEA DHEA DHEA DHEA
n=6 (52-824) 339 § 186 § 321§ 235§
(39-761) (49-845) (43-1713) | (47-1039)
Severos 23 DHEA DHEA DHEA DHEA
n=6 (13.5-203) 8.8 4.7 4.7 15.5
(4.7-39) (4.7-44) (4.7-41) (4.7-47)

* Diferencia con los pacientes severos *p<0.01, q p<0.02, § p<0.02

**Diferente del cultivo sin tratamiento, p<0.05

En la tabla 11 se presentan los resultados de los experimentos en los cuales los cultivos
fueron tratados simultaneamente con cortisol 10¢ M y DHEA en distintas concentraciones. Como
puede advertirse, el agregado de DHEA (en cualquiera de las concentraciones estudiadas) no
modificé la reduccién generada por cortisol en los niveles de IFN-y. Dado que los cultivos
combinados con cortisol 107 M arrojan las mismas conclusiones que para la dosis mas
concentrada de cortisol y tampoco a los 4 dias de cultivo aportan mayores datos, los respectivos

resultados no se presentan.
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Tabla 11: Concentraciones de IFN-y en sobrenadantes de cultivo de CPM de sujetos normales y

enfermos de TB, estimulados con Tso y adicionados con cortisol 107°m y DHEA en
concentraciones decrecientes (cultivos de 4 dias). Los datos representan la mediana y percentilos
25y 75 (pg/ml).

Grupo |Sin Hormona | Cortisol D10'7 M D10'8 M D10'9 M D10'10 M
-6
10" M
Controles 448 65 43~ 60 * 46 * 39*
n=8 (188-1433) | (30-75) | (22-84) | (35-101) |(19.5-68.6)| (34-74)
Leves 255 163 1779 58 1229 94 9
n=6 (36-814) (31-271)| (9-217) | (13-189) | (18-308) | (31-281)
Moderados 188 91 37.6 52 44 § 398§
n=6 (52-824) (34-406) | (28-122) |(4.7-147)| (28-137) | (16-172)
Severos 23 4.7 4.7 4.7 4.7 4.7
n=6 (13.5-203) |(4.7-4.7)|(4.7-19.6) | (4.7-4.7) | (4.7-4.7) | (4.7-4.7)

*, QI vy § diferente de los pacientes Severos p<0.05

En continuidad con los objetivos del estudio, también se efectuaron las mediciones de
TNF-a. Como puede observarse en la tabla 12, los SN de CPM provenientes de los enfermos
presentaron niveles menores de este mediador, fundamentalmente en las formas avanzadas; que
para el caso de la produccion Basal y la inducida por ConA resultd ser estadisticamente
significativa respecto de los Controles. Las concentraciones halladas en este grupo también se

situaron por encima de los enfermos Moderados.
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Tabla 12: Concentraciones de TNF-a. en SN de cultivo de CPM de sujetos normales y enfermos

de TB (cultivos de 36 hs). Los datos representan la mediana y percentilos 25 y 75 (pg/ml).

Grupos Basal Tso Tso + Ol Con A
0.04%

Controles 17 o 60.8 31 26.2~
n=12 (14.2-31.1) | (36.6-252.4) | (18.4-199.8) | (21.1-313.8)
Leves 10.7 23.2 20 24
N=10 (7.8-24.5) | (12.8-211) | (13.8-239.8) | (12.3-53.0)

Moderados 17.7 26.7 27.5 18.5*
N=11 (10.3-37.5) | (13.2-51.4) | (23.7-173.7) (9.8-23.8)

Severos 78 ¢ 13.9 13.8 8.6 *
n=9 (7.8-8.2) | (9.2-138.4) | (10.0-93.4) (7.8-10.5)

+ diferencia con los pacientes Severos, p<0.01

* diferencia con los pacientes Severos p<0.003 y Moderados p<0.05

En coincidencia con lo observado en las mediciones de IFN-y, el agregado de cortisol
(sobre todo 10® M) logré descender los niveles de TNF-a, aunque la comparacion estadistica
soélo fue significativa para el caso de los cultivos de los Controles sin hormona (Tabla 13). Los
cultivos en los cuales se adicioné DHEA no presentaron mayores diferencias respecto de las
contrapartes con cortisol o no tratadas (misma tabla). Al analizar los cultivos tratados con cortisol
(10° M) y dosis crecientes de DHEA pudo observarse que en lineas generales esta Ultima
hormona no logré revertir el descenso en los niveles de TNF-a generado por cortisol, para

ninguno de los grupos de estudio (Tabla 14).
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Tabla 13: Concentraciones de TNF-a en SN de cultivo de 36 hs de CPM provenientes de sujetos

normales y enfermos de TB, estimulados con Tso y adicionados de GC o DHEA en diferentes

concentraciones. Los datos representan la mediana y percentilos 25y 75 (pg/ml).

T 27 10%m | 107m 108 M 10°m | 101%m
Hormona
Cortisol Cortisol
17.2* 27
(13.3- (17.2-45.4)
Controles 60.8 28.4)
n=12 (36.6-252.4) DHEA DHEA DHEA DHEA
33.1 67 28.7 62.1
(16.8- (17.1- (20.1-53.9) (19.8-
272.4) 168.7) 165.2)
Leves 23.2 Cortisol Cortisol
n=10 (12.8-211) 12.8 19.6
(7.8- (7.8-58.9)
121.6)
Moderados 26.7 Cortisol Cortisol
n=11 (13.2-51.4) 17.8 30.8
(9.4-46.5) (17.4-
164.4)
Severos 13.9 Cortisol Cortisol
n=9 (9.2-138.4) 9.9 13.8
(9.7-26.5) | (8.7-48.9)
Leves 23.2 DHEA DHEA DHEA DHEA
n=10 (12.8-211) 36.7 21.1 19.3 22.4
(16.4-71.6) | (7.8-238) (12.0- (9.8-61)
254.7)
Moderados 26.7 DHEA DHEA DHEA DHEA
n=11 (13.2-51.4) 42.4 49.4 20.0 24.9
(12.5-97.3) | (15-69.2) (13.2- (11-73.7)
214.7)
Severos 13.9 DHEA DHEA DHEA DHEA
n=9 (9.2-138.4) 13.5 13.6 43.4 31.9
(12.1- (10.5- (9.1-166.3) | (8.5-241.6)
100.7) 105.4)

*Diferente del cultivo sin tratar, p<0.05
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Tabla 14: Concentraciones de TNF-a en sobrenadantes de cultivo de 36 hs de CPM provenientes

de sujetos normales y enfermos de TB estimulados con Tso y adicionados con cortisol 10™°M y

DHEA en concentraciones decrecientes. Los datos representan la mediana y percentilos 25y 75

(pg/ml).

Grupo Sin Cortisol | DHEA DHEA | DHEA DHEA
Hormona | 456 | p1o?m | D108m | D102m | D100 m
Controles 60.8 172 174 23.7 18.2 20.8
n=12 | (36.6-252.4)|(13.3-28.4)| (10.6-39.2) | (12.9-53.9) | (16.6-26.3) | (15.7-30.7)
Leves 23.2 128 138 106 9.1 16.6
n=10 | (12.8-211) |(7.8-121.6)| (7.8-48.9) | (7.8-23.1) | (7.8-89.1) | (7.8-82.0)
Moderados|  26.7 178 22.0 20.6 22.1 20.6
n=11 | (13.2-51.4) | (9.4-46.5) | (11.1-167.2) | (16.6-59.6) | (13.5-60.3) | (10.6-172.8)
Severos 13.9 99 8.1 8.9 9.1 8.3
n=9 (9.2-138.4) | (9.7-26.5) | (7.8-11.9) | (7.8-25.3) | (7.8-12.7) | (7.8-11.3)

Del mismo modo que ocurriera para IFN-y, los cultivos combinados con cortisol 107 M
arrojaron las mismas conclusiones que para las combinaciones realizadas con la dosis mas
concentrada de esta hormona. Por tal motivo, los respectivos resultados no se presentan.

En lo que respecta a las mediciones en los cultivos de 4 dias, los valores obtenidos de
TNF-a se mostraron aun mas descendidos. Excepcion de esta observacion fueron los cultivos
Controles estimulados con ConA, donde se observaron concentraciones significativamente
superiores respecto de todos los grupos de pacientes (Tabla 15). Las comparaciones en cuanto
al efecto de las hormonas esteroideas sobre la produccién de este mediador no arrojaron
diferencias ya que los valores hallados se encontraron por debajo de la sensibilidad del método

utilizado para su determinacion.
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Tabla 15: Concentraciones de TNF-a en SN de cultivo de CPM provenientes de sujetos normales

y enfermos de TB (cultivos de 4 dias). Los datos representan la mediana y percentilos 25 y 75

(pg/ml).

Grupo Basal Tso Tso a las Con A Con Aalas
36 hs 36 hs
Controles 7.8¢2 8.9 60.8 108.4 q 26.2*
n=12 (7.8-7.8) | (7.8-113.5) (36.6-252.4) | (27.1-442.4) | (21.1-313.8)
Leves 7.82 14.3 23.2 16.0 24.0
n=10 (7.8-172.5) (12.8-211.0) (7.8-54.8) (12.3-53)
Moderados 782 10.9 26.7 7.8 18.5*
n=8 (7.8-156.2) (13.2-51.4) (7.8-39.5) (9.8-23.8)
Severos 782 14.2 13.9 7.8 8.6*
n=6 (7.8-35.5) (9.2-138.4) (7.8-7.8) (7.8-10.5)

@ Los valores se ubicaron siempre en el limite inferior de deteccién
*diferencia con los pacientes Severos p<0.003 y Moderados p<0.05

9l diferencia con los pacientes Severos p<0.005 y con los Moderados y Leves p<0.03

La tercer citocina evaluada fue IL-10. Seguidamente se presentan los resultados
correspondientes. Al igual que para las citocinas anteriormente analizadas, el tratamiento con Ol
en iguales concentraciones a las empleadas para disolver las hormonas, no generé efecto alguno
sobre la produccién de IL-10 en ninguno de los grupos de estudio. Los resultados
correspondientes a este tratamiento no se presentan ya que los niveles de esta citocina obtenidos
fueron similares a los determinados cuando los cultivos fueron sélo tratados con Tso, los cuales
se encuentran representados en la tabla 16.

El analisis correspondiente a las determinaciones de los niveles de IL-10 en SN de cultivo
de 36 hs, mostré que en los cultivos estimulados con Tso, esta citocina fue en todos los casos
superior en el grupo de enfermos TB respecto de los Controles. Sin embargo la tendencia
observada no alcanzé el significado estadistico (misma tabla). Cuando se analizaron los cultivos
estimulados inespecificamente con Con A, se observd en contraposicion a lo descripto
anteriormente, que los enfermos TB mostraban una produccion comparativamente menor de IL-
10, siendo ello mas pronunciado en los casos avanzados (misma tabla).

El tratamiento de cultivos estimulados con cortisol, generd sélo un leve descenso en la
produccion de IL-10 tanto en Controles como en pacientes Leves y Severos, mostrando a
diferencia de lo observado para las otras citocinas estudiadas, cierta resistencia al efecto

inhibitorio glucocorticoideo (misma tabla). En todos los casos no se hallaron diferencias respecto
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de los cultivos no tratados con esta hormona. Incluso no existieron diferencias en la produccion
de IL-10 cuando se compararon las dos concentraciones estudiadas del esteroide, ambas fueron
equipotentes en su efecto (los resultados correspondientes a cortisol 10”7 M no son presentados
ya que no aportan nuevos datos).

El agregado de DHEA a los cultivos estimulados tampoco generé cambios en la
produccién de IL-10 respecto de los cultivos no tratados con hormonas. Todas las dosis de
DHEA estudiadas fueron equipotentes en su efecto. En la tabla 16 se muestran los datos
correspondientes al tratamiento con DHEA 107 M como representativos de los restantes
tratamientos efectuados con esta hormona.

La misma conclusion se repiti6 cuando se analizaron los cultivos tratados con la
combinacion de cortisol (106 y 107M) y DHEA. En ninguno de los casos DHEA pudo revertir el
efecto, aunque leve, observado en los cultivos tratados sélo con cortisol. En la misma tabla se

muestran como representativos solo las combinaciones con cortisol 106 M.
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Tabla 16: Niveles de IL-10 en SN de cultivos de 36 hs de CPM pertenecientes a individuos

normales y enfermos de TB, estimulados con Con A o Tso en presencia o ausencia de cortisol y /

o DHEA. Los valores representan las medianas y los percentilos 25y 75) (pg/ml).

Grupos
Tratamiento Controles Leves Moderados Severos
n=13 n=10 n=11 n=9
11.3 8.6 13.6 14.8
ess (5.3-13.7) (4.6-52) (6.1-93.5) (5-20.6)
63.8 98 111 104.2
Tso (32.9-120) (36.5-226.3) (72.0-255.6) (54-154)
70 55.2 42.6 32.2
Con A (23.4-155.6) * | (12.9-126.5) (23.9-162.6) (21.5-37.7)
Tso + 52 59.2 119.6 64.7
Cortisol 10° M (21.4-97.1) (27.7-219.8) (42.4-211.4) (41.3-145.4)
Tso + 71 94.7 107.6 97.3
DHEA 107" M (41.3-94.1) (42.5-234.7) (75.3-251.6) (68.4-153.4)
Cortisol 10° M 39.3 58 99.8 64
+DHEA 107 M (21-106.9) (26.5-237.4) (54.3-168.8) (47.5-131)
+DHEA 10 M 43.7 64.3 119.5 54.5
(24.7-85.5) (27.4-250.3) (44.1-152.8) (45.3-137.8)
+DHEA 10° M 36.4 60.3 135.5 63.4
(18.6-81.6) (28.6-246) (42.4-210) (49.8-164.6)
+DHEA 10"° M 40 56.7 (27.6-238) 145 63.6 (47.8-102)
(19.6-78.3) 1 (43.7-212)

Significativamente diferente de pacientes Severos, * p<0.05

Significativamente diferente de pacientes Moderados, ] p=0,0346

Los resultados correspondientes a SN de 4 dias de cultivo mostraron que los pacientes

del grupo Severos presentaron niveles menores de IL-10 que el grupo Controles, aunque las

diferencias no alcanzaron significado estadistico (Tabla 17). La misma observacion pudo

realizarse para los SN de cultivo que fueron estimulados con Con A. En este caso, ambos

grupos difirieron significativamente (misma tabla). Como puede observarse, tampoco existieron

modificaciones significativas en los niveles de IL-10 a los 4 dias de cultivo respecto de los

hallados en cultivos mas tempranos, para todos los tratamientos efectuados y grupos de estudio.

Las conclusiones respecto del efecto de cortisol y DHEA, solos o en combinacion, repitieron
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aquellas realizadas para cultivos de 36 hs. En la tabla 17 se muestran: como representativos de
los tratamientos con DHEA, los resultados hallados para DHEA 10”7 M; como representativos de
los tratamientos con cortisol, a los resultados hallados para cortisol 10¢ M y como
representativos de los tratamientos combinados, a la combinacién de esta ultima dosis con las

diferentes dosis de DHEA estudiadas.

Tabla 17: Niveles de IL-10 en SN de cultivos de 4 dias de CPM pertenecientes a individuos
normales y enfermos de TB, estimulados con Con A o Tso en presencia 0 ausencia de cortisol y /

o DHEA. Los valores representan las medianas y los percentilos 25 y 75 (pg/ml).

Grupos
Tratamiento Controles Leves Moderados Severos
n=13 n=10 n=11 n=9
9.7 12.1 12.3 7.8
Basal (7.8-11.1) (9.4-24.3) (8.6-25.8) (7.8-16)
64.6 63.8 871 40.9
Tso (35.5-133) (46.7-173.6) | (37.1-125.2) (18.3-61)
140.2 109 116.5 14
L (77-255) # (28.3-112.3) | (60.8-149) § (9.5-44.6)
Tso + 56.7 38.8 84 29
Cortisol 10 M |  (36.4-79.2) (26-215.9) (48.2-124.4) (25.6-48)
Tso + 50.3 555 80.6 24
DHEA 107 M (40-119.2) (54.1-209.9) | (34.2-124.3) | (12.8-60.3)
Cortisol 10° M 52.3 41 83.9 40.6
+DHEA 10" M | (36.3-104.3) | (25.1-235.4) (39-114.2) (29-56.8)
+DHEA 10° M 46.5 35 84.9 36.6
(33.9-77.7) (26.4-200.5) | (55.4-115.7) (23-46.2)
+DHEA 10° M 50.8 385 72.7 50
(26.5-89.4) (26.3-194.4) (53.7-111) (24.3-67.2)
+DHEA 10° M 54.8 40.7 70.6 30
(29.7-81.2) (31.4-240) (54.4-109.9) | (19.5-46.7)

Comparaciones entre grupos: Diferentes de pacientes Severos, #p<0.02, §p<0.03
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3.e- Determinacion de citocinas y hormonas circulantes.

Se determinaron las concentraciones plasmaticas de IFN-y, como citocina representativa
de un patrén de respuesta inmune Th1, IL-10 como representativas de un patrén Th2; asi como
de citocinas proinflamatorias (TNF-a e IL-6) con conocido efecto activador del eje HPA.

En lo que respecta a IFN-y, en la figura 18 se representan las concentraciones
plasmaticas halladas. Los enfermos TB mostraron concentraciones plasmaticas superiores de
esta citocina respecto del grupo Controles, las cuales se incrementaron proporcionalmente a la
severidad de la TB (Medias en pg/ml + SE: Leves 38,8 + 4,665 ; Moderados 51,7 + 8,724 ;
Severos 62,9 + 13,522). Se hallaron diferencias significativas entre los grupos Controles (25,8 +
4,549) vs Moderados (p=0,03) y Severos (p=0,002).

pg/ml 90
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@ Controles n=17 O Leves n=11 O Moderados n=13 B Severos n=13

Figura 18 : Concentracion plasmatica de IFN-y (pg/ml + ES) hallada en individuos normales y

enfermos de TB pulmonar de diferente severidad. * Difieren Controles de Moderados p=0,03 y

Severos p=0,002.

Las concentraciones de IL-10, como se observa en la figura 19, mostraron un
comportamiento similar al del IFN-y. En el grupo de pacientes Severos se registraron las mayores
concentraciones plasmaticas de IL-10 (Media en pg/ml + ES : 12,9 + 2,116), las cuales difirieron
significativamente de los restantes grupos de estudio (Leves: 6,9 £ 0,983 , p=0,006 ; Moderados :
7,8 £1,098 , p=0,02 ; Controles : 6,3 + 1,241, p=0,001).

Resultados 77




pg/ml 18

15

12 7

\\

N

N

Controles n=16 O Leves n=11 @ Moderados n=11 @ Severos n=9

Figura 19 : Concentracion plasmatica de IL-10 (pg/ml + ES) hallada en individuos normales y

enfermos de TB pulmonar de diferente severidad. * Difieren los pacientes Severos de Leves
p=0,006; Moderados p=0,002 y Controles p=0,001.

Dentro de las citocinas proinflamatorias estudiadas, el TNF-a se observé tanto en el grupo
de enfermos como en el grupo Controles vecino al limite de deteccion del kit utilizado para su
determinacion. Dado que no se hallaron diferencias significativas entre los grupos no se muestran
los correspondientes resultados. IL-6 por su parte, incrementd sus concentraciones plasmaticas
proporcionalmente con la severidad de la TB (Medias en pg/ml + SE: Leves: 86,98 + 19,46 ,
Moderados: 131,5 + 25,495 , Severos 244,4 + 42,831) generando ello diferencias significativas
cuando los dos ultimos grupos se compararon con el grupo Controles (27,1 + 1,84); siendo los
valores de p=0,0016 y p<0,0001, respectivamente. Asimismo, dentro del grupo de pacientes TB,
el grupo Severos difirid singificativamente de los grupos Leves y Moderados (p<0,0001 y

p=0,0022, respectivamente) (Figura 20).
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Figura 20 : Concentracién plasmatica de IL-6 (pg/ml £ ES) hallada en individuos normales y

enfermos de TB pulmonar de diferente severidad. * Difieren Controles de pacientes Moderados
p=0,0016 y Severos p=0,0001; * Difieren pacientes Severos de Leves p<0,0001 y Moderados
p=0,0022.

Con el objetivo de realizar un perfil endécrino del grupo de pacientes y Controles y de esa
manera no solo evaluar el grado de activacion del eje HPA sino también el de los restantes ejes
que permanecen bajo control hipotalamo-pituitario, fueron determinados en plasma los niveles de
cortisol, DHEA, PRL, GH, testosterona, Ez, T3y T4.

En lo referente a los niveles de cortisol hallados en plasma, en la figura 21 se representan
las concentraciones medias en ng/ml £ ES. La concentracion plasmatica para el grupo TB fue de
232,57 £ 11,962 ng/ml, la cual se manifesto significativamente superior al valor correspondiente al
grupo Controles (182,62 + 15,022 ; p=0,012). Cuando el grupo TB fue analizado en funcion de la
severidad de la enfermedad, se observé que cada subgrupo difirié significativamente del grupo
Controles pero no entre si (Leves: 235,85 + 24,198 ; p=0,015 , Moderados: 239,87 + 23,089 ;
p=0,007 , Severos: 222,48 + 16,188 ; p=0,042 ) (Figura 23). Comparado con el grupo Controles,
los pacientes TB mostraron un incremento en las concentraciones plasmaticas de esta hormona

que oscilo entre un 30-40 %.
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Figura 21 : Concentracién plasmatica de

cortisol (ng/ml + ES) hallada en individuos

normales y enfermos de TB pulmonar.
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* Difieren de Controles p=0,012.
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Figura 22 : Concentraciéon plasmatica de

cortisol (ng/ml + ES) hallada en individuos

normales y enfermos de TB pulmonar de
diferente severidad. * Difieren Controles
de pacientes Leves p=0,015, Moderados
p=0,007 y Severos p=0,042.

Se efectuaron asimismo correlaciones entre las citocinas determinadas y cortisol. En el

grupo de enfermos TB, IL-6 se correlaciond significativamente con los niveles de cortisol

plasmatico, lo cual se mantuvo para los grupos Moderados y Severos. Este hecho corroboré el rol

activador del eje HPA de esta citocina (Figuras 23, 24 y 25).
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Figura 23 : Correlacion entre los niveles
plasmaticos de IL-6 y cortisol en el grupo
de enfermos TB sin discriminar la

severidad de la enfermedad.
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Figura 24
plasmaticos de IL-6 y cortisol en el grupo de

enfermos TB Moderados.
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Figura 25 : Correlacion entre los niveles plasmaticos de IL-6 y cortisol en el grupo de enfermos

TB Severos.

En contraposicion a lo observado respecto de cortisol, la concentracién plasmatica media

de DHEA (ng/ml £ ES) en el grupo de enfermos TB (3,85 £ 0,371) fue significativamente menor a

la hallada en el grupo Controles (12,13 £ 1,131 ; p<0,0001) (Figura 26). Mas aun, las

concentraciones plasmaticas de esta hormona disminuyeron proporcionalmente a la severidad de
la TB (Leves: 5,3 £ 0,945 , Moderados: 4,2 + 0,508 , Severos: 2,4 + 0,166 ), lo cual condujo en

todos los casos a diferencias altamente significativas cuando se compararon con el grupo

Controles (p<0,0001) (Figura 27). El porcentaje de disminucién de este androgeno adrenal oscilo

entre un 70 a 80 % dependiendo ello del grado de severidad de la enfermedad tuberculosa.
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Figura 26 : Concentracion plasmatica de

Figura 27: Concentracién plasmatica de
DHEA (ng/ml £+ ES) hallada en individuos P

DHEA (ng/ml = ES) hallada en individuos
normales y enfermos de TB pulmonar.

* Difieren de Controles p<0,0001 normales y enfermos de TB pulmonar de

diferente severidad. * Difieren de Conroles
p<0,0001.

Del mismo modo que fuera realizado para cortisol, se efectud la correlacion de esta
hormona con las citocinas plasmaticas determinadas, tras lo cual pudo observarse que en el grupo
Controles, los niveles plasmaticos de DHEA se correlacionaron negativamente con los de IL-6
(Figura 28).
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Figura 28 : Correlacion entre los niveles plasmaticos de IL-6 y DHEA en el grupo Controles.
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Posteriormente se procedio al calculo del indice cortisol/DHEA, el cual reveld que el mismo
no soélo era significativamente superior en el grupo de pacientes (Controles: 19,24 + 2,89 vs TB:
67,56 + 5,11; p<0,0001), sino que al considerar la severidad de la TB, éste se incrementaba de
forma significativa proporcionamente a la misma (Leves: 43,20 + 6,83, Moderados: 59,94 + 6,30 ,
Severos: 93,35 + 6,38). De este modo, se hallaron diferencias significativas no sélo respecto del

grupo Controles sino entre los diferentes subgrupos de severidades entre si (Figruas 29 y 30).

ng/ml 80 -
ng/ml 120
70 T
60 100 / T
40
60 1 /
30 o * *
T /
20 - 40
101 20 | %
o % /
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Figura 29 : indice cortisol / DHEA (media Figura 30 : indice cortisol / DHEA (media +
+ ES) hallada en individuos normales y ES) hallada en individuos normales vy

enfermos de TB pulmonar. * Difiere de enfermos de TB pulmonar de diferente
Controles p<0,0001. severidad. * Difiere de Controles p<0,001, *

Difiere de Severos p<0,0075.

Los resultados correspondientes a las mediciones de PRL (medias + ES, ng/ml) se
representan en la figura 31. Como puede observarse, los pacientes TB presentaron
concentraciones plasmaticas de esta hormona significativamente superiores (12,01 £ 0,092 ) a
las halladas en el grupo Controles (9,63 + 0,808 ; p=0,034). Al considerar en el grupo de
pacientes la severidad de la TB, se observé que los niveles de PRL se elevaron entre un 13-15 %
proporcionalmente a la severidad. Al realizar esta consideracion, soélo difirié significativamente del
grupo Controles el grupo de pacientes Severos (13,06 + 1,148 ; p=0,01) (Figura 32). En lo que
respecta a GH, los niveles plasmaticos (ulU/ml) hallados se observaron sorprendentemente
elevados en el grupo de pacientes (5,89 £ 1,059 ; Controles 0,53 + 0,035) conduciendo ello a una
diferencia altamente significativa entre ambos grupos (p=0,0004) (Figura 33). Si bien al

considerar los distintos subgrupos de pacientes, cada uno continud difiriendo del grupo Controles,
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no se hallaron diferencias singificativas entre los distintos subgrupos de severidad (Leves: 5,06 +

1,935, Moderados: 5,91 £ 2,114 , Severos: 6,56 + 1,634 (Figura 34).
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Figura 31 : Concentracion plasmatica de
P Figura 32 : Concentracion plasmatica de PRL

PRL (ng/ml + ES) hallada en individuos o
(ng/ml £ ES) hallada en individuos normales

normales y enfermos de TB pulmonar.

y enfermos de TB pulmonar de diferente
* Diferente de Controles p=0,034.

severidad. * Diferente de Controles p=0,01.
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Figura 33 : Concantracion plasmatica de GH Figura 34 : Concentracién plasmatica de GH

(media + ES, plU/mi) hallada en individuos (wlU/ml + ES) hallada en individuos normales y

normales y enfermos de TB pulmonar. enfermos de TB pulmonar de diferente severidad.

Diferente del grupo Controles p= 0,0004. * Diferente del grupo Controles p<0,02.
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El analisis de las hormonas sexuales testosterona y E», fue realizado tanto agrupando
ambos sexos como efectuando la discriminacion de los mismos. Como se detalla
seguidamente, en el caso de la testosterona la tendencia en los grupos de pacientes hombres y
mujeres es opuesta.

En primera instancia se analizaron los resultados sin discriminar el sexo de Controles
y pacientes. Los enfermos TB presentaron concentraciones plasmaticas de testosterona
significativamente menores con respecto al grupo Controles (Controles: 3,50 + 0,41, TB: 2,103
+ 0,241 ; p=0,0027) (Figrua 35); las cuales tendieron a decrecer conforme la enfermedad
incremento su severidad (Leves: 3,03 + 0,40 , Moderados: 2,71 + 0,39 , Severos: 1,85 + 0,45)
diferenciando significativamente al grupo Controles de Moderados y Severos (p= 0,02 y p=

0,0003, respectivamente) (Figura 36).
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Figura 35 : Concentraciéon Figura 36 : Concentracién plasmatica de
plasmatica de Testosterona (ng/ml + ES) Testosterona (ng/ml + ES) hallada en
hallada en individuos normales y individuos normales y enfermos de TB
enfermos de TB pulmonar sin discriminar pulmonar de diferente severidad sin
sexo. * Diferente del grupo Controles discriminar sexo. * Difieren de Controles
p<0,002. p<0,05.

Al considerar so6lo los individuos del sexo masculino, la tendencia descripta no sélo se
mantuvo, sino que disminuyeron las variancias intra grupo y se incrementaron los significados

hallados (Figuras 37 y 38). Se observé asimismo mejor el descenso progresivo de las
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concentraciones plasmaticas de testosterona conforme se incrementd la severidad de la
enfermedad (Controles: 3,99 + 0,35, TB: 2,49 + 0,253, Leves: 3,03 + 0,40, Moderados: 2,71 +
0,39 , Severos: 1,85 + 0,45). Ello se debié en primer lugar a que las mujeres presentan
habitualmente concentraciones plasmaticas de esta hormona mucho menores y en segundo
lugar, a que dentro del grupo de las pacientes el comportamiento de esta hormona en funcion

de la severidad de la enfermedad fue, como se detalla seguidamente, opuesto al descripto para

los hombres.
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Figura 37 : Concentracion plasmatica de Figura 38 : Concentracion plasmatica de
Testosterona (ng/ml + ES) hallada en Testosterona (ng/ml + ES) hallada en
individuos normales y enfermos de TB individuos normales y enfermos de TB
pulmonar de sexo masculino. * Diferente pulmonar de diferente severidad de sexo
de Controles p<0,0009. masculino. *, * Diferente de Controles p<0,02

y p<0,0003, respectivamente.

Las pacientes TB en contraposicion, presentaron niveles de testosterona plasmatica
significativamente superiores a los de las correspondientes Controles (Controles: 0,35 + 0,053
, 1B: 0,57 £+ 0,04; p<0,023) (Figura 39). A pesar de tratarse de muestras pequefas, la
separacion de las mismas por grupos de severidad, mostré que la testosterona plasmatica
tendié a incrementarse conforme a la severidad de la TB arrojando diferencias significativas
entre los grupos Leves (0,58 + 0,03) y Severos ( 0,65 + 0,06) respecto del grupo Controles
(p<0,028 y p<0,015 , respectivamente) (Figrua 40).
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Figura 39 : Concentracion plasmatica de
Testosterona (ng/ml + ES) hallada en
individuos normales y enfermos de TB

pulmonar de sexo femenino. * Diferente de
Controles p<0,023.
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Figura 40 : Concentracion plasmatica de

Testosterona (ng/ml + ES) hallada en

individuos normales y enfermos de TB
pulmonar de diferente severidad de sexo
femenino. * Diferente del grupo Controles
p<0,028.

Cuando se compararon las concentraciones de E, (pg/ml) sin discriminar sexo ni

severidad de la enfermedad, se vio que

los enfermos presentaron concentraciones

significativamente superiores a las de los Controles (TB: 44,52 + 4,53 , Controles: 28,69 + 1,55

; p=0,01) (Figura 41). Cuando se observo el comportamiento de cada grupo de severidad, los

niveles de E; se incrementaron proporcionalmente a la misma. El grupo Severos registro las

mayores concentraciones de esta hormona (57,73 + 10,86) difiriendo significativamente de los

restantes grupos (Moderados: 38,27 + 3,39 ; p=0,023 , Leves: 35,72 + 4,60 ; p=0,012 ,

Controles p=0,0002) (Figura 42).
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Figura 41: Concentracion plasmatica de Figura 42: Concentracion plasmatica de
Estradiol (pg/ml + ES) hallada en individuos Estradiol (pg/ml + ES) hallada en individuos

normales y enfermos de TB pulmonar sin normales y enfermos de TB pulmonar de
discriminar sexo. * Difieren del grupo diferente severidad sin discriminar sexo. *
Controles p=0,010. Difieren del grupo Severos p<0,02.

Al analizar los Controles y pacientes hombres, se observaron las mismas tendencias
que las recientemente descriptas. El grupo de pacientes TB difirié significativamente del grupo
Controles (TB: 36,44 + 1,89, Controles: 28,077 + 1,45 ; p=0,002); y a su vez, los niveles de E;
se incrementaron conforme a la severidad de la envermedad, difiriendo significativamente el
grupo Moderados y Severos del grupo Controles (Moderados: 38,18 + 3,56 ; p=0,005 ,
Severos: 37,16 + 3,27 ; p=0,012). Como puede verse, al eliminar a las mujeres, las variaciones
intra grupo disminuyeron y los significados se incrementaron (Figura 43) dado que las mujeres
presentan normalmente valores plasmaticos mayores que los hombres de esta hormona. Mas
aun, el sexo femenino mostré en nuestro estudio mayor variacién intra grupo como puede

observarse en los resultados que seguidamente se presentan.
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Figura 43 : Concentracién plasmatica de Estradiol (pg/ml = ES) hallada en individuos normales

y enfermos de TB pulmonar de diferente severidad de sexo masculino. * Difieren del grupo
Controles p<0,012.

Considerando sélo las mujeres, las tendencias se mantuvieron; sin embargo no se
observaron diferencias significativas entre los grupos aun cuando se agruparon los pacientes
sin considerar la severidad de la TB (Controles: 32,56 + 7,56 , TB: 51,36 + 10.91, Leves: 41,75
+ 16,75, Moderados: 38,71 + 13,71, Severos: 78,42 + 20,93 ; NS).

Al correlacionar las citocinas plasmaticas determinadas con los niveles de E», se vio
que IL-6 en el grupo de enfermos TB, se encontrd fuertemente correlacionada con los niveles
de esta hormona. Al considerar la severidad de la TB, tal correlacion positiva se mantuvo en los
grupos Moderados y Severos (Figuras 44, 45 y 46).

Resultados 89




Estradiol

180
160
140
120
100
80
60
40
20

Figura 44: Correlacion entre los niveles
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Figura 45: Correlacion entre los niveles
plasmaticos de IL-6 y Estradiol en el

grupo de enfermos Moderados.
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Figura 46: Correlacion entre los niveles

plasmaticos de IL-6 y Estradiol en el grupo

de enfermos Severos.

Respecto a la determinacion de las hormonas tiroideas plasmaticas, tanto para T4

(ug/dl) como para T3 (ng/dl) los pacientes presentaron concentraciones significativamente

superiores cuando se compararon con el grupo Controles (T3: Controles: 1,24 + 0,09 , TB:
1,68 + 0,09 ; p=0,003 y T4: Controles: 4,19 + 0,24 , TB: 5,09 + 0,21; p=0,008) (Figuras 47 y

49). Asimismo, para ambas hormonas los niveles plasmaticos se incrementaron conforme lo

hizo la severidad de la TB. Tal como se reperesnta en la figura 48, los niveles plasmaticos de

T3 fueron en los grupos Moderados (1,79 + 0,10) y Severos (1,82 + 0,19) significativamente

superiores que los de los Controles (p=0,003 y p=0,002, respectivamente) y Leves (1,38 +

1,16; p=0,05 y p=0,03, respectivamente). En el caso de T4 (Figura 50) sélo difirieron

significativamente los pacientes Moderados (5,31 + 0,38) del grupo Controles (p=0,01).
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Figura 47 : Concentracién plasmatica de T3

(ng/ml £ ES) hallada en individuos

normales y enfermos de TB pulmonar. *

Diferentes de Controles p=0,003.

i 7

kN

@ Controles (n=22) B TBC n= 37

Figura 49 : Concentraciéon plasmatica de T4

(wg/ml = ES) hallada en individuos

normales y enfermos de TB pulmonar. *

Difiere del grupo Controles p=0,008.
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Figura 48 : Concentracion plasmatica de T3
(ng/ml £ ES) hallada en individuos normales
y enfermos de TB pulmonar de diferente

severidad. * Diferentes de Controles p<0,003

y * diferentes de Leves p<0,05.
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Figura 50 : Concentracion plasmatica de T4

(ug/ml £ ES) hallada en individuos normales y

enfermos de TB pulmonar de diferente

severidad. * Difiere del grupo Controles p=0,01.
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3.g- Efecto de los sobrenadantes de cultivo sobre la secrecién de esteroides.

De acuerdo con los objetivos del estudio, finalmente se determinaron los niveles de
cortisol y DHEA en los sobrenadantes de cultivo de la linea humana adrenal H295-R. Para
el caso de cortisol, los valores registrados en los sobrenadantes de la linea no expuesta o
tratada con pooles de sobrenadantes (SN) de CPM (sea de pacientes como de controles
sanos, cultivadas durante 36 hs o 4 dias), se encontraron en el limite inferior de la curva
estandar sin presentar diferencias estadisitcas. Por tal motivo, tales resultados no se
presentan.

Para el caso de DHEA, en la linea celular tratada con pooles de SN de 36 hs no se
pudo observar un efecto marcado de dosis para las dos diluciones de SN de cultivos de
CPM utilizadas. Ambas concentraciones mostraron las mismas tendencias, por lo cual se
muestran seguidamente solo los datos correspondientes a los cultivos tratados con 200 pl
de pooles de SN de 36 hs.

Para facilitar la comprensién de los resultados presentados, seguidamente se

muestra una tabla donde se esquematizan los tratamientos realizados sobre la linea celular

adrenal.
Tratamientos sobre Tipo de SN de CPM Agregado de Forskolin (F) Agregado de Tso
la linea NCI-H295-R adicionado (10 pg/mi)
Si (en RPMI completo 200 ul) @
Si (100 ul en DMEM / F12
SIN el agregado de SN de completo)
No (sélo RPMI completo 200 pl) b
Control CPM.
Sélo 100 ul DMEM / F12
completo No Si (en RPMI completo 200 ul) ©
Sélo 100 ul mas DMEM / F12
completo i q
No (s6lo RPMI completo 200 pl)
Basales (CPM sin estimulo Si
antigénico)
Pool de SN de CPM No No se agrega Tso a los cultivos
Normales de 36 hs tratados con pooles
CPM estimuladas con Tso, Si
10 pg/ml
No
Basales (CPM sin estimulo Si
Pool de SN de CPM antigénico)
de enfermos Leves o No No se agrega Tso a los cultivos
Moderados o tratados con pooles
Severos de 36 hs CPM estimuladas con Tso, Si
10 pug/ml
No
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En primer lugar, se evalud la produccién de DHEA en cada grupo de estudio para la
linea tratada con SN de cultivos Basales y estimulados con Tso. Los resultados se refirieron
siempre a su correspondiente Control (3, ®, ¢y 9 de la Tabla de tratamientos) y se
expresaron como produccion porcentual media de DHEA para cada grupo respecto del
Control =+ SE (DHEA en cultivo analizado x 100 / DHEA en su respectivo Control). Se
observd que tanto para cultivos tratados con SN Basales como para aquellos expuestos a
sobrenadantes de CPM estimuladas con Tso (SN-Tso), la produccién en todos los grupos
de estudio fue significativamente menor respecto de su Control: SN Basales: Control:
99,812 + 2,256 ; Normales: 72,09 + 10,391 , p=0,02 ; Leves: 78,258 + 1,783 , p=0,049 ;
Moderados: 55,310 + 7,183 , p=0,0031 ; Severos: 55,582 + 2,439 , p=0,0032. Asimismo
difirieron significativamente los cultivos tratados con pooles de SN de pacientes Leves vs
Moderados y Severos (p<0,041) (Figura 51). SN-Tso: Control: 99,997 + 8,716; Normales:
57,643 + 4,660 , p=0,046 ; Leves: 53,029 + 17,413 , p=0,033 ; Moderados: 57,154 + 12,231
, p=0,044 ; Severos: 25,160 + 9,784 , p=0,005. A diferencia de lo que se observé cuando la
linea se enfrentd a pooles de SN Basales, el tratamiento con pooles de SN-Tso, no mostro
diferencias en la produccién de DHEA segun los tipos de SN-Tso para grupos de pacientes
(misma figura). Los datos de la Tabla 18 muestran las comparaciones en cuanto a la
produccién absoluta de DHEA teniendo en cuenta los diferentes tipos de pooles de SN
respecto de los correspondientes controles (que no estaban enfrentados a los pooles de
SN). Pudo observarse que el agregado de Tso “per se” no generd una disminucion en la
produccion de DHEA (3.379 £ 0.076 vs 3.243 + 0.283 sin F, 13.66 + 0.182 vs 12.61+0.431
con F) mientras que en las células tratadas con pooles de SN-Tso (tanto de pacientes como
de individuos normales) si se verificé una reduccion en las concentraciones de DHEA,
respecto de las células expuestas a SN basales. Esta tendencia logré significado
estadistico para el caso en que se utilizaron SN-Tso de pacientes Leves y Severos (sin F) o
los 3 grupos de pacientes (con F). En sintesis puede postularse que el Tso no ejerceria un

efecto directo inhibidor sobre la secrecién de DHEA.
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Figura 51 : Produccién porcentual media de DHEA ( % + SE ) en cada grupo de estudio
respecto de su Control* para sobrenadantes de 48 hs de cultivos de células H295-R (SN-In)
tratadas con pooles de SN de cultivo de CPM de 36 hs Basales y estimulados con Tso. *Los
controles corresponden a las casillas d (control de SN Basales) y ¢ (control de SN Tso) de
la tabla de tratamientos (pag.92).

§ y § Difieren de los restantes grupos p< 0,05. * Difieren de pacientes Leves p<0,041.

Tabla 18: Produccion de DHEA (ng/ml) en cultivos de 48 hs de la linea celular H295-R
tratados con pooles de SN de cultivos de 36 hs de CPM Basales y estimulados con Tso con

y sin co-estimulo con Forskolin (F).

Cultivos Cultivos Cultivos Cultivos
tratados con | tratados con tratados con tratados con
SN Basales SN Tso SN Basales + SN Tso +F
F
Control t 3,379 3,243 13,660 12,614
(0,076) (0,283) (0,182) (0,431)
Normales 2,440 1,870 6,080 5,944
(0,352) (0,151) (1,028) (0,097)
Leves 2,649 1,720 6,162 4,189
(0,06) (0,565) * (0,349) (0,318) *
Moderados 1,872 1,854 6,349 4,982
(0,243) (0,397) (0,115) (0,094) *
Severos 1,881 0,816 5,511 3,793
(0,083) (0,317) * (0,506) (0,032) *

1t Los controles representados corresponden a ubicados en las celdas 24 de la tabla de
tratamientos. En estos casos la linea no fue expuesta a los pooles de sobrenadantes. Los
datos indican la concentracion media de DHEA + SE. * Diferencia con los cultivos Basales

p<0,04 (prueba de comparacion para datos apareados, Wilcoxon test).
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A continuacién se procedié a evaluar aquellos cultivos que fueron a su vez
estimulados con F (un activador de la adenilato ciclasa). Como se observa en la figura 52,
donde se representa la produccion porcentual de DHEA por la linea expuesta a los mismos
pooles de SN (Basales y SN-Tso) ahora co-estimulados con F, las diferencias en la
produccién de este androgeno halladas entre los Controles (* y ° de la tabla de
tratamientos) y los restantes grupos de estudio se incrementaron aun mas: SN Basales + F:
Control: 100,00 + 1,336; Normales: 44,510 + 7,524; Leves: 45,112 + 2,558; Moderados:
46,478 + 0,842; Severos: 40,346 + 3,703; p<0,0002. En contraste con lo descripto cuando

la linea era tratada con pooles de SN Basales sin F (Figura 51), tras la coestimulacion con

dicho compuesto no se hallaron diferencias entre los distintos grupos de estudio (normales
y tipo de pacientes). Al analizar la produccién de DHEA cuando se emplearon los SN-Tso
coestimulados con F los resultados fueron: Control (? de la tabla de tratamientos): 99,997 +
3,421; Normales: 47,121 + 0,768; Leves: 33,211 + 2,520; Moderados: 39,501 + 0,746;

Severos: 30,071 + 0,253; p<0,0001. En contraposicion a lo que ocurrié para la linea tratada
con pooles de SN-Tso no adicionados con F, en este caso también se constataron
diferencias significativas en la produccion de DHEA entre los grupos de estudio; Normales
vs pacientes Leves, Moderados y Severos (p=0,0041, p=0,040 y p=0,0017,
respectivamente) y pacientes Moderados vs Severos (p=0,0193). Se observé asimismo,
que para las células expuestas a SN-Tso de pacientes, la produccion de DHEA tendio a

decrecer conforme se incrementaba la severidad de la enfermedad.
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Figura 52 : Produccién porcentual media de DHEA ( % + SE ) en cada grupo de estudio
respecto de su Control* para SN-In de 48 hs de cultivos de células H295-R tratadas con
pooles de SN de cultivo de CPM de 36 hs Basales y estimulados con Tso adicionados con
Forskolin. #Los controles corresponden a las casillas b (control de SN Basales estimulados
con F) y a (control de SN Tso estimulados con F) de la tabla de tratamientos (pag.92). §y §
Difieren de los restantes grupos p<0,0002. * Difieren de Normales p<0,04 y * difiere de
Moderados p=0,0193.

El agregado de Forskolin a los cultivos, generd en todos los casos un incremento
relativo en la produccion de DHEA respecto del tratamiento equivalente no estimulado con
F. Como se representa en la tabla 19 este aumento fue variable en los distintos grupos de
estudio (entre 3 y 5 veces respecto del cultivo equivalente no co-estimulado). Para las
células expuestas al Tso (sea por el agregado directo o tratamiento con pooles de SN-Tso),
el incremento en la produccion de DHEA que ocasioné el agregado de Forskolin fue similar
en todos los grupos de estudio, no arrojando diferencias entre los mismos. Para el caso de
cultivos Basales co-estimulados (primera columna de la Tabla 19), el tratamiento Control
mostrdé un incremento mayor, que difirid del observado en las células tratadas con pooles

de SN Basales provenientes de enfermos tuberculosos Leves.
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Tabla 19: Incremento porcentual de la produccién de DHEA (cultivos tratados con F/
cultivos no tratados con F x 100) en cultivos de 48 hs de la linea celular H295-R tratados
con pooles de SN de cultivos de 36 hs de CPM Basales y estimulados con Tso, adicionados

con Forskolin respecto de cultivos no estimulados con Forskolin.

Cultivos tratados con Cultivos tratados con SN
SN Basales + Forskolin Tso + Forskolin

Control t 404,617 390,706
(14,545) (20,751)
Normales 260,635 320,412
(79,686) (31,086)
Leves 232,434 * 279,789
(7,896) (110,352)
Moderados 345,721 282,806
(51,044) (65,592)
Severos 292,298 549,398
(14,061) (217,556)

1 Los controles representados corresponden a ubicados en las celdas ¢y ¢ de la tabla de
tratamientos. En estos casos la linea no fue expuesta a los pooles de sobrenadantes. Los

datos expresados indican el valor porcentual medio + SE. * Diferencia con el Control p<0,0378.

Como pudo observarse hasta ahora en todos los analisis realizados, la linea que fue
tratada con pooles pertenecientes a enfermos tuberculosos, tendié a producir menor
cantidad de DHEA respecto de las células que fueron enfrentadas a pooles provenientes de
cultivos de individuos Normales. Por tal motivo se decidid considerar el efecto que ejercio el
hecho de padecer TB sobre la produccion de DHEA. Para ello se consideré como 100% de
la produccion de DHEA a las concentraciones registradas en las células tratadas con SN
provenientes de individuos Normales. De este modo, la produccion porcentual de DHEA
para los restantes grupos fue calculada de la siguiente manera: concentracion de DHEA en
el cultivo a analizar para un determinado SN de pacientes / concentracion de DHEA
determinada para las células tratadas con pooles Normales para el mismo tipo de

tratamiento x 100. En los graficos 53 y 54 se expresan los correspondientes resultados:
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Figura 53 : Efecto de la enfermedad TB sobre la produccion porcentual media de DHEA ( %
+ SE) para SN-In de 48 hs de cultivos de células H295-R tratadas con pooles de SN de
cultivo de CPM de 36 hs Basales y estimulados con Tso. Nota: Las barras correspondientes

a Normales se encuentran en otro color para mejorar la visualizacién de los resultados.
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Figura 54 : Efecto de la enfermedad TB sobre la produccién porcentual media de DHEA ( %
+ SE) para SN-In de 48 hs de cultivos de células H295-R tratadas con pooles de SN de
cultivo de CPM de 36 hs Basales y estimulados con Tso adicionados con Forskolin. Nota:
Las barras correspondientes a Normales se encuentran en otro color para mejorar la
visualizacién de los resultados. § Difiere de los restantes grupos p<0,02. * Difieren de

pacientes Moderados p<0,03.
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En lo que respecta a la figura 53, se observé que tanto para las células tratadas con
pooles de pacientes Basales y SN-Tso, el padecer TB no parece ser un factor
condicionante para la menor produccion de DHEA, ya que no existieron diferencias
significativas entre los grupos. Sin embargo, pudo observarse que en ambos casos, a
medida que la severidad de la TB se incrementaba, la produccion de DHEA descendia. En
la gréafica siguiente (figura 54) se comprueba que al co-estimular las células con F, aquellas
tratadas con SN de cultivos Basales tampoco revelaron diferencias entre los grupos
(normales vs pacientes y éstos entre si). Por el contrario, cuando se agregé F a los SN-Tso,
se observo que las células tratadas con pooles de SN de pacientes produjeron entre un 30
y un 40 % menos de androgeno respecto de las tratadas con pooles de Normales. Esto se
tradujo en diferencias significativas entre los grupos: Normales: 100,002 + 1,630; Leves:
70,482 + 5,347, p=0,0020; Moderados: 83,830 + 1,582, p= 0,0172; Severos: 63,817 =+
0,536, p=0,0009. Asimismo difirieron en la capacidad de producir DHEA las células tratadas
con SN-Tso de pacientes de diferente severidad. Las células tratadas con pooles de SN de
pacientes Moderados fueron las que menos disminuyeron su capacidad para producir
DHEA, difiriendo significativamente de las células tratadas con pooles de enfermos Severos
(p=0,0083) y Leves (p=0,0318).

Los resultados correspondientes a los cultivos tratados con pooles de SN de 4 dias,
no arrojaron resultados concluyentes, por lo cual no se presentan. A pesar de ello, si bien
se perdieron los significados entre los gurpos, las tendencias observadas en cultivos
tratados con SN mas tempranos se mantuvieron. Dichos SN muy probalbemente no hayan
sido 6ptimos para el estudio de la respuesta adrenal ya que provenian de cultivos con una
alta concentracion de CPM, sin recambio de MCC. Por lo tanto, no reflejarian lo que
acontece en una Rl fisioldgica.

Recapitulando sobre los resultados presentados se torna evidente que:

= El antigeno Tso utilizado para estimular a las CPM, asi como el MCC empleado
para cultivar dichas células mononucleares, no generaron modificaciones en la
produccién de DHEA respecto de aquella constatada en la linea celular cultivada en
condiciones optimas. Esto se mantuvo tanto en condiciones basales de cultivo como
cuando se co-estimul6 con Forskolin.

= Sodlo se observaron disminuciones en la produccién del andrégeno adrenal cuando
la linea celular fue enfrentada a pooles de SN de cultivos de CPM no estimuladas y
estimuladas con Tso.

= Tampoco las diferencias halladas entre los distintos tratamientos fueron debidas a
una falla en la respuesta al estimulo de la linea celular en algun tratamiento en

particular, ya que cuando se co-estimulé con Forskolin, no existieron diferencias en
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la capacidad de respuesta a este agente activador entre los grupos tratados con
pooles de SN. Todos incrementaron la produccién de DHEA en la misma magnitud.

La linea que fue tratada con pooles pertenecientes a enfermos tuberculosos, tendid
a producir menor cantidad de DHEA respecto de las células que fueron enfrentadas
a pooles provenientes de cultivos de individuos Normales. Es asi que el padecer TB
se mostr6 como un factor determinante en la inhibicion de la secrecion del
androgeno adrenal. Ello se deberia al efecto de productos celulares generados tras

la RI especifica frente a antigenos provenientes de MTB.
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4- DISCUSION.

4.a- Efectos de cortisol y DHEA sobre la linfoproliferacion y la producciéon de

citocinas in vitro.

Dada la relevancia de la respuesta inmune celular en la evoluciéon de la enfermedad
tuberculosa, se efectuaron una serie de estudios in vitro para evaluar la respuesta
linfoproliferativa como asi también la produccion antigeno-dependiente de IFN-y, TNF-a e
IL-10 en pacientes con distinto grado de severidad y la eventual influencia de dos hormonas
esteroideas de conocida accion inmunoreguladora sobre la Rl. En todos los ensayos de
proliferacion pudo constatarse que los pacientes con TB presentaron una blastogénesis
reducida con relacién a la desarrollada por los Controles sanos, que para el caso de los
cultivos estimulados con Tso fue mas deprimida aun en las formas avanzadas de la
enfermedad. Los tratamientos hormonales permitieron constatar un efecto estimulante de la
DHEA (dada en forma aislada) sobre la linfoproliferacion de los pacientes Leves, lo que
podria estar sefalando la participacion de esta hormona en la regulacién extrinseca de la
RI especifica hacia la micobacteria. Los estudios combinando cortisol y DHEA mostraron,
por su parte, que la inhibicidon provocada por cortisol sobre la proliferacion no se revirtié
completamente con ninguna dosis de DHEA, ya sea en los Controles como en los enfermos
(independientemente del grado de severidad). El hecho que al analizar el ITso, en los
tratamientos combinados se detectara una recomposicion de la linfoproliferacién de los
pacientes Severos, refuerza la presuncion sobre los efectos inmunoreguladores de estas
hormonas sobre el tipo de respuesta que se desarrolla frente a un antigeno.

Los estudios sobre las mediciones de IFN-y sugieren que la produccion de esta
citocina se halla deprimida sobre todo en las formas avanzadas de la enfermedad. Dichos
resultados estan en relacién con los de otras investigaciones, en donde la sintesis de IFN-y
por parte de los individuos sanos respondedores a la tuberculina se ubicé por encima de la
observada en los pacientes TB (217). El tratamiento con cortisol ocasioné una posterior
reduccién en las concentraciones de este mediador, que en los Controles y los casos
Severos llegd a ser estadisticamente diferente de la contraparte sin hormona. El agregado
de DHEA en forma simultanea con cortisol no consiguié modificar dicho efecto supresor. Es
sabido que la actividad de tipo Th1 es esencial en el desarrollo de un estado de mayor
resistencia hacia el MTB (216). Una serie de estudios clinicos y experimentales destacan la
importancia del IFN-y en el control de la infeccion tuberculosa. Asi los experimentos de
transferencia adoptiva y los efectuados en ratones con alteraciones en el gen para esta
citocina han demostrado que el IFN-y es un mediador esencial en la activacion de los

macrofagos para la posterior destruccidon de las micobacterias intracelulares (218-220). En
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combinacion con otras citocinas o productos de los monocitos, el IFN-y puede inhibir la
replicacion de las micobacterias en monocitos humanos o macréfagos derivados de dichas
células (221,222). En tercer lugar, la administracién en aerosol de IFN-y a pacientes con TB
multiresistente da lugar a una mejoria clinica, bacteriologica y radioldgica de la enfermedad
(223). El hecho de que los pacientes Severos tuviesen un mayor descenso de IFN-y ante el
tratamiento con cortisol indica que los mismos son mas sensibles al efecto inhibitorio de la
hormona sobre la produccion de este mediador. Ello podria tener una profunda implicancia
fisiopatolégica dado que los enfermos avanzados sobrellevan una mayor situacion de
estrés por la misma dificultad respiratoria que de alguna manera podria condicionar una
produccién mas elevada de corticosteroides. En relacién con este enunciado vale la pena
recordar que las investigaciones en pacientes con TB pulmonar activa sugieren una
activacion del eje HPA (224), lo cual podria concordar con los hallazgos que sefialan un
agrandamiento de las glandulas suprarrenales, que a su vez retrocede con el tratamiento
especifico antituberculoso (225). Algunos investigadores han hallado una mayor
concentracion basal de cortisol en los pacientes TB que no sobrevivieron a la enfermedad;
mientras que la estimulacion con ACTH provocaba una respuesta suboptima que podria
reflejar un estado de hiperestimulacién basal secundaria al estrés (226). Nuestros propios
datos sobre las mediciones en plasma indican que en los pacientes con TB los niveles de
Cortisol son superiores a la poblacién no enferma. El hecho de que los Controles mostraran
una fuerte inhibicién en la produccion de esta citocina indica que los GC también podrian
operar en la situacion de alto respondedor; aunque probablemente esto no tenga
demasiada trascendencia in vivo por tratarse de sujetos sanos sin el estrés que genera la
enfermedad.

Los cambios en el perfil de secrecidon de IFN-y en las distintas fases de la
enfermedad tuberculosa no se hallan totalmente identificados. Entre los factores
involucrados podria pensarse que ciertos antigenos micobacterianos reconocidos por el Si
durante el curso de la enfermedad, fueran capaces de ocasionar un sesgo de diferenciacion
hacia un tipo particular de células secretoras de citocinas. Otra variable capaz de influenciar
un tipo preferencial de Rl puede ser la carga antigénica. En este sentido es necesario tener
en cuenta los estudios de Bretscher y col., quienes demostraron que ratones identificados
como susceptibles a Leishmania major podian volverse resistentes a dicha infeccion
cuando eran desafiados con una dosis mas baja de parasitos (232). Sumado a ello nuestros
resultados sugieren que parte de los cambios que se suceden a lo largo de la evolucion de
la enfermedad tuberculosa pueden guardar relacién con la influencia del los esteroides
adrenales.

El efecto inhibitorio de los GC pudo visualizarse sobre la presencia de otro mediador

crucial en la inmunopatogénesis de la TB como el TNF-al], aunque con menos notoriedad
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probablemente porque en las condiciones experimentales ensayadas la produccién de este
mediador fue mucho menor. Esta citocina es secretada fundamentalmente por los
macrofagos activados, y la misma es capaz de potenciar la actividad microbicida de estas
células hacia la micobacteria (227-229). Ademas, puede ser responsable del cuadro toxico
que acompafa a la enfermedad dado los importantes efectos proinflamatorios del TNF
(230,231). Una exploracion con procedimientos de mayor sensibilidad podria llegar a
determinar en forma mas precisa el grado de inhibiciéon que pueden ejercer los GC sobre la
produccién de TNF-a en la TB.

En lo que respecta a IL-10, si bien se la considera como una citocina representativa
de respuestas del tipo Th2, es asimismo capaz de mediar, al mismo tiempo, efectos
antiinflamatorios. Es producida por monocitos, macréfagos y células B (236) y el incremento
en su secrecion genera la inhibicion de la secrecidén de citocinas Th1, la estimulacion de
células B para la produccién de Ac, la regulacion en menos de la expresion de moléculas
del MHC de clase Il (y consecuentemente una disminucion en la capacidad de presentacion
antigénica); y tras la inhibicion que genera sobre la produccion de citocinas
proinflamatorias, determina una potente actividad antiinflamatoria (236, 195).
Consecuentemente, en el contexto de la TB pulmonar, la mayor produccion de esta citocina
seria capaz de favorecer el desarrollo micobacteriano y la progresién de la enfermedad
(195).

Diferentes grupos han propuesto asimismo que la estimulacion de la secrecion de
IL-10 podria contribuir, por lo descripto, a incrementar las propiedades antiinflamatorias de
los GC (235). El cortisol se encuentra elevado normalmente en respuesta al estrés y ha
sido reportado como capaz de alterar la produccién de citocinas tanto de CPM humanas
como pertenecientes a ratones (233,234). Del mismo modo que ocurriera en nuestro
estudio, otros grupos han demostrado que los GC suprimen la secrecion de citocinas Th1
(IFN-y e IL-12) e incrementan o mantienen la secrecion de las citocinas Th2 (IL-10 e IL-4)
de CPM humanas estimuladas con PHA, LPS o toxoide tetanico, en concentraciones
suprafisiologicas y de estrés. Mas aun, en estos estudios se demostré que tras el bloqueo
glucocorticoideo con Mifepristone, el balance de citocinas se inclindé nuevamente hacia un
perfil Th1 (233,234). La IL-10 es capaz asimismo de estimular la secrecion de GC. No s6lo
se ha demostrado su produccién a nivel central, sino que se comprobd que incrementa
tanto las secrecién de POMC como de ACTH, traduciéndose ello a nivel periférico, en el
incremento de la secrecion adrenal de GC (236).

En el presente trabajo hemos comprobado nuevamente la existencia del vinculo
entre el sistema neuroenddcrino y el Sl a través de los efectos que son capaces de mediar
los GC tanto sobre la proliferacién celular estimulada como sobre la produccién de citocinas

por parte de estas células. Muy probablemente, del fino balance entre ambos sistemas,
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dependa el tipo de RI que el huesped desarrolle frente a la micobacteria y, de la regulacion

de la misma, la evolucion de la enfermedad.

4.b- Citocinas y hormonas circulantes. Interacciones inmunoendadcrinas.

Acerca de las interacciones entre el Sl y el sistema Neuroenddcrino, es conocida la
participacion de diversas citocinas como IL-1, IFN-y, TNF-a e IL-6 entre otras, en la
estimulacién de la actividad secretoria del eje HPA (1, 48-58, 85-88, 205). Es de suponer
que tales mecanismos no soélo tengan que ver con la regulacion de la actividad de las
células del sistema inmune y de otras respuestas biologicas, sino que también puedan
afectar el curso de distintas entidades clinicas vinculadas al desarrollo de respuestas
inmunes, como por ejemplo frente a infecciones.

La activacion del eje HPA en una respuesta de estrés tipica se caracteriza por la
elevacion de los niveles de CRH, ACTH y consecuentemente la liberacién a nivel adrenal
de cortisol en humanos y andrégenos adrenales (DHEA). Fisiolégicamente, esta respuesta
aguda a un determinado estimulo tiene por fin controlar la Rl y conducir a un retorno rapido
de la homeostasis tras la superacién del evento. Por el contrario, la permanencia del
estimulo y el pasaje a la cronicidad conllevan a un perjuicio del huesped y muchas veces al
fallo de la RI (205).

En el caso puntual de la infeccion por MTB, alrededor del 90% de los infectados
resuelven esta infeccion sin presentar sintomatologia clinica alguna. ElI 10% restante sin
embargo, desarrolla la enfermedad, la cual librada a su evolucion natural tiende a progresar
y evolucionar hacia la cronicidad (2-4). El estadio clinico de la misma en el momento de la
consulta muchas veces no puede asociarse con el tiempo de evolucion. EI mismo es
establecido fundamentalmente a través de estudios radiolégicos donde se evalua la
extension de la enfermedad pulmonar al igual que la consideracion de otros parametros
clinicos que determinan la severidad de la enfermedad, no vinculandose ella en la mayoria
de los casos con el tiempo de evolucién de la tuberculosis pulmonar, sino con el tipo de
respuesta inmune que desarrollara el paciente frente a la infeccion por el bacilo
tuberculoso: Individuos que presentan un perfil de respuesta Th1 (IFN-y, IL-2) desarrollan
estadios clinicos de menor severidad que individuos que desarrollan un tipo de respuesta
predominantemente humoral (IL-4, IL-5, IL-10, IL-6) (151,152). En nuestro estudio en
particular, no existio diferencia significativa respecto del tiempo de evolucién y la severidad
de la enfermedad en el momento de la consulta; sin embargo, pudo observarse que tanto
los niveles de IL-6 como de IL-10 plasmaticos se incrementaron en forma significativa con

la severidad de la enfermedad. Asimismo aumentaron con la progresion de la enfermedad
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los niveles de IFN-y. Existe consenso en el hecho que muchas veces es imposible afirmar
un perfil Th1 o Th2 para una determinada RI tras la determinacion de citocinas plasmaticas,
dado que en muchos casos, el patrén hallado en el sitio donde se lleva a cabo la RI
efectora es totalmente opuesto. Este fendmeno seria asimismo un mecanismo
contrarregulador del Sl (211). Sin embargo, dos de las citocinas determinadas (IL-6 e IFN-y)
son potentes estimuladores del eje HPA. Al respecto, los resultados muestran una
correlacion significativa positiva entre los niveles de IL-6 plasmaticos y los de cortisol, la
cual se mantiene en los grupos de mayor severidad de la enfermedad.

La activacion cronica del eje no conduce simplemente a la elevacion sostenida de
cortisol, con conocido efecto inmunosupresor y favorecedor de respuestas del tipo Th2
(153-156), sino que se acompana de una disminucion de los niveles de DHEA que por el
contrario es favorecedora de respuestas del tipo Th1 (198). La DHEA es fisiolégicamente
secretada en forma sincrénica con cortisol tras el estimulo de CRH y ACTH observandose
variaciones diurnas en su concentracién (198). Sin embargo, tras la permanencia del
estimulo, como ocurre en efermedades inflamatorias crénicas de origen reumatico como lo
son AR, LES y enfermedad de Sjogren (199); enfermedad de Cushing o la falla miocardica
cronica se hace manifiesta esta disociacion en la secrecion de estas hormonas (198). En el
presente estudio también pudo observarse que los niveles de DHEA plasmaticos
disminuyeron marcadamente en el grupo de pacientes y que esta disminucion progreso con
la severidad de la Tuberculosis. Paralelamete, los niveles de cortisol se hallaron
incrementados en los pacientes, reflejandose en un aumento drastico del indice cortisol /
DHEA con la progresién de la enfermedad. Demostrando nuevamente el vinculo entre el Si
y la respuesta neuroenddcrina, pudo observarse que en el grupo Controles, los niveles de
DHEA plasmaticos se correlacionaron negativamente con los de IL-6 y que esta citocina, lo
hizo en forma positiva en el grupo TB con la relacion plasmatica cortisol / DHEA. Respecto
de esta disociacién entre estas hormonas esteroideas se postula que probablemente se
deba a mecanismos de regulacion intraadrenal, en los cuales también intervienen tanto
células inmunes como sus productos (200, 201). Los resultados obtenidos a la ultima
seccion avalan dicha presuncion.

Tanto en procesos agudos como cronicos, tras la activacién del eje HPA se
producen alteraciones en la secrecion de la mayoria de las hormonas hipofisarias mediadas
en gran parte por citocinas proinflamatorias y consecuentemente alteraciones en los
restantes ejes controlados por hipotalamo e hipdfisis (206). Estas modificaciones
producidas en el perfil neuroendécrino también son capaces de modular la Rl frente a un
determinado patégeno. Se postula que tal modulacién de la respuesta inmune no seria
efectuada directamente por estas hormonas hipofisarias o gonadales, sino a través de la

modulacién que ejercen las mismas sobre la respuesta al estrés (206). Esta aseveracion se
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basa en el hecho de que sdélo en casos puntuales ha sido posible adjudicar un rol
inmunomodulador a estas hormonas (206, 207). La PRL, GH y IGF-I por ejemplo, se
comportan como inmunoestimuladoras y modulan la Rl contrarrestando los efectos
inmunosupresores de los GC (206). Las hormonas tiroideas por su parte intervienen como
factores obligados en la linfopoyesis B primaria (207). En cuanto a las hormonas sexuales,
los estrogenos como E, favorecen las respuestas del tipo humoral y actian como
reguladores negativos de la linfopoyesis (207, 204); la testosterona por su parte, puede
tener efectos tanto estimuladores como inhibidores de la respuesta inmune en funcién de la
concentracién e influye profundamente la respuesta inmune a través de la regulacion de la
funcién macrofagica (204). Nuestros resultados muestran modificaciones en el perfil
enddcrino de los pacientes respecto del grupo Controles y a la vez, variaciones en el mismo
en funcion de la severidad de la enfermedad, sosteniendo ello la hipétesis que la resolucién
o progresion de la enfermedad resultarian de la interaccion entre el Sl y el neuroenddcrino.
Se hallaron elevaciones significativas de PRL y GH, mas marcados para la segunda, y en
ambos casos incrementandose sus valores en forma proporcional a la severidad de la
enfermedad. El amumento de los niveles de estas hormonas podria reflejar un intento de
contrarrestar el efecto antiinflamatorio y la tendencia a desarrollar una patente Th2
producida por el aumento del indice cortisol / DHEA (206, 207). En cuanto a las hormonas
tiroideas, en contraposicion a lo reportado para otros modelos de estrés tanto agudos como
crénicos (206, 207, 212, 213), se observé un incremento significativo tanto de T3 como T4
en el grupo TB y dentro del mismo, un incremento proporcional en ambas hormonas
conforme a la severidad de la enfermedad. Ello podria favorecer un estado hipercatabdlico
en los pacientes capaz de facilitar la progresion de la enfermedad tras el deterioro del
huesped. En este caso, la mayor elevacion del las hormonas tiroideas se vincularia con un
peor pronostico.

En cuanto al eje gonadal, tras la respuesta aguda a un estimulo, se produce la
inhibicion del mismo (205, 206). Asimismo, se ha reportado para modelos de estrés agudo y
en enfermedades de importante compromiso sistémico, que paralelamente a la disminucion
de andrégenos adrenales, también se produce un descenso en los niveles plasmaticos de
testosterona (198). La testosterona es una hormona anabdlica por excelencia. La
disminucion de la misma también fue observada también en nuestro estudio y mas aun,
correlacionada significativamente con la severidad de la TB. La disminucién en los niveles
de testosterona en el grupo de pacientes, mayor cuanto mayor es la severidad de la
enfermedad, describiria un cuadro de mayor deterioro sistémico que comprometeria del
mismo modo las funciones del SI. Hormonas como Testosterona, DHEA, Androstenediol y
Dihidrotestosterona suprimen la actividad del gen promotor de IL-6 (199) y la primera

suprime la respuesta del eje HPA a esta interleucocina (214). Al disminuir estos andrégenos
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tanto adrenales como gonadales se favoreceria la permanencia de un estimulo crénico del
eje HPA mediado por IL-6, conduciendo ello con un incremento sostenido en los niveles de
cortisol.

En cuanto a E», esta hormona es uno de los principales estimulantes junto con IL-6
de la secrecién de PRL (206, 207). Asimismo, favorece la secrecion de IL-6, IL-1, IL-5, IL-
10, e IFN-y; estimula la sobrevida de linfocitos B y la produccion de anticuerpos; mientras
que suprime la proliferacion y funcion de células T a través de la supresion de IL-2 y
consecuentemente favorece un perfil de respuesta tipo Th2 (209). Se observaron
concentraciones plasmaticas significativamente superiores en el grupo de pacientes, siendo
éstas mayores, cuanto mayor fue la severidad de la TB. Se correlacionaron asimismo en
forma positiva los nivles de IL-6 plasmaticos con los de E; en el grupo TB y en los
subgrupos Moderados y Severos.

La elevacioén sostenida de cortisol, que podria ser el resultado de una estimulacion
cronica del eje HPA mediada por IL-6 e IFN-y, asi como la de E; acompafiado de una
disminucion de DHEA vy testosterona en el grupo de pacientes favorecerian al desarrollo de
una respuesta tipo Th2 o humoral en el grupo de pacientes, mas acentuada cuanto mayor
es la severidad de la enfermedad. Esta inclinacion de la Rl hacia un tipo de respuesta
humoral es totalmente inadecuada para resolver la infeccion producida por MTB, la cual
requiere de un patrén predominantemente celular (151, 152). Aparejado a ello, la
disminucion de una hormona anabdlica como lo es la testosterona y el incremento de las
hormonas tiroideas que conducirian a un estado hipercatabdlico, contribuiria aun mas al
deterioro de los pacientes. Por otro lado, el incremento observado de los niveles
plasmaticos de PRL y GH seria insuficiente para contrarrestar esta tendencia.

Lo observado indicaria que en el grupo de individuios en los cuales la TB progresa,
la interaccion entre el Sl y endécrino, conducirian en primera instancia a una alteracién de
la funcién de la glandula suprarrenal, donde los niveles de cortisol secretados se mantienen
moderada y cronicamente elevados y disociados de la secrecion de DHEA, y en segunda
instancia a una desregulacion en los ejes tiroideo y gonadal. Todas las modificaciones que
se producen favorecerian el desarrollo de un patrén de respuesta inadecuado para eliminar
el agente infeccioso y consecuentemente perpetuarian la enfermedad y conducirian al
deterioro progresivo del huesped. Tal desregulacion de la RI estaria mediada tanto por

mecanismos centrales como locales adrenales.
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4.c- Efecto de los sobrenadantes de Células Periféricas Mononucleares sobre la

requlacion de Ia esteroidogénesis intraadrenal.

En el transcurso de los ultimos afos, diversos grupos han profundizado el
conocimiento acerca de la regulacion intraadrenal de la secrecion de esteroides,
documentando que tanto productos adrenomedulares como citocinas son capaces de
modular la actividad secretoria intraadrenal. Respecto a estas ultimas, las citocinas
liberadas tras diversos estimulos del Sl, son capaces de activar el eje HPA en sus tres
niveles; y a nivel adrenal, tras la modulacion de la secrecién de hormonas, ejercer
nuevamente efectos sobre el S| que las generd. Esta interaccion entre los sistemas inmune
y neuroenddcrino resulta entonces en un hecho relevante no sélo para la regulacion adrenal
en procesos fisiolégicos, sino también durante el transcurso de fenémenos patoldgicos.

En cuanto a los fendmenos patoldgicos, se ha reportado en numerosos casos que
la cronicidad ya sea en patologias inflamatorias, autoinmunes e infecciosas genera un
incremento moderado y sostenido de la secrecién de GC con un descenso selectivo de la
secrecién de andrégenos adrenales (179). Tal disociacion observada en la secrecién de
hormonas esteroideas podria ser debida a mecanismos de regulacion intraadrenal en los
cuales intervendrian tanto células inmunes como sus productos (200, 201). Nuestro estudio
sefala ademas que ello se haria extensivo a enfermedades infecciosas de naturaleza
crénica como la TB.

Con el objetivo de corroborar esta hipotesis, este estudio se concentré en el efecto
de productos de CPM generados tras la replicacidon celular basal (sin estimulo antigénico)
asi como aquellos generados tras una respuesta antigeno especifica, demostrando que
efectivamente existen factores generados por estas células capaces de disminuir la
produccién de DHEA de la linea celular H295-R. Para el presente modelo en particular, ello
se corrobora debido a que el antigeno Tso utilizado para estimular a las CPM, asi como el
MCC empleado para cultivar dichas células mononucleares, no generaron modificaciones
en la producciéon de DHEA respecto de aquella constatada en la linea celular cultivada en
condiciones O6ptimas. Esto se mantuvo tanto en condiciones basales de cultivo como
cuando se co-estimuld con Forskolin. S6lo se observaron disminuciones en la produccion
del andrégeno adrenal cuando la linea celular fue enfrentada a pooles de SN de cultivos de
CPM no estimuladas y estimuladas con Tso. Tampoco las diferencias halladas entre los
distintos tratamientos fueron debidas a una falla en la respuesta al estimulo de la linea
celular en algun tratamiento en particular, ya que cuando se co-estimuld con Forskolin, no
existieron diferencias en la capacidad de respuesta a este agente activador entre los grupos
tratados con pooles de SN. Todos incrementaron la produccion de DHEA en la misma

magnitud.
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En lo que respecta a la produccién de DHEA en las células tratadas con pooles de
SN Basales, si bien cuando la linea no fue co-estimulada con Forskolin se registraron
diferencias entre la produccion de DHEA segun el grupo de pacientes de donde se recogian
los pooles de SN, el agregado de Forskolin hizo que los cultivos expuestos a los diferentes
pooles de SN produjeran la misma cantidad del andrégeno. En contraposicion a ello, al
tratar con SN-Tso, la linea celular adrenal reflejé una disminucion en la producién de DHEA,
mas marcada al utilizar pooles de pacientes; que ademas se vincul6 con la severidad de la
TB. Ello demuestra que el(los) factor(es) responsable(s) de tal inhibicién en la produccion
de DHEA son generados fundamentalemente al producirse una respuesta antigeno
especifica, sea de los pacientes como de los controles ya que también se observé un efecto
inhibitorio al tratar la linea con pooles provenientes de individuos Normales. El hecho de
que en los cultivos tratados con pooles de SN de pacientes mas la co-estimulacién con
Forskolin, el incremento en la produccién de DHEA fuera significativamente menor respecto
de los cultivos tratados con pooles de individuos Normales, permite especular que en los
individuos enfermos de TB, el (los) factor(es) inhibidor(es) de la produccién de DHEA se
encontrarian en mayor concentracion. Y mas aun, que se producirian en proporciones
diversas en funcion de la severidad de la TB.

Lo expuesto se hizo igualmente notorio cuando se considero el efecto que generé el
estar enfermo de TB sobre la produccién del andrégeno adrenal. Es asi como se observd
que el padecer TB es un factor determinante en la inhibicién de la secreciéon del andrégeno
adrenal, y que ello se deberia al efecto de productos celulares generados tras la Rl
especifica frente a un antigeno proveniente de MTB, como ya fuera adelantado.

Las citocinas IL-1, IL-6, VIP, IGF-lI y II, TNF-a y TGF-B1 se encuentran entre los
mediadores conocidos hasta la fecha como los mas relevantes en la regulacion de la
funcién adrenal. Del balance de los mismos dentro del tejido adrenal, resultan sus efectos
estimuladores o inhibidores de la secrecion de esteroides (200, 201). Las cuatro primeras
se comportan en humanos como factores estimulantes de la secrecion esteroidea adrenal,
mientras que TNF-a y TGF-B1 se encuentran dentro de los factores inhibidores de la misma.
En humanos el TNF-a se ha comportado como inhibidor de la secrecién basal e inducida
por ACTH de cortisol, desviando la via sintética hacia la producciéon de andrégenos
adrenales. El TGF-B1 por su parte, actia del mismo modo que el TNF-a sobre la via
sintética de cortisol y ademas como inhibidor especifico de la produccién de andrégenos
adrenales (DHEA y DHEA-S) (200-203).

Es asimismo conocido el rol del TGF-B en el contexto de la TB pulmonar. Existen
numerosas publicaciones que reportan elevados niveles de esta citocina en plasmas y
sobrenadantes de cultivo de CPM de enfermos tuberculosos y asocian las concentraciones

de la misma con la severidad de la TB (151,152). Asimismo, el TGF-B ha sido citado por
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Hernandez—Pando et al. (215) como un factor de mal pronostico en la evolucion de la TB
experimental. De modo que esta citocina podria ser uno de los factores responsables de
nuestras observaciones.

De acuerdo con la hipotesis planteada por Straub y Besedovsky (237), el organismo
seria capaz de mantener su homeostasis a través de una respuesta integrada y coordinada
de los diferentes supersistemas (inmune, nervioso, endocrino y reproductivo). Tales
respuestas coordinadas e integradas, habrian sido mantenidas en el transcurso de la
evolucion para hacer frente y eliminar agentes patégenos en un periodo relativamente corto
de tiempo (dias a pocas semanas). Sin embargo, si tales respuestas coordinadas
provenientes de los supersistemas fallan y son incapaces de retornar a la normalidad, tras
la eliminacién del patégeno, el resultado de ello seria una RI agresiva, la cual favoreceria el
desarrollo de enfermedades inflamatorias cronicas discapacitantes.

Es asi que tanto para la enfermedad tuberculosa, como para otras patologias
crénicas donde se observa la recientemente reportada disfuncion adrenal (disociacion de la
secrecion de cortisol y DHEA), la imposibilidad del huésped de superar la noxa en forma
apropiada, conduciria a una nueva situacién, producto de la interaccién del Sl vy
neuroenddécrino, que favoreceria aun mas la perpetuacion de la enfermedad y el deterioro
progresivo del huésped. Ello estaria producido fundamentalmente por la pérdida de los
importantes efectos antiglucocorticoides de DHEA, hecho que favoreceria el mantenimiento

de un estado proinflamatorio en el huésped.
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5- CONCLUSIONES GENERALES.

# El estadio de la TB al momento del diagndstico no necesariamente se vincula con el
tiempo de evolucion de la enfermedad, sino que mas bien representaria el resultado de la
interaccion huésped-bacteria.

# La vacunacion con BCG tendria un probable rol protector sobre el desarrollo de la TB;
no evitando la infeccion con MTB, sino previniendo un curso mas torpido de la enfermedad .
# En base a lo observado in vitro, se comprobo la existencia del vinculo entre el sistema
neuroendécrino y el Sl a través de los efectos que son capaces de mediar los GC, tanto
sobre la proliferacion celular estimulada como sobre la produccion de citocinas por parte de
estas células. Muy probablemente, del fino balance entre ambos sistemas, dependa el tipo
de RI que el huesped desarrolle frente a la micobacteria y, de la regulacion de la misma, la
evolucion de la enfermedad.

# El perfil de citocinas y hormonas plasmaticas observado, permitié corroborar tal vinculo.
Pudo demostrarse que en el grupo de individuios en los cuales la TB progresa, la
interaccion entre el Sl y enddcrino, conducirian en primera instancia, a una alteracion de la
funcién de la glandula suprarrenal y en segundo paso, a una desregulacion en los ejes
tiroideo y gonadal. Todas las modificaciones que se producen conducirian al desarrollo de
un patron de respuesta inadecuado para eliminar el agente infeccioso y consecuentemente
perpetuarian la enfermedad, conduciendo al deterioro progresivo del huesped. Tal
desregulacién de la Rl estaria mediada tanto por mecanismos centrales como locales
adrenales.

# Mas aun, la mayoria de las modificaciones en el perfil de citocinas y hormonas, se
correlacionaron con la severidad de la TB, indicando que el tipo de vinculo que se establece
entre ambos sistemas podria ser responsable del curso de la TB en un determinado
huésped.

# El padecer TB se mostré como un factor determinante en la inhibicién de la secrecién del
andrégeno adrenal. Ello se deberia al efecto de productos celulares generados tras la RI
especifica frente a antigenos provenientes de MTB.

# Tanto para la enfermedad tuberculosa, como para otros modelos de patologias crénicas
donde se observa tal disfunciéon adrenal, manifiesta en la disociacién de la secrecién de
cortisol y DHEA, la imposibilidad del huésped de superar la noxa en forma apropiada,
conduciria a una nueva situacion, producto de la interaccion del Sl y neuroendécrino, que
favoreceria aun mas la perpetuacion de la enfermedad y el deterioro progresivo del
huésped. Ello estaria producido fundamentalmente a la pérdida de los importantes efectos
antiglucocorticoides de DHEA, lo cual permitiria el mantenimiento de un estado

proinflamatorio en el huésped.
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