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.  RESUMEN

Las micobacterias pueden ingresar a la célula huésped a través de moléculas
expresadas en la membrana celular (CD11c, CD14 y CD40, entre otras). El VIH
se internaliza a su célula hospedera a través de la molécula CD4, pero ademas,
utiliza moléculas co-factoras nombradas cominmente co-receptores, CXCR4 y
CCRS5, que son receptores de quimiocinas. Ambas patologias desencadenan
una red compleja de citocinas pro-inflamatorias. Con el propésito de determinar
si existia una alteracién en los receptores/co-receptores de los microorganismos
anteriormente mencionados en pacientes infectados con el virus y pacientes con
TB, a partir de muestras de sangre periférica estudiamos la expresion e
intensidad media de fluorescencia (IMF) de CD11c, CD14, CD40, CCRS y
CXCR4, por citometria de flujo. Ademas, se determinaron los patrones de
citocinas y quimiocinas pro-inflamatorias de sueros de pacientes por la técnica
de ELISA.

Nosotros encontramos una disminucion en la IMF en el receptor CD11¢ (p<0.05)
en células de pacientes con TB multidrogoresistente (TBMDR), asi como
también disminuyeron la expresion e IMF de CD40 en linfocitos y monocitos. En
las células de pacientes con TB pulmonar (TBP) y extrapulmonar (TBEP) se
observé un incremento en la IMF del receptor CD14, también disminuyeron la
expresion y la IMF de CD40 en monocitos (p<0.05). El co-receptor CCR5 en
linfocitos y monocitos se encontré elevado en el grupo de TBP, lo cual podria
contribuir a una infeccidn por virus macrofagotropicos (M-trépicos) o dual-trépico.
Por otra parte, en el grupo infectado con el VIH se incrementd la expresion de
CD40 en linfocitos y monocitos (esto explicaria en parte, porque un individuo
infectado con VIH es mas susceptible a una infeccion con M. tuberculosis).
Tanto el incremento del receptor CD40 en pacientes con VIH y el co-receptor
CCRS5 en TBP pudiera explicar parcialmente la susceptibilidad presentada en
individuos infectados con VIH con una posterior co-infeccién con M, tuberculosis
y viceversa.

Las citocinas y quimiocinas pro-inflamatorias en sueros de los grupos
estudiados, [L-6, IL-8, TNF-a, RANTES e IL-1p, siendo las dos ultimas, las que



en mayor concentracibn se presentaron. Los valores de IL-18 fueron
notablemente significativos en todos los grupos, mientras IL-6 estuvo elevado en
todos los grupos con excepcion al grupo de VIH. TNF-a se incrementé solo en el
grupo de pacientes con VIH y TBEP. IL-8 solo se encontrd diferencia significativa
en TBMDR. En cuanto a las citocinas pro-inflamatorias algunos de nuestros
resultados concuerdan con los ya reportados por otros autores. Sin embargo,
nos llamé la atencion las altas concentraciones detectadas de RANTES en
muestras estudiadas, probablemente esto se deba a un intento mas del sistema
inmune para bloquear o modular la expresion del co-receptor CCR5, para asli
controlar [a infeccion por el VIH.

En conclusién, nosotros describimos los patrones de expresion de receptores y
co-receptores que reconocen patrones moleculares de micobacterias y el VIH,
asi como también el patrén de algunas citocinas y quimiocinas pro-inflamatorias
en pacientes infectados con VIH y TB. Se determind que las células de
pacientes con VIH incrementan la expresion e IMF de CD40, lo ¢ual hace a un
individuo infectado con VIH mas susceptible a una infeccién por micobacterias.
Por ofro lado, el incremento de CCR5 en pacientes con TBP, los hace mas

susceptibles a contraer una infeccién por virus M-tropicos o dual-trépico.



Il. INTRODUCCION

La tuberculosis (TB) es una enfermedad altamente infectocontagiosa
producida por Mycobactenium tuberculosis principalmente, en la actualidad se
piensa que aproximadamente una tercera parte de la poblacion mundial se
encuentre infectada con TB, la cual se creia controlada hace unos afios, pero
debido a la adquisicion de multiresistencia y la aparicion del virus de
inmunodeficiencia humana (VIH) la enfermedad nuevamente ha estado
presentandose en la actualidad en indices elevados (1).

En paises en via de desarrollo donde la prevalencia de TB en individuos
jévenes, quienes corren con un gran riesgo de contraer la infeccién por VIH, es
mayor del 50 %. Lo anterior es posible debido a los siguientes eventos: 1) la
progresion a TB activa es posible cuando los individuos se encuentran
infectados de forma latente con TB; 2) cuando existen nuevas infecciones con
1B, es comun el desarrollo a TB activa. La pandemia de la infeccion por
VIH/SIDA han causado un incremento en las notificaciones de TB en algunos
paises. Con la habilidad del VIH de destruir el Sistema Inmune, ha permitido
desarrollar un factor de riesgo importante para la progresion de infecciones
latentes por TB a enfermedad clinica, donde para 1994 el 4.6 % de todas las
muertes por TB fueron atribuidas a co-infecciones por VIH. Hasta 1997, los
casos reportados de individuos VIH-positivos con TB en el mundo ascienden a
640 000, siendo el continente Africano el mas perjudicado (2).

La respuesta aguda del hospedero a una infeccién primaria por el VIH es
caracterizado por la produccion de citocinas del tipo ThO y pro-inflamatorias,
tales como interleucina-1 (IL-1), IL-2, IL-6, factor de necrosis tumoral alfa
(TNF-a), interferon alfa, beta y gamma (INF-o/p e INF-y) asi como también
citocinas anti-inflamatorias como IL-4, IL-10 e IL-13 (3), mientras en etapas
tardias de la infeccién, el patrén de produccion de citocinas se ve modificado
hacia el tipo Th2 (4, 5). La glicoproteina 120 (gp 120), Tat, Nef y proteina viral R
(Vpr) del VIH son inmunomoduladores de la secrecién de citocinas en diversas



células del sistema inmune. La gp120 induce la secrecién de citocinas pro-
inflamatorias: [L-1a, IL-1p, IL-6, IL-8, TNF-c, INF-o/p e INF-y (8, 7, 8, 9), también
participa en la inducciéon de IL-4 e IL-13 en baséfilos e IL-10 en células
mononucleares (10). Por otro lado, la proteina Tat implicada en la replicacién
viral, induce la produccién de las citocinas y quimiocinas IL-1p, IL-2, IL-6, IL-8,
factor de crecimiento transformador beta1 (TGF-B1), citocina quimioatrayente de
monocito 1 (MCP-1) y TNF-a (11, 12, 13, 14, 15). La proteina Nef extracelular es
una potente inductora de IL-1B, IL-6, IL-10, IL-15, TNF-o. e INF-yen varias
poblaciones de leucocitos humanos (16, 17, 18). Finalmente, la proteina Vpr,
induce la expresion de IL-6, IL-8, IL-10, TNF-a e INF-yen diversos tipos de
células (19).

Las micobacterias son capaces de inducir la produccidon de ciertas
quimiocinas del grupo de las a y B-quimiocinas. Se han observado en pacientes
con tuberculosis pulmonar activa, elevados niveles de péptido relacionado con el
crecimiento (GRO), proteina inflamatoria del macréfago 2 (MIP-2), proteina
inducible por INF-y (IP-10), monocina inducida por INF-y (MIG), MIP-1a, MIP-1,
T normalmente expresada y secretada regulada por activacion (RANTES),
MCP-1 e IL-8 en lavado broncoalveolar (LBA) (20, 21).

La interaccion de las micobacterias con el macréfago, se lleva acabo a
través de la unidn de estos microorganismos a la superficie celular del
macréfagos. Las micobacterias utilizan las moléculas expresadas en la
superficie celular del macrofago, para internalizarse en él, estas moléculas son
receptores de otros factores como: componentes del complemento, manosa,
proteina surfactante A, lipopolisacaridos, fraccion Fc de anticuerpos del isotipo
IgG, macromoléculas polianidnicas y moléculas de interaccion celular como
CD40 (23).

De la misma manera el VIH entra en contacto con el macréfago a través
de moléculas de interaccion celular de manera directa y de manera indirecta con



receptores de quimiocinas (22, 24). Los receptores de quimiocinas asociados
como cofactores necesarios para la entrada del VIH a diferentes células blancos,
ademas de la molécula de superficie celular CD4", determinan el tropismo
celular de las diferentes cepas aisladas del VIH. Tal es el caso del receptor de
a-gquimiocinas (LESTR/fusina 0 CXCR4), cuyo ligando es el factor derivado de
células estromales (SDF-1), esta molécula funciona como co-receptor para el
VIH en la lineas celulares T. Por presentar este tropismo hacia las células T, las
cepas de VIH son nombradas T-tropicas. Otro de los co-receptores son los
empleados por las B-quimiocinas (RANTES, MIP-1a, MIP-1p) CC-CRS, el cual
es empleado por el VIH en lineas de células de macréfago, por lo que se le
denomina M-trépico. Un tercer prototipo del VIH es el dual-tropico, estas cepas
de virus pueden reconocer tanto el co-receptor CXCR4 como CC-CRS, ver
figura 1(25, 26).



lll. ANTECEDENTES

3.1 Micobacterias

3.1.1 Patogénesis de las Micobacterias

La ruta de entrada del bacilo de la TB en el cuerpo es a través del tracto
respiratorio al inhalar gotitas de micobacterias, las cuales alcanzan un tamafo
enfre 1 — 2 um o menos de diametro, estas pasan hacia el tracto respiratorio
bajo. La enfermedad es producida por el establecimiento y la proliferacion de
bacilos virulentos y las interacciones con el huésped. Una vez en el pulmén
puede desencadenar cuatro rutas:1) Una respuesta inicial del hospedero que
podria matar a todos los bacilos efectivamente de tal manera que los pacientes
no desarrollen la TB. 2) El microorganismo puede comenzar a multiplicarse y
crecer inmediatamente después de la infeccidn, causando una T8 primaria. 3) El
bacilo puede llegar inactivo y nunca causar enfermedad, tales pacientes tienen
una enfermedad latente y presentar reacciéon positiva para la prueba de la
tuberculina. 4) Los microorganismos latentes pueden eventualmente crecer y
causar la enfermedad de TB reactiva (22).

3.1.2 Respuesta Inmune

Las células de macrofago son capaces de inhibir el crecimiento de la
micobacterias a través del proceso de fagocitosis y de participar en la respuesta
inmune celular a través del proceso de presentacion de antigeno y reclutamiento
de células T. En el proceso de la fagocitosis se encuentran involucrados
diversos eventos como la unién de la bacteria a la célula hospedero, la
internalizacion e inhibicion del crecimiento o muerte intracelular. La fagocitosis
generalmente comienza con el englobamiento de la bacteria invasora en una
vacuola de membrana delgada, la cual se forma cuando los seuddpodos de la
membrana del macréfago rodean la bacteria y se fusionan. La interaccion de la
célula fagocitica con la micobacteria, es llevada a cabo por la unién del
microorganismo a través de receptores de complemento o manosa u otros
receptores de superficie celular.



Mohagheghpour, N. et al,, 2000, en sus experimentos no encontraron
diferencia significativa en los indices de porcentajes de células apoptéticas
encontrados en células dendriticas y macréfagos derivados de monocitos (MDM)
al ser expuestas a M. avium, pero la produccién de IL-12 se vié incrementada
casi 20 veces mas en las células dendriticas que en los MDM, mientras IL-1p se

mantuvo en concentraciones similares en ambas células (27).

3.1.3 Papel de citocinas y quimiocinas en infecciones por micobacterias

La interaccion de los macréfagos con otras células efectoras ocurre a menudo
gracias a las citocinas y quimiocinas. Estas moléculas juegan un papel
importante en la atraccion de otras células efectoras participantes en la
inflamacion. Una quimiocina importante en la interaccion micobacteria-
hospedero es la interleucina 8 (IL-8) miembro de la familia de quimiocinas CXC,
en la cual se incluyen un nimero de proteinas estimuladas por INFy como IP-10
y MIG. Entre sus funciones IL-8 tiene la capacidad de reclutar neutréfilos,
linfocitos T y basofilos en respuesta a una variedad de estimulos. La expresion
del gen y la secrecién de IL-8 es incrementada en macréfago por su interaccion
con M. tuberculosis o por uno de sus componentes de la pared celular,
lipoarabinomanana (LAM) (28).

Se ha observado la liberacion de TNFa in vitro, tras la interaccion del
macréfago-monocito con las micobacterias, las proteinas micobacterianas y el
LAM (29). Ademas, se ha descrito el papel de TNFa en la estimulacion de la
formacién del granuloma tuberculoide. La produccién de INFy, IL4 e IL-6 es
necesaria para que se lleve a cabo la induccién de macréfagos tuberculostaticos
(inhiben el crecimiento de las micobacterias). Los resultados de las
investigaciones realizadas por Bloom, B. et al. en 1994, sugieren la participacion
de INFy y los mecanismos de la respuesta inmune celular en la hipersensibilidad
de tipo retardada. Estos son necesarios para la resistencia a infecciones con M.
tuberculosis. Los individuos que carecen de |la cadena a (de unién al ligando) o



p (de senalizacion) del receptor de INFy, mueren al suministrarse la vacuna de

BCG o por infecciones con M. avium o M. fortuitum (30).

La interleucina 12 (IL-12) es una citocina producida por macréfagos y
células B principalmente, esta ejerce efectos pleiotropicos sobre el sistema
inmune induciendo la produccién de INFy, de células T y NK e incrementa la
proliferacién y citotoxicidad de estas células, asi como también, juega un papel
esencial en la respuesta inmune contra micobacterias, ver figura 1y 2.

Estudios de Flynn, J. ef al. en 1994, al emplear ratones BALB/c infectados
con M. tuberculosis y al ser tratados con IL-12 disminuyeron la carga bacteriana,
pero al tratar los ratones con INFy, este tratamiento no afecté la sobrevivencia o
carga bacteriana (31). Ademas, se ha reportado que en ratones y humanos
carentes de la cadena p40 del heterodimero de IL-12 o de la subunidad
receptora de 1L-12, tienden a ser mas susceptibles a infecciones
micobacterianas con una menor secrecion de INFy (32).

Un inactivador importante de macréfagos en humanos podria ser el
TGF-B, el cual es una citocina ampliamente distribuida y producida
principalmente por monocitos Yy macréfagos. Aunque tiene efectos
pro-inflamatorics como el aumento en la quimiotaxis de monaocitos e incremento
en la expresion de receptores Fc, TGF-p también tiene importantes efectos anti-
inflamatorios como la desactivacion de la produccion de intermediarios de
oxigeno y nitrégeno en el macréfago, inhibe la proliferacién de las células T,
interfiere con la funcién de células NK y linfocitos T citotéxicos y regula la
liberacion de INFy, TNFa e IL-1.0Otra citocina considerada como inactivadora de
macréfago en tuberculosis es la interleucina 10 (IL-10), donde se ha mostrado
que la adicién de anticuerpos monoclonales anti-IL10 incrementan la respuesta
proliferativa de linfocitos T in vitro, mientras que la expresion de INFy, IL-2 e 1L-4
por células mononucleares de sangre periférica (CMSP) es suprimida por IL-10,
ver figura 1 y 2 (22).



Rhoades, E. y Orme, |. en 1997, infectaron macréfagos derivados de
meédula 6sea murina con diferentes cepas de M. tuberculosis y observaron por
un lado el crecimiento de todas las cepas de M. tuberculosis, pero por otro lado,
el crecimiento se vio limitado cuando los macréfagos eran cultivados en medio
con INF-y (33).
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Figura 1. Papel de las citocinas en la Infeccion por micobacterias.
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3.14 Receptores en macréfago involucrados en la entrada de
micobacterias patégenas

Receptores para complemento CD11c(CR4)
Existe evidencia que la unién de Mycobacterium tuberculosis es de manera no

opsénica. Ademas, existen otros estudios donde se emplearon anticuerpos
monoclonales anti-CD11¢c y se observé un bloqueo de la unién de M.
tuberculosis a macréfagos derivados de monocitos, lo anterior fue reforzado al
transfectar células de ovario de hamster chino (CHO), de la clona Rl 3.7, con
DNAc de CR4. Las células transfectadas adquirieron la capacidad de expresar
en la superficie celular la molécula de CR4 y al ser expuestas a M. tuberculosis,
estas ultimas lograron unirse a las células. También se ha reportado que la
unién de M. tuberculosis a CR4 desencadena una sefal de traduccién potente,
de la cual resulta la fosforilacién de tirosinas de las proteinas del macréfago,
esta fosforilacion es catalizada por una tirosin protein cinasa. Esta tirosin-cinasa,
fosforila proteinas mayores de 60 kDa y se cree que juega un papel importante
en el proceso fagocitico (34).

Receptor CD14
El receptor CD14 es una proteina de membrana unida a un

fosfatidilinositol glicano de 55 kDa, la cual se expresa sobre la superficie de
monocitos, macréfagos, células de microglia y leucocitos PMN. La molécula es
reconocida y caracterizada como un receptor de alta afinidad para
lipopolisacaridos de bacterias gram-negativas (35). CD14 puede unirse al LAM
de M. tuberculosis (H37Ra), dicha unién estimula al macréfago a producir IL-8.
Datos aportados por diversos investigadores, describen que tanto el residuo de
arabinosa del LAM (AraLAM) como el de manosa (ManLAM) inducen una
respuesta distinta en los receptores de manosa y CD14 en células monociticas
humanas y dicha respuesta es dependiente del estado de diferenciacién celular
(36,37,38). Se ha demostrado la participacién de CD14 en la unién de las
micobacterias a células de microglia, en donde al adicionar CD14 soluble o
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anticuerpos monoclonales (Acm) anti-CD14 a un medio celular de macréfagos,
estos inhibieron la unién de la micobacteria al macréfago (39).

Receptor CD40
CD40 es un miembro de la familia de los receptores del factor de necrosis

tumoral (TNF-R) en donde se encuentran incluidos el receptor de factor de
crecimiento tumoral 1 y 2 (TNF-R1 y TNF-R2, respectivamente), entre otros.
CD40 es una proteina integral de membrana de un peso molecular de 50 kDa y
se encuentra expresada en células dendriticas, células epiteliales basales,
macréfagos, células de Langerhans, células endoteliales y células del epitelio
timico (40). La estimulacién de CD40 y su ligando (CD40L) juega un papel
crucial en la regulacién de la respuesta inmune humoral y 1a respuesta inmune
celular (41). La interaccién de CD40 con CD40L en las células presentadoras de
antigeno (CPA) es importante para una respuesta de células T, esta respuesta
es mediada por al menos dos mecanismos: a) CD40/CD40L incrementan la
expresion de moleculas accesorias de las CPA, como CD54, CD80, CD86 y
CMH clase lI; y b) inducen y/o incrementan la produccién de citocinas
inflamatorias, como [L-12, TNFa, IL-1a, IL-1B, IL-6 e IL-8 en macréfagos y

células dendriticas.

Hagashi, T. et al. (1999) demostraron la colaboracién de la interaccién de
CD40 con su ligando CD40L en el crecimiento intracelular de M. avium “in vitro®
ya que al tratar ratas con anticuerpos monoclonales (Acm) anti-CD40L
observaron un incremento en el crecimiento de M. avium en pulmones, higado y
bazo de ratas acompafiado con un incremento de |L-12. Ademas describieron
que la interaccién de las células T con los macrdfagos infectados con M. avium
es imperativa para montar una resistencia contra infecciones asociadas con M.
avium en individuos infectados con VIH-1 (42).

Por su parte, Méndez y Garcia en 2001, al estimular células T con
Mycobacterium bovis BCG, éste fue capaz de inducir la expresién del CD40L, la
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Receptor de manosa

Existen estudios que apoyan la selectividad del receptor de manosa para
cepas virulentas de M. tuberculosis, donde al emplear M. tuberculosis (H37Ra)
se observd que estas bacterias no tienen la capacidad de unirse al receptor de
manosa. Por el contrario, al emplear M. tuberculosis H37Rv esta es capaz de
unirse a dicho receptor, esto se ve mediada a través del LAM, el cual esta
presente en la pared celular de la cepa H37Rv (considerado como factor de
virulencia, Roach, T. et al,, 1993) y se caracteriza por contener oligosacéaridos de
manosa. Estos oligosacaridos le permiten incrementar la adherencia a
macréfago y esté incremento se reduce por la modulacién negativa de
receptores de manosa en el macréfago (Schlesinger, L. ef al., 1993).

3.1.5 Epidemiologia de la TB

La prueba de la tuberculina nos permite detectar la presencia de infeccién o
exposicion con el bacilo de la tuberculosis y es empleada para medir la
prevalencia de la infeccion. Se ha estimado que en los 90°s aproximadamente
1.7 billones de personas (una tercera parte de la poblacion mundial) fueron
infectados con M. tuberculosis y el numero de casos fue de mas de 7.5 millones
alrededor del mundo. De acuerdo a la Organizacién Mundial de la Salud (OMS)
en 1989 se reportaron 1.3 millones de casos y 450 000 muertos por TB en
paises desarrollados presentandose con mayor ocurrencia en jovenes, ver
tabla1 y figura 3 (1).
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micobacterianas, candidiasis oral y esofagica, toxoplasmosis y retinitis por
Citomegalovirus entre las mas importantes, asi como también, diversos
canceres como el cancer cervical, Sarcoma de Kaposi, linfoma de células B
asociadas al virus Eptein-Barr (45).

Nightingale, S. et al. en 1992, encontraron que los pacientes VIH-
positivos/SIDA eran susceptibles a contraer bacteremia por el Complejo
M. avium, donde observaron una incidencia del 21% y 43 % en el primer y
segundo ano de seguimiento, respectivamente, en todos los casos el nimero de
células CD4 fue menor de 200 células/ul (46). Géngora, R. et al en 1997,
determinaron que el 4% de los pacientes examinados presentaba infeccién por
el complejo M. avium-intracellulare teniendo como caracteristica particular
cuentas de linfocitos T CD4 menores de 100 células/ul (47).

Los bacilos pertenecientes al Complejo M. avium (CMA) y sus
constituyentes micobacterianos estimulan a los fagocitos mononucleares para
secretar citocinas como IL-1a, IL-6, IL-10, TNFa, TGF- y receptor soluble tipo Il
de TNF (sTNF-RIl). Algunas de estas moléculas se encuentran en niveles
elevados en individuos infectados con VHI-1.

Haviir, D. et al. en el 2001, analizaron los cambios de los niveles de las
citocinas, anteriormente mencionadas, en el suero de individuos infectados con
VIH-1 con bacteremia asociada a CMA antes y después de la profilaxis para
CMA. Antes del tratamiento encontraron un incremento en la produccion de IL-6,
IL-10, TNFa, TGF-B y sTNF-RII, en todos los sujetos antes de la profilaxis, pero
no lograron detectar IL-1c.. Mientras después del tratamiento se observé una
disminucién de IL-6 y TNFa , pero no en IL-10, TGF-p y sTNF-RII (48).

En los ultimos afios la TB ha vuelto a ser una enfermedad de moda y en
la actualidad lo esta mas por diversos factores, entre los que destaca la infeccién
por el VIH. Debido a que en las personas infectadas por el VIH existe una alta
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incidencia de TB, ya sea por la reactivacion de una infeccién TB previa o por una
infeccién TB primaria, o porque las personas infectadas por el VIH presentan
una TB con caracteristicas clinicas atipicas con predominio de sus formas
extrapulmonares el CDC incluyé a la TB como enfermedad indicativa de SIDA
en 1987. Posteriormente, en 1992 el CDC volvid a revisar la definicion
incluyendo la TB pulmonar (TBP)..

Tabla 2. Influencia de la infeccién con VIH y la infeccion con M. tuberculosis

(49).
Influencia de la infeccion del VIH sobre Influencia de la infeccion
pacientes infectados con M. tuberculosis sobre pacientes
M. tuberculosis infectados por el VIH.

a) Hay una alta proporcién para a) Activacion de macréfagos en

que se reactive la enfermedad . respuesta a la infeccibn con M.
tuberculosis, lo cual puede

b) Alta proporcién para desarrollar incrementar la replicacion viral del
enfermedad aguda. VIH en macréfago.

c) Alta proporcién para desarrollar b) Existe una progresion mas rapida
anergia en la piel. a SIDA si la infeccion latente por M.

tuberculosis no es tratada.
d) Alta proporcién para desarrollar
TB extrapulmonar (TBEP).

e) Mala absorcién de drogas Anti-TB.

3.2.3 Papel de los factores exégenos en la regulacién de la replicacién viral

El VIH se replica mas eficientemente en células activadas y los niveles de
titulos virales se ven incrementados consistentemente cuando el sistema inmune
de individuos infectados con el VIH es activado por estimulos exégenos tales

como patégenos oportunistas. La infeccion activa por M. tuberculosis incrementa
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sustancialmente la viremia en plasma, la cual regresa a niveles basales cuando
la infeccion es tratada. Este incremento en la replicacién viral esta asociada con
la activacion celular y la expresion de citocinas inductoras de la replicacién del
VIH. Sin duda alguna, uno de los continentes mayormente afectados por las
infecciones por el VIH es Africa, donde se cree fue el origen de estos retrovirus,
especialmente en el Sub-Sahara, debido probablemente a la asociacion de la
activacion del sistema inmupe con infecciones frecuentes y crénicas por
parasitos u otros patégenos. La activacion inmune esta asociada con altos
niveles de citocinas estimuladoras de la replicacion del VIH, entre estas se
encuentran TNFa, IL-18 e IL-6. Los individuos infectados con VIH manifiestan
viremia, cuando estos son inmunizados con antigenos como influenza y toxoide
tetanico (50, 51,52, 63, 54, 55).

3.2.4 Papel de las citocinas en la replicacion viral

La activacion de las células del sistema inmune infectadas con el VIH, se
encuentra ligada con la secrecién y la expresion de varias citocinas involucradas
con la replicacion del VIH. Se ha encontrado que la adicibn de los
sobrenadantes de cultivos de células mononucleares de sangre periférica
(CMSP) induce la expresion viral en lineas celulares infectadas cronicamente, tal
hallazgo permitié identificar diversas citocinas inductoras de la replicacién viral,
donde se incluyen a IL-1B, IL-2, IL-3, IL-6, IL-12, TNFa y TNFB, el factor
estimulador de colonia de macréfagos (M-CSF) y factor estimulador de colonia
de granulocitos-macrofagos (GM-CSF), mientras INFo. e INFB, suprimen la
replicacion viral. Estudios donde bloquean citocinas como a IL-1p, TNFx e INFy
con Acm o receptores antagonistas, revelan la supresion de la replicacion viral,
observar figura 4 (56,57).

Cocchi, F. et al en 1995, observaron la actividad de algunas p-
quimiocinas, tales como RANTES, MIP-1a y MIP-1B,las cuales al ser
adicionadas a cultivos de linfocitos T CD8 infectados con VIH-1, VIH-2 y VIS
(virus inmunodeficiencia del simio), estas funcionaban como factores inhibitorios
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de la replicacion viral en todos los casos de manera dosis dependiente, ver
figura 4 (58).

Breen, E. et al. en el 2000, examinaron la expresién de citocinas en el
sobrenadante de CMSP de pacientes infectados con VIH y de individuos sanos.
Encontraron que los niveles de IL-2, IL-6, IL-10, INFy y TNFa de pacientes
infectados con VIH se aumentaron entre las 4 y 8 h después de ser estimuladas
con mitdgenos o anti-CD3, mientras los sobrenadantes de CMSP de los
individuos sanos mostraron solo un ligero incremento a las 8 h. Estos resultados
hacen suponer que las CMSP de los individuos infectados con VIH, se
encuentran en estado activado “in vivo” pemmitiéndoles la expresion de los genes
de citocinas mas rapido a los de las CMSP normales (59).
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3.2.5 Receptores y co-receptores en macrofago empleados por VIH-1
Tropismo celular del VIH

Estudios han revelado que ademas del marcador de superficie CD4, son
necesarios los receptores para quimiocinas, como anteriormente se menciond,
los cuales actian como cofactores para la entrada de VIH-1 a su célula blanco.
Estos receptores de quimiocinas son proteinas relacionadas con la familia de las
proteinas G o proteinas con 7 hélices transmembranales, que llevan a cabo
sefializaciones intracitoplasmaticas. Los macrofago son células productoras de

B-quimiocinas durante la presentacién de antigenos a las células T y se han
reportado que son los mayores productores de p—quimiocinas en los nédulos
linfaticos en individuos infectados por VIH-1 (60).

La habilidad del VIH para infectar diferentes tipos de células varia de
aislado a aislado y es conocido como tropismo celular. Actualmente los aislados
del VIH han sido divididos en subgrupos de acuerdo a las diferencias del
tropismo celular a la proporcién en la replicacion y a efectos citopaticos
exhibidos durantes ensayos de infectividad in vitro. Las cepas tropicas de
macréfago (M-trépica) pueden infectar monocitos, macréfagos derivados de
monocitos (MDM), cultivos primarios de macréfagos humanos y linfocitos T CD4"
primarios. Mientras, las cepas tropicas de lineas celulares-T (T-trépica) pueden
infectar lineas celulares T y células T primarias, pero no MDM. Un tercer
subgrupo son las cepas dual tropicas, las cuales pueden infectar tanto MDM y
lineas celulares de T, asi como también linfocitos T CD4*. Las cepas del VIH
mas involucradas en la transmisién sexual como infecciones a través de sangre
son la tropicas-M, pero también estan presentes en todas las etapas de la
infeccion las tropicas-T y dual-trépicas (61). La diferencia entre la susceptibilidad
a infecciones por VIH-1 entre monocitos y MDM, puede ser explicada por la
expresion de co-receptores sobre la superficie celular de estas células, observar
figura 5.
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A)
Figura 5. Tropismo del virus de la inmunodeficiencia humana, A) virus T-trépico

y B) virus M-trépico.

Recientemente, un nuevo sistema de clasificacion se ha descrito para
aislados de VIH-1, basado en el tipo de co-receptor usado conjunto con CD4*
para la entrada a la célula blanco. Los aislados virales que usan el receptor de
las B-quimiocinas (CCRS) son denominados virus R5, mientras el receptor de las
a-quimiocinas (CXCR4) es empleado por los virus denominados virus X4 y
ambos receptores son usados por los virus R5X4 (62, 63). El tropismo del VIH-1
por algun tipo de célula, esta determinado por el dominio variable V3 de la
glicoproteina de la envoltura externa (gp120) del VIH (64, 65).

Simmons, G. et al en 1996, reportaron que algunas cepas de VIH-1
productoras de sincitios en células T CD4* son capaces de reconocer lineas
celulares T, asi como también células de macréfago. En la infeccion primaria
estas cepas fueron mas infectivas en macréfago (donde reconocieron el co-
receptor CCRS5) que en las células T CD4 (reconocieron el co-receptor CXCR4 o
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Lestr), sin embargo aunque se presenté un fropismo dual solo las células T CD4
formaron sincitios, mientras que los macréfago fueron incapaces de producirios
(66). El co-receptor CCRS es usado principalmente por las cepas tropicas-M del
VIH-1, mientras el co-receptor CXCR4 (el cual también es denominado fusina o
LESTR) es usado principalmente por las cepas trépicas-T del VIH-1 (67). La
expresion de co-receptores en celulas de la linea de monocitos-macréfago
depende del estado de maduracion de estas (68). Ghorpade, A. et al en 1998,
realizd estudios que describen la participacién de CCR5 como una molécula
esencial para la infeccion del VIH en monocitos. Por otra parte, revel6 el papel
de la la expresion de los CCR5 y CCR3 son necesarios para la infeccion del ViH
a células de microglia (69).

Lapham, ef al. 1999, encontré que la expresion de CXCR4 puede ser
expresado sobre la superficie celular de macréfagos, pero a diferencia del
expresado por células T, éste es de mayor peso molecular. Debido al gran peso
molecular de! co-receptor CXCR4 expresado en macrofagos y a sus
propiedades bioquimicas, éste es incapaz de asociarse con CD4, lo cual
contribuye a la entrada ineficiente de cepas que usan este receptor en
macréfagos maduros (70).Sozzani, S. et al. en 1997, reportaron la expresién de
los co-receptores CXCR4 y CCR5 en células dendriticas derivadas de sangre o
células Langerhans activadas de piel. Ademas, no observaron la expresion de
CXCR4 en células de Langerhas no activadas, pero si de CCR5 (71).

3.2.6 Epidemiologia VIH/SIDA-TB

El Programa Global de SIDA (PGSIDA) estimé a mediados de 1994 una
prevalencia de infecciones por VIH de 13 a 14 millones de individuos adultos
infectados alrededor del mundo. El impacto de las infecciones por VIH sobre la
TB es grande en poblaciones en la cual la prevalencia de infecciones por TB en
adultos jévenes (quienes corren el riesgo de contraer infecciones por VIH) es
relativamente aita. Se estim6 que a mediados de 1994 hubo 5.6 millones de
personas infectadas con VIH y TB en todo el mundo, de los cuales 3.8 millones
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pertenecian a Sub-Sahara en Africa. Mientras, otros como Norte América se
estimaron mas de 80 000 individuos con estas infecciones, mas de 450 000 en
Ameérica Latina y el Caribe, 23 000 en el Norte de Africa y Medio Este, 49 000 en
el Oeste de Europa y mas de 9 000 en el Este de Europa y la formada Unién
Soviética, 20 000 en el Este de Asia y Pacifico, mas de 1.15 millones en el
Sudeste de Asia y mas de 4 000 en Australia. En muchos paises desarrollados,
la TB ha surgido como la enfermedad oportunista mas comun asociada con
infeccién por el VIH. Arriba del 54 % de los individuos infectados con VIH
presentan TB en Africa, mientras que un 24 a 28 % de los pacientes en Latino
Ameérica, un 23 % en Haiti y mas de la mitad de los pacientes en la India y
Tailandia presentan TB clinica durante el curso de la infeccién con VIH, observar
tabla 3 y figura 6 (1, 2).

27



‘gpBUB) A "v'N’'J 'Bpue|ez BAeNN ‘Bljelisny ‘ugder v
‘gpeue) A 'y 03d9oxs ‘voupwry ap sesred s0] SOpPoL X

'BpuR|aZ BAGNN £ BIBNSNY ‘Uodef 0ideoxg g

REAASAIINS B IPP2

$33UBIqeY 000 00T BPES JOJ,

L I T g

(8) 000 OV9

(8) 000 21
(c0)oooe
(9) 000 22

(e) 000 91
(2€) 000 SIS

(¢'0) 000 8
(@) ooove

(%) soapisod-HIA
seuosused ue g1 ep sose)

v v

SEl

=13
vl
64

6C|
65¢

621

_Juprlodosd

¢ wmemetar

000 296 £

000 ov}
000 09
000 O6€

000S19
000 985 |

000 ¥Z6 }
..poosvee.

gl ep soseQ ep [810]

P

jejol

(V) sopezjjeyisnpu| sesjed
edoing op 9)83
(1) eopgury

osug.Lej|pPe [op 8183
wouly

(0) ooyioRd |op 03800

RISy op 9jsepns

uo|Bey

s 2

‘(2) 2661 Bisey ugiBel Jod soAsod-H|A seuosied ue SOsed ep sosewnu A g ep Biouspiau| ¢ rjqel

o0
N



‘000Z OY® |© Bisey YaIS/HIA (ep 189o)6 ejBojolwepid "9 vinBi4

: Ay
" HIA SSUOIIIIN 8'}
Stau 18 A 83&8::«._

_.=> oo:o_:E N —.‘

edoing

uo:@ci S..oz

ENEN

| :_>_A8..o__.s_ 80

i

29



IV. JUSTIFICACION

En el macréfago se expresan una variedad importante de moléculas de
superficie celular, muchas ellas sirven como receptores de otras moléculas como
complemento, manosa, lipopolisacaridos, fracciéon Fc de las inmunoglobulinas
del isotipo de las IgG y moléculas de interaccién celular (CD40) y CD4, y los
receptores de quimiocinas. Recientemente se ha descrito la participacién de
muchas de esas moléculas en la entrada de microparasitos como el bacilo de la
tuberculosis y el VIH.

Muchos son ya los estudios realizados con el Unico objetivo de
comprender los mecanismos de interaccion huésped-parasito de los
microorganismos anteriormente mencionados, con el propésito de encontrar
nuevas estrategias terapéuticas para el control de las infecciones asociadas a
estos patégenos. Debido al tipo de infeccién y de enfermedad producida por
ambos son considerados como un problema de Salud Mundial, debido al alto
indice de morbilidad y mortalidad provocados por ambos microorganismos la
epidemia de TB/VIH parece estar en aumento en todos los paises del mundo,
por lo que es importante desarrollar nuevos métodos de control y soluciones
para estas infecciones pandémicas.

Por lo tanto, con todos los antecedentes mencionados nuestra
investigacion estuvo enfocada en la determinacion de los niveles de expresién
de algunos receptores conocidos para micobacterias en pacientes infectados
con VIH/SIDA y ademas co-infectados con TB, pacientes infectados con VIH y
pacientes con TB, asi como también se incluyé un grupo control. Se estudié la
participacion de las citocinas IL-1B, IL-6 y TNFa, asi como también las
quimiocinas IL-8 y RANTES. Lo anterior, fue llevado a cabo con el fin de elucidar
la participacion de uno o varios de los receptores como un o unos mediadores
potenciales en la entrada de las micobacterias o VIH en células de sangre de
pacientes infectados con el VIH y TB.
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V. HIPOTESIS

Una infeccion por VIH o TB incrementa la presencia de uno o algunos de
los receptores y co-receptores empleados por los microparésitos para
internalizarse a las células del sistema inmune y ademas favorece la produccion
de citocinas pro-inflamatorias.
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Vi. OBJETIVO GENERAL

Identificar la frecuencia de los receptores celulares CD11¢c (CR4), CD14 y
CD40, empleados por Micobacterias y los co-receptores CCR5 y CXCR4,
empleados por el VIH, asi como cuantificar los niveles de citocinas y quimiocinas
pro-inflamatorias.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.- Determinar el porcentaje de células y la intensidad media de fluorescencia
(IMF) que expresan las moléculas CD11c (CR4), CD14 y CD40 empleadas por
micobacterias en células de sangre periférica para cada grupo en estudio por el
método de citometria de flujo.

2.- . Determinar el porcentaje de células y la intensidad media de fluorescencia
(IMF) que expresan las moléculas CCRS y CXCR4 usados por el VIH en células
de sangre periférica para cada grupo en estudio por el meétodo de citometria de
flujo.

3.- Cuantificar los niveles de citocinas pro-inflamatorias IL-1B, IL-6 y TNF-a en
cada grupo en estudio por la técnica de ELISA a partir de los sueros de
pacientes.

4.- Cuantificar los niveles de quimiocinas pro-inflamatorias IL-8 y RANTES en
cada grupo en estudio por la técnica de ELISA a partir de los sueros de
pacientes.

5.- Valoracién de resultados empleando una prueba de “U” de Mann Whitney y

un andlisis de correlacion de Pearson, utilizando los paquetes estadisticos
Sigma Stat, Sigma Plot y Excel.
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VIl. ESTRATEGIA GENERAL

10 ml

Conteo Leucocitos

Incubacion
Ac’s
monocionales

Sueros:-20 °C

L 4

‘muun-n»u-uumnun.

Adquisicion y analisis
Citdmetro calibur
Software Cellquest

k 4
Andalisis Estadistico
ELISA
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VIil. MATERIAL Y METODOS

8.1 Criterios de Seleccion de Individuos.

Se realizaron seis grupos (A, B, C, D, E y F), donde el grupo A se formé por
individuos clinicamente sanos, en el grupo B estuvo conformado por pacientes
con VIH, el grupo C formado por pacientes con TB pulmonar (TBP), el grupo D
representado por pacientes con TB extrapulmonar (TBEP), el grupo E fue
integrado de pacientes con TB multidrogoresistentes (MDR). Finalmente, el
grupo F fue conformado por pacientes infectados con VIH y co-infectados con

TB (VIH-TB).
A B C D E F
Control VIH TBP TBEP TB MDR VIH-TB
“Clinicamente Diagnosticado  Diagnosticado Diagnosticado Diagnosticado  Diagnosticado
Sanos por ELISA, por por por por ELISA,
confirmado por  baciloscopla, baciloscopla, baciloscopla,  confirmado por
Edad Western Blot cultivo y/o cultivo y/o cultivo. Western Blot
20-70 afios radiografia radiografia para VIH
Edad Con resultados
Sexo 20-70 afios Edad Edad de Co-infeccién con
Masculino/ 20-70 afios 20-70 aflos  antibiogramas  TB pulmonar o
Femenino Sexo con resistencia  extrapulmonar
Masculino/ Sexo Sexo amasde 3
Femenino Masculino/ Masculino/ antifimicos. Edad
PPD Femenino Femenino 20-70 afios
(+o0-) Etapa Edad
A3/B3 Sin otra Sin otra 20-70 afios Sexo
(cuentas CD4" patologia patologia Masculino/
< 200 céls/ml) asociada asociada Sexo Femenino
Masculino/
En Tratamiento En Tratamiento En Femenino Etapa
Tratamiento C
PPD No MDR Sin otra
No MDR patologia En Tratamiento
(+0-). asociada
PPD (+0-).
En Tratamiento

8.2 Extraccién de sangre venosa y conteo de leucocitos.

Se obtuvo 3 ml de sangre periférica heparinizada por puncién venosa de cada
uno de los grupos. La sangre fue trasladada a un tubo de ensayo de la cual se
tomaron 20 pl para realizar una dilucién 1:10 con 180 pl de solucién de acido



acético al 2% y se realizd un conteo de leucocitos empleando un
hematocitometro.

8.3 Analisis por Citometria de Flujo

8.3.1. Incubacién con Anticuerpos monoclonales
Los leucocitos fueron ajustados entre 3,000 - 11,000 leucocitos/ml. Una vez
ajustada las células blancas se prosiguié con el siguiente esquema:

Tubo Anticuerpo 1 Anticuerpo 2 Muestra

Control de Isotipo

1 19G+1-FITC e IgG2a 50 ul
10 pl
CD11¢c-FITC CD45-PE
2 10 pl 10 pl 50 ul
Biosource-cat. AHS1158 Chemicon-cat.CBL148P
CD14-FITC CD45-PE
3 10 pl 10 pl 50 ul
Biosource-cat AHS1418 Chemicon-cat.CBL148P
CD40-FITC CD45-PE
4 10 pl 10 pl 50 pl
Biosource-cat. AHS4008 Chemicon-cat. CBL148P
CCR5-FITC CD45-PE
5 10 pl 10 pl 50 pl
Pharmigen-cat.36464X Chemicon-cat.CBL148P
CXCR4-PE CD45-FITC
6 10 pl 10 pl 50 pl

Pharmigen-cat.36195X Chemicon-cat.CBL148F

Las mezclas se colocaron en tubos Falcon de § ml, se agitaron e incubaron por
10 minutos a temperatura ambiente en oscuridad. Al finalizar la incubacién, se
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adicion6é 1 ml de solucitn de lisis, se agitd e incubd nuevamente en oscuridad a
temperatura ambiente por 5§ minutos. Posteriormente, las muestras fueron
centrifugadas a 1,300 rpm/5 minutos y el sobrenadante resultante fue
descartado, al tubo se le agregd 1 ml de solucién FACS flow (con el fin de llevar
a cabo los lavados) los tubos se agitaron y se centrifugaron a 1,300 rpm/5
minutos. Nuevamente, el sobrenadante se descarté y el precipitado fue
resuspendido en 1 ml de solucién FACS flow y 200 pl de formol al 2 % para fijar
las células. La muestra fue almacenada a 4°C en oscuridad hasta su analisis en
el citémetro de flujo (72).

8.3.2 Adquisicién y andlisis de la muestra.

La medicion de la expresion de las moléculas en cada uno de los grupos
se hizo por separado utilizando un citbmetro de flujo marca Beckton Dickinson
modelo Calibur, utilizando el software Cellquest. Primero, se colocé el tubo 1
conteniendo los controles de isotipo que nos permitieron eliminar la
fluorescencia inespecifica. Eliminada la fluorescencia inespecifica (background),
se prosiguié a adquirir los datos con un namero de 10,000 células, colocando los
tubos en el orden anteriormente mencionado en la tabla del punto pasado para
cada uno de los individuos. Enseguida se realiz6 el andlisis empleando el mismo
software y se analizaron dos regiones: una regidén correspondiente a los
linfocitos y otra regidon CD14 positiva (monocitos). Los resultados se obtuvieron
mediante la impresion de graficas (histogramas) e intensidad media de
fluorescencia (IMF) conteniendo los valores y analisis estadistico del porcentaje
de células que expresan dichas moléculas.

8.4 Analisis inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA).

A partir de los sueros de cada grupo en estudio, se realizé la determinacion
cuantitativa de las citocinas IL-1p (Roche, cat.1 600 729), IL-6 (Roche, cat. 1 534
475) y TNFa (Roche, cat. 1 425 943), asi como también, se llevé a cabo la
determinacion de las quimiocinas IL-8 (Biosource, cat.KAC1302) y RANTES
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(Biosource, cat. KAC1511), con las especificaciones sugeridas por los
fabricantes.

8.5 Analisis Estadistico
Se establecid una prueba de U de Mann Whitney (prueba de rangos) para la
comparacion de grupos apareados, para determinar si existen diferencia

significativa entre el grupo control y los grupos de pacientes. Para esto se
emplearon los paquetes estadisticos Sigma Stat, Sigma Plot y Excel.
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IX. RESULTADOS

9.1 Caracteristicas generales de los grupos.

El grupo de individuos clinicamente sanos estuvo conformado en un 30 % por
hombres y un 70 % por mujeres, en el grupo de VIH se reunié un 72.7 % de
hombres, el grupo de TB estuvo compuesto en su mayoria por hombres (57.6 %)
y por ultimo el grupo de pacientes infectados con VIH y co-infectados con TB
estuvo compuesto en 2 terceras partes por hombres. Los promedio de edades
radicaron entre los 26-43 afos en todos los grupos. El grupo de TB fue
subdividido en tres subgrupos, TB pulmonar (TBP) n = 11 pacientes, TB

extrapulmonar (TBEP) n = 11 pacientes y TB multidrogoresistentes (TBMDR)
n = 7 pacientes. La totalidad de participantes en el grupo control y el grupo de
pacientes con TB son heterosexuales, por su parte, el grupo de pacientes
infectados con VIH el 54.5 % son heterosexuales, el 27.3 % son homosexuales y
el 18.2 % son bisexuales, el 66.7 % de los pacientes infectados con VIH y co-
infectados con TB (VIH-TB) son homosexuales. Las cuentas de leucocitos
oscilaron entre 7,000 -8000 leucocitos/ml en todos los grupos analizados. Las
medias de las cuentas de células CD4" en los pacientes infectados con VIH
< 200 células/ml, mientras la carga viral se encontr6 >138614.3. Datos
mostrados en la tabla4.
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9.2 Expresion de receptores empleados por micobacterias y VIH en la
region de linfocitos.

Para estudiar el porcentaje de células y la intensidad media de fluorescencia
(IMF) dividimos nuestro dot plot en 2 regiones conforme a la complejidad de las
células y de la expresion de la molécula CD14:a) linfocitos 0 CD14 negativa y b)
monocitos y granulocitos que expresan CD14 (fig. 7). En la region de linfocitos
se encontré una gran diferencia significativa en el porcentaje de células que
expresan la molécula CD40 tanto en los pacientes con VIH (p < 0.0001) fig. 10B,
como en los pacientes con TB ( p < 0.0001) fig.8B. Al subdividir el grupo de TB
observamos que solo el grupo de pacientes con TBMDR, presentaron este
aumento (p = 0.0168) fig. 8B. Con los co-receptores empleados por el VIH, se
observé una disminucion significativa en el porcentaje de células que expresaron
el co-receptor CXCR4 en el grupo de VIH (p = 0.0167) fig. 11B. Por otro parte,
en el grupo de TBP se incrementd significativamente el porcentaje de células
que expresaron CCR5 (p = 0.0221), mientras el grupo de TBMDR lo disminuye
(p = 0.0359) fig. 9A. La IMF de CCR5 y CXCR4 se vi6é dismunuida en la regién
de linfocitos en el grupo de pacientes con VIH (p = 0.0102 y p < 0.0001,
respectivamente) fig. 11A-B. La IMF de las moléculas CD11c y CD40 también se
encontran dismunuidos en el grupo de pacientes con TBMDR (p = 0.0021 y
p = 0.0029, respectivamente) fig. 8A y fig. 8B. También se observé una
disminucion en la IMF para la molécula CXCR4 en el grupo de pacientes con TB
pulmonar (p = 0.0265) fig. 9B. Todos los datos se encuentran agrupados en la
tabla 5.
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Figura 8 . Porcentaje de células e IMF con que se expresan CD11¢c y CD40 en
pacientes con TB en la region de linfocitos.
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Pacientes con TB en la region de linfocitos.
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9.3 Expresién de receptores empleados por micobacterias y VIH en la
region de monocitos/granulocitos.

La IMF de la molécula CD11c, disminuye en los pacientes con TBMDR
(p = 0.0021). Al analizar los grupos de TB se encontré disminuida en los grupos
de TBEP y TBMDR (p = 0.015 y p = 0.0128, respectivamente). mientras la IMF
de CD14 aumenta en los pacientes con TBP (p = 0.0183), TBEP (p = 0.0221) y
TBMDR (p = 0.0128). El grupo de VIH incrementé el porcentaje de células y la
IMF de CD40 (p = 0.0183), contrario a los tres subgrupos de TB, los cuales
mostraron una disminucién, TBP (p = 0.0448), TBEP (p = 0.0083) y TBMDR (p =
0.0029), respectivamente. Los pacientes con VIH incrementan el porcentaje de
células que expresan la molécula CCR5 (p = 0.0317), mientras los pacientes con
TB no existe diferencia significativa, pero al realizar el analisis por grupos
separados es notorio un incremento significativo en el grupo de TBP
(p = 0.0448). Finalmente, la molécula CXCR4 obtuvo una IMF mayor en los
pacientes con TBP (p = 0.0183). Datos mostrados en la tabla 6.
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pacientes con TB en la region de monocitos/granulocitos.
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Dentro la determinacion de quimiocinas, RANTES e IL-8, se observo para
la primera, concentraciones altas en sueros de todos los grupos estudiados,
pero se encontr una ligera disminucién significativa de la proteina en el grupo
de pacientes con TBP (p = 0.0221) fig. 8. Mientras, los valores determinados
para IL-8, solo se encontrd una diferencia significativa en su produccion en el

grupo de pacientes con TBMDR (p =0.00728) fig. 9. Los datos de todas las
citocinas y quimiocinas se encuentran resumidos en la tabla 8.
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X. DISCUSION

Actualmente muchas investigaciones se encuentran dirigidas al estudio de
moléculas expresadas comunmente en |a membrana celular, las cuales muchas
de ellas reconocen patrones moleculares de un gran nimero de ligandos
(carbohidratos, proteinas, hormonas, lipidos, citocinas, quimiocinas, etc.).
Recientemente, estas moléculas se han asociado al reconocimiento de
patégenos o para algunas de sus fracciones con el fin de intemalizarse a su
célula huésped o modular hacia un tipo de respuesta inmune (humoral o celular)
de una célula del sistema inmune que favorezca o limite su propagacion.

El problema a resolver en este trabajo fue determinar si una infeccién por
M. tuberculosis en pacientes con TB pulmonar, TB extrapulmonar o TB
multidrogoresistente regula la expresion de los receptores (CD11c, CD14 y
CD40) empleados por esta bacteria y/o sus fracciones y ademas de los
co-receptores (CCR5 y CXCR4) utilizados por el VIH, asi mismo, determinar si la
infeccién con VIH en bacientes incrementa los receptores empleados por M.
tuberculosis y regula la expresién de sus co-receptores. Por altimo, determinar
los valores de citocinas y quimiocinas pro-inflamatorias (IL-1p, IL-6, IL-8, TNF-a

y RANTES) en sueros de estos pacientes.

Pocos estudios existen sobre la expresion de las moléculas y
concentraciones de citocinas y quimiocinas pro-inflamatorias anteriormente
mencionadas, en pacientes infectados con M. tuberculosis y VIH. La mayoria de
estos estudios se han desarrollado bajo un modelo “in vitro” utilizando cultivos
celulares de una linea especifica o de donadores. Ademas, en el caso de
citocinas y quimiocinas los estudios se han llevado acabo en su mayor parte en
el foco de la infeccion, en el caso de TB en lavado broncoalveolar y en el plasma
en pacientes infectados con VIH.

Entre nuestros datos reportamos una disminucion significativa
(p = 0.0021) en la IMF de la molécula CD11c en la region de linfocitos-
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monocitos/granulocitos en el grupo de pacientes con TBMDR. La molécula
CD11c es utilizada por la fraccion C3b de complemento que tiene gran
importancia en la opsonizacibn de microorganismos para su posterior
fagocitosis, en este caso para M. tuberculosis, datos aun no reportados (fig. 7A 'y
11A). El porcentaje de células y la IMF de CD11¢ esta incrementado de manera
no significativa (p > 0.05) en el grupo de VIH, lo cual concuerda con lo publicado
por Stent en 1994, el cual menciona un incremento significativo en la IMF de
CD11c sobre monocitos en pacientes infectados con VIH (73 ).

El receptor CD14 es conocido que reconoce al LAM de M. tuberculosis
H37Rv (74). Los pacientes del grupo de TBEP y TBMDR disminuyeron
significativamente el porcentaje de células que expresan CD14 (p < 0.05), pero
se observd en estos dos grupos y en el grupo de pacientes con TBP un
incremento significativo en la IMF. Es decir,que aunque hay un menor niamero
de células expresando el receptor, M. tuberculosis puede regular positivamente
el numero de receptores por célula (IMF), asegurando asi un sitio de entrada a la
célula huésped.

La molécula CD40 juega un papel importante en la regulacién hacia un
tipo de respuesta inmune (humoral o celular), asi como también participa en el
cambio de switch de inmunoglobulinas y en la regulacion de secrecion de ciertas
citocinas (41). Estudios “in vitro® realizados por Larkin en el 2002 (75),
demostraron un incremento de la expresién de CD40 en monocitos infectados
con M. tubercuiosis. Contrario a esos resultados, nosotros reportamos que las
células de pacientes con TBP, TBEP y TBMDR disminuyeron la expresion de
CD40 en linfocitos y monocitos. En base a los antecedentes de que CD40 inhibe
el crecimiento de M. tuberculosis induciendo citocinas pro-inflamatorias (76) a
través de la interaccidon de CD40 con la proteina de choque témmico de 70 kDa
de M. tuberculosis, esta reduce la multiplicacién de la micobacteria. Por otro
lado, los pacientes infectados con el VIH incrementaron significativamente tanto
la expresion como la IMF, esta interaccion favorece la produccion de
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quimiocinas en células infectadas por el VIH, contribuyendo asl, al reclutamiento
de células del sistema inmune entre las cuales se encuentran los
monocitos/macrofagos que son las células blanco de M. tuberculosis. Con estos
datos posiblemente podriamos explicar por que un individuo infectado con VIH
es mas susceptible a contraer una TB, donde la micobacteria se disemina
rapidamente.

Los dato obtenidos de la expresion de los co-receptores CCR5 y CXCR4
fueron comparados en nuestros individuos control con los controles empleados
por Ostrowski en 1998 (77) y Lee en 1999 (78), asi como también los datos
mostrados en las células de pacientes infectados con VIH fueron comparados
con las células infectadas “in vitro” con VIH y observamos que la expresion de
CXCR4 en linfocitos y monocitos es menor “in vitro". Ademas, los estudios
“in vitro", generalmente, involucran la separacion de células por gradientes con
algunos agentes (Ficoll-Hypaque) que pudieran afectar negativamente la
expresion de las moléculas empleadas como co-receptores por el VIH, este
fenbmeno es mencionado en las especificaciones de un anticuerpo monoclonal
segun la casa comercial.

Los estudios “in vitro" realizados por Verani (79) y Ostrowski (77) en 1998
reportaron una disminucién en los co-receptores utilizados por el VIH en células
infectadas por éste virus, estos resultados concuerdan con los aqul mostrados,
donde CCRS5 y CXCR4 estan disminuidos en la region de linfocitos. La
disminucién de los co-receptores nos hace suponer dos hipétesis, a) que exista
una regulacion negativa en la expresion de los co-receptores por el virus, o b) un
bloqueo fisico por el VIH de estas moléculas impide que sea reconocida por el
anticuerpo monoclonal.

Ademas, el co-receptor CCR5 en pacientes con VIH se encuentra elevado

en la regién de monocitos/granulocitos difiriendo de lo reportado por Verani en
1998 (79). Nosotros justificamos de cierta forma estos resultados “in vivo” versus
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los encontrados “in vitro™ por dos factores:1) el tamaiio de la muestra (n=11 en
éste estudio versus n= 3 por Verani) y 2) el estudio se realizé en pacientes, lo
cual nos permite tener mas informacién de lo que ocurre con el pacients, sin la
manipulacién de las células en los estudio “in vitro”. El incremento de CCR5 nos
hace sospechar de una regulaciéon positiva en el nimero de células como el
numero de moléculas expresadas/célula (IMF) del co-receptor. Otra explicacion
pudiera ser la presencia de una delecién en el gen de CCR5 (A32) que impida al
virus emplear dicha molécula, pero si es reconocida por el anticuerpo utilizado
en el estudio (80). En el primer caso, la requlacién positiva, podria dar lugar a
una mayor susceptibilidad a contraer nuevas infecciones por virus M-tropicos o
dual-trépicos.

El incremento en la expresion de CCRS por el complejo M. avium-
intracellulare y componentes de M. tuberculosis (LAM) ya ha sido reportado por
Wahl (81, 82) y Juffermans (83) en linfocitos y monocitos. Este mismo
fenémeno, el incremento de CCRS, fue encontrado en el grupo de pacientes con
TBP. Mientras los grupos de pacientes con TBMDR se comportaron de manera
diferente, ya que estds mostraron una disminucién de CCR5 en los linfocitos.
Posiblemente sea debido al bloqueo por parte de las quimiocinas (RANTES,
MIP-1a y MIP-1B) de dicho receptor. En este estudio también se demostré altos
niveles de RANTES, los cuales esten interviniendo en primer lugar bloqueando
el co-receptor y segundo en el reclutamiento de células T y NK, como un intento
de contener la infeccién por M. tuberculosis. El incremento de la expresién de
CCR5 en linfocitos y monocitos en los pacientes con TBP, en el caso que el
paciente con TBPse infecte con el VIH, permite la progresiéon rapida a SIDA por
virus M-trépicos o duales-tropicos.

Se dice que la produccion elevada de citocinas y quimiocinas pro-
inflamatorias se da principaimente en el foco de la infeccién en los pacientes con
TB. En el caso de una infeccién por VIH se han encontrado niveles elevados de
estas moléculas en plasma de pacientes. Sin embargo, en otros estudios se ha
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logrado detectar algunas citocinas en sueros de pacientes infectados por VIH y
co-infectados con el complejo M. avium-intracellulare (54,84,85).

En esta investigacion se detectaron citocinas y quimiocinas en los sueros
de la mayoria de los grupos en estudio. La produccién de IL-1p se incrementé de
manera significativa en todos los grupos analizados con respecto al control
(p < 0.05). Estos datos concuerdan con los estudios de Law en 1996 (85) y
Bergeron en 1997 (86). Por otro lado, TNF-a se increment6 en el grupode VIHy
TBEP (p < 0.05). Este incremento se puede deber a las funciones pleiotrépicas
ya conocidas de la IL-1p en este caso activando y reclutando leucocitos
circulantes. Por otro lado, TNF-o participa en |la formacién de granuloma en una
infeccion con M. tuberculosis y sinergiza con el INF-y para regular la
multiplicacion de la micobacteria, asi como también, se cree que regula la
expresion de ciertas quimiocinas y los receptores de quimiocinas (87). TNF-o se
encuentra elevado en pacientes con VIH (54) y ha sido comrelacionado como un
indicador de TBP, en pacientes con VIH co-infectados con M. tuberculosis (88).
Lo anterior nos hace creer que las funciones antes mencionadas se estan
llevando acabo en los grupos de pacientes en estudio, ademas del fuerte
proceso inflamatorio en cada uno de los grupos de pacientes mediado por estas
citocinas, con lo cual relacionamos algunas de las sintomatologia clinica
encontrada en los pacientes con TB (fiebres nocturnas, pérdida de peso,
cefaleas, etc) y pacientes con VIH (fiebre y sindromes neuroldgicos).

Los niveles de IL-6 también se encontraron elevados (p < 0.05) en la
mayoria de los grupos, excepto en el grupo de pacientes infectados con VIH. Se
dice que IL-6 tiene propiedades pro-inflamatorias y anti-inflamatorias (89). Otros
estudios apoyan la participacion de IL-6 como un mediador inicial de la
respuesta contra M. tuberculosis (87). Havlir reporté un incremento en la
produccién de |IL-6 en pacientes infectados con VIH-TB ascociada al complejo M.
avium, estos datos se relacionan con los encontrados en nuestros pacientes con
VIH-TB (48). Esto nos indica una activacién crénica de la produccién de IL-6 en
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los grupos de pacientes que padecen de TB. Con estos datos obtenidos,
nosotros podemos hipotetizar una regulacién por IL-6 sinergizando con IL-1p y
TNF-o, en cada una de las etapas en las que se encuentren nuestros grupos en
estudio. Los resultados obtenidos en el grupo de VIH se encuentran aumentados
de manera no significativa (p<0.05), pero creemos que el mismo efecto
observado en los pacientes con TB se de también en este grupo.

Por su parte, IL-8 solo se incrementé en el grupo de TBMDR,
investigadores han encontrado en sus estudios bajos niveles de IL-8 en grupos
de pacientes con TB comparados contra un grupo control (90) y los han
relacionado con el avance clinico de la enfermedad. Otro estudio revela que IL-8
se encuentra en niveles elevados en lavado broncoalveolar de pacientes con TB
y esto se correlaciond con el alto porcentaje de neutrdfilos y linfocitos en el
lavado bronquioalveolar (S1). Si IL-8 se correlaciona con la gravedad de la
infeccién, podemos explicar entonces porqué solo se encontrd elevada en los
pacientes con TBMDR, los cuales presentan una fase cronica de la infeccion,
donde el organismo no encuentra una resolucién del problema.

Finalmente, la concentracibn de RANTES en sueros de pacientes con
TBP y pacientes VIH-TB se encontré disminuida. Datos sobre la disminucién de
las concentraciones de RANTES han sido reporiados con anterioridad por
Kurashima en lavado broqueoalveolar de pacientes con TBP en fase crénica. Lo
anterior nos permite presumir que nuestros pacientes podrian encontrarse en
dicha fase segun lo ya reportado (92). Los niveles elevados encontrados de
RANTES en las muestras control, nos permite suponer que existe una probable
regulacién innata del organismos hacia un tipo de infeccién por ejemplo una
infeccion por VIH.

Las concentraciones de las citocinas estudiadas difieren de lo reportado

por Casarini y Law, donde las citocinas se encuentran con valores mayores a los

reportados por nosotros. La gran diferencia encontradas en las citocinas
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XIl. CONCLUSIONES

1.- Los pacientes infectados con VIH sobreregulan la expresion e IMF de la
molécula CD40 en linfocitos y monocitos. Esta sobreregulacién, principalmente
en monocitos pudiera explicar porqué un individuo con VIH es mas susceptible a
contraer TB.

2.- Las células de los pacientes infectados con el VIH mostraron un incremento
en la expresion de CCR5 en monocitos, lo que asegura por una parte la
diseminacion de virus M-trépicos o dual-trépicos. Por otro lado, es posible a la
gran cantidad de células y numero de receptores que expresan CCRS
encontrados, la presencia de deleciones en el gen de CCR5 (A32) y eso se
visualiza en los resultados encontrados.

3.- Las células de los pacientes con TB pulmonar y extrapulmonar regulan
negativamente la expresion de CD40 e incrementa la IMF de CD14, lo cual
significa que M. tuberculosis regula el nimero de receptores/célula, asegurando
asi un sitio de entrada a la célula blanco.

4.- Existe una regulacion positiva del co-receptor CCRS en linfocitos y monocitos
en pacientes con TB pulmonar. El incremento de este co-receptor permite en
caso de una co-infeccion con VIH la replicacion viral acelerada por virus
M-trépicos y una progresion mas rapida a SIDA .

5.- Los pacientes con TB multidrogoresistentes regulan la expresion e IMF de los
receptores CD11c, CD14 y CD40, asi como tambien, el co-receptor CCRS.

6.- Las citocinas pro-inflamatorias, como era de esperarse se encontraron
valores elevados en los grupos de pacientes, esto se ha correlacionado por el
tipo de sintomatologia presentada en ambas patologias entre las cuales se

encuentra la inflamacién, fiebre, sindrome neurolégicos, la activaciébn de
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proteinas de la fase aguda y la participacion de estas citocinas en el
reclutamiento de células.

7.- La produccion de IL-8, en los pacientes de TBMDR , se puede relacionar con
el periodo de fase crénica que han llevado estos pacientes desde su infeccién.

8.- Los valores de RANTES en nuestros pacientes podrian relacionarse con la
fase en que se encuentren los pacientes, debido a su relacion con la evolucién
de la infecciobn a fase crénica. La produccion de RANTES, se encuentra
notablemente elevado a los encontrados por otros investigadores.
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Xil. PERSPECTIVAS FUTURAS

1.- Definir el papel de CD40 en una infecciobn por M. tuberculosis y VIH y
determinar cual de las proteinas micobacterianas o del virus se encuentran
involucradas en la regulacién de esta molécula.

2.- Especificar el papel del factor nuclear NF-xB, en la expresién de CD40 y

otros receptores.

3.- Estudiar el efecto de las fracciones de la micobacteria y proteinas del VIH
sobre la expresion de los receptores CD11c, CD14, CD40 y co-receptores
CXCR4 y CCR5 en células mononucleares de sujetos sanos.

4 - Cuantificar la produccién de Citocinas IL-1p, IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12,
IL-18, TNFa , INF-y y RANTES por el método de ELISA en sueros de los grupos

en estudio y sobrenadantes de los cultivos de las CMSP estimuladas con las

proteinas virales, la micobacteria y cada una de sus fracciones.

5.- Medir los niveles de citocinas intracelulares IL-1¢, |L-4, IL-8, IL-10, IL-12,
TNFa , INF-y y RANTES por el método de citometria de flujo en pacientes o

CMN estimuladas con proteinas virales, M. tuberculosis o sus fracciones.

6.- Cuantificar los transcritos de las citocinas y quimiocinas anteriormente
mencionadas por la técnica de PCR en tiempo real (RTQ-PCR) en células
mononucleares de sujetos sanos estimuladas con fracciones virales, la
micobacteria y cada una de sus fracciones.
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