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NOMENCLATURA

BCG Bacilo de Calmette Guerin

B Tuberculosis

MDR Multidrogoresistentes

VIH Virus de Inmunodeficiencia Humana
IFN-y Interferén gamma
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CR2 Receptor para el complemento 2
CR4 ) Receptor para el complemento 4
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NK Asesinas naturales (Natural Killer)
RNA Acido ribonucieico

RNAmM Acido ribonucleico mensajero
LBA Lavado broncoalveolar

RT Transcripcion reversa

PCR Reaccién en cadena de la

polimerasa



CMH Complejo mayor de

histocompatibilidad

GPDH Gliceraldehido 3-fosfato
deshidrogenasa

DO Densidad 6ptica

STF Suero de ternera fetal

DEPC Dietilpirocarbonato

EDTA Acido etilendiaminotetra-acético

uv Ultravioleta

DNTPs Desoxiribonucledsidos trifosfato

Hg Microgramos

pl Microlitros

P9 Picogramos

mi Mililitro

min Minutos

rpm Revoluciones por minuto

pb Pares de bases

°C Grados centigrados

Tag DNA polimerasa de Thermus
aquaticus

Std Estandar



RESUMEN

Gloria Cristina Arellano Rangel Fecha de Graduacion: Mayo 2003
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Titulo del Estudio: Determinacion de Citocinas en lavado
Broncoalveolar de pacientes con Tuberculosis.

Numero de paginas: 70 Candidata para el grado de Maestria
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Area de estudio: Inmunologia

Proposito y Método del estudio: La respuesta inmune protectora contra Mycobacterium
tuberculosis, es mediada por células, principalmente el fagocite mononuclear y el linfocito T. Las
células T median la inmunidad amplificando la capacidad de los macrdfagos para matar y digerir al
bacilo, estas células con la produccion de sus citocinas atraen y activan macrofagos y linfocitos
adicionales. En este trabajo nuestro principal objetivo fue, observar si existia un patrén de
citocinas que presentaran los pacientes con diagndstico de Tuberculosis Pulmonar que fueron
estudiados. Se analizaron muestras de Lavado Broncoalveolar (LBA), y se incluyeron tres grupos:
19 pacientes con diagnostico de tuberculosis pulmonar, 7 pacientes con diagndstico de neumonia y
un grupo control de 5 sujetos sanos, se analizaron el boton celular y el sobrenadante del LBA para
la deteminacién de citocinas por la técnica de ELISA y RT-PCR, las citocinas que se midieron
fueron:IL-2, IFN-g, TNF-a, IL-10, [L-8 e IL-4.

Contribuciones y Conclusiones: Al determinar la concentracion de citocinas encontramos que
no existia una diferencia significativa entre los valores que presentaban cada uno de los 2 grupos
de pacientes, ya qué las principales citocinas que se encontraron aumentadas fueron las
proinflamatorias, lo que nos indicé que no existe un patron caracteristico independientemente del
agente etioldégico que cause la enfermedad, por otro tado si encontramos diferencias entre los
grupos de pacientes comparados con el grupo control.
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l. INTRODUCCION

La tuberculosis es una enfermedad infecciosa crénica producida por
Mycobactenium tuberculosis, un bacilo intracelular facultativo descubierto por Koch
en 1880. La denominacién bacilo tuberculoso incluye dos especies, M.
tuberculosis y M. bovis, capaces de producir esta enfermedad. En el hombre, ésta
es una enfermedad cronica, de larga duracién y todavia es de las primeras causas
de muerte en muchos paises en vias de desarrollo (1). Es capaz de afectar
cualquier 6rgano de la economia, en forma progresiva y crénica, por lo que su
cuadro clinico estd en relacibn con el o6rgano o sistema de ataque.
Aproximadamente el 85% de los casos reportados de tuberculosis estan limitados
a los pulmones, provocando un cuadro cronico caracterizado por tos,

expectoracion, y fiebre; el 15% restante esta dirigido a tejidos extrapulmonares

(2).

Un cuarto de la poblacién mundial esta infectada con Mycobacterium
tuberculosis. Este organismo es la causa de cerca de 4 millones de muertes en
todo el mundo cada afo, mas que ning(in otro patégeno por si solo. En algunas
areas en donde la co-infeccién con el virus de la Inmunodeficiencia Humana (VIH)
y Mycobacterium tuberculosis es comun, tales como Africa central, el indice de
casos se ha doblado durante los ultimos 4 afios, a pesar de la extendida
vacunacion con Mycobactenum bovis (BCG) y la incrementada disponibilidad de
quimioterapia antituberculosa. Anualmente en México se detectan unos 20,000
casos nuevos de tuberculosis, 95% pulmonar y es la causa de alrededor de 6,000
defunciones, aunque hay evidencias de que estas cifras puedan estar por debajo
del nimero real. Estos datos, acoplados con |a emergencia de infecciones
multidrogoresistentes (MDR), han proveido un mayor impetu de estudios para
identificar antigenos bacterianos para uso en vacunas y clarificar los mecanismos
de inmunidad (3).



La epidemiologia de la tuberculosis esta influenciada por dos factores
importantes.  El primero de éstos es la exposicion en el ambiente a M.
tuberculosis. Esta bacteria es transmitida de un paciente infectado a un contacto
susceptible, a través de los aerosoles, que son liberados cuando el paciente tose,
o estornuda. E| segundo factor, que es un factor de riesgo para adquirir la
enfermedad, tal como el hacinamiento, es un prerrequisito para el desarrollo de la

misma (4).

Un nimero de condiciones asociadas con la inmunidad alterada del
huésped, incrementa el riesgo de desarrollar tuberculosis activa, éstas incluyen la
infecciéon por VIH, edad avanzada, diabetes, mainutricidn, cirugias mayores, y
aunque las causas no han sido bien esclarecidas, también el uso de drogas
inyectables es una de las causas que ha aumentado este riesgo. Después de la
infeccion inicial, ocurre la multiplicacién intracelular del bacilo y la diseminacion de
los organismos puede llevarse a cabo por las rutas linfatica o sanguinea (5).

.l TUBERCULOSIS

En la expresion de la enfermedad tras la infeccion, no sélo interviene la
virulencia del bacilo, sino que existe una compleja serie de interacciones huésped-
parasito, en las que se establece una competencia enire el agente patégeno,
intentando establecerse en el pulmén y la inmunidad emergente del hospedero
que intenta eliminarlo, limitar su crecimiento o al menos impedir su diseminacion
en el organismo. En este contexto podrian intervenir el terreno genético, el estado
inmunitario, nutricional, edad, via, forma y tamafio de |a infeccion. Dependiendo



de estos factores, el bacilo puede ser inmediatamente eliminado (no-infeccién),
quedar latente indefinidamente y causar enfermedad muchos anos después
(reactivacion tuberculosa) (6).

I.LI Tuberculosis Pulmonar

La tuberculosis pulmonar es una enfermedad crénica que evoluciona con
estadios activos. Las partes del pulmén mas afectadas son los segmentos
apicales posteriores de los lébulos superiores y los segmentos superiores de los
l6bulos inferiores. La tos cronica es el principal sintoma de la tuberculosis
pulmonar. El esputo suele ser escaso no purulento. Es bastante frecuente que
se produzca hemoptisis, generalmente en forma de esputo hemoptéico, en raras
ocasiones como hemoptisis masiva (6,7).

1.).2 Granuloma

Los granulomas estan constituidos por macréfagos transformados en
células epiteloides, que tienen una mayor capacidad microbicida, en células
gigantes multinucleadas tipo Langerhans, que son macréfagos cuyos nucleos se
disponen periféricamente rodeando al antigeno tuberculoso. Cuando los linfocitos
T activados, secretan IFN-y, los macréfagos comienzan a producir una gran
cantidad de enzimas liticas con capacidad bactericida capaces de producir
necrosis celular (caseosis) que caracteriza al granuloma tuberculoso (7).



l.1.3 Aspectos Inmunopatologicos en la Tuberculosis

Mycobacterium tuberculosis contiene un gran nOmero de sustancias
antigénicas, fundamentalmente los lipidos de superficie (sulfatidos), el
peptidoglicano de la pared celular, que intervienen en la funcidn macrofagica
permitiendo la supervivencia de las bacterias en su interior. Aunque la infeccién
tuberculosa se asocia con una intensa respuesta de anticuerpos, no parece que la
inmunidad humoral tenga un papel importante en la defensa del hospedero. En
cambio, si desempefia un papel definitivo la inmunidad celular, Cuando M.
tuberculosis consigue llegar al alvéolo pulmonar, se produce una ligera reacciéon
inflamatoria, en la que predominan los polimorfonucleares. Estas células son
pronto sustituidas por macréfagos alveolares que ingieren los bacilos para ser
luege transportados al sistema de drenaje linfatico. La capacidad de estos
macréfagos es muy escasa para erradicar por si solos al bacilo, hasta que los
linfocitos T reconozcan los antigenos bacilares procesados por los macréfagos.
Los linfocitos T encuentran al complejo macréfago-antigeno, son activados,
produciéndose una expansion clonal de linfocitos T que producen citocinas y en
consecuencia atraen mas macrofagos al sitio de infeccion para constituir un
granuloma (6).

|.2 Diagnostico de Tuberculosis

El diagnéstico definitivo de tuberculosis, sélo puede establecerse cuando se
cultiva M. tuberculosis. Sin embargo, existen otras pruebas diagnésticas, que

ayudan a plantear el diagnostico de esta enfermedad.

La prueba tuberculinica es una reaccién cutanea, que indica la existencia
de una infeccion tuberculosa previa. La prueba se lleva a cabo con un extracto

proteico purificado (PPD) de M. tuberculosis, se administra via intradémica. Las



reacciones deben leerse midiendo el diametro transverso de la zona de induracion
a las 48-72 hrs. (8,7).

Las caracteristicas tintoriales de M. tuberculosis, permiten su rapida
visualizacién (baciloscopia) en muestras clinicas mediante el uso de diferentes
técnicas de tincién. El escasc nimero de bacilos presentes en la mayoria de
estas muestras hace necesario la repeticion del estudio para alcanzar un
diagnéstico definitivo. La presencia de acidos grasos en la pared celular la hace
ser acido-alcohol-resistente. En este hecho se basa la técnica de Ziehl-Neelsen,
en la que se emplea como colorante la fucsina fenicada calentada, decolorada
con alcohol-acido y contratefiida con azul de metileno. La tincion Kinyoun es
similar a la Ziehl Neelsen, pero no utiliza calor para favorecer la captacion de la
tincion. Las técnicas fluorocrémicas con auroamina-rodamina se basan en el
mismo principio basico. Con cualquiera de estas técnicas, M. tuberculosis se
observa como un bacilo de menos de 0.5 um de diametro que puede formar

parejas o grupos caracteristicos, en forma de cordones.

El hecho de que M. tuberculosis necesite de 5-20 horas para duplicarse
explica que el cultivo de esta micobacteria exija un tiempo muy prolongado, entre
4 y 8 semanas, en los medios de cultivo convencionales como Lowenstein-Jensen
o Middelbrok. Los modernos métodos radiométricos (sistema Bactec ®), permiten
acortar el tiempo. Otras técnicas modernas comao la hibridacidon con sondas de
DNA y la PCR permiten también la rapida identificacion de la especie de
micobacteria aislada en culitivo.



|.3 Tratamiento de la Tuberculosis

El tratamiento antituberculoso tiene que cumplir una serie de requisitos
imprescindibles. En primer lugar, dado que puede haber resistencia del
microorganismo a cualquiera los farmacos, sera necesaria la combinacion de al
menos dos farmacos para reducir el riesgo. En segundo lugar, debido a que M.
tuberculosis requiere mucho tiempo para multiplicarse, el tratamiento antibi6tico
debera siempre ser prolongado. Por ultimo, debe considerarse que la respuesta
inmunitaria del hospedero es esencial para el control de Ja infeccion, por lo que el
tratamiento debera modificarse sequn la enfermedad de base del paciente (7).



2. ANTECEDENTES

2.1 RESPUESTA INMUNE EN TUBERCULOSIS

La respuesta inmune protectora contra esta micobacteria es mediada por
varios tipos celulares, siendo los principales: el fagocito mononuclear y el linfocito
T (8). Ha sido bien documentado que esta inmunidad mediada por células juega
un papel central en la resistencia del huésped a la infeccion por M. tuberculosis.
Hace una década de afios, Mosman y col. encontraron que los linfocitos T
cooperadores estaban divididos en dos subgrupos, Th1 y Th2, basado en las
citocinas que cada uno producia. Las células Th1 producen: IFN-y, IL-2 e IL-12
mientras que las células Th2 secretan: IL-4, 5, 6, 10 y 13. Un tercer grupo de
citocinas llamadas proinflamatorias incluye a: IL-1, IL-6 y TNF-a, éstas son

secretadas por los fagocitos mononucleares, también en respuesta a infeccion (9).

La primera célula que tiene contacto con la bacteria es el macréfago
alveolar, que se presenta como primera linea de defensa en el pulmén y ademas
sirve como célula huésped para la micobacteria. Por medio de la fagocitosis lleva
a cabo la internalizacién de ésta, provocando que los mecanismos bactericidas
del macrofage se activen y colaboren por un lade con la eliminacién del bacilo por
medio de liberacion de enzimas lisosomales, formacion del fagolisosoma y
produccion de Oxido Nitrico (NO), y por otro lado con la secrecién de citocinas
como [FN-y o IL-1 cuya funcién es la de activar a otros macréfagos y céluias T.
Esto provoca en estas ultimas la liberacion de sus citocinas que estimulan una
produccion clonal de células T especificas hacia la micobacteria. Los receptores
de estas células T reconocen los epitopes provenientes de la degradacién parcial
de M. tuberculosis por los macréfagos los cuales son presentados en el contexto
del Complejo Mayar de Histocompatibilidad de tipo Il (CMH 1) hacia las células T
para llevar a cabo |la degradacion completa de la bacteria.



La internalizacién de la bacteria en los macréfagos alveolares se realiza por
fagocitosis convencional, con la ayuda del complemento, siendo importantes en
este proceso la presencia de receptores CR1, CR4 y principalmente CR3, en la
superficie del macréfago, ademas de receptores de manosa dirigidos hacia las
estructuras de lipoarabinomananos (LAM) de la pared bacilar que tienen un papel
critico en las cepas virulentas. La expresion de todos estos receptores esta bajo
la influencia de varios mediadores. La Prostaglandina E2 (PGEZ2) y citocinas tipo
Th2 como IL-4, estimulan la expresion de estos receptores, mientras que el IFN-y
disminuye su expresion, y por lo tanto la capacidad de estas micobacterias de
adherirse a los macréfagos, aunque por el contrario esta citocina activa al
macréfago e inhibe el crecimiento intracelular de las micobacterias (10).

También puede haber fagocitosis por otras células como las endoteliales,
pero su importancia es mucho menor. En el interior del macréfago los bacilos son
encerrados en vacuolas (fagosomas), donde posterior a la activacion del
macréfago, seran digeridos por enzimas lisosomicas, en la fusion de los
fagosomas con los lisosomas (fagosoma-lisosoma) ademas los intermediarios
reactivos el nitrébgeno generados por via metabélica pueden tener una gran
importancia en la infeccién intracelular (11).



2.2 Citocinas

Las citocinas son un grupo de proteinas mediadoras que juegan papeles
importantes en el desarrollo, funcidén y control de las células del sistema inmune,
asi como en muchos ofros sistemas.

Son producidas durante un coro periodo de tiempo después de [a
activacion en el contexto de reacciones inmunes, o procesos inflamatorios
patolégicos. Actian a bajas concentraciones (picomolar) y presentan un amplio

rango de actividades.

Las citocinas son moléculas parecidas a las hormonas, que permiten a las
células del sistema inmune comunicarse unas con otras. Los inmunélogos habian
sugerido que estos mensajeros quimicos estaban involucrados en la respuesta
inmune. Pero no fue hasta 1980, que estas citocinas fueron aisladas y
examinadas. En estos hallazgos se pudieron explicar las tempranas
observaciones acerca de los diferentes tipos de respuesta inmune a la misma
infeccién (12).

Las células T median la inmunidad amplificando la capacidad de los
macrofagos para matar y digerir al bacilo, estas células con la producciéon de sus
citocinas, atraen y activan macréofagos y linfocitos adicionales, secretando: IFN-y,
que tiene la capacidad de activar varias propiedades antimicrobianas de
macréfagos. La funcion critica del IFN-y como factor activador de macréfagos en
infecciones micobacterianas puede ser claramente demostrada en modelos
murinos de tuberculosis. En estudios en humanos, algunos investigadores han
sugerido que el IFN-y puede promover, mas que inhibir el crecimiento bacterial in
vitro (11,12).



Los linfocitos T Th1 protegen contra la mayoria de las infecciones
intracelulares incluyendo tuberculosis, las respuestas de Th2 pueden ser descritas
como regulatorias, ellas promueven la produccién de anticuerpos e inhiben la
hipersensibilidad tardia. Modelos in vitro de macréfagos infectados con
micobacterias sugieren que algunas de las citocinas de Th2, particularmente IL-
10, promueven el crecimiento bacteriano intracelular (13). En modelos murinos de
tuberculosis, una respuesta protectora inicial de Th1 es seguida de una respuesta
de Th2, la cual podria servir para limitar la respuesta inflamatoria y minimizar el
dano en el tejido en el sitio de la infeccion. Los macréfagos también producen
citocinas moduladoras de manera autocrina después de tener interaccion directa

con varios productos micobacterianos (13,14).

Algunos estudios clinicos sugieren que los altos niveles inapropiados de
citocinas circulantes, tales como el TNF-a, pueden ser responsables de algunos
de los rasgos clinicos de la tuberculosis. TNF-a favorece la actividad
antimicrobiana de los macréfagos y la formacion del granuloma, y contribuye junto
con IL-12 a la activacion de las células NK, pero también produce fiebre
favoreciendo el desarrollo de caquexia, cuando su produccidn es excesiva.
Aunque la evidencia de |la separacion funcional de los dos subgrupos de linfocitos
T no esta bien comprendida en humanos, pareciera que l|a resistencia a la
enfermedad en la tuberculosis depende de la predominancia de citocinas

producidas por Th1 en respuesta a antigenos bacterianos .

La funcién inmune en el sitio de infeccién por tuberculosis, puede ser
diferentemente regulada en comparacion a sangre periférica, ya que las citocinas
producidas por un tipo celular pueden suprimir o al menos moderar la actividad de

otras citocinas producidas por otras células (15).



1893 Orme y col. han reportado que la secrecién de IFN-y e IL-4 se produce
en dos tiempos distintos, apareciendo mas tempranamente, el IFN«y, lo que
sugiere la existencia de dos formas separadas de inmunidad adquirida mediada
por células T (16). Arce y col. han estudiado la produccion in vitro de citocinas
proinflamatorias e IL-12 estimuladas con M. tuberculosis reportando que
disminuye la respuesta de produccion de estas citocinas al aumentar la dosis de
estimulacién con la bacteria completa o fracciones de la misma; también se ha
determinado la cinética de produccion de citocinas para tener un tiempao 6ptimo de
incubacion y referencia para la produccién de cada una de estas, encontrandose
que cada una de ellas requiere de un tiempo especifico para alcanzar su pico
maximo de produccion (17).

Se ha publicado que existen niveles altos IFN-y e IL-12, en muestras de
lavado broncoalveolar de pacientes con tuberculosis pulmonar activa a diferencia
de pacientes con tuberculosis pulmonar en forma inactiva, también IL-13 e IL-6
que son otras citocinas importantes en la respuesta inflamatoria han presentado
niveles significativamente aumentados en los sobrenadantes de las células del
lavado broncoalveolar de pacientes con TB activa en comparacion con voluntarios
sanos (18).

A nivel molecular existen también varios reportes de algunos autores como
Douglas y Robinson, quienes en 1994 encontraron altos niveles de expresion de
RNAs mensajeros para citocinas TH1, principalmente IFN-y en estudios hechos
en pacientes con tuberculosis pulmonar (19). Por otro lado, en 1996, Law y
Weiden reportaron gue son principalmente las citocinas proinflamatorias como IL-
1B, IL-6 y TNF-a, las que expresan niveles detectables de RNAs mensajeros (20).
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IL-6 favorece el crecimiento y diferenciacion de los linfocitos B, por tanto
contribuye a la produccién de inmunoglobulinas. Ademas antagoniza la actividad
antibacteriana de TNF-o, por lo que su excesiva produccion favorece el

crecimiento intra y extracelular de los bacilos (21).

Otra citocina de impartancia durante el proceso inflamatorio es la IL-8,
considerada como un factor quimiotactico para los neutréfilos, linfocitos T y
basoéfilos. Su produccion excesiva provoca acumulos de neutréfilos, que se ven
en algunos infiltrados y el reclutamiento de linfocitos T involucrados en la

formacién del granuloma (22).

Al revisar la literatura se han encontrado articulos referentes a la produccion
de citocinas, la mayor parte de ellos en modelos murinos. Es poca la informacion
acerca de la produccién de IL-1, 2, 4, 5, 6, 8, 10, 12, IFN-y y TNF-o en
secreciones bronquiales, por lo que esto nos lleva a investigar mas acerca del
comportamiento de estos mediadores inmunologicos en el tejido infectado y la
secrecion, que es producida por el proceso inflamatorio in situ para poder entender

mejor el papel que juegan estas citocinas en el proceso infeccioso activo.
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3. JUSTIFICACION

Los reportes sobre la produccion de citocinas en pacientes con tuberculosis
se han enfocado sobre una citocina o cierto grupo de éstas en particular, ademds
los estudios se han generado en modelos de roedores.

En este trabajo estudiamos la presencia de estos tres grupos tanto en
forma extracelular en el lavado broncoalveolar, como a nivel celular, para tener

una vision mas global de la produccién de algunas de estas citocinas durante el
procesa infecciosa de Tuberculosis Pulmonar.
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4. OBJETIVO GENERAL

Cuantificar citocinas proinflamatorias, Th1 y Th2, en liquido broncoalveolar de
pacientes con tuberculosis pulmonar e identificar sus RNAs mensajeros en las

células del infiltrado pulmonar.
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5. OBJETIVOS ESPECIFICOS

«Cuantificar las citocinas inflamatorias (TNF-c, IL-8), las derivadas de Th1 (IL-2 e
IFN-y) y Th2 (IL-4 IL-10) en muestras de LBA por la técnica de ELISA.

*Realizar un analisis estadistico de los resultados.

Estandarizar la técnica RT-PCR para las citocinas: IL-4, IL-10, TNF-a, e IFN-y.

«Demostrar la expresion de RNAs mensajeros para las citocinas en células de LBA



6. MATERIAL Y METODOS

6.l MATERIAL BIOLOGICO

6.1.1 Lavado Broncoalveolar

Se analizaron las muestras de Lavado Broncoalveolar (LBA) de 19
pacientes, con diagnostico de TB, confirmado por baciloscopia y cultivo, ademas
se incluyd un grupo de 7 pacientes con diagnéstico de neumonia, no causada por
tuberculosis. Las muestras fueron obtenidas por broncoscopia, y fueron referidas
de la clinica de tuberculosis del Departamento de Neumologia del Hospital
Universitario. ~ El lavado broncoalveolar se obtuvo por aspiracién de 20 ml de
solucion salina de los pacientes, una vez concedida su autorizaciéon para
practicarlo, ya que es un procedimiento molesto para el mismo paciente, por tales
motivos nuestro grupo a estudiar estuvo muy limitado.

6..2 Controles

Se obtuvieron muestras de sangre periférica de 5 sujetos sanos para
cuantificar en el plasma la concentracion basal de citocinas. El plasma se obtuvo
después de centrifugar las muestras de sangre obtenidas con EDTA a 2500 rpm.
Las muestras de plasma fueron almacenadas a -20°C, hasta su utilizacién.



Leucocitos Totales

Ademas, se aislaron los leucocitos totales de sujetos sanos a partir de
muestras de sangre periférica recolectada con EDTA, los leucocitos fueron
separados de la sangre completa, una vez lisados los eritrocitos. Estos leucocitos
totales fueron utilizados para la estandarizacion de la extraccion de RNA, y de las
condiciones 6ptimas de PCR para las diferentes citocinas que fueron analizadas.

6.2 REACTIVOS

Los reactivos que fueron utilizados para la preparacion de soluciones de
separacion, de lavado de células, de lisis, y los amortiguadores utilizados en las
electroforesis, fueron de Sigma-Aldrich Inc. Los Kits de ELISA para la
cuantificacion de las citocinas provinieron de las casas comerciales: ENDOGEN,
Inc.( Rockford, IL) Y ROCHE, (Mex, D.F).

Las polimerasas utilizadas para las reacciones de Transcripcién Reversa
(RT) y PCR fueron: MMLV, Superscript Il Invitrogen Corporation (Carlsbad Ca,
EUA) y Taq polimerasa Promega (Madison, WI, EUA).

Los juegos de primers utilizados para la amplificacion de TNF-c, IL-10 e
IFN-y, nos fueron proporcionadas por la Dra. Iris Estrada, del Instituto Politécnico
Nacional, en México D.F. El juego de primers para |L-4 fue obtenido de la compra
de un Kit para RT-PCR para IL~4 ROCHE (Mex, D.F), y por ultimo el juego de
primers para amplificar La gliceraldehido 3'fosfato deshidrogenasa (GPDH),
utilizado como control interno de amplificacién de las citocinas, provino del Depto.
de Bioquimica.



6.3 EQUIPO

El equipo utilizado para llevar a cabo este trabajo, fue facilitado por los
Departamentos de Inmunologia, y el Departamento de Bioquimica de la Facultad
de Medicina, y éstos incluyeron: campana de flujo laminar (CCl BIO HAZARD
HOOD), incubadora con CO2 (LAB-LINE INSTRUMENTS), centrifuga refrigerada
TJ-6 (BECKMAN), centrifuga eppendorf 5415 (BRINKMAN), camara de Newbauer
(BAXTER), microscopio K-7 (Zeiss) congelador So-Low Enviromental (Cincinnati,
Ohio, EUA), potenciometro (BECKMAN), balanza analitica 2024 MP
(SARTORIOUS), campana de luz ultravioleta (CBS, Scientific Co), balanza
granataria OHAUS (Camibb Gottingen Germany), termociclador Robocycler 96
(Stratagene, La Jolla Ca, EUA), bafio de agua 188 (Precision, Chicago, EUA),
fuente de poder ISSCO 494 (ISCO Nebraska, EUA), Gel-Doc 1000 Bio-Rad
(Hercules, Ca EUA) .



6.4 METODOS

6.4.1 Procesamiento del LBA

La muestra de LBA una vez obtenida, fue filtrada con una gasa esteéril para
eliminar la mayoria del moco. Posteriormente, se centrifugd a 3500 rpm. para
separar el sobrenadante del boton celular, éste fue almacenado a -20°C. El botén
celular fue lavado con un buffer de fosfatos (PBS) pH=7.2 al menos 3 veces y
se resuspendié para contar las células presentes en una camara de Newbauer.
Una vez determinada la cantidad de células, se descart6 el volumen de PBS para
dejar sélo el boton celular el cual fue almacenado a -70°C, hasta ser utilizado para
la RT-PCR. Cabe mencionar que todo el proceso de separacion y la manipulacién
en si de las muestras de LBA se llevaron a cabo en una campana de fiujo laminar,
con el equipo de bioseguridad necesario: bata, guantes, gorra, cubrebocas vy
lentes de seguridad.

6.4.2 Anadlisis de poblaciones celulares

Previo al conteo celular, se realizaron extensiones celulares de las
muestras para ser tefiidas con la tincion de Wright y observadas al microscopio
de luz para averiguar que tipo de células inflamatorias predominaba en la
muestra,



6.4.3 Cuantificacion de las citocinas mediante ELISA

El sobrenadante del LBA fue utilizado para medir la concentracién de
citocinas secretadas por las células, haciendo estas mediciones por la técnica de
ELISA. Para realizar esto, se utilizaron Kits de la marca ENDOGEN y ROCHE
para cada una de l|as diferentes citocinas a determinar. Los Kits Human-ELISA
contienen anticuerpos anticitocinas adheridos a las placas lo cual permitid
determinar la concentracion de citocinas presente en el sobrenadante de cada una
de las muestras de LBA de pacientes y en el plasma de los controles, la técnica
que se llevd a cabo en la ELISA fue una técnica de sandwich en donde, una vez
que el anticuerpo adherido a la placa captaba el antigeno, en este caso, la citocina
a determinar, se agregd un segundo anticuerpo marcado con peroxidasa y
posteriormente el sustrato, para desarrollar color y poder ser determinado por un
lector de ELISA. Paralelamente se realizé una curva de calibracion con los
estandares proporcionados por los Kits para cada una de las diferentes citocinas.
Los resultados fueron comparados mediante una prueba no paramétrica de
Wilcoxon, con una p< 0.05,



6.4.4 Preparacion de Leucocitos estimulados con PHA

Para estandarizar las condiciones de extraccion de RNA y de RT-PCR, se
prepard un cultivo de leucocitos que se estimulé con fitohemaglutinina (PHA).

6.4.4.1 Obtencion de leucocitos totales

A partir de sangre periférica de sujetos sanos, se separ6 el botdn de
leucocitos totales, utilizando una solucién de lisis para eliminar los eritrocitos de la
sangre completa, posteriormente, después de realizar lavados para obtener un
botén celular lo suficientemente limpio, estas células fueron contadas en camara
de Newbauer.

Se colocaron de 7-10 ml d sangre periférica con EDTA en un tubo conico de
50 ml y se agregaron 35 ml de solucién de lisis (NH4CI-NaHCO3) durante 15 min.
se dejé en hielo, agitando, ocasionalmente. Los tubos se centrifugaron, a 2000
rpm 10 min. y se decant6 el sobrenadante. Se agregé al boton obtenido, 20 ml de
solucion de lisis, dejando en hielo por & min. bajo agitacion. Posteriormente, se
centrifugé a 2000 rpm por 10 min. y el botén celular obtenido, de nuevo se lavé
con la solucién de lisis. El boton final obtenido, se resuspendié en el 1 ml de PBS
1X estéril, y las células se contaron a partir de una alicuota.



6.4.4.2 Cultivo de Leucocitos totales con PHA

La concentracion de fitohemaglutinina que utilizamos para estimular los
cultivos vario, al principio entre 40 y 100 pg/ml, hasta que encontramos que la
concentracion ideal para obtener una buena estimulacién era de 100 pg/ml. Las
células fueron resuspendidas en aproximadamente 3 ml de RPMI 1640 fueron
incubadas a 37°C con 10% de suero de ternera fetal (STF), durante 36 hrs, para
lograr la produccién de IL-10 e IFN-y, ya que el tiempo optimo de produccién de
éstas es de 36 hrs. Una vez que se retir6 el cultivo de la incubadora, se procedio
a eliminar el medio de cuitivo, para trabajar con el botén ceiular, extrayendo el
RNA.

6.4.5 Obtencidn y analisis del RNA total a partir de células ( Chomczynski y
Sacchi, 1987)

El RNA total se extrajo del botén celular obtenido de las muestras de LBA,
de la sangre de los controles o del cultivo de leucocitos con PHA, por la técnica de
isotiocianato de guanidina (IG) fenol-cloroformo, (Chomczynski y Sacchi,1987)
Después de lisar las células mediante isotiocianato de guanidina, las proteinas se
eliminan con fenol y los RNAs se precipitan con etanol en presencia de acetato de
sodio. La cantidad y calidad del RNA obtenido se verifico mediante electroforesis

en gel de agarosa-isotiocianato de guanidina, tenido con bromuro de etidio.



6.4.5.1 Extraccion del RNA

1. En el caso de cultivo de leucocitos, las celulas se lavaron 3 veces con 5 ml
de PBS 1X manteniendo la placa en hielo.

2. Se agregaron 500ul de fa solucién de lisis (IG-sarcosyl-citrato de sodio y §-
mercaptoetanol). y se rasparon perfectamente las paredes de la caja para
desprender las células.

3. Ellisado se colocd en tubos eppendorf, y se agregaron 50 ul de Acetato de
sodio 2 M, pH 4, agitando por inversion.

4. Se agregaron 500 pl de fenol saturado con H20O DEPC (Dietilpirocarbonato)
al tubo y se agita por inversion.

5. Se agregaron 100 pl de Sevag, el tubo se agitd en el vortex y se dejd
reposar 15 min. en hielo.

6. Después de centrifugar 10 min a 14000 rpm a 4°C. se recuperod la fase
acuosa (fase superior) y se transfiri6 a un tubo nuevo para precipitar los
RNAs con 2.5 volimenes de etanol absoluto dejandolo a -70°C, por 1 hora.

7. Después de centrifugar a 14000 rpm por 20 min a 4°C, los acidos nucléicos
se extrajeron de [a pasiilla con 250 pl de soluciéon D y se repitié el paso de
precipitacion.

8. Se centrifugd posteriormente a 14000 rpm por 20-30 min a 4°C. Se decantd
y la pastilla se lavé con 200 pl de etanol al 70% en H20 DEPC y se volvié
a centrifugar a 14000 rpm por 10 min a 4°C.

9. Finalmente el sobrenadante se decanté y la pastilla se secoé y se
resuspendié en 20 ul de H20 DEPC.



6.4.5.2 Analisis del RNA por electroforesis

Para poder valorar la presencia y sobre todo la calidad del RNA de las
muestras, se prepararon geles de agarosa al 1% en buffer de TBE (Trizma Base
EDTA), agregando a éstos bromuro de etidio para poder observarlos en una
lampara de UV. EI corrimiento de los geles se llevéo a cabo iniciando con un
voltaje de 80 volts, posteriormente aumentando a 100 volts por espacio de una
hora.

6.4.6 Reacciones de RT-PCR

A partir del RNA extraido, obtuvimos €! DNA complementario (DNAc)
haciendo uso de una enzima franscriptasa reversa (Superscript {l) siguiendo las
condiciones descritas en la tabla 1. De los DNAcs, se amplificaron
especificamente los de las citocinas en estudio, asi como el del control interno
(GPDH) mediante PCR y utilizando primers especificos.
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Tabla 1 Condiciones para la Transcripcién Reversa (RT)

Reactivos Volumen
Buffer 5x 2 ul
dNTPs 1l
DTT 1l
H20 [ 2.9 pl
Random primers 1l
Enzima 0.1 pl
RNA 2 ul
Vol. Total de reaccién 10 pl

En un primer paso los RNAs se desnaturalizaron, incubéndolos a 70°C por
10 min, después se agregaron los otros reactivos de |a reaccién en hielo.
Después de incubar 10 min a 25°C el tubo de reaccién, la polimerizacion se llevo a
cabo por 1 hora a 42°C. Finaimente un paso de 15 min a 70°C permitio

desnaturalizar la enzima.

6.4.6.1 Amplificacion por PCR de los DNAc

Después de obtener el DNAc de cada una de las muestras de pacientes y
controles, se hizo la PCR en las condiciones descritas en las tablas 2-7
establecidas después de la estandarizacion para cada una de las diferentes
citocinas que fueron analizadas, TNF-a, IFN-y, IL-4 e IL-10, asi como para el

control interno: GPDH, cada una con sus primers especificos.



Tabla 2 Condiciones de PCR para GPDH (control intemo)

Reactivos Volumen en pl
Buffer 10X 254
MgCi2 2.0 pl
DNTPs 0.5 ul
Oligo 5’ 2.5 ul
Oligo 3~ 2.5l
H20 11.5 pl
Enzima 0.5 pl
DNAc 3yl
Volumen total de reaccién 25 pl

Tabla 3 Condiciones de temperatura para GPDH.

"~ Tiempo Temperatura No. de ciclos
2 min 84°C 1
1 min 94°C
1 min 56°C 30
1 min 20
5 min J27C 1
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Tabla 4 Condiciones de PCR para TNF-«, IL-10 e IFN-y

Reactivos Volumen en pl
Buffer 10X 2.5 pl
MgCl2 1.5 ul
DNTPs 0.75 pl
H20 14.5 pl
Oligo 5° 1.25 pl
Oligo 3° 125yl
Enzima 0.25 pl
DNAc 3l
Volumen total de reaccion 25 pl

Tabla 5 Condiciones de Temperatura para TNF-u, IL-10 e IFN-y

Tiempo Temperatura No. de ciclos
2 min 94°C 1
1 min 94°C
1 min 56°C 30
1 min 72°C
5 min 72°C 1
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Tabla 6 Condiciones de PCR para IL-4

Reactivos Volumen en pl
Buffer 10X 2.5 ul
MgCI2 1.5 pl
16.3 pl
DNTPs 0.75 ul
Primers 5"y 3’ 0.7 ul
Enzima 0.25 pl
DNAc 3pl
Volumen total de reaccion 25 pl

Tabla 7 Condiciones de Temperatura para IL-4

Tiempo Temperatura No. de ciclos
2 min 94°C 1
30 seg 94°C
30 seg 53°C 40
1 min 68°C
7 min 68°C 1




6.4.6.2 Observacién del Producto Amplificado

Se prepararon geles de agarosa al 1.8% con bromuro de etidio para llevar a
cabo el conimiento de las muestras por electroforesis utilizando un marcador de

peso molecular comercial que tiene una diferencia de 100pb entre cada una de
sus bandas.



7. RESULTADOS

7.1 Anadlisis de las poblaciones celulares

A partir del botén celular de cada una de las muestras de LBA de los
pacientes se realizaron frotis que fueron tefiidos con Wright para observar las
poblaciones celulares predominantes. Los resultados de estas observaciones
fueron los siguientes: hasta en un 70% de las muestras predominaron en la
poblacidn los neutrofilos, posteriormente los monocitos y por Gltimo los linfocitos.

7.2 Cuantificacion de citocinas inflamatorias (TNF-c, IL-8), Th1 (IL-2 e IFN-y)
y Th2 (IL-4 IL-10) en muestras de LBA por la técnica de ELISA.

Las alicuotas del sobrenadante del LBA de los pacientes y controles fueron
descongeladas, para medir la concentracion de citocinas producidas. Las placas
de ELISA incluyeron los estandares necesarios para llevar a cabo una curva de
calibracién para cada una de las mediciones y posteriormente, extrapolar la DO
obtenida por nuestros controles y muestras de pacientes. Las muestras se
depositaron en cada uno de los 96 pozos que contiene la placa de ELISA, éstas
se hicieron por duplicado.

Se obtuvieron los valores de correlacion de cada una de las mediciones por
medio de la ecuacién de la recta, y las concentraciones reales de citocinas para

cada una de las muestras. Las curvas de calibracion se muestran en las figuras 1-
8.



7.2.1 Curvas de calibracion

INF-GAMMA
y =0.0008x + 0.1133
R? =0.9983
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PG/ML

Fig 1) Curva de calibracién para IFN-y. Se representa la curva de calibracion

obtenida para el IFN-y. Los valores obtenidos se graficaron, asi como la recta
estimada por el analisis de regresion.

IL-2 y = D.0028x

R? =0.9581

—eo— Seriel

— Lineal
(Serie1)

ABSORBANCIA

Fig 2) Curva de Calibracion para IL-2. Se representa la curva de calibracion
obtenida para el IL-2. Los valores obtenidos se graficaron, asi como la recta
estimada por el analisis de regresién.
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IL-4  y=0.0025x+0.1142
R? = 0.9405
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Fig 3) Curva de Calibracién para IL4. Se representa la curva de calibracion

obtenida para el IL-4. Los valores obtenidos se graficaron, asi como la recta
estimada por el analisis de regresion.

L8 y=0.0011x+0.2701
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Fig 4) Curva de Calibracion para IL-8. Se representa la curva de calibracién

obtenida para el IL-8. Los valores obtenidos se graficaron, asi como la recta
estimada por el analisis de regresion.



IL-10
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Fig 5) Curva de Calibracién para IL-10. Se representa la curva de calibracion
obtenida para el IL-10. Los valores obtenidos se graficaron, asi como la recta
estimada por el analisis de regresion.

MEDICION DE TNF-alfa
y =0.006x + 0.1333
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Fig 6) Curva de Calibracién para TNF-a. Se representa la curva de calibracion
obtenida para el TNF-a. Los valores obtenidos se graficaron, asi como la recta
estimada por el analisis de regresion.



7.2.2 Cuantificacion de citocinas por ELISA

La cuantificacion de las citocinas por ELISA dio los resultados presentados en las
tablas 8, 9 y 10.

Tabla 8 Concentracion de citocinas proinflamatorias

TNF-c  pg/ml IL-8 pg/ml
No. de
sujetos [Gpo controlPac. TB [Pac. NO TB |Gpo control Pac. TB [Pac. NO TB

1= 0 227 21.03 0 755.4 7311
2- 16 2533 2533 0 733.6 710
3- 0 227 21.03 0 742.7 607.2
4- 0 232 25.03 0 5681 5436
5.- 0 18.2 19.03 0 7409 736.3
6- — 16.2 20.36 - 7454 T42.7
7- = 28.7 24.06 - 721.8 539
8- = 23.86 = - 730 -
g- = 202 - - 730.9 -
10- = 21.86 = = 3109 =
11.- — 29.03 - - 730 =
12- = 18.86 - - 501.8 -
13- - 25.33 = - 644.5 =
14.- = 26.7 - — 0 -
15.- = 2436 - = 738.1 -
16.- = 197 = = 7272 =
17.- - 23.86 - - 7454 -
18.- = 2236 - = 2536 =
19.- - 19.7 — - 741.8 -

Los valores de las citacinas proinflamatorias estuvieron por abajo del limite
de deteccion del Kit de ELISA para las muestras del grupo control, mientras que
llegaron a valores detectables en los dos grupos de pacientes (tabla 8).



Tabla 9 Concentracion de citocinas TH1

IFN-y pg/ml IL-2  pg/iml
No. de
sujetos Gpo controlliPac. TB [Pac. NO TB |Gpo control|Pac. TB  Pac. NO TB

1~ 0 0 537 774 57.85 108.21
2.- 0 0 462 43.57 48.27 53.92
3.- 0 35 312 225 47.85 475
4- 0 45 20 12.14 46.78 50.71
5. 0 67.5 18.7 1714 46.07 47.85
6.- - 61.2 21.2 - 75 43.92
7- - 28.7 8.75 - 42.85 39.64
B- - 375 = - 50 -
9- = 0 - = 4464 -
10.- - 1.5 — - 43.92 -
11 - 40 = - 55 -
12.- - 187 - - 44.28 —
13- ~ 25 - - 41.42 -
14.- - 10 ~ - 50.35 =
15.- — 52.5 - — 42.85 =
16.- - 38.7 - - 34.28 =
17-- — 26.2 = - 50 -
18- - 45 - = 47.85 -
18- ~ 175 = — 32.5 -

Para las citocinas TH1, sobre todo para IL-2 el grupo control si presentd
lecturas detectables de produccién de citocinas , mas sin embargo éstas no fueron
significativas. Ambos grupos de pacientes presentaron concentraciones mas altas
de IFN-y e IL-2.



Tabla 10 Concentracion de citocinas TH2

| IL4  pg/ml IL-10 _ pg/ml

No. de

sujetos [Gpo control Pac. TB [Pac. NO TB [Gpa control{Pac. TB [Pac. NO TB
1- 20.68 49.88 56.28 0 4833 466.6
2 27.08 43388 41.88 133.3 2166 533.3
3- 28.28 68.28 47.48 83.3 383.3 0
4- 18.68 37.48 44,68 0 3833 333
5.- 16.28 4348 37.48 0 150 383.3
6.- - 4188 50.28 = 333 600
7- - 41.48 48.6 - 216.3 0
B- - 47.48 = - 266.6 =
.- - 3388 = = 16,6 =
10.- - 34.28 = - 283.3 =
1. = 43.08 - - 116.6 =
12.- = 37.88 - = 400 h
13.- = 40.28 - = 166.6 =
14.- - 37.48 - - 400 =
15- = 38.68 = = 3833 =
16.- = 37 - = 0 =
17.- = 34.28 = — 200 =
18- = 374 - - 166.6 -
18- - 51 - - 66.6 -

En el grupo de citocinas TH2 de igual manera el grupo control presento
lecturas detectables por el Kit de medicion, de igual manera no significativas,
excepto para IL-10 en donde solo un sujeto del grupo control presenté un valor de
lectura alto detectable por el Kit de ELISA. Los pacientes presentaron
concentraciones muy variables (0-60 pg/ml) de IL-10, pero éstas fueron mas altas
que las del grupo control.



7.3 Comparacion de los resultados.

7.3.1 Comparacion entre el grupo de pacientes con TB y el grupo control

Al analizar las citocinas se observa un aumento significativo en la
concentracion de TNF-a e IL-8, en los grupos de pacientes, comparandolos con el
grupo control, aunque también podemos observar que IL-8 es la citocina
proinflamatoria que presenta un aumento mas marcado que TNF-a (X600), en el
grupo de pacientes. (figura 7)

Fig.7) Grafica de concentracio
de citocinas proinflamatorias
comparacion entre la
concentraciones promedi
obtenidas para el grupo control
el grupo de pacientes con TB, a
TNF-a b} IL-8.

* indica diferencia significativa.
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IFN-y, es la citocina TH1 que presentd un aumento significativo, comparado
con el grupo control, a diferencia de IL-2, en la cual podemos observar que la
concentracion que presenta el grupo de pacientes no difiere mucho del grupo
control.

Fig.8) Grafica d
concentraciéon de citocina
TH1, comparaciéon entre la
concentraciones promedi
obtenidas para el grupo contro
y el grupo de pacientes con TB
a) grafica para IFN-y b) grafic
para IL-2.

* indica diferencia significativa

Para las citocinas TH2, observamos que si se encontré un aumento
significativo, al igual que en las proinflamatorias, entre el grupo de pacientes
comparado con el grupo control. IL-10 es la citocina TH2 que presenta un mayor
aumento(fig 8).



Fig.9), Grafica d
Concentracion de citocina
TH2, comparacion entre Ia
concentraciones promedi
obtenidas para el grupo control
el grupo de pacientes con TB. a
grafica para IL-4, b) grafica par
IL-10.

* indica diferencia significativa.
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7.3.2 Comparacion entre el grupo de pacientes TB y no TB.

En general, en estas tres graficas de la figura 10 podemos observar que no se
presenté una diferencia significativa en la concentraciéon de las citocinas cuando
se compararon los dos grupos de pacientes TB y NO TB. Los dos se
comportaron de forma similar en cuanto a las medias de concentracion para cada
una de las citocinas. Sin embargo, observamos diferencias entre las citocinas de
un mismo grupo, por ejemplo, IL-8 e IL-10 son las que presentan un aumento mas
marcado dentro de su grupo.

Fig.10) Comparaciénde la
concentraciones de las citocina
entre los dos grupos d
pacientes:TB y NO TB. S
representa la concentracié
promedia en el LBA de los paciente
con TB y con neumonia a) grafic
para las citocinas proinflamatorias. b
citocinas TH1. c) citocinas TH2
No se observaron diferencia
significativas.




7.4 Estandarizacion de RT-PCR para las citocinas: IL-4, IL-10, TNF-o. e
IFN-y a partir del cultivo de leucocitos con PHA

7.4.1 Extraccion de RNA y amplificacion

Se logré la extraccion de RNA a partir de los leucocitos totales, que iban a ser
utilizados para la estandarizacién de la técnica. En la figura 11 (a) se muestra un
gel demostrativo de los RNAs obtenidos. Ademas corroboramos las condiciones
de la reaccién de RT, logrando la amplificacion del control interno GPDH. La
obtencién del producto amplificado esperado de1000 pb, permitié corroborar la
buena calidad de los RNAs obtenidos y de los DNAcs sintetizados fig 11 (b).

28S
18S
Fig 11) Extraccion de RNA a) A parti
del cultivo de leucocitos, se obtuviero
RNAs de buena calidad, como s
muestra en los carriles 1y 2. b) Lo
RNAs extraidos, se sometieron a un
RT, y una alicuota de los DNAcs s
amplificé con los iniciadores de GPDH
carriles 2,3y 4.
5080
2840
2133
1986
1093 GPDH
805
516

467



7.4.2 Amplificacion de IFN-y, IL-4, IL-10 y TNF-«

Utilizando los RNAs de los leucocitos se estandarizaron las reacciones de RT-
PCR para las diferentes citocinas. En la fig 12 se observan, los productos
amplificacion correspondientes a las citocinas. Una vez que se logré ésto,
procedimos a repetirlo pero ahora para los controles y pacientes.

IL-10

Fig 12) Estandarizaciéon d
PCR para las citocinas Lo
productos amplificados de la
citocinas se resolvieron en un ge
de agarosa al 2%. a) en lo
carriles 2 y 4 se observan lo
productos amplificados de IFN-
(500 pb) e IL-10 (350 pb) yen e
gel b) IL-4 (392 pb), IL-10 (35
pb) ¥y TNF-a (409 pb).

El marcador de peso molecular
es A-Pst |.

IL-10

TNF-a




7.5Analisis de la expresién de los RNAs mensajeros para el control interno
y las citocinas en células de LBA.

Una vez estandarizadas las condiciones de RT-PCR, éstas se aplicaron a
los RNAs extraidos de las muestras de LBA de los pacientes, vy de las
células totales sanguineas de los controles. Para todas las muestras

analizadas se observa la banda de 1000 pb correspondiente a GPDH fig
(13).

1500
1000
600

1500
1000
600

GPDH
GPDH

Fig 13) Amplificacion del control interno Los RNAs extraidos se sometieron en
un primer paso a una RT-PCR para GPDH. Se observan las bandas de 1000 pb
correspondientes a la amplificacion de GPDH a) en los sujetos control y b) en los 7
pacientes analizados. (-) control negativo, y (+) control positivo de la reaccion,
ademas en el primer carril se observan las bandas del marcador.
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Al realizar la reaccién de RT-PCR para las diferentes citocinas, no se observéd
una banda para IFN-y (fig 14 a) a parte de la del control positivo, ni en los
controles ni en los pacientes. Los resultados fueron similares en el caso de IL-4 e
IL-10, (fig. 15 a y b) obteniendo ninguna sefial para las diferentes muestras,
aunque los controles positivos si dieron las bandas esperadas.

Al hacer la reaccion de RT-PCR para TNF-o, se obtuvoe un producto

amplificado en todos los carriles de los pacientes y en uno de los controles. (fig.
14 b)
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1500
1500 600
IFN-y
509 pb
600
IFN-y
509 pb
1500
1500
600
600 TNF-a
NF-ao 409 pb
409 pb

Fig. 14) Amplificacion de TNF-o e IFN-y Los productos amplificados correspondientes
a IFN-y se analizaron en un gel de agarosa. a) grupo control, b) grupo de pacientes. El
Gltimo carril de cada gel corresponde al control positivo, que presenta la banda esperada.
Al amplificar TNF-o, observamos la banda de 409 pb en el carril 1 del grupo control (c) y
en todos los carriles de los pacientes (d).



46

1500 1500
600 600
IL-4
392pb
392pb
1500 1500
600 600
IL-10 L-10
350 pb 350 pb

Fig.15) Amplificacion de IL-10 e IL-4 observamos la amplificacién sélo de los
controles positivos para IL-4 de 392 pb a) grupo control y b) pacientes. ParaIL-10, de
350 pb, en ninguno de los geles se observa la banda correspondiente, solo la banda

del control positivo ¢) grupo control y d) grupo de pacientes.



8. DISCUSION

La respuesta inmune en la tuberculosis, como lo hemos mencionado antes,
es principalmente de tipo celular, mas que humoral. Los linfocitos CD4+ antigeno-
especificos, son las células que intervienen de una forma determinante en este
proceso, por medio del perfil de citocinas que producen pueden ser capaces de
desviar la respuesta inmune hacia una direccion u otra, hacia la susceptibilidad o
la resistencia en la enfermedad dependiendo del patrén de citocinas que

prevalezca en la infeccion (24).

El IFN-y, es una de las citocinas TH1, que actlia de manera muy importante
en el proceso de erradicacion de la micobacteria por los macréfagos alveolares,
activando sus mecanismos microbicidas y la via de produccion del NO, el cual es
una sustancia txica para la bacteria (25). Por su parte |IL-2, actua sobre las
celulas CD4+, activando su produccién clonal, por lo cual su produccion es
indicadora de un desarrollo de la respuesta inmune hacia la resistencia a la
enfermedad. Por otro lado, una predominancia en el perfil de citocinas TH2, como
L4 o IL-10, las cuales ejercen una regulacién negativa sobre TH1, indicara una
desviacion de la respuesta inmune hacia la susceptibilidad a la enfermedad.
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En este trabajo, nuestro principal objetivo fue el de observar si existia un
patron de citocinas caracteristico y que nos diera informacién acerca de la posible
respuesta inmune prevaleciente in situ en los pacientes con TB pulmonar,
analizando su LBA. Para partir de una concentracion basal de citocinas y poder
comparar los grupos de pacientes teniamos que recurrir a un grupo control en el
cual se llevaron a cabo las mediciones también pero en este caso fueron en
plasma, ya que resultaba dificil contar con una muestra de LBA de un sujeto sano.

En las fig. 1 y 2, para las citocinas proinflamatorias nosotros encontramos
que TNF-a e IL-8 presentan un aumento en su concentracion en el grupc de
pacientes comparado contra el grupo control, segun los hallazgos celulares que
obtuvimos de las muestras, observamos que la poblacion predominante eran
neutrofilos y posteriormente macrofagos, lo cual explica el aumento de hasta 600
veces la concentracion de IL-8 comparado con e! grupo control. Ademas de
participar importantemente en el proceso inflamatorio presente. TNF-a por su
parte es una citocina que se ha relacionado de manera importante en la formacion
del granuloma por los macréfagos alveolares, ya que éstos son los principales
productores de esta citocina y en este caso el hecho de que no presentara un
aumento tan marcado como el de IL-8, probablemente sea debido a que la
poblacién de macréfagos que encontramos en las muestras era menor en cantidad
comparada con los neutréfilos presentes. Cabe mencionar que TNF-o es una
citocina producida solo por macréfagos, mientras que IL-8, la producen tanto
neutréfilos como macrofagos. Ademas pudo existir una regulacion de tipo

negativo por IL-10 sobre TNF-g, inhibiendo su produccion.



Law y Weiden (20) en 1996, concluyeron que en células de LBA, los
macrofagos alveolares liberaban grandes cantidades de citocinas
proinflamatorias, nosotros en este trabajo coincidimos con ellos, aunque podria
decirse que sdlo parcialmente, ya que, en este trabajo nosotros observamos que
la citocina proinflamatoria que presentd un mayor aumento fue IL-8, a diferencia
de estos autores y otros como Tsao y Hong, en 1999, quienes encuentran que es
TNF-a, ademas, de IL-1 e IL-6, las citocinas proinflamatorias gque se encuentran
en mayor concentracion. En nuestro estudio los altos niveles de IL-8
probablemente se relacionan con el proceso infeccioso agudo e inicial en los
pacientes de los cuales se obtuvo el LBA, aunque la tuberculosis como tal se
considera una enfermedad crénica.

Esta hipotesis se refuerza también con [a comparacién de los dos grupos de
pacientes, con TB confirmada y los que desarrollaron una neumonia no debida a
TB. Ambos grupos presentaron una predominancia de neutrofilos en su LBA, y un
fuerte aumento de IL-8, por lo cual en ambos casos estamos observando la fase
aguda inicial de la enfermedad que es mayormente inflamatoria y no depende
tanto del agente etiolégico. Cabe remarcar que hubiera sido interesante conocer

el estado en que encontraba la enfermedad en cada uno de los pacientes.

Somoskovi, Zissel y col. (22) han relacionado los niveles de IL-8 con el
avance clinico de la enfermedad, a menor avance clinico, una respuesta
inflamatoria mas aguda y una concentracion mayor de IL-8 y a mayor avance la
principal respuesta es de tipo crénico. En este trabajo nosotros no pudimos
averiguar el estado en que se encontraba la enfermedad en cada uno de los

pacientes, pero el resultado revela que esta en la etapa inicial activa.



Varios estudios (Douglas 1994 (19) y Gerosa, 1999 (18) mencionaron que
el patrén de citocinas presente en pacientes con TB pulmonar, es mas bien TH1,
que TH2, siendo principalmente IFN-y una de las citocinas que se encontraba
aumentada en cuanto a su produccién e incluso la expresion de su RNAm. De la
misma manera, nosotros observamos que los niveles de IFN-y en los pacientes
eran mayores a los encontrados en el grupo control (fig 3 y 4), sin embargo el
aumento no fue tan considerable, y no encontramos expresion del RNAm cuando
llevamos a cabo la RT-PCR para esta citocina. Nuevamente podemos suponer
una probable regulacion negativa por parte de las citocinas TH2 sobre TH1.
Ademas este resultado se explica por la baja cantidad de linfocitos que
encontramos en las muestras de LBA, recordando que son éstos los principales
productores de IFN-y e IL-2. Para esta ultima ni siquiera observamos una
diferencia significativa entre el grupo de pacientes y el grupo control. Por lo tanto,
nuestros hallazgos indican que a diferencia de otros autores, no observamos un
patrén predominante TH1.

En este trabajo la produccion de citocinas TH2, iIL4 e IL-10, aumenté de
manera significativa en el grupo de pacientes, aunque este resultado es menos
evidente para IL-4. Para IL-10 esto es mas obvio, ya que después de IL-8, IL-10
es la segunda citocina que encontramos con €l mayor aumento en su produccion,
a pesar de que la poblacién de linfocitos fue escasa en las muestras de LBA.
Probablemente los altos niveles de IL-10 presentes indiquen que durante la etapa
inicial de la enfermedad activa predomina la respuesta TH2. Se sabe que M.
tuberculosis muerta activa de manera muy importante la produccién de esta
citocina (23). Ademas su alto nivel de produccién podria tener como fin controlar
un proceso ejerciendo sus propiedades antiinflamatorias principalmente. Por otro
lado, es una de las principales citocinas reguladoras, y al encontrarse aumentada,
su efecto podria ser mayor sobre las citocinas TH1, desviando asi la respuesta
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inmune hacia una participacion mas activa de las citocinas TH2. Sobre IL4, la
mayoria de estudios previos, no han hecho una mencioén importante en cuanto a

su produccion, y nosotros encontramos lo mismo, los niveles encontrados no
fueron significativos. Aunque cabe la posibilidad que esté asociada a su receptor
en macréfagos, lo que incrementaria los niveles de receptores para el bacilo de M.

tuberculosis.

Al comparar a los dos grupos de pacientes, TB y NO TB, en las fig. 7,8y 9,
podemos observar como el comportamiento de los tres grupos de citocinas que
analizamos en este trabajo, se comportaron de la misma manera, presentando un
patrén similar, y podriamos decir que era de esperarse al hacer las primeras
observaciones sobre las poblaciones celulares que predominaban en las
muestras. Todas presentaron un proceso inflamatorio muy importante, aunque
cabe mencionar que hubiera sido de interés el conocer el agente etiolégico causal
en el grupo de pacientes con neumonia y poder establecer una integracion mas
completa de los resultados obtenidos.

Los hallazgos de RT-PCR para estas citocinas, de la misma manera, fueron
parcialmente diferentes a lo reportado por otros autores, los cuales han
encontrado expresion de los RNAm para citocinas como IFN-y o incluso 1L-10,
aunque la mayoria coincide en que son principalmente los RNAm de las citocinas
TH1 los que se detectan. En este trabajo, nosotros encontramos expresion de
RNAm solo para TNF-a, analizando a 7 de los pacientes del grupo de TB, esto
indica una fuerte actividad transcripcional de macréfagos aunque los niveles
encontrados por ELISA no la reflejan todavia. Por lo tanto se observa una
concordancia en cuanto a la expresiéon y producciéon de TNF-a. El hecho de
evidenciar la presencia de los transcritos de TNF-a, aunque los macréfagos no

son las celulas predominantes, podria indicar que se va a liberar una fuerte
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cantidad de esta interleucina, lo que concordarad con los hallazgos previamente
descritos por varios autores. Dentro del grupo control, uno de los sujetos sarnos
expres6 RNAm para TNF-a, nuestro grupo control estaba compuesto por sujetos

sanos, posiblemente esto fue debido a una probable infeccion subclinica .

Es importante mencionar que la determinacion RT-PCR del RNAm de IL-8
no se llevd a cabo, aunque consideramos que hubiera sido muy importante el

haberla realizado por los resultados encontrados en el ELISA. Para las demas
citocinas: IFN-y, IL-4 e IL-10 no observamos los RNAs correspondientes, creemos
que esto este relacionado nuevamente con el bajo nimero de linfocitos en las
muestras y por lo tanto los RNAs para estas citocinas no se pudieron detectar.
Otra probable hipdtesis, es que la micobacteria haya influido bloqueando el
proceso de transcripcion en estas células, permitiendo asi que |o Unico encontrado
hayan sido los niveles de produccion in situ, presentes en el sobrepadante de
LBA.

El haber realizado la determinaciéon de estas citocinas por ELISA y RT-PCR
tuvo por objeto, observar su produccion a dos niveles, 1) en cuanto a la expresion
de sus RNAs mensajeros y 2) en cuanto a su produccion o secrecién ya de la
proteina en si. Creemos que aungue la relacion entre estas dos técnicas no fue
muy directa, los resultados encontrados nos permitieron hacer especulaciones
sobre la probable situacion presente en los pacientes con TB que analizamos.
Proponemos que en el proceso local activo, el patrén de citocinas predominante
es inflamatorio y TH2, lo que permite la persistencia de la infeccién. Es posible
que esto cambie en el momento en que el paciente recibe y responde a la terapia
con antifimicos



Los resultados y las explicaciones dadas en este trabajo nos ayudan a
entender mejor la interaccidn huésped-parasito y la fisiopatogenia de la
enfermedad, lo que tiene implicaciones importantes para que en su futuro el
tratamiento también sea con inmunomoduladores que inhiban la respuesta de

linfocitos TH2 y activen los linfocitos TH1 encargados de la resolucion de la
infeccion.



1)

2)
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9. CONCLUSIONES

IL-8 e IL-10, fueron las citocinas que presentaron un mayor aumento en su
concentracion, y en menor grado se encontraron: TNF-a, IFN-y, IL-2 e IL4 .

No se presentaron diferencias en los niveles de produccidn de citocinas,
independientemente del agente etiolégico que esté causando el proceso
pulmonar infeccioso en los dos grupos de pacientes.

3) TNF-a fue la Unica citocina en la que se observé la expresion de su RNAm,

4)

3)

lo que indica transcripcion importante, aunque los niveles no se reflejaron
en la secrecion.

No se pudo demaostrar la presencia de RNAm para IFN-y, IL-4 e IL-10 en
las muestras de LBA.

Se propone que en la tuberculosis en la fase aguda inicial el patrén de
citocinas predominante es el de citocinas proinflamatorias y las derivadas
de linfocitos TH2.
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