=]
Lo ]
A % Células IMF
o 25 Ay
o — 283 27.5°
} 30.3 336
S -
@ ] | { ]
3 : M |
= 4%‘5 ! 1 | con
fﬁ 1 TR i ~ VIH

0
CCRS FITC
g
{18 % Células IMF
] _ 86.1* 99.4*
] ~ 86.6* 49.3*
-y 88.2 169.1
™
l
w M2
£Q
(=3
L8]
~ Control
VIH
=) — VIH-TB
o B -q.“i:;. }
100 10! 102 10° 104

Figura 11. Porcentaje de células e IMF con que se expresan CCR5 y CXCR4 en
pacientes infectados con VIH en la regién 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 encontrd 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). EIl 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 disminucion, 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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Figura 12. Porcentaje de células e IMF con que se expresan CD11c y CD14 en
pacientes con TB en la region de monocitos/granulocitos.
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Dentro la determinacidn de quimiocinas, RANTES e IL-8, se observo para
la primera, concentraciones altas en sueros de todos los grupos estudiados,
pero se encontré una ligera disminucion 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 produccién 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 la 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 internalizarse 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 propagacién.

El problema a resolver en este trabajo fue determinar si una infeccion 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 F.Jacientes incrementa los receptores empleados por M.
tuberculosis y regula la expresion de sus co-receptores. Por ultimo, 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 moiéculas vy
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
fagacitosis, 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. fuberculosis
H37Rv (74). Los pacientes del grupo de TBEP y TBMDR disminuyeron
significativamente el porcentaje de células que expresan CD14 (p < 0.05), pero
se observé en estos dos grupos y en el grupo de pacientes con TBP un
incrementé significativo en la IMF. Es decir,que aunque hay un menor nimero
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 secrecién 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. tuberculosis. 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 interaccion de CD40 con la proteina de choque témrmico de 70 kDa
de M. tuberculosis, esta reduce la multiplicacidon de la micobacteria. Por otro
lado, los pacientes infectados con el VIH incrementaron significativamente tanto

la expresibn como la IMF, estd interaccion favorece la produccidn de
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quimiocinas en células infectadas por el VIH, contribuyendo asi, al reclutamiento
de células del sistema inmune entre las cuales se encuentran los
monocitos/macréfagos 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
expresién de las moléculas empleadas como co-receptores por el VIH, este
fenémeno 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 aqui mostrados,
donde CCR5 y CXCR4 estan disminuidos en la regién de linfocitos. La
disminucién de los co-receptores nos hace suponer dos hipétesis, a) que exista
una regulacién negativa en la expresion de los co-receptores por el virus, o b) un
bloqueo fisico por el VIH de estads moléculas impide que sea reconocida por el
anticuerpo monoclonal.

Ademas, el co-receptor CCRS 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 tamafo 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 informacion de lo que ocurre con el paciente, sin la
manipulacién de las células en los estudio “in vitro®, El incremento de CCR5 nos
hace sospechar de una regulacién positiva en el nimero de células como el
namero 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 regulacién 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 linfocites y monocitos. Este mismo
fenémeno, el incremento de CCRS5, fue encontrado en el grupo de pacientes con
TBP. Mientras los grupos de pacientes con TBMDR se comportaron de manera
diferente, ya que estas 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 infeccion 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 progresién rapida a SIDA por
virus M-trépicos o duales-trépicos.

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 incrementé en el grupo de VIH y
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
infeccibn con M. fuberculosis y sinergiza con el INF-y para regular la
multiplicacién de la micobacteria, asi como también, se cree que regula la
expresion de ciertas quimiocinas y los receptores de quimiocinas (87). TNF-a se
encuentra elevado en pacientes con VIH (54) y ha sido correlacionade 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 neurolégicos).

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. fuberculosis (87). Havlir reporté un incremento en la
produccién de IL-6 en pacientes infectados con VIH-TB asociada 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 regulacion por IL-6 sinergizando con IL-1B y
TNF-a, 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 neutréfilos y linfocitos en el
lavado bronquioalveolar (91). Si IL-8 se correlaciona con la gravedad de la
infeccién, podemos explicar entonces porqué solo se encontré elevada en los
pacientes con TBMDR, los cuales presentan una fase crénica de la infeccion,

donde el organismo no encuentra una resolucién del problema.

Finalmente, la concentracién 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 segln lo ya reportado (92). Los niveles elevados encontrados de
RANTES en las muestras control, nos permite suponer que existe una probable
regulacion innata del organismos hacia un tipo de infeccién por ejemplo una
infeccién 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

66



Xl. 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 nimero 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 CCR5 en linfocitos y monocitos
en pacientes con TB pulmonar. El incremento de este co-receptor permite en
caso de una co-infeccidn con VIH la replicacién 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 también, 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 inflamacion, fiebre, sindrome neurolégicos, la activacion de
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proteinas de la fase aguda y la participacién 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 lievado 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 infeccién 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 infeccién por M. tuberculosis y VIH y
determinar cual de las proteinas micobacterianas o del virus se encuentran
involucradas en la regulacidén 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¢, IL-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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