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CAPITULO1

“Investigar es ver lo que todo el
mundo ha visto, y pensar lo que
nadie mds ha pensado”

(Albert Szent-Gyorgi)
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ABREVIATURAS

BEA-16-alpha-bromoepiandrosterone
DHEA — Dehydroepiandrosterone
BEA- Bromoepiandrosterona

DM- Diabetes Mellitus

T2D Diabetes Mellitus Tipo 2

TB- Tuberculosis

M tb- Mycobacterium tuberculosis

11-pHSDI — 11 beta hidroxiesteroides deshidrogenasa tipo 1

11-pHSD?2 - 11 beta hidroxiesteroides deshidrogenasa tipo 2
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ABSTRACT

In the last three decades, 314 million new cases of Diabetes Mellitus (DM) were
reported. This pandemic disease is a well-recognized risk factor for Tuberculosis (TB), with
a 3-fold susceptibility rate increase. Although numerous studies have found several immune
abnormalities in DM that favors TB development, the immune-endocrine mechanisms of this
comorbidity have not been studied. Both diseases are characterized by excessive
glucocorticoid production, by the overstimulation of 11-B-hydroxysteroid dehydrogenase
type 1 (11-BHSD1). This enzyme has reductase activity for 11-ketosteroids products,
catalyzes the conversion of inactive cortisone to active cortisol, and it seems that in DM can
increase the production of cortisol in diverse tissues, such as the liver, adipose tissue, striated
muscle, and lungs, promoting insulin resistance and suppression of Th-1 response that could
contribute to the high susceptibility to TB. Therefore blocking 11-BHSD1 could improve
glucose metabolism and increases the protective Th-1 response in TB.

The adrenal steroid hormone dehydroepiandrosterone (DHEA) physiologically
blocks the activity of 11-BHSDI1, and diverse analogues have been developed with the same
activity but without androgenic effects such as its synthetic analogue 16-alpha-
bromoepiandrosterone (BEA, SD Chem).

In this work, we evaluated the effect of DHEA or BEA in a mice model of T2D/TB
and TB. BALB/C DM mice were infected with a high dose of M. tuberculosis and after two
months of infection, we treated the T2D/TB animals with DHEA or BEA.

This treatment produced a significant reduction of hyperglycemia, liver steatosis,
pulmonary bacillary loads and pneumonia. Thus, it seems that high 11-BHSD1 activity in

DM and TB produce high cortisol production that is deleterious in the comorbidity DM/TB
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and using glucocorticoid antagonist hormones such as DHEA or BEA is a beneficial and

novel therapy for both diseases.
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RESUMEN

En las ultimas tres décadas, se reportaron 314 millones de casos nuevos de diabetes
mellitus T2D. Esta enfermedad es un factor de riesgo reconocido para la infeccion con TB,
con un aumento de la tasa de susceptibilidad de 3-7 veces. Esto vuelve al binomio diabetes-
tuberculosis en una importante problematica de salud publica.

Aunque diversos estudios han encontrado anormalidades inmunes en la T2D que
favorecen el desarrollo de la TB, no se han estudiado los mecanismos inmunoendocrinos de
esta comorbilidad. Ambas enfermedades se caracterizan por una produccion excesiva de
glucocorticoides, debido principalmente a la sobre estimulacion de la 11-B-hidroxiesteroide
deshidrogenasa tipo 1 (11-BHSD1). Esta enzima tiene actividad reductasa para productos de
11-cetoesteroides, cataliza la conversion de cortisona inactiva en cortisol activo, en DM
puede aumentar la produccion de cortisol en diversos tejidos, como el higado, el tejido
adiposo, musculos y pulmones estriados, incrementando la resistencia a la insulina y la
supresion de la respuesta de los linfocitos Th-1. En conjunto estas alteraciones podrian
contribuir a la susceptibilidad a la infeccion con tuberculosis. Por lo tanto, el bloqueo de la
actividad de 11-BHSDI podria mejorar el metabolismo de la glucosa en la T2D y favorecer
la respuesta protectora Th-1 en TB.

Fisiologicamente, la hormona esteroidea suprarrenal dehidroepiandrosterona
(DHEA) regula negativamente la 11-BHSDI. Diversos analogos de esta hormona se han
desarrollado con la misma actividad, pero sin efectos androgénicos como el analogo sintético
16-alfa-bromoepiandrosterona (BEA, SD Chem).

En este trabajo, evaluamos el efecto del tratamiento con BEA en un modelo murino

(BALC/c) de T2D después de dos meses de infeccion con M. tuberculosis.
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Este tratamiento produjo una reduccion significativa de hiperglucemia, esteatosis
hepatica, carga bacilar (UFC) en pulmén y neumonia. Por lo tanto, parece que la elevada
actividad de 11-BHSD1 en T2D y TB produce un incremento de cortisol que es perjudicial
en la comorbilidad de T2D/TB y el uso de hormonas antagonistas de glucocorticoides como

DHEA o BEA es una terapia beneficiosa y novedosa para ambas enfermedades.
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CAPITULO 11
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INTRODUCCION

L TUBERCULOSIS

a. Generalidades
TB es la enfermedad infecciosa que més ha afectado a la humanidad a lo largo de la historia,
y ha sido causa de enfermedad y muerte durante mas de 20,000 afios. Fue reconocida y
descrita por Hipdcrates y Galeno en el Mundo Clasico [1], ademaés en el antiguo Egipto, la
India y el Lejano Oriente [2]. Los sintomas que atrajeron la atencion fueron los de la TB
6sea, donde el dafio en las vértebras tuvo como consecuencia escoliosis y la enfermedad de
Pott. Ademas de los sintomas asociados con la TB pulmonar, como fiebre, pérdida de peso y
la hemoptisis (tos con sangre). En el Reino Unido, las lesiones tuberculosas de los ganglios
linfaticos conocidas como escrofula (linfadenitis cervical), o mal del rey, y lesiones
tuberculosas de la piel fueron descritas como Lupus vulgaris o chancro tuberculoso. La
paleopatologia de restos Oseos antiguos, junto con los informes clasicos e historicos,
demuestran que la TB se produjo en la prehistoria. Desde un punto de vista historico
evolutivo, existen evidencias de TB espinal desde el neolitico, pero es a partir de la
revolucion industrial donde la enfermedad adquiere cardcter endémico, debido a una mayor
aglomeracion de la poblacion en las urbes, lo cual facilité su diseminacion [3].
A partir de 1985, comienza a emerger la TB en los paises desarrollados. Los factores
postulados para explicar esta reemergencia de la enfermedad son varios [4]:

» El compromiso del sistema inmune en los individuos infectados por el VIH, que

permite tanto una reactivacion de una antigua infeccion, como un aumento de la
susceptibilidad a una nueva infeccion

» Cambios sociales: aumento del indice de pobreza y hacinamiento
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» Falla en los sistemas de control de la salud publica

» Emergencia de bacilos tuberculosos multirresistentes

» Escasa asignacion de recursos para la investigacion de nuevas drogas, nuevos

métodos diagnosticos y vacunas.

b. Aspectos clinicos y patologicos
La infeccidon con M. tuberculosis sigue ciertos patrones que se han establecido a partir de los
modelos en animales, asi como de la observacion de la TB humana. Estudios experimentales
sugieren que la transmision se realiza por via aérea y comienza con la inhalacion de aerosoles
(gotitas de 1 a 2 micras) que contienen al bacilo y que fueron producidas por un individuo o
animal enfermo. Una vez alojado el bacilo en los alveolos, comienza la propagacion a otros
tejidos, la formacion de lesiones y la destruccion del sitio afectado. Al llegar a los pulmones
puede diseminarse a todo el organismo (TB miliar) [4].
La TB puede ser clasificada en tres estados: TB primaria, latente y secundaria. La TB
primaria usualmente ocurre durante la infancia después de un contacto inicial con el bacilo
tuberculoso. Frecuentemente es asintomatica. Después de una alveolitis, hay formacion de
granulomas con la llegada de neutrdfilos y monocitos, linfocitos B y T alrededor de
macrofagos, células dendriticas y fibroblastos. La infeccion primaria es frecuentemente
controlada en ese momento, pero llegan a persistir algunos bacilos por meses o afios, sin
crecimiento, pero viables, a esta caracteristica se le ha llamado “persistencia no replicativa”
o TB latente, donde el hospedero monta una fuerte respuesta inmune, la cual contiene, pero
no elimina la infeccion. Al fallar los mecanismos de resistencia inmune, puede reactivarse la
infeccion y desarrollarse una TB secundaria. En este estado hay un proceso inflamatorio
exudativo con caracteristicas neumodnicas y con sintomas cldsicos de la enfermedad como
son: tos, expectoracion, fiebre, sudoracion nocturna, anorexia y pérdida de peso. Puede haber
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hemoptisis como resultado de la formacion de cavitaciones, areas caseosas y fibrosis, es
decir, el proceso infeccioso se vuelve cronico [4].
c. Epidemiologia

La TB es la principal causa de muerte por un s6lo agente infeccioso, por arriba del Virus de
Inmunodeficiencia Humano (VIH). En el afio 2018, 10 millones de personas desarrollaron
TB, equivalente a 132 casos por cada 100,000 habitantes y 1.3 millones murieron por esta
causa [5]. En este mismo ano se reportaron 558 000 casos de personas con cepas
multifirmacoresistente (MDR, por sus siglas en inglés) de los cuales el 8.5% eran
extensamente farmacoresistente (XDR, por sus siglas en inglés). Se calcula que un cuarto de
la poblacién mundial tiene TB latente (TBL) y en los paises no endémicos se estima que el
10% de los individuos con esta condicion desarrollaran enfermedad activa por reactivacion
bacteriana [6]. TB es una enfermedad prevalente en paises en desarrollo y en condiciones de
pobreza. Circunstancias como la desnutricion, diabetes mellitus e infeccion por VIH

incrementan el riesgo de padecer TB [7].
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Figura 1. Tasa de incidencia de TB en paises con al menos 100,000 casos [5].
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d. Etiologia
Las micobacterias son agentes de enfermedades infecciosas que han acompafniado al hombre
a lo largo de su historia. Mycobacterium tuberculosis y Mycobacterium leprae son los
agentes etiologicos mas frecuentes de las dos enfermedades mas conocidas de este género.
Poco tiempo después que Roberto Koch descubriera M. tuberculosis en 1882, fueron
identificadas otras micobacterias, constituyendo el grupo de las micobacterias atipicas. El
hallazgo de estas ultimas estuvo vinculado por afios a colonizacion transitoria o
contaminacion de la muestra clinica, pero es a partir de 1950 que se les ha asignado un rol en
determinadas patologias [3].
El género Mycobacterium esta integrado por bacilos largos de 3 a 5 pm de longitud o curvos
en forma de maza, inmdviles, no esporulados, con abundantes granulos citoplasmaticos, que
poseen una resistencia mayor a la tincion por los colorantes comunes, pero una vez tefiidos
son resistentes a la decoloracion con una mezcla de alcohol dcido. Desde el punto de vista de
los requerimientos atmosféricos algunos son aerobios y otros microaerdfilos. En cuanto a la
velocidad de crecimiento algunas especies son de crecimiento rapido y otras lento. Se destaca
en su estructura una gran riqueza en lipidos (20-60%). El contenido de bases de guanina mas
citosina en la molécula de ADN es de 62 a 70 % [8].
La pared celular de las micobacterias esta compuesta principalmente por un complejo de tres
elementos unidos covalentemente denominado micolil-arabinogalactano-peptidoglicano
(AGP), el cual contiene un alto porcentaje de entrecruzamiento y residuos de 4cido muramico
glicosilados. Unido a éste, se encuentra el arabinogalactano (AG), un heteropolisacarido
complejo constituido por una cadena linear de residuos de D-galactofuranosa y dos o tres

cadenas laterales de arabinano. Los dcidos micdlicos (MA) se encuentran unidos en los
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extremos del arabinano [9]. La capa externa de la pared celular se encuentra constituida por
lipidos como el dimicoserosato (PDIM), glicolipidos fendlicos, trehalosa (DAT/PAT) y
sulfolipidos. El fosfatidil-myo-inositol (PIM) mandsido, la lipomanana y el
lipoarabinomanano (LAM) son glicolipidos que se encuentran anclados desde la membrana
plasmatica y se extienden hacia el exterior de la pared celular. Esta Gltima se encuentra
relacionada con la viabilidad de M. ¢b dentro del macrofago [10,11].
La complejidad estructural de la pared celular es la responsable de algunas caracteristicas
unicas de las micobacterias, como la resistencia a agentes quimicos y desecacion, baja
permeabilidad a antibidticos y virulencia [12].
La TB es causada por miembros de un grupo de bacterias estrechamente relacionadas,
denominado “Complejo de Mycobacterium tuberculosis” (MTBC por sus siglas en inglés),
son bacterias de crecimiento lento, que estan estrechamente relacionados a nivel de su ADN
y comparten secuencias idénticas en sus genes 16S; pero difieren en términos de fenotipos y
preferencia del huésped. El MTBC incluye las cepas que afectan a los humanos: M. th, M.
africanum y M. Canneti. Estas bacterias son parasitos obligados y tienen la capacidad de
alterar la respuesta inmune mediada por células del huésped con el fin de sobrevivir y
multiplicarse dentro de los macrofagos [8].

e. Factores de riesgo
El riesgo de progresion a infeccion y enfermedad son dos aspectos diferentes y la
comprension adecuada de estos factores es esencial para planificar las estrategias de control
de la TB. El riesgo de infeccion después de la exposicion al bacilo se rige principalmente por
factores exdgenos y esta determinado por una combinacion intrinseca de la infecciosidad del
caso fuente, la proximidad al contacto y los factores de riesgo sociales y conductuales, como

el tabaquismo, el alcohol y la contaminacion del aire en interiores. En entornos con mayores
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posibilidades de mezcla social (junto con hacinamiento), la transmision serd alta. Del mismo
modo, las condiciones que prolongan la duracion de la exposicion a un paciente infeccioso
incluyen factores relacionados con el sistema de salud, como la demora en el diagnoéstico.
Los factores que aumentan la progresion de la infeccion a la enfermedad son principalmente
endogenos (relacionados con el huésped). Las afecciones que alteran la respuesta inmune
aumentan el riesgo de progresion a enfermedad con coinfeccion por VIH, la més importante
de ellas. Sin embargo, a nivel de la poblacion, el impacto de este factor de riesgo podria variar
dependiendo de la prevalencia local del VIH. La diabetes, el alcohol, la desnutricion, el humo
del tabaco y la contaminacion del aire en interiores son factores que afectan a una gran parte
de la poblacion y aceleran la progresion a la enfermedad de la tuberculosis [13].

f. Respuesta inmune en Tuberculosis
El pulmén es el sitio principal donde ocurre la infeccion por Mtb y por lo tanto es un 6rgano
critico, por esta razon, el que se establezca una respuesta inmune no controlada puede tener
repercusiones en su funcioén fisioldgica de dicho 6rgano [14].
Respuesta inmune innata en TB
M. tb expresa una serie de moléculas que interactiian con las diferentes células del hospedero
e inducen una respuesta inmune lenta y por lo general insuficiente durante la cual el bacilo
tiene la oportunidad de proliferar ampliamente [15].
En la defensa contra M. tb participan diferentes células como polimorfonucleares (PMNs),
natural killers (NKs), linfocitos yd (Lyds), macréfagos (Mds) y células dendriticas (DCs)
algunas de las cuales inducen, ademas, la respuesta inmune adquirida [16].

PMNs: Ejercen una moderada accion bactericida. Forman parte de los granulomas.
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NKs: Migran al lugar por el cual ingresa el bacilo, después de las PMN, e inician la
produccion de IFN-y para activar a los M¢s. Participan en el proceso de apoptosis de
macrofagos invadidos por el bacilo.

Lyds: Reconocen glicolipidos que les son presentados por moléculas CD1, y que los activan
haciéndolos citotoxicos. Su niimero se incrementa notoriamente en pacientes con tuberculina
positiva. Se sospecha que participan en la induccion de la apoptosis de los M¢s infectados
con el bacilo.

M¢s: La accion de estas células contra M. tuberculosis es compleja. El bacilo se adhiere al
M¢ por medio de diferentes receptores, como los del complemento, CR1, CR2, CR3, y CR4,
el receptor para manosa y el TLR-2, entre otros. Una vez dentro del fagosoma, la bacteria
emplea diferentes estrategias para evitar los mecanismos de la respuesta inmune innata. Con
ellas convierte al M¢, en un hébitat ideal dentro del cual “vive tranquilamente”.
Paraddjicamente la célula encargada de la destruccion del bacilo, el Mg, le sirve inicialmente
de albergue y proteccion contra los anticuerpos y linfocitos T activados. El hospedero
produce LRG-47 (andloga al 6xido nitrico sintasa inducible (iNOS)), que induce la
acidificacion de los lisosomas y la fusion de estos al fagosoma para facilitar la destruccion
del bacilo. También produce SP110, encargada de controlar la replicacion de las
micobacterias y define si el M¢ debe morir por necrosis o por apoptosis. La muerte por
necrosis libera bacilos vivos que diseminan la enfermedad, en tanto que en la muerte por
apoptosis se liberan antigenos que al ser capturados por las DCs y presentados a los linfocitos
T, inician una respuesta inmune adquirida (17, 18).

DCs: Capturan, interiorizan y generan los radicales mas antigénicos que son presentados por

moléculas HLA. Migran luego a los ganglios linfaticos mediastinales para presentar los

Evolucion de Tuberculosis en un modelo murino de Diabetes Mellitus tipo 2 y su tratamiento con
Dehidroepiandrosterona (DHEA)



Manuel Othoniel Lopez Torres

distintos antigenos a los linfocitos T CD4+, que migran al pulmon e inician la produccion de
IFNy y TNFa, citocinas que actian sobre los M¢s. Al fagocitar nuevos bacilos estos Mds
activados logran iniciar una serie de mecanismos metabolicos encaminados a producir
radicales del O2, para destruirlo. Si los bacilos logran salir del M¢ antes de que este sea
activado, invaden otros que estén cerca de la zona afectada, se incrementa el riesgo de
diseminacion porque pueden escapar al torrente circulatorio generando una bacteriemia que
difunde la infeccion a territorios fuera del pulmoén [17].

Respuesta inmune adaptativa en la TB
Linfocitos T CD4+
Son esenciales en la defensa contra M. ¢b. La activacion de linfocitos T virgenes tiene lugar
transcurridas varias semanas de la entrada de la micobacteria por via aérea, y esto ocurre
unicamente en los ganglios linfaticos de drenaje a donde el bacilo es llevado por las DCs
[17]. Los linfocitos T CD4+ activados en el ganglio migran al pulmén en donde empiezan a
acumularse para iniciar un proceso inflamatorio que, por lo general, logra detener la
reproduccion del bacilo. El IFNy, generado por los linfocitos T CD4+, linfocitos T CD8+ y
NKs es clave en la activacion de los M¢s para la destruccion de los bacilos, pero no es
suficiente por si solo, se necesita de la participacion del TNFa producido por los Més, DCs,
y linfocitos T que actlia sinérgicamente con el IFNy para destruir al bacilo [17, 18].
Con el incremento en la produccién de IFNylas DCs responden a la presencia de M.
tuberculosis con la produccion de 1L23 e IL12 [17, 18].
Diferentes subpoblaciones de linfocitos T CD4+ participan en la defensa contra M.

tuberculosis [17, 18, 19].
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Linfocitos Th17: Atraen y activan PMNs, células que cumplen una acciéon muy limitada en
la defensa contra la bacteria. Producen la citocina proinflamatoria IL17.

Linfocitos Th1: Generan citocinas proinflamatorias que activan a los M¢s.

Linfocitos Th2: Producen IL4 e ILS, que ayudan en la activacion de linfocitos B y la
produccion de anticuerpos que, actuando como opsoninas, facilitan la fagocitosis de los
bacilos liberados por lisis de células infectadas.

Linfocitos Treg: Pueden ser activados en infecciones prolongadas y frenar la defensa dada
por los linfocitos Th1 ocasionando una reactivacion de la infeccion.

Linfocitos T CD8*

Los linfocitos T CD8" participan en el control de la infeccion por M. tuberculosis, pero en
menor grado que los linfocitos T CD4". Lo hacen por medio de la produccion de granulosinas
que son toxicas para el bacilo. Estos linfocitos son activados en los ganglios por las DCs y
por antigenos liberados de la bacteria que pasan del fagosoma al citoplasma de los M¢s, estos
antigenos son transportados a la membrana del M¢ para ser presentados por moléculas HLA-
1yCDI1[17,18, 19].

La respuesta inmune contra M. tuberculosis involucra las citocinas IL12, IL18, IFNy y el
TNFa, necesarias para la activacion del M¢. La IL10 tiene una accidon perjudicial ya que
disminuye el efecto de la IL12 y del TNFa . El factor de crecimiento transformante beta
(TGFp) activa a los M¢s infectados, pero disminuye la accion de los linfocitos T [17, 18, 19].
Los linfocitos T CD4+ que son activados en los ganglios linfaticos por las DCs, migran al
pulmén y ademas de activar a los M¢s, inducen la formacion de granulomas por medio de

IFN-y y de las IL1 e IL2 [17, 18, 19].
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El granuloma tuberculoso en el humano se forma de un nucleo central de células epitelioides
y MJ que es rodeado por LT CD4" y mas externamente por LT CD8" y finalmente por

fibroblastos que forman un halo de fibrosis que llega a calcificarse y crea un area de hipoxia.

Con la hipoxia se induce la muerte de las células colindantes con la formaciéon de zonas
necroéticas, esto aumenta la cantidad de caseum, que puede erosionar la capsula fibrosa del
granuloma, y escapar a un bronquiolo facilitando la dispersion intrapulmonar de la infeccién
y dando origen a la formacion de cavernas, caracteristicas de la TB avanzada (Figura 1) [17,
18, 19].

Citocinas en la TB

TNF-a e IFN-y son citocinas cruciales en la respuesta inmune contra TB. Su relevancia en la
infeccion por Mtb ha sido evidenciada por observaciones en pacientes que reciben
terapéuticamente anticuerpos monoclonales anti-TNF-o y en individuos con mutaciones en
los genes relacionados con IFN-y y sus vias de sefializacion [18, 19].

La expresion de TNF-o es inducida tras la estimulacion de células fagociticas con
componentes bacterianos y contribuye de forma importante en la activacion de M¢ para la
eliminacion intracelular de Mtb, ademas de modular la apoptosis en células infectadas [19].
Esta citocina es una de las principales inductoras de la producciéon de AMPs (antimicrobial
peptides) en células del sistema inmune y epiteliales [20].

TNF-a tiene una funcion importante para la formacion del granuloma y polimorfismos en
esta citocina se encuentran vinculados con susceptibilidad al desarrollo de TB. De forma
contraria, un exceso en la produccion de TNF-a contribuye en la inmunopatologia de la

enfermedad [19].
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TNFa actua de forma sinérgica con IFN-y para la activacion de M¢ para el control del
crecimiento bacteriano. El IFN-y potencia la transcripcion de genes con actividad
moduladora de la respuesta inmune, ademas de aumentar la capacidad fagocitica y citotoxica
de los MO. Adicionalmente induce la expresion de citocinas como IL-12, IL-15, TNF-a, la
enzima iNOS y activacion del factor de transcripcion NFxB. Al igual que con TNF-a,
polimorfismos genéticos en el eje IFN-y/IL-12 o en los receptores IFNGR1 e IFNGR2,
incrementan la susceptibilidad a TB [18, 21, 22].

De gran relevancia son otras citocinas como IL-1f3, la cual es producida por monocitos, M¢
y DCs [19]. Esta citocina es expresada de forma abundante en pacientes con TB y, en modelos
murinos, la deficiencia de esta citocina o su receptor (IL-1R) favorece el crecimiento
bacteriano e impide el adecuado mantenimiento del granuloma después de la infeccion por
Mtb [23]. También se ha descrito su papel como inductor de la migracion de las células
inmunes al sitio de infeccidon, promoviendo la expresion de selectina L y selectina E para
iniciar el anclaje de estas células al endotelio.

IL-12 es producida por células fagociticas tras la infeccion por Mtb. Tiene un papel
importante en la induccion de la produccion de IFN-y. Ratones knockout (KO) para esta
citocina y para su receptor (IL-12R) presentan susceptibilidad para infecciones
micobacterianas.

Esta respuesta inflamatoria también se encuentra potenciada por accion de moléculas quimio
atrayentes, donde la proteina quimiotactica de monocitos-1 (MCP-1, por sus siglas en inglés)
e IL-8 juegan un papel importante reclutando células polimorfonucleares (PMN) y monocitos

al sitio de infeccién [24]. En concentraciones suficientes, los AMPs pueden formar un
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gradiente de concentracidon que permite el reclutamiento de distintos tipos celulares al sitio
de infeccion mediante la interaccion con receptores de quimiocinas [25, 26].

El papel protector de las citocinas antes mencionadas es antagonizado por citocinas
antiinflamatorias como IL-10, el factor de crecimiento transformante beta (TGF-f3, por sus
siglas en inglés) e IL-4. IL-10 es producida por M¢ después de la fagocitosis, asi como por
linfocitos T antigeno especificos. Esta citocina disminuye la respuesta proinflamatoria
regulando a la baja la expresion de IFN-y, IL-12 y TNF-o. Interesantemente, ratones
deficientes de esta citocina presentan cargas bacterianas bajas tras la infeccion por Mtb.
TGFP contrarresta la inmunidad protectora contra TB mediada por citocinas
proinflamatorias. Esta citocina es producida por monocitos y DCs tras la interaccion con
productos micobacterianos. EI LAM de bacterias virulentas induce de forma selectiva la
produccion de TGF-f, inhibiendo la proliferacion celular y disminuyendo la produccion de
IFNy. En M¢s, esta molécula antagoniza la presentacion antigénica, produccion de citocinas
proinflamatorias y activacion celular. TGF-3 también es conocida por estar implicada en el
dafo tisular y fibrosis caracteristica de la TB. En sinergismo con IL-10, TGF-3 suprimen la
produccion de IFN-y [27].

Los efectos deletéreos de la IL-4 son explicados por la disminucion de la expresion de IFN-
Y y activacion macrofagica. En ratones con TB progresiva y en la reactivacion de la TB
latente, la expresion de esta citocina se encuentra incrementada de forma considerable [27].
Evasion de la respuesta inmune

M. tuberculosis induce en los M¢s modificaciones importantes gracias a cuatro estrategias

diferentes de evasion de la respuesta inmunologica del huesped [27]:
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e Eyvitar el paso al citoplasma e impedir la union de los lisosomas al fagosoma, por la
formacion de una cubierta rica en triptéfano. Esto contribuye la sobrevivencia
intracelular de Mtb dentro de la célula hospedera.

e Producir dentro del fagosoma lipoarabinomanan y P13P fosfatasa, moléculas que
interrumpen la maduracion del fagosoma y su accion antimicrobiana en contra de la
bacteria.

e El bacilo impide la acidificacion del fagosoma para disminuir la produccién de TNF,
IL-1 ¢ iNOS e induce la produccién de citocinas regulatorias como IL10 y TGF( que
desvian la respuesta inmune a un ambiente anti-inflamatorio. Esto permite un
ambiente propicio para la micobacteria.

e Induce la generacion de prostanglandina E2, para reforzar el proceso de desactivacion

de los M¢s.
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Figura 2. Respuesta inmune contra TB. El cuerpo humano tiene un sistema de defensa que
consiste en el sistema inmunolédgico innato y el sistema inmunoldgico adaptativo contra los
microorganismos patdogenos. La inmunidad a MTB iniciada por el sistema inmunitario innato
estd mediada por neutrofilos, macréfagos, células NK y células T yd, mientras que el sistema
inmunitario adaptativo estd mediado por linfocitos T y células B [28].
g. Modelo murino de Tuberculosis experimental

El modelo experimental de TB pulmonar progresiva (figura 3) desarrollado por el grupo del
Dr. Hernandez Pando se basa en el uso de ratones genéticamente idénticos (BALB/c) de 6 a 8

semanas de edad, que son infectados via intratraqueal con una dosis alta (2.5x103 UFC) de

bacterias vivas y virulentas de la cepa H37Rv [29].

250000 UFC

£ / 7// .
A Y

Etapa avanzada
BALB/c '

6- 8 semanas

Figura 3. Esquema representativo del modelo murino de TB pulmonar experimental [29].
Este modelo se caracteriza por el establecimiento de dos etapas.

Etapa temprana
La primera fase es la etapa temprana, la cual corresponde al primer mes de infeccion y se
caracteriza histolégicamente por la presencia en pulmon de infiltrado inflamatorio constituido
por linfocitos y macrofagos en el intersticio alveolo-capilar, alrededor de vénulas y bronquios,

y la formacion de granulomas en la segunda semana de infeccion, constituidos principalmente
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por el acumulamiento de linfocitos y macrofagos, organizados en estructuras redondas u
ovoides de limites precisos para contener a las bacterias. Dichos granulomas estan constituidos
principalmente por linfocitos T CD4" productores de citocinas tales como IFNy e IL2 y
macrofagos activados productores de TNFa, IL1 y gran cantidad de iNOS. En el modelo, el

dia clave que corresponde al climax de una respuesta protectora es el dia 21, cuando los

granulomas alcanzan su plena madurez [29].

Cuadro 1. Caracteristicas principales de la etapa temprana del modelo experimental de TB
pulmonar [29].

Etapa Infiltrado inflamatorio intersticial, perivascular y
temprana (1- peribronquial
28 dias )

Formacion de granulomas

Predominio de citocinas Th 1
IL1, TNFa, IL2, IL12, IFNy

Etapa avanzada

La segunda fase de la enfermedad corresponde a la etapa avanzada o progresiva, la cual se
caracteriza por un gran incremento en el nimero de bacterias vivas a nivel pulmonar, asi como
por areas de consolidacion neumonica con focos de necrosis y extensa fibrosis intersticial.
Durante esta fase se incrementa significativamente la presencia y actividad de los linfocitos T
cooperadores de tipo 2 (Th2), que se caracterizan por producir IL4, IL5, IL6, IL10 e IL13. En
particular, la IL4 es una citocina fundamental en la induccién de la diferenciacion de los

linfocitos B productores de anticuerpos; ademas, la IL4 al igual que la IL10 y la IL13 son
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eficientes antagonistas de las células Thl y de esta manera se desvia la inmunidad celular
hacia la inmunidad humoral, contribuyendo asi a favorecer la progresion de la enfermedad.
Los M¢s disminuyen significativamente la produccion de TNFa, IL1 e iNOS, e incrementan
notablemente su capacidad productora de potentes citocinas anti-inflamatorias y supresoras
de la inmunidad celular, como el TGFB y la IL10. E1 TGFf es también una eficiente citocina
inductora de la proliferacion fibroblastica y de la sintesis de coldgena, contribuyendo asi a
generar fibrosis [29].

Existe predominio de células IL2 positivas durante la fase temprana de la enfermedad (14-28
dias postinfeccion), mientras que durante la fase progresiva de la enfermedad (dias 60 y 120

postinfeccion) hay un balance mixto de células productoras de IL2 e IL4 [29].

Cuadro 2. Caracteristicas principales de la etapa avanzada del modelo experimental de TB
pulmonar [29].

Etapa avanzada  Balance Th1/Th2 (mayor I1L4)

(28-120 dias ) Predominio de células CD8

Macrofagos desactivados
Neumonia, fibrosis y necrosis

Aumento de la carga bacilar.
Supresion de la inmunidad celular.
Progresion de la enfermedad y muerte
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Figura 4. TB pulmonar progresiva en ratones BALB/c. A) Imagen representativa de la fase
temprana o aguda (inflamacion y granulomas) y la fase progresiva o crénica (neumonia,
necrosis y fibrosis). B) Morfologia automatizada del tamafio y de la superficie pulmonar
afectada por neumonia a lo largo de la enfermedad y el area de granulomas. C) Carga bacilar
(UFC) en homogenizados pulmonares. D) Cinética de produccion de IL2 e IL4 en granulomas
durante el curso de la enfermedad. [29].
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II. DIABETES MELLITUS (DM)

a. Generalidades
La diabetes mellitus clinica es un sindrome cronico de alteraciones metabdlicas con
hiperglicemia inapropiada, que produce una deficiencia absoluta (Diabetes Mellitus tipo 1)
o relativa de la insulina (Diabetes Mellitus tipo 2). También es posible que exista un defecto
en la accion de la insulina [30].
En las fases cronicas puede asociarse a complicaciones vasculares tanto de pequefio vaso
(microangiopatia), como de gran vaso (macroangiopatia o ateroesclerosis diabética), siendo
los 6rganos diana, para la primera, la retina, el glomérulo renal y el sistema nervioso
periférico, y para la segunda, el sistema cardiovascular. Esto junto a su alta prevalencia e
incidencia, hace que sea un proceso de elevada morbimortalidad y supone, ademads, un
verdadero problema sanitario y socioeconémico [31].

b. Epidemiologia
La diabetes mellitus es un importante problema de salud en todo el mundo, por ser una de las
afecciones no transmisibles mas frecuentes, asi como por la severidad de sus complicaciones.
La diabetes mellitus es una enfermedad ampliamente estudiada que de acuerdo con la
Organizacién mundial de la Salud afecta a 422 millones de personas en todo el mundo. En el
2016 esta enfermedad causo 1,6 millones de muertes y los niveles altos de glucemia fueron
la causa de otros 2,2 millones de muertes en 2012 [32].

c. Clasificacion
La diabetes se clasifica en cuatro grupos con base en los mecanismos patologicos o

etiologicos conocidos:
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Diabetes tipo 1: destruccion las células  sobre todo como consecuencia de algun proceso
autoinmune que, por lo general, conduce a una deficiencia absoluta de la insulina. Antes
llamada juvenil o diabetes mellitus insulinodependiente. Estos pacientes son propensos a
padecer cetoacidosis y requieren del reemplazo de insulina. Sus sintomas consisten, entre
otros, en excrecion excesiva de orina (poliuria), sed (polidipsia), hambre constante
(polifagia), pérdida de peso, trastornos visuales y cansancio. Estos sintomas pueden aparecer
de forma subita [30].
T2D: puede variar del predominio de una resistencia a la insulina con relativa deficiencia de
insulina al predominio de un defecto secretorio con minima resistencia a la insulina. Es la
forma mas prevalente de esta enfermedad, antes llamada de la edad madura o diabetes
mellitus no insulinodependiente [30].
Diabetes gestacional: La diabetes gestacional se caracteriza por hiperglucemia que aparece
durante el embarazo y alcanza valores que, pese a ser superiores a los normales, son inferiores
a los establecidos para diagnosticar una diabetes. Las mujeres con diabetes gestacional corren
mayor riesgo de sufrir complicaciones durante el embarazo y el parto. Ademas, tanto ellas
como sus hijos tienen mayor riesgo de padecer T2D [31].

d. T2D
T2D es un desorden metabolico cronico distinguido por dafio en la secrecion de insulina [33].
Se caracteriza por hiperglucemia, resistencia a la accion de la insulina a nivel tisular (higado,
musculo y tejido graso) y defecto o insuficiente capacidad secretora de insulina por la célula
[ pancreatica [31].
La etiopatogenia de la T2D es multifactorial, interviniendo factores genéticos y ambientales.

Desde el punto de vista fisiopatologico presenta tres alteraciones mas o menos constantes:
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resistencia a la insulina (RI) a nivel periférico, secrecion alterada de insulina en respuesta al
estimulo de la glucosa y produccion aumentada de glucosa endoégena por el higado. En las
formas poligénicas de la enfermedad, que son las mas frecuentes, estos factores genéticos,
ambientales y fisiopatologicos interactiian entre si. La alteracion de la adaptacion de las
células B a la situacion de RI en determinadas situaciones, en pacientes con predisposicion
genética para padecerla, precipita la enfermedad [31].

Resistencia a la insulina (RI)
La insulina es una hormona anabdlica secretada por las células B del pancreas en respuesta a
diversos estimulos, siendo la glucosa el mas relevante [34,35]. Su principal funcién es
mantener la homeostasis glicémica y de otros sustratos energéticos [36].
La RI se define como la disminucion de la capacidad de la insulina enddgena y exdgena para
gjercer sus acciones biologicas en los tejidos diana, a concentraciones que son eficaces en los
sujetos no diabéticos. La RI es causada por mecanismos que interfieren la sefializacion del
receptor de insulina, principalmente en el sustrato del receptor de insulina 1 (IRS1). Los
cambios en esta sefalizacion de IRS1, generan modificaciones en la cascada de sefializacion,
principalmente en la fosfoinositol 3-cinasa (PI3-K), que disminuye la traslocacion del
transportador de glucosa tipo 4 (GLUT 4) a la membrana [37].
La inflamacion es uno de los mecanismos fisiopatoldgicos por los cuales se puede
condicionar la RI. La obesidad ha sido asociada a un estado inflamatorio cronico leve a
moderado, el que se manifiesta a nivel sistémico por un aumento de los factores inflamatorios
y los leucocitos circulantes [38]. A nivel tisular y particularmente en el tejido adiposo, se
caracteriza por infiltracion de células inmunes. Diversas adipocinas, como la leptina,

adiponectina, resistina, TNF-a, y 4cidos grasos libres o dcidos grasos no esterificados actian
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como antagonistas al receptor de insulina. La RI, en una primera fase se compensa por
hiperinsulinemia, lo cual estimula la utilizaciéon periférica de glucosa y disminuye la
produccion de glucosa hepatica; sin embargo, a lo largo del tiempo este mecanismo
disminuye debido al deterioro progresiva de la funcion de las células B, apareciendo de
manera gradual diferentes estados de hiperglucemia a pesar del hiperinsulinismo
compensador [39].

La progresion desde la tolerancia normal a la glucosa (TNG) hasta la DM, pasando por los
estados de alteracion de la glucosa en ayunas (AGA) y alteracion de la tolerancia a la glucosa
(ATG), es el resultado del deterioro gradual de la funcion de la célula B [40]. En el momento
del diagnostico de la DM tipo 2 se ha perdido hasta un 50% de la funcion de dichas células
[41].

Obesidad.

Se asocia a la mayor parte de DM tipo 2, y el riesgo de padecerla aumenta en relacion con el
grado de obesidad y con la distribucién de la grasa (obesidad central) por la relacion que
tiene con la RI. En su patogenia se involucran una serie de factores como los AGL, la leptina
(regula la ingesta alimentaria y la RI a nivel muscular), la adiponectina (reduce la RI a través
de la oxidacion de los AGL), la resistina (se opone a la accion de la insulina), etc [30].
Edad.

La prevalencia de la DM tipo 2 aumenta significativamente con la edad, alcanzando el 10-
15% en los mayores de 65 afos y el 20% en los mayores de 80 afios, y estad en relacion con
la disminucion progresiva de la sensibilidad a la insulina [30].

Cambios alimentarios.
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En relacién con habitos dietéticos inadecuados como el incremento de un gran nimero de
calorias y el consumo de colesterol, de grasas saturadas y alimentos con elevado indice
glucémico [30].

e. Alteraciones inmunologicas en la DM T2 que conducen a la susceptibilidad a los

patogenos.

Ciertas enfermedades infecciosas tienen mayor frecuencia y severidad en pacientes con
diabetes mellitus, lo cual incrementa sustancialmente las tasas de morbimortalidad. La
DM incrementa el riesgo para bacteremia nosocomial adquirida en la comunidad. La mayor
incidencia de infecciones en diabéticos esta ocasionada por la hiperglucemia relacionada, lo
cual ocasiona una disfunciéon inmunologica caracterizada por alteraciones de la funcion de
los neutrofilos, actividad antioxidante ¢ inmunidad humoral disminuida [42,43].
Otras complicaciones son micro y macroangiopatia, neuropatia, trastornos en la motilidad
urinaria y gastrointestinal, los cuales en conjunto contribuyen a la patogenia de los procesos
infecciosos en estos pacientes. Actualmente se piensa que productos finales de la
glucosilacion avanzada estdn asociado a inactivacion de componentes inmunitarios,
contribuyendo a una mayor vulnerabilidad frente a infecciones [42,43].
El exceso de glucosa en la circulacion sistémica puede causar un aumento en ROS y las
citocinas proinflamatorias IL-1 e IL-6, que a concentraciones suficientemente altas pueden
inhibir la funcién de los macrofagos. Debido al exceso de glucosa, el TGF-P se incrementa a
través de la activacion de AGE y su receptor RAGE, a través de PKC, que inhibe la
fabricacion de glutation (GSH). La forma oxidada de glutation (GSSG) puede reciclarse si el
cuerpo tiene suficiente NADPH utilizando la enzima GSR. Sin embargo, en pacientes
diabéticos, NADPH se esta utilizando en gran medida en la via del poliol, lo que lleva a una

disminucién general de los niveles de GSH y un aumento de ROS, lo que puede alterar los
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niveles de citocinas en el cuerpo. Se ha demostrado que el aumento de GSH regula al alza la
produccion de IFN-y e IL-12, favoreciendo la respuesta inmune del huésped contra la
infeccion por M. tb [44].
La neuropatia periférica y el sistema inmune alterado se remontan a una via metabdlica
comun, pero por diferentes razones. Una de las complicaciones de la DM2, la neuropatia
periférica, estaba relacionada con la via del poliol y la acumulacion de sorbitol debido a una
deficiencia de SDH en el tejido nervioso [44].
Las complicaciones que involucran al sistema inmune no se deben a los productos de la via
Polyol sino a la sobreutilizacion de NADPH. El agotamiento de NADPH conduce a la
incapacidad de GSR para reciclar GSH, causando disminucion de GSH, aumento de ROS,
diferentes perfiles de citocinas y, en ultima instancia, compromiso del sistema inmunologico
[44].
II. INTEGRACION NEUROINMUNOENDOCRINA

a. Respuesta a estrés y el eje Hipotalamo-Hipofisis-Adrenal
El estrés es un proceso de adaptacion al entorno; la respuesta fisioldgica involucra la
liberacion de mediadores solubles por parte de los sistemas inmunoldgico, nervioso y
endocrino. Por parte de la respuesta inmune se liberan citocinas y proteinas inflamatorias, y
el sistema endocrino contribuye con hormonas como la CRH (hormona liberadora de
corticotropina), la ACTH (hormona adrenocorticotropica), cortisol y DHEA
(dehidroepiandrosterona). El sistema nervioso libera neurotransmisores, por ejemplo,
serotonina (5-HT), noradrenalina (NA) y acetilcolina (Ach). La variacion conjunta en los
niveles de los mediadores solubles induce cambios conductuales que son necesarios para

afrontar los estimulos estresantes del entorno [45].
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De acuerdo con la duracidn, los estimulos estresantes pueden presentarse de forma aguda o
cronica. El estrés agudo induce la secrecion de bajos niveles de cortisol circulante durante
periodos cortos y, al desaparecer el estimulo estresante, los glucocorticoides (Figura 7)
conducen las Interacciones neuro-inmuno-endocrinas (INEI) a un estado fisiologico basal.
Sin embargo, si el estimulo estresante se mantiene por un periodo prolongado, se convierte
en un proceso cronico donde la alta concentracion de cortisol circulante afecta el sistema
neuroendocrino y la respuesta inmunoldgica y conllevan a la predisposicion a la enfermedad
[45].
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Figura 5. Tras la exposicion a estrés ambiental o psicologico, el hipotalamo se estimula para
que libere la hormona liberadora de corticotropina (CRH). Luego, la CRH estimula la
glandula pituitaria anterior para que secrete hormona adrenocorticotrépica (ACTH). A su
vez, la ACTH se dirige a la corteza de las glandulas suprarrenales para liberar cortisol en el
torrente sanguineo. Una vez en circulacion, el cortisol se puede convertir en la forma inactiva,
cortisona, por la 11pB-hidroxiesteroide deshidrogenasa tipo 2. Por el contrario, la 11p-
hidroxiesteroide deshidrogenasa de tipo 1 convierte la cortisona en cortisol. Los
glucocorticoides ejercen sus efectos al unirse a su receptor, el receptor de glucocorticoides
(GR). El GR se expresa en practicamente todos los tipos de células y tejidos. Asi, la
sefializacion de GR juega un papel importante en la modulaciéon de un gran niimero de

Evolucion de Tuberculosis en un modelo murino de Diabetes Mellitus tipo 2 y su tratamiento con
Dehidroepiandrosterona (DHEA)



Manuel Othoniel Lopez Torres

funciones bioldgicas en las células inmunes y en varios 6rganos y tejidos, incluyendo cerebro,
higado, corazon, pulmones, tejido adiposo, sistema reproductivo, estdmago y musculo. [46].

b. Efecto de los glucocorticoides en el Sistema Inmunologico
Los glucocorticoides ejercen sus efectos al unirse a su receptor, el GR. Todos los tipos de
células y tejidos expresan GR. Por lo tanto, la sefializacion de GR juega un papel esencial en
la modulacion de una gran cantidad de funciones biologicas en las células inmunes y varios
organos y tejidos, incluidos el cerebro, el higado, el corazon, los pulmones, el tejido adiposo,
el sistema reproductivo, el estobmago y los musculos [46].
Los glucocorticoides regulan la respuesta inmune tanto a nivel celular. A nivel celular, los
glucocorticoides pueden inducir apoptosis de linfocitos T, neutroéfilos, basofilos y eosinofilos
para reducir la inflamacion [47]. Ademés, modula la produccion de citocinas de macréfagos
inhibiendo la p38 MAPK [48].
A novel trancripcional los glucocorticoides reprimen la expresion de citocinas
proinflamatorias por las células inmunes. Ademas, los glucocorticoides pueden suprimir la
expresion de moléculas de adhesion, lo que evita el rodamiento, la adhesion y la
extravasacion de neutrofilos al sitio de la inflamacion. Los glucocorticoides también inducen
la expresion de anexina-1. La sintesis de anexina-1 promueve una mala adhesion de
neutrofilos al endotelio vascular y apoptosis. La exposicion cronica a glucocorticoides
provoca un cambio en el perfil de expresion génica de macréfagos, promoviendo células
hacia el perfil antinflamatorio. Finalmente, los glucocorticoides actiian sobre las células T al
bloquear la produccion de citocinas derivadas de Thl e inducir la muerte celular [46].

c. Efectos metabolicos de los glucocorticoides
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La accion principal de los glucocorticoides sobre el metabolismo de los hidratos de carbono
es el aumento de la produccion de glucosa mediante el aumento de la gluconeogénesis
hepatica [49].

Los glucocorticoides también inducen resistencia a insulina, por lo que disminuyen la entrada
de glucosa a la célula. Esta inhibicion de la captacion de glucosa se produce en los adipocitos,
las células musculares y los fibroblastos. Ademas de oponerse a la accion de la insulina, los
GCs pueden funcionar en paralelo con la insulina para proteger contra el ayuno prolongado
mediante la estimulacion del deposito y la produccion de glucogeno en el higado. Ambas
hormonas estimulan la actividad de la glucégenosintetasa y disminuyen la glucogenolisis. El
exceso de GCs puede producir hiperglucemia, mientras que su déficit puede causar
hipoglucemia [50,51].

Los GCC aumentan los niveles de acidos grasos libres mediante la estimulacion de la
lipdlisis, al disminuir la captacion celular de glucosa y la producciéon de glicerol, que es
necesario para la reesterificacion de los acidos grasos. Este aumento de la lipolisis, que ocurre
predominantemente en las extremidades, también se estimula a través del incremento
permisivo de la accion lipolitica de otros factores como la adrenalina. En el paciente con
exceso de GCs, se pierde la grasa de las extremidades, pero aumenta en el tronco (obesidad
centripeta), el cuello y la cara [51].

Por lo general, los GCs ejercen un efecto catabodlico sobre el metabolismo proteico. La
proteolisis en la grasa, el musculo esquelético, el hueso, el tejido linfoide y conjuntivo
aumenta los aminodacidos, que pueden ser utilizados como sustratos en la gluconeogénesis
[51].

d. Enzima 11 B-deshidrogenasa de hidroxiesteroide (11-HSD)
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La enzima 11B-deshidrogenasa de hidroxiesteroides es la responsable de la inter-conversion
de los glucocorticoides y sus 11 metabolitos. Se han descrito dos isoformas de esta enzima.
El tipo 1 posee actividad oxidativa y reductora e inter convierte cortisol activo y cortisona
inactiva y requiere NADPH como cofactor. El tipo 2 actia exclusivamente como oxidasa y
convierte cortisol a cortisona y requiere NAD como cofactor. 11-BHSD tipo 2 se distribuye
discretamente, con mayor abundancia en el rifién, pancreas y placenta. 11-8BHSD tipo 1 se

distribuye ubicuamente, principalmente en higado, tejido adiposo, pulmén y macréfagos

[52,53,54].
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Figura 6. Funcion de las dos isoformas de la 11-BHSD en la conversion de los esteroides
cortisol y cortisol [55].

e. Hormona esteroidea suprarrenal dehidroepiandrosterona (DHEA) y 16-alfa-

bromoepiandrosterona (BEA)

La deshidroepiandrosterona (DHEA) es una hormona esteroidea suprarrenal endogena de 19
carbonos abundante y un precursor en la biosintesis de androgenos, estrogenos y otros
esteroides antiinflamatorios que regulan el sistema inmune. Existe una relacion entre el
aumento de cortisol y la disminucion de DHEA en enfermedades cronicas [56]. Por lo cual

se consideran moléculas antagonicas.
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Distintos estudios demuestran que la DHEA tiene un efecto protector en distintas
enfermedades, como la artritis reumatoide, obesidad, cancer y diabetes. Se ha observado que
la DHEA ejerce una influencia generalizada y no especifica sobre el sistema inmune, lo que
resulta en un aumento de la resistencia del huésped contra la infeccion de virus, parésitos y
bacterias [57].

En un modelo murino de tuberculosis progresiva, se ha observado el efecto de DHEA como
inductor de una respuesta inmune de tipo protector. DHEA promueve la polarizacion de la
respuesta celular hacia el perfil Th1 que esta relacionado con la proteccion. DHEA aumenta
significativamente las citocinas tipo Thl (IL-2 e IFN-a) y disminuye los niveles de citocina
tipo Th2 (IL-4 e IL-10). Ademas, la DHEA mejora la capacidad fagocitica del macrofago y
promueve la produccién de oxido nitrico (NO) al aumentar los niveles de expresion de TNF-
a [57].

16-alpha-Bromoepiandrosterone (HE2000) es un esteroide sintético que limita la
inflamacion, mejora la inmunidad protectora y la supervivencia en estudios clinicos de
pacientes con infecciones por el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), la malaria y
la tuberculosis. HE 2000 también ha mostrado actividad in vitro contra citomegalovirus,
polio, hepatitis B 'y C y virus de la gripe. 16 alpha-Bromoepiandrosterone inhibe la glucosa-

6-fosfato deshidrogenasa (G6PD) y la proliferacion celular [58].

Evolucion de Tuberculosis en un modelo murino de Diabetes Mellitus tipo 2 y su tratamiento con
Dehidroepiandrosterona (DHEA)



Manuel Othoniel Lopez Torres

A) Deshidroepiandrosterona B) 16-alpha-Bromoepiandrosterona

Figura 7. Estructura quimica de deshidroepiandrosterona (A) y 16-alpha-
Bromoepiandrosterone (HE2000) (B) [58].

f. La activacion del eje Hipotalamo-Hipofisis-Adrenal y su contribucion en la
inmunopatologia de la TB.

En el modelo experimental de TB pulmonar progresiva se ha demostrado que cuando la
inmunidad protectora es maxima, al establecerse granulomas maduros constituidos por
abundantes linfocitos Th1 y macrofagos (dia 21 postinfeccion), las citocinas macrofagicas
proinflamatorias IL1, IL6 y el TNFa que se producen en los pulmones ejercen acciones
locales fundamentales en la proteccion antibacteriana, pero estas citocinas también circulan
sistémicamente, estimulando la produccion de proteinas hepdaticas de fase aguda [59] y
activando a las neuronas del nucleo paraventricular del hipotdlamo [60]. Las glandulas
suprarrenales duplican su peso incrementando el cortisol plasmatico, y se estimula a las
células Th2 [60]. Catabolitos no funcionales del cortisol (corticosterona) son reconvertidos
en la forma activa de la hormona (cortisol), a través de la actividad de la enzima 11-

hidroxiesteroide deshidrogenasa 1, contribuyendo asi a generar una mayor concentracion de
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cortisol en los pulmones enfermos [61]. Estas mismas anormalidades se han observado en
pacientes tuberculosos [61].

g. La activacion del eje Hipotalamo-Hipofisis-Adrenal en la DM T2
El cuerpo humano posee muchos sistemas efectores para mantener la homeostasis, incluido
el eje HPA. El producto final secretor del eje HPA, el cortisol, se mantiene dentro de un
rango optimo a través de la accion de retroalimentacion del cortisol que interactia con los
mecanismos de control neural. Eventos o situaciones angustiantes evocan una activacion
prominente del sistema HPA, y después de una exposicion a largo plazo, el eje HPA
eventualmente se altera, lo que provocard una interrupcion de los sistemas reguladores
centrales [62].
Como ya se menciono, la resistencia a la insulina, definida como una respuesta disminuida a
los niveles normales de insulina circulante, es el defecto primario para el desarrollo de DM
T2. Existe evidencia convincente que vincula la obesidad visceral con el desarrollo de
resistencia a la insulina [62].
La centralizacion de la grasa corporal es probablemente un efecto del aumento de la secrecion
de cortisol. El exceso de glucocorticoides promueve la actividad de la lipoproteina lipasa, la
enzima principal responsable de la conversion del triglicérido de lipoproteina en acidos
grasos libres (AGL) y la acumulacion de triglicéridos en los adipocitos [62].
Ademads, la accion antilipolitica de la insulina durante el estado hiperinsulinémico
predominante provoca una movilizacion de lipidos, lo que resulta en una mayor acumulacion
de lipidos [62].
Los AG plasmaticos elevados inhiben el metabolismo de la glucosa muscular e induce

hiperinsulinemia. Ademas, el aumento de la masa de células grasas de la obesidad visceral
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puede causar resistencia a la insulina al musculo, tanto al liberar AGL en la circulacion
general como al infiltrar adipocitos en musculos [62].

El cortisol interfiere en varios niveles de accion de la insulina. Ademas, el cortisol inhibe la
secrecion de insulina de las células B pancredticas. Algunos estudios, han indicado que los
glucocorticoides pueden aumentar el metabolismo de la glucosa hepatica. Este efecto
diabetogénico de los glucocorticoides se ha caracterizado bien. En el musculo esquelético, el
cortisol inhibe la glucdgeno sintasa. Los sujetos con resistencia a la insulina tienen un mayor

numero de receptores de glucocorticoides en el musculo [62].
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Figura 8. Efecto de la activacion sostenida del eje HPA y cortisol en el metabolismo que
predisponen a la RI y el desarrollo de T2D [62].

h. Cambios inmunoendocrinos en pacientes con Tuberculosis y Diabetes Mellitus
tipo 2.

Como se ha mencionado, la DM T2 y la TB presentan alteraciones endocrinas que se asocian

a desordenes inmunoendocrino-metabdlicos. Los pacientes que sufren de ambas

enfermedades presentan altos niveles de cortisol, estradiol, prolactina y hormona de
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crecimiento y una disminucién en los niveles de dehidroepiandrosterona (DHEA). A nivel
inmunologico los pacientes TB-DMT?2 presentan mayor cantidad de [FNy e IL6 y menor de
IL10. Estos datos sugieren que los cambios inmunoendocrinos presentes en pacientes con

TB, son exacerbados si se cursa con una enfermedad metabdlica adyacente como la DMT2

[57].
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ANTECEDENTES

Diabetes Mellitus (DM) es un factor de riesgo para el desarrollo de Tuberculosis pulmonar (TBP),
con un incremento en la tasa de susceptibilidad de 3-7 veces en comparacion con no diabéticas [63].
La cronicidad y el pobre control glucémico son los factores que mas predisponen al desarrollo de
TB en pacientes diabéticos [64]. El mecanismo especifico por el cual las personas diabéticas son
susceptibles a padecer tuberculosis todavia no se ha entendido claramente. Las alteraciones propias
de la DM son las que desencadenan la susceptibilidad a padecer TB, por lo que se ha observado que
pacientes diabéticos presentan un deterioro inmune que no permite una adecuada respuesta a
amenazas por agentes infecciosos; en este sentido las personas con diabetes en su fase conica tienen
una respuesta inmune ineficiente en contra de la infeccién por Mycobacterium tuberculosis (M. tb)
(65, 66). Este es un factor de riesgo importante para el desarrollo no solo de la infeccion activa, si
no de la reactivacion de la enfermedad de su fase latente. Ademads, estudios demuestran que la
presencia de DM2 en tuberculosis afecta el tratamiento de ambas por interaccion medicamentosa
[64].

DM y TB son enfermedades cronicas que coinciden en que en su fase cronica hay un exceso en la
produccion de glucocorticoides causado por la sobreestimulacion de la enzima 11 B-deshidrogenasa
de hidroxiesteroide tipo 1 (11 —BHSD1), que actua in vivo como una reductasa dependiente de
NADPH para producir cortisol (en humanos) o corticosterona (en roedores) [67]. El Cortisol afecta
el curso de ambas enfermedades, en DM esto sucede prioritariamente en la fase crénica de la
enfermedad (7-9 afios post diagnostico), donde se ha visto que el incremento notable en los niveles
de Cortisol es un agravante al ser el principal glucocorticoide involucrado en el aumento de glucosa

en sangre, favoreciendo la gluconeogénesis y la glucogenolisis [68, 69] induciendo un descontrol
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glucémico. Por otra parte, el cortisol es un potente inmunosupresor al actuar negativamente sobre
el factor de transcripcion NF-«B (factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las
células B activadas) el cual estd involucrado en la respuesta celular frente a estimulos estresantes,
jugando un papel clave en la regulacion de la respuesta inmune; ya que induce a la alta la expresion
de multiples citocinas inflamatorias como IL-12, IL-18, TNF, INF-y e IL-2 e induciendo a la baja
la expresion de citocinas anti-inflamatorias como IL-10 y IL-4, este exceso en los niveles de cortisol
en la infeccion por M. tb estimula un cambio del fenotipo de respuesta de tipo Thl protectora para
TB a uno de tipo Th2 inadecuada para controlar la infeccion [70]. Diversos estudios experimentales
han sustentado convincentemente esta relacion, por ejemplo los ratones diabéticos infectados con
M. tuberculosis tienen mayor carga bacilar que los animales control euglicémicos [71], debido a una
menor produccion de IFN-y e IL-12 [72] con lo cual existe una menor actividad de la inmunidad
protectora Th-1 que es esencial para controlar la TB [71]; ademas los neutréfilos de los diabéticos
exhiben menor quimiotaxis y produccion de radicales libres de oxigeno y nitrégeno [73].

En el reticulo endoplasmico de los adipocitos se expresa la GOPDH para la produccion del NADPH
necesario para la actividad de 1 1-BHSD1 [74, 75], por lo que se ha propuesto a la modulacion de la
G6PDH como una estrategia terapéutica en el sindrome y enfermedades metabdlicos para modular
el exceso de Cortisol en estos pacientes [76].

Dehidroepiandrosterona (DHEA) es el mayor producto de secrecion de la corteza adrenal en el
humano y al igual que los estrégenos pueden tener efectos agudos y no gendémicos que compensa
las acciones vasculares y metabodlicas de la insulina. La DHEA es una hormona antagdnica de los
glucocorticoides, debido a que induce la diferenciacion de los linfocitos Th-1 y suprime la
activacion de las células Th-2 [76]. En un modelo murino se observo que la DHEA o su anélogo

sintético sin actividad 16BrDHEA tienen una notable actividad terapéutica tanto en la fase temprana
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de la infeccion [77] como en la enfermedad avanzada por lo que la administracion de DHEA durante
la progresion de la tuberculosis podrd ayudar a reducir el régimen de tratamiento con cuatro
antibidticos, lo que genera abandono y en consecuencia emergencia de bacterias drogo-resistentes.
En el mismo modelo experimental se demostré que la administracion de DHEA sintética causa una
reaccion sinérgica con los antibidticos, permitiendo acortar el tiempo de tratamiento [77].

En células endoteliales, el tratamiento con DHEA estimula la produccion del ON [78, 79], en
adipocitos estimula la captacion de glucosa [80] y es anti proliferativo en pre-adipocitos [81]. Se
mostrd que la DHEA reduce el contenido de triglicéridos en plasma de animales con sindrome
metabodlico [82], y considerando que también aumenta la lipdlisis estimulando a la lipasa de
triglicéridos (ATGL) y a la sensible a hormonas (HSL) [83] estimulando su liberacioén en forma de
acidos grasos libres para ser aprovechados por las células. En la TB también las hormonas
esteroideas tienen una importante contribucion fisiopatolégica [84]. Estos resultados concuerdan
con estudios clinicos que demostraron que la administracion de DHEA reactiva la respuesta
inmunologica protectora en pacientes con coinfeccion TB/HIV [85]. La DHEA tiene la capacidad
de corregir diversas alteraciones bioquimicas de la DM2. En este trabajo se estudiara el efecto de la
DHEA en el tratamiento de estas dos enfermedades DM2 y TB en un modelo murino (ratones macho
de la cepa BALB/c) que combine ambas entidades.

Modelo de Diabetes Mellitus tipo 2 (T2D)

En el presente trabajo se realizd un protocolo para la induccion de T2D en un modelo murino por
medio de una dieta hipercalorica y fructosa en el agua de bebida, con el fin de inducir alteraciones
metabolicas en los ratones mas la administraciéon de una unica y baja dosis de Estreptozotocina

(STZ) , quimico que induce toxicidad a las células B-pancreaticas productoras de insulina y de esta
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manera generar dafio que produzca un déficit en la produccion de esta hormona y las alteraciones

en los niveles de glucosa plasmatica, sin la perdida de la produccion total [87,88].
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CAPITULO III
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JUSTIFICACION

T2D/TB son enfermedades cronicas de gran importancia en nuestro pais y en diversos estudios
epidemiologicos se ha observado una importante relacion a dichas enfermedades, pues los pacientes
con TD2 tienen un riesgo tres veces mayor de sufrir TB que los pacientes no diabéticos, es por lo
tanto importante estudiar la relacion entre ambas entidades desde el punto de vista inmunoendocrino
en modelos experimentales in-vivo, con el objetivo de establecer posibles estrategias terapéuticas

que puedan ser utiles para el control de pacientes que sufran ambas enfermedades.

HIPOTESIS

La administracion de BEA durante la infeccion por TB en presencia T2D revertird desordenes

metabodlicos y a su vez estimulard una respuesta inmune efectiva contra M. tuberculosis.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de los glucocorticoides en la relacion TD2 y TB ademas del efecto terapéutico de

DHEA como adyuvante en el tratamiento de T2D y TB.
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

Evaluar la evolucion de tuberculosis en un modelo de diabetes mellitus tipo 2 murina.
Cuantificar las concentraciones de corticosterona en el transcurso de T2D, TB y T2D/TB.
Determinar la expresion genética, produccion proteica y actividad de la enzima //BHSDI en el
tejido hepatico, muscular, adiposo y pulmonar durante T2D, TB y T2D/TB.

Determinar efecto DHEA de las alteraciones metabolicas de la T2D, TB y T2D/TB.

Evaluar el efecto de DHEA en la respuesta inmune de ratones con T2D, TB y T2D/TB.
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MATERIALES Y METODOS

Reactivos

Los medios Middlebrook 7H9 y 7H10 y el OADC (acido oleico, albumina, dextrosa y
catalasa) se obtuvieron de Beckton-Dickinson (Difco ™, USA). El Rneasy® Mini Kit para
la extraccion de RNA, el Omniscript® Reverse Transcription Kit para la obtencion de DNA
complementario y el QuantiTect™ SYBR® para RT-PCR se obtuvieron de Qiagen (USA).
Los primers de los genes analizados se obtuvieron de Invitrogen™ Thermo Fisher Scientific
(California, USA).

Todos los demas reactivos fueron de grado analitico y se obtuvieron de fuentes comerciales

conocidas.

Ubicacion
La parte experimental del presente trabajo se llevd a cabo en el laboratorio de Patologia
Experimental del Departamento de Patologia del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y

Nutricion “Salvador Zubiran” (INCMNSZ).

Disefio experimental

Con el fin de cumplir los objetivos del presente trabajo se planted el siguiente esquema
metodolédgico (Figura 12). Como primera etapa del trabajo experimental se realiz6 el modelo
murino de T2D en ratones BALB/c. Posteriormente se realizé el modelo T2D/TB donde se

llevaron a cabo los demas experimentos, asi como la etapa terapéutica con DHEA.
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Figura 9. Diagrama del disefio experimental seguido en este trabajo. Los detalles de la

metodologia se describen en el texto.

MODELO EXPERIMENTAL DE DIABETES MELLITUS TIPO 2

Dieta hipercalorica
Para establecer el modelo de T2D en ratones BALB/c se utilizaron ratones de 3 semanas de
edad a los cuales se les administré una dieta hipercalorica al 45% (Cuadro 3) ad libitum.

Paralelamente se conté con un grupo control el cual fue alimentado con la dieta comercial

Chow (Cuadro 4).
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Cuadro 3. Composicion de la dieta hipercalorica para inducir T2D en ratones BALB/c.

Compuesto Porcentaje
Caseina VF 11%
Caseina 11%
L-cistina clorhidrato 0.03%
Minerales 5%
Vitaminas AIN-93-XV 1%
Colina clorhidrato 0.017%
Celulosa 5%
Almidéon de Maiz 20%
Dextrosa anhidra (Glucosa) 20%
Aceite de Maiz 5%
Manteca 20%

Cuadro 4. Composicion de la dieta control Chow.
Compuesto
Proteina
Grasa total
Fibra cruda
Almidén
Glucosa
Fructosa
Sucrosa

Minerales

Vol. 1Kg Dieta
115 ¢
115 ¢

3g
50g
10g
1.7¢g
50g
2039¢g
2079 ¢g
50g
200 g

Porcentaje
24 %
10.5%
53%
21.5%
0.2%
0.2%
34 %

6.9%
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Administracion de STZ
Después de 2 meses de dieta, se les administro por via intraperitoneal (i.p.) a una tinica dosis
de Streptozotocina (100 mg/kg), quimico que induce toxicidad a las células B-pancreaticas
productoras de insulina y de esta manera se gener6 dafio en la produccion de esta hormona y
las alteraciones en los niveles de glucosa plasmatica, sin la perdida de la produccion total. Se
cuantificaron los niveles de glucosa en sangre en ratones una semana antes, dos y cuatro
semanas después de la administracion de STZ. También se midi6 la concentracion de

insulina.

Tratamiento con hipoglucemiantes orales
Con el fin de comprobar que el modelo de ratones T2D fuera no dependiente a la insulina se
llevo a cabo un experimento con hipoglucemiantes orales. A ratones T2D se les administrd
Metformina (250 mg/Kg), Glibenclamida (15 mg/Kg) o solucion salina. Se medio la

glucemia antes de la administracion de cada farmaco (pre-dosis) y 27 horas después (Figura

13).
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Figura 10. Experimento con hipoglucemiantes orales en ratones Balb/c con T2D.

Caracterizacion del modelo
Una vez establecido el modelo de T2D se midio el colesterol, triglicéridos e insulina de los
animales con T2D. Durante el curso del experimento los animales se pesaron semanalmente.
Se realizaron sacrificios los dias 3, 7, 28 y se obtuvo el higado y el pancreas para su estudio

histologico.

Modelo murino de TB pulmonar progresiva

El modelo murino de TB pulmonar progresiva ha sido previamente descrito [29]. En este
experimento ratones BALB/c machos de 6-8 semanas de edad se anestesiaron con
sevoflurano (Sevorane) y se inocularon via intratraqueal (IT) con 2.5X10° UFC de la cepa
H37RV en 100 pL de solucion salina. Los animales se mantuvieron en posicion vertical hasta
su recuperacion (presencia de reflejos y contraccion muscular); después fueron albergados
en grupos de 5 animales en cajas de policarbonato (microaisladores) almacenadas dentro de
un sistema de microventilacion individual positiva (Allentown). Durante todo el experimento
se monitored la sobrevida de los animales. Todos los procedimientos de infeccion y sacrificio
se realizaron en una campana de seguridad bioldgica tipo 3. El uso de animales fue aprobado
por el comité de ética del INCMNZS y se desarrolld de acuerdo con la Norma Oficial

Mexicana NOM-062-Z0O0-1999 [89].

Preparacion de indculos
Para la infeccién con M. tuberculosis, se utilizo la cepa prototipo H37RV. La cepa se crecid

en medio 7H9 Middlebrook (Difco) enriquecido con OADC (Becton Dickinson) a 37°C en
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agitacion constante por aproximadamente 21 dias. El crecimiento bacteriano fue monitoreado
por densitometria (600 nm) hasta alcanzar la fase de crecimiento exponencial. Una vez en
esta etapa, las bacterias fueron cosechadas y almacenadas en alicuotas a -70°C. Se prepararon
indculos ajustando a 2.5 X 105 unidades formadoras de colonias (UFC) en 100 pL de

solucion salina, los cuales fueron ocupados inmediatamente para la infeccion.

Modelo murino de T2D/TB

Para establecer el modelo murino de T2D/TB ratones de 3 semanas de edad fueron
alimentados con la dieta alta en grasa. A los 90 dias iniciado el experimento se les administro
una dosis baja de Streptozotocina (100 mg/kg) y 30 dias posteriores se infectaron de forma
intratraqueal con Mtb. Se conto con tres grupos controles, un grupo sano el cual se alimentd
con la dieta Chow, un grupo con solo el modelo de T2D y un grupo de TB (Figura 14). Se
realizaron sacrificios los dias 14, 21, 28 y 120 post infecciéon para cuantificar la carga
bacteriana en los pulmones. Se sigui6 la sobrevida de los animales en todo el experimento.

Se cuantificé por inmunohistoquimica en pulmoén cortisona y corticosterona.

137 14 21 120
3 weeks old
BALB/c mice I 90 days | 30 daysl | | | | I
[ High fat diet at 45%
Groups [0 Control diet
DM | ] Streptozotocin 100 mg/Kg
I ' _ ® Mtb H37Rv infection
DM-TB | - ]
Control | ]

Figura 11. Esquema metodolégico de los modelos experimentales empleados. Se muestra una linea del tiempo que
parte desde 3 semanas de edad de los animales al inicio del experimento.

Se muestra en los recuadros las dietas empleadas, en azul se representa los grupos alimentados con la dieta de sostén o
chow y en verde se muestra los grupos a los que se les administro una dieta hipercalérica para inductor alteracion
metabolica.
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Tratamiento con BEA
Al dia 60 post infeccion se inici6 el tratamiento a los grupos correspondientes, con un analogo
sintético de la BHEA diluida en Aceite de oliva (SIGMA) y a una dosis de 30mg/Kg cada tercer dia
y se administrd por via subcutdnea. Se realizaron sacrificios al dia 90 (1 mes de tratamiento) y al
dia 120 (2 meses de tratamiento) (Figura 15). En cada tiempo de sacrificio se obtuvieron muestras
para evaluar la carga bacteriana pulmonar, histologia hepatica y pulmonar, determinacion de
citocinas,11-BHSD1 y 11-BHSD2 por RT-PCR vy cuantificacion de corticosterona y cortisona en el
pulmoén por inmunohistoquimica. En el suelo se determinaron los niveles de triglicéridos, colesterol
e insulina.
T

 Yalte)

7 Y DHEA synthetic molecule

16-alpha Bromo-Epi-Androsterone

@ HE2000-F1 (non soluble molecule)
® HE2000-F2 (soluble molecule)

0 1 60 90 120
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| BALBcmice | | 90 days I 30 days | | | | E (P:I(l)il:r(f;t :ileit at45%
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I | ® Mtb H37Rv infection
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TB | () ® HE2000 (F2)
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Figura 12. Esquema metodologico del tratamiento con DHEA en el modelo T2D/TB.

Determinacion de la carga bacilar en pulmon por conteo de Unidades Formadoras de Colonias
(UFQ).
Tres pulmones (lobulo derecho) por tiempo de sacrificio se homogenizaron de forma mecéanica con

perlas de silice y zirconia en un equipo MP fast prep24 en tubos estériles con 1 mL de solucion
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PBS-tween 0.05%. Cuatro diluciones (Cuadro 5) y el concentrado de cada homogenizado se
sembraron por duplicado en cajas con agar Middlebrook 7H10 (Difco) enriquecido con OADC
(Becton Dickinson), las cuales se incubaron a 37°C con CO; al 5%. El conteo de colonias se realiz6
alos 14 y 21 dias después de la siembra. El nimero total de bacterias en cada drgano se obtuvo del
producto entre el nimero total de colonias contadas en cada dilucidon por su respectivo factor de
dilucion.

Cuadro 5. Factores de dilucion utilizados para cuantificar UFC.

Dilucién Factor de dilucion
Concentrado 100
-1 1000
) 1*10%
-3 1*#10°
-4 1%10°

Analisis de citocinas y enzimas por qRT- PCR

De tres ratones por tiempo de sacrificio se extrajo ARN del hipocampo, hipotdlamo y
cerebelo de los animales infectados y los animales control. Cada segmento anatomico se
coloco en un tubo MP y se homogenizé de forma mecanica con perlas de silice en un equipo
MP fast prep24. Una vez que se homogenizo6 el tejido, la extraccion prosigui6é conforme a las

especificaciones del Kit Mini RNeasy (Qiagen).

El ARN obtenido se cuantifico por espectrofotometria (A 260/280) por Nanodrop (Thermo

Scientific) y mediante un gel de agarosa se verifico su integridad. Se ocuparon 100 ng de
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ARN para la produccion de cDNA mediante una reaccion de retro-transcripcion (RT)
siguiendo las indicaciones del kit Omniscript (Qiagen). Con el producto se realizé una PCR
de punto final para amplificar el gen constitutivo de la deshidrogenasa gliceraldehido 3-
fosfato (GAPDH), bajo las siguientes condiciones: desnaturalizacion inicial a 95°C por 15
min, seguido de 40 ciclos a 95°C por 30s, 60°C por 30s, 72°C por 60s y extension final a

72°C por 10 min.

Para la PCR en Tiempo Real (PCR-TR) se utilizo el sistema PCR-TR 7500 (Applied
Biosystems), y el kit Quantitect SYBR Green Mastermix (Qiagen), incluyendo en cada
corrida las curvas estandar generadas a partir de diluciones seriadas de productos de PCR
cuantificados de cada uno de los genes, asi como un control negativo. Primers especificos
(Invitrogen) se disefiaron con el programa BLAST (Pubmed) para TNFa, IFNy,113-HSD1,
11B8-HSD2 y el gen constitutivo GAPDH (Cuadro 3). El nimero de copias de cada citocina
fue normalizado con un millén de copias de ARNm que codifica para el gen GADPH. La
reaccion se efectiio con un paso inicial de desnaturalizacion a 95°C por 10 min, seguido de
40 ciclos a 95°C por 20 s, 60°C por 20 s 'y 72°C por 35 s.

Cuadro 6. Secuencia de oligonucleotidos utilizados en la PCR en tiempo real.

Gene Iniciador sentido Iniciador antisentido
GAPDH CATTGTGGAAGGGCTCATGA GGAAGGCCATGCCAGTGAGC
TNFa TGTGGCTTCGACCTCTACCTC GCCGAGAAAGGCTGCTTG
IFNy GGTGACATGAAAATCCTGCAG CCTCAAACTTGGCAATACTCATGA
118-HSD1 CGTCCTCACAGCAACGGAGA CAGCTTATCGATGAATCCAGG
118-HSD2 CGAACTCGGGGCAACGGCTA GCGCTTATTAATGAATCCGGG
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Preparacion de tejido pulmonar para estudio morfométrico e inmunohistoquimica
Para el estudio histologico, tres pulmones izquierdos fueron previamente perfundidos via IT con
etanol absoluto y almacenados por 24 horas. Se realizaron cortes parasagitales a nivel del hilio
pulmonar y los tejidos fueron colocados en cassettes de plastico en un procesador de tejidos Spin
Tissue Processor Microm STP 120 (ThermoFisher Scientific). Los cassettes son embebidos en
parafina en la estacion de inclusion HistoStar Embedding Workstation (ThermoFisher Scientific) y
los bloques son cortados en microtomo (Leica RM2135) en secciones de 4um y colocados en
portaobjetos. Los tejidos son desparafinados y tefiidos en un tren de hematoxilina-eosina. El proceso

se concluye colocando una gota de resina y un cubreobjetos en el tejido.

El 4rea de neumonia y granulomas fue determinada en micras cuadradas mediante un analizador de
imagenes (Q Win Leica, Milton Keynes). Las mediciones fueron tomadas a ciego y los datos fueron
reportados como la media y la desviacidon estdndar de 3 ratones diferentes de cada tiempo en 2

experimentos diferentes.

Inmunohistoquimica y cuantificacion de células positivas para corticosterona y cortisona

Se obtuvieron cortes de pulmones en laminillas silanizadas (silano al 2% en acetona) con la
metodologia antes mencionada. Una vez desparafinadas, las laminillas fueron incubadas por 5
minutos en vasos coplin de vidrio con xileno, siguiendo 5 bafios en xileno-alcohol (1:1), 5 bafos en

alcohol absoluto, 5 bafios en alcohol al 96% y 5 bafios en agua. Para bloquear la peroxidasa
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endogena, los tejidos fueron incubados en solucion de peroxido de hidrégeno al 10% en metanol
por 10 minutos.

Las laminillas fueron incubadas 30 minutos en cdmara humeda, y lavadas 5 veces con buffer de
lavado (PBS Tween 0.05%). Los tejidos fueron incubados con 100ul de los anticuerpos primarios
anticosticosterona y anti-cortisona toda la noche a temperatura ambiente. Se lavaron 5 veces con
buffer de lavado. Posteriormente se agregaron 100ul por tejido del complejo AB/HRP (Vectasin) y
reveladas con 100pul por tejido de diaminobencidina (DAB)/peréxido de hidrogeno y contratefiidas

con hematoxilina.

Analisis estadistico

El andlisis estadistico se realizd mediante el software Prism version 6.0 (GraphPad, San Diego, CA,
USA). Para la curva de sobrevida se utilizé la prueba de Log Rank y Kaplan-Meier y los demas
experimentos se analizaron por ANOVA seguido de una prueba de comparacion multiple Sidak
(comparacion de cada grupo contra el control). Los pesos corporales se analizaron mediante la

prueba ¢ de Student. Las diferencias se consideraron significativas cuando p<0.05.
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CAPITULO IV
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RESULTADOS

ESTABLECIMIENTO DEL MODELO MURINO DE DIABETES MELLITUS TIPO 2
Para evaluar el establecimiento del modelo murino de T2D en ratones BALB/c se monitoreo el peso
de los animales alimentados con la dieta hipercalérico y con la dieta chow, los niveles séricos de
triglicéridos y colesterol como caracteristica de dislipidemia, los niveles de glicemia en sangre antes
y después de la administracion de STZ y finalmente, la no dependencia a la insulina con Metformina
y Glybenclamida, para probar que el modelo presente una relativa deficiencia de insulina, con dafio

moderado en las células 3 pancredticas.

I. Peso corporal
Los animales del grupo de dieta hipercaldrica mostraron un aumento del 12% en su peso comparado
con el grupo control (dieta Chow). El incremento en el peso fue mas evidente a partir de la semana

3 de dieta, y este se mantuvo constante hasta en final del experimento (Figura 16A).

I1. Niveles séricos de triglicéridos y colesterol

A los tres meses de alimentar a los animales experimentales con la dieta hipercaldrica se midi6 la
dislipidemia sérica (aumento de acidos grasos y colesterol) en los animales. Nuestros resultados
mostraron que el grupo experimental presentd un aumento significativo en los niveles de
triglicéridos y colesterol en comparacion de los animales alimentados con la dieta Chow (Figura

16C-D).

III.  Hiperglicemia e hiperinsulinemia
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Al evaluar los niveles de glicemia antes de la administracion de la STZ se observé que los animales
alimentados con la dieta grasa presentaron un pequefio aumento en los niveles de glicemia en
comparacion con el grupo control alimentado con la dieta Chow. Después de la administracion de
STZ se observo que los animales que fueron alimentados con la dieta hipercaldrica y se les
administr6 la dosis baja de STZ presentaron mayor glicemia en sangre en comparacion con los
animales que no recibieron STZ y los que fueron alimentados con dieta Chow (Figura 16B).

En la T2D existe hiperinsulinemia, en nuestro modelo murino de T2D observamos un aumento

importante la concentracioén de insulina en comparacion del grupo control (Figura 16E).

IV.  Esteatosis hepatica y resistencia a la Insulina

La resistencia a la insulina produce el aumento de la lipolisis del tejido adiposo, lo cual libera una
gran cantidad de acidos grasos libres (AGL) que se acumulan en el higado y generan la esteatosis
hepatica. Debido a esto, con el fin de evaluar la resistencia a la insulina, caracteristica principal de
la T2D, analizamos la esteatosis hepatica presente en los animales con T2D. Observamos una
notable presencia de vacuolas caracteristicas de la esteatosis hepatica que se generan por la

acumulacion en exceso de triglicéridos en el drgano (Figura 16)

V. Tratamiento con hipoglucemiantes orales

La T2D es un desorden metabdlico no insulinodependiente. Para probar que el modelo de Diabetes
establecido no dependiera a la insulina se administré6 Metformina y Glybenclamida en los animales
diabéticos y 27 horas después se midio los niveles de glicemia. Los resultados mostraron que los
animales tratados con los hipoglucemiantes orales disminuyeron de manera significativa los niveles

de glucosa en sangre, en comparacion con el grupo que solo recibi6 solucion salina (Figura 16 F).
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La T2D se caracteriza principalmente por dislipidemia, obesidad, resistencia a la insulina y
produccion elevada de glucosa endogena por el higado con bajo o escaso dafo en las células 3
pancredaticas. Nuestros resultados demuestran que el modelo murino de T2D en ratones BALB/c es
eficiente para el estudio de esta enfermedad, ya que desarrolla las caracteristicas patoldgicas de este

padecimiento y, ademads, es sensible a hipoglucemiantes orales, es decir no es dependiente de

insulina.
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Figura 13. Patologia metabolica y hepatica de ratones diabetes mellitus tipo 2. B). Peso comparativo
entre ratones control y diabetes tipo 2 (T2D). C) Nivel de glucosa en sangre en ratones una semana
antes y dos y cuatro semanas después de la administracion de STZ por via intraperitoneal en
animales alimentados con alto contenido de grasa tratados con STZ (HFD-STZ) y animales de
control de la dieta no tratados. Concentraciones en suero de D) triglicéridos, E) colesterol y F)
insulina en grupos control y T2D, después de cuatro meses de alimentacion con dieta hipercaldrica
y un mes de tratamiento con STZ. G) Efecto sobre la glucemia, antes y después de 8 y 24 h. de la

Evolucion de Tuberculosis en un modelo murino de Diabetes Mellitus tipo 2 y su tratamiento con
Dehidroepiandrosterona (DHEA)



Manuel Othoniel Lopez Torres

administracion oral de metformina (Met) o glibenclamida (Gly). H) Micrografia representativa de
la histologia hepatica normal de un ratén control (panel izquierdo) y una extensa vacuolizacion
citoplasmatica de hepatocitos que corresponde a la esteatosis en raton T2D (panel derecho). Los
asteriscos representan significancia estadistica (ANOVA de dos vias, P <0.05).

EVOLUCION DE LA TB PULMONAR EN EL MODELO DE T2D

I. Carga bacteriana

Una vez que se establecio el modelo de T2D se evalu6 la progresion de TB. Para esto se analiz6 la
carga bacteriana pulmonar de animales T2D/TB en comparacion con animales solo TB. Nuestros
resultados mostraron que los animales T2D/TB fueron mas susceptibles a la infeccion con Mtb, ya
que en los dias 14, 21 y 28 post infeccion se observo un aumento significativo en la carga bacteriana
en pulmones de ratones T2D/TB en comparacion con ratones TB, con un efecto mas marcado al dia
120 de infeccion (Figura 17C)

II. Sobrevida

Por otro lado, se monitoreo la sobrevida de los animales con T2D/TB y los TB durante todo el
experimento. Los ratones T2D/TB presentaron una menor sobrevida que los animales TB (Figura
17B), lo cual coincide con la alta carga bacilar en el pulmdn de estos animales.

Como hemos mencionado, las alteraciones metabdlicas caudas por la T2D aumenta la
susceptibilidad a la infeccion con M tb, en el presente trabajo observamos que los animales T2D
/TB presentaron un agravamiento en la infeccion reflejado en la carga bacteriana pulmonar y en la
sobrevida de los animales.

III.  Expresion de TNF-a

Se evaluo la expresion génica de TNF-a. como un marcador predictivo de la respuesta inmune

protectora. En animales con T2D/TB se observo una expresion significativamente menor de TNFa,
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citocina crucial para el control de la TB, después de 120 dias de infeccidon en comparacion con el

grupo TB (Figura 17D).
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Figura 14. Curso de tuberculosis pulmonar en ratones diabéticos (T2D/TB) y no diabéticos
(TB). A) Descripcion general de los grupos experimentales. B) Sobrevida de los ratones con
TB diabéticos (T2D/TB) y no diabéticos. C) Carga bacilar pulmonar, se sacrificaron cinco
ratones por grupo en los puntos de tiempo indicados y se usaron los pulmones derechos para
determinar las cargas bacterianas contando unidades formadoras de colonias (UFC). Se
observé un aumento significativo de UFC en el grupo T2D / TB después de uno y cuatro
meses de infeccion. D) Expresion de TNFa determinada por RT-PCR en los pulmones de los
grupos T2D / TB y TB; se observa una expresion significativamente menor después de 120
dias de infeccion en el primer grupo. El asterisco representa significancia estadistica p <0.05.

Cuantificacion de corticosterona y cortisona en animales T2D, TB y T2D/TB
I. Corticosterona
En el presente trabajo evaluamos la produccion pulmonar de corticosterona por
inmunohistoquimica. Nuestros resultados mostraron que los grupos TB y T2D/TB mostraron marca

para corticosterona en macréfagos en el epitelio y parénquima pulmonar en la etapa cronica de la
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infeccion con Mtb en comparacion con los grupos no infectados (Control o Sham y T2D). Los
animales T2D/TB presentaron alta positividad para esta hormona (Figura 18A).

I1. Cortisona
Los grupos Control, T2D y TB mostraron marca para cortisona en el parénquima pulmonar y en el
epitelio bronquial, mientras que el grupo T2D/TB no mostro marca para cortisona ni en epitelio
bronquial, ni en parénquima pulmonar (Figura 18C).

III.  Expresion génica y proteica de 11HSD1 y 11HSD2 en el tejido pulmonar

durante T2D, TB y T2D/TB.

Al analizar la expresion génica de 11-BHSD1 y 11-BHSD2 observamos que en el caso de la enzima
tipo 1, esta aumento significativamente en los grupos TB y T2D/TB en comparacién con el grupo
SHAM (Figura 18B). Esto coincide con la conversion corticosterona en el pulmon. La 11-HSD2,
contrariamente, disminuye en el grupo T2D/TB, al igual que la expresion proteica de la cortisona

en el pulmon (Figura 18D).
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Figura 15. Expresion génica y fuentes celulares de glucocorticoides GC y sus enzimas
convertidoras en TB activa tardia. A) Deteccion de corticosterona por inmunohistoquimica en
el epitelio de las vias respiratorias y el epitelio alveolar de los pulmones. Las células epiteliales
bronquiales muestran una ligera positividad en el raton control, mientras que en el ratébn T2D
numerosas células bronquiales presentan intensa inmunreactividad. El epitelio bronquial es
negativo en TB y T2D/TB; mientras que en las areas neumodnicas numerosos macroéfagos
muestran una intensa positividad. B) Expresion genética de 11-BHSD1 determinada por RT-
PCR en los diferentes grupos experimentales (panel izquierdo), y deteccion de
inmunohistoquimica representativa en ratones T2D, TB y T2D/TB (panel derecho),
macrofagos espumosos al vacio en las dreas neumonicas. muestran fuerte inmunotincion de
11-BHSD1. C) Micrografias representativas de deteccion de cortisona por
inmunohistoquimica en células epiteliales bronquiales y alvéolos. El epitelio alveolar muestra
inmunotincidn positiva en el ratdon control, mientras que las células bronquiales son negativas
en todas las condiciones experimentales. Los ratones con TB muestran una fuerte
inmunotincion en el epitelio alveolar y en células inflamatorias ocasionales, mientras que
T2D, TB y T2D/TB son negativos. D) Expresion genética comparativa de 11-fHSD2 y su
detecciéon inmunohistoquimica representativa. Los asteriscos representan significancia
estadistica (**** p <0.0001, ANOVA de dos vias, y n.s. sin significancia).
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EFECTO TERAPEUTICO DE BEA EN EL MODELO DE T2D/TB T2

I Efecto de 1a BEA en la carga bacilar de pulmon y bazo, expresion de citocinas
pulmonares y dafio tisular en ratones con TBy T2D/TB

En la parte terapéutica del presente trabajo, se evaluo el efecto de la administracion de BEA sobre
los grupos de TB y T2D/TB. De cada uno de los grupos experimentales se conté con un grupo
control que recibi6 solo el vehiculo. Después del tratamiento se evalu6 la carga bacteriana en el
pulmon y el bazo (UFC), dafio tisular (porcentaje de la superficie pulmonar afectada por neumonia)
y la expresion génica de las citocinas TNF-o e IFN-y (RT-PCR) a un mes y dos meses de
tratamiento.
Nuestros resultados mostraron que tanto los grupos T2D/TB como TB, después de uno y dos meses
de tratamiento con BEA, presentaron una reduccion significativa de las cargas bacilares pulmonares
en comparacion con sus respectivos controles, ratones no tratados, (Figura 19A).
BEA indujo un aumento en la expresion génica de IFNy y TNFa después de un mes de tratamiento
en el grupo T2D/TB, y en ambos grupos después de dos meses de tratamiento (Figura 19 C-D); asi
como reduccidn del porcentaje de neumonia (Figura 19B). Curiosamente, el tratamiento con BEA
indujo en el bazo una reduccion significativa de la carga bacilar y un aumento de peso solo en el
grupo T2D/TB después de dos meses de tratamiento (Figura 19F), lo que sugiere hiperplasia del

bazo con un mejor control de la diseminacion bacilar en este grupo experimental.

I1. Efecto de BEA sobre la expresion de 11-BHSD1 y 11-BHSD2, corticosterona y

cortisona en pulmon e higado.
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El tratamiento con BEA en los grupos de TB y T2D/TB indujo en el pulmén una expresion
significativamente menor de 11-BHSD1 después de uno y dos meses de tratamiento, en comparacion
con el grupo de control (Figura 20 C). Este efecto fue ain més evidente en el higado del grupo
T2D/TB, que también mostrd una disminucién importante de la esteatosis y la hiperglucemia
(Figura 21C-D).

La expresion génica de 11-BHSD1 (Figura 20C) en el pulmoén de los ratones infectados inducida
por BEA se relaciono con una disminucion significativa de la corticosterona en ratones tratados con
BEA en ambos grupos, siendo mas significativa en el grupo de TB (Figura 20B). Por el contrario,
la expresion de 11-BHSD2 (Figura 20F) después de uno y dos meses de tratamiento con BEA mostro
un aumento significativo en el grupo de TB, y la cortisona disminuy6 en ambos grupos (Figura
20E). Por lo tanto, BEA es un regulador de la expresion genética de estas enzimas en el pulmén y
el higado, BEA induce a la baja la expresion genética de 11-BHSD1 y ejerce el efecto opuesto sobre
11-BHSD2. En consecuencia, BEA indujo una menor produccion de corticosterona y una mayor
produccion de cortisona inactiva, lo que podria contribuir al control de las cargas bacilares
pulmonares y la expresion de las citocinas proinflamatorias TNF-a e IFN-y. En el higado, BEA
elimino esteatosis (Figura 21D), lo que mejora el metabolismo de los lipidos y la glucosa (Figura
21C) y normaliza la histologia hepatica y las concentraciones sanguineas de glucosa. Por lo tanto,
BEA mejor¢ la respuesta inmune y el metabolismo de la comorbilidad T2D/TB, siendo un posible

nuevo agente inmunoterapéutico con actividades beneficiosas endocrinas y metabolicas.

Evolucion de Tuberculosis en un modelo murino de Diabetes Mellitus tipo 2 y su tratamiento con
Dehidroepiandrosterona (DHEA)



Manuel Othoniel Lopez Torres

Lung
B T2D/TB

60days 90 days 60days 90 days
A) s0- Of treatment of treatment 150, Of treatment of treatment
| 11 1 [ 11 |
g ® 100
g 40
) 50
< 20 |L| . e
ol ? - ?— oll | mfm | | mim
[ [ X .
. & & 9 Q«}r 9 0.«{)-
c
B) 2w 80
3
2
> 30 60
= |—L‘
Q
3 20 40
2
©
= 10 20 -
3
* oo N o N =
9 <& 9 éy < qu 9 é,y
C) g 25x10% 1.5%10%
8 zx1o"1 ﬁ
B o 1.5%101 %101+
2% paonl
w o
5 ° 3-10"1 ‘ 5%1012+
] T
) s < éy < & [ &
1015+
D) ;g -
%g 10"
ug
3
5 ° 10054 -
8
a
3 100
o & ¢ &
Spleen
E) 25 ns. 3
20 ‘ —
% 15 2
&
E 1.0 ﬂvs 1
g o5 . H . .
o oL L | o I
< & < & ¢ & S &
F)
0.4

Spleen wheight (g)
N

-

ns.
ns.
|
03 :
1.0
0.
ns.
0.5 _
o. |_| .
0.0 0.0
[ ¥ (o
& &

S & ¢ &

Evolucion de Tuberculosis en un modelo murino de Diabetes Mellitus tipo 2 y su tratamiento con
Dehidroepiandrosterona (DHEA)



Manuel Othoniel Lopez Torres

Figura 16. Efecto terapéutico de BEA en ratones TB y T2D / TB. Los grupos de ratones TB
y T2D / TB después de 30 y 60 dias de infeccion intratraqueal con Mtb H37Rv fueron tratados
durante uno o dos meses con BEA, mientras que el grupo control recibié solo el vehiculo. En
comparacion con los ratones de control, tanto en los grupos de TB como de TB-T2D y
particularmente después de 60 dias de tratamiento, BEA indujo una disminucion significativa
de las cargas bacilares pulmonares (A) y dafo tisular (neumonia) (B), mientras que el
tratamiento BEA indujo una mayor expresion de las citocinas protectoras IFN (C) y TNF (D)
después de un mes de tratamiento. En el bazo, el tratamiento con BEA no produjo cambios
significativos en el peso y las UFC en los ratones con TB, mientras que en los ratones T2D /
TB inducidos después de dos meses de tratamiento, una disminucién significativa de las
cargas bacilares y un mayor peso (E y F). Los asteriscos representan significacion estadistica
(*¥*** p <0,0001, ANOVA de dos vias y n. ° sin significacion).
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Figura 17. Efecto de BEA sobre la produccion de GC de pulmoén y la expresion génica de
sus enzimas convertidoras en ratones TB y T2D/TB. A) Micrografias representativas de baja
potencia y potencia leve de deteccion de inmunohistoquimica de corticosterona, en ambos
grupos después de uno y dos meses de tratamiento con BEA. B) En comparacion con el grupo
de control, el analisis de patologia digital mostré una inmunotincion significativamente
menor de corticosterona inducida por el tratamiento con BEA después de un mes y dos meses
en ratones con tuberculosis y ratones con tuberculosis T2D. C) Expresion génica de la enzima
convertidora de corticosterona 11B-HSD1 después de la baja expresion inducida por el
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tratamiento de BEA de estas moléculas en TB y T2D/TB en comparacién con animales
tratados con vehiculo. D) Micrografias representativas de la deteccion de cortisona por
inmunohistoquimica en los pulmones de ratones con TB y T2D tratados con BEA a los uno
y dos meses de infeccion. E) El estudio de patologia digital muestra una mayor expresion de
cortisona después de un mes de tratamiento en los grupos de TB y T2D / TB. F) C) Expresion
génica de la enzima convertidora de corticosterona 11b-HSD2 después del tratamiento con

BEA en animales con TB y T2D/TB. Un asterisco representa significancia estadistica (p
<0.05).
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Figura 18. Efecto de BEA en el higado de ratones T2D / TB. A) Las muestras de higado de
grupos de cinco ratones T2D y T2D/TB tratados con BEA durante un mes y sus respectivos
ratones de control que recibieron solo el vehiculo se usaron para aislar el ARN total y para
determinar la expresion de 11-fHSD1 y 11-BHSD2 por RT-PCR (A y B). D) El tratamiento
con BEA también corrigio la hiperglucemia en ratones T2D y T2D/TB. D) El fragmento de
tejido hepatico de ambos grupos se incluyo en parafina, los tejidos de la seccion tefiidos con
H / E muestran esteatosis en el raton de control, que se eliminé mediante tratamiento con
BEA en ratones T2D y T2D/TB. El asterisco representa significancia estadistica (*** p
<0.0001, **** p <0.0001, ANOVA de dos vias, n.s. sin significancia).
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DISCUSION

La comorbilidad de TB-T2D ha incrementado de manera importante en los Gltimos afios, por
lo que es un area nueva de interés importante. La diabetes tipo 2 es una enfermedad endocrina
producida por la secrecion anormal y falla en la acciéon de la insulina, lo que produce
hiperglucemia crénica que afecta a multiples sistemas, incluido el sistema inmune,
predisponiendo a infecciones [90, 91]. Se ha observado que T2D genera varias anormalidades
en mecanismos inmunes necesarios contra Mtb, por lo que empeora el curso de la
enfermedad, requiriendo quimioterapia mas larga [92, 57]. Nuestros resultados confirman el
curso mas agresivo de la TB en un modelo experimental de T2D / TB; y por primera vez
demostramos que mayor expresion de 11-BHSDI1 y la produccion de corticosterona durante
la enfermedad avanzada tardia en los pulmones y el higado son un factor patogénico
significativo en la TB. El tratamiento con BEA disminuye eficientemente la expresion de 11-
BHSDI1 y antagoniza la corticosterona produciendo una reduccion significativa de las cargas
bacilares y la hiperglucemia, lo que sugiere que esta hormona sintética puede contribuir en
el tratamiento de esta comorbilidad.

Mtb afecta principalmente a los pulmones y produce inflamacion cronica y excesiva, en la
cual la inmunidad innata y adaptativa se ve profundamente afectada [93,94]. La infeccion
comienza por la inhalacion de gotas de saliva con Mtb que estan envueltas por macréfagos
alveolares, que son células clave en la eliminacion de bacilos y, junto con las células
dendriticas, procesan los antigenos Mtb que se presentan a los linfocitos T en los ganglios
linfaticos regionales. Los linfocitos migran al pulmoén y con los macréfagos y otras células
forman estructuras de contencion conocidas como granulomas, que son el sello distintivo

histopatologico de la tuberculosis [90]. En las primeras etapas de la infeccion activa, las
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respuestas inmunes celulares Th1 son protectoras, ya que IFNy, TNFa y otras citocinas como
la IL-12 inducen la activacion de los macréfagos, 1o que permite el control del crecimiento
bacteriano. Sin embargo, durante la enfermedad activa tardia, la inflamacién extensa produce
un cambio hacia respuestas antiinflamatorias, como el patron de citocinas Th-2 en el que IL-
4,1L-13 y otras citocinas antiinflamatorias como IL-10 y factor de crecimiento transformante
B (TGF-B) induce un medio inmunosupresor / antiinflamatorio local que resulta en una
contencion deficiente de la infeccion y la progresion del dafio tisular, conduciendo al huésped
a la muerte [95]. Curiosamente, ademds de esta respuesta inmunolédgica, hay una respuesta
neuroendocrina intensa que crea una red compleja de citocinas, hormonas 'y
neurotransmisores que contribuyen al resultado de la patogénesis de la tuberculosis
[57,96,97]. Estas respuestas neuroendocrinas incluyen la produccion anormal de varias
hormonas, que estd mediada en parte por las citocinas liberadas durante la respuesta inmune
a Mtb (mediadores proinflamatorios), y también contribuyen a modificar la respuesta del
sistema nervioso central (SNC) activando los dos principales sistemas relacionados con
estrés, el eje hipotaldmico-pituitario-adrenal (HPA) [98] y el sistema nervioso simpatico
(SNS) [92,60].

HPA y GC tienen una contribucion importante a la fisiopatologia de la TB [99,100]. Se
observo en el modelo experimental de TB progresiva en ratones BALB/c, que en el momento
de la actividad protectora maxima mediada por la produccion de IFN-y, TNF-a, IL-1f y NO
(dia 21 después de la infeccion), las citocinas como TNF-a e IL-1f activan fuertemente el
eje HPA, produciendo una alta expresion de CRF en el hipotdlamo y la hiperplasia
suprarrenal con una alta concentracion sérica de corticosterona [101]. Luego, durante la fase
cronica o tardia después de 28 dias de infeccion, hay atrofia suprarrenal progresiva y

disminucién de la corticosterona en el suero en coexistencia con una extensa [101]. Por lo
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tanto, parece que hay una alta produccién suprarrenal de GC con el objetivo de evitar el dafio
tisular producido por la inflamacion pulmonar excesiva, pero durante la fase tardia de la
enfermedad, cuando las glandulas suprarrenales estan atroficas, deberia haber otra fuente de
corticosterona para evitar la inflamacion excesiva. Nuestros resultados muestran, por primera
vez, que esta fuente extraadrenal de GC son macréfagos, particularmente células espumosas
que expresan fuertemente la enzima 11-BHSD tipo 1 y se convierten en una nueva fuente de
corticosterona en el pulmén tuberculoso inflamado. Sin embargo, este exceso local de
corticosterona también inhibe la actividad de los linfocitos Th1 e induce la diferenciacion de
los linfocitos Th-2 que favorece la supervivencia bacteriana y la proliferacion que causa la
muerte de los animales [102]. Por lo tanto, esta actividad antiinflamatoria local mediada por
la alta produccion de corticosterona durante la TB tardia activa tiene un efecto perjudicial al
que pueden oponerse las hormonas antagonistas, como la deshidroepiandrosterona (DHEA).
La DHEA es el producto més abundante de la glandula suprarrenal humana después de la
pubertad, su produccion luego disminuye constantemente con el aumento de la edad. Se ha
demostrado que la DHEA tiene propiedades antiglucocorticoides en varios sistemas. Por
ejemplo, la DHEA muestra efectos opuestos a los GC en la expresion de enzimas en el higado
[103] sobre la obesidad, 1 y dentro del sistema inmune [14], carga bacilar y disminucion del
dafio tisular al reactivar la respuesta a las citocinas Th-1 [104]. En humanos, un déficit de
DHEA en relacion con el cortisol puede ser notable en la tuberculosis humana grave [57].
Sin embargo, la DHEA es suboptima para uso humano, en parte porque se metaboliza en
esteroides sexuales. 16a-bromoepiandrosterona (BEA; 16a-bromo-5a-androstan-3b-ol-17-
one) es un derivado de esteroides suprarrenales sintéticos que no ingresa a las vias de
esteroides sexuales. Nuestros resultados mostraron que cuando los ratones tuberculosos se

trataron con BEA a partir del dia 60, se produjo una inhibiciéon significativa de la
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proliferacion bacteriana y una mayor expresion de citocinas protectoras (TNF-a, IFN-g).
Ademas, cuando se administra como un complemento de la quimioterapia convencional, la
BEA mejora la disminucién bacteriana [104]. Curiosamente, esta hormona sintética mostré
un beneficio terapéutico en pacientes con TB (2), malaria [105] y en pacientes con sindrome
de inmunodeficiencia adquirida (SIDA), el tratamiento con BEA redujo la incidencia de
coinfeccion de TB en 42.2% y la incidencia acumulada de infecciones oportunistas [106]. En
el presente estudio se utilizé una nueva formulacion de BEA, una formulacion de la misma
molécula miscible en agua, su capacidad para disolverse en agua se deriva de un nuevo
método de sintesis de la molécula. La miscibilidad del agua evita los problemas asociados
con los solventes organicos requeridos para administrar la formulacidn anterior. Los ratones
tratados con esta nueva formulacion de BEA mostraron resultados similares a los del antiguo
andlogo sintético, produciendo un aumento significativo de IFN y TNF, en coexistencia con
la reduccioén de las cargas bacilares pulmonares, aumento de la sobrevida [104] y una
disminucion significativa en la expresion de 11-BHSDI y corticosterona, mientras que 11-
BHSD2 se sobre expreso, asi como la corticosterona. Por lo tanto, como se mostr6 antes de
BEA puede inducir la activacion directa de células CD1 Thl y macrofagos por actividad
directa, y como se muestra en el presente trabajo mediante la supresion de la produccion local
de corticosterona en los pulmones.

La obesidad se asocia cominmente con T2D y otras manifestaciones del sindrome
metabolico [103, 93]. El sindrome metabdlico estd integrado por la obesidad, la
hiperlipidemia y la diabetes tipo 2, que esta relacionado con la resistencia a la insulina en el
tejido adiposo, el musculo esquelético y el higado [103, 94]. En la obesidad y la diabetes tipo
2, los GC son factores patogénicos importantes porque son antagonistas de la accion de la

insulina al afectar la absorcion de glucosa, mejorar la lipdlisis y la gluconeogénesis hepatica
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y promover la protedlisis. Ademas, los GC inhiben directamente la secrecion pancredtica de
insulina, aumentan la secrecion de glucosa al inhibir la gluconeogénesis en el higado y se
oponen a otras acciones metabolicas, como la sefalizacion de insulina y la captacion de
glucosa al inhibir la translocacion del transportador de glucosa GLUT4 a la membrana
plasmatica [107]. Nuestros resultados muestran que, en comparacion con los animales sanos
de control, los ratones con T2D sin infeccion por Mtb mostraron una mayor expresion de 11-
BHSD1 y una fuerte inmunotincion de corticosterona en células epiteliales bronquiales y en
hepatocitos. El tratamiento con BEA disminuy6 esta expresion de enzima y hormona en
pulmon e higado, corrigiendo la concentracion de glucosa en sangre. Por lo tanto, BEA
mejoro las anomalias metabdlicas significativas, siendo la supresion de la expresion del gen
11-BHSD1 uno de los mecanismos. Estos resultados estan de acuerdo con publicaciones
anteriores y extienden nueva informacién, como el aumento de la produccion de
corticosterona en el epitelio de las vias respiratorias de los individuos con diabetes tipo 2, lo
que podria ser un factor para una mayor predisposicion a las infecciones respiratorias. Una
de estas infecciones es la tuberculosis. Nuestros resultados mostraron en ratones T2D / TB
mayores cargas bacilares pulmonares y dafio tisular (neumonia), que en ratones TB; asi como
una menor expresion de IFN y TNF, en coexistencia con una mayor expresion de 11-fHSD1
y una fuerte inmunotincién a corticosterona en el infiltrado intraalveolar inflamatorio
pulmonar, particularmente en macréfagos espumosos. Por lo tanto, parece que la mayor
produccion pulmonar de corticosterona mediada por 11-BHSD1 es un factor que empeora el
curso de la tuberculosis en la diabetes tipo 2, y este podria ser un nuevo objetivo terapéutico.
En este sentido, nuestros resultados sugieren que BEA puede bloquear 11-BHSD1 en el

pulmén y en el higado, convirtiéndose en un tratamiento eficiente para esta comorbilidad.
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Los ensayos para el uso de BEA en el tratamiento de la tuberculosis humana, T2D y la

comorbilidad T2D / TB ahora estan justificados.

Evolucion de Tuberculosis en un modelo murino de Diabetes Mellitus tipo 2 y su tratamiento con
Dehidroepiandrosterona (DHEA)



Manuel Othoniel Lopez Torres

CONCLUSION

El estudio de la comorbilidad T2D/TB desde el punto de vista inmunoendocrino es de suma
importancia para comprender los antecedentes de este binomio, asi como para proponer
mejores estrategias para el control de esta comorbilidad. Los GC activos representan un
factor negativo en el desarrollo de ambas entidades, con un efecto negativo sobre el
metabolismo de la glucosa y el desarrollo de una respuesta inmune no protectora. El
tratamiento con BEA representa una estrategia novedosa como adyuvante en el tratamiento
de TB sola y en comorbilidad con T2D. Por estas razones, es de suma importancia continuar
con el estudio de la BEA a través de su escalada a estudios clinicos para ser utilizados en

pacientes.
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Summary

Tuberculosis (TB) is the leading cause of death from a single bacterial infectious agent
and is one of the most relevant issues of public health. Another pandemic disease is
type II diabetes mellitus (T2D) that is estimated to affect half a billion people in the
world. T2D is directly associated with obesity and a sedentary lifestyle and is frequently
associated with immunosuppression. Immune dysfunction induced by hyperglycemia
increases infection frequency and severity. Thus, in developing countries the T2D/TB
co-morbidity is frequent and represents one of the most significant challenges for the
health-care systems. Several immunoendocrine abnormalities are occurring during the
chronic phase of both diseases, such as high extra-adrenal production of active glucocor-
ticoids (GCs) by the activity of 11-p-hydroxysteroid dehydrogenase type 1 (11-pHSD1).
11-BHSD1 catalyzes the conversion of inactive cortisone to active cortisol or corticoster-
one in lungs and liver, while 11-B-hydroxysteroid dehydrogenase type 2 (11-pHSD2) has
the opposite effect. Active GCs have been related to insulin resistance and suppression of
Th1 responses, which are deleterious factors in both T2D and TB. The anabolic adrenal
hormone dehydroepiandrosterone (DHEA) exerts antagonistic effects on GC signaling
in immune cells and metabolic tissues; however, its anabolic effects prohibit its use to
treat immunoendocrine diseases. 16a-bromoepiandrosterone (BEA) is a water miscible
synthetic sterol related to DHEA that lacks an anabolic effect while amplifying the im-
mune and metabolic properties with important potential therapeutic uses. In this work, we
compared the expression of 11-pHSD1 and the therapeutic efficacy of BEA in diabetic
mice infected with tuberculosis (TB) (T2D/TB) with respect to non-diabetic TB-infected
mice (TB). T2D was induced by feeding mice with a high-fat diet and administering
a single low-dose of streptozotocin. After 4 weeks of T2D establishment, mice were
infected intratracheally with a high-dose of Mycobacterium tuberculosis strain H37Rv.
Then, mice were treated with BEA three times a week by subcutaneous and intratracheal
routes. Infection with TB increased the expression of 11-pHSD1 and corticosterone in the
lungs and liver of both T2D/TB and TB mice; however, T2D/TB mice developed a more
severe lung disease than TB mice. In comparison with untreated animals, BEA decreased
GC and 11-BHSDI1 expression while increasing 11-BHSD2 expression. These molecular

Clin Exp Immunol. 202100:1-14.
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BCG and BCGABCG1419c¢ protect type 2 diabetic mice
against tuberculosis via different participation of T and B
lymphocytes, dendritic cells and pro-inflammatory cytokines
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Comorbidity between Tuberculosis (TB) and type 2 diabetes (T2D) is one of the greatest contributors to the spread of Mycobacterium
tuberculosis (M. tuberculosis) in low- and middle-income countries. T2D compromises key steps of immune responses against M.
tuberculosis and it might affect the protection afforded by vaccine candidates against TB. We compared the protection and immune
response afforded by the BCGABCG1419c¢ vaccine candidate versus that of wild-type BCG in mice with T2D. Vaccination with both
BCGABCG1419¢, BCG or infection with M. tuberculosis reduced weight loss, hyperglycemia, and insulin resistance during T2D
progression, suggesting that metabolic changes affecting these parameters were affected by mycobacteria. For control of acute TB,
and compared with non-vaccinated controls, BCG showed a dominant T CD4 " response whereas BCGABCG1419¢ showed a
dominant T CD87/B lymphocyte response. Moreover, BCG maintained an increased response in lung cells via IFN-y, TNF-a, and IL4,
while BCGABCG1419c¢ increased IFN-y but reduced IL-4 production. As for chronic TB, and compared with non-vaccinated controls,
both BCG strains had a predominant presence of T CD4" lymphocytes. In counterpart, BCGABCG1419c¢ led to increased presence of
dendritic cells and an increased production of IL-1 . Overall, while BCG effectively reduced pneumonia in acute infection, it failed to
reduce it in chronic infection, whereas we hypothesize that increased production of IL-1 8 induced by BCGABCG1419¢ contributed to
reduced pneumonia and alveolitis in chronic TB. Our results show that BCG and BCGABCG1419c¢ protect T2D mice against TB via
different partidpation of T and B lymphocytes, dendritic cells, and pro-inflammatory cytokines.

npj Vacdnes (2020)5:21; httpsy//doi.org/10.1038/541541-020-0169-6

murine models of TB'*'%, and also reduced reactivation after
immusuppression induced by corticosterone administration in a

INTRODUCTION
Tuberculosis (TB) remains as the first cause of death by a single

infectious agent worldwide, as in 2018, TB caused 1.6 millions deaths
and 10 million new cases’. Recent meta-analysis reported that T2D
patients have a twofold to fivefold higher risk to develop TB
compared with patients without T2D**, T2D coexist in 16% of the
newly diagnosed TB cases, and it is estimated that 4.1% of T2D
patients will eventually develop TB*. Current T2D prevalence rounds
425 million cases, and may increase to 629 million people in 2045°,

T2D generates a series of changes that compromises the host
response against M. tuberculosis, as recently reviewed by some
authors®”’, Including altered capadity to present antigens by
macrophages®, activation of monocytes®, and chemoattraction of
immune cells to lung during infection'®. Furthermore, T2D favors
more severe manifestations of TB as compared with those occurring
in patients without T2D'', induding extended lung damage
especially at chronic stages of the comorbidity'>'>. Despite this,
the evaluation of new treatments or preventive measures against TB
in the context of T2D constitutes a poorly explored area'®, with no
report available as of today about the efficacy of protection of any
vacdne candidate against TB in the context of T2D.

The BCGABCG1419¢ mutant strain, a BCG Pasteur derivative, has
been shown to reduce lung pathology at the chronic stage in two

mouse model of latent TB infection (LTBI)'Z. Furthermore,
BCGABCG1419c¢ reduced lung damage at 6 months post reactiva-
tion from latent lymphatic TB'®

We hypothesized that given the capacity of BCGABCG1419c¢ to
reduce lung pathology in nondiabetic mice, it could be more
effective than BCG to afford protection against M. tuberculosis in
T2D conditions, and evaluated its efficacy at acute (2 months), and
chronic (4 months) infection with Mycobacterium tuberculosis
H37Rv in mice with T2D. We went further on to characterize the
contribution of immune cells and key cytokines involved in TB
protection and pathology.

RESULTS

Vacdnation with BCGABCG1419¢ reduces insulin resistance and
body weight loss post infection as compared with BCG in T2D
mice

T2D is characterized by the progressive development of insulin
resistance and a reduced B-cell function'’. To evaluate whether
we established a T2D model in high-fat diet (HFD) plus
streptozotocin (STZ)-treated mice (Fig. 1a), we monitored body
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Abstract: Tuberculosis (TB) is a chronic infectious disease in which prolonged, non-resolutive
inflammation of the lung may lead to metabolic and neuroendocrine dysfunction. Previous studies
have reported that individuals coursing pulmonary TB experience cognitive or behavioural changes;
however, the pathogenic substrate of such manifestations have remained unknown. Here, using a
mouse model of progressive pulmonary TB, we report that, even in the absence of brain infection,
TB is associated with marked increased synthesis of both inflammatory and anti-inflammatory
cytokines in discrete brain areas such as the hypothalamus, the hippocampal formation and cerebellum
accompanied by substantial changes in the synthesis of neurotransmitters. Moreover, histopathological
findings of neurodegeneration and neuronal death were found as infection progressed with activation
of p38, JNK and reduction in the BDNF levels. Finally, we perform behavioural analysis in infected
mice throughout the infection, and our data show that the cytokine and neurochemical changes
were associated with a marked onset of cognitive impairment as well as depressive- and anxiety-like
behaviour. Altogether, our results suggest that besides pulmonary damage, TB is accompanied by an
extensive neuroinflammatory and neurodegenerative state which explains some of the behavioural
abnormalities found in TB patients.

Keywords: Mycobacterium tuberculosis; neuroinflammation; behaviour abnormalities

1. Introduction

Tuberculosis (TB) is an infectious disease caused by Mycobacterium tuberculosis (M. tb) [1] and
is considered a global priority due to the high number of new diagnoses and its 1.2 million deaths
annually [2]. TB is associated with an increased risk of medical comorbidities contributing to a

Int. ]. Mol. Sci. 2020, 21, 9483; doi:10.3390/ijms21249483 www.mdpi.com/journal/ijms
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1 | INTRODUCTION

Tuberculosis (TB) remains a public healthissue and represents the first
cause of death by a single microorganism. In 2018, there were an esti-
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Abstract

As components of the innate immune response, antimicrobial peptides (AMPs) efficiently con-
tribute to infection control and maintenance of a latent state in pulmonary tuberculosis (TB). As
a therapeutic strategy, the administration of recombinant AMPs could be limited by enzymatic
degradation and high production costs. Likewise, strategies based on the induction of AMPs have
generated controversial results. In this study, 2 recombinant type-5 adenoviruses (Ad) expressing
the human p-defensin 3 (HpD?3) or cathelicidin (LL37) were assessed in a murine pulmonary TB
model. Mice infected with either a high dose of a drug-sensitive (H37Rv) or a multidrug-resistant
(MDR) strain of Mycobacterium tuberculosis (Mtb) were treated with a single administration of
AdHpD3, AdLL37, AdGFP (control vector expressing a green fluorescent protein), or saline solu-
tion (SS). Lungs were obtained to determine the bacterial burden, histologic damage, and cytokine
expression at different time points. Mice treated with AdHSD3 or AdLL37 showed significantly
lower bacterial load and pneumonia, and higher proinflammatory cytokine expression than the
control groups AAGFP and SS. A synergistic therapeutic effect could be observed when first- or
second-line antibiotics (ABs) were administered with adenoviral therapy in animals infected with
H37Rv or MDR strains, respectively. Adenovirus-delivered AMP’s administration constitutes a
promising adjuvant therapy for current anti-TB drugs by enhancing a protective immune response
and potentially reducing current AB regimes’ duration.

KEYWORDS
adenovirus, antimicrobial peptides, immunopathology, immunotherapy, tuberculosis

mated 10 million individuals that developed TB and 1.5 million deaths
during that year.! TB’s current treatment consists of a 4-drug regime
for a period of a minimum of 6 months.2 Besides the chronicity, other
concerns of anti-TB therapy are antibiotic (AB) side effects and adher-
ence of subjects to the entire scheme. Due to the above, 16%-49%
of patients fail to complete their treatments.! Moreover, the identi-

Abbreviations: ABs, antibiotics; Ad, type 5 adk

ding the

irus; AdGFP, ad irus

fication of drug-resistant strains (MDR) of Mycobacterium tuberculosis

green fluorescent protein; AdHAD 3, adenovirus encoding the human beta defensin 3;
AdLL37, adenovirus encoding the human cathelicidin; AMPs, antimicrobial peptides; DS-TB,
drug-sensitive tuberculosis; H37Rv, Mycobacterium tuberculosis strain H37Rv; HEK293,
human embryonic kidney 293 cell line; HfD 3, human beta defensin 3; INH, isoniazid; LL37,
human cathelicidin; MDR, multidrug-resistant; Mtb, Mycobacterium tuberculosis; OADC, oleic
albumin dextrose catalase; gPCR, quantitative polymerase chain reaction; SS, saline solution;
TB, tuberculosis.

(Mtb) represents a tremendous challenge for physicians and patients.
The World Health Organization (WHO) recommendations for MDR-
TB patients include the use of additional drugs with higher toxicity and
for substantially more extended periods.2 In individuals with high-risk

J Leukoc Biol. 2021;1-13.
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ABSTRACT ARTICLE HISTORY
Introduction: Tuberculosis (TB) is the first cause of mortality by a single infectious agent in the world, Received 8 January 2018
causing more than one million deaths worldwide as reported by the World Health Organization (WHO). ~ Accepted 22 March 2018
For the optimal control of TB infection, a protective immune response that limits bacterial spread KEYWORDS

without causing damage to the host is essential. Although most healthy individuals are capable of  antibodies; antimicrobial
generating protective responses, patients who suffer pulmonary TB commonly present a defective peptides; cell therapy;
immune function. cytokines; gene therapy;
Areas covered: We intend to highlight the potential of novel immunotherapeutic strategies that pulmonary tuberculosis
enhance and promote effective immune responses. The following methodology was undertaken for

establishing a literature search: the authors used PubMed to search for ‘Pulmonary Tuberculosis’ and

keywords that denoted the novel immunotherapeutic strategies discussed in length in the text includ-

ing antibodies, antimicrobial peptides, cell therapy, cytokines and gene therapy.

Expert commentary: The current therapeutic regimens for this disease are complex and involve the

prolonged use of multiple antibiotics with diverse side effects that lead to therapeutic failure and

bacterial resistance. The standard appliance of immunotherapy and its deployment to vulnerable

populations will require coordinated work and may serve as a powerful tool to combat the ensuing

threat of TB.

1. Introduction TB is not the exception [11-13]. In this review, we intend to
highlight the different types of immunotherapy based on
experimental results obtained basically in murine models of
pulmonary TB, that we consider that have a high potential for
its later evaluation and use to prevent reactivation in persons
with latent infection or to shorten chemotherapy in patients
with active TB.

Tuberculosis (TB) is an infectious disease caused mainly by
Mycobacterium tuberculosis (Mtb) that has a wide variety of
clinical scenarios, of which pulmonary TB is the most frequent.
In 2016, 10.4 million new cases of active TB and 1.3 million
deaths were reported [1]. Hence it is one of the 10 leading
causes of death in developing countries and the leading cause
of death in patients coinfected with HIV [2]. In response to this
problem, several measures have been implemented by the 2. The immune response in TB
WHO, which contributed to produce a slow decrease in the
incidence of TB since 1990 (1.5% per year) and a reduction of
47% in total mortality [3]. However, the global elimination of
TB in the coming decades seems implausible. One of the most
important reasons of this problem is the multiple limitations of
current pharmacological treatment, although it is effective
against most cases of drug-sensitive TB; the need for its pro-
longed use and high toxicity [4,5] as well as the socioeco-
nomic conditions of the patients have resulted in a constant
abandonment of treatment and the emergence of multidrug-
resistant TB (MDR-TB) strains [6,7]. Despite the recent devel-
opment of some useful drugs for TB caused by MDR strains,
cases of resistance to these new medications have already
been reported [8-10]. The discovery and application of immu-
notherapies to improve the protective immune response in
infectious diseases remains a promising field and pulmonary

The immune response in pulmonary TB, a fine-tuned interac-
tion of diverse innate and adaptive immune cells and mole-
cules, is shaped by genetic and environmental factors of the
bacteria and the host.

Mtb is generally transmitted through small inhaled particles
coughed from an individual with active pulmonary TB. These
particles enter the airways, where they can reach bronchial
and alveolar epithelial cells that generate protective immune
responses against Mtb infection mainly through the produc-
tion of antimicrobial peptides (AMPs) (surfactant lipid mono-
layer, defensins), and through priming of other subsets of
specialized innate immune cells including mucosal-associated
invariant T cells (MAIT), natural killer (NK) T cells, and y&
lymphocytes [14,15]. The recruitment of dendritic cells (DCs)
to the site of infection and the later priming of naive T cells

CONTACT Rogelio Heméandez-Pando @ rhdezpando@hotmail.com @ Section of Experimental Pathology, Department of Pathology, National Institute of Medical
Sciences and Nutrition Salvador Zubiran, Vasco de Quiroga No. 15 Colonia Belisario Dominguez Seccién XVI Delegacion Tlalpan CP 14080, México City, México
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deleterious high production of cortisol and its correction by dehydroepiandrosterone
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Diabetes is a well recognized like a risk factor for Tuberculosis (TB), with a 3-fold susceptibility rate
increase. Although diverse studies have found several immune abnormalities in DM that favor TB
development, the immune-endocrine mechanisms of this comorbidity have not been studied. Both
diseases are characterized by excessive glucocorticoid production, apparently by the overstimulation
of 11-B-hydroxysteroid dehydrogenase type 1 (11-BHSD1). This enzyme has reductase activity for 11-
ketosteroids products, favors the conversion of inactive cortisone to active cortisol, and it seems that in
DM the high activity of 11-BHSD1 can increase cortisol production favoring insulin resistance and
suppression of Th-1 response that could contribute to the high susceptibility of TB, also suggesting
that blocking this enzyme could improve glucose metabolism and favors the protective Th-1 response
in TB. This 11-BHSD1 blocking activity is exhibited by the adrenal steroid hormone
dehydroepiandrosterone (DHEA) or its synthetic analog 16-alpha-bromoepiandrosterone (BEA, SD
Chem), which is a modified androstane hormone without androgenic effects. In this work, this effect
was studied using a BALB/c mouse model of DM-2 and TB, treating DM mice with BEA after two
months of intratracheal infection with a high dose of M. tuberculosis reference strain H37Rv. This
treatment produced significant reduction of hyperglycemia, liver steatosis, pulmonary bacillary loads
and pneumonia. Thus, it seems that high 11-BHSD1 activity in DM and TB produce high cortisol
production that is deleterious in the comorbidity DM/TB, and using glucocorticoid antagonist hormones
such as DHEA or BEA is a beneficial and novel therapy for both diseases.
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In the last three decades, 314 million new cases of Diabetes Mellitus (DM) were
reported. This pandemic disease is a well-recognized risk factor for Tuberculosis (TB)
with a 3-fold susceptibility rate increase.

Although studies have found several relations between TB and DM, the specific mech-
anisms and factors that make diabetic patients more susceptible to developing TB are
not yet fully understood. Both diseases are characterized by excessive glucocorticoid
production and the overstimulation of 11-B-hydroxysteroid dehydrogenase type 1
(11-BHSD1). This enzyme has reductase activity for 11-ketosteroids products and
favors their conversion to cortisol. Steroid hormones, such as dehidroepiandrosterone
(DHEA) or its synthetic analog 16-alpha-bromoepiandrosterone (HE2000), which is
amodified androstane adrenal hormone without androgenic effects, display immune
restoration activity in several infectious and metabolic diseases. Thus, hypercortisolism
and decreased DHEA production could contribute to immune suppression in TB-DM
individuals. Therefore, we assessed the effect of HE2000 in TB progression in the
presence of DM2 in an experimental murine model.

Our results showed that HE2000 diminished bacterial load in lungs in comparison
with vehicle control. However, the half-life of the animals was reduced. These results
suggest that steroids play a key role in downregulating the immune response and their
modulation during comorbid diabetes contributes a reduced immune response that is
less effective in controlling bacterial replication within the lungs. The results suggest
that HE200 is a potential candidate as an immune adjuvant with standard antibiotic
therapy in the disease.
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