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RESUMEN

STREBER JIMENEZ MARIA DE LA LUZ Alteraciones de la estructura y funcien del eje Hipotalamo-
Hipofisis-Adrenal durante la evolucion de la tubercuiosis pulmonar experimental murina (bajo la direccion
de. Dr. Rogelio Hernandez Pando, M.C. Radl Mancilla Jiménez, M.C Vicente Diaz Sanchez)

La respuesta inmunolégica protectora en ia tubercuiosis depende de los linfocitos T cooperadores tipo 1
(Th1) que producen IL-2 e interferon-gama {IFN-y), en colaboracién con células citoliticas vy macrofagos activados
que secretan IL-1 y TNF (Factor de Necrosis Tumora!). Cuando fa enfermeadad progresa las célutas T tipo 2 (Th2)
producen [L-4 e IL-10, creando un balance mixto Th1/ThZ, que conduce al agravamiento de !z enfermedad En este
trabajo, durante la infeccidn por Mycobacterium tuberculosis se investigt la correlacién entre las alteraciones
morfolégicas y funcionales que sufren los pulmones con las modificaciones al eje HHA para asi lograr la
manipulacidn de la respuesta inmunologica protectora mediante la administracidn exdogena de hormonas
androgénicas adrerales. Dado que los glucocorticoides estimulan a las células Th2, mientras que los andrdgenos
adrenales activan a los linfocitos Th1, la admimistracion exdgena desde el principio y en forma continua de los
andrégenos adrenales prolongara la respuesta patrén de tipo 1, mientras que la administracion en forma combinada
de andrégenos adrenales y glucocorticoides lograra revertir de un patrén mixto a un patrén tipo 1. Se inoculd
intratraquealmente Mycobacterium tubercuiosis H37Rv a ratones singénicos machos BALB/c de 6 a 8 semanas de
edad. Se sacrificaron en diferentes tiempos. En los pulmones se estudio la histopatologia, morfometria v por
inmunohistoquimica la localizacion y produccién de IL-1,24 y TNF. También se determinaron las Unidades
Formadoras de Colonias bacterianas (UFC). Las adrenales se pesaron y se estudiaren por microscopia de luz v
electronica. En el hipotalamo se determing la expresién del Factor Estimulante de Corticotrofina por hibridacion
sffu cuantitativa. La enfermedad mostrd en su evolucidn dos fases: aguda y crérica. La aguda correspondid al primer
mes post-infeccion y se caracterizd por presentar infiltrado nflamatorio en el pulman con formacion de granulomas,
predominio de actividad tipo 1 y elevada produccion de IL-1 y TNF. en coexistencia con hipertrofia adrenal. En
comparacion, la cronica se inicid al mes de infeccion, se caracterizd por neumonia progresiva asociada a un balance
mixio Th1/Th2 y con atrofia acentuada de las adrenales. También se analizd la evolucion de 1a enfermedad en
animales tratados con androgenos adrenales exégenos: Dehidroepiandrosterona (5-androsten-33-ol-17-uno, DHEA)
y su derivado, Androstenedicl (5-androsten-3R-17R3-diol, AED) administrados en |a fase aguda, y en la fase cronica,
en combinacion con corticosterona. La administracion de andrégenos adrenales desde el principio de la infeccién
induje una disminucién de las UFC y un incremento en a sobrevida. Un efecto bensfico similar, se cbservd en
animaies en la fase crénica {diz 60) v a los que sg les transplantaron adrenales de animales sanos o que se les
administraron en combinacién androgenos adrenales y glucocorticoides {corticesterona). La administracion exdgena
de las hormonas androgénicas durante la fase aguda de la infeccion produce un efecto de potenciacion v
prolongacion del patron de citocinas tipo 1. El tratamiento hormonal en la fase crénica logra una reversion parcial det
patron tipo 2 al de tipo 1. En conclusion, al existir profundas alteraciones del sistema neuroenddcrino durante el
curso de la tuberculosis pulmonar experimental se altera la respuesta inmune protectora. E| estudio de este
fenomeno constituye una nueva faceta en la patogenia de la enfermedad Yy permite la posibilidad de implemantar

tratamientos novedosos gue pudieran ser de utilidad en la terapia de la tubercutosis humana.



SUMMARY

STREBER JIMENEZ MARIA DE LA LUZ. Structure and function alterations of the Hypothalamic-Pituitary-
Adrenal Axis throught the evolution of murine experimental pulmonary tuberculosis (Director. Dr. Rogelio
Hernandez Pando, Co-~directors: M.C Raul Mancilla Jiménez, M.C. Vicente Dizz Sanchez}

Protective immunologic response in tuberculosis depends on the T helper lymphocytes or Type 1 (The1)
producing IL-2 and Interferon gamma (iFN v), in cooperation with cytolitic cells and activated macrophages producing
IL-1 and Tumor Necrosis Factor (TNF). When the disease progresses, the T helper cells of class 2 (Th-2} produce
it-4 and 10 increasing therr activity and creating a mixed balance (Th-1+Th-2), which leads to the disease's
aggravation. In this work, the morphological alterations of the adrenal glands during the course of munne
expenmental pulmonary tuberculosis were investigated Since glucocorticoids stimulate Th-2 cells, while the adrenal
androgenic steroids activate Tht lymphocytes, we analyzed the morphological and immunological medifications
produced by the exogenous adrenal steroid administration to search if they were reversed from a standard Th-2 to
Th-1 type. Live and virulent bacilli were inoculated intra-traqueally (strain Mycobactenum tuberculosis H37Rv} to
syngeneic male BALB/c mice 6 to § age-weeks-old. The animals were killed in different periods of time. The lung
was studied by histopathology, morphometry and immunohistochemistry (IL-1.2,4 and TNF). The bacterial Colony
Forming Units (CFU) was determined. The weight of the adrenals was recorded and they were studied with light and
electron microscopy. The expression of the Corticotrophin Releasing Factor (CRF) was determined by quantitative
nybridization in-situ {HIS) in the hypothalamus. The evolttion of the disease was analyzed in animals treated with
exogenous adrenal steroids dehydroepiandrosterone (5-androsten-3R-ol-17-uno, DHEA} and androstenediol (5-
androsten-3f-17R-diol, AED} administered in the early and advanced phase of the disease. The evolution of the
disease showed two phases: acute and chronic. The acute phase corresponded to the first month of infection. It was
characterized by inflammatory cells infiltration, granulomata, with a predominance of Th-1 and with a high production
of IL-1 and TNF, in @ co-existence with adrenal hypertrophy. In comparison, the chronic phase began at month of
infection, and it was characterized by progressive pneumoria associated with a mixed balance Th-1/Th-2 and
adrenal atrophy. The adrenal steroids administration when the infection started, induced a reduced tissue damage,
reduction of the CFU and increment of the survival rate. A similar beneficial effect was observed in chronic infected
animals which were franspianted with adrenals from healthy animals or with the administration of glucocorticoids
(carticosterone) combined with adrenat androgenic stercids. In the acute phase, an effect of magnification and
prolongation of Th-1response is achived with the exogenous administration of the hormones. In the chronic phase a
partial reversion of the standard Th-2 to type Th-1 is achieved. These results contribute to the knowledge cof the

disease’s pathogenesis and it isads to proposing nove! treatments which could be usefull In the treatment of human
tuberculosis.
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ABREVIATURAS

a.a. aminoacidos

AED+C Androstenediol mas ceorticosterona

AM. Aceite Mineral

AMPc monofosfato de adenosin ciclico

A.O. Acelte de Oliva

CIR céulas inmuno-reactivas

DHEA+C Dehidroepiandrosterona mas corticosterona
DHEAS suifato de dehidroepiandrosterana

DTH Delayed Type Hipersenstibity= prueba de hipersensibilidad tardia
D.0. Densidad Optica

ELISA Enzyme Linked Immuno Assay, ensayo inmunoenzimatico
ERK cinasas reguladas por sefiales extracelulares

FLC Factor Liberador de la Corticotropina

GH growth hormone= hormona del crecimiento

GCS glucocorticoides

HC hormona del crecimiento

H.H.A, eje Hipotadlamo Hipodfisis Adrenal

IEN-y interferdon gamma

g Inmunogiobuiina

IL- Interleucina

MIF  factor de ia inhibicién de la migracién de macréfagos
O.H. alcohol, metanol

11R-HS8D 11R-hidroxiesteroide deshidrogenasa

PKA protein cinasa A

PKC protein cinasa C

PPD purified protein derivative, derivado proteico purificado
SAPK protein cinasas activadas por estrés

S.C. subcutanea

Th linfocito T cooperador

TNF-c turmmor necrosis factor= factor de necrosis tumoral alfa
UFC Unidades Formadoras de Colonias
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INTRODUCCION

LA TUBERCULOSIS (TB).
El Origen.

La TB era endémica en los animales del periodo paleolitico antes de que
afectara al hombre. Las primeras infecciones del humano casi seguramente se
originaron por comer carne infectada o por beber leche contaminada (Bates JH, 1993).
La TB es una enfermedad conocida en la antigiiedad, como nos lo indica el hallazgo de
la Enfermedad de Pott en un esqueleto de! neolitico. No se distribuye igual o
simultaneamente en todo el mundo (Eliner, 1994).

El estudio genético reciente de las diversas especies de micobacterias
proporciona la evidencia de que la evolucion de Mycobacterium tuberculosis (M.
tuberculosis) se dié desde bacterias saprofiticas de suelo a M. bovis la cual ataca a un
espectro mas amplio de animales inferiores y entonces evoluciond a M. tuberculosis
con lo que su patogenicidad se limité en su mayor parte al humano (Stead, 1997).

Epidemiologia.

En el pasado decenio del siglo XX, un estimado de 90 millones de casos de TB
ocurrieron, resultando en cerca de 30 millones de muertes, la mayor cantidad de
mortalidad asignada a cualquier otro patdgeno humano. La mayoria de estos casos
ocurrieron en los paises en desarrollo, pero en el mundo industrializado, despues de un
siglo de declinacion progresiva de la enfermedad, se ha visto un aumento en los casos
de TB en afos recientes (Young, 1995).

La epidemiologia de TB en los EUA ha cambiado dramaticamente desde 1985,
con una incidencia creciente de TB a través de 1992 y con una tendencia ascendente
que comenzo en 1993. El aumento en la incidencia de TB se atribuyd a la epidemia del
HIV (virus de la inmunodeficiencia humana), aumentado por la inmigracion desde
paises con una alta prevalencia de TB y con la disminucion en recursos disponibles a
los programas de control de la TB (McCray, 1897). Debido a la re-emergencia de la TB
en 1993, la Organizacién Mundial de la Salud la declaré una emergencia global en
salud publica (Porter, 1994).

La TB en los nifios es un problema globalmente creciente, atin en muchos
paises industrializados. Con una Incidencia ascendente, se debera encarar
nuevamente el desafio de las presentaciones innumerables de esta enfermedad. La
multiresistencia a antibioticos y la coinfeccion con el HIV produce las complicaciones
adicionales actuales. El interés renovado en la TB ha conducido al progreso en la
comprension de los mecanismos antibacterianos, la regulacion de la respuesta inmune
Th1/ Th2, los factores de virulencia y ta potencialidad de desarrollar agentes

inmunoterapelticos para reducir la duracion de la terapia antituberculosa. (Costello;
1995).
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La tuberculosis en los animales.

La tuberculosis se d& primariamente por la transmision de la enfermedad
respiratoria de la infeccion dentro de y entre especies, principalmente por la ruta del
aerotransporte. El M. bovis, la causa de la tuberculosis vacuna, tiene una gama de
hospederos excepcionalmente amplia. Las especies susceptibles incluyen al ganado,
al humano, primates, cabras, gatos, cerdos, bufalos, zariglieyas, ciervos y bisontes.
Muchas especies son susceptibles, incluyendo al hombre, funcionan como hospederos
en donde la infeccion se mantiene. En los paises donde hay transmisién de infeccion
de la fauna silvestre endémica que infecta a poblaciones pecuarias y a otros animales
bajo crianza, por lo que la erradicacion no es factible y las medidas de controt deben
aplicarse indefinidamente. Los métodos posibles para delimitar la diseminacion de
infeccion desde la fauna silvestre al ganado incluye el uso de vacunas. La infeccion
con M. bovis es reconocida como un problema principal en salud publica cuando éste
organismo se transmite por la leche de vacas infectadas. Con la introduccion de la
pasteurizacion, esto ayudo a eliminar el problema. Hay grupos de personas que
trabajan en granjas o en mataderos y son los grupos ocupacionales mas probables
para desarrollar la enfermedad pulmonar (O'Reilly, 1995).

Situacion de la TB en México.

La TB es uno de los problemas de salud publica mas importantes en el pais. En
el ano de 1998 se reportaron cerca de 16 000 casos en promedio y se registraron 5 mil
muertes (b.- DG Epidemiologia, 1998). En el afio de 1999 el total de casos acumulados
fué de cerca de 18 000 casos (DG Epidemiologia, 1999).

En nuestro pais la Secretaria de Salud emitio la Norma Oficial Mexicana NOM-
006-SSAZ para la Prevencion y Control de la Tuberculosis en la atencién primaria de la
salud, publicada en el diario oficial del 26 de enero de 1995. (SSA, NOM) Sin embargo
la tuberculosis contintia siendo un serio problema de salud publica, tanto en zonas
rurales como urbanas, ya que como método diagnostico en el 80 % de los casos se
utiliza la baciloscopia de 3 muestras de espectoracion con la tincion de Ziehl Nielsen,
ademas de que los medicamentos utilizados para su tratamiento como son isoniacida,
rifampicina, pirazinamida y netambutol no estan controlados y no es raro que sean
prescritos para otras enfermedades lo que ha originado problemas de resistencia
primaria (b.-DG Epidemiologia, 1998).

El mayor porcentaje (34.14 %) de casos de TB pulmonar se da en el grupo de
edad de 25 a 44 afos (DG Epidemiologia, 1997).

L.a incidencia de TB pulmonar en 1995 con mayor morbilidad se presentd en los
estados de Guerrero y Chiapas, con una tasa de 39.7- 51.5 por cada 100 000
habitantes (a.-DG Epidemiologia, 1998).

Por su riesgo de infeccion esta clasificada dentro de! nivel Ill de seguridad
biolégica, ya que es una especie patégena estricta y hay un riesgo elevado de
transmision por via aérea al experimentador y como consecuencia puede haber una
infeccion severa que puede ser mortal (Fennelly, 1997).
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Desde 1882, en todo el mundo, el 24 de marzo se celebra el Dia Mundial de la
Tuberculosis,

Las micobacterias.

La bacteria M. tuberculosis se tifie uniformemente o en forma irregular, es gram-
positiva, se define como un bacilo acido alcohol resistente (BAAR), con la tincion de
Zieht-NeelsenNeelsen, de forma recta o bastones ligeramente curvos, mide 0.3-0.6 um
de ancho y 1-4 uym de largo. Forma ocasionalmente hilos. No es mévil.. Es aerobia,
de crecimiento lento: su curso de generacion in vitro bajo la condicion éptima es en 14
a 15 hrs. El crecimiento Optimo es a 37 °C y el pH es de 6.4-7.0. Es estrictamente
parasitaria, su forma de transmisién es por el polvo y gotitas respiratorias. La
enfermedad es la tuberculosis pulmonar pero puede ser extrapulmonar (Lentner, 1992)

La micobacteria tiende a tener una disposicion en cordones, es formadora de
colonias rugosas no pigmentadas que tardan de 2 a 8 semanas en crecer, en medio
inclinado de Lowenstein-Jensen, productora de niacina y pirazinamidasa, reductora de
nitratos y no productora de catalasa ni arilsulfatasa e inhibida por NAP (p-nitro-p-
acetylamino-B-hydroxi-propiofenona) (Nolte, 1995).

PATOGENIA DE LA TB.

La tuberculosis es una enfermedad infecto contagiosa de curso crénico que
afecta profundamente a la respuesta inmunologica (e~ Rook, 1996). La via de
infeccion mas frecuente es la aerdgena por lo que la forma mas comun de TB es la
pulmonar, pero también es importante la via digestiva por la contaminacion de la leche
y sus derivados y constituye una zoonosis (Bloom, 1994).

Para la infeccion pulmonar se requieren ciertos factores:

1. La dosis infecciosa es muy baja, cominmente de 1-5 bacilos tuberculosos. 2. El
primer implante puede ocurrir en cualquier parte de los pulmones. 3. La lesion
cavitaria, caracteristica de la enfermedad, se ubica frecuentemente en las regiones
apicales de los pulmones. 4. Considerando que el implante primario puede ocurrir en
cualquier parte pulmonar, para ta progresidn desde la infeccidon a la enfermedad, los
bacilos tuberculosos deben de tener acceso a las regiones vulnerables en el apice de
los pulmones. Por medio de la via aerégena, se requiere que existan episodios
repetidos de infeccion, asi como la probabilidad de un implante que ocurra en las
regiones vulnerables (Balasubramanian, 1994).

Las micobacterias como patégenos intracelulares, sobreviven y crecen en los
macrofagos del hospedero. Los bacilos entran en el macréfago por medio de varias v
distintas moléculas de superficie de la célula, por ejemplo los receptores a manosa.
Después de la fagocitosis, el mantener el crecimiento bacteriologico intracelular,
depende de la capacidad para evitar la destruccion por el macréfago mediante
defensas tales como: enzimas lisosomales, el oxigeno reactivo e intermediarios de
nitrégeno reactivo, ademas de evitar la fusion de los lisosomas (Ragno, 1997).
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Después de ser fagocitado el bacilo por los macrdfagos alveolares, ésto induce a
la activacton de dichas células con la produccion de diversas citocinas como 1L-1 y
TNF, que inducen a la destruccidn directamente del bacilo tuberculoso a través de Ia
generacion de radicales libres de oxigeno y nitrégeno e inducen a la activacion de los
linfocitos T CD4 de clase 1, dichas células son ademas activadas por la presentacion
de antigenos micobacterianos por los mismos macrofagos infectados. Las células CD4
de tipo 1 producen a su vez sus propias citocinas como la interleucina 2 (IL-2) e
interferon gamma (INF), que activan todavia mas a la poblacion macrofagica y
promueven la destruccion activa del bacilo y en consecuencia permiten el control
temporal de la enfermedad (b.- Rook-GA, 1994). Una de las manifestaciones
morfologicas de éstas interacciones celulares es la formacién de granulomas, éste
elemento histoldgico distintivo de la TB se le considera también como una
manifestacion histolégica de la inmunidad celular, la cual también se expresa en la
clasica respuesta de hipersensibilidad cutanea tardia (lochim, 1983).

El concepto de inmunidad celular surgi® con la TB y es la encargada de la
proteccion en la infeccion, es representada por los macréfagos, linfocitos CD4 de tipo 1,

las células citoliticas CD8 y el espectro de citocinas que producen el patrdn tipo 1 {(c.-
Rook; 1994).

Se ha demostrade que la inmunidad humoral, en general, no tiene una
participacion relevante en la proteccion (Laal-S; 1997) pero hay una produccion de

auto-anticuerpos que pueden correlacionar con la gravedad de la enfermedad
(Rajalingam; 1996).

Existen diversos factores de origen bacteriano y de la misma respuesta
inflamatoria que conducen al desbalance de la respuesta protectora, facilitando con
esto la progresion de la enfermedad. Existen moléculas en la pared de M. tuberculosis
como es el lipoarabinomanano que inactivan a los macrofagos (Notte, 1995) y factores
propios de las respuesta inmunol¢gica como la produccidon excesiva de citocinas
linfociticas del patrdn tipo 2 (interleucinas 4 y 10), las cuales antagonizan a las citocinas
del patron tipo 1 y desvian a la respuesta de inmunidad celular a la producciéon de
anticuerpos y por lo tanto a un patrén tipo 2, ademas de que en este contexto de
citocinas macrofagicas protectoras, como el TNF se convierten en factores inductores
del dafo tisular como es la necrosis y la fibrosis (c.- Hernandez-Pando; 1994). Ademas
de que la sobreproduccién de citocinas anti-inflamatorias como el factor de
transformacion del crecimiento B (TGF-B) el cual es un potente inmunosupresor de la
inmunidad celular, lleva a que la enfermedad progrese y se vuelva cronica v
eventualmente conduzca a la muerte del individuo (b.- Hernandez-Pando; 1997).

Los antecedentes genéticos también juegan un papel muy importante en la
enfermedad, pues en el ratdn, en el cromosoma 1, el locus Beg (ity, Lsh) controla la
capacidad del macrofago en los tejidos para restringir la replicacion de parasitos
intracetulares antigénicamente no relacionados y por lo tanto determina la resistencia
natural (BCG- Resistente, dominante) o la susceptibilidad (BCG- Susceptible, recesivo)
de los ratones a la infeccién con patégenos diversos, que incluye varias especies de
Mycobacterium, Salmonella typhimurium y Leishmania donovani. El gen Bcg también



10

se le llaman Nramp, por sus siglas en inglés "natural resistance associated macrophage
protein” que es una proteina transportadora (Malo,1994).

Células que participan en la respuesta inmunologica a la TB.

Los linfocitos T juegan un papel dominante en la reaccién inmune a las
infecciones por micobacterias. La mayoria de los antigenos micobacterianos son
reconocidos por Los linfocitos T CD4+ y CD8+ alfa-beta, asi como también por lL.os
linfocitos T delta- gamma. Los antigenos reconocidos por Los linfocitos T CD4+ se han
estudiado con detalle, con interés particular en las proteinas, lipoproteinas vy proteinas
de chogue térmico. El péptido traza de varias proteinas micobacterianas ha sugerido
que muchos de sus epitopes se reconocen permisivamente dentro de un marco del
complejo principal de histocompatibilidad (MHC) clase II, tanto en humanos como en el
raton. Este hallazgo alienta para el desarrollo de los vacunas de subunidades y
aplicaciones como reactivos diagndsticos (Vordermeier, 1995). Se ha demostrado que
el epitope inmunodominante es el p61-80 de M. tuberculosis, es una proteina de
19,000 de peso molecular que se reconoce de manera genéticamente permisiva. El
reconocimiento permisivo de p61-80 se dié en 3 haplotipos (H-2B, d y k) en el raton.
En todos los tres haplotipos, las reacciones a p61-80 eran restringidas por el MHC [-A
de moléculas clase Il {Harris, 1995).

En humanos, se realiz6 un estudio para comparar el porcentaje de linfocitos T
gamma/delta en la sangre periférica de pacientes negativos y pacientes con la infeccion
de M. tuberculosis pero positivos a la tuberculina v controles saludables. No se
encontrd ninguna diferencia en el porcentaje de linfocitos T gammal/delta entre
pacientes y controles, sin embargo, cuando los pacientes se dividieron en dos grupos
segln la reactividad o no a la reaccién de piel de Mantoux un porcentaje superior de
linfocitos T gamma/delta se encontrd en la sangre periférica de pacientes con anergia a
la tuberculina que en los controles o pacientes positivos a la tuberculina. El porcentaje
alto de celulas T gammaldelta en los pacientes anérgicos a la tuberculina pueden
reflejar un cambio en la reaccién inmune hacia una direccion Th2 caracterizada por la

produccion aumentada de anticuerpos y disminuida de la inmunidad celular (Baliko,
1997).

Se ha observado que la hormona del crecimiento (GW) juega un papel
importante en la estimulacién in vitro de los macréfagos para la produccidon mas
eficiente de H,0,, ya que tienen un efecto parecido al del interferdn gamma, pero a
diferencia de éste, no sinergiza para la produccidn de TNF con las endotoxinas,
ademas de que no altera la morfologia o la adherencia del monocito en la fagocitosis y
destriccion del M. tuberculosis, por lo que sus efectos sobre los monocitos humanos in
vitro parecen limitarse para la liberacion de intermediarios del oxigeno reactivo. (
Warwick-Davies, 1995).

Las celulas NK (natural killers), no-T. no-B son los linfocitos inmunes efectores,
que se localizan en muchos érganos, incluyendo el higado, asi como también en la
circulacién. Muchas células contienen granulos densos reactivos a la perforina, pero no
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tienen ninguna actividad citolitica convencional contra YAC-1. Expresan
constitutivamente el ligando de Fas (Fasl) y especificamente matan a las células
blanco Fas positivas por fragmentacion del ADN. Esta actividad mediata por Fas-Fasl
es mejorada por el factor inductor de IFN-gamma, una citocina que es producida por las
celulas de Kupffer activadas, pero no es afectada por otras citocinas tales como 1L-12,
IL-1-beta, y TNF-alfa. Estos hallazgos sugieren que las células NK hepaticas participan
en los reaccion inmunes como células efectores mediante el sistema Fas-FasL en
colaboracion con las citocinas de las células Kupffer (Tsutsui: 1996).

También se ha demostrado que todas las cepas micobacterianas crecen mas
activamente en fibroblastos que en macrofagos de médula 6sea ya que los fibroblastos
son capaces de segregar mediadores que estimuian la infeccion por micobacterias
patogenas. Estos resultados se han discutido desde el punto de vista de los
interacciones micobacterias- fibroblasto y su papel final en la modulacion inmune de la
reaccion del hospedero a micobacterias invasoras (Rastogi; 1992).

El cambio de Th1 a Th2.

Las citocinas como grupo de mediadores polipetidicos, juegan una gran variedad
de papeles reguladores en mecanismos de defensa de hospedero y en la homeostasis.
Sus efectos (que pueden ser supresores o estimuladores) se basan en ja proliferacion
celular, diferenciacion, activacion y motilidad. Ademas, las citocinas pueden ejercer
efectos citodestructivos sobre agentes infecciosos o sobre células tumorales, o©
directamente por la activacion de células con potencial citodestructivo.  Cualquier
citocina puede tener muchos efectos bioldgicos diferentes, sin embargo, dos citocinas
distintas pueden tener actividades similares o idénticas. Las citocinas pueden
clasificarse en base a su célula de origen, su espectro de actividad, la categoria de
actividad de su influencia, las células que son sus blancos, o sobre hallazgos
especificos de su ligando-receptor. El modo de accion de muchas de las citocinas
involucra sucesos tipicos de traduccion de sefiales, tales como la fosforilacion de
proteinas.  No obstante, su papel en procesos patoldgicos ha proveido del
conocimiento fisiopatoldgico de enfermedades autoinmunes y alérgicas, asi como
también de una gran variedad de desdrdenes sistémicos (Cohen;1998).

Dentro de la respuesta humana a la infeccidon con M. tuberculosis los
componentes claves de ésta reaccion son las citocinas y otros componentes de la
inmunidad celular, predominantemente Los linfocitos T y los macréfagos. Aunque las
relaciones entre l0s componentes de la reaccion inmune son complejas, las citocinas
tales como TNF-alfa e IL-1 beta sirven para reclutar mas linfocitos, generalmente del
fenotipo Th (h, helper= ayudante o cooperador), que entonces produce sustancias
tales como el factor activador de macréfagos, ademas los macréfagos activados por
IFN-gamma pueden lisar mejor a las micobacterias intracelulares y de esta forma
controlar la infeccidon. El papel de otras citocinas, tal como IL-6 e IL-8, es menos claro,
sin embargo hay evidencias de que cuando una reaccion Th2 es super-impuesta sobre
una reaccion TH1 pre-existente, el sitio inflamatorio llega a ser exquisitamente sensible
a las citocinas, produciendose dafio por necrosis. Este cambio de Th1 a Th2 puede
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darse por sutiles cambios endocrinologicos que alteran la reaccion a M. tuberculosis
{d.- Rook; 1994).

Se ha despertado mucho interés en los factores que controlan el perfil de
citocinas de los linfocitos T cooperadores (Th), y la atencion se ha enfocado en la
retroalimentacion desde las citocinas en si mismas, ya que en general, las citocinas
Th1 promueven la actividad tipo 1 e inhiben la actividad Th2 y viceversa, Por o tanto
ambas reacciones Th1 y Th2 deberian ser estables, sin embargo, in vivo, muchas
reacciones comienzan predominantemente como Th1 y posteriormente surge el cambio
a Th2. & por qué sucede ésto parece ser la clave para entender la patogenia de
diversas enfermedades de curso crénico (d.- Rook; 1994)

Alteraciones endocrincldgicas en la TB.

Las interacciones entre el sistema inmune vy el sistema neuroendocrino existen
gracias al dialogo permanente que existe entre éstos sistemas a través de las
hormonas, neuropeptidos y citocinas en condiciones fisiologicas y patoldgicas, como es
en el caso de enfermedades infecciosas crénicas (Savino, 1995).

Se han observado dichas alteraciones en la TB, ya que el eje hipotalamo
hipofisis adrenal (HHA) se encuentra alterado en los tuberculosos, pues presentan
niveles séricos de cortisol elevados, llevando a la pérdida del ciclo circadiano normal,
ademas de una falta de respuesta a la hormona ACTH, que es la que reguia la
secrecion de hormonas por parte de la adrenal (Ellis ,1986). En la infeccion activa, las
glandulas estan aumentadas de tamafo, mientras que en una TB avanzada el
resultado son glandufas atroficas (Barnes, 1989). Dependiendo de la severidad de la
enfermedad se ha encontrado una prevalencia del 0 al 55% de hipoadrenalismo, lo que
tiene un impacto en la morbilidad y mortalidad de los pacientes. Contrasta con esto Ia
prevalencia del 90% de los pacientes con el sindrome eutiroideo vy el 72% de

hipogonadismo hipogonadotrofo en los pacientes con tuberculosis pulmonar actriva
(Post, 1994).

En los humanos, la pérdida del ritmo diurno de secrecion de cortisol, ocasiona
una mayor ocupacién de los receptores a mineralo y glucocorticoides, por lo que los
linfocitos T, que expresan casi exclusivamente receptores a glucocorticoides, estan
bajo la influencia del cortisol y por lo tanto en un estado de supresion durante 24 hrs.
Por ofro lado, la disminucién en los niveles séricos de DHEA en los humanos a partir de
los 30 afios de edad es un factor que también se asocia con el problema de la
reactivacion de la enfermedad (h.- Rook, 1997).

En el modelo experimental murino de TB pulmonar, cuando los ratones se
infectaron con la cepa virulenta H37Rv de M. tuberculosis por la ruta intratraqueal, se
encontrd que al registrar el peso de las adrenales, éste se modificaba conforme
avanzaban los dias de infeccion, ya que habia un aumento de peso, hacia el dia 14 vy
21; posteriormente el peso disminuye, llegando a una disminucién adn por debajo del
peso inicial, hacia el dia 120, lo que hizo pensar que al igual que en los pacientes
tuberculosos, los ratones sufrian un desbalance endocrinoldgico. Los resultados
sugirieron que los patrones de liberaciéon de citocinas provocados por la infeccion, eran
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la causa de los cambios adrenales. A pesar de que las adrenales no mostraron
infeccion, todas las capas de la corteza adrenal se afectaron, pero la médula era
normal. Los estudios al microscopio electrénico mostraron células en apoptosis. La
hipersensibilidad de tipo retardado (DTH) en el cojinete plantar, mostré diferencias en
su sensibilidad al TNF-w«. Al inyectar el TNF en los sitios de DTH durante la fase de la
hipertrofia adrenal, no se observo ninglin incremento en la inflamacion a las 48 h. Sin
embargo las inyecciones similares de TNF en la fase de atrofia adrenal resulté en una
inflamacion al doble en los sitios de DTH. Estos resultados sugieren que el modelo de
la liberacion de citocinas provocada por la infeccion, modulaba los cambios adrenales,

quizas en la sinergia con productos derivados de las mismas micobacterias (a.-
Hernandez-Pando; 1995).

Fenomeno de Koch.

Robert Koch (1845-1910), describio por primera vez el agente causante de la TB
en 1882, y en 1891 describio la fina linea que existe entre ia proteccion vy la patologia
enla TB (Ehlers, 1994). El describio, que 4 a 6 semanas después del establecimiento
de la infeccidn en cobayos, el desafio intradérmico con el organismo entero o el cultivo
filtrado resultaba en necrosis, localmente y en la lesidén tuberculosa. Fenomenos
similares ocurren en el humano. La prueba de la tuberculina es frecuentemente
necrotica en quienes son, o han sido, tuberculosos, ésto no ocurre cuando los
pacientes tienen tuberculosis cutanea. (g.- Rook, 1996).

La reaccion necrotizante, conocida como "Fenémeno de Koch", protegia a los
cobayos contra el desafio intradérmico con organismos vivos porque la necrosis local
ocasiona desprendimiento del tejido infectado. Sin embargo, una necrosis similar en
sitios profundos, como la columna vertebral o los pulmones, fracasa para eliminar las
bacterias, con resultados desastrosos. Este tratamiento por lo tanto se abandond (g.-
Rook, 1996). La misma reaccién era también ocasionada por la inyeccion del filtrado
de cultivo del bacilo tuberculoso, una preparacién que se Hamo “tuberculina antigua”. El
fenomeno de Koch y la “tuberculina antigua” podrfa bien haber llegado a ser una
curiosidad histdrica si no hubiera sido por los vastos estudios del médico austriaco
Clemens von Pirquet sobre el uso de las reacciones "alérgicas" a la tuberculina como
medio de detectar a quienes habian sido infectados por el bacilo tuberculoso. El
introdujo el término alergia, de allos= otro y ergon= trabajo, en referencia a cualquier
reaccion inmune dafiina. El también usd la palabra anergia (sin trabajo) para describir
una perdida de reactividad inmune y sugerir que la inmunosupresion puede ser un
proceso activo (Bothamley. 1991).

En este fendmeno, es probable que la necrosis sea mediada por parte de las
citocinas, particularmente TNF y que ocurra por tres razones: primero, porgue la M.
tuberculosis evoca una inmunoregulacion anormal caracterizada por una elevacion de
las 1gG agalacticas, que parece asociarse a una desregulacion en ta liberacion de
citocinas. En segundo, la M. tuberculosis en s mismo provoca la liberacion de cierias
citocinas. En tercero, el papel protector normal del TNF es deformado dentro del



14

ambiente de citocinas evocadas por la M. tuberculosis, ya que se vuelve una citocina
toxica a los tejidos del hospedero (a.- Rook, 1991).

Ef fenomeno de Koch aumenta la susceptibilidad a la enfermedad en cobayos,
asi como lo hace M. vaccae 10° en ratones, pero los resultados no apoyan que
correlacione la reaccién de Th2 que conduzca a la toxicidad del TNF. El factor
pertinente no puede ser una de las citocinas Th2 convencionales sino algunos factores
no identificados que tienden a ser activados en las reacciones Th2 (e.- Rook, 1996). La
anormalidad inmunoreguladora puede ser susceptible de correccion por inmunoterapia.
Muchos estudios en ratones y en pacientes tuberculosos y voluntarios demostraron que
usando una cepa de M. vaccae, a cierta concentracion, podria ser protectora por la
capacidad para regular el fenémeno de Koch (Stanford, 1991).

Anergia.

La anergia es un fendmeno pobremente entendido, ya que no todos los
individuos con TB activa reaccionan a la prueba de PPD en la piel. La falta de
respuesta en la piel o anergia puede desarrollarse después de la prueba inicial de la
tuberculina con los progresos de la infeccion de la TB. La anergia puede relacionarse
con el alcance de la enfermedad porque los pacientes con TB miliar son mas probables
a tener anergia que los pacientes con la enfermedad pulmonar. En general, se
desarrolla la reactividad que reaparece cuando la TB se trata exitosamente. La base
para el estado anérgico en la TB no se enteiende completamente. La distribucién de
celulas T CD4+ a los sitios de enfermedad activa puede jugar un papel, ya que éstas
células son sequestradas en el pulmon o en ofros sitios de inflamacion, pero no estan
disponibles para el sitio de instilacion del PPD y asi que ninguna reaccién de prueba en
la piel se desarrolla. Otro componente de la anergia es la presencia de células
supresoras en la sangre periférica. Se encuentran circulando complejos inmunes de la
micobacteria y células, con prostaglandinas y componentes de la pared que pueden
involucrarse también en la afinidad del linfocito T al PPD para bloquear los receptores
al antigeno que estimula a las poblaciones celulares supresoras (Toossi; 1996).

Latencia.

Existe fa evidencia circunstancial amplia desde la observacidon de la historia
natural de la tuberculosis en el humano y animales experimentales gue la M.
tuberculosis es capaz de adaptarse a periodos prolongados de latencia en los tejidos.
Los bacilos latentes son resistentes a ser eliminados por los agentes
antimicobacterianos. Una evaluacion sistemética del mecanismo de latencia, y de los
intentos por abrogar la latencia requerirda que se entiendan mejor los sucesos
fisiologicos que asisten hacia el cambio a la latencia. Hay probablemente dos o mas
etapas en el cambio de M. tuberculosis desde la regeneracion activa a la latencia como
los bacilos en cultivos no agitados en un sedimento donde el gradiente de O, se limita
severamente. Un paso involucra un cambio desde el rapido a la regeneracion lenta. El
otro involucra un paso completo de regeneracion, pero no la muerte. Presumiblemente
este ultimo paso incluye la terminacion de una ronda de sintesis de ADN. Ef cambio en
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la reanudacion de la ventilacion incluye por 1o menos tres pasos secuenciales discretos:
la produccion de ARN, 1a divisién posterior de la célula sincronizada y finalmente, I3
iniciacion de una nueva ronda de sintesis de ADN. Se han descrito tres marcadores del
proceso de cambio de M. tuberculosis a la latencia, especificamente los cambios en I3
tolerancia a la anaerobiosis, la produccion de un antigeno Gnico y la produccion
aumentada 10 veces de deshidrogenasa de glicina. Los marcadores adicionales
representados en el cambio del proceso quedan aln por descubrirse y la determinacion
de sus funciones especificas deberian de proveer los conocimientos de los
mecanismos de la latencia en la tuberculosis y de estrategias para prevenir la

reactivacion de los bacitos y el consecuente desarrollo de la enfermedad (Wayne,
1994)

Para fa mayoria de los individuos que viven en areas endémicas, la infeccion con
el M. tuberculosis progresa a ia etapa de activacion de linfocitos T, pero solo en unos
individuos la infeccion primaria se manifiesta hasta la enfermedad clinica. La
reactivacion del fendmeno es claramente ocasionado por bacterias gue se han llevado
en forma asintomatica por muchos afios. La ubicacién de tales organismos
persistentes, los mecanismos que permiten su viabilidad continua y los factores
responsables de la reactivacidn son preguntas centrales para la comprension de la
patogénesis micobacteriana. En el cultivo de laboratorio, el M. tuberculosis puede
convertirse en una forma inmaovil o latente, por la exposicién a condiciones anaertbicas;
las condiciones analogas pueden existir en el centro de la lesion casecsa. La
exposicion previa a anaerobiosis parcial mejora la supervivencia bacteriolégica a
condiciones anaerdbicas, que indican que en un proceso activo requiere la instatacion
de vias de supervivencia (Gangadharam,1995).

EL MODELO ANIMAL: EL RATON BALB/c.

El raton fué usado por primera vez en investigacion inmunoldgica por Paul
Ehrlich en 1891 en una serie extraordinaria de experimentos sobre el traslado maternal
de inmunidad antitoxica. Halsey Bagg en 1913 comenzé criando una linea de ratones
con pedigree que se nombraron consecutivamente por &, Bagg de Albino. Estos
ratones fueron los progenitores del actual BALB/c. Hoy el ratén BALB/c esta entre las
cinco sublineas consanguineas ampliamente usadas en la investigacion biomédica y es
el favorito para enfermedades infecciosas e investigacion inmunoidgica. La marca de
calidad de su respuesta, es su susceptibilidad a las infecciones pero ésta no esta

asociada con inmunodeficiencias, ya que tiene una 6ptima reaccion a la inmunizacion
{Foster, 1981).

La sublinea BALB/cJ tiene un inusitado fenotipo:
1. Los adultos tienen altos niveles séricos de alfa-fetoproteina,
2. El comportamiento combatiente agresivo de los machos,
3. Los niveles elevados de enzimas que determinan la biosintesis de catecolaminas en

la medula adrenal (hydroxilasa de tirosina, dopamina R-hidroxilasa y feniletanolamina
N-metit-transferasa)

H
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4. Los niveles altos de enzimas inducibles en otros tejidos p. e). dehidratasas de
serinas en el higado, L-glicerol- 3-fosfato dehidrogenasa en la grasa parda, (Potter M,
1985).

5. Algunos autores refieren que posee resistencia a desarrollar el tumor plasmocitoma
(Potter M, 1985), mientras que otros mencionan que es muy suceptible a presentarlo
por inyecciones sucesivas de aceite mineral (Staats, 1982).

BALB/c tiene muy grandes los 6rganos reticuloendoteliales en relacién al peso
del cuerpo. Los pesos de los organos de ratones machos de 12 semanas de edad son:
Timo: promedio 0.164, D.E. 0.123, Bazo: promedio 0.435, D.E. 0.043 (Cook, 1983). Su

promedio de vida es 648 dias para los machos y 816 dias para las hembras (Staats,
1982).

EL EJE HIPOTALAMO-HIPOFISIS-ADRENAL.
EL HIPOTALAMO.

El hipotalamo es una estructura filogenéticamente muy antigua, esta constituida
por una extension rostral del tallo encefdlico de formacion reticular, Las relaciones
anatomicas con otras areas del encéfalo son importantes para las funciones viscerales,
autonomicas y del comportamiento, las cuales le confieren al hipotalamo una papel vital
en la homeostasis (Riskind, 1995).

El control hipotalamico de la hipéfisis es mediado por dos sistemas distintos que
no estan completamente separados. Las hormonas del sistema hipotalamico-
neurohipofiseal se liberan en la circulacion sistémica por axones terminales que
provienen de las grandes neuronas hipotalamicas magnocelulares. En contraste, el
control de la secrecidn de hormonas por la hipéfisis anterior es mediada por la
liberacion hipotalamica de hormonas liberadoras e inhibitorias, que se secretan desde
axones terminales de pequefias neuronas parvocelulares. Las hormonas de liberacion

se segregan a un sistema especializado portal de venas que comunican a la hipofisis
anterior (Riskind, 1995).

L a anatomia macroscoépica:

El aspecto ventral del hipotalamo forma una prominencia convexa, el tubérculo
cinerum (la eminencia gris), que yace en la base del encéfalo arriba de la glandula
hipofisis. La eminencia media (infundibulum) se reconoce faciimente como una banda
ricamente vascular que corre longitudinalmente a lo largo del la linea media del
tubérculo cinerum. La eminencia mediana forma el piso del tercer ventriculo y se
extiende ventralmente para continuarse con el tallo hipofisiario. Los limites del
hipotalamo son inexactos y se han definido arbitrariamente (Riskind, 1995).

L.os grupos nucleares:

El hipotalamo se divide en tres zonas longitudinales: una lateral, una medial, Y
una zona periventricular. La zona lateral se divide desde la zona medial por el nivel del
fornix.transverso, la zona lateral longitudinaimente es medial al haz del encéfalo



1

anterior, ademas de un sistema importante de fibras que conectan las regiones limbicas
con las regiones del tallo cerebral (Riskind, 1995).

Grupos celulares hipotalamicos mas importantes:

' Zona Periventricular T 77ZonaMedial T TlZonalateral - i
&rea periventricular predptica - dreapredpticamedial  |area predptica lateral |
_nucleo periventricular anterior . nicieo preaptica medial | &rea hipotalamica lateral” N
.nucleo supraquiasmatico | area hipotalémica anterior | nucleo supraoptico B
‘nacleo periventricular | nicleo paraventricular DT T T T
| paraventricular i [ ]
.Diclecarcuato - .nicleoventromedial e e
‘nicleo dorsomedial ~ Tndcleo ﬁenfornical N i
' ndcleo magnocellular tuberal | area hipotalamica posterior T

! ) | nacleo mamilar medial




l. Nucleo Supraodptico (NSO).

A. Organizacion y proyecciones eferentes:

Su division principal comienza rostralmente, esta constituida por neuronas
grandes, dispersas y tefiidas intensamente, laterales al quiasma Optico, que se agrupan
y colindan con el borde lateral de la extensién dptica. Mas posteriormente hay una
continuacion retroquiasmatica que aparece como una hoja delgada de neuronas
similares que yacen a lo largo de la superficie pial entre la extension optica v el tercer

ventriculo. Ambos grupos celulares se proyectan primariamente a la hipofisis posterior
(Armstrong, 1985).

L.as neuronas productoras de oxitocina se distribuyen principalmente en posicién
anterodorsal, mientras gue las neuronas productoras de arginina- vasopresina (AVP) se
localizan posteroventralmente. La mayoria de las neuronas del nicleo supraodptico son
grandes (20-35 ym de diametro) y poseen de una a tres dendritas varicosas, la mayoria
se extienden ventralmente y se subdividen escasamente. Muchas de éstas dendritas
forman un plexo receptivo para la entrada de axones, los cuales cursan dorsal y
medialmente, para posteriormente alcanzar la capa interna de la eminencia media
(Armstrong, 1985). Estas neuronas son en nimero de 30 000- 50 000, sus cuerpos
célulares poseen nucleos excéntricos, nucledlos prominentes y un citoplasma

abundante con abundante Sustancia de Niss/, de aqui el término magnoceiular
(Scheithauer, 1992).

B. Conexiones aferentes:

La mayor parte de las fibras aferentes son noradrenérgicas, originadas
primariamente del grupo celular A1 de la médula ventrolateral. Otro aporte de nervios
aferentes se origina en el organo subfornical, una estructura circunventricular
involucrada en el balance hidrico. Algunas proyecciones aferentes provienen desde el
nucleo predptico mediano, nticleo de lecho y nucleo hipotalamico dorsomedial, también
fibras que contienen serotonina pueden inervar la porcion dorsal del NSO. Algunas
neuronas sintetizadoras de GABA y acetilcolina yacen cerca el NSOP y pueden servir

como interneuronas mediando la influencia inhibitoria del septum sobre las células
neurosecretoras (Armstrong, 1985).

Il. Nacleo Paraventricular (NPV).

A. Grupos que se proyectan hacia la neurohipbfisis.

La gran mayoria de las neuronas paraventriculares que envian axones al l1dbulo
posterior de la hipdfisis descansan en dos grupos distintos de céluias: la porcion
magnocelular medial (PMM) que contiene la mayoria de las neuronas que producen
oxitocina y que yacen anteroventromedialmente en el nucleo y la divisién latera!
magnocelular que contiene primariamente neuronas de AVP (arginina vasopresina) y
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forman un grupo celular distinto situada postero dorsolateralmente a la PMM
(Armstrong, 1985).

B. Grupos que se projectan de la eminencia media.

Estas células son principalmente pequefias y estan ubicadas en las porciones
parvocelulares anteriores (PaAP) y mediales (PaMP) del nicleo. La PaAP y la PaMP
contienen una gran variedad de tipos celulares, incluyendo neuronas inmuorreactivas
para neurotensina, CRF, somatostatina, encefalinas, dopamina y hormona liberadora
de tirotropina. Muchas de estas neuronas peptidérgicas las cuales probablemente
conectan a la capa externa de ta eminencia media. Una inervacion vasopresinérgica
considerable de la capa externa de la eminencia media deriva desde el NPV vy esta
implicada funcionalmente con la regulacion de los giucocoriicoides. Un grupo separado
de neuronas parvocelulares solo llegan a ser inmunoreactivas para AVP después de la
adrenalectomia. (Armstrong, 1985).

C. Grupos que se proyectan extrahipotalamicamente.

Los subntcleos dorsomedial, ventral y posterior son poblados por células de
tamafio variable que contienen neuronas pequefias a medianas que contienen AVP
(ventral) y oxitocina (los 3 subntcleos) (Armstrong, 1985).

D. Conexiones aferentes.

Ef NPV recibe inervacion noradrenérgico y no noradrenérgico desde ef locus coeruleus y del
nucleo del tracto solitario  También recibe proyecciones desde el niicleo predptico medial, nicleo
dorsomedial, hipotalamo lateral, nGcleo supraquiasmatico y células productoras de ACTM del nlcleo
arcuato. (Armstrong, 1985).

. Niicleos neurosecretorios accesorios.

Estos son los nlcleos magnocelulares anteriores de la comisura vy

periventriculares. Ambos grupos se proyectan al lébulo posterior de la hipofisis
(Armstrong, 1985).

Los ndcleos encefalicos que expresan' Fos, un producto del gen temprano
inmediato celular c-fos, que se usa ampliamente como un indice de activacion neuronal
funcional, estdn en los nlcleos del encéfalo anterior, ios nucleos paraventricular vy
supraoptico del hipotalamo y en el nticleo amigdaloide central que se conoce controlan

fas funciones autondmicas, neuroendodcrinas, noniceptivas y de comportamiento
(Piekut, 1985).

En el hipotalamo de la rata, la concentracion densa de células positivas a rCRH
se ubican en la parte medial, parvocelular del NPV. Concentraciones elevadas de
celulas positivas a rCRH se ubican también dentro del hipotalamo periventricular
preoptico, nucleo supraquiasmatico, ndcleo hipotalamico posterior, las partes dorsales y
ventral del nlcleo premamilar, area hipotalamica dorsal, area hipotalamico lateral al
nivel del ndcleo ventromedial y lateral y las partes laterales parvocelulares y
magnocelulares del NPV. Células positivas a rCRH dispersas se han visto también en
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el nucleo supradptico, en las areas perifornicales y en el hipotalamo lateral rostral
(Waynforth, 1995).

Estudios de la diferenciacion hipotaldmica en la rata indican que las neuronas
CRH tuberoinfundibulares se ubican primariamente en el NPV parvocelular medial. Sus
fibras cursan lateralmente desde el NPV y vuelven ventralmente en el hipotalamo

lateral y se curvan medialmente dentro del area lateral retroquiasmatica hacia la EM
(Waynforth, 1995).

Una subpoblacion de neuronas en el area medial, NPV parvocelular
selectivamente aumenta la inmunoreaccion a CRH después de la adrenalectomia,
indicando la unidn anatémica para el efecto selectivo de retroalimentacion de los
corticosteroides adrenales sobre éstas células (Bertini, 1988).

LA GLANDULA HIPOFISIS.

Anatémicamente la hipofisis esta situada en la base del encéfalo, rodeada por el
hueso esfenoides y cubierto con el diafragma de la silla turca, yace en la silla cerca del
hipotalamo y del quiasma Optico. Se divide en dos partes: Ia adenohipofisis vy la
neurohipdfisis (Armstrong, 1985 ).

Embrioldgicamente la hipofisis tiene dos origenes embrionarios. El I6bulo anterior
o adenohipdfisis, deriva desde una evaginacién del ectodermo estomodeo, conocido
como Bolsa de Rathke, por lo tanto es de origen glandular. Constituye el 80% de la
hipdfisis y se compone de 3 partes: La parte distal {glandular), la parte intermedia 6
I6bulo intermedio y la parte tubular. Su porcién mas grande es el I6bulo anterior que
rodea el I6bulo posterior ventralmente y lateralmente y se compone de varios tipos de
células  productoras de hormonas (hormona luteinizante LH, hormona
adrenocorticotrépica ACTH y hormona del crecimiento GH, entre otras). El i6bulo
anterior se conecta a la capa externa de la eminencia media (EM) por pequefos vasos
portales que corren a lo largo del tallo. Estas vasos conducen las sustancias al 16bulo
anterior que son segregadas por axones de las células parvocelulares neurosecretoras

terminando en la EM y que influyen la liberacién de hormonas del 16bulo anterior
(Dubois, 1995). ' —

La neurohipdfisis, que proviene desde el neuroectodermo del piso del encéfalo
anterior, del tejido diencefalico y consiste en un [dbulo posterior y axones del tailo
hipofisiario que son simplemente [a continuacion de axones en la capa interna de la
eminencia media (EM) (Dubois, 1995). La neurohipofisis esta compuesta por el
infundibulo, un crecimiento conico del tubérculo cinereo, una porcidn cilindrica llamada
tallo hipofisiario y el I6bulo posterior o neural. La neurohipdfisis representa sdélo una
porcidn de una unidad compleja que comienza con los ndcleos pareados supraoptico y
paraventricular, ya que ellos forman el tracto hipotatamo-hipofisiario (North, 1993).
Axones de ambos nicleos muestran dilataciones a lo fargo de su trayecto (Cuerpos de
Herring) y terminan en expansiones terminales, los espacios perivascutares terminales
en et [ébulo neural son el sitio de la neurosecrecion (Scheithauer, 1992).
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El I6bulo posterior tiene abundantes fibras nerviosas no mielinizadas, células de
la neuroglia (pituicitos) v tejido conjuntivo gue sostiene a los capilares fenestrados. Dos
hormonas, la oxitocina (OX) y la vasopresina (VP) son almacenadas vy liberadas desde
la parte nerviosa (Gude, 1982). EI [dbulo posterior ademas contiene numerosos
pituicitos (celulas gliales) y una rica vasculatura fenestrada. La inervacion adicional de
la hipdfisis posterior incluyen axones que contienen &cido S-aminobutirico (GABA),
dopamina, noradrenalina y encefalinas, todas las cuales modulan la secrecion de VP y
OX (Armstrong, 1985).

El 16bulo intermedio se separa del I6bulo anterior por una hendidura recubierta
por un epitelio cuboidal. Las células en este Idbulo tienen nucleos ovalados
intensamente tefiidos y un citoplasma basofilico claro. La hormona elaborada por este
lobulo es la Hormona Estimulante de los Melanocitos (MSH) (Gude, 1982).

Por sus caracteristicas anatomicas la vasculatura de la hipdfisis posterior es
unica. Esta consiste en vasos fenestrados rodeados por la lamina basal y pericitos, asi
como tambien un espacio perivascular, a la vez rodeado por una lamina basal
abluminal. La importancia fisiologica del espacio extracelular es incierta. Este espacio

contiene un pequefio nimero de macrdfagos, fibroblastos y ocasionalmente células
cebadas (Scheithauer, 1992).

La Adenochipéfisis.

Histolégicamente, segin el tipo de afinidad por el colorante existen tres de tipos
de células que pueden identificarse:
1. Las aciddfilas: contienen nlcleos redondos pequefios v el citoplasma eosinofilico que
se caracterizan por elaborar la hormona del crecimiento (GH) v por producir hormonas
lactogénicas,
2. Céelulas croméfobas agranulares: cuyo citoplasma no se tifie y pueden ser células
madre,
3. Las basofilas pueden dividirse en dos clases: las beta baséfilas, cuyos grénulos son
aldehido-fucsina positivos y segregan hormona tirotréfica, v las deffa baséfilas, cuyos
granulos son aldehido-fucsina negativos pero se tifien positivas con el acido peryodico
de Schiff (PAS) de color rojo y producen gonadotrofinas, la hormaona estimulante de!
foliculo (FSH) y la hormona luteinizante (LH) (Gude, 1982).

Actualmente por medio de técnicas inmunohistoquimicas se sabe que la
adenohipofisis esta formada por 5 tipos celulares distintos (Lloyd,1996):

1. Celulas somatotrofas. que producen la hormona del crecimiento (GH= growth
hormone),

2. Células flactotrofas, que producen la prolactina,

3. Celulas corticofrofas, que producen la hormona adrenocorticotrofa (ACTH) que es un
péptido de 39 a.a. de una sola cadena derivado de su precursor la molécula de POMC
(pro-opio-melano-cortina). lipocortina y endorfinas. Representan aproximadamente el
10% de la poblacion celular. Son de tamafio medio, ovoides, polihédricas o angulares,
con un nucleo ovoide o esférico, basofilicas y PAS positivas, presentan grandes



vacuolas nucleares llamadas cuerpos enigmaticos, que ultraestructuralmente
corresponden a los fagolisosomas. Ultraestructuralmente presentan un citoplasma bien
desarrcllado, denso con numerosos granulos esféricos irregulares con un tamafio de
250 a 750 nm de diametro, los cuales frecuentemente se alinean a lo fargo de la
membrana celufar, un nucleo con un nucledlo prominente frecuentemente unido a la
membrana nuclear. E| RER tiene cisternas ligeramente dilatadas, con numerosos
ribosomas libres, el complejo de Golgi tiene cisternas esféricas o aplanadas. Las
mitocondrias son esféricas u ovoides con matriz moderamente electro-densa. Los
lisosomas son grandes y electrolicidos. Una caracteristica estructural de éstas células
es la presencia de filamentos de citoqueratine tivo | en el citoplasma, localizandose en
la regidon perinuclear cuando son estimuladas. (Horvath, 1988),

4. Células tirotrofas, que producen la hormona estimulante de |a tiroides.

5. Células gonadotrofas. que producen hormona foliculo estimulante y luteinizante.

La Neurohipofisis.

Los pituicitos tienen una derivacién astrocitica porque son capaces de la
formacién de las Fibras de Rosenthal y demuestran inmunoreactividad para la proteina
acida glial fibrilar (GFAP) (Scheithauer, 1992).

Se reconocen cinco formas principales de pituicitos:

1. Pituicitos principales: son como astrocitos, células de contorno irregular que
poseen procesos largos, tienen nicleos irregulares con inclusiones nucleares llamadas
esferidia. Los pituicitos tienen un citoplasma hipodenso rico en membranas de Golgi
con relativamente poco reticulo endoplasmico rugoso. E citoplasma contiene los
filamentos intermedios (filamentos gliales), fibras de Rosenthal escasas, algunos
microfilamentos, microtbulos, lisosomas y gotitas de lipidos; algunos desmosomas
intercelulares se han visto entre los pituicitos,

2. Pituicitos obscuros: son electrodensos y demuestran una relacion citoplasma-
nicleo aumentada, pero de otra manera parecidos a los pituicitos principales,

3. Pituicitos oncociticos: Ellos poseen un numero aumentado de mitocondrias,

frecuentemente con morfologia anormal, en relacion con otros organelos. Pueden verse
cristaloides mitocondriales,

4. Pituicitos granulosos: contienen lisosomas abundantes, algunos pareciendo
simple lipofuscina y otros cuerpos mielinoides y gotitas de lipido. Tienen fosfatasa
acida. Se ha sugerido que los pituicitos granufosos surgen por micro pinocitosis,
mediada por la fagocitosis. Finalmente, los pituicitos granulosos pueden representar el

componente celular de tumores granulosos de células de la neurohipofisis conocidos
como “coristomas”,

5. Pituicitos del epéndimo: son infrecuentes. Hay células ependimarias que
revisten el sistema ventricular, ellas poseen cilios y microvellosidades, particularmente
cuando se agrupan, se diferencian formando luces extracelulares y exhiben una
especie de liston, como complejos de union (Scheithauer, 1992)



LA GLANDULA ADRENAL.

Embrioldgicamente 1a adrenal se compone de dos partes diferentes, la corteza y
la medula, la corteza es de origen mesodérmico, la médula se origina desde la cresta
neural, por lo que es de origen ectodérmico (Beamer, 1883).

La corteza de adrenal proviene del pliegue urogenital. A partir del mesotelio
celdmico primitivo las células cercanas al polo anterior del mesonefros proliferan vy
penetran al mesénquima para formar el primordic de la corteza adrenal en el dia 13 de
la gestacion en el raton. La corteza adrenal crece rapidamente entre los dias 16 y 20
de gestacion, cuando el ACTH aparece en la hip&fisis fetal. EI crecimiento rapido se
asocia con aumento en el numeroc de mitocondrias, gotitas de lipido y vesiculas
citoplasmicas (Hamlin MH, 1990). El periodo de gestacion en la rata es de 20-22 dias
y en el ratdon es 19-21 dias. Existen células ectodérmicas desde la cresta neural que
comprende la inervacion simpatomedular comienzan la migracion en el rudimento
cortical sobre el dia 16 de gestacion para formar la médula. Estas dan origen a células
simpaticas del ganglio y feocromoblastos, para posteriomente diferenciarse en células
cromafines. Las etapas finales de maduracion ocurren al comenzar la inervacion
espienica después de la primera semana postnatal (Hamlin, 1990).

Anatdmicamente en los ratones, las glandulas adrenales son érganos pequefios,
pares, en forma de ovalo, de color rosado claro, laterales a la aorta en’'la grasa
retroperitoneal, ubicadas adyacentes al polo anterior-medial de cada rifion. Miden
aproximadamente 1 mm en su dimension méas grande. La corieza comprende
aproximadamente el 90% de la glandula, por peso (Beamer, 1983).

Se ha observado que las siguientes variables afectan el peso de la adrenal:

- lateralidad, la adrenal izquierda es tipicamente mas pesada que la derecha;

- el sexo, las adrenales de las hembras son méas grandes que las de los machos de la
misma edad

- la cepa, los ratones C57BL/10 tienen adrenales significativamente menores gue las de
otras cepas, ratones de madres BALB/c tuvieron adrenales mas grandes que las crias
hibridas. En el BALB/c ratones machos con un peso corporal de 25-75 g, tuvieron un
pesc adrenal de 0.0069 g para la derecha y 0.0082 g para la izquierda (Meckler, 1965).

La irrigacion que abastece a las glandulas adrenales es parecida a la del sistema
portal hipotalamico-hipofisiario. La adrenal izquierda es abastecida por la arteria
adrenal craneal, una rama adriica y la adrena! derecha es irrigada por la arteria adrenal
caudal. Las arterias también penetran a la médula para formar capilares, de forma que
ésta tiene un abastecimiento dual de sangre, ésta es colectada en un seno venoso

central, formando una Unica vena que se vacia en la vena cava abdominal (Hamlin,
1990).

Histolégicamente la adrenal posee una cépsula de tejido conjuntivo fibroso
rodeandola. Se divide en corteza y médula. En la mayoria de los mamiferos la division
cortical puede ser subdividida en tres zonas de células epiteliales, pero en los ratones
solo dos zonas se han visto claramente. La zona glomerular subcapsular consiste en
celulas pequefias con grandes nucleos arregladas en forma de arcos, con capilares
entre las células. Abajo de la zona glomerular esta la amplia zona fascicular, que
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consiste en columnas de células separadas por el tejido conjuntivo. Estas células son
grandes con nucleos vesiculosos y contienen material lipidico, que se elimina con el
proceso histologico de rutina de inclusién en parafina (Gude, 1982).

Con frecuencia en el raton hay varios hallazgos como son: adrenales accesorias,

parciales o completas, que son muy comunes en la cépsula del tejido conjuntivo
{Percy, 1993).

Los zona reticular identificada en la mayoria de los mamiferos se ha visto
raramente en e! ratén. (Gude, 1982). La zona reticular de la corteza no es discernible
de la zona fascicular (Percy, 1993). Sin embargo, una zona entre la corteza vy la
médula se identifica como zona X en machos y hembras antes de la madurez sexual
(Gude, 1982). La zona X de la corteza, rodea la médula. La zona X se compone de
celulas basofilicas y aparece en ratones aproximadamente a los 10 dias de edad
(Percy, 1993). La zona desaparece en machos sexualmente maduros y con la primera
prefiez en las hembras. Se ha observado que persiste en hembras virgenes por
diferentes periodos de tiempo y en machos castrados (Gude, 1982). Durante su
involucion, la zona X experimenta marcada vacuolizaciéon en las hembras pero no en
los machos. Los células residuales acumulan ceroide. En ratones viejos de ciertas
cepas (BALB/c) células grandes espumosas con pigmento marrén forman una zona
cortical adyacente a la médula. El pigmento es parecido al ceroide en el ovario y se
refiere como "degeneracion marron ¢ café". En algunas cepas el cambio es mas
pronunciado (Gude, 1982, Percy, 1993). La enzima 20-a-hidroxiesteroide
deshidrogenasa puede estar involucrada en la zona X (Beamer, 1983).

Esparcido entre las células corticales estan los fibroblastos asi como células que
contienen vitamina A en cantidades substanciales. Estas células almacenadoras de
vitamina A pueden tener un papel en los procesos oxidativos (Beamer, 1983).

Los grupos de células polihédricas que producen adrenalina o epinefrina y
noradrenalina o norepinefrina son los que forman a la médula. Ambos tipos celulares
tienen una afinidad por el bicromato de potasio y los granulos citoplasmicos que
contiene las hormonas se tornan marrones después del tratamiento con este quimico
(reaccidn cromafin) (Gude, 1982). El término cromafin se refiere a la oxidacion de las

catecolaminas por la solucién de cromato, que les imparte un color rojo-marrén a los
granulos secretorios (Hamlin, 1990).

En [a rata adulta aproximadamente 74% de las células medulares (cromafines)
producen E=epinefrina (termino usado en USA} o adrenalina (término usado en Europa)
y 26% producen NE= norepinefrina (noradrenalina). Estas dos aminas adrenérgicas
naturales comparten el mismo tipo de receptores, llamados adrenoreceptores. En
general epinefrina se refiere a la hormona mientras que norepinefrina se refiere al
neurotransmisor (Garcia-Sainz, 1995). Las células que contienen NE tiende a estar
adyacentes a las arterias medulares, mientras que las células de E estan adyacentes a
los capilares que irrigan la corteza adrenal.  Ulraestructuralmente, el diametro
promedio de los granulos de E es de 153 nm vy el de los granulos de NE es 135 nm. .
Ambos tipos de granulos estan limitados por una membrana, pero los granulos de E
comunmente tienen un material granular electrodenso separado desde la membrana
externa por una aureola estrecha, mientras que los granulos de NE tienen un material
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homogeneo (no granular), muy electrodenso que esta frecuentemente ubicado
asimetricamente dentro de la membrana limitante (Hamlin, 1990).

Una tercera célula aparentemente de linaje cromafin, la célula pequena
granulada esta también presente en la médula. Estas células son del mismo tamario
que las células cromafines tipicas pero tienen granuios menores y vesiculas de tipo
sinaptico como en las neuronas. A veces son referidas como pequenas células
intensamente fluorescentes (Hamlin, 1990).

La glandula adrenal retiene la capacidad presente en el feto, para apoyar la
hematopoyésis en respuesta a una infeccion crénica, neoplasia o anemia. La
hematopoyésis extramedular debe distinguirse de infiltrados inflamatorios o de
leucemia (Hamlin, 1980).

La corteza adrenal produce mas de 30 hormonas esteroides, pero solo unas
cuantas se segregan en cantidades fisioldgicas. Estas son esenciales para la vida. Las
células de la zona glomerular segregan mineralocorticoides que regulan el balance del
agua y electrolitos. La secrecion de aldosterona, el mineralocorticoide principal, es
regulada por el nivel sérico del idn potasio, el sistema renina-angiotensina y
temporalmente por niveles altos de ACTH (Mamlin, 1990).

De los glucocorticoides, principalmente corficosterona, se  secretan
primariamente por células de la zona reticular y fascicular con respecto al ACTH desde
la hipdfisis. Una secrecion aumentada de ACTH ocasiona la hipertrofia y con niveles
disminuidos de ACTH, la corteza llega a ser atrofica (Hamlin, 1990).

La médula adrenal es un ganglio del sistema simpatico que se modifica para ser
un organo neuroenddcrino. Sus productos no son esenciales para la vida pero son
importantes para la respuesta al estrés o crisis. La funcion de éstas células es
regulada por sefales neurogénicas asi como también hormonales. La médula es
inervada por terminaciones nerviosas simpaticas colinérgicas pregangiionares las que

hacen sinapsis sobre células cromafines y que estimulan la secrecion y sintesis
hormonal (Hamlin, 1930).

Por otro lado el pape! de la adrenal como un efector en la inmunomodulacion
necesita ser reconsiderado y merece gran atencidn, ya que existe la evidencia
creciente para una interaccion inmune-adrenal en donde los macrofagos pueden jugar
un papel importante (Anonimo, Scientific American, 1997). Se ha investigado la
densidad, distribucion y fenotipo de los macrdfagos humanos en la adrenal usando
anticuerpos monoclonales. Los macréfagos se localizan en todas las zonas de la
glandula. Estas células exponen el fenotipo del compartimiento macrofagico fagocitico
(CD11C+, KiM8+) y a nivel ultraestructural, los macréfagos estan frecuentemente
adheridos a la pared endotelial, pero también residen en contacto directo con células
corticales y cromafines. Esto sugiere un posible papel de los macrofagos en el gje local
inmune-neuroendocrino (Gonzalez-Hernandez, 1994).

Adaptaciones Célulares en la Adrenal:
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1. Hipertrofia: es un aumento en el tamafio de la célula. EI citoplasma vy el
nicleo aumentan de tamafio (Milikowski,1997). Puede ser bilateral y difusa o focal. Es
ocasionada comunmente por la secrecion aumentada de ACTH. Cuando se llegan a
observar focos formados por un grupo de células corticales dentro de la zona
glomerular o fascicular en donde la compresiéon no se presenta, se ilama hipertrofia
focal. El citoplasma de las células afectadas es comunmente eosinofilico y finamente
granular con o sin las vacuolas claras de lipidos. Cuando el agrandamiento celular es
causado principalmente por la acumulacidn de vacuolas de lipido, se diagnostica como
vacuolizacion (cambio graso) y no hipertrofia (Hamlin, 1990)

2. Hiperplasia: es un aumento en el nimero de células {Milikowski, 1997).
Puede ser bilateral y difuso o focal. La hiperplasia difusa bilateral es acompanada por
aumento en el tamafio total de la adrenal, espesor v peso de la corteza. Con la
estimulacion prolongada la adrenal puede llegar a ser nodufar. Los vacuolas de lipido
se pueden acumular dentro de células corticales hiperplasicas y cuando es severo,
debe distinguirse de la vacuolizacion difusa sin la hiperplasia. La hiperplasia focal
comunmente involucra primariamente la zona fascicular y en proporcion menor, la
reticular, los celulas de la zona glomerular pueden estar agrandadas. La hiperplasia
focal puede ser solitaria o miltipte. Las lesiones tienen la forma de una media Juna con
la glomerular formando la base. Esto puede ocasionar compresion delgada del
parénquima circunvecino. Las células mantienen un modelo arquitectonico normal con
los cordones dentro de la fascicular en un orden perpendicular a la capsula. Los
células pueden ser menores y mas basofilicas que las células corticales cercanas. La
atipia celular estd ausente. La vacuolizacién citoplasmica o el cambio graso
frecuentemente esta presente en la regién interna del foco {(Hamliin, 1990)

Ultraestructura: Las células de la glandula de adrenal son las células
endocrinas especializadas para sintetizar y almacenar sustancias esteroides con
actividad hormonal. Sus caracteristicas ultraestructurales incluyen abundante reticulo
endoplasmico liso, cantidad numerosa de gotitas de lipido y muchas mitocondrias con
crestas tubulares y vesiculares en el citoplasma (lto,19986).

En el ratdn, las células de la zona fascicular muestran mitocondrias grandes
esfericas, que ocupan sobre el 20% del volumen celular. El RER esta bien desarrollado
con grandes colecciones de cisternas lamelares lisas aplanadas, el RER corresponde
al 27% del volumen celular. Las gotitas de lipido son abundantes y ocupan el 40% del
volumen celular, ellas contienen ésteres de colesterol o colesterol. El aparato de Golgi
es extenso. Las microvellosidades y cisternas revestidas se han visto en el espacio
subendotelial e intercelular. Otros elementos ultraestructurales son los lisosomas y
peroxisomas, microtibulos y microfilamentos (Nussdorfer, 1978)

El valor de renovacién de las células glandulares adrenales cambia con el
envejecimiento y puede estar sometido a la actividad glandular total (It0,1996). Las

enzimas de la sintesis de esteroides se ubican en el RER y en la mitocondria
{Nussdorfer, 1978).

Por otro lado, con respecto a las técnicas de medicion es importante conocer
que la morfometria Implica el uso de datos cuantitativos en |a descripcion de hallazgos
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estructurales, dichos datos morfométricos pueden ser obtenidos por una variedad de
procedimientos de medicion, desempefiados sobre cualquier tipo de especimen, como
son fotografias, pero también pueden derivarse desde el analisis estereoldgico de
secciones de tejido montadas en portacbjetos (Weibel, 1969). La estereologia implica
un analisis geomeétrico de estructuras y texturas, e incluye métodos que permiten la
derivacion directa de propiedades métricas de estructuras desde secciones
bidimensionales en base a un razonamiento estadistico y geométrico, pero esto
requiere el uso de metodologia mas compleja (Weibe!, 1969).

EL SISTEMA RESPIRATORIO EN ROEDORES.

En el desarrollo fetal del pulmén en la rata, los glucocorticoides estan implicados
en el proceso de aceleracion de la maduracion, pues podrian inhibir Ia proliferacion de
las células alveolares tipo II, especialmente en la 3ra. semana postnatal (dias 4-14),

que es un periodo critico durante el cual la subdivision o alveolizacién debe ocurrir
(Tschanz,1995).

Anatomicamente, el raton tiene un solo I6bulo pulmonar izquierdo y cuatro
l6bulos derechos, el anterior, el medio, el posterior v el accesorio (Gude, 1982).
Histologicamente hay diferencias entre las diversas especies, que influyen en la funcion
y en la reaccion al dafio, ya sea por variaciones en la lobulacién, pleura, septos
interlobulares y vias aéreas distales (Tyler,1983). El epitelio respiratorio puede
contener inclusiones secretorias eosinofilicas, las cuales pueden ser especialmente
obvias en algunos cepas de ratones ej; C57BL. Las envolturas cartilaginosas estan
presentes Unicamente en vias aéreas extrapulmonares. Los bronquiolos respiratorios
son cortos o no existen. Los musculos cardiacos rodean las subdivisiones principales
de venas pulmonares en la mayoria de los roedores y no se deben entender ma! como
una hipertrofia medial.  El tejido linfoide asociado a bronquios esta presente
normalmente, solo en el hilio del pulmén. Las acumulaciones linfoides se encuentran
frecuentemente sobre la pleura visceral de ratones, dentro de las hendiduras septales.
(Gude, 1982).

Datos Morfométricos y de Ventilacion para el pulmén de ratén, (Foster, 1982):

Parameftro Variable

peso pulmonar 0.20 g {ratdnde 32 g)
votumen pulmonar 0.74 mi (ratén 20g)
capacidad vital 1.4 ml {raton 20 g)
diametro alveolar promadio 38.7 um

area de superficie alveclar 280-340 mi* / ratén 100 g

media aritmetica del grosor de la barrera 1.25 pm (ratén 20 g)
nemtao-aerdgena

promedio del grosor de la harrera tisular 0.32 um (raton 20 g)

ENDOCRINOLOGIA Y RITMOS BIOLOGICOS: LOS RITMOS CIRCADIANOS.
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El término circadiano deriva del latin “circa y diem”, que significa "alrededor del
dia". El uso del término ritmo circadiano significan todas las variaciones diurnas que
recurren regularmente a la vez en un intervalo de aproximadamente 24 horas. En l0s
mamiferos indica que los ritmos del comportamiento representan las manecillas de un

reloj del sistema circadiano que subyace en la mayoria, si no: en casi todos los ritmas
endocrinos (Turek, 1985).

Dichas variaciones presentan las siguientes caracteristicas: Una oscilacion esta
definida por su periodo (el intervalo de tiempo después de que [a onda de oscilacion
recurre), por su variacion (rango) (la diferencia entre los valores maximos y minimos
dentro de un periodo), y por su valor promedio (la media aritmética de todos los valores
de la variable oscilante dentro de un de un periodo). La mitad de la variacion de
oscilacion se llama la amplitud. Cada estado instantaneo de una oscilacion representa
una fase. Los puntos de referencia de la fase que se usan usualmente incluyen la
oportunidad méxima adecuada, frecuentemente referida como acrofase, y la
oportunidad minima adecuada, frecuentemente referida como el nadir (Turek, 1985).

La sincronizacion externa es de importancia obvia para la supervivencia de las
especies y asegura que el organismo haga la cosa correcta en el momento correcio. El
sistema circadiano provee un reloj interno de organizacion temporal. El sistema
circadiano juega un pape! fundamental en la expresion de otros ritmos Dioldgicos con
periodos gue son mas cortos (ulfradiano) que 24 hrs, tal como la liberacién hormonal
pulsatil, y mas larga (infradiano) que 24 hrs (Touitou, 1694).

La Organizacion de! Sistema Circadiano Mamifero.

El ritmo circadiano de 24 hrs en mamiferos esta bajo el control del marcapaso
circadiano maestro, ubicado en el nicleo supraquiasmatico (NSQ) del hipotalamo. Este
nicleo contiene neurogquimicos, incluyendo péptidos, aminas y aminoacidos. La
distribucién heterogénea de estos neuroquimicos define las subestructuras del NSQ.
En particular, la hipdtesis que el NSQ dorsomedial esta involucrado en mantener el
ritmo circadiano, mientras el NSQ ventrolateral esta comprometido en ajustar la fase del
ritrmo, es algo que esta en discusion (Inouye, 1994).

Bajo un ritmo circadiano fibre de 24 hrs en la ausencia de cualquier sefializacion
en el medio ambiente externo y condiciones sin entrenamiento, la destruccion del SNC
en una amplia variedad de especies mamiferas, conduce a la abolicidn o la interrupcién
severa de muchos ritmos del comportamiento fisiolégico incluyendo los del cortisol,
metatonina pineal y secrecion de hormona del crecimiento (Meijer 1989, Turek,1985).

Los Ritmos Circadianos Humanos.

La secrecion de algunas hormonas es modulada primariamente por la
periodicidad del ritmo circadiano (por ej. cortisol, melatonina), mientras otros parecen
ser estrictamente dependientes del suefio (por ej. prolactina, GW). La periodicidad de
secrecion del cortisol era considerada como un ritmo circadiano "puro”, pero luego se
demosird un efecto inhididor de ias primeras pocas horas de suefio (Turek, 1985)
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Ritmos Ultradianos' El término ultradiano serefiere a la gama entera de periodos
mas cortos que el ctrcadiano que oscila, de 20 a 28 h. Actualmente, el término
ultradiano se usa primanamente para designar las ritmicidades con periodos que tocan
desde fracciones de horas a varias horas (Turek, 1985).

INTERACCIONES INMUNO-NEUROENDOCRINAS.

Los tres sistemas mas importantes involucrados en mantenener la homeostasis
son: el nervioso, el enddcrino y el inmune. Los sistemas enddcrino y nervioso estan
claramente unidos a través del descubrimiento de la neurosecrecion y bajo la
aceptacion general de que la mayoria de las funciones endocrinas estan reguladas por
la secrecion de las hormonas hipotalamicas hipofisiarias a través de un efecto de
retroalimentacion. (Reichlin, 1995; Savino, 1995; Steinman,1993). Las interacciones
que existen entre estos sistemas fueron puestas en evidencia por trabajos pioneros
como lo fueron los realizados por Hugo Besedovsky en 1977. Actualmente se ha
acufiado el termino neuroendocrinoinmunologia que se refiere a que el sistema
neurcendocrino puede regular o modular las células del sistema inmune y estos

cambios funcionales pueden a su vez influir en la funcién cerebral y la actividad
endocrina (Azad, 1991).

Relaciones Anatémicas.

1. Por la inervacién directa de organos linfoides y elaboracion de
neurotransmisores:

En el sistema nervioso auténomo la noradrenalina es el neurotransmisor
postganglionar asociadc a las fibras, ya que regula el flujo sanguineo tanto de érganos
linfoides primarios (medula dsea y timo), como secundarios (bazo, ganglios linfaticos,
placas de Peyer, tonsilas, etc.). También existen una gran cantidad de neuropéptidos
con propiedades inmunomoduladoras, por €. el VIP (péptido intestinal vasoactivo) y
sustancia P {Ottaway, 1992).

2. La modulacion del eje hipotalamico-hipofisiario se da por medio de hormonas
tales como: CRH, POMC vy ACTH.

Esto en conjunto llega a influir la migracién linfocitaria a nivel macro y
microscopico, lograndose una redistribucion, localizaciéon y migracion de las diferentes

subpoblaciones de linfocitos a través de vias neuropsicoldgicas y neurcendécrinas
(Ottaway, 1992).

El SNC es modulado por la respuesta inmune ya gue:
1. Se ha observado un aumento en la descarga de neuronas hipotalamicas durante la
respuesta inmune,
2. Se ha visto un cambio en los niveles de neurotansmisores del encéfalo durante la
respuesta inmune,
3. Hay un aumento en la corticosterona plasmatica durante la respuesta inmune,
4, l.a IL-1 aumenta fa produccion de ACTH,
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5. LalL-1 es un pirégeno endogeno (Roszman, 1988).

En modelos murinos de esclerosis multiple y encefalitis autoinmune experimental
(EAE) se ha estudiado el papel que juegan los ganglios linfaticos regionales en ia
autoinmunidad mediada por células T, ya que se ha establecido gue en ciertas
especies, sobretodo roedores, existe un drenaje linfatico del encefalo; el fluido vy los
antigenos llegan a drenar a lo largo de espacios perivasculares poblado por células
perivasculares inmunocompetentes. Las vias de drenaje conectan directamente por
medio del plano cribriforme nasal a los linfaticos y ganglios cervicales. Los antigenos
solubles que drenan desde el encéfalo inducen produccion de anticuerpo en 10s
ganglios linfaticos cervicales. Al usar un modelo de lesion por frio, la remocion de los
ganglios linfaticos cervicales reduce significativamente el aumento de EAE. Estos
hallazgos sugieren el drenaje de antigenos desde el encéfalo a los ganglios linfaticos
cervicales, en la presencia de linfocitos activados en las meninges o en el SNC,
resultando en una segunda ola de linfocitos en contra del encéfalo. Los linfocitos T que
infiltran el SNC se activan recientemente por Ios linfocitos de memoria que expresan en

gran cantidad CD44, LFA-1 e ICAM-1 y expresan en baja cantidad CD45RE en el raton
(Weller, 19986).

Factores de Regulacion.

La regulacidon inmune estd mediada por factores endocrinos, paracrinos vy
autocrinos. Los factores endocrinos son las citocinas secretadas por ceélulas
inmunocompetentes que influyen en la proliferacion y activacion, los factores paracrinos
que son los que activan a las células por contacto directo y factores de control autécrino

son los mediados por la secrecidon de citocinas por las células activadas asi mismas
(Reichlin, 1995).

Los ligandos y receptores compartidos se usan como un idioma quimico comin
para la comunicacion dentro de y entre los sistemas inmunes y neuroendocrinos. Tal
comunicacion sugiere un papel inmunoregulador para el encéfalo y una funcion
sensitiva para el sistema inmune (a, Blalock, 1994). '

Comunicacion Celular,

La comunicacion entre los sistemas nervioso, endocrino e inmune es posible
porque ellos comparten los ligandos vy receptores que anteriormente se pensaba que
eran especificos de cada sistema (b, Blalock, 1994). Utilizan mensajeros solubles para
comunicarse entre los diversos componentes celulares y los mediadores humorales
funcionan como amplificadores bioldgicos de las sefiales débiles vy asi coniribuyen a ia
respuesta total del sistema (Roszman, 1988). Comparten su informacién en una
corriente bidireccional de citocinas, esteroides y neuropéptidos (Watkins, 1994).

Se ha demostrade que los leucocitos poseen receptores para catecolaminas, asi
como también para el neuropéptido Y. Con esto se ha visto que Ia regulacion simpatica
puede subyacer en algunas de las anormalidades inmunoldgicas observadas en el
estrés cronico, la depresion clinica y el envejecimiento (Friedman, 1997). También se
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ha demostrado la presencia de receptores adrenérgicos alfa y beta sobre tipos
diferentes de células mmunocompetentes, pues la exposicion de linfocitos vy
macrofagos a agonistas adrenérgicos in vitro, modula sus funciones (Hori, 1995)

En el bazo el nervio simpatico esplénico puede constituir un canal de
comunicacion que media la modulacidn central de la inmunidad celular periférica,
aungue los papeles y los mecanismos del control parasimpatico de los organos
linfoides todavia permanecen obscuros, los datos recientes sugieren que las vias
aferentes del nervio vage timico, pueden estar involucradas en la modulacion central de
la inmunidad (Hori, 1995). En el timo de rata, la capsula timica, region subcapsular y
los septos de tejido conjuntivo son inervados por las terminales varicosas
noradrenérgicas de axones inmuno tefiidos con hidroxilasas de tirosina y dopamina. El
estudic neuroquimica da a conocer que las terminales nerviosas son capaces de

retomar, almacenar y liberar noradrenalina en una forma dependiente de Ca*' {Vizi;
1995).

Neuropeptidos.

Los neurotransmisores, neuropéptidos, neurotrofinas  y hormonas
neuroendocrinas han tenido tradicionalmente funciones en la homeostasis y desarrollo
normal de las redes neuronales; mientras que las citocinas y las moléculas de adhesion
tienen funciones dentro del sistema inmune periférico (Blalock, 1992; Merrill, 1995).
Las hormonas y los neuropéptidos en células eucaridticas, se sintetizan como
moléculas grandes precursoras en el reticulo endoplasmico rugoso (RER), desde
donde son translocadas al aparato de Golgi. lLa clasificacion de proteinas destinada a
la via secretoria es regulada desde la red trans-Golgi (TGN). En ambas vias, las
vesiculas necesitan ser transportadas a la membrana plasmatica antes de sus
contenidos para ser liberados por exocitosis. Los hormonas y los neuropéptidos
necesitan ser segregados desde las células en que se sintetizan para ejercer sus
acciones bioldgicas, aunque también pueden tener acciones paracrinas y autocrinas.
Las prohormonas y  proneuropéptidos debe  experimentar modificaciones
transcripcionates que ocurren en determinados compartimientos subcelulares dentro de
las células eucaridticas y se efectlan en una sucesidn estricta de sucesos

intracelulares, que dan origen a los productos bioldgicamente activos (Blalock 1992,
Perone, 1997).

Los cuatro sistemas principales de neuropéptidos son: encefalina, dimorfina,
taquicinina y neurotensina. Diversos estudios funcionales y neuroanatémicos han
enfatizando las interacciones reguladoras entre neurotransmisores v neuropeptidos a
nivel de expresion genética de neuropéptidos. Los sistemas de neuropéptidos estan
involucrados en la regulacion y ejecucion de programas motores y también en el control
del estado de animo y afectan también a la personalidad; su administracién rodifica al
comportamiento y 1o sensibiliza, especialmente por medio del nlcleo accumbens y sus
conexiones reciprocas con el encéfalo medio, el hipocampo vy la corteza frontal. Los

glucocorticoides modulan el estado de animo, asi como también la personalidad
{Angulo, 1994).



Los mecanismos que controlan la expresion especifica en la célula de los genes
de neuropéptidos en el hipotalamo son complejos e involucran elementos reguladores
multiples que pueden radicar dentro del gen o muchas kilobases lejos del promotor.
Estos elementos actuan positiva vy negativamente en células diferentes para mejorar ©
restringir la expresion, y pueden incluir sucesiones que se escuden en influencias

reguladoras de otros genes cerca del punto de insercidn cromosomal (Waschek,
1995).

En estudios in vitro y mas recientemente, in vivo se ha examinade como la
taquicinina (takicinin=TK) regula las respuestas inmunes celulares. La TK estimula Ia
profiferacion de células T, mejora la capacidad mitogénica, induce la liberacion de
citocinas incluyendo el IFN-gamma, el TNF-alfa, la IL-1 e IL-6 desde los macrofagos y
células mononucleares, mejora la secrecién de inmunoglobulinas y afecta la fagocitosis
y quimiotaxis celular. En estudios in viva ha mostrado un papel en la recirculacion de
linfocitos de ganglios linfaticos de ovejas, la inversion de la involucion timica por estrés
y produccion de tg, ambos en rata y ratén. Muchos de estos efectos parecen ser
mediados por receptores de tipo NK-2 (Eglezos, 1991).

Citocinas.

Las citocinas actuan sobre el sistema nervioso central, produciendo diversas
acciones Como son: promocion del crecimiento, accién neuro-moduladora, instalacion
de la fiebre, suefio y disminucion de la ingesta. Ademas, las citocinas, neuropéptidos,
neurotransmisores y hormonas participan en una relacion intrincada para contribuir al
desarrollo y mantenimiento de la homeostasis del encéfalo. Las citocinas estan
también involucradas en las respuestas del encéfalo lesionado por trauma, infeccién o
procesos neuro-degenerativos {Pousset, 1994).

Se ha visto que en la hipofisis, la IL-1 beta coexiste con la hormona estimufante
de la tiroides (TSH) en una subpoblacién de células tirotropas, sugiere que pueden
tener un papel como factor paracrino de la hipdfisis. Las citocinas, incluyendo li.-1, IL-
2, IL-8, IFN-gamma y ei TNF, ejercen efectos profundos sobre e eje hipotalamo-
hipdfisiario. Se ha establecido la hipotesis de que el reemplazo de informacion al
sistema neuroenddcrino representa una funcién sensitiva para el sistema inmune en
donde los leucocitos reconocen a los estimulos que no son reconocibles por los
sistemas nerviosos centrales y periféricos (bacterias, neoplasias, virus como
antigenos). El reconocimiento de tales estimulos no- cognitivos por las células inmunes

se convierte entonces en la informacidn y como consecuencia ocurre un cambio
(Weigent, 1995).

Por otro lado en la corteza adrenal se identificd recientemente el factor inductor
del interferén-gamma (FIIG) que es una citocina también llamada 1L-1 gamma o
interleucina-18 (IL-18). Su actividad biolégica es pleiotropica y ha mostrado que induce
la produccion de interferon-gamma en células Th1, aumenta la produccicn del factor

estimulante de colonias de granulocitos- macrofagos (CSF) vy disminuye la de IL.-10
(Conti, 1997).



Hormona Liberadora de Gorticotropina (CRF).

El factor liberador de corticotrofina (CRF) juega un papel principal coordinando
las respuestas enddcrinas, autondmicas, del comportamiento y de inmunidad al estrés
mediante acciones en el encéfalo y en la periferia. Los receptores de CRF identificados
en el enceéfalo, hipéfisis y bazo tienen caracteristicas cinéticas y farmacoldgicas
comparables. Se han observaron diferencias, en la masa molecular del complejo del
receptor de CRF entre el encéfalo (58,000 Da) y la hipofisis y bazo (75,000 Da), que
parece deberse a la diferente glicosilacion de las proteinas del receptor.  El
recientemente clonado receptor en la hipdfisis v el encéfalo (designado como CRF1)
codifica para una proteina de 415 amino-acidos y esta estructuralmente relacionado a
la subfamilia de receptores acoplados a proteinas G (calcitonina/ péptido intestinal
vasoactivo y la hormona liberadora de ia hormona del crecimiento). Un segundo
miembro de la familia de receptores de CRF codifica para una proteina del encéfalo de
rata de 411 amino-acidos con aproximadamente un 70% de homologia al CRF1, se ha
designado como CRF2. En estudios autorradiograficos, ios receptores de CRF se
localizaron en densidades mas altas en los i6bulos anteriores e intermedios de la
hipofisis, corteza cerebral, amigdala, cerebelo y en zonas de |a pulpa roja del bazo. El
CRF puede modular el nimero de sus receptores de manera reciproca. Por ejemplo, el
estrés y la adrenalectomia aumentan la secrecion hipotalamica de CRF que, a la vez,
reguia la disminucién de receptores de CRF en la hipofisis anterior. Los receptores a
CRF en el encéfalo vy Ia hipofisis se alteran también a consecuencia del desarrollo y 10s
procesos de envejecimiento (De-Souza, 1995).

En cuanto a la regulacion se ha observado lo siguiente:

La corticosterona parece ser capaz de obrar reciprocamente con por lo menos
dos mecanismos neuronales diferentes para regular los niveles de ARNm de CRH: uno
se ha visto claramente en las neuronas paraventriculares neurosecretoras, 10s niveles
plasmaticos crecientes del corticosteroide reducen los niveles de ARNm: el otro, se ha

visto en neuronas en el niicleo central de la amigdala, en el cual actia aumentando los
niveles de ARNm (Watts, 1996).

En ratas se ha observado que, la inyeccidn intracerebroventricular de beta-
endorfina aumenta la actividad neuronal y la biosintesis de CRF en el nicleo PV y
estimula la secrecion de ACTH por la secrecidn creciente de CRF. Este efecto sobre &l
NPV se midid, en parte, por medio del receptor de opioide (Wang, 1996).

Pro-Opiomelanocortina (POMC).

La pro-opiomelanccortina (POMC) es una molécula precursora del neuropéptido
que es translocado via secretaria dentro de las células neurcenddcrinas. Es-escindido
por la accidn de endopeptidasas y ya maduro origina a los péptidos como hormona
adrenocorticotrofica (ACTH), beta-ipotrofina (beta-LPH} v beta-endorfina (Castro,
1997). Curiosamente, se ha descubierto que los linfocitos albergan un ARNm de la pro-
opiomelanocortina (POMC), poseen dos copias que carecen del exdn 1 y 2 pero
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contienen O se separan por un exon 3. Las dos copias son reguladas por el CRF
{Galin, 1991).

Hormona Adrenocorticotrépica (ACTH).

La ACTH es un polipéptido de cadena lineal de 3% a.a. con un peso molecular
alrededor de 4 500 KDa. Se produce en las células corticotropicas por escisidn
proteclitica de una molécula precursora mas grande. La pro-opic-melanocortina, el gen
del POMC se localiza en el cromosoma 2 en el humano y consta de 3 exones. Otro
producto de escicion es la hormona R-lipotrépica (LPH), que se segrega junto con la
ACTH, la LPH puede ser descompuesta para producir la Hormona Estimulante de los
Melanocitos (MSH) y [a R-endorfina. EI ACTH es almacenado en granulos secretorios
redondos, en forma de gota o de corazén que miden de 300 a 500 nm (Imura, 1995).
Las ceélulas corticotrofas son estimuladas por CRH vy la funcién de la ACTH es
estimular a la corteza adrenal para que segregue glucocorticoides (cortisol, en los
humanos o corticosterona, en roedores), ademas provoca que se secreten
mineralocorticoides y esteroides sexuales (Lloyd, 1996).

La produccion ectépica de CRH es capaz de inducir hiperplasia corticotrofa. En
casos de exceso de sobreproduccion de ACTH se ocasiona el Sindrome de Cushing.
{(Horvath,1997). Las células productoras de ACTH responden al estrés liberando dicho
factor, mientras que el mecanismo de retroalimentacién por supresion negativa se da a
través de los niveles elevados de cortisol o corticosterona en los roedores, tiene un
rapido efecto inhibitorio en la secrecidbn de ACTH v las células corticotrofas inhibidas
son faciimente identificadas porque presentan una reaccidén Unica especifica llamada
“Hialinizacion de Crooke®, que consiste en una acumulacién progresiva, masiva,
perinuclear en forma de anilio de filamentos de citoqueratina tipo 1. Este efecto parece
ser reversible (Doniach. 1985). Por otro lado, se ha demostrado que las células
adrenales y linfocitos tienen un mecanismo de captacion de calcio dependiente del
ACTH funcional (Clarke. 1994). En los humanos, existe un sindrome de produccion
ectopica de ACTH, que es producido por una gran variedad de neoplasias
extrahipofisiarias, incluyendo carcinoides bronquiales, carcinomas pulmonares,
carcinoma de células del islote pancreatico, carcinoma tiroideo medular, carcinocide
timico y adenocarcinoma ovarico (Lack, 1990).

ACTH Y MIF.

El factor de la inhibicién de la migraciéon de macréfagos (MIF) que se libera
desde células inmunes que actia "por encima” de los efectos supresivos de los
esteroides sobre la produccion de citocinas, indica que la funcion de MIF
fisiologicamente es un mediador de contra-regulacion que modula los efectos de los
glucocorticoides sobre la inflamacion e inmunidad, ademas de ser un componente
critico en la respuesta del huésped al chogue séptico (Bernhagen,1993). Se ha
observado, que los glucocorticoides a concentraciones bajas, inducen mas bien la
inhibicion de la produccion de MIF desde monocitos/ macréfagos y células T. En
estudios in vitro se establecio que CRH es un potente secretagogo de MIF, induciendo
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su liberacion a concentraciones mas inferiores que las que se requirieron para la
liberacion de ACTH (Nishino, 1995).

En un estudio reciente, que provee la primera confirmacion anatémica y
morfologica que indica que el factor MIF ha sido redescubierto por ser un abundante
componente preformado de la glandula anterior de la hipéfisis v del macrofago ya que
por la técnica de microscopia electrénica el ACTH segregado, comprendio dos subtipos
celulares. Del primer tipo eran en la forma de un 6valo con pocos procesos, con
granulos secretorios que llenan el citoplasma entero. El segundo tipo de celula
corticotrdfica consistio en células pequefas satélites con procesos y los granulos
secretorios se alinearon en una disposiciéon en fila en contra de la membrana celular
exterfor. Ambos tipos de células contuvieron una abundancia de granulos secretorios
positivas a MIF. En forma interesante, se identificaron fres tipos distintos de granulos
secretorios dentro de cada tipo de célula: unos conteniendo MIF solo y otros
conteniendo ACTH sélo. y otros conteniendo ambos MIF y ACTH. Por otro lado,
morfoldgicamente las células secretoras de TSH mostraron un bien desarrollado
reticulo endoplasmico y un gran nimero de granulos secretorios pequefios que oscild
en tamafio desde 150 a 200 nm en el diametro. Como en el caso de células
corticotréficas conteniendo MIF, se identificaron tres de tipos de granulos secretorios
dentro de éstas células: unos conteniendo el MIF solo, otros conteniendo TSH solo y
otros conteniendo ambos MIF y TSH. (Nishino, 1995).

Otras hormonas:

El papel de la profactina como un inmunoregulador ha sido descubierto
recientemente, ya que modula las funciones normales de ios linfocitos, timocitos,
esplenocitos y células NK, después de unirse a receptores especificos para PRL
(Reichlin, 1995). Se ha visto que los linfocitos del timo y del bazo en ratas contienen
receptores especificos para la hormona liberadora de la hormona del crecimiento
(HLHC) que se acopla para respuestas bioldgicas importantes y permiten fa
comunicacion bidireccional entre los tejidos inmunes y neuroendécrinos (Guarcello,
1991). También en los leucocitos de rata, el ARN de la HC y la- proteina
inmunoreactiva puedieron ser detectados in vivo, tanto en animales normales como en
los estimulados por lipopolisacarida bacteriano v adjuvante completo de Freund, lo que
apoya la idea de que la HC puede ser activada en una respuesta inmune (Baxter,
1991). Incluso los datos demuestran gue leucocitos mononucleares de diversos tejidos,
incluyendo el bazo, timo, médula 6sea, placas de Peyer v sangre periférica, todos -
tienen la capacidad para producir el ARNm de la HC vy segregar HC (Weigent, 1891).

REGULACION DEL EJE HHA DURANTE EL ESTRES.

Después de 100 afios de investigacion en el hombre y en los animales, el estrés
psicologico se considera como un cofactor potencial en lIa patogénesis de las
enfermedades infecciosas, ya que es capaz de alterar la susceptibilidad de animales y

hombre a los agentes infecciosos, influyendo en la iniciacion, curso y resulfado de estas
infecciones (Biondi, 1997).



ta activacion por citocinas del eje HHA y la supresion inducida resultante de los
glucocorticoides en las respuestas inmunes e inflamatorias representa un mecanismo
importante por medio del cual la respuesta central al estrés modula la inflamacion
periferica. La interrupcidn de esta comunicacion se asocia con exacerbacion de la
enfermedad inflamatoria (Sternberg, 1995). '

El eje hipotalamo-hipofisis-adrenal (HHA) es un sistema que ha sido modelado
para el control neuroendocrine de las respuestas a agentes estresantes y esto se
-conoce desde el siglo pasado (Black, 1994). A pesar de esto, las vias por las cuales
los agentes infecciosos actuaban reciprocamente con el eje HHA, permanecieron
pobremente definidas. La evidencia surgié con los mediadores humorales liberados por
las células inflamatorias (citocinas) ya que participan en la comunicacién bidireccional
entre el sitio de inflamacion y el sistema nervioso central (Lilly, 1992).

Las citocinas estimulan la actividad del eje hipotadlamo-hipéfisis-adrenal (HHA),
aumentando los niveles circulantes de corticosteroides y de ACTH. Esto a la vez induce
cambios metabdlicos tales como: aumento en los substratos para la liberacion de
energia, cese de la actividad de células inmunes especificas y alteraciéon en la
liberacion de los secretagogos importantes para ambos sistemas, inmune vy
neuroendocrino. Con aumentos agudos y niveles sostenidos de citocinas en la sangre,
las terminales nerviosas en la eminencia media, particularmente las que contienen
factor liberador de corticotrofina (CRF), representan un sitio importante de accién a
estas sefiales inmunes. Consecutivamente, los cambios tienen lugar dentro del
encefalo en general y en particular en el hipotalamo, que incluyen la sintesis/ liberacion
de péptidos como CRF vy vasopresina, y de neurotransmiscres como catecolaminas y
prostaglandinas y citocinas en si mismos (Rivier, 1995).

La activacion del eje HHA es el aspecto esencial de Ia respuesta sistémica al
estrés y conduce finalmente al aumento en niveles circulantes de glucocorticoides, que
son el aspecto fundamental para modular la respuesta del hospedero a la invasion al
tejido e infeccion (b y ¢, Buckingham, 1996, Calandra, 1995). Un amplio conjunto de
agentes estresantes inducen la liberacion de AGTH de la hipdfisis anterior, con la
consiguiente estimulacion y liberacién por la corteza adrenal de glucocorticoides. E!
ACTH estimula la expresién genética in vivo e inhibe Ia proliferacién celular
adrenocortical. La union de ACTH a su receptor acoplado a proteina G estimula la
produccion de AMPc y la activacion de la via de las protein-cinasas (Watanabe, 1997).

lLas respuestas neuroenddcrinas e inmunes al estrés cronico por restriccion
puede diferir de los datos observados en el estrés agudo (Mekaouche, 1994)

El papel inmunoregulador de los neurotransmisores.

El estrés estimula fa secrecion de pro-opio-melanocortina (POMC) y sus.péptidos
derivados como son ACTH vy beta-endorfina (extremo terminal beta) asi como también
prolactina (PRL) desde |a adenohipdfisis. La regulacidn de la secrecion es compleja e
incluye una variedad de neuropéptidos y neuroaminas. La histamina (HA) parece
participar como un neurotransmisor en la regulacion central de la secrecién de la



adenohipofisis. Sin embargo, el efecto de la HA sobre la secrecion de POMC y PRL es
indirecta y puede involucrar la activacion de neuronas hipotalamicas consecutivamente

para que liberen factores que a su vez regulan la secrecidon hormonal como son AVP y
OX (Kjaer, 1996).

Las neuronas centrales noradrenérgicas estan involucradas en la respuesta y
adaptacion al estrés. (Stanford, 1995). La acetilcolina (ACh) y los neurotransmisores
de monocamina que incluyen noradrenalina (NA), 5-hidroxitriptamina (5-HT) y dopamina
(DA), tienen un papel inmunoregulador que comprende dos aspectos: la modulacion de
funciones inmunes por neurotransmisores y el efecto del sistema inmune sobre
funciones nerviosas det sistema. La inhibicidn de la biosintesis de ACh en el sistema
nervioso central ocasiona el aumento en la respuesta inmune humoral en ratas a
eritrocitos de ovejas; en contraste, la inhibicion de la actividad de Ila enzima acetil-
colinesterasa en el SNC resulta en la supresion de la respuesta inmune Parece que la
ACh en el encefalo juega un papel inmunoinhibitorio. Su accién puede ser bloqueada
por atropina, o un antagonista muscarinico, pero no por hexametonio, un antagonista
nicotinico. El propdsito de esta interaccidén es para mantener la homeostasis de las
funciones fisioldgicas e inmunes (Qiu, 1996).

El papel inmunoregulador de las citocinas:

Las citocinas son las glicoproteinas, con masas molecutares de 15,000-20,000
kDa, que son elaboradas por las células inmunes activadas por antigenos vy son las
responsables de orquestar las actividades celulares inmunes. Estos mediadores
inflamatorios también afectan el funcionamiento del sistema neuroendécrino  (a,
Buckingham, 1994). Asi, las interleucinas, 1L-1, [L-2, [L-4, |L-68, e} factor de necrosis
tumoral-alfa y el interferén-el gamma, afectan la secrecién de los hormonas de hipéfisis
anterior e hipotalamico in vitro e in vivo y se han identificado en tejidos neuroendécrinos
receptores especificos de alta afinidad para IL-1, [L-2, e IL-6. La produccion de éstas
citocinas en celulas neuroenddcrinas es regulada por neuropéptidos, endotoxinas y
otras citocinas (Spangelo, 1995).

Muchos de los efectos de las endotoxinas sobre la funcidn de la hipdfisis han
sido atribuida a la capacidad de IL-1, TNF o IL-6 para promover la liberacidn de factores
hipotatamicos tales como el CRH (c.- Buckingham, 1996). La IL-1 induce la liberacion
de corticosteroides en el plasma por estimulacion de la liberacidn de ACTH vy
potenciacion de la sintesis de proteinas de fase aguda. En el caso de los ratones
adrenalectomizados se ha visto que son mas sensibles a los efectos mortales del LPS
(lipopolisacarido). En este respecto, el efecto protector de los corticosteroides sugiere
gue la inhibicidn de la actividad del sistema reticuloendotelial podria ser importante en

l{a modulacion de la 1L-1 y el TNF, porgue pueden inducir chogue hemodinamico
(Bertini, 1988).

Las citocinas tienen una gran variedad de funciones endécrinas por gj. los
interferones, inducen resistencia a la insulina y disminuyen la tolerancia a la giucosa, se
asocian con disfuncion tiroidea y puede estimular la secrecion de ACTH y de cortisol.
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Las acciones hormonales y metabdlicas de las interleucinas se han demostrado en el
metabolismo del hueso, aparato reproductor y fisiologia tircidea (Vassilopoulou, 1994).

Efectos de IL-1 en el eje HHA.

La interleucina-1 (IL-1) esta constituida por 1L-1 alfa, I1L-1 beta e iL.-1 antagonista
del receptor (IL-1RA} (Paez-Pereda, 1995). La interleucina-1 beta (IL-1 [3) es una
citocina pleiotropica que es un componente integral bidireccional de sefializacion entre
los sisternas inmune y nervioso ceniral. Se produce en el hipotalamo y se ha mostrado
que jnhibe el eje hipotalamo-hipofisis-gonadal y activa el eje hipotalamo -hipdfisis-
adrenal. La IL-1 [} es regulada por la taquicinina, fa sustancia P (SP). en el sistema
nervioso periferico. Se ha observado, recientemente que algunos miembros
hipotalamicos de la familia de la taguicinina incluyendo la SP y la neurocinina A {NKA)
estimulan la secrecion de la corticosterona en la adrenal. En ratas macho castradas la
[L-1 p aumentd selectivamente a la NKA en la eminencia media y en el nicleo arcuato
(Kalra, 1994).

Se han publicade muchos informes conflictivos acerca de ta lL-1 y sobre el gje
HHA. Unos han confirmado la observacion de que la iL-1 estimula la produccién de
ACTH en la hipofisis. Otros han fracasado para demostrar esto, pero han encontrado
que la 1L-1 estimula la ia liberacion hipotalamica de CRF, que a la vez estimula a la
hipdfisis para que libere ACTH. Las diferencias entre los sistemas de las preparaciones
de W.-1 hacen dificil interpretar estos resultados negatives. La IL-1 probablemente
actie sobre ambos tipos de células y quiza uno es mas importante biologicamente. Sin

embargo, todos los resultados son uniformes en que iL-1 es capaz de activar el eje
HHA (Kalra, 1994).

Los lipopolisacaridos (LPS) involucran la liberacion de interfeucina 1 (IL-1) y otras
citocinas, que a su vez estimulan al eje HHA. Se vid que la administracién de
endotoxina e [L-1 disminuyen {a afinidad del receptor a mineralocorticoide (tipo 1)
hipocampico en paralelo a la activacion del HHA, lo que contribuye a la estimutaciéon de
la secrecion de corticosterona por las adrenales durante la infeccion (Schobitz, 1994).
La IL-1 en el sistema hipocampico juega un papel importante en la coordinacion de
respuestas neuroendocrinas, autondmicas y del comportamiento después de un
desafio inmune (infeccion) o estrés (Linthorst, 1997; Takao, 1995).

La interleucina-1 (IL-1) estd involucrada en las respuestas al estrés, incluyendo
la inmunosupresion. En el caso del opicide péptido beta- endorfina (SER) se sintetiza y
es segregado por las células del sistema inmune y se ha demostrado que participa en
ia modulacién de las respuestas inmunes. Se demostré que la hipofisectomia vy el
tratamienio con indometacina no modifica el efecto de IL-1, sin embargo un aumento en
el SER, parece depender de la activacion de CRH, catecolaminas y serotonina, pero

parece ser independiente de la activacion del eje HHA y de las prostaglandinas
{(Sacerdote, 1994).

l.a sintesis de IL-1 beta se estimula en timo y bazo con el desarrolio de artritis
inducida por adjuvante (estrés inflamatoria crénico). En ratas aririticas
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adrenalectomizadas hubo un fracaso para observar niveles elevados de IL-1 beta en e!
tejido por la ausencia de corticosteroides circulantes {Jessop, 1993).

Para demostrar el papel de la IL-1 en la enfermedad, se han usadc una gran
variedad de modalidades para bloguear su produccion y/o actividad, esto incluye el uso
de agentes que inhiben o reducen:

1) su franscripcion y/o sintesis,

2) el procesamiento de pro-IL-1 beta en sus formas maduras,

3) la secrecion de -1 beta,

4) neutralizando su actividad usando anticuerpos anti-1L-1,

5) receptores solubles (extracelulares),

6) bloqueo del receptor,

7) usando agentes que inhiben la expresion de receptor y por 1o tanto la disponibilidad
de los receptores de superficie,

8) los agentes que afectan la sefial de traduccion mediada por IL-1, (Dinarello-CA,
1994).

La ventaja terapéutica de reducir la actividad de [L-1 radica en prevenir sus
efectos bioldgicos deletéreos, sin involucrar la homeostasis y defensa en el hospedero.
Por ejemplo, bloqueando las prostagiandinas inducidas por IL-1, es el blanco a tratar en
enfermedades inflamatorias ya que las drogas que inhiben la ciclooxigenasa tienen
toxicidades bien conocidas porque bloquean la sintesis fisioldgica normal de
prostaglandinas en muchos tejidos, como plaguetas y epitelio gastrico. En cambio
blogueando a la IL-1, se reduce Unicamente la porcidn de la sintesis de prostaglandina
debido a IL-1 elevada, dejando la sintesis de prostaglandinas necesarias para la

homeostasis fisiolGgica. Un caso similar puede hacerse para el dxido nitrico enddgeno
(Dinarello, 1994).

"~ El papel del CRH.

El péptido clave en ia respuesta al estrés, es el CRF hipotalamico, aunque
también estan las fuentes extra-hipotalamicas, tales como las células de! sisterna
inmune, que juegan un papel importante en la regulacién periférica de Ia respuesta al
estrés (Puri, 1994). El CRH central tiene accién inmunosupresiva, se ha demostrado
que el CRH actua en el encéfalo para reducir la respuesta a anticuerpos especificos in
vivo (lrwin, 1993). El CRH modula el sistema de IL-1 en fos monocitos: se ha visto que
esto depende del estado de activacion del dicha célula, CRH ejerce un control inhibidor

sobre la celula activada y una accion estimuladora sobre el monocito inactivo (Paez-
Pereda, 1995).

Se ha visto que la infusion ICV (infracerebroventricular) de IL-1 ocasiona una
disminucion del 35% en la proliferacion de linfocitos T v del 34% en la actividad de
células NK, pero un pre-tratamiento con un anticuerpo de CRF atenta la supresion de
la proliferacion de linfocitos T y la actividad de las células NK en un 10% y 8%,
respectivamente. Resultados comparables se observaron en ratas adrenalectomizadas.
Estos hallazgos sugieren el anticuerpo de CRF es capaz de bloguear los efectos
inmunosupresivos de la IL-1. Hay una relacién secuencial entre estos mediadores, con
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la liberacion de IL-1 central seguido por la del CRF (Saperstein, 1992). La infusidn
continua ICV de CRH produce un aumento transitorio en la locomocion y temperatura
del cuerpo, ademas, en las ratas tratadas mostraron un nivel elevado de corticosterona
libre, sin ef ritmo diurno evidente y cuando eran desafiadas con LPS, se produjo una
respuesta retardada de fiebre (Linthorst, 1994)

Experimentalmente se ha observado que la privacidn maternal antes del destete
en ratas macho produce efectos sobre los sistemas neurales del CRF, en la hipofisis y
en el sistema nervioso central, que son el evidentes varios meses después y se asocian

probablemente con alteraciones persistentes de la respuesta del comportamiento en
ratas adultas (Ladd, 1996).

Tambien en modelos por estrés psico-social (dominancia entre machos), se han
encontrado hallazgos que representan una demostracion in vivo de la modulacion
extrahipotalamica de receptores a CRH (Fuchs, 1995).

Ei CRF esta involucrado en la regulacion de la sintesis de prostaglandinas (PG)
en fibroblastos y células endoteliales. La IL-1 alfa se vié que mejord la actividad de la
fosfolipasa A2 en un 30% y en la actividad de la sintetasa de la prostaglandina H en un
60%, los dos efectos eran bloqueados completamente por el CRF, por lo que se
concluye que el CRF suprime la sintesis de PG inducida por IL-1 alfa, mediante
acciones sobre la fosfolipasa A2 y la ciclo-oxigenasa. Por lo que se vid que CREF tiene
un papel esencial en la liberacion de ACTH y en la regulacion de PGE?2 central inducida
por [L-1 alfa, estos hallazgos sugieren una cascada reguladora novedosa en las
interacciones inmune- neuroendocrinas (Fleisher-Berkovich, 1995).

Efectos de IL-2 en el eje HHA.

La IL-2 estimula la liberacion de CRF en dosis dependiente al calcio vy la
liberacion de arginina-vasopresina (AVP) y el ACTH en la amigdala, que contiene
niveles altos de CRF y esta conectada en las reacciones al estrés y en [a regulacion del
eje HHA; asi como a partir del hipotalamo (Raber, 1995).

l.a IL-2 tiene la capacidad de modular la actividad neuroendécrina en un periodo
extendido ya que induce efectos sobre el HHA, ocasionando un aumento en los niveles
de ACTH con lo que las concentraciones plasmaticas de corticosterona se elevan
significativamente, por lo que se ha visto que induce gfiosis (Hanisch, 1994).

Efectos de IL-6 en el eje HHA.

La adrenalina, que se segrega desde la médula adrenal durante el estrés, esta
involucrada en el control de la inflamacién y respuestas inmunes. La administraciéon de
adrenalina por via SC en ratas, induce un aumento dosis-dependiente en las
concentraciones plasmaticas de 1L-6 alcanzando su maximo después de 2 hr, por eso
puede modular las respuestas inflamatorias (De Rijk, 1994).

La IL-1 y la IL-6 v sus receptores, se expresan en neuronas hipocampicas, que
son los blancos de los hormonas corticosteroides. Los coricosteroides afectan a los
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receptores intracelulares, los de mineralocorticoides (MR) v los de glucocorticoides
(GR). Los MRs responden a concentraciones bajas del esteroide, mientras que
concenfraciones superiores se necesitan para la activacion adicional de los GR. La
ocupacion de los MR en neuronas hipocampicas parece importante para la establlidad,
asi como para la transmision en proceso, sensibilidad vy actividad basal de! sistema de
respuesta al estrés, asi como en la seleccion de respuestas conductuales. La
activacion adicional transitoria de RG suprime la excitabilidad, facilita la recuperacion de
la respuesta al estrés y promociona el almacenaje de informacion. Asi, el balance entre
MRy GR, aparece critico para el control a largo plazo ejercido por los corticosteroides
sobre aspectos especificos de actividad neuronal, estrés y adaptacion conductual. La
administracion de IL-1 produce un aumento duradero en la corticosterona, también
influye en la funcidn de MR en el hipocampo y ocasiona un cambio en los MR y el
balance de GR, que puede subyacer en la activacion prolongada del eje HHA durante
una respuesta inmune (De-Kloet, 1994).

Otros mecanismos:

Los esteroides gonadales también influyen en la inmunidad actuando a dos
niveles: en los tejidos linfoides primarios o maduros en las células inmunocompetentes
y a nivel del eje hipotalamo-hipdfisis, influyendo en la liberacién de hormonas que por si
mismas tiene propiedades inmunoreguladoras. Los antiestrogenos también afectan la

respuesta inmune en ambos modos de accion, agonistico y antagénico (Draca, 1995 y
Homo-Delarche, 1991).

La fuz pueder ser también un mecanismo de modulacién hormonal, ya la
exposicion a luz visible leve también modula la hipofisis vy glandula pineal, lo que
conduce a cambios neuroendécrinos. La melatonina, la norepinefrina y la acetilcolina
disminuyen con la activacion leve, mientras que los niveles de cortisol, serotonina, gaba
y dopamina aumentan. La sintesis de polipéptido intestinal vasoactivo (VIP), péptido
liberador de gastrina (GRP) y el neuropéptido Y (NPY) se ha demostrado que puede
ser modificados por la luz, en la rata. Todos estos cambios neuroendécrinos pueden
conducir a la modulacion inmune. Otra via alternativa para la modulacion inmune por la
luz es mediante la piel, ya que la luz visible {(400-700 nm) puede penetrar las capas
epidérmicas y dérmicas de la piel y pueden interactuar directamente con ios linfociios
circutantes para modular ta funcidn inmune, por lo que es importante respetar el ciclo
luz/obscuridad en los ratones (Roberts, 1995).

Efectos del estrés:

El estrés agudo induce grandes cambios, rapidos y reversibles en la distribucion
de las subpoblaciones de leucocitos en la sangre periférica de la rata, ya que induce
aumentos en los niveles de corticosterona plasmaticos, que son acompafiados por una
disminucion importante en fos nimeros y en los porcentajes de linfocitos Yy por un
aumento en los nimeros y en los porcentajes de los neutrdfilos. El analisis citométrico
de células B, ceélulas NK, y los nGimeros de monocitos mosiraron una disminucion
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inducida por un mayor estrés. La corticosterona actua sobre el receptor a esteroide de
tipo Il (Dhabhar, 1895 y 1996)

En ratas se ha observado una disminucién en los niveles CBG {globulina unida a
corticosteroide) como resultado de estrés social croénico lo que conduce & un mayor
acceso de hormona libre de corticosterona para unirse a receptores |l en el bazo que
estan tipicamente presentes en ratas bajo condiciones de estrés agudo ¢ basal. Este
resultado ilustra un mecanismo de cOmo el estrés cronico puede tener un impacto
mayor que estrés agudo sobre la funcidn inmune esplénica (Spencer, 1996). En
contraste a los linfocitos de sangre periférica, las células del bazo muestran una
respuesta mejorada al mitdgeno por la inmovilizacion y a la adrenalectomia, indicando
que la respuesta inmune se regula de manera diferente en los diversos
compartimientos del sistema inmune (Rinner, 1992).

En un desafio inmune con LPS, se vid que éste podria inducir respuestas
neuroguimicas, neuroendocrinas, e inmunes parecidas a las def estrés, sugiriendo que
estas respuestas pueden ser expresadas asimétricamente, lo que parece depender del
comportamiento de la lateralidad. En et hipotdlamo e hipocampo se observd un
metabolismo aumentado de la serotonina, que ocurrio en el lado izquierdo; ademas, el
aumento en el cambio de serotonina en el hipotdlamo medial, se niveld con una
elevacion plasmatica de adrenocorticotropina y una disminucion de linfocitos T,

mientras que la proliferacidn se observé en ratones diestros y ambidextros pero nc en
animales zurdos (Delrue, 1994).

Se ha visto que en el estrés o en la enfermedad grave, hay un cambio en el
metabolismo de pregnenolona alejada de la DHEA y su produccion de sulfato hacia el
de los glucocorticoides (a.- Regelson, 1994).

LOS ESTEROIDES.

La funcidn celular influida por esteroides, aparece desde las primeras sefiales de
vida sobre la tierra. De hecho, el modelo de la secrecion de estercides desde
glandulas especializadas parece ser relativamente reciente en términos evolutivos
(Gawienowski, 1997). Un namero de bacterias, hongos y las plantas vasculares
fotosinteticas sintetizan esteroides que son activos en los animales. El efecto celular de
tales esteroides en los microbios y en las plantas parece ser comparable al de los
mamiferos. La evidencia sugiere que esa accidon de esteroides en varios fila botanicos

es por medio de receptores organizados de una manera parecida a la gue se ha visto
en los animales (Agarivall, 1993)

La actividad de esteroidogénesis es concomitante con el contenido de lipidos en
las células adrenales, tanto morfologica como fisioldgicamente. El estado fisico de las
vacuolas lipidicas y sus caracteristicas morfolégicas en forma de cuerpos cristaloides
se ven afectadas en diferentes estadios funcionales, ya que al estimularse la
biosintesis hormonal las vacuolas de lipidos muestran una birrefringencia vy maltiples
fases de transicion (Szabo, 1996).



Los Receptores.

Existe una familia de moléculas que comparten la estructura basica del
ciclopentanoperhidrofenantreno, y que requieren que haya una union preliminar al
receptor para que se obtenga respuesta. Un grupo grande de dominios de union -la
superfamilia de receptor de esteroide- cuyos miembros comparten algunos requisitos
minimos basicos para la afinidad a los esteroides (Beato, 1989). Estas proteinas
reguladoras comprenden, entre otros, los receptores para los gluco y los
mineralocorticoides, esirogenos y progesterona, andrégenos, retinoides, hormona
tiroidea, vitamina D; e igual el oncogene v-erb. Sobre el promedio, una célula blanco
contiene mas de 10,000 receptores a esteroides, de uniéon reversible a hormonas
esteroides con una gran afinidad (Ka 109). Estos receptores son una cadena
polipeptidica larga de mas de 800 a.a. que constituyen menos de 0.01% de la proteina
total de la célula. Los miembros de !a familia al receptor esteroidal se estructuran en
una manera similar, con un extremo N-terminal donde e! dominio variable involucrado
en la modulacién, un dominio conservado rico en cisteina en la parte central de ADN, v
un bien conservado dominio C-terminal se cree esta involucrado en el ligando. Los
dominios de esteroide contienen regiones y subregiones de longitudes variables. El
receptor a esteroide dentro de la célula puede ocupar ubicaciones diferentes, pero son

mayormente nucleares. El receptor de glucocorticoide se encuentra en el citoplasma y
en el nicleo (Palomino, 1997).

El receptor a glucocorticoide (RG) regula factores de transcripcion que son
capaces de modular expresiones genéticas comprometiendo a los sitios especificos de
ADN (elementos de respuesta de glucocorticoide). El RG no unido se guarda anclado
en un heferocomplejo conteniendo las proteinas de choque térmico (heat shock
proteins) y otras proteinas. En fa hormona comprometida, el RG se disocia desde este
complejo y adquiere propiedades obligatorias del DNA, un proceso que se refiere como
activacion del RG. Se ha informado que el RG en estado no unido es citoplasmico y
para ser transferido al nicieo sobre el ligando que se compromete segtn el clasico
modelo de receptor de paso de activacion. Sin embargo, algunas investigaciones
encontraron que el RG para estar presente exclusivamente en el nicleoc puede estar en
ambos estados , unido a su ligando y no unido. El RG humano tiene dos isoformas,
ambas de ellas tienen el primero 727 a.a. en comin hGR (es de 777 a.a. de largo y
hGR tiene742 a.a.). La forma alfa compromete a la hormona y parece ser la forma
fisiologica principal y fa forma beta, sugiere que es un inhibidor endégeno de la accidn
del glucocorticoide. E! higado es el 6rgano blanco principal de la accion del
glucocorticoide en ambas condiciones fisiolégicas y patologicas. Los glucocorticoides
modulan la fase de reaccion aguda por la interaccion via IL-6 (Smith, 1993).

Mecanismos de Accion.

Los esteroides pueden actuar mediante dos mecanismos béasicos: gendmico y no
genomico. La accion gendmica clasica es mediada por receptores intracelulares
especificos, en el nicleo. El blanco primaric para el efecto no genomico es la
membrana celular. Muchos de los efectos parecen ser mediados mediante la ruta no
genomica, ademas de que dichos efectos y otros factores pueden involucrarse con el
sistema de receptor intranuclear, induciendo o reprimiendo los efectos especificos
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genomicos del esteroide y su receptor. Los receptores a esteroides {SRs) son
miembros de una familia grande de factores nucleares de transcripcion gue regulan la
expresion genética comprometiendo a sus ligandos de esteroides a las sucesiones del
enhacer (promotor) especifico del ADN (elementos de respuesta de esteroide) vy a la
maquinaria basica de transcripcion. Los SRs son fosfoproteinas, gue adicionaimente
son fosforiladas, después de la unién al ligando. Ef papel de la fosforilacion en la
tfranscripcion del receptor es compleja y no puede ser uniforme a todos los SRs. Sin
embargo, la fosforilacién/ desfosforilacion es un suceso clave que regula la actividad
transcripcional de dichos receptores. Las actividades de los SR pueden ser afectadas
por fa cantidad de SR en los nicleos de las células, lo que se modifica por el valor de
transcripcion y la traduccién del gen de SR asi como también por Ia protedlisis del SR.
Hay un auto y heteroregulacion de los niveles del receptor. Algunos SRs se expresan
como dos 0 mas isoformas, gue pueden tener efectos diferentes sobre Ia transcripcion.
Los isoformas de receptor son productos diferentes de transcripcion o la traduccion de
un gen unico. La isoforma A del receptor de progesterona es una forma truncada de la
isoforma B que se origina desde el mismo gen, pero es capaz de suprimir no solamente
el gen mejorando la actividad del receptor a progesterona (PR-B) pero también el de
otros receptores de esteroides (Tuohimaa, 1996).

La regulacion genética por esteroides es mediada por la unién del ligando
enddgenc o farmacologico al receptor nuclear correspondiente. El ligando y los
receptores activados de los esteroides comunmente regulan la expresion de genes de
respuesta, comprometiendo elementos comunes de respuesta sobre el ADN en forma
de homodimeros. Sin embargo, los hallazgos recientes indican que esos recepiores de
glucocorticoide y mineralocorticoide son capaces de actuar reciprocamente para formar
heterodimeros. En tejidos que coexpresan ambos receptores de corticosteroide, la
heterodimerizacion entre ellos pueden ser una modalidad no reconocida para la
regulacion transcripcional del corticosteroide y fos genes de respuesta (Trapp, 1996).

Los Esteroides y el Sistema Inmune.

El sistema inmune mamifero es de composicion multicelular y su funcion
apropiada requiere del control cuidadoso sobre las vias de desarrollo complejas vy
muchos otros distintos tipos de respuestas de! efector. Los numerosos mecanismos de
superposicion de comunicacion intercelular se necesitan para realizar las tareas de
regulacion apropiada de los diversos tipos de células que constituyen este sistema
protector esencial. Uno de los mecanismo ocurre por el contacto directo célula a célula
mediante la interaccion de las moléculas asociadas a las membranas. Los ejemplos de
este tipo de comunicacion incluyen la interaccién que tiene lugar entre el antigeno y e
receptor especifico en la célula T y los péptidos ajenos que son el limite principal para
el Complejo Principal de Histocompatibilidad, asi como también las interacciones
coestimuladoras de molécula con sus ligandos especificos expresadas sobre las
células presentadoras de antigeno (por ej. CD28 y B7-1 o B7-2). Un segundo
mecanismo ocurre mediante la produccion, secrecién, y activacién de mediadores
solubles, colectivamente conocido como citocinas. Las citocinas son representadas por
un grupo grande y diverso de moléculas que son producidas por una amplia variedad
de diversos tipos de células (Daynes, 1995).



Las citocinas se unen a receptores especificos asociados a la membrana sobre
las celulas blanco, induciendo a la activacion de sefales particulares. Estos Procesos
consecutivamente conducen a diversos cambios en la fisiologia celutar. Algunas de las
citocinas ejercen sus influencias in vivo por medio de rutas endocrinas, aunque sea
mucho mas comun la comunicacidn intercelular por medio de vias paracrinas o
autocrinas. Se han usado como ejemplos de mecanismos inmunes la variacién de
cepas en la susceptibilidad a agentes infecciosos, la condicidn de inmunosenescencia,
y los procesos que controlan el desarrolio de la inmunidad de las mucosas, ya que

pueden estar bajo el control de las hormona esteroides (Derijk, 1994 y Sternberg,
1995).

E! factor inhibidor de migracién macrdfago (MIF) es un componente critico del
sistema inmune y actta junto con los glucocorticoides para regular la inflamacion y ta
inmunidad. Hay estudios en curso para determinar las bases moleculares de la
interaccion glucocorticoide -MIF a nivel subcelular (Calandra T, 1995). Recientemente
se ha descubierto que el MIF, se fibera directamente desde células inmunes enseguida
de la estimulacién con concentraciones fisioldgicas de glucocorticoides. A nivel de un
sitio inflamatorio localizado, las células inmunes que liberan MIF, como son linfocitos T
o macrofagos, actuan para equilibrar o contra regular los efectos anti-inflamatorios o
inmunosupresivos de los glucocorticoides que aparece en la circulacién como una parte
integral de la respuesta generalizada de respuesta a! estrés por dolor o invasion tejido.
El hecho de que los estimulos pro-inflamatorias tales como las endotoxinas también
conducen a la liberacion de MIF a partir de la hipdfisis, indica que la capacidad del
hospedero para proveer una respuesta central, contraregutadora, que puede servir para
equilibrar los efectos de ios glucocorticoides se da a un nivel sistémico también y no
solo focal (Nishino, 1995).

LA DERIDROEPIANDRQOSTERONA (DHEA).

Ei sulfato de DHEA se secreta en grandes cantidades por la corteza adrenal
humana, se llama comlnmente andrégeno adrenal (b- Regelson, 1994). En
experimentos usando la separacidn zonal y los cultivos primarios de zonas
adrenocorticales, se determinaron las diferencias zonales. La diferencia en la
expresion de genes esteroidogénicos de enzimas, entre la zona fascicular y la zona
reticular, es el nivel de la enzima tipo |l 3 (el HSD), en la zona reticular es el sitio de la

biosintesis de DHEA y DHEAS, porque expresa un nivel bajo de 3 (HSD) (Endoh,
1996).

La DHEA es cuantitativamente la hormona mas abundante en el humano joveny
en los mamiferos, con una amplia variedad de efectos fisioldgicos, incluyendo efectos
reguladores principales sobre el sistema inmune. Dos de los aspectos mas llamativos
de DHEA son su declinacion constante en sus niveles con la edad y una deficiencia
importante  en pacientes con varias enfermedades, incluyendo el cancer,
ateroesclerosis y enfermedad de Alzheimer. La hormona se secreia en forma no-
sulfatada (DHEA) y la forma sulfatada (DHEA-S). (Shealy, 1995). Las dos son
aparentemente intercambiables y parece probable que sus efectos fisiologicos son
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producidos por moléculas dervadas que aun quedan por ser identificadas (Regelson,
1988).

Efectos de la DHEA.

Los datos actuales muestran que algunos de los efectos in vivo asociados con |a
administracion dietética de DHEA a ratones y ratas son:

(1) disminucion en la ganancia de peso en el cuerpo: (2) hay aumentos relativos
en el higado; (3) el higado cambia de color; (4) instalacién de enzimas hepéaticas
peroxisomales; (5) proliferacion de peroxisomas hepaticos: (6) disminuicion de
mitocondrias hepaticas:  (7) niveles elevados de enzima malica hepatica;  (8)
disminuciones leves, disminuciones importantes, o aumentos importantes en os niveles
trigliceridos sericos; dependiendo de la cepa de raton: (9) aumento total de los niveles
sericos del colesterol; (10) disminuciones importantes en la sintesis hepatica;, (11)
aumentos importantes en la sintesis hepatica de colesterol; (12) disminucién de la
actividad proteica y especifica de la enzima hepatica mitocondrial carbamoil fosfato
sintetasa-l sin cambios concomitantes en urea sérica; (13) instalacion de la actividad
de la glutation S-transferasa en el higado; (14) disminucién en ia proteina endégena
hepdtica de la fosforilacion; (15) aumento en la actividad de AMPasa hepatica y
GTPasa; (16) formacién de 5-androstene-3 beta, 17 beta-diol como un metabolito
principal de fa DHEA por andlisis subcelular de fracciones de higado, que se refleja en
el suero y en los niveles en el tejido; vy (17) reduccion en los niveles séricos de
prolactina (Milewich, 1995).

En inmunologia:

- sus efectos requieren la expresion sistémica, pero el balance local de las citoquinas
Th-1/Th-2 en el tejido linfoide depende de la activacion hormonal in-situ (b- Daynes,
1990)

- la presencia de infeccidn o de un estimulo antigénico, como el estrés, es necesario
para que la DHEA muestre su accién inmunoestimulante (McLachlan, 1996)

- la DHEA puede actuar disminuyendo o blogueando la accién de corticosteroides para
modificar el dafio al tejido mediado por estrés, una accién que puede ser critica en las
enfermedades degenerativas del envejecimiento o por la modulacion de la produccion
de linfocinas (Suitters, 1997)

- puede ser un mediador natural de las respuestas de las célula T y pueden ser
importantes para la restauracidon juvenil de las respuestas antigénicas en ratones
envejecidos (Danenberg. 1995)

- en dosis adecuadas, la dosis subcutdnea a los ratones, alivia el estrés por
corticosteroides

- evita la involucidon timica y mejora la resistencia inmune a la infeccién viral y
bacteriologica (May, 1990) '

- estimula la proliferacidn de las células T vy la produccion de 1L-2 {Suzuki, 1981)

- el blanco primario inmunolégico de la DHEA son los linfocitos Th-1 subclase CD4+, lo
que conduce al aumento de IL-2 con una actividad citotoxica mejorada y escasa
produccion de IL-4 (Daynes, 1990)
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- mantienen la produccion de IFN, v esto puede explicar alguna de su actividad antiviral
in vivo

- podria ser utilizada como una terapia de reemplazo en el envejecimiento y en caso de
enfermedades cronicas como cancer, tendria un valor potencial en la resistencia
creciente a las infecciones (b.- Regelson, 1994 y b.- Araneo, 1995) |

- mejora la inmunidad de células T y B en ratas infectadas con Cryptosporidium e
inmunosuprimidas por la dexametasona (Rasmussen,1991)

- el efecto inhibitorio de la DHEA sobre la produccion de 1L-6 puede ser mediada por la
inhibicion de el CRF gue estimula el rendimiento de los monocitos de 1L-6

- estimula la produccién de C1 del sistema del complemento en cultivos ceiulares
hepaticos

- produce una reduccion en la sintesis de la prostaglandina E2 (PGE2) en fa epidermis
de raton. La PGE2 es un inhibidor de mitogénesis de los linfocitos vy en la secrecion vy
produccion de linfocinas (b.- Regelson,1994)

- puede impedir la agregacidn plaquetaria, sugiriendo, como se ha visto para linfocitos y
macrofagos, que los elementos formados de la sangre pueden metabolizar a la DHEA
{Jesse,1995).

En el metabolismo:

- la DHEA puede modular el rendimiento a la insulina

- los trabajos mediante la estimulacién de GMP ciclico, estos niveles de GMP pueden
ser la via comin final para la accion de la DHEA sobre respuestas celulares variadas

- estimula la produccion de peroxisomas con el aumento marcado del peso del higado
(Swierczynski, 1996)

- es una potente inhibidor no competitivo de la glucosa-6-P04 deshidrogenasa (G-6-
PD), la cual controla la catalisis de la pentosa y la generacidén del NADPH
extramitocondrial

- inhibe la ornitina decarboxilasa y carbamil sintetasa

- induce el bloqueo de canales de K ¢ inhibicién de Na+ K +ATPasa

- inhibe la sintesis de ribosa 5-P (Regelson, 1988).

- es metabolizada por la piel y juega un papel en la secrecion sebacea vy el hirsutismo

- la DHEA y el DHEAS aumentan conjuntamente con otros androgenos en el gjercicio,
pero estos niveles se disminuyen en individuos que consumen dietas vegetarianas

- puede tener un efecto tiromimético, porque inhibe la obesidad en el ratdn y en perros
- estimula las sulfotransferasas hepéaticas, las enzimas de esteroides de sulfato, y esto

puede ser aplicable a la sulfatacion y la solubilidad de los acidos biliares (Regelson,
1988). ’

En neurologia:

- puede sintetizarse por medio del colesterol a la pregnenolona, su sintesis en el
encéfalo es independiente de fuentes enddcrinas sistémicas y parece ser producida por
medio de una via oligodendroglial (b.- Robel, 1995)

- la administracion de ACTH aumenta niveles plasmaticos de DHEA, DHEAS,

androstenediona y testosterona. Los niveles de DHEA disminuyen con |a enfermedad
(Baulieu, 1996)
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- en la rata, la concentracion exdgena mas alta de la captacion de DHEA se encontrd
en la pineal y también en la amigdala, el hipocampo, el tdlamo, encéfalo medio y la
corteza frontal. La localizacion pineal de la DHEA se denota en el control pineal del
ciclo circadiano y los ritmos estacionales que afecta al ciclo sexual, afectando modelos
de suefo y conducta

- la produccién de DHEA propia de ciclo circadiano se pierde clinicamente en los
grupos de edad mayor que son acompafados por una caida en los niveles de la DHEA
- puede tener una influencia sobre el sistema nervioso simpatico

- como un neuroesteroide sintetizado por el encéfalo, puede actuar también mediante la
modulacion de GABA. Su accién in vitro en el receptor de GABA bloquea en las
neuronas ventrales del mesencéfalo. Modifica las respuestas gaba-érgicas mediadas
que efectlan la excitabilidad neuronal. puede suprimir la respuesta de ataque en
ratones macho y en hembras lactantes (Rabow, 1995)

- produce la estimuiacion de guanil ciclasa que aumenta el GMP ciclico

- en roedores tiene un efecto de mejora en la memoria. EL DHEA y la pregnenaiona
tiene un actividad trofica por el SNC (Young, 1996)

- La DHEA y el DHEAS tiene efectos sobre el metabolismo de la prolactina. La
prolactina regula la estimulacién dopaminérgica de C19 delta 5 de sintesis adrenal
esteroidogénica lo que sugiere a la DHEA como un neuroesteroide, que puede tener un
papel en la enfermedad de Parkinson (Garcia-de-Yebenes, 1995)

El termino "neuroesteroides” se aplica a esos esteroides que son sintetizados en
el sistema nervioso, de novo a partir del colesterol o desde precursores de hormonas
esteroides y que se acumulan en el sistema nervioso a niveles por lo menos en parte
independientes de la secrecion glandular (a.- Robel, 1995). Los células gliales juegan
un papel principal en el metabolismo y formacidn del neuroesteroide. Varios
neuroesteroides estan involucrados en mecanismos auto o paracrinos que implican
ambos regulacion de los efectos y la expresion genética sobre los receptores de la
membrana (incluyendo los de los neurotransmisores). El papel neuromodulador de los
neuroesteroides en la regulacion de! ciclo estral vy ia gestacién, estrés, memoria, los

procesos de desarrollo y el envejecimiento esperan una investigacion adicional
(Baulieu, 1997).

En el envejecimiento:

Todo el DHEAS circulante en el humano se origina desde la corteza adrenal. Un
alto valor en {a secrecion de los androgenos adrenales se restringe al humano adutto
joven y otros pocos primates superiores. Hay una edad que coincide con la declinacion
en la secrecion plasmatica en los niveles de DHEAS v es en la octava década y mas
alia los niveles estan muy deprimidos. Esta se llama adrenarca. La hipotesis es que
con la edad, hay una declinacién progresiva en la producciéon de DHEA con una
disminucion en el nimero de células reticulares en la corteza adrenal, quizas debido a

una mayor susceptibilidad de las células en la zona reticular a la apoptosis (Endoh,
1996).

Mecanismos de accion:
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1. Por la inhibicion de la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PD) de mamifero.
enzima limitante en la via de la pentosa. La DHEA puede servir como un inhibidor
compelitivo de glucocorticoides (GCS) aumentando la induccion de G6PD, ademas de
tener efectos anticancer y anti-aterogénicos

2. Por la activacidn de la guanidil-ciclasa, puede modular el metabolismo del éxido
nitrico en el mdsculo lisa

3. Por la reduccion de isoprenilacion de protefna por medio de efectos sobre la sintesis
de mevalonato, importante en la biosintesis del colestero!, en |a proliferacion tumoral y
en el transporte de membranas

4. Por la inhibicion de la ornitin descarboxilasa v diferenciacion de la actividad tumoral
con un efecto parecido al del acido retinoico

5. La DHEA junto con ios efectos de las hormonas tiroideas estimulan |a termogénesis
del higado como producto de la elevacion de enzima maleica. Produce una
estimulacion de la G3P deshidrogenasa mitocondrial

B. Afecta a la enzima malica, por medio de la regulacién de la transcripcion. La DHEA
podria ejercer un efecto transcripcional regulador similar blogueando la accion de los
glucocorticoides

7. Por la estimulacion del IL-1, que juega un papel en el proceso inmune y puede
mejorar la hipoglucemia por insulina. La iL-1 que se encuentra en las células
noradrenérgicas cromafines, estimula el rendimiento de los GCS. Las células
cromafines sintetizan androgenos, y seria de interés comprobar si estas interrelaciones
pueden involucrar también la termogénesis. La IL-1 es la citocina implicada en
respuestas febriles, Es inducida rapidamente en ratones por lipopolisacaridos de
bacterias Gram negativas (Besedovsky, 1990, Bartfai de 1990)

8. Es un contra reguiador de GCS, especificamente al receptor hormonal, la DHEA es
una “anti-hormona" que excita los procesos metabdlicos y regula la inmunomodulacion
y otras respuestas fisioldgicas (a.- Regelson, 1994)

EL ANDROESTENEDIOL (AED).

Es un derivado de la DHEA, es un metabolito atin mas activo y potente ya que

aumenta la resistencia del hospedero a la infeccion mediante la inmunoregulacion
(Araneo, 1993)

El. CORTISOL.

En el humano, el cortisol es el glucocorticoide principal. Se segregan diariamente
entre 13-20 mg de cortisol en la zona fascicular y en la zona reticular: después de ser
secretado, el cortisal se une a la globulina transcortina. La mayoria del cortisot
circulante estd unido a la globulina, sodlo un porcentaje pequefio esta libre v es
biolégicamente activo. La secrecion aumentada de cortisol es critica en |a respuesta
fisiologica para adaptarse al estrés y a la enfermedad. La reduccién hepatica es de una
doble molécula que inactiva al cortisol. Después de un numero de varias
biotransformaciones y conjugaciones subsiguiente con glucoronato o sulfato, los

metabolitos de cortiso! se segregan como 17 -hidroxiesteroide urinarios (17-OHS)
(Andnimo, Scientific American, 1997)



LA CORTICOSTERONA.

La CORT es el esteroide principal secretado por la adrenal en rogdores, es el
glucocorticoide enddgeno libre, tiene los efectos de los mineralocorticoides ya que

resulta en la retencion de agua. Su vida media es 8-12 h (Sutton, 1994, Gilman,
1990).

La medicién de los niveles de corticosterona de sangre en un mamifero tan
pequeio como el ratdn, se han beneficiade del hecho de que este esteroide se segrega
en cantidades considerables y asi hay varios métodos disponibles para su uso, el mejor
debe ser sensible, especifico y reproducible. Los valores obtenidos desde ratones
adultos sin tratamiento varian desde 20 a 160 ng/ml de plasma por ensayo de
microfluorescencia. Se ha desarrollado para las ratas el radicinmunoensayo de la
corticosterona plasmética que utiliza un anticuerpo especifico, sin embargo, los

informes de valores por radioinmunoensayo para ratones no estan disponibles en este
momento (Beamer, 1983).

Los ratones BALB/cBy jévenes vy adultos han mostrado que tienen
significativamente mas corticosterona en el plasma que los ratones C57BL/6By. Los
analisis del corticosterona de plasma desde lineas consanguineas recombinadas vy
seleccionadas por retrocruzas derivaron desde el BALB/cBy y el C57BL/6By, lo que
apoyd el que dos loci (Cpl-1, Cpl-2) controlaran tales diferencias. La captacion
hipotalamica de corticosterona 3H-marcada se encontré ser mas mas baja en
BALB/cBy que en la C57BL/6By las hembras con tal diferencia posiblemente se deba a
un locus en el gen (Beamer, 1983).

Se ha establecido la diferencia sexual que existe en la actividad de! gie
hipotalamico, hip&fisis y adrenal (HHA). El ciclo estral en ratas hembras podria afectar
los niveles plasmaticos de la corticosterona. Los glucocorticoides adrenales ejercen
una amplia gama de efectos bioldgicos y tales efectos podrian ser por variaciones
relativas a los niveles plasmaticos de corticosterona. Las ratas hembras segregan
niveles basales superiores de corticosterona, circulando niveles de corticosterona unida
a globulina que se elevan también y niveles reducidos de la libre, ta corticosterona
bioactiva a niveles comparables a los machos. Los niveles de glucocorticoide de
plasma son minimos a principios de la fase de inactividad (en ratas a 8.00-8.30 AM.)
se elevan en el pico temprano en la fase activa (8.30-9.0 P.M.) con una variacién total
sobre la orden de 20 que dobla en machos cuando un indice de variaciones circadianas
(las amplitudes) se comparaentre ratas machos y hembras, y que se encontr6
significativamente mas grande en machos que en hembras (Atkinson,1995). Dado que
las ratas y los ratones son animales nocturnos, esto se tiene que tener en mente
cuando se comparan niveles de la hormona. Los valores séricos de corticosterona son
bajas aproximadamente al mediodia vy mas alto 2 a 4 h antes de la medianache
(Beamer, 1983).
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HIPOTESIS.

Las hipotesis planteadas al inicio de la tesis fueron:

1.- El eje HHA sufre alteraciones funcionales y estructurales con el desarrolio de la
tuberculosis pulmonar experimental murina.

2.- Estas alteraciones contribuyen al desbalance del patrén de secrecidn de citocinas
tipo Th1 a Th2.

La atrofia adrenal establecida en la fase cronica de la enfermedad se relaciona
con una disminucion acentuada de DHEA, o cual permite una mayor actividad Th2 vy
ésto a su vez permite el agravamiento de la enfermedad vy la persistencia cronica de las
micobacterias con una mayor suceptibilidad para la producciéon de necrosis por la
produccion local de TNF,

Al reestablecerse la funcién del patrén Th1 mediante la administracion exégena
de hormonas esteroides de origen adrenal se lograria un efecto protector para el
huésped, en este caso el ratén.

Las alteraciones inmunoldgicas establecidas en la fase cronica de la enfermedad

podrian ser revertidas con la administracién exdégena de hormonas esteroides de origen
adrenal, DHEA 6 AED.

Tomando en cuenta que:

- la DHEA es la hormona de origen adrenal mas abundantemente producida y ademas
es un potente inductor de respuesta Th1

- los glucocorticoides son estimuladores de la respuesta Th2, se plantearon los
siguientes objetivos:

OBJETIVOS.

1.- Estudiar las alteraciones anatémicas e histologicas (a nivel de microscopia de
luz y electronica) de las gléandulas adrenales y de los nucleos supradptico y
paraventricular del hipotalamo durante el curso evolutivo de la tuberculosis pulmonar.

2.- Comparar las fluctuaciones en la secrecidn de hormonas esteroides
adrenales (corticosterona y dehidroepiandrosterona) con la produccion de interleucinas
producidas por linfocitos cooperadores de clase 1 (Th-1) y clase 2 {Th-2), durante la
evolucion de la tuberculosis putmonar murina.

3.~ Relacionar los patrones de la secrecion de hormonas adrenales e
interleucinas con la severidad y cronicidad de la enfermedad

4.-- Manipular la respuesta inmunolégica con la administracion exogena de
esteroides adrenales.



MATERIALY METODOS

Los experimentos se realizaron en la seccion del Laboratorio de Patologia
Experimental del Depariamento de Patologia del instituto Nacional de la Nutricion
Salvador Zubiran, los animales se confinaron al cuarto 7 del primer piso del
Departamento de Investigacién Experimental y Bioterio del INNSZ.

El proyecto fue financiado por CONACVYT.

Se llevaron a cabo varias fases en los experimentos:
[.- Experimentos para optimizar las dosis de los androgenos adrenales.
H.- Administracidon de la DHEA por sus conocidos efectos antiglucocorticoides (b-
Araneo-B; 1993} en fase aguda y cronica y administracion de AED, utilizando las dosis
optimas.
Ill.- Realizacion de trasplante de adrenales de animales sanos a animales tuberculosos.

1. Preparacion de la micobacteria.

La cepa virulenta de M. tuberculosis H37Rv se cultivd en medio de Proskauer y
Beck, modificado por Youmans. Después de 4 semanas de cultivo las colonias se
suspendieron en amortiguador de fosfatos salino (PBS) con 0.05% de Tween 80 con
agitamiento por 10 minutos con perlas de vidrio. La suspensién se centrifugd durante 1
minuto a 350 x g para remover los cimulos grandes de bacilos. Después se realizé un
conteo preliminar del sobrenadante contando 10 campos al azar tefidos con la técnica
de Ziehl-Neelsen. La suspension fué diluida finalmente a una concentracion de 1x10 ©
bacterias en 100 pl de PBS en alicuotas que se congelaron a -70 °C. Antes de usar las
bacterias la viabilidad se revisé usando el método de conversion del acetato de
fluoresceina (Jarnagin, 1980). Para preparar el extracto proteico total los bacilos son
obtenidos a partir del medio de cultivo liquido despues de 1 mes de crecimiento
bacteriano, centrifugado y precipitado con cloruro de amonio al 50%.

2. Los animales.

Se utilizaron ratones machos singénicos de la cepa BALB/c, de 6 a 8 semanas
de edad, provenientes de la colonia que se mantiene en el Dpto. de Investigacién
Experimental y Bioterio del INNSZ, proveniente de Charles River, EUA.

El alimento 5010 de PM! esterilizado por autoclave, fué administrado ad libitum,
el agua de la llave se esterilizd y también se administrd ad libitum, el material de cama
que usaron fué Betachip esterilizado por autoclave, el ciclo de luz/ obscuridad fué de 12
horas, de las 7.00 a las 19.00. En los experimentos que lo requirieron se les suministro
corticosterona en el agua de bebida ad libitum, como se indica.

Como anestésico. se les administrd por via intraperitoneal 16-18 ul de
pentobarbital sodico {Anestesal) por 22-24 g de peso vivo, utilizando una jeringa
Hamilton, para asi poder realizar una incisién en la porcion ventral del cuello, disecar |a
piel y masculos, hasta llegar a la traquea. Por via intratraqueal se inoculd una cantidad
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de 1 x 10 ® bacterias vivas de la cepa virulenta H37Rv de M. tuberculosis, en 100 pl de
buffer salino de fosfatos, cuidando que no se ahoguen. Se suturd Ia piel con hilo de
algodon y se mantuvo a los animales en posicion vertical, durante 15 minutos,
colocandolos en jaulas de policarbonato de 11x5x6 pulgadas, tapadas con
microaisladores, que evitan la diseminacién de aerosoles. Todo esio se realizo bajo la
campana de seguridad bioldgica (marca Veco),

Para sacrificar a los animales, se colocaron uno por uno, en un frasco de vidrio
con algodon empapado en éter etilico, después se sacaron y se fijaron en tablitas de
unise! forradas con papel aluminio, para realizar asi una incisién en el plexo braquial y
lograr la exsanguinacion, en los dias 1, 3, 7, 14, 21, 28, 60 y 120, post inoculacion de la
micobacteria.

3. Grupos experimentales.

En un principio se realizaron los siguientes experimentos:

1. Fase Cronica (inicio al dia 60): administracion de DHEA 50ug/ 50pl O.H. sola y el
grupo control.

2. Fase Aguda: los ratones se castraron, después se adrenaleciomizaron y después se
inocularon con M. tuberculosis (inicio al dia 1): DHEA+C 50ug/ 50ul en O.H. y el grupo
control.

3. Fase Aguda (dia 1 al 21): DHEA 50ug/ 50p! O.H. sola, 3 dosis de AED, la dosis
adecuada fué 12.5 ug/ 50ul A.O. y el grupo control. Las hormonas se inyectaron cada
tercer dia durante 3 semanas.

4. Fase Crénica (del dia 60 al 180): se realizo el frasplante adrenal, dos adrenales en
mitades a cada ratén, por via subcapsular en ambos rifidnes. 3 dosis de AED+C, la

dosis adecuada fué 25 pg/ 504l de A.M., 3 dosis de DHEA+C 50ug/ 50ul A.O. v el
grupo control.

Después se continud con los siguientes experimentos:

2. Fase Aguda (del dia 1 al 120): con los siguientes grupos: el control, AED 25 Mg/ 50ul
"A.O. y DHEA 50ug/ 50ul A.O.

4. Fase Cronica (del dia 60 al 180): a un grupo se le realizd el trasplante adrenal y al
otro se le administré DHEA+C 50ug/ 50ui A.O.

5. Fase Cronica (del dia 60 al 180). se realizaron los siguientes grupos: M.

tuberculosis+ C, sano sin inocular con AED 25 ug/ 50ul A.O. y sano sin inocular con
DHEA 50pg/ 50ul A.Q.

En los grupos donde dice “+C” quiere decir que se suministré en el agua de
bebida corticosterona, que en los ratones es el glucocorticoide natural, equivalente en
los humanos al cortisol. Se prepard de la siguiente forma: 0.0030 g de cotticosterona
(Sigma)/ litro de solucion salina 0.9%, con 10 g/l de sucrosa (Waynforth, 1995)

De los siguientes experimentos:
&n la fase aguda.
En la fase croénica, al dia 60 postinfeccion.
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Se registro la sobrevida para cada grupo. Del grupo que recibio el tratamiento
hormonal sélo de AED a una dosis de 25 pg/ 50ul AM. 1a sobrevida fué menor que
cuando se les administré (a hormona a esa misma dosis pero en A.O. junto con

corticosterona en el agua de bebida ad libitum En este grupo la sobrevida fué mejor que
ia del grupo control.

El otro grupo en fase cronica fué el de trasplante adrenal con una sobrevida
mejor incluso que el grupo AED+C vy que el control.

4. Variables.

- Sobrevida

- Reaccion de DTH (prueba de hipersensibitidad tardia)

- Peso corporal

- Procesamienio y medicion de las glandulas adrenales

- Procesamiento y morfometria de los pulmones

- Técnica de Inmunohistoquimica en los pulmeones

- Determinacidn de UFC en los homogeneizados de los pulmones
- Expresion de subclases de IgG determinadas por |1a técnica de ELISA
- Hibridizacion in situ en los encéfalos

- Determinacion de los niveles de corticosterona en suero

- Realizacion de trasplante de adrenales

A. Sobrevida.

Se realizd un conteo de los animales que se murieron espontaneamente, del
total de animales que se inocularon por grupo. No se toma en cuenta a los animales
gue se van sacrificando conforme a los diferentes dias.

B. Reaccion de DTH.

Se realizd ta reaccién de DTH (hipersensibilidad tardia) que consiste en inyectar
por via §.C. 40 ul de PBS con 20 ug de antigenos de M. Tuberculosis, en el cojinete
plantar derecho de la pata trasera, utilizando una jeringa de insulina y aguja gue se
introduce a partir de! talon hasta llegar subcutaneamente al cojinete en donde se
inyecta suavemente el extracto proteico, de esta forma no hay inflamacién por
traumatismo directo al cojinete. Con un calibrador de ingeniero se midio el espesor del
cojinete antes de la inyeccion (lectura basal) tres veces y 24 hrs después (lectura de 24
hrs) se vuelve a medir 3 veces. Esto se realizé con el fin de evaluar la respuesta
inflamatoria celular local en el raton, expresada en micras de acuerdo al engrosamiento
del cojinete, para lo cual se realiza una resta del valor basal al obtenido 24 hrs
despues, a este resultado se le multiplica por una constante para obtener el resultado
convertido a micras (Van Loveren, 1984).



C. Peso Corporal.

Se registro individualmente para cada raton utilizando una balanza eléctrica
Ohaus, en el dia de sacrificio que correspondiera.

D. Obtencioén, procesamiento y medicion en las glandulas adrenales.

Despues de realizar la exsanguinacién en un raton Yy una vez recolectada la
sangre en un tubo eppendorf de 1.5 m! estéril, se realiza una incisién en la piel, a lo
largo dela linea media, se retira la piel para poder incidir el abdomen, y se exiraen e!
bazo y las adrenales, primero la derecha y después la izquierda. Las adrenales por
separado, se fijaron por inmersidn en una solucién de paraformaldehido al 4 % vy
glutaraldehido al 2 %, durante 2 hr a 4 °C. Se lavaron en buffer de cacodilatos, pH 7.4,
para poder disecarlas se utilizo el microscopio estereoscopico, quitandolés el tejido
adiposo. Se pesaron en la balanza analitica y se registro su peso individualmente. Se
cortaron transversalmente. Se postfijaron en tetradxido de osmio al 2 % (viv), para
después deshidratarlas en alcoholes etilicos de concentracion creciente, hasta incluirlas
en resinas epoxi.

Se obtuvieron cortes semifinos de 1 micrémetro de grosor y se tifieron con azul
de toluidina para ser observados al microscopio de luz. Los cortes finos se obtuvieron
en el ultramicrotomo Sorval MT-6000, y se contrastaron con acetato de uranilo y citrato
de plomo.

Se tomaron electro micrografias de 5 células al azar, a un aumento de 8 000 de
cada una de las 3 capas de la adrenal, en un microscopio electrénico Zeiss EM-10,
utilizando pelicula de 35 mm y se imprimieron en papel Juama.

En el caso de la capa fascicular se midié directamente en la fotografias utilizando
el aparato ZIDAS (Zeiss Interactive Digital Analysis System), que incluye una fuente de
poder, un microprocesador, una impresora, una tabla digitalizadora y un cursor.

En los diferentes dias de sacrificio, lado de la adrenal Yy capa; se midieron los
diametros mayores de los nucleos v de los nucledlos, asi como también se midieron
otros organelos, como son: mitocondrias, vacuolas de lipidos, reticulo endoplasmico
liso y lisosomas.

Dentro de los nicleos se analizd: numero, forma, envoltura, poros nucleares,
aspecto de fa cromatina. distribucién; cuerpos nucleares: namero, forma, localizacion;

aspecto del nucleoplasma; nucledlo, niimero, forma, localizacion, centros fibrilares y
cromatina perinucleolar.

E. Obtencion, procesamiento y morfometria en los pulmones.

Una vez que se realiza la incision en la piel del ratén, a lo largo de la linea
media, se retira ésta, para poder incidir el térax. Se retira el esternén, se extrae el timo
y dejando la traquea adherida al cuello, se inyecta por via intratraqueal con una jeringa
de insulina alcohol etilico absoluto a los pulmones para perfundirlos, se retiran y se
depositan en un frasquito con alcohol etilico absoluto para que asi se fijen durante 24
hrs y sean procesados hasta obtener los cortes histoldgicos.
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En los primeros experimentos el bazo, el timo y las adrenales se pesarcn en
balanza analitica, registrando su peso individualmente. El bazo y el timo se congelaron
con nitrégeno liquido y después se guardaron en e! ultracongelador Reveo a -70 °C.

Los pulmones ya fijados en alcohol etilico absoluto durante 1 dia, se sacaron y
se cortaron sagitalmente con una navaja de rasurar. Se conservo la mitad inferior y la
mitad superior se incluyd en cassettes de plastico con tapas de acero inoxidable
identificados con un nimero, dandoles el siguiente proceso:

1. En alcohol absoluto durante 30 minutos. Para aclarar: 2. en xilol durante 1 hr,
3. xilol durante 1 hr, Para su imbibicidn e inclusion: 4. 1er. parafina durante 1 hr, 5. 2a.
parafina durante 1 hr, 6. 3er. parafina durante 30 min.

Finalmente se incluyeron en parafina utilizando tos moldes v el aparato Tissue
Embedding Center de Reicher. De los bloques se obtuvieron cortes de 5-6 um de
grosor con el microtomo gue se tifleron con Hematoxilina-Eosina (H&E).

Para realizar {a morfometria de los pulmones se utilizé un microscopio de luz
Polyvar de Reicher Jung (Austria), acoplado a una camara licida, que a su vez es
compatible con el aparato ZIDAS (Zeiss Interactive Digital Analysis System) que incluye
una fuente de poder, un microprocesador, una impresora, una tabla digitalizadora de
117 x 11" y un cursor para trazar las imagenes en la tabla.

Los criterios de Inclusion que se siguieron para realizar la morfometria en el
pulmon fueron los siguientes:

- utilizar de preferencia los cortes de pulmones de animales sacrificados y no de
los que se hayan muerio espontaneamente.

- realizar una revisién det corte de arriba a abajo y de izquierda a derecha (en
forma de zig- zag).

- una vez calibrado el aparato a micras, con el objetivo de 4x, se midio el area
total del pulmoén, el area de neumonia dentro del pulmén, las areas de necrosis y los
ganglios, por lo que los resultados se expresaron en micras cuadradas. La neumonia
es una area del pulmén consolidada por el infiltrado de células inflamatorias y exudado
proteinaceo.

- para medir el infiltrado perivascular y el peribronquial se utilizé el objetivo de
40x y una funcion llamada Delta Area, que resta el contenido del vaso o del bronquio
de la medicion, ya que se crea una area externa (lectura positiva) y una area interna
(lectura negativa). Se decidio medir todos los vasos o bronquios en cada cortec con &l
requisito de que el vaso o el bronquio no rebasaran el tamarfio del campo visual, ni que
estuvieran rotos o incompletos.

- para medir los espacios intersticiales y los granulomas se utitizo el objetivo de
40x con las funciones de area y perimetro, pero se seleccionaron maximo 5 areas, una
por cada lobulo del lado derecho y dos en el lado izquierdo. En caso de que fuera
medio pulmon, se incluian los campos segln si era derecho o izquierdo. El intersticio es
el engrosamiento del espacio entre septos alveolares ocupado por células
inflamatorias. Un granuloma es una estructura bien definida, formada por macrofagos
principalmente, rodeada por linfocitas, de forma mas o menos esférica a veces.

Los criterios de exclusién que se siguieron fueron los siguientes:
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- Los cortes de pulmones de ratones muertos espontaneamente, areas mal
perfundidas o colapsadas, vasos o bronquios mas grandes que el campo visual,
incompletos o rofos.

De esta forma las variables que se obtuvieron fueron las siguienies:
- infiltrado perivascular
- infiltrado peribronquial
- infiltrado intersticia!
- granulomas
- area total del pulmon
- area de neumonia
- area de necrosis
- ganglios

De esta forma cada corte histoldgico fué revisado por lo menos: 7 veces,
siguiendo las recomendaciones del “Manual de Operaciones” del ZIDAS (Zeiss, 1984)

F. Técnica de inmunohistoquimica en los pulmones.

Esta técnica se utiliza para la identificacion de células en cortes de tejido. El
protocolo que se siguio es el de la utilizacion de anticuerpos monoclonales con
peroxidasa en cortes de parafina, con algunas modificaciones, publicado por Coligan, J
et al en 1991.

Para ver la técnica en detalle ver anexo.

G. Determinacion de UFC en homogeneizados de pulmones.

Inmediatamente después del sacrificio del animal, se colectaron los pulmones,
retirando el timo y los ganglios linfaticos bronquiales y mediastinales. Se colocaron en
tubos eppendori de 1.5 ml estériles numerados v se congelaron en nitrogeno liquido, se
guardaron en el ultracongelador a -70°C. Posteriormente se tomé la mitad de cada
pulmon por separado de acuerdo a cada experimento y dia; se sumergid en 3ml de
SSF en tubo falcon de 50 ml estéril, para homogeneizario usando un politrén. De los
homogeneizados se prepararon diluciones seriadas en factores de 10 en tubos
eppendorf de 1.5 mi estériles con SSF estéril. De las diluciones se sembraron 20 ul por
duplicado en cajas de petri de plastico desechables con agar midlebrook 7H10. Las
cajas de petri se mantuvieron en posicién horizontal boca arriba hasta la absorcion
completa de la gota con la dilucién correspondiente. Se dejaron asi toda la noche y
despues se incubaron boca abajo, a 37°C en una atmosfera al 5% de CO,, durante 12
a 20 dias, al cabo de los cuales se realizd el conteo de las colonias formadas. Para

calcular el ntmero total de UFC por pulmén se multiplicd el nimero de colonias por la
dilucion. ’

H. Técnica de ELISA indirecta para la determinacién de anticuerpos especificos
subclases de Ig G en ratones contra M. tuberculosis.
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Los ratones producen 4 subclases de Ig G, que son: IgG1, 2a, 2b y 3, segun el
tipo de respuesta inmunologica que va a predominar se dara un tipo de subclase, para
la de tipo Th1 es la subclase 1gG2a y para la de tipo Th2 es fa IgG1 (Lawrence, 1594).

La técnica que se siguid es la publicada por Coligan, J et al, en 1991 con
algunas medificaciones. Para ver la técnica en detalle ver anexo.

I. Hibridacion In Situ en los Encéfalos.

El estudio de hibridacién in situ cuantitativa se realizd en los nucieos
paraventriculares del hipotalamo de ratones con tuberculosis pulmonar, con el objetivo
de estudiar fa expresion del gen de FLC durante la evolucion de la enfermedad.
Después de sacrificar a los ratones infectados y no infectados (controles), se extrajo
cuidadosamente el encefalo, el cual se congeld por inmersion en nitrogeno liquido
depositandolo en una caja de petri para evitar su deformacién anatomica. Se obtuvieron
cortes de 10 de espesor del encéfalo a nivel de los nucleos paraventriculares del
hipotalamo, los cuales fueron montados en portacbjetos cubierios con gelatina. Los
cortes se fijaron por inmersion en formaldehido al 10% disuelto en PBS por 5 minutos,
después de lavar extensamente los cortes, estos se acetilaron e incubaron con la
sonda molecular especifica para FLC marcada con fdsforo radioactivo a una
concentracion de 1 pg por ml por toda la noche a 4°C en una camara hiumeda.
Posteriormente las laminillas se lavaron con una solucién de SSF al 1 y 4% por 3
ocasiones a 55°C de temperatura. Después de secarla las laminillas se distribuyeron en
un cassette y se les sobrepuso una pelicula fotografica. Después de 3 semanas de
exposicion, la pelicula fotografica fue revelada, los nucleos paraventriculares de los
hipotalamos de [os ratones con tuberculosis pulmonar fueron hibridados con la sonda
molecular especifica para FLC y fueron cuantificados con 1a utilizacion de una camara
de television incorporada a una computadora con el sistemna de analisis de imagen
“Image” de Apple Mcintosh. Dicho sistema establece un espectro de diversos tonos de
grises lo cual se calibra con una lamilla que contiene diferentes concentraciones del
isétopo Carbono 14. De esta manera el programa computacional realiza un analisis
densitometrico y expresa en unidades la concentracion local del mRNA para FLC. Esto
se realizd en Inglaterra, en el laboratorio del Dr. Rook en Londres.

J. Determinacidn de la corticosterona en suero.

Del suero no hemalizado de 3 ratones inoculados con M. tuberculosis H37Rv se
realizd un pool para cada dia del 1 al 120 de sacrificio y se realizd la determinacion de
corticosterona utilizando una técnica basada en radioinmunoensayo en fase sélida con
el kit "Coat-a-Count Rat Corticosterone” de Diagnostic Products Corp., que se basa en
la utilizacion de yodo radioactivo que compite en un tiempo dado con la corticosterona
en la muestra por los sitios det anticuerpo. Se utilizaron tubos de poliproileno y el
conteo se realizd utilizando el contador de rayos gamma ubicado en el Dpto. de
Biologia de la Reproduccidn del INNSZ, que produce un numero que mediante una

curva de calibracion convierte las lecturas en medidas de cantidad de la corticosterona
presente en la muestra.
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K. Realizacion del trasplante de adrenales.

Las glandulas adrenales pasan por dos fases. En la aguda hay hipertrofia, lo
que se asocia a niveles elevados de hormonas, por lo que hay una respuesta elevada a
la prueba de DTH (prueba de hipersensibilidad tardia) y baja a la inyeccion de TNF, por
lo que se decidid dar una suplementacion exogena durante 3 semanas con las
hormonas DHEA (Dehidroepiandrosterona) y el AED (Androestenediol) con el fin de
perpetuar el patrén Th-1 de citocinas.

Al llegar a la fase cronica, las adrenales se atrofian, hay niveles hormonales
bajos, por lo que hay una respuesta baja & la reaccién de DTH, pero alta al TNF. Se
decidi6 dar una suplementacion a partir del dia 60 postinfeccion con las hormonas
DHEA y AED, ademas como una suplementacion endogena, mas fisiologica, se realizd
el transplante de adrenales de animales mas jovenes a los enfermos. Todo esto se
realizé para tratar de revertir ef patrén de citocinas a tipo Th-1.

Los donadores fueron ratones sanos machos BALB/c de 6 a 8§ semanas de edad
y los receptores fueron animales inoculados con M. tuberculosis H37Rv con 60 dias de
infeccion. Ambos animales fueron anestesiados como se describid anteriormente y la
técnica que se siguio es la descrita por Engeland WC, en 1986: gue incluye el abordaje
quirargico  por la porcion dorsal del animal. Las adrenales fueron partidas
transversalmente a la mitad y se depositaron en una especie de bolsa gue se hizo con
la capsula del rifién del receptor, permitiendo asi que la adrenal trasplantada se irrigara
posteriormente. Todo esto se realizo bajo la campana de seguridad biologica.

Después del trasplante adrenal la regeneracion histoldgica ocurren en forma
similar a la que sucede después de una enucleacion adrenal. Después del trasplante,
la necrosis de la médula y la mayoria de la corteza ocurre. La regeneracion de las tres
zonas corticales se da desde la capsula y un borde delgado de células corticales. La
regeneracion de la corteza es completa en aproximadamente 5 semanas, la médula no
regenera. No hay evidencia de que exista reinnervacion especifica funcional de la
adrenales trasplantadas (Wilkinson, 1981).
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RESULTADOS

Se dividen en dos aspectos principalmente:
- en la descripcion estructural de las alteraciones del eje HHA en la TB pulmonar
experimental murina.
- en los efectos de la administracion exdgena de hormonas para la manipulacion del
curso de la enfermedad para promover o revertir a la respuesta tipo Th.

En el modelo experimental de tuberculosis desarroliado en el laboratorio, se ha
observado que en la infeccion con M. tuberculosis, la evolucion de la enfermedad
presenta 2 fases: una fase aguda que abarca del dia 1 al dia 28 postinfeccion,
caracterizada histopatologicamente por las siguientes lesiones en el pulmén:
inflamacion perivascular, inflamacién peribronquial e infiltrado inflamatorio en el
intersticio alveolocapilar, las tres de tipo mononuclear y al dia 14 hay formacion de
granulomas. Desde el punto de vista inmunoldgico, la fase aguda se caracteriza por el
predominio de linfocitos CD-4 con patron de citocinas de tipo 1 (IL-2, INF), elevada
produccidn de IL-1 y TNF, asociada a sintesis relativamente disminuida de TGE-§, lo
cual coincide con la maxima respuesta a la prueba de hipersensibilidad tardia a
antigenos micobacterianos, que en conjunto mantiene el animal controlando la
enfermedad (d.- Hernandez-Pando R, et al, 1998).

La fase crénica comprende del dia 60 al 120. En el pulmén histolégicamente se
observa: neumonia, necrosis, fibrosis e inmunoldgicamente presenta un predominio de
linfocitos CD-8, con una elevada produccidn de citocinas linfocitarias de tipo mixto (tipo
Th-0), tanto de clase 1 como 2 y también de la citocina anti-inflamatoria TGF-B, en
coexistencia con una disminucion en la sintesis de IL-1 y TNF, gque repercuten en una
profunda anergia de la inmunidad celular, con la progresion de la enfermedad y muerte
del animal (e.- Hernandez, et al, 1998).

1. El Porcentaje de Sobrevida:

A los animales adrenalectomizados y gonadectomizados a los que dos semanas
despues se les inyectd M. tuberculosis vivo y virulento por via intratraqueal, con
tratamiento de DHEA sola o corticosterona sola murieron rapidamente, sobre todo los
que recibieron DHEA sola. El examen histolégico de los pulimones mostrd con ambos
tratamientos, el putmon de choque , que se caracteriza por presentar una extensa
descamacion de! epitelio alveolar, material proteinaceo o globulos rojos extravasados
en los espacios alveolares.

Los ratones BALB/c infectados con M. tuberculosis H37Rv viva y virulenta, por
via intratraqueal, en general empiezan a morir aproximadamente a los 2 meses de
infeccion; después de 4 meses mantienen un porcentaje de sobrevida del 20 al 30%.
Los animales que recibieron AED desde el principio de la enfermedad presentaron una
sobrevida hasta del 70% (Fig. 1). Mientras que los animales con dos meses de
infeccion que cursan con atrofia adrenal a los que se les administrd tnicamente DHEA,
presentaron mayor mortalidad que los controles. En contraste animales con el mismo
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tiempo de infeccion a los que se les administro AED por via subcutanea y
corticosterona por via oral, asi como a los que recibieron el transplante adrenal
presentaron un porcentaje de sobrevida del 50 y 60% respectivamente, después de

seis meses de infeccion y cuatro meses de tratamiento hormonal o del transplante
(Fig. 2).

2. Reaccion de DTH:

La inyeccidn subcutanea en el cojinete plantar de antigenos obtenidos del
filtrado de cultivo de M. tuberculosis en los animales del grupo control, fué detectada a
los 7 dias de infeccidn y alcanzd su maximo nivel en el dia 21. Después del mes de
infeccion la DTH disminuyo acentuadamente a niveles similares a los observados en el
dia 7 y asi se mantuvo hasta el final del experimento (4 meses). A los ratones
infectados a los que se les administrdé DHEA o AED desde el inicio de la infeccion,
incrementaron en mas del doble la DTH durante el primer mes de infeccion y ésta se
mantuvo en ascenso después del mes de evolucion de la enfermedad (Fig. 3).

En la fase aguda, exp 95-3, el grupo control presentd en forma muy
caracteristica un pico méaximo a los 14 dias, con un decaimiento paulatino y progresivo,
hacia [a anergia en el dia 120.

Como la DTH es un reflejo del buen funcionamiento de la inmunidad celular, es
uno de los parametros claves para explicar el efecto benéfico del tratamiento hormonal.
En el exp 95-3 el aumento progresivo lo logrd la DHEA y en segundo lugar quedd el
AED, aunque hay un decaimiento hacia el dia 120 y esto se explica ya que no se siguio
administrando la hormona. Lo contrario ocurrid en el exp 97-2 ya que el incremento fué

progresivo en la DTH y permanecio durante todo el experimento comparandolo con el
control.

Con respecto a los experimentos en fase avanzada de la enfermedad hubo 4
grupos:

En el exp 95-4 ei trasplante adrenal es el mas exitoso, alcanzando su punto
maximo al dia 14, pero después declina progresivamente y esto se explica por la
afeccidon misma del trasplante. En la Fig. 4 Panel A foto e, se muestra el corte
histologico de un cojinete plantar. En cuantc a la intensidad de la reaccion de DTH,
guedo en 20. lugar el fratamiento con AED.

Los animales control mantuvieron niveles bajos de DTH. En comparacion, 1os
animales con 2 meses de infeccion a los que se les transplantaron glanduias adrenales
normales, presentaron un rapido incremento de la DTH, la cual se mantuvo elevada
pero con cierta tendencia a la disminucién en los dos dltimos intervalos de observacion
experimental. En animales con el mismo tiempo de infeccidn a los que se les administro
AED y corticosterona, el incremento en la DTH fue gradual, después del séptimo dia de

tratamiento y hasta el final del experimento la DTH se incrementé acentuadamente
(Fig. 5).



3. Peso corporal.

Como ya se explicd, se registro individualmente el peso de cada ratén. Se realizo
un analisis estadistico, usando la prueba no paramétrica de Mann- Whitney para
muestras aleatorias independientes, con la prueba de Wilcoxon para expenmentos

apareados. Se utilizo el paquete estadistico SPSS (Statistical Package Science Social)
version 5.0.1 para windows.

Criterio de aceptacion o rechazo: Si Sc >= St 6 Sc <= St se rechaza Ho.
Ho: no son diferentes variable 1 vs variable 2

Donde Sc= el estadistico arrojado por la prueba Mann- Whitney-wilcoxon
St= el valor encontrado en tablas con un 95% de confianza.

En la fase aguda para el peso corporal se comparo el grupo Control vs. el grupo
que recibié la DHEA+C, y asi sucesivamente: Control vs. AED+C, DHEA+C vs. AED+C,
por dia. El resultado fué que en cada dia se rechazd Ho por lo tanto son significativos,
si hubo un cambio de un grupo a otro (Fig. 6).

4. Alteraciones anatomicas de las adrenales.

A pesar de las diferencias en el peso que existen concernientes a la cepa, sexo vy
lado de la adrenal, se lograron establecer cambios conforme al peso inicial de la
adrenal y los cambios que sufre conforme avanzan ios dias de ia enfermedad. En Ios
dias 14 y 21 hay un aumento del peso, mientras que a los dias 60 y 120 hay una
disminucién incluso por debajo del 50 % del peso inicial. A nivel ultraestructural, al
analizar los cortes semifinos tefiidos con azul de toluidina, se observd un incremento en
el grosor de la corteza al comparar el dia 14, incluso con la formacion de focos de
hiperptasia , con una disminucién en el grosor de la corteza al dia 60,

Correlaciond la aparicion de granulomas en el pulmoén al dia 14 con dicho
hallazgo en la adrenal, mientras que también correlacioné el hallazgo de ta neumonia
con la atrofia que sufre dicha glandula. Analizando con microscopia electronica, al dia
14 las células muestran un citoplasma abundante con numerosas mitocondrias y
vacuolas de lipidos, mientras que al dia 60 hay una disminucién del citoplasma &
incluso se llegaron a observar algunas células en apoptosis. Es importante sefialar que

no se observaron hemorragias, zonas de necrosis o infiltracién de micobacterias en fas
adrenates.

Al observar las electromicrografias con la técnica de rutina (tetradxido de osmio)
y @ un aumento de 8 000, se distinguen bien los organelos y diversas estructuras dentro
del citoplasma.

En los dias 14 y 21 se observd un engrosamiento de ia corteza, en su zona
central, algunos nddulos de células con grandes vacuolas de lipidos, rodeados por
otras celutas compactas de tipo epitelial, no se observan figuras mitdticas, lo que
sugiere que hay una hipertrofia del citoplasma celular.
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El citoplasma de las células fasciculares mostrd abundante desarrollo del reticulo
endoplasmico liso, numerosas y grandes mitocondrias con escasa vacuolas de lipidos,
todos cambios indicativos de hipertrofia (Fig. 7).

Mientras que en el dia 60 y 120 hay una gruesa capsula fibrosa que invade a la
corteza, lo que indica una atrofia. Las células de las capas facicular y reticular de
ratones con 1 mes o mas de infeccion mostraron escasos organelos y abundantes
lisosomas secundarios o autofagosomas (Fig. 8).. También se observaron algunas
celulas en apoptosis caracterizadas por presentar condensacion de la cromatina
(picnosis), con citoplasma encogido y buena preservacion de los organefos. A nivel

uftraestructural no se observaron micobacterias ni dafo directo por inflamacidn o
Necrosis.

Los resultados de este estudio fueron publicados en las memorias del i

Congreso de la Asociacion Mexicana de Microscopia A.C. realizado en Cancun, Q. Roo
(Streber JML, 1996).

5. Morfometria de los pulmones.

En los animales infectados control, sin manipulacién hormonal, se observé desde
el primer dia y hasta los 7 dias de infeccidon pegquefios grupos de linfocitos vy
macrofagos en el intersticio alveolocapilar vy alrededor de bronquios y vasos
sanguineos. En los dias 14 y 21 de la infeccidn, aparecieron granulomas pequenios
constituidos por linfocitos y macrofagos. Después del primer mes de infeccion, los
granulomas aumentaron de tamafio y en algunas areas confluyeron, también se
observd consolidacién neumanica progresiva con areas focales de necrosis y fibrosis
intersticial, ademas de nodulos linfoides grandes asociados a paredes vasculares o
bronguiales.

La administracion de DHEA y AED desde el primer dia de infeccién produjo
rapido incremento del infiltrado inflamatorio peribronquial y sobre todo intersticial,
puesto que en el primer dia de infeccion el infiltrado intersticial en animales a los que se
les administrd AED fue cinco veces mas extenso que en los controles y el doble en los
tratados con DHEA. Posteriormente, desde las dos semanas y hasta los dos meses los
animales tratados con DHEA durante las 3 primeras semanas de infeccion mostraron
500% mas inflamacion en el intersticio alveolocapilar que en los controles, mientras gue
los tratados con AED duplicaron el area ocupada por infiltrado también en el intersticio
y en comparacion a los animales controles. La extension de la inflamacion perivascular
y peribronquial en animales tratados con hormonas y controles no presentaron cambios
tan dramaticos. En cambio si la administracion de los andrégenos adrenales se
mantiene durante todo el periodo de observacion experimental (4 meses), la extension
de la inflamacion intersticial es mayor y mas prolongada en los ratones tratados con
DHEA a comparacion de los controles. El tamafio de los granulomas se duplicd en los

ratones a los que se les administrd AED durante los 4 meses de infeccion que durante
las 3 primeras semanas.

El signo histologico mas importante como indicador de Ia gravedad de la
enfermedad es la neumonia, ya que ésta alteracion conduce al animal a la muerte. por
pérdida de la funcion de intercambio gaseososo. La neumonia es progresiva en los
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animales control, inicia al mes de infeccién afectando una area reducida del pulmon vy
progresa hasta afectar un gran volumen pulmonar. Si se administra AED o DHEA
durante todo el curso de la infeccion, la aparicion de la neumonia se retrasa con
respecto al dia 28 y ademas el area del pulmén afectado es de 3 a 6 veces menor que
en el control pero si la administracion de las hormonas se suspende después de la
tercera semana de infeccion, la neumonia no mejora e incluso es mayor en los
animales tratados con hormonas que en los controles (Fig. 9)

Como se muestra en fa Fig. 9 A) los animales tratados con andrdgenos
adrenales al iniciar la infeccién, presentaron un aumento drastico en el reclutamiento de
las células inflamatorias alrededor de los bronquios.

Fig. 9 B) en la fase avanzada de la infeccion el grupo control presentod granulomas
pequefios, a diferencia de los gurpos de DHEA y AED que recibieron tratamiento
durante toda fa infeccion, cuyo tamafio se incrementd.

Fig. 9 C) el porcentaje de neumonia es el indicador histologico mas significativo del
agravamiento de la enfermedad. En el grupo control resultd mas elevado que en los
que recibieron el tratamiento hormonal. '

Durante la fase cronica la dministracién de corticosterona provocé disminucion
del tamafio de los granulomas con un incremento del area neumanica, comparadao con
el grupo control. Un efecto totalmente opuesto se observé en los grupos tratados con
androgenos adrenales y corticosterona {Fig. 10).

Los resultados mostraron en el dltimo periodo de tiempo experimental,
incremento en el tamafio de los granulomas de hasta el 300% en animales que se
trataron con AED mas corticosterona o de casi el 100% en los que recibieron
transplante adrenal tambien con mejoria de ja neumonia.

En la Fig. 4 Panel A de microfotografias se muestran algunos detalles
histologicos en H&E

6. Inmunohistoquimica de los pulmones.

Se realizd el inmunomarcaje para las siguientes citocinas: iL-4, de origen
Iinfocitario y que se utilizan como marcadora de un patron Th-2 y para el marcaje del
patron Th1 se usaron IL-1, IL-2 y TNF.

Durante el primer mes de infeccién se observé en los animales control mayor
porcentaje de CIR (células inmuno-reactivas) a IL-2 (Th-1) en la inflamacion
peribronquial, perivascular, intersticial y en los granulomas. Dicho predominic
porcentual fue mayor en los dias 14 y 21 de fa infeccién. En los animales infectados y
tratados durante las 3 primeras semanas de la enfermedad con DHEA o AED se
produjo mayor afluencia de linfocitos inmunoreactivos a IL-2 que en los controles, sobre
todo en el dia 3 puesto que hay 100% mas células Th-1 en la inflamacion intersticial,
peribronquial y perivascular. En los animales control después del mes de infeccion, las
CIR para iL-4 incrementaron su porcentaje hasta llegar a predominar en el cuarto mes
de la enfermedad, sobre todo en la neumonia. Sin embargo, en animales tratados con
DHEA o AED desde el primer dia y hasta la tercera semana de infeccion el porcentaje
de CIR para IL-4 se mantiene por debajo de ios controles manteniendo el predominio
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de Th-1 sobre Th-2, este efecto es moderadamente mayor en animales a los que se les
administraron las hormonas durante todo el periodo experimental (Fig. 11).

En la fig. 11 A} se aprecia como la IL-2 se expresa auln en fases avanzadas en
los grupos tratados con androgenos adrenales. El grupo control al dia 28 P.I. presento
disminucion en el porcentaje de células positivas a IL-2 pero con un incrmento notable
para |L-4. Dicha relacion se invierte en los grupos tratados con hormonas.

Fig. 11 B) La IL-4 que corresponde al patron tipo 2 se expresa en mayor porcentaje en
el grupo control.

Las lineas punteadas representan a los animales que sélo recibieron el
tratamiento durante las 3 primeras semanas de la infeccion.

Con respecto a las citocinas inflamatorias IL-1 y TNF, en los animales control se
presentaron varios momentos de maxima expresion: al tercer dia y en los dias 14, 21 y
28. En animales infectados a los que se les administréd AED o DHEA, con solo 2 dbsis
de administracion hay una produccion mucho mayor de ambas citoquinas sobre todo en
la inflamacion peribronquial vy perivascular en los macréfagos. Incluso ademas de los
macrofagos, también las células musculares lisas de las paredes vasculares
presentaron intensa inmunorreaccién, lo que indicaria que son estimuladas por la
normona y se convierten en una fuente exira de produccion de dicha interleucina. Sin
embargo, si la administracién de ambas hormonas se suspende a la tercera semana de
infeccion, el porcentaje de CIR para TNF e IL-1 disminuye acentuadamente y mantiene
proporciones muy similares a las de los animales control. Si la administracion hormonal
se mantiene durante todo el periodo experimental, el alto porcentaje de CIR para

ambas citocinas se mantiene alto y muy por arriba del control en todo el curso de la
infeccion (Fig 12).

Durante la fase cronica de la infeccion, en los ratones control (a partir de los 2
meses), se observo en todos los compartimentos histologicos del pulmén asi como en
granulomas y neumonia predominio porcentual de las CIR para IL-4 sobre las IL-2.
Dicho predominio se fue acentuando a medida que la enfermedad avanzaba. En
comparacion, 10s ratones con 2 meses de infeccion a los que se les administré DHEA o
AED mas corticosterona, o que recibieron transplante adrenal, los porcentajes de las
CIR para IL-4 dlsmmuyeron y las células inmunoreactivas para IL-2 aumentaron, sobre
todo después de la tercera semana de fa administracion hormonal o transplante. Con
respecto a las citocinas inflamatorias TNF e IL-1, en el infiltrado inflamatorio intersticial,
peribronquial y perivascular las CIR fueron muy escasas y similares tanto en los ratones
control como en los de manipulacion hormonal. En los granulomas y areas neumanicas
de los animales control, las CIR para TNF e IL-1 se mantuvieron por debajo de todos
los intervalos de observacion experimental. En comparacion los animaies tratados con

normonas o portadores del transplante adrenal, mostraron incremento porcentual para
interleucinas.

Con respecto a fa Fig. 13, el panel A y B muestran que le grupo control presento
una disminucion progresiva de las células productoras de IL-1 y TNF en los
granulomas, dicha disminucién se acenta con la administracién de corticosterona sola.

Esto se revierte significativamente con las administracién combinada de DHEA+C vy
AED+C.
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El aspecto histologico se muestra en el Panel B de microfotografias.

Como se muestra en ia Fig. 14 A) y B) la sola admiristracion de corticosterona
acentua la produccion de IL-4 con la concomitante disminucion de expresion de IL-2 en
los granulomas. Un efecto totalmente opuesto se puede apreciar en los animales que
recibieron el tratamiento combinado, tanto en el espacio intersticial, C y D, como en las
areas neumonicas, Ey F.

7. Determinacion de UFC en los pulmones.

Enla Fig. 1, en el inserto superior se muestra como la sobrevida correlaciona en
forma inversamente proporcional con el nimero de unidades formadoras de colonias,
en el caso del grupo coniro! en la fase aguda.

En [2 Fig. 2, en la parte superior se muestra el porcentaje de sobrevida vy en la
parte inferior la grafica de las Unidades Formadoras de Colonias, que muestra que la
administracion por separado de DHEA y corticosterona al dia 60 provocaron mayor
mortalidad que en el grupo control. Al administrarse en forma combinada DHEA+C,
AED+C la sobrevida mejora notablemente. Los animales que solo recibieron los
glucocorticoides tuvieron una carga bacteriana mayor que el grupo control. En contraste
el tratamiento combinado fisiolégicamente proporcionado de antiglucocorticoides v
glucocorticoides presentd una considerable disminucion de las UFC.

8. Expresion de subclases de IgG determinadas por ELISA.

La expresion de ias diferentes subclases de Ig son el reflejo de toda una serie de
complejos eventos inmunoldgicos que caracterizan muy bien al tipo de respuesta de
que se frate, ya sea tipo Th-1 0 Th-2. Se sabe que la Ig G1 es sobre-regulada por 1L-4,
mientras que IgG 2a e IgG 3 son sobre reguladas por el IFN-y y regulada su inhibicién
por IL-4, donde IgG 2b es inhibida por IL-4 (Lawrence, 1994).

Se analizaron ios sueros de los animales de estos experimentos por medio de la
técnica de ELISA, para la determinacion de la expresidon de las subclases de
inmunoglobulinas G, Ig G1 e Ig G2a, ya que su diferente expresion se asocia segtn al
patron de secrecion de las células T cooperadoras que predominen. El patron Thi
involucra la expresion de IL-2, IFN-y, TNF e Ig G2a. En el patrén Th-2 se expresan IL-
4,1L-5, IL-6, IL-10, IL-13 con Ig G1 e Ig E (c.- Hernandez-Pando; 1994).

Se realizaron dos tipos de ELISAS: una con la mezcla de los sueros segiin cada
dia y por experimento (pool de sueros) y otra con cada suero individualmente.

Los resultados de la fase aguda mostraron los siguiente: (Fig.15)

- grupo Control: La D.O. para Ig G2a resuit6 ligeramente mas elevada (0.3) que para g
G1 (0.2), donde hay un predominio mixto (Th0),

- DHEA a una dosis de 50 pg/50ul de OH: predoemina ig G2a a una densidad mayor
(0.9) que que Ig G1, indicando que hay un predominio de un patrén Th1, adn en el dia
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120, asi que se mantiene el patrén que favorece al raton y provoca control de la
enfermedad.

Se decidio analizar por ELISA 2 grupos de AED que recibieron dosis diferentes:
(Fig.16)
- AED 12.5ug/50p1 de A.Q. con predominio de Ig G2a (patron Th1) indicando en la fase
aguda que ésta seria la dosis correcta ya que mantiene el patron que favorece al raton,
y que se requiere la mitad de la dosis que en la fase cronica,
- AED 25ug/50ul de A.O. donde lo anterior se invirtié predominando lg G1 (patrdn Th-2)
gue es el que favorece a la micobacteria y por lo tanto persiste la enfermedad. Sin
embargo esta dosis es la que se escogio para el siguiente experimento §7-2.

Cuando se realizd la téenica de ELISA para cada suero individual, haciendo cada
suero por duplicado, se obtuvo el promedio y desviacidn estandard, con lo que se
observd lo siguiente: (Fig.17)

- Control: se invirti6 el vaior de las D.O. que se did cuando se hizo el pool, ya que aqui
el valor mas alto lo tuvo Ig G2a (0.33) pero como lg G1 di6 (0.25), esto se interpretaria
como un patron mixto (ThO).

Los demés grupos se comportaron parecido al resultado obtenido con el pool de
cada dia.

En la fase aguda al realizar una comparacién de la expresion entre los diferentes
grupos por promedio de los sueros la D.O. mas elevada de Ig G1 al dia 60 la dio el
grupo de AED 12.5pg/50pul A.O.

Al comparar la Ig G2a por promedio de los sueros, la D.O. mas elevada al dia
120 la dio el grupo de DHEA 50 ug/50u1 OH.

Los resultados de la fase cronica mostraron los siguiente: (Fig.18)

Los sueros se analizaron por pool y por suero individual, obteniendo su promedio
y desviacion estandar.
- Control: al dia 180 predominé la Ig G1 (patron Th-2) con D.O. de 0.85 sobre Ig G2a
que did D.O. 0.2.
- Trasplante adrenal: el resultado fué similar sélo que la D.O. que di6 Ig G1 fué menor
(0.35).
- AED~+C 25ug/50u AM. las D.O. tanto para g G1 como para Ig G2a para el dia 180
tuvieron valores muy parecidos.

- DHEA+C 50 pg/50ui A.O., para el dia 180 Ig G1 con una D.O. 0.05, predominé mucho
sobre lg G2a (D.0. 0.2)

Al analizar los sueros individualmente los patrones de Ig G no se modificaron con
respecto al analisis por pool; al comparar los grupos para cada subclase de Ig, al dia
180 en ambas subclases las D.O. mas elevadas las dio el grupo control.

La falta de efecto hormonal es consecuencia de que la enfermedad al dia 60 ya
esta perfectamente establecida por lo tanto es muy dificil revertir sus efectos. Esta
observacion origind que el siguiente experimento cronico se iniciara al dia 28
postinfeccion con el afan de que dando tratamiento en una fase “crénica temprana” se
viera el efecto de cambio de un patron Th2 a un patron Th1 por la administracion
exdgena de las hormonas.
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En el exp 95-4 no se logrd la inversidn del patron, pero en la repeticion que se
hizo de dicho experimento, el 97-4, si se logrd con éxito la inversion hacia Th1.

9. Hibridizacion in situ en los encéfalos.

En los encefalos de ratones control, a partir de los cuales se realizaron cortes
por congelacion utilizando hibridizacion in situ con sondas de oligonucledtdos para el
FLC en el nucleo paraventricular, se observo que la cinética de transcripcion del gene
de FLC en el hipotalamo de ratones con tuberculosis pulmonar muestra un enorme
incremento en la expresion del gen en los dias 14 y 21 de la infeccidn que corresponde
a una elevacion en la produccion de iL-1 y TNF, asi como el nivel maximo de hipertrofia
adrenal, sin embargo hay una disminucian en las dias 60 y 120 (Fig. 19).

10. Determinacion de niveles de corticosterona en suero.

Se midieron en sueros de ratones inoculados Unicamente con M. tuberculosis,
por el metodo de RIA en fase sdlida. Se observaron niveles constantes hasta el dia 28,
pero en el dia 60 y 120 hubo una drastica caida (Fig. 20).

11. Trasplante de adrenales.

El estudio histolégico de las glandulas adrenales transplantadas, mostré extensa
necrosis isquémica que afectd a la superficie de la glandula transplantada al tercer dia
post-transplante. Posteriormente, se produjo tejido de granulacion entre |la superficie
renal y la glandula transplantada con lo cual se revascularizd la glandula y
progresivamente se regenero en su totalidad después de 21 dias (Fig. 4 Panel A, foto
b). Curiosamente, en las adrenales transplantadas se volvid a observar en su
superficie cambios de atrofia en el Gltimo intervalo de tiempo experimental {dia 180).
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DISCUSION

La respuesta de proteccién inmunoldgica en tuberculosis requiere de la actividad
citoquinica Th1, asociada a la funcion de células citotoxicas T y de macrofagos
activados. Sin embargo, tanto en el hombre como en animales de experimentacion,
cuando la enfermedad progresa y se agrava, se acompafia de un incremento
progresivo de las células Th2, este fendmeno es por lo tanto de gran significado en [a
inmunopatologia de la enfermedad. E| esclarecimiento de los factores que inducen a
este desbalance Th-1/Th-2 tiene por lo tanto una enorme importancia en el
conocimiento de los mecanismos fundamentales de la enfermedad., ademas la
manipulacion de éstos mecanismos y su posible control, permitiran potenciar al sistema
inmunoldgico para lograr una mejor respuesta al tratamiento. Dado que los androgenos
adrenales son potentes activadores de la respuesta Th1, mientras que los
glucocorticoides lo son de ias células Th2, surgid el objetivo del presente trabajo,
estudiar la estructura y funcién del EHHA en correlacion con la histopatologia e
inmunopatologia del pulmén en un modelo experimental de tuberculosis.

Los resultados muestran que en ratones con TB experimental se produce
hipertrofia de las adrenales, la cual alcanza su méximo nivel en Ia segunda v tercera
semana de la infeccion en asociacion a una fase temprana de la enfermedad en la que
predomina la respuesta Th1. Posteriormente, se produce atrofia de las glandulas
adrenales, con disminucién en el peso de hasta 50% al dia 60 de infeccién y una
actividad mixta Th-1+Th2 (Th0). Es imporiante enfatizar que ninguno de estas

alteraciones es debida a la infeccion directa de las glandulas adrenales por M.
tuberculosis.

La hipertrofia adrenal producida en las primeras 3 semanas de la infeccion es
seguramente producida por la activacion del eje HHA por las citocinas inflamatorias
TNF e IL-1. Ya que el maximo nivel de hipertrofia adrenal observado en el dia 14-21 de
infeccidn coincide con el maximo nivel de produccion del ARNm del ELC demostrado
por hibridacion in-situ cuantitativa en las neuronas de los nlcleos hipotalamicos
paraventriculares y se correlaciona también con un segundo momento maximo de
produccion de TNF e IL-1 por parte de los macrofagos activados localizados en el
espacio intersticial y en los granulomas. Es también en este momento cuando en los
mismos granulomas, asi como en el infiltrado inflamatorio intersticiz] y peribronquial
existen abundantes linfocitos productores de IL-2 con menor porcentaje de los lifocitos
inmunoreactivos a IL-4. Es entonces en esta fase de la infeccién cuando la actividad
inmunclogica de tipo 1 es maxima, puesto que la DTH producida por antigenos
micobacterianos alcanza su nivel mas alto. Tedricamente los androgenos adrenales
también deben de producirse en gran cantidad en este momento, entre éstos la DHEA

debe de encontrarse en altas concentraciones en sangre estimulando y potenciando a
los finfocitos Th-1.

A diferencia de lo que sucede en los humanos, la DHEA es producida en
pequefas cantidades en los ratones, por esta razén no fué posible determinar su
concentracion en orina colectada de animales infectados, a diferencia del estudio de la



U

actividad productora de hormonas adrenales en pacientes con tuberculosis pulmonar
analizada por cromatografia de gases y espectrofotometria de masas en orina (f.- Rook
GAW, 1996), ya que este estudio mostrd que los pacientes con tuberculosis reciente no
tratada, tenian incremento en la produccion de esteroides adrenales, incluida la DHEA.
Existe por lo tanto una respuesta hormonal similar en humanos y ratones con
tuberculosis en estadios tempranos de la infeccion por M. tuberculosis.

En la fase aguda se demostrd que la DHEA o su derivado tiene efectos
protectores en el modelo de TB pulmonar murina. Este efecto correlaciona con el
mantenimiento elevado de células protectoras de IL-2 sobre las IL-4, asi como elevadas
expresiones de IL-1a y TNFo y una mayor respuesta de DTH. A nivel histoldgico ésto
se traduce en un cambic de neumonia a granuloma. El AED es mas potente que fa
DHEA y provoca una disminucion mas efectiva de las UFC, ademas de una mayor
expresidn de TNFa en los granulomas tempranos y en las zonas de infiltrado
peribronqguial. En contraste la DHEA que se pensaria es menos efectiva resulta que

induce mejores respuestas de DTH, lo cual podria indicar una correlacion entre la DTH
y la proteccion.

La induccion temprana de IL-2 y TNFa en los infiltrados inflamatorios resulta muy
importante ya que esto no se acompafa por una caida inmediata en Ia carga
bacteriana con el tratamiento durante las 3 primeras semanas y sobretodo si no se
continia éste. Los cambios que se observan en el dia 60 después del tratamiento de 3
semanas refleja que se redujo la carga bacteriana en esos ratones. Sin embargo al
comparar el tratamiento continuo, se demostrd que la administracion de los andrégenos
adrenales durante la fase tardia de la infeccidn es relevante.

Previamente se ha demostrado que el TNF puede ser toxico en un patron mixto
Th1+Th2, como se ha visto en este modelo experimental y esta relacionado con el
componente Th2, que es minimo cuando la respuesta presente es [a Th1. Esto puede
ayudar a explicar el hecho de que el incremento en a expresion fué asociado can [a
proteccién mas que con el incremento en la inmunopatologia y existe un cambio
simultaneo hacia una respuesta dominada por Th1 en el mismo nivel.

Es posible que la administracion de DHEA o AED bloquee un mecanismo
fisioldgico que usa el incremento en glucocorticoides, o que se refleja en la hipertrofia
adrenal, para terminar ia respuesta temprana a Thi1 Y que se deriva hacia Th2. La
modulacién de la respuesta Th1 después de 3 semanas de tratamiento es claramente
prematura en el ratén con TB pulmonar.

Lo mas importante serian las implicaciones que tiene esto para la T8 humana.
Sin embargo la fisiologia de la DHEA en roedores es claramente diferente de la
fisiologia en el humano, pues la cantidad detectable en el suero es muy baja
comparada con los humanos.

También es importante recordar los hallazgos en cuanto a susceptibilidad
asociada a la edad y la TB, pues se ha visto que es muy alta en nifios menores de 5
afos y que se caracteriza por presentar en el pulmén consolidacion y neumonia sin
cavitaciones, éstos nifios tienen niveles bajos de DHEAS. Por otro lado, los nifios de 5
a 10 afios son resistentes a la TB, presentan niveles intermedios de DHEAS. La
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susceptibilidad regresa en la pubertad, cuando los niveles de DHEAS alcanzan los
niveles de los adultos. Los aspectos patologicos de éstos pulmones cambian, hay
cavitacion y necrosis, como en la enfermedad en el adulto. Sin embarga, la relacion
DHEA/glucocorticoides es muy delicada, pues un exceso de DHEA puede provocar un
dafio tisular, mientras que poco puede provocar &l cambio hacia Th2, como paso en los
ratones que sdlo se les administrd DHEA sola.

Los resultados obtenidos de este modelo experimental y las observaciones en
los pacientes tuberculosos, condujeron a realizar experimentos terapéuticos en el
modelo experimental murino de tuberculosis pulmonar. En la fase temprana de la
enfermedad que se caracteriza por el predominio de la respuesta inmunolégica de tipo
1 e hiperplasia adrenal. se reforzo con la administracion exégena de DHEA o su
analogo AED, lo cual contribuyo a disminuir el dafio tisular y la carga bacilar con
mejoria de la sobrevida. Paraddjicamente, cuando se administrd DHEA en animales
con tuberculosis avanzada en l0s que existe atrofia acentuada de las adrenales, con un
balance mixto Th-1+Th-2 y con mayor dafio tisular, la enfermedad no sdio no se
controld, sino que se presentd una acelerada mortalidad. E! mismo fendmeno se
observd cuando se reprodujo experimentalmente las condiciones metabdlicas de los
ratones con tuberculosis avanzada, al adrenalectomizar y gonadectomizar a los
animales de experimentacion para posteriormente inocularles la M. tuberculosis por via
intratraqueal y administrarles por separado DHEA o corticosterona sola. La explicacion
de este fendmeno es el efecto sistémico que tiene la DHEA vy su relacion funcional con
los glucocorticoides; ya que la DHEA ademas de ser una hormona antagoénica de los
glucocorticoides a nivel inmunoldgico tiene efecto sobre la actividad de los linfocitos T

CD-4, tambieén se opone al resto de sus diversas funciones metabolicas sistémicas (a-
Regelson, 1994).

Aungue los glucocorticoides son hormonas anti-inflamatorias v al estimular a las
células Th-2 favorecen la progresion de la enfermedad, también tienen un efecto
benéfico al permitir superar el intenso estrés fisioldgico que animales con tan avanzada
enfermedad deben estar sufriendo. Luego entonces, cuando animales con disminucion
en la produccion de glucocorticoides enddgenos por atrofia adrenal extensa que estan
sometidos a intenso stress fisiologico como consecuencia de su enfermedad infecciosa
pufmonar se les administra una hormona antagonista de los glucocorticides como la
DHEA, el animal pierde la capacidad de tolerar el estrés y muere. La confirmacion de
esta explicacion fue la mejoria en la sobrevida de los animales tratados con DHEA mas
corticosterona (el principal glucocorticoide en murinos). En éstos ratones también se
obtuvo reactivacion parcial de la respuesta tipo 1 {mayor produccion de 1L-2, TNF e L-
1) manifestada sistémicamente por una alta respuesta de DTH a antigenos
micobacterianos y disminucién de la carga bacitar. Una respuesta similar se observd en
animales a los que se les trasplantaron adrenales de ratones sanos, dicha respuesta de
tipo 1 fue mayor en la tercera y cuarta semana post-transplante momento en el que la
restitucion y preservacion de ias glandulas transplantadas analizadas histologicamente
fue maxima. Sin embargo en estos animales también se observo después de 4 meses
det transplante cierto grado de lesian necrética en las glandulas transplantadas, lo cual

indica que, el o los factores inductores de la atrofia adrenal siguen vigentes pero actian
con menor intensidad.
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Por otro lado la atrofia de las glandulas adrenales que acomparnia a la fase
cronica de la enfermedad seguramente se asocia a disminucion en la produccion
hormonal, fo cual a su vez contribuye a alterar el balance Th1/Th2. Sj esta hipotesis es
correcta la sustitucion de las adrenales atroficas por glandulas sanas o |Ia
administracion exdgena de glucocorticoides y androgenos adrenales debe modificar las
alteraciones histologicas de los pulmones con tuberculosis experimental, por ésta razén
se decidio realizar el trasplante adrenal. Pero de hecho la atrofia adrenal es mas dificil
de explicar, ya que substancias derivadas de las micobacterias o las mismas citocinas
pudieran ser la causa de dicha atrofia. En relacion a esto, existen ciertas citocinas
inmunomoduladoras como es el factor de transformacion tumoral B (TGF-p) que es

capaz de inducir muerte por apoptosis en células cultivadas de glandula adrenal fetal
(Stankovic, 1994).

En este mismo modelo deTB pulmonar se ha reportado recientemente que TGF-
f se produce abundantemente en la fase cronica de la infeccion, lo cual contribuye a la
anergia de la inmunidad celular por actividad directa puesto gue el TGF es una potente
citocina inmunosupresora e indirectamente porque es también un estimulador de las
celulas Th-2 (b.- Hernandez, 1997). Ademas, el TGF-B también puede influir
indirectamente en el desbalance Th-1/Th-2 al originar atrofia de las adrenales.
Teodricamente, la atrofia adrenal produciria disminucion en la sintesis v secrecion de
DHEA, y en consecuencia las c¢élulas Th-1 dejarian de tener uno de sus faciores
troficos mas importantes lo cual explicaria parcialmente el desbalance Th-1/Th-2
caracieristico de la fase avanzada de 1a enfermedad. En apoyo a esta hipotesis, esta la
observacion de que en pacientes con tuberculosis avanzada no tratada existe una
disminucion de 50% en la secrecion de DHEA y cortisol por las glandulas adrenales (h.-
Rook GAW, et al, 1997). Sin embargo, los niveles de cortisol plasmatico son normales o
ligeramente elevados mientras que los de DHEA se encuentran muy disminuidos. Esto
significa que aunque la produccién adrenal de cortisol, potente activador TH-2, esta
disminuida a la mitad de lo normal, su concentracién en plasma es normal o elevada lo
cual se explica por anormalidades en la actividad degradativa de esta hormona
esteroidea en los tejidos periféricos como higado, rifiones o incluso pulmén.

Otro aspecto importante es el hecho de que el ciclo circadiano de produccion del
cortisol en pacientes tuberculosos es anormal. En humanos normales los glucorticoides
se producen y alcanzan su maxima concentracidon durante la mafana, estos
disminuyen en el transcurso del dia llegando a su nivel mas bajo durante la tarde y
noche, mientras que los pacientes con TB avanzada tienen niveles constantemente
altos 0 normales sin las fiuctuaciones circadianas de los sujetos normales, esto provoca
que los tejidos de los pacientes con tuberculosis estén permanentemente expuestos a
ios glucocorticoides, lo cual aunado a la disminucién en la concentracion de DHEA, nos
permite proponer a estas anormalidades endocrinoldgicas como uno de los factores
inductores mas importantes del desbalance Th-1/Th-2 de fa tuberculosis avanzada.

Durante la fase cronica el hallazgo crucial es el efecto terapedltico acompafiado
de un cambio hacia el perfil de citocinas de tipo 1 con un incremento en la expresion de
IL-1a y TNFa que se demuestra en una fase muy avanzada de la TB en el modelo
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murino, como consecuencia de administrar la combinacion de GC y dos anti-GC
mientras que la administracion en forma individual es fatal,

Esto enfatiza la importancia del sistema neuroendécrino en esta enfermedad,
ademas de que la manipulacion de la respuesta inmune a la infeccion por este
microorganismo puede influir en la expresion de citocinas en una forma terapettica muy
atil.

En este modelo ia DHEA no sélo incrementé la expresion de citocinas Th1 sino
también la de citocinas pro-inflamatorias como son la IL-1 y TNFc.

En este estudio los esteroides no se administraron hasta el dia 60 a los ratones
BALB/c cuando la TB pulmonar ya esta bien establecida y con un cambio en el perfil de
citocinas hacia Th2 con atrofia adrenal. La atrofia adrenal se acompandé de un
decremento en la expresion de CRH en los nicleos paraventriculares, lo que sugiere
que ciertos mecanismos centrales estan involucrados. Para explicar la atrofia adrenal
también esta el efecto de la respuesta Th2 sobre las glandulas.

Sin embargo si se administra corticosterona sola a partir del dia 60 no solo falla
en tener un efecto terapeutico, sino también en provocar ia pérdida de la expresion de
IL-1 y TNF«, ademéas de provoar un cambio hacia una sobreexpresion de IL-4 vy
conducir a la muerte. -

Todos estos datos del peso bajo de la adrenal, niveles reducidos de
corticosterona y expresion baja de FLC en el NPV puede reflejar la necesidad
fisiologica en esta etapa de la infeccion. Sin embargo, a medida gue se incrementan
los niveles de corticosterona, también existe la necesidad de incrementar |os niveles de
DHEA o AED. Lo cual evidencia ta estrecha relacion entre estos 2 esteroides.

De esta forma, este estudio provee la evidencia directa de las propiedades
sinergicas de la combinacién apropiada de un GC y un anti-GC. Sin embargo soéio se
estudio, la dosis de reemplazo de GC en forma fisiolagica pero se requieren mas
estudios para descubrir cuando el cambio a Th1 puede ser incrementado en forma mas

precisa y ajustar la relacion DHEA+C y AED+C o concebir dosis mas bajas de éstos sin
usar corticosterona.

Por ofro lado el metabolismo anormal de los glucocorticoides en pacientes con
tuberculosis puede deberse a un incremento en la actividad de la enzima 11B-
hidroxiesteroide deshidrogenasa, la cual tiene un efecto dual puesto que por su
actividad convierte al principio activo cortisol en el metabolito inactivo cortisona en rifién
y pulmén normal, pero fa misma enzima puede tener un efecto totalmente opuesto, es
decir convertir la cortisona en cortisol; este efecto se realiza normalmente en el higado
y podria aparecer en el pulmén cuando es portador de un evento patoldgico infeccioso
tan extenso como es la TB (Hundertmark-S; 1994). En la tuberculosis avanzada existe
atrofia adrenal con disminucién en la produccién de DHEA y glucocorticoides, sin
embargo estos Gltimos se pueden metabolizar anormalmente en el pulmoén al convertir
enzimaticamente metabolitos inactivos en formas activas o por sobrestimutacion de las
citocinas de este proceso metabolico del higado. Cualquiera de las dos fendmenos o
ambos, actuando simultaneamente producirian local y sistémicamente una actividad
permanente de las hormonas estimuladoras de los linfocitos Th2, lo cual, aunado a la
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disminucion en la concentracion sistémica de esteroides androgénicos adrenales
promotores de la actividad de Tht (DHEA) contribuirian al desbalance Th-1/Th-2.

Los resultados obtenidos en el modelo experimental y las observaciones
realizadas en conjunto en pacientes humanos, permiten integrar al eje HHA en la
compleja patogenia de la tuberculosis, la reconstitucion experimental de su actividad
funcional puede contribuir en el tratamiento de dicha infeccion coadyuvando al
tratamiento farmacologico existente.



CONCLUSIONES

La inmunidad protectora en este tipo de enfermedades infecciosas crénicas
requiere del patron de secrecion de citocinas de tipo 1, sin embargo éste patron es
substituido por el de tipo 2, con lo que el animal prefiere evitar el dafio tisular pero
surge la progresion de la enfermedad y su agravamiento, que culmina en la muerte.

Los resultados del presente trabajo mostraron que durante la fase aguda de la
infeccion (primer mes), existe un predominio de la respuesta de las citocinas tipo 1 con
el control parcial de la enfermedad, asociado a hipertrofia de las glandulas adrenales.
Posteriormente, cuando la enfermedad progresa a la fase cronica o avanzada (2-4
meses), se instala un patron mixto (Th-1/Th-2) en coexistencia con atrofia acentuada de
las adrenales. El transplante de adrenales sanas o I administracion conjunta de
DHEA+corticosterona en animales en |a fase avanzada de la enfermedad (2 meses de
infeccion), produce una restitucion parcial de la respuesta tipo 1 y como consecuencia
una notable sobrevida. La administracién de DHEA o su derivado androstenediol (AED)
desde el inicio de la infeccion, produce un predominio de la respuesta tipo 1 por mayor
tiempo, mejorando también la sobrevida y disminuyendo el dafio tisular,
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ANEXO

TECNICA DE INMUNOHISTOQUIMICA
1. Realizacion del corte del tejido de preferencia a 6 ym de grosor en laminitias
silanizadas o tratadas con algun otro adhesivo.
2. Las laminillas se deben haber dejado secar en el horno a 37 °C.
3. Poner las laminillas que se van a usar junto con un control negativo en la canastilla v
ponerla en el horno a 60 °C, durante 15 a 20 minutos para derretir la parafina.
4. Cuando las laminillas estén calientes, desparafinarlas por inmersion en:
- 3 cambios de xileno fresco, de 4 minufos cada uno.
- 2 cambios de etanol al 100%, de 2 minutos cada uno.
5. Blogueo de la pseudoperoxidasa enddgena de los gldbulos rojos, incubando durante
20 min en metanol con 0.5% de H,0,. Se puede omitir si no hay eritrocitos ni
neutrdfilos. Preparar 25 mi para vaso de coplin de plastico y 50 ml para vidrio.
. Rehidratar los tejidos por inmersion en las siguientes soluciones en vasos de Coplin:
- etanol 100%, etano! 100%, etanol 96%, etanol 70%. Completar la rehidratacion
poniendo las laminillas en agua desionizada durante 5 min.
7. Lavar 2 veces en TBS, de 5 minutos cada uno. ‘Bloguear durante 30 min en TBS
suplementado con BSA (albiumina sérica bovina) al 3%. Ej. son 3 gr para 100 m! de
TBS.
8. Acondicionar ta camara himeda y colocar las laminillas perfectamente horizontales.
Aplicar el 1er. Ac. diluido en TBS cuidando que cubra todo el tejido (~50 a 100 ul) e
incubar 2 a 3 hrs a temperatura ambiente. Previamente se determind la concentracion
optima del Ac. por tituiacidn. Las diluciones van de 1:25 a 1:200. Si se usan Ac's
diferentes hay que usar vasos diferentes para cada uno. Recolectar los residuos del Ac

en un vaso.

9. Lavar 2 veces en TBS. de 2 min. cada uno, después un lavado de 3 minutos en TBS-
BSA al 3%.

10. Aplicar 100 pi del 20. Ac. e incubar de 30 min. a 1 hr, a temperatura ambiente en la

camara himeda. La dilucion adecuada también se debe dsterminar previamente.
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11. Recolectar los residuos del Ac en un vaso de precipitado para revisar actividad de!
cromogeno.
12. Transferir las laminillas a un vaso de coplin y hacer un lavado rapido en TBS, hacer
otro lavado en TBS de 5 minutos. Hacer un lavado final en TBS- BSA 3% por 5
minutos. Transferir las laminillas a la camara himeda.
13. Aplicar la solucion de DAB (200 ul) con pipeta pasteur desechable de vidrio e
incubar a temperatura ambiente. La reaccién se desarrolla en minutos; como es
variable, hay que revisarla sobre una hoja blanca. Nota: La DAB es un carcinégeno vy
se debe manejar con cuidado.
14. Detener la reaccidn poniendo las laminillas en TBS en un vaso de coplin.
15. Contrastar con Hematoxilina de Harris durante 20 seg.
16. Lavar en agua de la llave varias veces.
17. Virarlas a azul con la solucion saturada de carbonato de litio.
18. Lavar con agua desionizada.
19. Deshidratar por inmersion en: 3 cambios en etanal 96%, 2 cambios en etanal
100%.
20. Aclarar por inmersién en 2 cambios de xileno.

21. Montar con resina cubriendo con el cubreobjetos
Solucién de DAB: 1 mg= 0.0010g, 0.25 p! de H,O, al 30%, 1 ml TBS= 1000 pl
TECNICA DE ELISA

Para la preparacion de reactivos se siguieron los siguientes pasos:

Buffer de Carbonatos:
1.6 g Na, CO, (15 mM) Carbonato de Sodio
2 9 g NaHCG; (35 mM) Bicarbenato de Sodio

Buffer de Fosfatos Salino (Phosphate-buffered saline PBS)
0.23 g Na H; PO, (anhidro) {1.9 mM) Fosfato de sodio monobasico
0.15 g Na, H PG, (anhidre) (8.1 mM) Fosfato de sodio dibasico
9.00 g Na Cl (154 mM) Cioruro de scdio

Agregar a 900 ml de agua de irrigacion
Ajustar al pH de 7.2 a 7.4 usando una soluctén 1 M de NaOH 6 1 M de HCI.

FPBS-Tween 20, 0.05%. (buffer de lavado)
Se afiaden 500 ul de Tween 20 (Polyoexythylen sorbitan monolaurate), para 1 it de PBS.
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Buffer de Citratos.
0.2553 g de acido citrico
0.6890 g Na, HPO, fosfato de sodio dibasico
Anadirle 50 m! de agua de «wrigacion, pH 5

1. Diluir el antigeno, en ef buffer de carbonatos, {en este caso son las proteinas del
extracto total de M. tuberculosis cepa H37Rv)
volumen por pozo: 100 ui, cantidad de proteina por pozo: 1.5 pg (1.25 Hg)
incubar duarnte 24 hrs a 4 °C, en camara hiimeda.

2. Al dia siguiente, se sacan las placas, se sacuden para tirar el contenido vy se lavan 3
veces con el PBS- tween 20 0.05%, cada lavado dura 3minutos.

volumen por pozo 350 ul

solucion de lavado PBS-Tween 20 al 0.05%

3. Poner el buffer de bloqueo, PBS con albGmina sérica bovina al 1%.
volumen por pozo 200 pl
tiempo 1 hr a 37 °C, tapar las placas para evitar la evaporacion

4. Sacar placas, sacudirlas, realizar 3 lavados de 3 minutos cada uno, con buffer de
lavadao.

volumen por pozo 350 pl

5. Afadir sueros problema:
Dilucion suero problema 1: 2000
volumen por pozo 100 uf
incubacion 2 hrs a temperatura ambiente

6. Sacudir las placas y realizar 3 lavados de 3 minutos cada uno con el buffer de
lavado.

volumen por pozo 350 ui

7. Afadir el anticuerpo anti ig G1 o anti Ilg G2a, marcados con la enzima peroxidasa,
se uso conejo anti-ratdon

Dilucion anticuerpo anti-isotipo 1:1000

volumen por pozo 100 pl

incubacion 1 hra 37 °C

8. Sacudir las placas y realizar 3 lavados de 3 minutos cada uno, con el buffer de
lavados

volumen por pozo 350 yl

9. Afadir el Ac. 20., cabra anti conejo peroxidado, se uso diluido 1:2
volumen por pozo 100 ul
incubacion 30 min a 37 °C
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10. Preparar el buffer de citratos con el sustrato, OPD, solo poner el peroxido de
hidrogeno hasta que ya se vaya a afadir a los pozos.

volumen por pozo 100 pl

proteger de la luz, meter a incubar a la estufa a 37 °C

ver que haya reaccién de color amaritlo, generalmente sucede alos 3 a 5
minuios.

Afiadir el sustrato OPD (ortho phenil diamine dihidrochloride, para 50 ml de
buffer de citratos son 20 mg = 0.0200 g.

Peroxido de Hidrogeno (Perhydrol H, O,) al 30 %, para 50 mi de buffer de
citratos usar 20 pl.

11. Detener fa reaccion con acido sulfarico al 2.5 M. volumen por pozo 50 l

12. Limpiar ei fondo de la placa con una gasa humeda y luego con una seca. .
Realizar la lectura a 492 nm, es |la observancia del OPD.

Se uso un lector de ELISA, Marca Labsystems Multiskan MS.

13. Obtener los calculos con ayuda del programa Excel version 5.0 , de Microsoft.
Restarie al promedio de cada suero el promedio de los blancos.

14. Construir una curva con los valores obtenidos y darles una interpretacion.
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Fig. 1 Porcentaje de sobrevida y Unidades Formadoras de Colonias (millones de
bacterias/pulmén) en ratones inoculados con M. fuberculosis
Simbologia: --o-- Control, --&- DHEA, --A—- AED
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Fig. 2 Curva de sobrevida y Unidades Formadoras de Colonias.

A) Al dia 60 post infeccion, los animales se organizaron en los siguientes
grupos: --o-- controt {solo el vehiculo), -o- DHEA scla, --a-- AED,
--&-- corticosterona sola, --A-- AED+C

B) Al dia 60 post infeccion, los animales se organizaron en los siguientes
grupos: --o-- control (sdlo ef vehiculo), --%-- DREA+C, & - corticosierona sola

La combinacion de DHEA+C beasiono una reduccion de log en las UFC
en el dia 88 que se mantuvo, pero no disminuyé al dia 120,
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Fig. 3 Respuesta de DTH a antigenos solubles de Mtb

El engrosamiento se midio a las 24 hrs del desafio. Tanto el AED como
fa DHEA incrementaron la respuesta al dia 60 y 120. Al dia 60 la DHEA tuvo un
incremento mas significativo que el AED.
--0-- control, --B-- DHEA, --4-- AED * p<0.025,

p<0.005



Fig. 4 Microfotografias.

En el panel A se muestran en H&E en el siguiente orden:

a b
c d
f

o

. Pulmon de un ratén sane (2.4x 20x)

b. Adrenal trasplantada debajo de la capsul'a de un rifdn en el dia 81, se puede
apreciar la integridad del trasplante (2.5x 10x)

C. Una extensa zona neuménica con infiltrado linfocitario perivascular vy
peribronguial en un animal control al dia 180 {2.5x 10x)

d. Una zona neumaénica mas compacta con escasa necrosis en un animal del
grupo AED+C al dia 180 (2.5x 10x)

e. Ei corte de un cojinete plantar con infiltrado linfocitario y ligero edema, del
grupo de trasplante adrenal al dia 180 {2.5x 4x)

f. Detalle de un granuloma donde se muestran algunas células gigantes
intralveolares, grupo AED+C al dia 180 {(2.5% 4x)
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Fig. 4 Microfotoqgrafias,

En el panel B de inmunohistoquimica se muestran en el siguiente orden:
b

[V AL

f

a. Pulmon de un raion control al dia 120, los macrofagos resulitaron negativos a
IL-1a (2.4% 40x)

b. Macrofagos inmunomarcados positivamente a IL-1¢ en un animal del grupo
DHEA+C al dia 120 (2.5x 20x)

c. Una intensa inmuncreaccion positiva en macrofagos al TNF en el dia 81 de
animales del grupo AED+C (2.5x 40x)

d. ‘Linfocitos positives a IL-2 en el infiltrado perivascular y peribronquial en
animales del grupo DHEA+C del dia 81 (2.5x 40x)

e. Linfocitos positivos a IL-4 en una zona 'neuméniéa de un animal control det
dia 180 (2.5x 40x)

f. Intensa positividad a IL-4 en los finfocitos que forman un centro germinal en e!
pulmon de un animal dei grupo Mtb+C en el dia 88 (2.5x 40x)
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Fig. 5 Respuesta de DTH a antigenos solubles de Mth

El engrosamiento se midio a las 24 hrs del desafio. Ej tratamiento con
AED+C a partir del dia 60 incremento la respuesta de DTH al dia 120 y 180.
=-0-- control (sélo el vehiculo), —A-- AED+C, @ p<0.05, * p<0.025, ** p<0.005
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Fig. 6 Analisis comparativo del peso corporal ce ios ratcnes incculados con Mitb
v gue recibiercn o no fratamiento.



Fig. 7 Electromicroioio
derecha al ¢

grafia de una célula de Ia capa
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Fig. 8 Electromicrofotografia del nicleo de una célula de la capa fascicular de
adrenal izquierda al dia 120. Técnica de EDTA para RNP,
n= nucieolo, i= granulos intercromatinianos en cumulos
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Fig. 9 Analisis morfométrico de los puimenes inocutados con Mtb.
A} area del infiltrado peribronguiai
B) area de los granulomas
C) porcentaje del pulmon afectado por neumonia

El tratamiento con AED y DHEA induce un pico a los 3 dias de infiltrado
peribronquial y un incremento en la formacion de granulomas entre el dia 14 y
21 y posteriormente una inhibicion en el progreso de la neumonia en los dias
60y 120

--0-- control, --m-- DHEA, --A-- AED ¥ p<0.025, ** p<0.005
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Fig. 10 Analisis morfométrico de los pulmones inocuiados con Mth en animales
con v sin tratamiento.

A) Arez dei granuloma en ,uz
3) Porcentaje de puimon afectade por la neumenia

Ef tratamiento ¢e AED+C incremento el area de granuloma, mientras que
ia corticostercna sola incremento & area de neumonia.

--0-- conirol. &--  corticosterona sola. --A-- AED+C. --&--
DHEAXC q p<0.05, " p<0.025, ** p<0.005
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Fig. 11 Analisis inmunchistoquimico de células positivas a 1L-2 (2) y para IL-4
(b) en e! espacio perivascular de los pulmenes de ratones noculados con Mib
cony sin tratamiente a partir dei dia 1.

Los datos son las medias= DS de 9 a 18 campos aleatorizados.

i tratamiento con AED o DHEA induce ura expresién temprana de 1L-2
al dia 3. ademas de ios dias 28 y 80. Ambacs por otro lado indujeron un
decremento en el porcentaje de células positives a IL-4 en ios dias 60 v 120.
--0=- control, --@-- DHEA, --A-- AED -~ DHEA sola * p<(.025, ™ p<0.005
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Fig. 12 Analisis inmunohistoquimico de céiulas positivas a TNF-a. (av ¢) vy a IL-
ia (by d) alrededor de ios bronquios (a y &' v granulomas (c v ¢) de oulmones
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de ratones inocutados con Mtk con y sin tratamiento a partir del dia 1.

Los datos son las medizs=DS de 12 2 ©8 campos aleatorizados.
El tratamiento con AED indujo un pico en los dias 3 al 21 ce ambas
citocinas ademas de un incremento del porcentaje de células positivas al dia

120.
--0-- control,

. —A-- AED

1
120

“ p<0.025, =™ p<0.305
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Fig. 13 Analisis inmunochistoauimico de células positivas a IL-1a {a v ¢) y el
TNF-« (b y d) en las dreas de granulomas (a y b) y neumonia {c v d) de
puimones de ratones inoculadcs con Mib con y sin tratamiento a partir det dia
80,

Los datos son las medizs=DS de 12 2 18 campes aleatorizados.

El tratamiento con AED+C incramenta e porcentaje de células positivas
para ambos iL-1 y TNF. El efecio fué aparente, mas no significativo al primer
dia (61) después de iniciado ef tratamiento. La corticosterona admininstrada
sola disminuye la expresion tantc de IL-1 como de TNF y este efecto se abate
cen AED O DHEA.

—o-- control. - - corticostercna sola. —A- AED+C, --¥-- DHEA+C
% p<0.05, " p<0.025, *" p<0.005
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Fig. 14 Andiisis inmunohistoquimico de células positivas a IL-2 (a. c v &) y para
IL-4 (b, d v f) en los granulcmas (a v )y intersucio {(cy @)y neuﬁonéé (gyT)de
gg!mones de ratones inoculados con Mtb con y sin tratamiento a partir del dia

Los daies son tas medias=DS de 12 3 18 campos aleatorizados.

El fratamiento con AZD+C 0 con DHEA+C ocasiond un incremento en
las células positivas & IL-2 con una disminucion de las células positivas a 1L-4.
Al usar la corticosterona sola, se produjo ef efecto contrario.

—-0-- control, --&-  corticosterona scia, --4-- AED+C, —-&-- DHEA+C
T p<0.05, * p<0.025, * p<0.005
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Fig. 15 Prueba de FLISA para subolases de inmunoglohutinas
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Fig. 16 Prueba de ELISA para subclases de mmunoglobulinas
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Fig. 17 Prueba de ELISA para subclases de inmunoglobulinas
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Fig. 18 Prueba de ELISA para subclases de inmunoglobulinas



expresion de CRH
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Fig. 19 Expresion de CRH en los nucleos paraventriculares de ratones
inoculados con Mib.

El valor para la expresion de CRH en ¢ dia 0, es dificil verlo con la
escala que se uso, dicho valor fué 157441, Se muestran las medias +DS,
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