BIBLIOTECA CENTRAL LUIS F LELOIR

BibliOteca Digital BIBLIOTECA CENTRAL]EJLOIR

F c E N - U B A FACULTAD DE CIENCIAS EXACTAS Y NATURALES UBA

Tesis Doctoral

Estrategias para revertir la
inmunosupresion en el fenémeno de
tolerancia a endotoxinas

Rearte, Maria Barbara

201

Este documento forma parte de la coleccidon de tesis doctorales y de maestria de la Biblioteca
Central Dr. Luis Federico Leloir, disponible en digital.bl.fcen.uba.ar. Su utilizaciéon debe ser
acompafiada por la cita bibliografica con reconocimiento de la fuente.

This document is part of the doctoral theses collection of the Central Library Dr. Luis Federico
Leloir, available in digital.bl.fcen.uba.ar. It should be used accompanied by the corresponding
citation acknowledging the source.

Citatipo APA:

Rearte, Maria Barbara. (2011). Estrategias para revertir la inmunosupresion en el fenémeno de
tolerancia a endotoxinas. Facultad de Ciencias Exactas y Naturales. Universidad de Buenos
Aires.

Citatipo Chicago:

Rearte, Maria Barbara. "Estrategias para revertir la inmunosupresion en el fendmeno de
tolerancia a endotoxinas". Facultad de Ciencias Exactas y Naturales. Universidad de Buenos
Aires. 2011.

UBA

Universidad de Buenos Aires

EXACTAS:

Facultad de Ciencias Exactas y Naturales

Direccidn: Biblioteca Central Dr. Luis F. Leloir, Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, Universidad de Buenos Aires. Contacto: digital@bl.fcen.uba.ar

Intendente Giiiraldes 2160 - C1428EGA - Tel. (++54 +11) 4789-9293



http://digital.bl.fcen.uba.ar
http://digital.bl.fcen.uba.ar
mailto:digital@bl.fcen.uba.ar

o T
[ £ CIENCIAS EXACTAS
= o ¥ HATURALES ®

UNIVERSIDAD DE BUENOS AIRES
FACULTAD DE CIENCIAS EXACTAS Y NATURALES

“ESTRATEGIAS PARA REVERTIR LA
INMUNOSUPRESION EN EL FENOMENO DE
TOLERANCIA A ENDOTOXINAS”

Tesis presentada para optar al titulo de
Doctor de la Universidad de Bupnos Aires
en el area: CIENCIAS BIOLOGICAS

Autora: Lic. Maria Barbara Rearte

Director de Tesis: Dr. Martin A. Isturiz
Consejero de Estudios: Dr. Enrique Rodriguez

Seccion Inmunologia

Instituto de Investigaciones Hematologicas (IIHEMA)
Instituto de Leucemia Experimental (ILEX-CONICET)
Academia Nacional de Medicina

Buenos Aires, 2011



Estrategias para revertir la inmunosupresion
en el fendmeno de tolerancia a endotoxinas

Resumen

Los fendmenos de sepsis y shock séptico pueden ser causados por bacterias Gram-
positivas y negativas como también por otros microorganismos. En el caso de las
bacterias Gram-negativas, las endotoxinas, componentes normales de la pared
bacteriana, también conocidas como lipopolisacaridos (LPS), han sido consideradas
como uno de los principales agentes causales de los efectos indeseables de estas
enfermedades. La respuesta a LPS implica, en principio, la generacion de un estado
inflamatorio, caracterizado por la rapida secrecion de citoquinas proinflamatorias como el
factor de necrosis tumoral (TNF)-q, interleuquina (IL) -1, IL-6, e interferon (IFN)-y, seguido
por un estado anti-inflamatorio en donde predominan mediadores como la IL-10, el factor
de transformacion del crecimiento-f (TGF)-B o glucocorticoides (GC), los cuales
conducen al huésped a un estado de refractariedad temporal frente a una nueva
exposicion al LPS, un proceso conocido como tolerancia a LPS o tolerancia a endotoxina.
Si bien se ha considerado como un mecanismo de proteccion frente al desarrollo de una
sepsis 0 una inflamacion sistémica, la tolerancia a endotoxina ha sido también sefialada
como una de las causas principales de la inmunosupresion inespecifica tanto humoral
como celular descrita en dichos pacientes.

En este trabajo demostramos, mediante un modelo murino, que si bien el mantenimiento
de la tolerancia depende de los GC, el establecimiento del fendmeno puede ser inhibido
por un GC sintético como la dexametasona (Dex). Por el contrario, demostramos que el
mifepristone (RU486), un conocido antagonista de receptores para GC, fue capaz de
inducir una desarticulacién transitoria y reversible de la tolerancia a endotoxina,
permitiendo también una restauracion parcial de tanto la respuesta inmune adaptativa
humoral como celular en ratones inmunosuprimidos inducido por LPS, sugiriendo el
involucramiento de los GC enddgenos en este fendbmeno.

Por otro lado, mediante el uso de ciclofosfamida y gemcitabina, demostramos que las
células supresoras GR-1'/CD11b" y las células T regulatorias CD4'CD25'FoxP3* no
juegan un rol principal ni en el establecimiento ni en el mantenimiento de la tolerancia a
endotoxina, un mecanismo central en la induccién de un estado de inmunosupresion.
Estos resultados permiten considerar una nueva perspectiva para el manejo de la
inmunosupresion en sepsis y en shock no infecciosos y merecen de mayores estudios e

investigaciones en el futuro.

Palabras claves: tolerancia a endotoxina; dexametasona; glucocorticoides;

inmunosupresiéon; RU486



Strategies to reverse the immunosuppression
In the phenomenon of endotoxin tolerance

Summary

Sepsis and septic shock can be caused by Gram-positive and -negative bacteria and
other microorganisms. In the case of Gram-negative bacteria, endotoxin, a normal
constituent of the bacterial wall, also known as lipopolysaccharide (LPS), has been
considered as one of the principal agents causing the undesirable effects in this critical
illness. The response to LPS involves a rapid secretion of proinflammatory cytokines such
as tumour necrosis factor (TNF)-a, interleukin (IL)-1, IL-6, interferon (IFN)-g and the
concomitant induction of anti-inflammatory mediators such as IL-10, transforming growth
factor (TGF)-b or glucocorticoids (GC), which render the host temporarily refractory to
subsequent lethal doses of LPS challenge in a process known as LPS or endotoxin
tolerance. Although protective from the development of sepsis or systemic inflammation,
endotoxin tolerance has also been pointed out as the main cause of the non-specific
humoral and cellular immunosuppression described in these patients.

In this report we demonstrate, using a mouse model, that while the maintenance of
tolerance is dependent upon GC, the establishment of tolerance by LPS could be inhibited
by dexamethasone (Dex), a synthetic GC. Conversely, we demonstrated that mifepristone
(RU486), a known GC receptor antagonist, was capable of inducing a transient and
reversible disruption of endotoxin tolerance, also permitting partial restoration of both
adaptive humoral and cellular immune response in LPS immunosuppressed mice,
suggesting the involvement of endogenous GC in this phenomenon.

On the other hand, using cyclophosphamide and gemcitabine, we demonstrated that
regulatory/suppressor CD4+CD25+FoxP3+ and GR-1+CD11b+ cells do not play a major
role in the establishment or the maintenance of endotoxin tolerance, a central mechanism
for inducing an immunosuppression state.

These results are encouraging for the management of immunosuppression in sepsis

and/or noninfectious shock, and deserve further investigation in the future.

Keywords: Endotoxin tolerance; dexamethasone; glucocorticoids; immunosuppression;
RU486.
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2.- Introduccion General y Objetivos
2.- Introduccion General y Objetivos

Los fendmenos inflamatorios sistémicos (SIRS: systemic inflammatory response
syndrome ) son la resultante de la exposicion de un organismo a estimulos capaces de
inducir una violenta respuesta inflamatoria generalizada que, habitualmente, se inicia con
la liberacion de citoquinas proinflamatorias como el factor de necrosis tumoral-a (TNF-a),
el interferon -y (IFN-y), las interleuquinas (IL) IL-6, IL-1 e IL-12, entre otras, y que puede
concluir en un shock con fallas organicas multipes (MODS: Multiple organ dysfunction

syndrome) y muerte del individuo'?.

Como respuesta compensatoria a esa exacerbada inflamacion sistémica se produce una
oleada de sustancias anti-inflamatorias como IL-4, IL-10, IL-13, factor de transformacion
del crecimiento-B (TGF-B) y glucocorticoides (GC), entre otros, que tienden a
contrarrestar la inflamacion aguda y restablecer la homeostasis. Esta fase anti-
inflamatoria, conocida bajo la denominacion genérica de CARS (compensatory anti-
inflammatory response syndrome), puede constituirse como un estadio predominante vy,
frecuentemente, conducir a un estado de inmunosupresion con una duracién de dias,
semanas o0 meses, siendo la causa de infecciones oportunistas que, eventualmente, lleva

a la muerte de esos pacientes® .

Los SIRS pueden ser ocasionados por una gama de diferentes estimulos, entre los
cuales encontramos infecciones, estimulos no infecciosos como la injuria por isquemia/
reperfusion, el insulto térmico, o el shock hemorragico y el traumatico. Los casos de SIRS

causados por infecciones se los conoce bajo la denominacion genérica de sepsis®*.

La sepsis es, quizas, el SIRS mas relevante, y puede definirse como un sindrome clinico
asociado a una infeccion severa que se acompana con fiebre, leucocitosis o leucopenia,
frecuencia cardiaca elevada y reducida resistencia vascular. Ademas, la sepsis puede
derivar en variantes de mayor complejidad y peor prondstico como la sepsis severa, el

shock séptico y la disfuncién organica multiple (MODS)®.

Los sindromes sépticos se han triplicado desde la década del 70 hasta la actualidad,
afectando aproximadamente a 750.000 personas/ afio en los Estados Unidos, que se ha
traducido en wuna incidencia de 210.000 muertes por afo, constituyendo

aproximadamente un 8% del total de las muertes en ese pais®.



2.- Introduccion General y Objetivos

A lo largo de mas de 30 anos las diversas estrategias terapéuticas contra los procesos
sépticos se han centrado en atenuar la respuesta inflamatoria inicial. Sin embargo, la
frustracion ha sido grande, ya que a pesar de haberse llevado a cabo mas de 25 ensayos
clinicos (trials), no se ha conseguido aumentar la sobrevida de esos pacientes. Entre
ellos: anticuerpos anti-LPS, antagonistas de LPS, anti-lipido A, anti-TNF-a, anti-IL-1,
receptor soluble de TNF-a, inhibidores de la 6xido nitrico sintetasa, GC en altas dosis,

etc.”.

Este fracaso en el desarrollo de terapias adecuadas, ha sido en parte debido a la
carencia, que aun hoy persiste, sobre la comprensién plena de los mecanismos
patogénicos que acompafan a las sepsis. Datos estadisticos muestran que, si bien en
etapas tempranas de los procesos sépticos, donde la fase proinflamatoria es
predominante, y sobre la cual se han dirigido las diversas estrategias terapéuticas, la
mortalidad se ubica entre un 2 al 11%, mientras que el resto de las muertes, entre 89 y
98%, ocurren en las etapas tardias donde existe un predominio de citoquinas anti-

inflamatorias e inmunosupresion en los pacientes con sepsis®®.

La inmunosupresion observada en sepsis ha sido asociada a diferentes alteraciones
tanto a nivel de la respuesta inmune innata como de la adquirida. Asi, se han descrito
deficiencias regulatorias y/o efectoras en linfocitos T o B, jugando en esta disfuncién un
rol clave los mecanismos de apoptosis, eliminacion o alteracion funcional de células
dendriticas, monocitos/ macréfagos y neutrdfilos, importantes efectores de la inmunidad
innata. Todo esto a menudo va acompafiado por una disminucién marcada de antigenos
de histocompatibilidad de clase Il (HLA-DR) en las células de respuesta inmune, que se
traduce en una caida abrupta de la sintesis de anticuerpos y en un deterioro masivo de la
inmunidad celular, sea innata o adaptativa, a nivel sistémico o de mucosas®'*'%. Mas
recientemente, se ha demostrado que en estos estados de inmunosupresion en pacientes
criticos, se manifiestan enfermedades virales que resultan de la activacion de virus

latentes como el citomegalovirus™ y el herpes simplex'.

Numerosos mediadores han sido propuestos como factores causales del estado de
inmunosupresion observado en pacientes. Entre ellos, citoquinas anti-inflamatorias como
IL-10 y TGF-B, mediadores lipidicos como las prostaglandinas (PG-E2), neuromediadores
y hormonas como ser las catecolaminas y los GC. Ademas, diferentes estudios utilizando
modelos animales han definido la participacion de ciertas poblaciones celulares que

contribuyen a la alteracion del status inmune, como ser las células T regulatorias



2.- Introduccion General y Objetivos

(CD4*CD25'Foxp3*) y las células supresoras inmaduras de origen mieloide (GR-
1*/CD11p*)*10.1516

Como mencionamos anteriormente, si bien durante afos las teorias que prevalecieron
sobre el sindrome séptico lo consideraban un evento asociado a una inflamacion
exacerbada en respuesta a una infeccion, en la actualidad la sepsis esta pasando a ser
reconocida también como un evento que conduce a un estado anti-inflamatorio que,

finalmente, concluye en una inmunosupresién severa'’.

El linea con esto, y considerando que en el 50% de las sepsis las infecciones se dan por
bacterias Gram-negativas, los lipopolisacaridos de la membrana externa de esas
bacterias (LPS), juegan un rol importante tanto en el proceso inflamatorio como en la
subsiguiente inmunosupresién®. En efecto, la accién del LPS promueve, por un lado, una
rapida secrecion de citoquinas proinflamatorias tales como TNF-q, IL-.1, IL-6, IL-8 e IFN-
Y, que constituyen la fase inicial o proinflamatoria. Por el otro, las endotoxinas actuan
como moduladores de la respuesta compensatoria estimulando Ila liberacion
concomitante de potentes factores anti-inflamatorios como la IL-10, TGF-8 o GC
mediante la activacion del eje hipotalamo-pituitario-adrenal (HPA), lo cual conduce al
huésped a una refractariedad temporal frente al desafio de nuevas dosis de LPS. Este
estado refractario es conocido como tolerancia a LPS o tolerancia a endotoxinas'®
21y debe distinguirse de la tolerancia inmunolégica convencional la cual es

especifica de antigeno.

Dicho fendmeno es definido por una capacidad muy reducida del huésped para
responder frente nuevos a estimulos inflamatorios -LPS u otros- lo que habla de la
inespecificidad del fendmeno®. El fenotipo tolerante se caracteriza por una marcada
disminucién en la produccion de citoquinas proinflamatorias, en particular el TNF-a, una
disminucion en la expresion del receptor TLR-4 (receptor para LPS), como también por
una inhibicion en la generacion de intermediarios de la cascada de sefializacién y
alteraciones en la translocacion del factor de transcripcion NF-kB (Nuclear factor-kappa
B), entre otros efectos '*?"?2. Sin embargo, la tolerancia no debe considerarse como un
estado de anergia celular sino como un estado fisioldgico o fisiopatolégico en donde hay

predominancia de sintesis y secrecion de sustancias anti-inflamatorias.

En pacientes que cursan fases mas avanzadas o tardias de un cuadro de sepsis también
se ha observado la ocurrencia del fenémeno de tolerancia. Varias similitudes se han

encontrado en los estudios comparativos entre las deficiencias funcionales observadas
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en monocitos de pacientes sépticos y macréfagos tolerizados con LPS. Asi, estos
mecanismos podrian servir como una importante estrategia para limitar una exacerbada
respuesta inflamatoria frente a una infeccion por patégenos, protegiéndose al huésped de

una lesion mayor'"%,

Sin embargo, las evidencias indican claramente que el fendmeno de tolerancia esta
asociado a un estado clinico con peor pronostico y evolucion en pacientes hospitalizados
en unidades de terapia intensiva. Asi, se ha observado una correlacién directa entre el
estado de tolerancia y una internacion mas prolongada, una sostenida ventilacion
mecdanica, una mayor incidencia de infecciones clinicas y un elevado recuento de
glébulos blancos?*. Por otro lado, se ha descrito que en pacientes que mueren después
de 72 horas de iniciado un shock séptico (sepsis tardia) muestran signos clinicos
similares al fendmeno de tolerancia?”?®. Por lo tanto, si bien se ha pensado a la
tolerancia como una respuesta adaptativa beneficiosa para el huésped, hoy se
considera que constituye un componente importante de la desregulacion inmune
siendo una de las principales causas de la inmunosupresion inespecifica reportada
en estos pacientes, jugando un rol clave en la susceptibilidad a la reinfeccién por

bacterias oportunistas?'°.

La integracién de estos conceptos permitié considerar al fendmeno de tolerancia como un
evento crucial que ocurre en procesos de sepsis tardias y que puede ser entendido como
la fase inicial o la via aferente de la instalacion de la inmunosupresion inespecifica
inducida por LPS, tanto en modelos experimentales como durante el curso de un proceso

séptico?®.

Estas son algunas de las razones por las cuales el estudio de la regulacién del fenémeno
de tolerancia a LPS ha sido, y sigue siendo, una tematica de interés para muchos grupos
de investigacion. Sin embargo, a pesar de los esfuerzos, el complejo fendmeno de
tolerancia aun no ha sido completamente entendido. Parte de esta complejidad puede
deberse a la gama de diferentes agentes, factores o mecanismos involucrados en el
fendmeno de tolerancia/ inmunosupresion inducido por LPS. Entre los actores principales
que han sido considerados responsables del fenomeno de tolerancia se encuentran las

citoquinas anti-inflamatorias como la IL-10 y el TGF-B como asi también los GC*-",

La importancia de los GC ha sido observada en modelos de ratén adrenalectomizados en
los cuales no es posible establecer la tolerancia. Por otro lado, si bien se han demostrado

niveles aumentados de GC en plasma en modelos experimentales, algunos autores
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sostienen la idea de mecanismos dependientes e independientes de GC en el fendbmeno
de tolerancia®>. De esta manera, si bien existen evidencias de la importancia de los GC,
la importancia de los mismos ha sido relativizada y en la actualidad no se tiene una idea

acabada en cuanto a la participacién y accién de los mismos en el fendmeno*.

Asi, en pacientes con sepsis se han observado alteraciones en los mecanismos que
regulan el funcionamiento del eje hipotalamo-pituitario-adrenal (HPA). Esta disfuncion se
traduce en un desbalance de hormonas de origen adrenocortical que dan como resultado
niveles elevados de GC en plasma de pacientes. Este hecho podria ser considerado
como causal de la susceptibilidad aumentada a infecciones secundarias durante la fase
maés tardia de la enfermedad™.

Por otro lado, varios estudios clinicos han demostrado la incidencia de cuadros de
insuficiencia adrenal en pacientes cursando sindromes de shock séptico, denotando en

estos casos una reducida reserva secretora de cortisol a nivel adrenal®-¢.

La discrepancia entre estos dos eventos que tienen como actor protagonista a los GC,
puede develarse teniendo en cuenta los diferentes estadios por los cuales van cursando
los procesos sépticos, como la complejidad y la gran heterogeneidad que se observa en
los pacientes. No obstante, es relevante considerar la “paradoja” que, tanto los altos
niveles de GC, asi como los niveles reducidos de produccion, han sido asociados a un
peor prondstico de la enfermedad®. A todo esto le debemos agregar el fracaso de los
corticoides en alta dosis en el tratamiento de las sepsis.

Durante varios afios se han desarrollado algunas estrategias focalizadas en la reversion
del fenémeno de tolerancia en su fase anti-inflamatoria. Asi, se ha demostrado que el
tratamiento con IFN-y o el factor estimulador de colonias de macrofagos-granulocitos
(GM-CSF) permiten restaurar la respuesta de TNF-a frente a un estimulo de LPS tanto en

modelos de tolerancia in vitro como in vivo®"38,

Ademas, en pacientes con sepsis se ha demostrado que la utilizacion de IFN-y conduce a
una recuperaciéon de la capacidad de las células a responder a una estimulacién ex vivo
con LPS y una restauracion en los niveles de expresién de la molécula HLA-DR sobre la
superficie de monocitos®®. Sin embargo, la utilizacion de citoquinas como posibles
estrategias terapéuticas muestra como desventaja el dificil manejo terapéutico de las
mismas asi como una amplia variedad de efectos colaterales inducidas por esas

sustancias.
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En consecuencia, el estudio y la comprensién de los actores involucrados en el fenémeno
de tolerancia/ inmunosupresion inducido por bacterias Gram-negativas puede significar
de gran relevancia para abordar estrategias que permitan desarticular el fenomeno de

tolerancia/ inmunosupresion, causa principal en la muerte de estos pacientes.

Teniendo en cuenta lo mencionado previamente, el objetivo general de esta tesis fue
estudiar diferentes aspectos del fendmeno de tolerancia a endotoxinas e investigar
mecanismos y/o procedimientos que permitan regular y/o revertir la inmunosupresion que
generan. Para ello, recurrimos a un modelo murino en donde el LPS es el agente inductor

de la tolerancia y de la inmunosupresion.

Ademas, y con la finalidad de abordar el fendmeno mas integralmente, tuvimos en cuenta
que la tolerancia y/o la inmunosupresion son eventos que consisten, esencialmente, de
dos fases antagonicas y bien diferenciadas: una fase inicial o de establecimiento de la
tolerancia y una fase tardia o de mantenimiento de la misma y que, por lo tanto, fueron

estudiadas por separado.

Por otra parte, los objetivos especificos fueron:

1.- Estudiar la participacion de diferentes actores en las distintas fases de la tolerancia: la

etapa inicial o de establecimiento del fendmeno, y la etapa final o de mantenimiento.

2.- Evaluar particularmente el rol de los GC en las diferentes fases del fenémeno.

3.- Evaluar la participacién en las diferentes fases de la tolerancia de poblaciones
celulares que han sido asociadas con los fendmenos de inmunosupresion y su posible

relacion con los GC.

4.- Analizar la participacion de los GC en la inmunosupresion a nivel de la respuesta

humoral, analizando tanto la respuesta primaria como la secundaria.

5.- Evaluar la participacion de los GC en la inmunosupresién a nivel de la respuesta

celular utilizando un modelo tumoral en ratén.
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3.1- Respuesta inflamatoria sistémica (SIRS) y sepsis

3.1.1 Caracteristicas generales

Los fendmenos inflamatorios sistémicos (SIRS; systemic inflammatory response
syndrome) son una expresion clinica de la accion de agentes exdégenos y mediadores
intrinsecos que dan como resultado un cuadro de inflamacion sistémica. Los SIRS
pueden ser inducidos por diferentes eventos tales como procesos infecciosos, como asi
también por estimulos no infecciosos como son la injuria por isquemia/ reperfusion, el
insulto térmico, el shock hemorragico y traumatico, las pancreatitis y las cirugias. En los
casos de SIRS donde existe un foco de infeccion identificable al sindrome se lo conoce
bajo la denominacion de sepsis'**°.

En términos generales, el fendmeno de SIRS es una respuesta normal del organismo
frente a un estimulo determinado. Sin embargo, frente a una respuesta exacerbada,
puede verse comprometida la funcion de distintos sistemas de érganos conduciendo a un
cuadro de disfuncion multiorganica (MODS; multiple organ dysfunction syndrome).
Cuando los SIRS conducen hacia un cuadro de falla organica la mortalidad aumenta
drasticamente, reflejandose en mas del 50% de los casos*®*'. Por lo tanto, en términos
de importancia clinica, frente a estimulos infecciosos, la inducciéon de un fenédmeno de
SIRS en ocasiones es una complicacion mucho mas problematica que la toxicidad
inducida por la propia infeccién bacteriana.

El SIRS es manifestado por dos o mas de las siguientes condiciones: temperatura
corporal mayor a 38°C o menor a 36°C, ritmo cardiaco mayor a 90 latidos/min, ritmo
respiratorio mayor a 20 respiraciones/min, hiperventilacion, recuento de blancos totales
mayor a 12x10%/L o menor a 4x10%L y/o la presencia de mas de 10% de formas

inmaduras’.

3.1.2 Exacerbada produccion de citoquinas proinflamatorias

Las citoquinas son importantes componentes del sistema inmune que actuan como vias
de comunicacion entre distintos tipos celulares y se encuentran involucradas en
diferentes aspectos patologicos de la cascada que conduce a un cuadro de SIRS vy,
eventualmente, a un MODS*2. Asi, tanto los SIRS como las sepsis se caracterizan por
una exacerbada produccion de citoquinas proinflamatorias, incluyendo el TNF-a, el IFN-y
y las IL-6, IL-1 e IL-12, entre otras, secretadas por diversos tipos celulares incluyendo

macrofagos y monocitos. La secrecion de citoquinas es un proceso altamente regulado y
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su expresion, en la gran mayoria de los casos, se encuentra modulada por factores de
transcripcion tales como NF-«kB. Todas las citoquinas causan sus efectos via receptores
de superficie celular altamente especificos, teniendo, en su mayoria, actividad
pleiotrépica y multiples efectos funcionales sobre una variedad de células blanco. Si bien
las citoquinas inducen una respuesta inflamatoria beneficiosa que promueve una
coagulacion local para limitar el dano de tejido, una produccion exacerbada puede ser
incluso mas peligroso que el estimulo original, sorteando la regulacion normal de la
respuesta inmune y conduciendo, eventualmente, a desordenes inflamatorios patoldgicos
como es posible observar habitualmente en cuadros de sepsis®*"*2.

Este cuadro exacerbado de produccién de citoquinas proinflamatorias habitualmente se lo
denomina como “cytokine storm” o bien “tormenta de citoquinas”, haciendo alusién a un
tipo particular de respuesta inmune descontrolada que se observa en diferentes cuadros
de SIRS***. Dicho fendmeno constituye una reaccién inmune potencialmente fatal, en la
cual se induce un Joop de feed-back positivo entre la produccién de citoquinas y las
células inmune que se retroalimentan continuamente, pudiendo eventualmente promover

un dafio significativo en diferentes tejidos y 6rganos 2.

Quemaduras

Peritonitis

Figura ilustrativa denotando el concepto de SIRS como una respuesta comun a diferentes estimulos
inflamatorios. Definicion de sepsis.



3.- Introduccién

3.1.3 Respuesta compensatoria CARS

Si bien, tanto los cuadros de SIRS como las sepsis se han asociado a una exacerbada
produccién de mediadores proinflamatorios, tal como se ilustra con la terminologia de
“tormenta de citoquinas™®, resulta imprescindible destacar que como respuesta
compensatoria a esa exacerbada inflamacién ocurre una oleada de mediadores anti-
inflamatorios, tales como: el receptor soluble del factor de necrosis tumoral (sTNFR)*, IL-
10*"8, el receptor antagonista de IL-1 (IL-1Ra)*, el TFGR***', mediadores lipidicos como
las prostaglandinas (PG-E2), neuromediadores y hormonas como catecolaminas y

Gc52,53.

Varios autores han propuesto que dichos mediadores anti-inflamatorios circulantes
contribuyen a la respuesta normal del cuerpo a fin de evitar una inflamacién sistémica y
reestablecer la homeostasis®. Sin embargo, se ha observado una liberacién exacerbada
de dichos mediadores denotando una fuerte asociacion entre los niveles elevados
encontrados en sangre y un peor pronoéstico de la enfermedad. De hecho, observaciones
han demostrado que el plasma de pacientes con sepsis tiene la capacidad de inhibir las
funciones de leucocitos siendo considerado como un “medio inmunosupresivo™’. En linea
con esto, numerosos indicios confirman un estado inmune alterado en pacientes con

SIRS y sepsis, evaluado tanto en ensayos in vivo, como in vitro*,

Por otro lado, la alta susceptibilidad de pacientes en cuidados intensivos a infecciones
hospitalarias ha sido asociada con la ocurrencia de esta alteracion del status inmune®®.
Asi, si bien la respuesta anti-inflamatoria es un componente esencial para restaurar la
homeostasis inmune, luego de un estimulo inflamatorio tal como una infeccion, un estado
anti-inflamatorio exacerbado como puede observarse en etapas avanzadas de sepsis,
puede resultar eventualmente en una inmunosupresion y conducir a la muerte del
paciente debido a la incapacidad de resolver infecciones secundarias en periodos post

sépticos®*,

Diferentes términos se han utilizado para definir estos eventos anti-inflamatorios:
anergia®, inmunodepresién®®, inmunoparalisis®>. Sin embargo, considerando las
diferentes propiedades alteradas de las células inmunes en pacientes con sepsis y SIRS
no infecciosos, un término mas adecuado para referirse a estos eventos es la
denominacién de CARS o sindrome de respuesta anti-inflamatoria compensatoria,
definido por Bone en 1997%, es un concepto que acufia la idea de un fenémeno de

reprogramacion leucocitaria mas que un defecto global del status inmune.
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3.1.4 Sepsis: cambio de perspectiva

Como se ha visto antes, la sepsis es definida como un SIRS en el cual existe un foco de
infeccion identificable causado por bacterias, virus, hongos o parasitos y que se
acompafa por dos 0 mas signos o sintomas descritos para los SIRS. De los pacientes
con SIRS asociados con una infeccién, la mayoria presentan cuadros de sepsis debido a
bacterias Gram-negativas®>®. Ademas, la sepsis puede derivar en variantes de mayor
complejidad y peor prondstico: sepsis severa, siendo un cuadro de sepsis acompafado
por una disfuncién organica, hipoperfusion o hipotension, shock séptico el cual se define
como una sepsis severa acompanada por un cuadro de hipotension arterial persistente a
pesar de una adecuada restitucion de liquidos, y finalmente, el sindrome de disfuncion

orgénica mdiltiple (MODS)'

Desde la década del setenta se han visto triplicados los casos de sepsis, observando un
incremento en la ocurrencia de estos sindromes en hospitales de todo el mundo. Las
estimaciones actuales sugieren que aproximadamente unos 750.000 casos de sepsis
grave se producen anualmente en los Estados Unidos, con una tasa de mortalidad de
alrededor del 29%°". Estudios recientes de SOAP (Sepsis Occurrence in Acutely lII
Patients) en Europa informaron que mas del 35% de los pacientes que se encuentran en
unidades de terapia intensiva (UCI) tuvieron sepsis en algin momento durante su

estancia en la UCI, con una tasa de mortalidad variable entre el 27%-80%%%.

Si bien en nuestro pais no se cuenta con datos fidedignos del impacto de la sepsis, el
Grupo Argentino de Estudio Difusion e Investigacion de la Sepsis report6 la ocurrencia de

50 muertes diarias por sepsis severa en nuestro pais.

Los fendmenos de sepsis inducen una compleja respuesta inmunoldgica que varia con el
tiempo®®’. Si bien estudios recientes demuestran una activacion de la fase proinflamatoria
de manera concomitante con la respuesta anti-inflamatoria, en las etapas tempranas del
curso de la enfermedad, se observa el predominio de una respuesta hiper-inflamatoria. La
magnitud de esta fase depende de muchos y variados factores, la carga de patdégenos, su
virulencia y otras condiciones que afectan a la enfermedad del paciente®’. A medida que
la sepsis progresa, en etapas mas tardias, la respuesta anti-inflamatoria pasa a tener un
rol predominante conduciendo al paciente a un estado de inmunosupresion que algunos
autores han denominado “inmunoparallisis”. Durante este estadio los pacientes
manifiestan una pérdida de la respuesta de hipersinsibilidad retardada a antigenos de
control positivo, fallas para eliminar o combatir a la infeccién primaria y el desarrollo de

4,69

nuevas infecciones secundarias En este sentido, se han observado infecciones

11
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secundarias que incluyen organismos virulentos como ser Staphylococcus aureus, como
asi también organismos que no son particularmente peligrosos para individuos
inmunocompetentes como Candida albicans y Pseudomonas aeuroginosa, entre otros. La
infeccion con este tipo de organismos y las observaciones de reactivaciéon de virus como
ser citomegalovirus (CMV)"® y herpes simplex (HSV)'" demarcan claramente un estado

de inmunosupresién en estos pacientes.

En consecuencia, el concepto de sepsis como un evento asociado a una fase inflamatoria
exacerbada en respuesta a una infeccion esta siendo actualmente reevaluada, pasando a
tener gran relevancia los eventos anti-inflamatorios que se observan en etapas
avanzadas de la enfermedad, los cuales pueden conducir a un estado de
inmunosupresion severa. Datos estadisticos demuestran que mientras en las etapas
tempranas de la sepsis donde la mortalidad se ubica entre un 2 al 11%, y es
consecuencia de diferentes eventos asociados al “cytokines storm” (SIRS), el resto de las
muertes, entre 89 y 98%, ocurren en las etapas tardias donde existe un predominante
estado anti-inflamatorio e inmunosupresion (CARS) lo cual imposibilita el control y una

adecuada eliminacion de patégenos®®°%°,

Esta nueva concepcion del fendbmeno de sepsis explica en gran medida los fracasos
observados en el desarrollo de estrategias terapéuticas durante mas de 30 anos.
Tradicionalmente las estrategias para sepsis se basaron en la atenuacién de la respuesta
inflamatoria, como ser mediante el bloqueo de diferentes productos bacterianos como los
lipopolisacaridos de membrana (LPS) utilizando anticuerpos anti-LPS, antagonistas de
LPS, anti-lipido A, o bien bloqueando mediadores claves de la respuesta inflamatoria
resultante como ser anti-TNF-a, anti-IL-1, receptor soluble de TNF-a, inhibidores de la

oxido nitrico sintetasa (iNOS), GC en altas dosis, entre otras™"".

En los ultimos afios varios estudios se encuentran evaluando la utilizacion de la proteina
C humana activada como posible terapéutica en procesos de sepsis severas,
aprovechando su capacidad anticoagulante y anti-inflamatoria’?. También la utilizacién de
bajas dosis de GC por periodos mas largos, han demostrado tener ciertos beneficios en
cuadros de shock sépticos que manifiestan una insuficiencia adrenal, aunque hoy por hoy

es un punto de grandes controversias’>.

Sin embargo, a pesar de haberse llevado a cabo mas de 25 ensayos clinicos (trials) con
agentes anti-inflamatorios, no se ha conseguido aumentar la sobrevida de esos

pacientes”.
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Este fracaso en el desarrollo de terapias adecuadas, ha sido en parte debido la carencia,
que aun hoy persiste, sobre la comprension plena de los mecanismos patogénicos que
conducen al fendmeno de sepsis.

La sepsis ya no puede ser caracterizada simplemente como un sindrome de respuesta
inflamatoria sistémica asociado con una infeccién. Seria mas adecuado considerar que
los pacientes con sepsis adquieren fenotipos inmune heterogéneos con un desequilibrio
inmunoldgico que varia no solo de individuo a individuo, sino durante el curso de la
enfermedad dentro de cada individuo®. A su vez, la respuesta inmune de un individuo a
una sepsis puede ser modulada por una variedad de factores: la naturaleza del estimulo
infeccioso en si mismo, la composicidon genética, factores exdgenos como, por ejemplo,
medicamentos, transfusiones de sangre, etc’*’®. Asi, los pacientes sépticos no son un
grupo homogéneo y aqui radica la dificultad de encontrar estrategias terapéuticas
adecuadas y eficaces. Algunos pacientes pueden necesitar la supresion de su respuesta
inflamatoria mientras que otros, especialmente aquellos que sobreviven a la fase inicial
de la sepsis y adquieren un estado de inmunosupresion severa, seria mas adecuado
trazar estrategias que mejoren o aumenten su funcién inmune permitiendo restaurar la
capacidad de montar una respuesta inflamatoria a fin de evitar el desarrollo de

infecciones secundarias que pueden conducir, eventualmente, a la muerte del paciente.

3.1.5 Inmunosupresion en sepsis

3.1.5.a Mecanismos: Alteraciones fenotipicas y funcionales

Multiples mecanismos se encuentran asociados a la inmunosupresion en pacientes con
sepsis. Entre ellos, se han descrito alteraciones funcionales en la respuesta inmune
adquirida asociado particularmente a mecanismos de apoptosis que afectan
principalmente a linfocitos de sangre periférica y bazo’"8. Varios trabajos han reportado
una marcada linfopenia, afectando a células B y células T CD4* 7%,

En asociacién con este status inmune alterado, también se ha reportado una importante
eliminacion de células dendriticas esplénicas y alteraciones en su funcionalidad®'®2. En
estudios de células dendriticas utilizando modelos experimentales de sepsis, se ha
demostrado una debilitada capacidad para inducir respuestas de citoquinas de tipo Th-1y
una marcada produccion de citoquinas de perfil Th-2, como IL-10, frente a una exposiciéon
ex vivo con componentes microbianos®®*. Por otro lado, también se han observado
alteraciones tanto a nivel de monocitos/ macrofagos y neutrdéfilos, importantes efectores
de la inmunidad innata. Una reducida apoptosis de polimorfonucleares y una marcada
neutrofilia, es una caracteristica observada en sepsis®*®’. A nivel funcional, resultados

variados y opuestos se han observado en la bibliografia, encontrandose tanto un
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aumento como una disminucion de diferentes funciones de los neutrdfilos circulantes en
pacientes con sepsis. Asi, se ha reportado una capacidad fagocitica aumentada o
disminuida, como también un aumento o disminucién en la generacion de especies
reactivas de oxigeno®°. A nivel de monocitos se observa una pérdida en su capacidad
para montar una respuesta inflamatoria luego de una estimulacion con productos
bacterianos en ensayos ex vivo. Frente a un estimulo con LPS muestran una disminuida
produccién de TNF, IL-1a, IL-1B, IL-6 y IL-12,°"°2 y por el contrario una elevada
produccién de mediadores anti-inflamatorios tales como IL-10 y IL-1ra*®®"%. Otra
caracteristica que se observa en monocitos de sepsis es una reduccion en la expresion

de moléculas HLA-DR®**%

, No solo en el numero de células que expresan dicha molécula
sino también en la cantidad expresada por célula®. Los bajos niveles de expresién de
HLA-DR se encuentran correlacionados con una pérdida en las funciones de los
monocitos, tales como, en la capacidad para producir citoquinas proinflamatorias e inducir
una respuesta de células T antigeno especificas **debido a una presentacion antigénica
alterada®. En la mayoria de los estudios los bajos niveles de esta molécula han sido
asociados con un peor prondstico® y se ha relacionado con un riesgo aumentado de
infecciones bacterianas secundarias®. Por otro lado, a nivel de alteraciones de
sefializaciones intracelulares, se ha observado un desbalance en las formas activas e
inactivas del factor de transcipciéon NF-kB prevaleciendo la forma inactiva siendo el
homodimero p50/p50'% %' A nivel de reguladores negativos de la via TLR, se ha descrito
una expresion aumentada del IRAK-M en monocitos de pacientes con sepsis frente a una
estimulacion ex vivo con LPS'%%'%_ | a expresién aumentada de estos y otros inhibidores
de la via del factor NF-xB, probablemente contribuyen con el fenotipo alterado en la

produccién de citoquinas proinflamatorias frente a una estimulacién ex vivo con LPS.

3.1.5.b Mediadores asociados a la inmunosupresion: Agentes solubles y
poblaciones celulares

Se han propuesto numerosos mediadores asociados a la disminucion de la respuesta
proinflamatoria y, eventualmente, a la inmunosupresién en pacientes con sepsis. Un
hecho considerable fue la observacion de una recuperacion de la respuesta de leucocitos
provenientes de pacientes con shock séptico, luego de la filtraciéon y absorcion de las
muestras, denotando fuertemente la presencia de mediadores circulantes inhibitorios y/o
inmunosupresores'®. Asi, Prins et al demostraron que el suero proveniente de pacientes
con sepsis tuvo la capacidad de disminuir la producciéon de TNF-a en monocitos activados

de voluntarios sanos'®. La idea de considerar al “plasma séptico” como un medio
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inmunosupresor® fue mas claramente ilustrado mediante la observacién de la induccién

de inhibidores en plasma en voluntarios sanos tratados con endotoxina'.

Entre los mediadores propuestos, como ya definimos en la descripcion de CARS, se

4831 Esta Gltima, se ha

encuentran las citoquinas anti-inflamatorias como IL-10 y TGF-
reportado que puede ser liberada por linfocitos apoptéticos siendo esto una caracteristica
de la sepsis'”. En cuanto a la IL-10, considerada como un desactivador importante de
monocitos, algunos trabajos sostienen que participa en la disminucién de la expresion de
HLA-DR en monocitos induciendo un secuestro intracelular'®. Por otro lado, varios
modelos de sepsis experimental han demostrado la participacion de poblaciones
celulares en la inmunosupresion observada en sepsis. Entre ellas, las células T
regulatorias, productoras también de IL-10 y TGF-f3, contribuyen en la supresion inmune
a nivel de linfocitos, dado que la deplecién de ésta poblacion in vivo antes del desarrollo
de la sepsis experimental (CLP), restaurd considerablemente la capacidad proliferativa de
linfocitos y aumenté el perfil de citoquinas de tipo Th-1'®' Las células supresoras
mieloides (GR-1/CD11b*) que constituyen una poblacién altamente heterogénea,
también productoras de IL-10, se han observado dramaticamente aumentadas en bazo,
ganglios linfaticos y medula 6ésea en modelos de sepsis polimicrobiana. Varios trabajos
han demostrado que contribuyen en la supresion de la proliferacion de células T y en la

polarizacién hacia un perfil de citoquinas de tipo Th-2'"1°,

Otros mediadores asociados al estado de desregulacion inmune son las catecolaminas y
los GC, actuando tanto de manera individual como cooperativamente, reduciendo el perfil
de citoquinas Th-1 y favoreciendo la produccion de citoquinas Th-2°*""". Algunos trabajos
sostienen que este efecto es mediado por la inhibiciéon de la produccion de IL-12 sobre

monocitos' "2

, aunque también puede ser un efecto directo sobre las células Th-1%2.

En breve, esta variedad de mecanismos y de mediadores que constituyen el estadio
CARS de los cuadros de sepsis, fase en la cual se observa una gran susceptibilidad a
infecciones secundarias y una imposibilidad de resolver la infeccion primaria, pueden
conducir inevitablemente a la muerte del paciente, como se ha demostrado claramente
por datos estadisticos. Como veremos mas adelante, siendo entonces el eje de nuestro
trabajo, durante este periodo de depresion inmune, diferentes tipos celulares de
pacientes con sepsis presentan caracteristicas muy similares, tanto desde el punto de
vista del perfil de citoquinas como a nivel de mecanismos moleculares, como el

denominado fenémeno de tolerancia a endotoxina o tolerancia a LPS.
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Varios autores consideran que la respuesta compensatoria denominada CARS refleja o
bien describe al estado de tolerancia a endotoxina **. Considerando que clinicamente
este estado se encuentra correlacionado, en la gran mayoria de los casos, a la
susceptibilidad a reinfecciones y a la mortalidad*'"?"%, es que consideramos relevante
realizar este estudio a fin de comprender diferentes aspectos del fendémeno de tolerancia.

“Tormenta de citoquinas”

*Citoquinas/quimioquinas
proinflamatorias

*Produccion de ROS

*Liberacién de enzimas

/ \
1 AY
Respuesta inmune neta

Respuesta

_________________ Homeostasis
*Citoquinas anti-inflamatorias

1
1
1
1
- . 1
Pro-inflamatoria '
1
1
1
1
!
u

*Glucocorticoides/catecolaminas

inmunosupresion
*PGE2
*Desactivacion de monocitos
*Pérdida y disfuncién de células
dendriticas

Respuesta
Antisinflamatoria | e
M
uerte *Apoptosis y disfuncion de
linfocitos

Reactivacion viral | —
Suceptibilidad a reinfecciones
*Tolerancia a Endotoxina

v
Tiempo (dias)

Respuesta inmunoldgica en sepsis a lo largo del tiempo. Las lineas de puntos representan las respuestas pro y anti-
inflamatorias. La linea continua representa la respuesta inmunolégica resultante neta a nivel sistémico. Si bien tanto
la respuestas pro como anti-inflamatorias son activadas de manera concomitante, en las fases tempranas predomina
la respuesta proinflamatoria. A medida que la sepsis progresa la fase anti-inflamatoria pasa a ser predominante, y
durante esta fase tardia es donde ocurren fenémenos de reactivacion viral e infecciones secundarias. Las muertes
tempranas, durante la fase proinflamatoria, ocurren por eventos mediados por la “tormenta de citoquinas, mientras

aue las muertes tardias. durante la fase anti-inflamatoria. ocurren debido a fallas en el control de patdéaenos.

3.2.- Tolerancia a endotoxina

3.2.1 Consideraciones Generales

Un proceso inflamatorio constituye un complejo estado fisiopatoldgico inducido, en primer
lugar, por células del sistema inmune innato en respuesta a una infeccién y/o dafos de

tejidos'*'"*. Estos tipos celulares tales como macréfagos/monocitos detectan y
responden frente a “sefiales de peligro” a través de receptores de reconocimiento de

patrones (PRR) expresados en su superficie celular. El receptor tipo Toll-4 (TLR4) es el
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principal PPR involucrado en la deteccion de bacterias Gram-negativas y sus endotoxinas
asociadas®”'"®. La deteccion de patdégenos y / o endotoxinas por células del sistema
inmune innato promueve una robusta respuesta inflamatoria, esencial para permitir la
eliminacion del patégeno.

Sin embargo, es de gran relevancia que dicha respuesta se encuentre altamente
regulada, pues de lo contrario una inflamaciéon descontrolada conduciria a un excesivo
dafo tisular y manifestaciones de estados patoldgicos como la sepsis y otras
enfermedades’’®. Asi, adaptaciones fisiopatolégicas que permiten regular la inflamacién
exacerbada sirven como un mecanismo esencial para la proteccion del huésped frente a
un shock endotdéxico. Uno de estos mecanismos claves de proteccién frente a este

19.22116 "en el cual las células o los

contexto es el fendmeno de tolerancia a endotoxina
organismos expuestos a dosis repetidas de endotoxinas entran en un estado de
refractariedad transitorio incapaces de responder a una nueva exposicion frente a
estimulos inflamatorios. Dicho fendmeno es un estado de tolerancia inespecifica que en
nada se asemeja a la tolerancia inmunoldgica especifica de antigeno'"”. Tanto estimulos
proinflamatorios endégenos como exdgenos e incluso insultos inflamatorios sistémicos de
diferente origen como, por ejemplo, la injuria térmica o traumatica, un shock hemorragico
o cualquier otro evento SIRS pueden conducir a este estado refractario'®''®. De manera
paraddjica, en ocasiones, este estado de proteccion puede asociarse clinicamente a un
cuadro de inmunosupresion relacionado con una susceptibilidad aumentada a infecciones

secundarias pudiendo concluir en la muerte del paciente*?"%,

3.2.2 Breve resena historica

Richard Pfeiffer acuiid por primera vez el término endotoxina en el afio 1904. Sus
experimentos con V. cholerae lo llevaron a considerar la existencia de una sustancia
toxica, estable al calor que se asociaba con la parte insoluble de la célula bacteriana.
Denomind a esta sustancia endotoxina, del griego “endo” que significa dentro™'®'%.

Paul Besson fue el primero en reportar el fendmeno de tolerancia en el afio 1946 al
demostrar en conejos que inoculaciones repetidas de la vacuna tifoidea causaban una
progresiva disminucion de la fiebre inducida por la vacuna'?'. A mediados de los afios 60
se observd que animales sometidos a una preexposicion con bajas dosis de LPS
mostraron una mortalidad draméticamente reducida cuando fueron desafiados a una
dosis letal de LPS'?. Asi, el pretratamiento con endotoxina no solo reduce los factores
involucrados en la respuesta frente a un estimulo con LPS, ademas reduce la mortalidad
frente a una dosis letal'®. Por otro lado, Freudenberg y Galanos mediante un disefio

experimental de transferencia especifica de células provenientes de ratones resistentes a
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LPS hacia ratones sensibles a LPS, demostraron el rol principal de los macrofagos en la

induccion de la tolerancia a endotoxina in vivo'?.

3.2.3 Lipopolisacaridos (LPS)

Los LPS, también conocidos como endotoxinas, son constituyentes normales de la
membrana externa de bacterias Gram-negativas que contribuyen en gran medida a la
integridad estructural de la membrana bacteriana y a la proteccion de la misma, siendo un
componente esencial para la vida y patogenicidad del microorganismo?’. Dicha
endotoxina es un complejo glicolipido conformado por tres regiones diferentes: un
dominio hidrofébico conocido como lipido A, un nucleo corto de oligosacaridos y un
polisacarido o Antigeno-O conformando estos dos ultimos el dominio hidrofilico. Durante
procesos infecciosos el LPS puede ser liberado hacia el torrente sanguineo
desencadenando un amplio espectro de actividades bioldgicas, siendo asi considerado
como uno de los principales y potentes estimulantes microbianos tanto en células inmune
como no inmunes?'2>1%

El sistema inmune, en particular monocitos y macréfagos, responden frente al estimulo
con endotoxinas induciendo una fuerte respuesta inflamatoria promovida principalmente
por citoquinas como TNF-a, IL1-, IL-6, IL-12 como asi también otros mediadores de
respuesta bioldgica incluyendo factor activador de plaquetas, prostaglandinas, enzimas y
radicales libres como oxido nitrico, a fin de controlar el crecimiento bacteriano y concluir

41,127

finalmente con la eliminaciéon del patégeno Sin embargo, una produccion de

sustancias inflamatorias exacerbadas puede conducir a sintomas clinicos enmarcados en
un cuadro de SIRS, shock séptico o disfuncién de 6rganos®4"*2,

De manera concomitante, la estimulacion con LPS promueve una respuesta
compensatoria exacerbada induciendo la liberacion de sustancias anti-inflamatorias como
IL10, TGF-B o GC que permiten, en ocasiones, contrarrestar la fase inflamatoria sistémica

pudiendo, eventualmente, conducir, a cuadros de tolerancia /inmunosupresion*'?%,

La administracion diaria de dosis subletales de LPS en ratones constituye un modelo de

tolerancia a endotoxina que se asemeja en varios aspectos a los fenomenos de

refractariedad a LPS observado en procesos de sepsis tardias.
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Antigeno O Nucleo de oligosacaridos Lipido A

Arquitectura del lipopolisacarido (LPS). Representacién de sus tres regiones diferenciadas: un dominio
hidrofébico conformado por el lipido A y un dominio hidrofilico conformado por el nicleo corto de oligosacaridos
y por el antigeno O. GIcN: D-glucosamina; Hep: L-glicero-D-mano-heptosa; Kdo: 2-keto-3-deoxy-acido
actiilngAnica: Pt arninn fasfatn

3.2.4 Mecanismos de la tolerancia a endotoxina

3.2.4.a Vias de seiializacion extracelular

3.2.4.a.i Citoquinas y quimioquinas

En variados estudios realizados con animales y con muestras humanas in vitro se ha
demostrado una respuesta diferencial de varias citoquinas frente a una reestimulacion
con LPS caracterizada por una atenuada respuesta de citoquinas proinflamatorias y una
no alteracion, o incluso aumentada produccion, de citoquinas anti-inflamatorias®'+'2%1%.

El factor de necrosis tumoral-a (TNF-a) es probablemente el principal marcador del
fendmeno de tolerancia como se evalué por su produccion dramaticamente reducida
luego de un desafio con LPS en animales tolerantes, en contraste con su elevado y
rapido pico que se observa en respuesta a la primera inyeccién con LPS™'. Sin embargo,
no todas las citoquinas se comportan de manera similar. En modelos murinos de
tolerancia a endotoxina, el comportamiento de las citoquinas IL-6, IFN-y y ciertas
quimioquinas CXC y CC (CCL3, CCL4, CXCL10) se asemeja al observado para el TNF-
a, denotando una marcada disminucién en plasma frente a una reestimulacion'?'33,
mientras que, para el caso de IL-12p70 y las quimioquinas KC y MCP-1, los niveles en
circulaciéon disminuyen pero no tan drasticamente como se observo para las citoquinas
anteriormente menocionadas'*. Por otro lado, los niveles de IL-1B y de IL-18 fueron
mantenidos independientemente del proceso de tolerizacion'®.

Por otro lado, en un contexto tolerante se ha observado una regulacion positiva para
receptores de lectina tipo-C tales como MARCO y CD64 en monocitos/macréfagos, como

asi también niveles de expresion normales o inclusive aumentados de citoquinas anti-
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132,133 129,135

inflamatorias como IL-10, TGF-B y IL-1ra y del receptor Il de TNF-a . Las
citoquinas anti-inflamatorias han sido consideradas de relevancia sustancial en el
desarrollo del fendbmeno. Se ha reportado la participacion de IL-10 y TGF-f en la
disminucion de la expresién de moléculas MHC clase Il y moléculas coestimuladoras
CD86, un fenotipo caracteristico de monocitos tolerantes que conduce a una reducida
capacidad de presentacion antigénica™®'¥. Randow F. et al. han demostrado que la
utilizacion de anticuerpos anti-IL-10 y anti-TGF-B durante el proceso de tolerizacion
impide el establecimiento del fenémeno®'. Por otro lado, el tratamiento con ambas
citoquinas sobre monocitos humanos en cultivo, promueve el desarrollo de un fendmeno
que imita, al menos parcialmente, a una tolerizacién in vitro’®. Sin embargo, el rol de la
IL-10 es controversial en la tolerancia a endotoxina, ya que si bien participa en el
establecimiento del fendmeno, su presencia es prescindible tal como se ha observado en

ratones knock -out para IL-10 donde la tolerizacion se establece normalmente™°.

En experimentos en los cuales IL-1ra fue administrada en ratones, se observd una
reversion parcial de la induccion de la tolerancia denotando la implicancia de la IL-1 en el
desarrollo del fenémeno'°. En linea con esto, Alves-Rosa et.al. han demostrado que la
inoculacion diaria de IL-1B en un modelo murino permitié la induccién de un estado

tolerante a LPS manifestado en la resistencia frente a un shock endotoxico'™".

Otros tipos celulares, ademas de los macrofagos/monocitos, pueden verse afectados
durante el fenédmeno de tolerancia. Asi, las células dendriticas (DC) tolerantes muestran
una expresion disminuida de citoquinas proinflamatorias como IL-12, TNF-a y IL-6, pero
una elevada expresion de IL-10 y una capacidad de endocitosis aumentada'*.

Por otro lado, los neutréfilos en un contexto tolerante, si bien no muestran alteraciones en
el perfil de citoquinas proinflamatorias, presentan una pérdida de la expresion de TLR4 y

un debilitado estallido respiratorio’.

Asi, la observacion de genes inducidos y niveles aumentados de ciertos mediadores en
un contexto tolerante acufia la idea de un fenédmeno en el cual ocurre una profunda
reprogramacion mas que una supresion global de la reactividad celular inducida por
LPS19,132,144

3.2.4.a.ii Desensibilizacion mediada por agentes en plasma
En la década del 60 Freeman et al. demostraron que la tolerancia a endotoxina puede ser
transferida mediante la incubacién de monocitos normales con plasma proveniente de

voluntarios tratados con endotoxina, sugiriendo que los mediadores circulantes
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involucrados en la induccion de la tolerancia se encuentran presentes pudiendo contribuir
al estado de hipo-respuesta que se observa en leucocitos circulantes'®.

Asi, como mediadores extracelulares jugando un rol clave en el fendmeno de la
tolerancia, claras evidencias han apuntado a considerar a diferentes componentes
asociados con la interaccion entre el sistema inmune y el sistema neuroenddcrino.
Numerosos neurotransmisores han sido mostrados a actuar como inmunosupresores
tales como las catecolaminas, la hormona estimulante de melanocito-a, el péptido
intestinal vasoactivo o el polipéptido activante de la adelinato ciclasa de la pituitaria, entre

otros 6150,

Por otro lado, se ha observado una fuerte activacion del eje hipotalamo-pituitario-adrenal
en contextos de tolerancia como asi también en procesos de SIRS/sepsis®'*®. Esta
activacion conduce a una gran liberacion de GC, los cuales son ampliamente conocidos
como potentes inhibidores de las respuestas inflamatorias. Evans y Zuckerman
demostraron la importancia de los glucocorticoides en tolerancia a endotoxina
observando que en ratones adrenalectomizados no es posible establecer el fenbmeno.
Asi mismo, resultados de los mismos autores sugieren que tanto mecanismos
independientes como dependientes de los GC se encuentran involucrados en la

tolerancia®>"1%"1%2,

Las prostaglandinas, entre otros mediadores extracelulares, se han observado en
procesos de sepsis pudiendo también contribuir a la disminucion de la producciéon de
citoquinas'®®. En este mismo contexto un aumento en los niveles circulantes de proteinas
heat shock ha sido encontrado en pacientes, pudiendo ser otro agente involucrado en los

procesos de desensibilizacion'>*1%.

El o6xido nitrico (NO) es una importante molécula de sefializacién en una gran variedad
de procesos fisiologicos. El estimulo con LPS induce un aumento de la expresion de la
enzima oxido nitrico sintetasa inducible (iNOS), enzima responsable de la produccion de
NO. Varios estudios sostienen que el efecto protector de la tolerancia a endotoxina es
mediada por la alta produccién de NO'™®'  reportando que la inhibicién de la iINOS
elimina los efectos protectores de la tolerancia a endotoxina'®®'*°. Sin embargo, un
estudio realizado por Szabd y col. sostiene que la induccién de la tolerancia promueve
una disminucién en la expresién de la iINOS, efecto que se encuentra regulado por los
niveles elevados de GC'®. Ahora bien, para sumar mas controversia a la participacion del
NO en el fendmeno de tolerancia otros autores sostienen que la induccién de la iINOS no

1

es requerida para el desarrollo de la tolerancia a endotoxina'' o bien que no se ven
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afectados los niveles de NO en ratones tolerantes'®. Estas controversias pueden en
parte ser explicadas por las observaciones de Hirohashi N. et al. quienes demostraron
que los niveles inducidos de NO son dependientes de la dosis tolerogénica de LPS

utilizada'®.

3.2.4.a.ii Células inmaduras supresoras de origen mieloide GR-1*/CD11b*

En el campo de la oncologia es bien conocido que la mayoria de los tumores inducen una
inmunosupresion severa y especifica contra el tumor. Esto es debido, en parte, a la
proliferacion y/o aparicion de células mieloides inmaduras tanto en bazo como en
ganglios linfaticos constituyendo una poblacion altamente heterogénea que ha sido
definida principalmente mediante los marcadores GR-1 y CD11b. Las células mieloides
inmaduras han sido descriptas como una poblacion con una potente actividad
inmunosupresora'®*'%. Mas recientemente en el fenémeno de tolerancia a endotoxina y
en modelos de sepsis experimental se ha observado un dramatico incremento de dicha
poblacion tanto en bazo, ganglios linfaticos como en médula ésea'®®'®’. Varios trabajos
han descrito la participacion de dicha poblacion en la alteracion del status inmunolégico,

principalmente, mediante la supresién de la proliferacion de células T ',

3.2.4.a.iv Células T regulatorias CD4'CD25'Foxp3”

Al igual que las poblaciones mieloides inmaduras, las células T regulatorias
(CD4*CD25Foxp3) han sido asociadas con los fendmenos de supresion inmune tanto
en procesos tumorales como en modelos de sepsis polimicrobiana’®®'°.

Asi, tanto en fendmenos de tolerancia como en pacientes y modelos de sepsis se ha

16170 En modelos de

observado un incremento significativo de células T regulatorias
sepsis experimental (CLP: cecal ligation and puncture) las células T regulatorias se han
asociado a la supresion inmune de linfocitos T, visto que la deplecién de células T
regulatorias in vivo antes del estimulo séptico, restauré marcadamente la capacidad
proliferativa de los linfocitos aunque no modificé la mortalidad en los animales'®®. Por el
contrario, otros trabajos han reportado que la transferencia adoptiva de células T
regulatorias estimuladas in vitro aumentd significativamente la produccion de TNF-a y

mejoré la sobrevida en modelos de sepsis CLP'®.

3.2.4.a.v Receptores de LPS

Los mecanismos de la tolerancia inducida por LPS son meramente complejos e
involucran a muchos factores de sefalizacion. Cuando el LPS se encuentra libre en el
torrente sanguineo se asocia en primer lugar con una proteina del suero LBP (LPS-

binding protein), la cual funciona transfiriendo mondmeros de LPS hacia el receptor
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CD14"", un receptor de alta afinidad para el LPS que puede encontrarse anclado a
membrana de distintos tipos celulares como los macréfagos"z. Otro componente del
complejo receptor para LPS es el MD-2 (myeloid differentiation protein-2), una proteina
pequefa soluble que carece de dominio transmembrana y es encontrada sobre la
superficie celular en asociacién con un dominio del receptor tipo Toll-4'". Los receptores
tipo Toll (TLR) pertenecen al grupo de receptores de reconocimiento de patrones (PPRs)
y se encuentran encargados del reconocimiento de patrones moleculares asociados a
patégenos (PAMPs). Asi, la sefalizacion a través de los TLR4 es uno de los principales
mecanismos moleculares para la deteccién de patdégenos bacterianos gram—negativos y
sus endotoxinas por parte de las células del sistema inmune. Dicho receptor se encuentra
expresado en células endoteliales, monocitos, macrofagos, neutrofilos y células

dendriticas''® 174175,

El TLR4, receptor que transduce las sefales de los LPS, ha sido involucrado en la
sefializacion inducida por LPS jugando un rol de pivote en el desarrollo de la tolerancia a

endotoxina?’.

En modelos de macréfagos tolerantes, la disminuciéon en la produccion de citoquinas
proinflamatorias se correlaciond con una disminuciéon en la expresion en superficie del
receptor TLR4'®, como asi también con una disminucién en la expresiéon del CD14 y/o
del MD-2""". Sin embargo, actualmente se conoce que varios son los eventos que pueden
estar asociados al establecimiento de la tolerancia. Asi, cambios tanto cuantitativos
estructurales y funcionales a nivel de receptores, como también alteraciones en proteinas
adaptadoras y factores de transcripcion enmarcados en las vias de sefalizacion de los
TLR4, son algunos de los procesos asociados con la disminucion de citoquinas

proinflamatorias y el incremento en citoquinas anti-inflamatorias.

3.2.4.b Vias de senalizacion intracelular

3.2.4.b.i Mediadores de senalizaciéon asociados a los TLR

La via de transduccion del receptor TLR4 desencadena una cascada de sefiales
downstream utilizando dos proteinas adaptadoras diferentes, el MyD88 (myeloid
differentiation factor 88) y el TRIF (TIR domain-containing adaptor inducing IFN-B)'™,
definiendo asi dos vias de sefializacion: via de sefalizacion MyD88-dependiente y

sefalizacién MyD88- independiente '%.
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La sefalizacion mediante el MyD88 dispara una cascada de mecanismos involucrando
procesos de reclutamiento de las quinasas IRAK-1 e IRAK-4 (/L-1 receptor-associated
kinases) permitiendo la activacion de esta ultima que promueve la fosforilacidon y
subsiguiente activacion de IRAK-1. La activacion de IRAK-1 promueve su disociacion del
complejo receptor permitiendo su interaccion con nuevas proteinas adaptadoras como
ser TRAF-6 (TNF receptor-activated factor 6). TRAF-6 dispara las vias de las MAPKs
pudiendo de esta manera activar la via del factor de transcripcion AP-1. Por otro lado, via
MAPKs, se promueve la activacién del complejo de kinasas inhibidor de kB (IKK) que
conducen a la degradacion, por mecanismos de fosforilacién y ubiquitinacion, del factor
inhibidor lk-Ba, permitiendo la activaciéon del factor de transcripcion NF-xB. Asi, el factor
liberado transloca a nucleo y promueve la transcripcion de genes inflamatorios, tales
como TNF-q, IL1-B, IL6, IL12"5"%8,

La sefializacion a través del TRIF conduce a la activacion de los factores de transcripcion
IRF3 (interferon requlatory factor 3) y STAT1 (Signal transducer and activator of
transcription 1), los cuales a su vez inducen la expresion del gen de IFN-B y de genes
inducibles por interferén como las quimioquinas CCL5 y CXCL10 y la expresion del gen
iINOS'78179 113174 " gin embargo, existe un cross-talk entre ambas vias y se ha propuesto
que la sefalizacion via TLR4/MyD88 se asocia con una actividad en etapas tempranas
del factor NF-xB y de la via de las MAPKs, mientras que la via TRL4/TRIF parece estar
relacionada con la actividad transcripcional tardia del NF-xB y MAPKs luego de la

administracion del LPS'®.

Diferentes alteraciones en la sefalizacion de los TR4 se han observado en modelos de
tolerancia. Asi, una disminuida formacién del complejo TLR4/MyD88, una actividad
disminuida de la quinasa IRAK1, defectos en la activacion de las MAPKs y en los factores

de transripcion?*'®!

, son algunas de las alteraciones asociadas a un contexto tolerante.
Los posibles mecanismos implicados en los defectos de las vias de sefializaciéon de los

TLR son detallados y explicados en los parrafos siguientes.

3.2.4.b.ii Reguladores negativos de la senalizacion intracelular

Como se observo anteriormente, la tolerancia a endotoxina se encuentra asociada a una
sobreexpresion de sustancias anti-inflamatorias, tales como IL10, TGF-f y GC, entre
otras, que contribuyen a la desactivacion de monocitos/macréfagos y a la supresiéon de
citoquinas proinflamatorias'®. Sin embargo, el descubrimiento de una variedad de
reguladores negativos de las vias del TLR ha tomado relevancia en el fendmeno de la

tolerancia'®'®*. De tal modo, inhibidores de la sefalizacién del LPS como MyD88s, SHIP,
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MKP1, SOCS-1 y 3 e IRAK-M, entre otros, han sido encontrados a ser upregulados en
diferentes modelos de tolerancia a endotoxina, considerandolos de este modo,
mediadores potencialmente relevantes en el fenémeno.

El mediador MyD88s constituye una variante de splicing del MyD88 denominada MyD88
short la cual carece de un dominio esencial para la interaccion con IRAK-4. De esta
manera el MyD88s se asocia al TLR4 pero no recluta y activa las kinasas IRAK actuando
finalmente como un regulador negativo inhibiendo la activacion del factor NF-xB'8%18¢,
Varios trabajos han descrito la induccién de MyD88s en monocitos humanos frente al
tratamiento con LPS como también en monocitos de pacientes sépticos'®®'¢’.

SHIP (SH2-containing inositol phosphatase) es un mediador producido en respuesta al
TGF-B y ejerce su accion inhibitoria mediante la hidrélisis de la PI3K, mediador
importante en la activacién del factor NFxB mediante la via TLR4/MyD88'%. En modelos
de ratén deficientes de SHIP se ha observado su relevancia, dado que no fue posible
establecer el fenémeno de tolerancia'’.

El inhibidor MKP1 (MAP kinase phosphatase 1) ejerce su accion controlando la

activacion de la p38 MAP kinasa involucrada en la activacion del factor AP-1'%

y se ha
observado una induccién muy marcada en endotoxemia humana'®'.

Los reguladores SOCS (suppressor of cytokine signaling) actuan inhibiendo la cascada
de sefalizacion JAK/STAT1 la cual se encuentra relacionada con la sefializacion
TLR4/TRIF durante la fase tardia. Su relevancia se ha observado en ratones deficientes
de SOCS-1 en los cuales no es posible establecer el fenémeno de tolerancia'®.

El mediador IRAK-M (interleukin-1 receptor-associated kinase-M) impide la disociacién de
IRAK-1 e IRAK-4 del MyD88 y por ende la formacion del complejo IRAK-TRAF-6'". Se ha
observado que la tolerancia a endotoxina es significativamente reducida en ratones
deficientes de IRAK-M'®. En estudios de tolerancia in vitro a partir de leucocitos humanos
se ha observado una induccién del mediador IRAK- M durante el fendmeno de
tolerancia™’. Por otro lado, en monocitos de pacientes con sepsis la expresién de IRAK-
M frente al estimulo con LPS ocurre mas rapidamente comparando con monocitos
provenientes de individuos sanos'®.

Estas consideraciones conjuntamente con la observacién de un aumento de la
susceptibilidad a un shock endotéxico en ratones knock-out para estos reguladores,

sugieren la relevancia de estos factores en el fenédmeno de tolerancia.
3.2.4.b.iii Inhibicion del factor de transcripcion NF-«B

El factor de transcripcion NF-xB regula la expresiéon de un gran ndmero de citoquinas

proinflamatorias involucradas en la patogénesis de la inflamacion. Dicho factor esta
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constituido por 2 subunidades de proteinas pertenecientes a la familia de proteinas de
transactivacion Rel (p65, p50, c-rel, relB and p52)193 y puede expresarse como un
heterodimero p65/p50 siendo la forma activa del factor, o bien como un homodimero
p50/p50 siendo su forma inactiva. La conformacion de homodimeros carece del dominio
de transactivacion y por ende no promueve la transcripcion cuando se encuentra
asociado a promotores de genes blanco. Asi, la sobreexpresion de homodimeros p50/p50
ejerce un efecto inhibitorio sobre la expresién de genes proinflamatorios compitiendo con
los heterodimeros p65/p50 por las regiones promotoras. Por otro lado, la activacion y
regulacién de este factor de transcripcion se encuentra rigurosamente controlada por un
grupo de proteinas inhibitorias (lx-B) las cuales mantienen al NF-kB en el citoplasma,
bloqueando la translocacién nuclear'®.

Varios estudios han investigado el rol de dicho factor en el fendmeno de tolerancia
demostrando una actividad disminuida en macréfagos murinos tolerantes a endotoxinas y
monocitos humanos'®. En un modelo de tolerancia en macréfagos de rata, la tolerancia,
monitoreada por la produccion de citoquinas, fue asociada con una debilitada activacion
del factor NF-xB y con una deplecion de tanto las formas p65 como p50. Este trabajo
sugirid que el fendmeno de tolerancia puede estar mediado limitando las cantidades
disponibles de este factor para la activacion, inhibiendo, de este modo, la transcripcion de
genes dependientes de NF-xB'®. En otros trabajos el fenémeno de tolerancia estuvo
asociado con un aumento de las formas inactivas del factor, el homodimero p50/p50 y
una disminucién del heterodimero p65/p50, su forma activa'®'. Por otro lado, varios
estudios han demostrado que frente a la activacion con LPS in vitro, pacientes con SIRS
0 cuadros de sepsis muestran un patron de expresion del NF-xB que se asemeja al
observado en el fendmeno de tolerancia: una downregulacion global del NF-xB de su
forma activa p65/p50, en pacientes que sobreviven a la sepsis, y una marcado aumento
de la forma inactiva, p50/p50, en pacientes que no sobreviven'?%101194,

Otro mecanismo asociado al establecimiento de la tolerancia es la observacion de niveles

elevados de proteinas inhibitorias IkB en macréfagos tolerantes murinos y lineas

celulares de monocitos humanos que conduce a la inactivacién del factor NFk-B'.

Resulta interesante destacar que las consecuencias de la activacion del factor NF-xB
pueden ser diferentes dependiendo del contexto en el cual esta siendo activado y, por
ende, de la conformacién (hetero u homodimero) que dicho contexto le impone. Asi,
mientras que los heterodimeros p65/p50 del factor NF-kB promueven la expresiéon de
genes proinflamatorios como TNF-a e IL-12 durante la inflamacion temprana, la

predominancia de homodimeros p50/p50 de NF-kB durante el fenémeno de tolerancia ha
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sido asociado no solo a la inhibicién de la expresion de estos genes proinflamatorios sino
que ademas, se ha demostrado que dicha conformacion promueve la expresion de genes
que codifican para mediadores anti-inflamatorios como ser TGF-B, IL-10 y COX2 %,
Estas observaciones constituyen la idea de plasticidad funcional del factor NF-xB a través
de diferentes estadios de la inflamacién, hecho que podria conducir a
macrofagos/monocitos a la adquisicién de diferentes fenotipos, desde uno inflamatorio
hacia uno anti-inflamatorio siendo este ultimo un fenotipo asociado a un estado

tolerante?.
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Esquema ilustrando las diferentes vias de sefalizacion del receptor TLR4 y sus reguladores negativos en el
fendmeno de tolerancia a endotoxina (ver texto).

3.2.5 Fenédmenos de tolerancia cruzada

Por largo tiempo se ha acufiado la idea de que el fendmeno de tolerancia a endotoxina
era especifico al LPS. Sin embargo numerosas evidencias han permitido reconsiderar
esta visidon. Asi, hoy el concepto de tolerancia cruzada o heterotolerancia (cross-

tolerance) es una vision ampliamente aceptada'®. Varios trabajos han reportado que
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monocitos humanos tolerizados con LPS mostraron una capacidad disminuida, en
términos de produccion de TNF-q, frente a un estimulo con zymosan o frente a bacterias

como Streptococcus pyrogens, y Staphylococcus aureus muertas por calor'.

También se ha observado una tolerancia cruzada frente a la exposiciéon con ligandos del
receptor TLR2, via de sefializacion para bacterias Gram-positivas. Asi, macréfagos
estimulados con acido lipoteicoico (LTA), Pam3Cysk4 o MALP-2 (Macrophage-activating
lipopeptide), todos ligandos para TLR2, se vuelven tolerantes a LPS'>"". Ahora bien,
aunque se establece el estado tolerante, se han observado diferencias entre la tolerancia
con LPS (Gram-negativas) y la tolerancia establecida con endotoxinas de bacterias
Gram-positivas. A diferencia del LPS, en la tolerancia por Gram-positivas no se observa
una disminucién en la expresion del TLR, como tampoco se visualizan alteraciones en la
interaccion entre MyD88/TLR o sobre-expresion de homodimeros p50/p50 del factor NF-
kB. Por el contrario, un mecanismo propuesto fue el bloqueo de la movilizacion del

heterodimero p65/p50 del factor NF-iB'9'971%

En linea con esto, en pacientes con sepsis se ha reportado el fendbmeno de tolerancia
cruzada. Asi, una disminuida produccion de TNF-a fue observada en muestras de sangre
entera provenientes de pacientes con sepsis luego de la infeccion con Staphylococcus
aureas®. En otro estudio, monocitos de pacientes con sepsis mostraron una produccion

aumentada de IL-10 frente a la estimulacién ex vivo con Pam3CysSK4'®.

El fendmeno de tolerancia cruzada también se ha observado que ocurre entre
endotoxinas y citoquinas como TNF-a e IL-1B. En estudios con ratas in vivo se observo
que inyecciones repetidas o infusion de TNF-a induce una proteccion frente a una dosis
letal 50 (LD50) de LPS'® suprime la fiebre inducida por LPS?® y la produccién de
citoquinas por células adherentes derivadas de medula 6sea®’. Por otro lado, se ha
observado que la IL-1B se encuentra involucrada en la induccion de la tolerancia tanto in

vivo como in vitro?38 140141

3.2.6 Reversion del fenémeno de tolerancia

Varios trabajos han demostrado la reversion del fendmeno de tolerancia in vitro mediante
el uso de IFN-y o del factor estimulador de colonias de granulocitos (GM-CSF). Asi, Hass
y col. demostraron que el pretratamiento de una linea celular Mono Mac 6 con LPS e IFN-
y bloqued la induccién de la tolerancia, a diferencia del pretratamiento solo con LPS?*.

Por otro lado, en monocitos humanos, Randow et al. observaron que el IFN-y y el GM-
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CSF fueron capaces de revertir el efecto del pretratamiento con LPS®. En trabajos
recientes se ha demostrado que ambas citoquinas impiden la tolerancia inducida con
bajas dosis pero no con altas dosis de LPS. Frente a bajas dosis actuan inhibiendo la
degradacion de IRAK y promoviendo su asociacion con MyD88 después de una segunda
estimulacion con LPS, lo cual a su vez conduce a la activacion del NF-xB y a la
produccién de TNF-a?**?%_ En trabajos in vivo, se observé que el tratamiento con ambas
citoquinas restaura la respuesta sistémica del TNF-a en respuesta al LPS en ratones
tolerantes® .

En estudios in vitro el pretratamiento con IFN-y de monocitos provenientes de pacientes
con sepsis condujo a una produccion aumentada de TNF-a en respuesta al LPS%,
Tratamientos in vivo de pacientes con IFN-y, luego de la admision a unidades de terapia
intensiva, condujo a una recuperacion de la capacidad de las células para responder a
una estimulacion ex vivo con LPS y una restauracion en los niveles de expresion de

moléculas HLA-DR sobre la superficie de monocitos 222%°.

3.2.7 Implicancias clinicas

3.2.7.a Tolerancia a endotoxina y procesos infecciosos

Existe un debate en curso respecto de la relevancia clinica de la tolerancia a endotoxinas,
dado que si bien es un fendbmeno que promueve una atenuacion de la gravedad de
infecciones y otro tipo de insultos, por el contrario, otros estudios sugieren que la
induccion de la tolerancia podria poner en riesgo la resistencia a nuevos procesos

infecciosos'®.

Asi, algunos trabajos reportaron niveles reducidos de IFN-y en animales pretratados con
LPS y desafiados con el virus de la enfermedad Newcastle?®®. Por otro lado, macréfagos
pretratados con LPS presentaron una reducida actividad microbicida contra la bacteria
leishmania®’, y un disminuido clearance pulmonar de Pseudomonas aeruginosa fue
observado luego de una exposicién a LPS?®.

Sin embargo, otros trabajos de investigacion utilizando modelos de infeccién con
Cryptococcus neoformans®® o Salmonella enteritidis?™® han postulado que ratones
tolerantes a LPS mostraron una resistencia aumentada a infecciones flungicas y

bacterianas, asociado con una reducida carga de patégenos dentro de los tejidos.
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En base a esto, algunos autores consideran dificultoso asumir que la tolerancia a
endotoxinas per se esté directamente asociada a la susceptibilidad aumentada a
infecciones hospitalarias en pacientes con SIRS o sepsis. Sin embargo, existen
evidencias que asocian al fenomeno de tolerancia a endotoxinas a una mayor incidencia
de infecciones en pacientes de unidades de terapia intensiva que se encuentran

cursando un cuadro de sepsis severa*©%2!1212,

3.2.7.b Asociacién con la inmunosupresién inducida en sepsis

Numerosos trabajos han reportado que el fendbmeno de tolerancia a endotoxina es
observado en leucocitos de pacientes que se encuentran cursando un cuadro de sepsis
tardia*?'". Asi, durante la fase predominantemente anti-inflamatoria (CARS), la cual
puede eventualmente conducir a un estado de inmunosupresion, las células de la
inmunidad innata muestran un fenotipo refractario al LPS denotando el fenémeno de
tolerancia a endotoxina®'"?'*. Monocitos de sangre entera provenientes de pacientes
sépticos reflejan caracteristicas del fendmeno de tolerancia observando una produccion
dramaticamente disminuida de citoquinas proinflamatorias, como TNF-a, IL-6, IL-1qa, IL-13
y IL-12 frente a un desafio ex vivo con LPS, comparado con monocitos provenientes de
voluntarios sanos. Asimismo, en este mismo contexto se ha reportado una elevada
expresion de citoquinas anti-inflamatorias como IL-10, TGFB y IL-1RA%"2"121427 por otro
lado, y en concordancia con un estado tolerante, se ha observado una disminucion en la
expresion de moléculas MHCII, CD86 y CIITA en monocitos de pacientes con sepsis,

datos que se correlacionaron con el status clinico?'%%'8.

Ademas, varios estudios han reportado mecanismos moleculares comunes entre las
disfunciones observadas en células tolerantes inducidas con LPS y monocitos de
pacientes con sepsis. En ambas condiciones se ha observado una predominancia del
factor de transcripcion NF-xB en su forma inactiva, siendo ésta la conformacion de
homodimeros p50/p50'°'%'. Otra caracteristica compartida se encuentra asociada a la
kinasa-M asociada al receptor de IL-1 (IRAK-M). Esta kinasa ha sido sefalada
recientemente como un inhibidor de la sefializacion del TLR4 y esta implicada en mediar
la tolerancia a LPS'%?'°, Notablemente en monocitos y macréfagos aislados de pacientes
y de modelos experimentales con sepsis, respectivamente, se ha observado un aumento

en la expresion de este inhibidor frente a una estimulo con LPS ex vivo'%%%%°,

Finalmente, varios trabajos han examinado la relevancia clinica del fenémeno de
tolerancia en los procesos sépticos. En estudios utilizando pacientes hospitalizados en

unidades de terapia intensiva se ha observado que los bajos niveles de TNF-a e IL-6
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encontrados frente a un estimulo ex vivo con LPS pudo ser correlacionado con una
estadia mas prolongada en unidades de terapia intensiva, una prolongada ventilacién
mecanica, una mayor incidencia de infecciones clinicas, un elevado recuento de gldbulos

blancos y un peor prondstico y evolucién de los pacientes®*%.

3.2.7.c Fenémeno de tolerancia en diversas patologias: ¢;Paradigma de la
inmunosupresion?

El fendbmeno de tolerancia a endotoxinas, como ya se describid previamente, es
caracterizado por una reduccion significativa en la capacidad inflamatoria del sistema
inmune frente a una nueva exposicion con la endotoxina. Sin embargo, este estado no se
encuentra restringido solo a los procesos de sepsis, por el contrario ha sido observado en
numerosas patologias tales como isquemia renal y hepatica, oclusion coronaria,
sindromes coronarios agudos, fibrosis quistica, e incluso en cancer?'?* Mientras que la
tolerancia a endotoxinas ha sido pensada como un mecanismo protectivo contra el
desarrollo de un shock séptico e isquemia, su incidencia esta cada vez mas asociada con
un mayor riesgo de infecciones secundarias. Como ya se dijo anteriormente, en sepsis la
mortalidad debido a infecciones secundarias esta asociada con la incidencia de un estado

tolerante?!

. De manera similar, en el sindrome pulmonar agudo y en fibrosis quistica, el
fendmeno de tolerancia se relaciona a una aumentada susceptibilidad a infecciones
hospitalarias. Varios estudios han reportado algunos paradigmas mecanisticos comunes
del fendmeno de tolerancia en diferentes enfermedades. Monocitos de pacientes con
septicemia por Gram-negativas'® y pacientes con sindrome coronario agudo®*,
mostraron un rapido incremento en los niveles del regulador negativo IRAK-M y una
diminuida produccién de TNF-a. Estudios recientes reportaron un estado de tolerancia en
monocitos de pacientes con fibrosis quistica. Ademas de la refractariedad a la
endotoxina, estos monocitos mostraron una debilitada presentaciéon antigénica y una
potente capacidad fagocitica???>. En estudios de cancer, los macréfagos asociados a
tumor (TAM) mostraron un fenotipo inmunosuprimido similar al observado en un
fendmeno de tolerancia. Estas células frente a una estimulacion con LPS ex vivo
mostraron una produccion disminuida de citoquinas proinflamatorias tales como TNF-q,
IL12p40 y un aumento en la expresion de citoquinas anti-inflamatorias como IL-10 y TGF-
B*?". Estos perfiles fueron explicados por una defectuosa activacion del factor NF-xB
debido principalmente por la sobreexpresion de homodimeros p50/p50 similar a la
tolerancia''®%"2%,

Asi, todas estas observaciones nos muestran la ocurrencia del fendmeno de tolerancia en
diferentes patologias evaluadas, asociado en todos los casos con cuadros de

desregulaciéon inmune/inmunosupresion. Estos resultados también demuestran que el
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fendmeno de tolerancia a endotoxina es mas que una simple capacidad de respuesta

inflamatoria alterada frente a una estimulo con LPS.

3.3.- Glucocorticoides

3.3.1 Caracteristicas Generales

Los corticoides son compuestos lipofilicos derivados del colesterol producidos en la
corteza de la glandula adrenal. Dentro de este grupo encontramos los
mineralocorticoides, involucrados en el mantenimiento del equilibrio sodio-potasio y en el
volumen de fluidos extracelulares, y los glucocorticoides (GC). La secrecion de GC esta
regulada por el hipotalamo y la hipdfisis a través de la via CRH-ACTH. CRH (corticotropin
releasing hormone) es un neuropéptido de 41 aminoacidos producido en el hipotalamo
que estimula la secrecion de ACTH (adrenocorticotropic hormone), sintetizada a partir de
la prohormona propiomelanocortina (POMC), en las células corticotrofas de la
adenohipdfisis. La regulacion de la sintesis y secrecion de GC es, sin embargo, bastante
mas compleja e incluye otros multiples factores. Los principales efectos biolégicos de los
GC se dan a nivel del metabolismo energético del organismo, crecimiento, reproduccion,
respuesta al estrés cronico, funcion cardiovascular, equilibrio hidroeléctrico, conducta,

memoria, aprendizaje y regulacion del sistema inmune.

3.3.2 Mecanismos moleculares de la accion de los glucocorticoides
Diferentes estudios han mostrado que la actividad de los GC puede ser dividida entre los
efectos gendmicos clasicos, mediado por los receptores de GC citosdlicos, y los efectos
no-gendmicos identificados mas recientemente®®??°. A su vez esta accién no gendmica
puede ser dividida en tres diferentes modos de accion de los GC: efectos no-gendmicos
mediados por el receptor de glucocorticoides (GR), efectos no-gendmicos no-especificos,
y efectos que son considerados estar mediados por GR unidos a membranas celulares
(mGR)zza,zso_

3.3.2.a Accién gendmica clasica de los glucocorticoides

El GR es un miembro de la familia de receptores de hormonas esteroideas clasicamente
descrito como una proteina de 94 KDa expresada ubicuamente, aunque varios trabajos
han identificado isoformas generadas por splicing diferencial?®?*’?**#'_En su conformacion

inactiva se encuentra en el citoplasma formando un complejo multiproteico con heat
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shock proteins (Hsp), inmunofilinas, cochaperonas y distintas kinasas del sistema de las
MAPKs %', El GR consiste de tres dominios con funciones diferenciadas: un dominio N-
terminal de fransactivacion, un dominio central de union a DNA (DBD) que contiene
dedos de zinc y que también se encuentra involucrado en la dimerizacion del receptor, y
un dominio C-terminal de union al ligando (LBD). Como resultado del splicing alternativo
del pre-RNAm del GR se han descrito al menos dos isoformas del GR denominadas GRa
y GRB. La isoforma GRB no une GC y se considera que actia como un inhibidor
dominante de la actividad GRa mediante la formacion de heterodimeros GRa/GRf
antagonistas®®2. Sin embargo hay algunas controversias respecto a la importancia del
GRpB sobre la accion de los GC dado que dicho receptor no ha sido encontrado en todas

las especies®®.

Por su naturaleza lipofilica los GC ingresan a la célula atravesando la membrana celular y
se unen al GR. Una vez unido al ligando, el GR se disocia del complejo proteico de
chaperonas y es translocado a nucleo para modular la expresion de genes especificos
tanto positivamente (transactivacién) como de manera negativa (transrepresion)??’22°231

La regulacion positiva de la expresion de genes por GC ocurre mediante la unién directa
de homodimeros del GR a secuencias especificas (elementos respondedores de
glucocorticoides, GREs) en regiones del promotor de genes blancos. La interaccion entre
el GR y GRE resulta en el reclutamiento de co-activadores y factores basales de la
transcripcion que reclutan a la polimerasa Il (Pol I1) y disparan la iniciacion de la misma®*.
Entre los genes regulados positivamente se encuentran tanto enzimas involucradas en la
gluconeogénesis (ej: tirosina aminotransferasa, alanina aminotransferasa) como también
agentes anti-inflamatorios como la lipocortina-1 y las interleuquinas IL-10 e IL-1ra, entre
otros?®. Por este mecanismo de transactivacién, el GR puede ademds regular
negativamente la expresion génica, induciendo la expresion de proteinas inhibitorias de
vias de transduccién de senales. En el sistema inmune, como ejemplos, encontramos a
MKP-1 (mitogen-activated protein kinase phosphatase 1) que bloquea la sefalizacién por
las MAPKs®**%%7 y al IkB que se une a los factores de transcripcién NF-kB y los

secuestra en el citoplasma®*®?%°,

Por otro lado, los GR pueden regular de manera negativa la expresion de genes mediante
la union a sitios GREs negativos, sitios que difieren en estructura y funcion de los GREs
positivos. Algunos trabajos han demostrado que los GC inhiben la transcripcidén de genes
inflamatorios como ser IL-1 e IL-2 a través de GRE negativos®**?*'. Por otro lado el gen

del precursor de ACTH (POMC) y el gen de prolactina también se encuentran regulados
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negativamente mediante sitios GREs negativos. Sin embargo, el principal mecanismo de
regulacion negativa o fransrepresién por los GR es la inhibicion de la actividad de otros
factores de transcripcion mediante una asociacion directa con dichos factores interfiriendo
de manera negativa en el mecanismo transcripcional. Algunos de los factores de
transcripcién con los cuales interactia el monémero GR activado ejerciendo un efecto

negativo son los factores NF-kB, AP-1y IRF3 %224 entre otros.

3.3.2.b Acciones no-genémicas de los glucocorticoides

Varias evidencias sugieren que no todos los efectos observados por los GC pueden
explicarse mediante un mecanismo de accidon gendmica clasica, tales como los efectos
que se producen en muy corto tiempo, desapareciendo rapidamente su efecto y sin
involucrar sintesis de proteinas.

Se han propuesto tres mecanismos diferentes no-genémicos para explicar los efectos
rapidos anti-inflamatorios e inmunosupresores de los GC que no son compatibles con el

228.244.245. (i) |as interacciones no especificas de los GC

mecanismo de accion gendémica
con las membranas celulares, (ii) los efectos no genémicos que estan mediados por el

GR citosdlico vy (iii) las interacciones especificas con un mGR.

3.3.2.b.i Interacciones no especificas de glucocorticoides con membranas
celulares

Las membranas plasmaticas y mitocondriales son un tipo de blanco para los GC. En altas
concentraciones los GC pueden intercalarse en las membranas afectando las
propiedades fisicoquimicas y la actividad de proteinas asociadas a membranas®?®24.
Algunos trabajos han demostrado que dichos efectos sobre células del sistema inmune
pueden contribuir a la inmunosupresion rapida y a la disminucién de la inflamacion®%.
Otros autores han senalado que el efecto de los GC a nivel de la membrana mitocondrial
y la consiguiente disminucion en los niveles de ATP puede contribuir a los resultados
clinicamente relevantes en células inmunes afectando la sintesis de citoquinas, la

migracion y la fagocitosis, en condiciones tales como sepsis®*’.

3.3.2.b.ii Efectos no-genédmicos mediados por el GR citosélico

Como se describi6 previamente, el GR no activo se encuentra en citoplasma
conformando un complejo multiproteico constituido por diferentes proteinas. Luego de la
union con el ligando, el GR se disocia del complejo proteico y finaliza en la translocacion
nuclear. En este mecanismo no-gendmico se propone que ciertas proteinas que

conforman el complejo, como ser Src y MAPK, una vez disociado, pueden ejercer sus
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efectos de sefializaciéon y, por tanto, mediar las acciones rapidas no-gendmicas de los
GC244

3.3.2.b.iii Interacciones especificas con receptores de membrana (mGR)

La existencia de un GR asociado a membrana fue demostrado por primera vez en células
de linfoma y leucemias®’, y mas tarde fue identificado sobre células mononucleares de
sangre periférica humanas .Si bien su origen ain no es del todo conocido, algunas
hipotesis postulan a los mGR como variantes del GR producidas por splicing diferencial o
mediante edicién post-transduccional®*®.

Frente a la estimulacion con LPS se ha observado un aumento en el porcentaje de
monocitos positivos para mGR, sugiriendo que la inmunoestimulacion promueve la
regulacién positiva y el transporte transcelular del mGR?#%249.

Trabajos recientes han demostrado la participacion de este mecanismo en la
inmunosupresion inducida por GC sobre células T tanto in vivo como in vitro, mediante la

inhibicién especifica de kinasas asociadas a la via de sefializacion del receptor TCR?*%%",

3.3.3 Efectos de los GC sobre la respuesta inmune

La respuesta de la inmunidad innata juega un rol clave en la fisiopatologia de la sepsis y
del estado de tolerancia y se encuentra marcadamente influenciada por la accién de los
GC como asi también por otros sistemas neuroendoécrinos. Como se menciond
anteriormente, el reconocimiento de patdégenos o bien de sus endotoxinas, como ser el
LPS, ocurre a través de receptores de reconocimiento de patrones, entre los cuales se
encuentran los receptores tipo toll (TLR). La activacion de estos receptores desencadena
una cascada de senalizacion en la que participan diferentes proteinas adaptadoras como
proteinas kinasas que converge finalmente en la activacion de factores de transcripcion
como el NF-xB, AP-1 e IRFs, los cuales activan la transcripcion de genes que codifican
para diferentes agentes inflamatorios, como ser quimioquinas y citoquinas. Estas ultimas,
son capaces de activar el eje hipotalamo-pituitaria-adrenal causando un incremento en

C%22% | os GC tienen efectos anti-inflamatorios /

los niveles sistémicos de G
inmunosupresores y se encuentran relacionados con la regulacion homeostatica del
sistema inmune. Asi, la elevacion de los niveles de GC en plasma resulta en la supresion
de diferentes mediadores proinflamatorios como citoquinas (TNF-a; IL-1; IL-6; IL-12; IFN-
y; IL-8) y diversas quimioquinas (MIP-1a, MCP-1, RANTES). Uno de los mecanismos

centrales que presentan los GC para ejercer dicho efecto es mediante la inhibicion de los

35



3.- Introduccién

factores de transcripcion encargados de la regulacion de genes proinflamatorios via
mecanismos de transrepresion (ejemplo: AP-1; NF-xB)'*®.

Ademas, los GC pueden ejercer su accion inhibiendo otros tipos de mediadores
inflamatorios. Este es el caso de la inhibicién de la formacion de eicosanoides en
diferentes tipos celulares lo que conduce a una disminucion en la produccion de PGE2'.
Ademas, los GC limitan la produccién de radicales libres como oxido nitrico (NO) o del
anion superoxido. El efecto a nivel del NO refleja la inhibiciéon de la produccion de la oxido
nitrico sintetasa (INOS) por macrégafos, neutréfilos y otros tipos celulares?®®*?*°. Uno de
los mediadores anti-inflamatorios inducido por GC involucrado en estos efectos es la
lipocortina-1. Este, miembro de la familia de las anexinas, se pega a fosfolipidos y calcio
pudiendo asi asociarse a receptores de macréfagos y neutrdéfilos inhibiendo la formacién
de anién superoxido, alterando la capacidad de estallido respiratorio, y la formacién de

2256

eicosanoides, disminuyendo la produccion de PGE2°°. Ademas se ha descrito que puede

inhibir la migracién de neutrdéfilos y la proliferacién de linfocitos®” %8,

Varios trabajos han reportado que diferentes intermediarios de la cascada de
sefializacién de los TLR también actian como blancos importantes para los GC*2. Uno
de los mecanismos mas caracterizados es la induccion de inhibidores enddgenos de la
via de sefalizacién de los TLRs. Un ejemplo clasico es la induccion del factor inhibitorio
Ix-B que secuestra al factor de transcripcion NF-kB bloqueando su translocacién al
ntcleo®*. Como otros posibles blancos en la cascada de sefializacién se han reportado
diferentes kinasas que participan en la via de los TLR (JNK, p38), siendo inhibidas por la
accion de los GC mediante mecanismos de desfosforilacién?>. Algunos autores proponen
como posible mecanismo la induccién por GC de fosfatasas inhibitorias como ser la MKP-
1 como se ha observado en células endoteliales y mastocitos®**?*°. Abraham et. al.
observaron que el tratamiento con GC en macréfagos de ratén MKP-1 -/-, fallé en inhibir
la activacién de p38 y JNK y la produccién de mediadores inflamatorios inducido por
LPS*°. Ademas se observd que ratones MKP-1 -/- son extremadamente sensibles al
desafio con LPS y parcialmente insensibles a los efectos anti-inflamatorios de GCs*"2%?,
Sin embargo, y de manera paraddjica, trabajos recientes han reportado la existencia de
un mecanismo a través del cual los GC regulan su propia actividad anti-inflamatoria
mediada por la fosfatasa MKP-1. Roger et al. han demostrado que los GC inducen el
mediador MIF (macrophage migration inhibitory factor) una citoquina proinflamatoria que
acttia inhibiendo la induccién de MKP-1 mediada por los GC*®.

Por otro lado, se han reportado mecanismos en los cuales los GC inducen la expresion de
reguladores negativos como los SOCS-1(suppressors of cytokine signalling)®>®
inhiben la via JAK/STAT involucrada en la sefializacion TLR4/TRIF?%.

que
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A nivel celular, los GC inhiben la activacion y proliferacion de linfocitos T y B, inducen
apoptosis de timocitos y controlan la apoptosis inducida por activacion en la periferia®®.
Un factor clave inducido por GC asociado al aumento de apoptosis espontanea en
timocitos es una proteina pequefia con un amplio espectro de actividades anti-
inflamatorias llamada GILZ (glucocorticoid-inducible leucine zipper)**®?®’. Se postula que
su mecanismo de accién es mediante una disminucién en la expresion de factores anti-
apoptoticos como el Bcl-X?%8. Por otro lado, varios trabajos han reportado un efecto clave
de los GC ejerciendo una modulacion negativa sobre la expresion de HLA-DR en
monocitos, evaluado en diferentes cuadros clinicos inclusive en sepsis como asi también

mediante estudios in vitro?%?"!

. Otros efectos de modulacién negativa se han observado
a nivel de receptores CD14 sobre monocitos/macréfagos®’? y a nivel de moléculas de
adhesién (ELAM-1; ICAM-1) sobre células endoteliales”>. Esto ultimo se encuentra
asociado con la capacidad de los GC de inhibir la adhesion de neutréfilos circulantes a
endotelios, limitando asi su migracion hacia focos inflamatorios.

Un efecto paradojico ha sido reportado por varios trabajos los cuales han demostrado que
los GC promueven la induccién del RNAm tanto del TRL4 como del TLR2 en diferentes

214276 mediante mecanismos aun poco comprendidos®®. Una explicacion

tipos celulares
potencial para dicho efecto paraddjico fue planeado por Bornstein et al. quienes
demostraron la expresion de TLR4 y TLR2 en glandulas adrenales?”’ y por Vakharia et
al., que observaron que el LPS y el acido lipoteicoico pueden estimular de manera directa
la liberacién de GC de glandulas adrenales?’®. Asi, estas observaciones acufian la idea
de la activacion de un loop de feed-back positivo frente a la presencia de ligandos para
TLR efecto que concluye como resultado neto en un incremento de la liberacién de GC al
torrente sanguineo los cuales actuaran disparando diferentes mecanismos clasicos de

reversion de la inflamacion.

En concordancia con todo lo expuesto anteriormente, los GC regulan los procesos de
inflamacioén evitando respuestas exacerbadas que, eventualmente, podrian conducir a un
dafio tisular concluyendo en una destruccién excesiva de tejidos*’®. Sin embargo, en
procesos en los cuales ocurren alteraciones en los mecanismos de regulacion y se
producen niveles exacerbados de GC, sus efectos podrian pasar a ser peligrosos para el

huésped pudiendo conducir a cuadros de inmunosupresion.
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Resumen esquematico de los efectos de los glucocorticoides. Frente a un estimulo inflamatorio (LPS) se induce la
produccién de diferentes citoquinas proinflamatorias (IL-1; TNF-a; IL-6) las cuales promueven la liberacion de CRH
(hormona liberadora de corticotrofina) a nivel de hipotadlamo y de ACTH (hormona adrenocorticotrofina) en glandula
pituitaria, finalizando en la produccion de glucocorticoides a nivel adrenal. Los glucocorticoides inhiben la produccion de
citoquinas proinflamatorias y de mediadores inflamatorios inducidos por las mismas (NO; O-;; PGE2). También inhiben
la quimiotaxis y la expresion de moléculas de adhesién (ELAM-1; ICAM-1). Por otro lado inducen mediadores que
regulan negativamente la sefalizacion de los TLRs (MKP1; SOCS; IkB), inducen apoptosis de células linfocitarias e
inhibicién de la proliferaciéon y promueven una disminucién en los niveles de MHCII a nivel de monocitos.

3.3.4 Relevancia de los glucocorticoides en los procesos de sepsis

En pacientes con sepsis severa o shock séptico la prevalencia de un cuadro inflamatorio
exacerbado se encuentra presente. Esta disfuncién se encuentra aparejada con cuadros
de hipotension, hipoperfusion, coagulacion intravascular diseminada y, en ocasiones,
puede presentarse un cuadro de disfuncidon organica que frecuentemente conduce a la
muerte del paciente’. La participacion de los GC en este proceso dinamico es encontrada
bastante controversial. En estos sindromes se observa una activacién del eje HPA que,
en ocasiones, se encuentra asociado con altos niveles de GC en plasma. Esta respuesta
serviria para la recomposicion de la homeostasis inmune frente a la exacerbada
inflamacién. Sin embargo, varios trabajos han reportado que altos niveles de GC en
plasma se encuentran asociados con la severidad de la enfermedad y un riesgo

aumentado de muerte®>270-280-282
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Por el contrario, otros trabajos han reportado la ocurrencia cada vez mas frecuente de
cuadros de insuficiencia adrenal en pacientes con shock séptico, encontrando bajos
niveles de GC en plasma acompafado, eventualmente, por una resistencia a los GC a
nivel de tejido. Este cuadro de insuficiencia adrenal promueve una exacerbada respuesta

inflamatoria con un incremento en el dafio tisular y disfuncion de érganos?*2%.

Si bien los cuadros que se presentan en estos sindromes son de gran complejidad y muy
dinamicos, presentando variaciones de distintos parametros durante el curso de la
enfermedad, un punto en el cual se ha focalizado desde hace afios es en el control de la
fase inflamatoria. Para ello se han desarrollado terapias utilizando GC abarcando
diferentes estrategias en cuanto a dosis, tiempo de administracion, tipo de GC y otras
consideraciones®®. Si bien continia siendo un punto de mucha controversia, una
estrategia adoptada y bastante aceptada es el uso de bajas dosis de hidrocortisona por
un periodo de 7 dias cada 6hs, observando efectos mas favorables en cuanto a la tasa de
mortalidad en pacientes con shock séptico que cursan con insuficiencia adrenal o con

alteraciones hemodinamicas’>28528

Ahora bien, relevando los datos de mortalidad en los cuadros de sepsis, se ha observado
que si bien existe una incidencia de muerte en las fases tempranas donde predomina la
fase inflamatoria, la tasa de mortalidad es mucho mayor en las fases predominantemente
anti-inflamatorias®®®. Esta fase, denominada clasicamente CARS, ha sido utilizada para
describir la fase inmunocomprometida o tolerante a endotoxinas asociada a procesos de
sepsis 0 SIRS*?. Clinicamente este estado se encuentra correlacionado, la mayoria de
las veces, a un elevado riesgo de infecciones secundarias y mortalidad*'"?"?3 hecho que
le otorga relevancia al estudio y comprension del fendmeno de tolerancia a endotoxina.
Es conocida la participacion de diversos agentes anti-inflamatorios durante esta etapa,
entre los cuales se encuentran los GC. Sin embargo, en los estudios de procesos
sépticos pocos trabajos han tenido en cuenta la participacion de los GC, tomando
siempre mayor protagonismo los diferentes perfiles de citoquinas anti-inflamatorias que
se observan durante esta fase como actores involucrados en la inmunosupresion. Sin
embargo, varios trabajos han demarcado no solo la prevalencia de altos niveles de GC en
plasma de pacientes con sepsis, ademas han demostrado la existencia de una
correlacién entre los niveles hormonales con una peor evolucion de la enfermedad®”2°
como asi también con el deterioro del status inmune. Le Tulzo et al. reportaron en
pacientes con sepsis que la disminucién en la expresion de moléculas HLA-DR sobre
monocitos circulantes se encuentra asociada a un peor prondstico de la enfermedad y

demostraron que los altos niveles de GC en plasma observados en estos pacientes, se
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encuentran involucrados en el mecanismo que conduce a esa disminucion en la
expresion?’®. Otros reportes han denotado la existencia de un desbalance entre
hormonas de origen adrenocortical en cuadros crénicos severos®?°. Los autores han
observado una disminucion en los niveles de hormonas inmunoestimuladoras, como ser
la DHEA(S), y un aumento en los niveles de hormonas inmunosupresoras, como los GC.
Estos resultados, segun los autores, sugieren que la desregulacion observada podria ser
la causa de una aumentada susceptibilidad a complicaciones infecciosas durante las
fases crénicas de la enfermedad, adjudicandole un rol relevante a los GC en este

proceso>.

3.3.5 Rol de los glucocorticoides en el fenémeno de tolerancia a endotoxina
Como se menciond anteriormente, se ha reportado la relevancia clinica del fenémeno de
tolerancia en procesos de sepsis, adjudicandole un rol crucial en los cuadros de
inmunosupresion y en la susceptibilidad a reinfecciones observadas en sepsis tardias
(CARS) 4172123

Entre los posibles agentes implicados en la induccién del fenédmeno de la tolerancia y el
mantenimiento del mismo se encuentran los GC*'%"'¢°_ varios trabajos han reportado el
rol de los GC en la tolerancia. Asi, Zuckerman et. al. demostraron un aumento en los
niveles de GC en ratones tolerantes asociado con una regulacion diferencial a nivel de la

expresién de TNF-a e [L-1"

. Se observé una correlacion entre la caida abrupta de TNF-
a en plasma con el aumento de los niveles de GC, mientras que la regulacion de IL-1 se
mostro bien diferente. Los niveles aumentados de esta citoquina frente al primer estimulo
con LPS se correlacionaron con el aumento de los GC y frente a una segunda
estimulacion se observé un nuevo incremento en los niveles de IL-1, aun en presencia de
altos niveles de GC. Este resultado puede verse relacionado considerando que las
citoquinas proinflamatorias, como ser la IL-13, estimulan, mediante la accion a nivel del
eje HPA, la produccion y liberacién de GC a nivel adrenal™’

Szabd et al. reportaron la induccion de altos niveles de GC en plasma de ratas tolerantes
a endotoxinas y demostraron que dichos niveles de GC promueven la disminucion de la
expresion de iINOS enzima clave que se encuentra involucrada en las fallas

cardiovasculares observadas frente al desafio con endotoxinas bacterianas'®.
Por otro lado, Evans et al. demostraron que en ratones adrenalectomizados no es posible
establecer el fendmeno de tolerancia, mientras que, frente a la administracion exdgena

de GC se logra restaurar la tolerancia en estos ratones®. Estos resultados demarcan la
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relevancia de los GC en dicho fendmenos, sin embargo, algunos autores sostienen la
existencia de mecanismos dependientes como independientes de GC en el fenémeno de
tolerancia. Esto ha sido propuesto por la observacién en experimentos con ratones
tratados con galactosamina, compuesto que sensibiliza a los animales frente a una dosis
de LPS, donde no es posible establecer la tolerancia a pesar de los altos niveles de GC

en plasma®.

De este modo, si bien existen evidencias de la importancia de los GC en la tolerancia a
endotoxina, en la actualidad no se tiene una idea acabada en cuanto a la participacion y
accién de los mismos en el fendmeno. Este es el punto en el cual nos focalizaremos en

este trabajo.
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4.- Materiales y Métodos

4.1 Reactivos

Estimulos, hormonas e inhibidores y drogas

Lipopolisacarido (LPS) de Escherichia coli O111:B4 (Sigma-Aldrich; St Louis, MO, USA);
Mifepristone [RU486-17-hydroxy-11-(4-dimethylaminophenyl) 17-(1-propynyl) estra-4,9-
diene-3-one] (Sigma-Aldrich; St Louis, MO, USA); caldo de tioglicolato (Sigma-Aldrich; St
Louis, MO, USA); glucocorticoide sintético dexametasona (Dex; Decadron Shock; from
Sidus S.A.; Buenos Aires, Argentina); Dexametasona pura (Sigma-Aldrich; St Louis, MO,
USA); Dexametasona-[3H]

([Dex-3H]; New England Nuclear; Boston, MA, USA) con una actividad especifica de
35.00 Ci/mM (1254:00 GBg/mM); Ciclofosfamida (Lab Kampel Martian; Buenos Aires,
Argentina); gemcitabina (Gemtro®; Eli Lilly and Company; Indianapolis, IN); Glébulos
rojos de carnero (GRc) (Alfredo Gutierrez®; Buenos Aires, Argentina).Todos los reactivos
fueron preparados en solucion fisiolégica libre de pirdgeno. El mifepristone fue preparado

en propilenglicol a 37°C. La dexametasona pura y Dex-3H fueron preparadas en etanol.

4.2 Citoquinas, anticuerpos y productos relacionados

IFN-y recombinante murino (PeproTech Inc. Mexico, DF); anticuerpo anti-TNF-a murino
preparado en conejo (PeproTech Inc. Mexico, DF); receptor soluble TNF-a (sTNFR-
Etanercept; Wyeth Pharmaceuticals Inc. Collegeville, PA, USA); TNF-a recombinante
murino, (Sigma-Aldrich; St Louis, MO, USA). Todos los reactivos fueron preparados en
solucion fisiologica libre de pirégeno y utilizados en diluciones para cultivo celular

preparados con medio completo.

4.3 Anticuerpos para citometria de flujo

Los siguientes anticuerpos monoclonales (mAb) fueron usados: anti-CD11b ratén
conjugado con FITC (BD-Pharmingen; San Diego,CA); anti-Ly6G (GR-1) ratén conjugado
con PE (BD-Pharmingen; San Diego,CA); anti-F4/80 raton conjugado con PE/Cy5 (Bio
Legend; San Diego, CA); anti-CD4 ratéon conjugado con FITC (BD-Pharmingen; San
Diego,CA); anti-CD25 raton conjugado con PerCP (BD-Pharmingen; San Diego,CA);
anti-CD3 ratén conjugado con PerCP (BD-Pharmingen; San Diego,CA); anti-B220 raton
conjugado con FITC (BD-Pharmingen; San Diego,CA); anti-Foxp3 ratén conjugado con
PE (eBioscience; San Diego, CA). Para la tincion intracitoplasmatica de Foxp3 se utilizé
un Set de fijacion/permeabilizacion de acuerdo a las instrucciones del fabricante (Set

Buffer de tincion Foxp3; eBioscience; San Diego, CA). Para la deteccion de anticuerpos
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en suero utilizamos los siguientes anticuerpos: anticuerpo monoclonal (mAb) anti-
inmunoglobulina (Ig) M conjugado con PE preparado en rata (BD-Pharmingen; San
Diego, CA, USA); anticuerpo policlonal anti-lg conjugado con FITC, preparado en cabra
(Jackson Immuno-Research Laboratorios; West Grove, PA, USA); anticuerpo policlonal
anti-lgG conjugado con FITC, preparado en cabra (Jackson Immuno-Research
Laboratorios; West Grove, PA, USA)

4.4 Solucion fisiolégica
La solucién fue preparada con NaCl 8,5 g/l.

4.5 Solucion Buffer Fosfato (PBS).
La solucion fue preparada con NaCl 0,138 M; KCI 0,027M; Na2HPO4 0,078M y KHPO4
0,015 M; pH =7,4.

4.6 Solucion de Tiirk para el recuento de células.
Se prepard una solucion con violeta de genciana (100 mg), acido acético glacial (31,25
ml) y agua destilada (500 ml). Para el recuento de células se realizaron diferentes

diluciones en esta solucion y se procedio al recuento en camara de Neubauer.

4.7 Solucion de azul Tripan.

La misma se prepard a partir de dos soluciones madres con el siguiente contenido:
solucion A, azul Tripan: 0,14%; solucién B, cloruro de sodio: 4,25%. La solucion de
trabajo se obtuvo mezclando 4 partes de A y una parte de B. Para el recuento celular y la
determinacion de la viabilidad celular se realizaron diferentes diluciones en esta solucion
y luego, se procedid al recuento diferencial de las células que excluian el colorante

(células viables) y de aquellas que lo incluian (células muertas).

4.8 Medio de cultivo completo.

Se empledé medio de cultivo RPMI 1640 (GIBCO, Invitrogen, Argentina) suplementado
con 10% de suero fetal bovino (SFB) (GIBCO, Invitrogen, Argentina), inactivado por
calentamiento a 56°C durante 30 minutos, penicilina estreptomicina (Penicilina G 10.000
U/ml; Sulfato de estreptomicina 10.000 ug/ml en 0,85% de solucion fisiolégica) (GIBCO,

Invitrogen, Argentina).
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4.9 Buffer de lisis de eritrocitos

CINH,4 0.15M; NaHCO3 10mM; EDTA 0.1mM. Ajustar a pH: 7.3. Agregar 2ml por pellet de
bazo e incubar por 5 minutos en hielo. Frenar la reaccion por el agregado de SF-
SFB10%.

4.10 Animales

En este estudio se utilizaron ratones provenientes del Bioterio del Departamento de
Medicina Experimental, Academia Nacional de Medicina, Buenos Aires, Argentina. Los
animales utilizados en este trabajo fueron ratones de la cepa BALB/c, hembras y/o
machos de entre 12-16 semanas de edad. Todos fueron criados en condiciones de luz y
temperatura estandar con un ciclo de 12hs. luz-oscuridad a 22 + 2°C con comida y agua
administrada ad limitum. Los experimentos realizados en este estudio fueron realizados
de acuerdo a los principios establecidos en la Guia para el Cuidado y el uso de animales

de laboratorio®®’.

4.11 Modelos de tolerancia a endotoxina

Modelo de tolerancia clasico: los ratones fueron tolerizados mediante la inoculacién
intraperitoneal (i.p.) de dosis subletales de LPS (0,2mg/kg) durante 4 dias consecutivos.
Veinticuatro horas después de la dultima inoculacion, los animales se mostraron

resistentes al desafio con una dosis letal de LPS (LD) (2 LDso = 8 mg/kg i.p.).

Modelo de tolerancia /inmunosupresion: Dado que la inmunosupresion es un efecto
cuantitativo que depende del niumero de dosis y la concentracion de las inoculaciones de
LPS, desarrollamos un modelo que mostré una mayor inmunosupresiéon mediante el
tratamiento con diferentes dosis de LPS durante 13 dias consecutivos. El régimen de
inoculacion comenzoé con 0,2mg/kg i.p. de LPS por los primeros 3 dias seguido por 4

mg/kg i.p de LPS durante los 9 dias restantes.

4.12 Estudios de letalidad

Los ratones fueron inoculados de manera i.p. con una dosis letal de LPS (2 LDsy = 200
Mg) y se observaron hasta 72hs después de la dosis letal. Esta dosis indujo un 100% de
mortalidad entre las 24hs y 48hs posteriores a la inyeccion. EI mismo lote de LPS fue

utilizado a lo largo de todos los experimentos.
4.13 Macroéfagos peritoneales de ratéon estimulados con tioglicolato

Los ratones fueron inoculados de manera intraperitoneal con 2 ml de caldo de tioglicolato

al 3% (peso/vol). Luego de 4 dias los animales fueron sacrificados y la células se
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obtuvieron mediante sucesivos lavados peritoneales con una solucion de buffer fosfato
salino (PBS) frio suplementado con antibiéticos penicilina/estreptomicina (Penicilina G
10.000 U/ml; Sulfato de estreptomicina 10.000 ug/ml en 0,85% de solucion fisiologica).
Luego las células fueron lavadas y contabilizadas en camara de Neubauer utilizando una
solucion de azul tripan.

Las células fueron colocadas en placas de cultivo de 48 well (Costar, Cambridge, MA,
USA) a una concentracién de2.5x10° células /well en medio competo (200ul/well) e
incubadas por 24hs a 37°C en una atmodsfera a 5% CO, Luego las células fueron lavadas
con PBS para remover las células no adherentes y mediante criterios morfolégicos y de

tincion con colorante de Turk, mas del 90-95% de células adherentes fueron macréfagos.

4.14 Determinacion de la secreciéon de TNF-a

Para cuantificar la actividad del TNF-a se realizd un bioensayo de citotoxicidad de L-929
modificado como se describié previamente®?. Se utilizé la linea L-929 de fibroblastos
murinos sensibles a la accion citotoxica del TNF-a, mantenida en crecimiento en
presencia de medio completo, 2 mM de L-glutamina y 5ug/ml estreptomicina y 5U/ml
penicilina. Las células L-929 en crecimiento exponencial fueron tratadas con ftripsina
(0,25%-EDTA). Luego, de inactivar la tripsina con 10% de SFB, las células se lavaron. Se
sembraron 1.8x10* por well en placas de 96 pocillos a razén de 100 pl por pocillo y se
incubaron a 37°C y 5% de CO, durante 18 hs. para permitir la formacion de una
monocapa de células en la superficie de cada pocillo. Luego, se agregaron 100 ul de
medio soélo (control células viables) o sobrenadantes de macréfagos peritoneales
tratados en diluciones seriadas. A cada pocillo se le adicioné 1 ug/ml de Actinomicina D
(AmershamBiosciences; Piscataway, NJ, USA). Las placas fueron incubadas durante 24
hs a 37°C. Transcurrido ese tiempo, se removieron las muestras, las células muertas
fueron eliminadas por lavados y las monocapas fueron fijadas y tefiidas con Violeta de
Genciana 0,2 % en metanol 20%. Las placas se incubaron durante 10 minutos a
temperatura ambiente en presencia del colorante. El exceso de colorante se eliminé por
repetidos lavados con agua. Posteriormente, las células tefiidas se despegaron por el
agregado de 50 pl de acido acético 30% y una leve agitaciéon. Finalmente, la absorbancia
fue medida en un espectrofotometro a 550 nm de longitud de onda (Organon Tecnika,
Argentina). El titulo de actividad de TNF-a expresado como unidades liticas /ml (UL/ml)
fue calculado a partir del valor reciproco de la diluciéon necesaria para obtener una lisis

celular del 50%.
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4.15 Ensayos de ELISA

Muestras de sangre de ratones tratados bajo diferentes protocolos fueron colectadas en
tubos heparinizados para la obtencidon de plasma. Luego las muestras de plasma
colectadas fueron almacenadas a -20°C hasta su uso. La cuantificacion de los niveles de
citoquinas en dichas muestras fue realizada mediante ensayos de ELISA en placas de
poliestireno de fondo plano, de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Para IL-10 y
TNF-a se utilizaron Sets de ELISA proveniente de BD Biosciences (OptEIA set; BD
Biosciences; San Diego, CA, USA); para la deteccidon de IFN-y e IL-12p70 se utilizaron
Sets de ELISA proveniente de eBioscience (ELISA Ready-SET-Go!; eBioscience; San
Diego, CA)

4.16 Medicion de corticosterona en plasma

Muestras de plasma provenientes de ratones tratados bajo diferentes protocolos fueron
preparadas a una dilucion 1:500 y los niveles de corticosterona fueron determinados
mediante un kit de inmunoensayo enzimatico, segun las indicaciones del fabricante
(corticosterone Enzyme Immunoassay Kit, (EIA); Assay Designs, Inc.; Ann Arbor, Ml
48108, USA)

4.17 Ensayo de cromatografia por filtracion molecular

Seroalbumina bovina al 10% (BSA, PM = 66KDa), o de *H-dexametasona fueron pasadas
por una columna de 1,7g de Sephadex G-10 (diametro de particulas: 40-120 p), con el fin
de determinar el volumen de exclusién de la columna -con BSA- (900-1000 ul), asi como

el volumen de aparicién de la *H-dexametasona (1400ul).

4.18 Macrofagos, tolerizacion y tratamientos con inhibidores de TNF-a

Las monocapas de macrofagos peritoneales fueron pretratadas con anticuerpo anti-TNF-
a (14ug/ml), receptor soluble de TNF-a (Etanercept, 12.5ug/ml) o medio solo durante 15
minutos en medio completo. Luego se adicioné a los cultivos 20ng/ml de LPS y se
incubaron por 20hs a 37°C y 5% CO. Finalmente las células fueron lavadas 3 veces con
PBS vy reestimuladas con LPS 100ng/ml en medio completo durante 6 hs. Los
sobrenadantes fueron colectados y se determind la actividad biologica del TNF-a

mediante un ensayo de citotoxicidad con L-929.

4.19 Macrofagos tolerantes y tratamiento con IFN-y
Macrofagos peritoneales fueron pretratados con 20ng/ml de LPS o solucién fisioldgica en
medio completo durante 20hs. Luego las monocapas fueron lavadas 3 veces con PBS y

se incubaron durante 18hs con IFN-y murino (500U/ml). Finalmente las células fueron
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lavadas y reestimuladas con 100ng/ml de LPS por un periodo de 6hs. La reestimulacion
se realizo a diferentes tiempos luego del estimulo con la citoquina a) Ohs,b) 24hs o c)
72hs. Los sobrenadantes fueron colectados y se determind la actividad bioldgica del TNF-

a mediante un ensayo de citotoxicidad con L-929.

4.20 Macrofagos tratados con LPS y Dex

Los macrofagos fueron tratados con 40ug/ml de dexametasona (Dex) por 30 minutos,
luego las células fueron lavadas, o no, y 20ng/ml de LPS fueron adicionados a los cultivos
y se incubaron por un periodo de 6hs. Luego de este tiempo, los sobrenadantes fueron
colectados y se determind la actividad biolégica del TNF-a mediante un ensayo de
citotoxicidad con L-929.

4.21 Obtencion de células de Bazo

Los bazos fueron removidos en condiciones de esterilidad y fueron disgregados mediante
el pasaje a través de una malla estéril con SF-SFB10% a fin de obtener un Unica
suspension celular. Luego las células fueron lavadas con SF-SFB10% y se centrifugaron
1250rpm por 10minutos. El pellet celular fue resuspendido y se lisaron los eritrocitos
mediante la adicion de un buffer de lisis. Luego se lava y se resuspende el pellet en

volumen de medio completo conocido y se cuentan las células.

4.22 Proliferaciéon de esplenocitos

Esplenocitos (2x10°cells/well) fueron incubados en 200ul de medio completo sobre
microplacas de 96 wells fondo redondo en presencia o ausencia de 10ul de GRc (2
x10°cells/well). Para los ensayos con Concanavalina A (CoA) los esplenocitos se
incubaron en 200ul de medio completo sobre microplacas de 96 wells plano en presencia
o ausencia de 1ug/ml de CoA. Las células se incubaron 72 horas a 37°C adicionando
1uCi [3H] timidina (10ul) 18h antes de la cosecha de las células. La actividad proliferativa
se calculé midiendo la incorporacion de timidina y los datos fueron expresados como el
delta de c.p.m. en el que la media de los pozos que no recibieron la estimulacion se rest6

de los valores experimentales.

4.23 Ensayo de hemoaglutinacién

Las muestras de suero de ratones inmunizados fueron inactivadas a 56°C por 30
minutos. Para la evaluacion de la respuesta primaria, los sueros fueron diluidos al medio
de manera seriada usando PBS-BSA 0,2%. Luego, 50ul de cada dilucién se colocaron en
microplacas de 96 wells de fondo redondo, y se adiciond, a cada well, 50yl de una

suspension de GRC 0,25% en PBS-BSA. Las placas fueron incubadas por 24hs a
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temperatura ambiente y el titulo de anticuerpos fue considerado como el valor reciproco
de la dltima dilucién positiva. Para el ensayo de respuesta secundaria los sueros fueron
preparados en una dilucién inicial 1:50 y fueron seriadamente diluidas en una relacion
1:0,25.

4.24 Citometria de flujo

Anticuerpos. Para la determinacion de las inmunoglobulinas (Ig) y los isotipos 1gG y IgM
anti-GRc las muestras de suero fueron preparadas en diferentes diluciones en PBS—-BSA
0,5%. Luego, 10ul de suero fueron incubados con 3ul de GRc 1% (PBS-BSA 0.5%) por
30 minutos a 4°C. Las células fueron lavadas 3 veces, se adicionaron los anticuerpos
anti-IgM (PE), anti-lgG (FITC) o anti-lg (FITC) y se incubaron por 30 minutos a 4°C.
Luego fueron lavadas y las Ig fueron evaluadas.

Células. Los esplenocitos fueron tefiidos con una combinacién de los siguientes
anticuerpos: anti-CD11b FITC, anti--Ly6G (GR-1) PE y anti-F4/80 PE/Cy5. Este ultimo se
utilizé para la exclusion de poblaciones de macréfagos. Para evaluar las células T
regulatorias se usaron anti-CD4 FITC, anti-CD25 PerCP y anti-Foxp3 PE. También se
realizaron marcaciones con anti-CD3 PerCP y anti-B220 FITC para la determinacion de
poblaciones linfocitarias T y B respectivamente. Las células fueron incubadas en 10ul de
PBS-1% de suero normal por 15 minutos, luego se adicionaron los anticuerpos
correspondientes y se incubaron por 30 minutos a 4°C. Para el analisis de fagocitosis las
células se incubaron con zymosan-FITC durante 30 minutos a 37°C luego de la
marcacion de superficie. Se lavaron y se fijaron en PBS-0,5% de paraformaldheido (PFA)
y fueron evaluadas en un FACScan Becton Dickinson usando el software FSC Express
(Software De Novo, Los Angeles, CA). Para la tincién intracitoplasmatica de Foxp3 las
células fueron incubadas con un set de fijacion/permeablilizacion de acuerdo a las

instrucciones del fabricante.(Foxp3 Staining Buffer Set; eBiosciences).

4.25 Ensayos in vivo

4.25.1 Protocolo de tratamiento con Dex y dosis letal de LPS

En este esquema ratones virgenes fueron inoculados de manera i.p. con un dosis de Dex
(2,5mg/Kg) y a diferentes tiempos (Ohs, 3hs, 5hs, 10hs y 24hs) fueron desafiados con una
dosis letal de LPS (8mg/Kg;i.p.). Se evalud la mortalidad de los diferentes grupos hasta
72hs después de la exposicion a la dosis letal. Se llevd en paralelo un grupo control
tratado solo con Dex y otro tratado solo con la dosis letal de LPS. En algunos grupos
experimentales se determinaron los niveles de citoquinas y para esto se colectaron

muestras de plasma 90minutos después del desafio con la dosis letal.
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4.25.2 Tratamiento con Dex y Mifepristone (RU486) en el establecimiento de la
tolerancia

Tratamiento con Dex: Los ratones fueron inyectados con una dosis tolerizante de LPS
(0,2mg/Kg) de manera intraperitoneal. La endotoxina fue administrada sola o en
simultdneo con Dex (2,5mg/Kg; i.p.) por un periodo de 4 dias. Un grupo control fue
inoculado solo con solucion fisioldgica. Un segundo esquema experimental consistio en la
administracion de una dosis de Dex y 24hs después una dosis de LPS tolerizante
extendiendo esta secuencia de tratamientos por un periodo de 10 dias. Se llevd en
paralelo un control de tolerancia. Después de 24 hs. de la ultima dosis de LPS todos los
grupos recibieron una dosis letal de LPS (8mg/kg; i.p.) y la mortalidad fue evaluada hasta
las 72hs. En el esquema de inoculacion simultanea se determinaron los niveles de
citoquinas y para esto se colectaron muestras de plasma 90 minutos después del desafio
con la dosis letal.

Tratamiento con RU486: En un esquema similar al anterior, ratones fueron inoculados
con una dosis de RU486 (12mg/Kg; via subcutanea, s.c.) de manera simultanea con una
dosis de LPS tolerizante (0,2mg/Kg; i.p.) durante 4 dias consecutivos. Un grupo de
ratones recibié solamente la dosis de LPS como control de tolerizacion. Un segundo
grupo recibié solamente el esquema de inoculacién de RU486. Luego, 72hs de la ultima
dosis tolerizante, todos los grupos recibieron una dosis letal de LPS (8mg/kg; i.p.) y la
mortalidad fue evaluada hasta las 72hs. En algunos grupos experimentales se
determinaron los niveles de citoquinas y para esto se colectaron muestras de plasma

90minutos después de cada dosis de LPS tolerizante.

4.25.3 Tratamiento con mifepristone (RU486) en el mantenimiento de la tolerancia

Seis grupos de ratones fueron tolerizados con LPS (0,2mg/Kg; i.p.) por un periodo de 4
dias. Veinticuatro horas después de la ultima dosis de LPS, fueron inoculados con
mifepristone (RU486) (12 mg/kg; s.c.) y a diferentes tiempos los grupos fueron desafiados
a una dosis letal de LPS (8 mg/kg i.p.). Se evalud la mortalidad hasta 72hs después de la
exposicion a la dosis letal. Un grupo control de ratones tolerantes fue inoculado con una
dosis de propilenglicol (vehiculo de RU486) y todos los animales sobrevivieron a una
dosis letal de LPS. Un grupo de ratones virgenes fue inoculado con solucion fisiologica en
lugar de las dosis tolerizantes de LPS y fueron desafiados a una dosis letal de LPS. En
todos los grupos experimentales se determinaron los niveles de citoquinas y para esto se

colectaron muestras de plasma 90 minutos después del desafio letal de LPS.
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4254 Tratamiento con RU486 e inmunizacién en ratones
tolerantes/inmunosuprimidos con LPS: Respuesta primaria

Los ratones fueron tolerizados/inmunosuprimidos con LPS (0,2mg/kg i.p. por los primeros
3 dias, siguiendo con 4 mg/kg i.p. de LPS por 9 dias). Luego, 24hs después de la ultima
dosis de LPS fueron inoculados, o no, con RU486 (30 mg/kg i.p.) y 30 minutos mas tarde
fueron inmunizados con glébulos rojos de carnero (GRc) (5x10° células /ratén:;
i.p.).Veinticuatro y 30 hs. después de la inmunizacion, los ratones fueron tratados
nuevamente con RU486. Un grupo control de ratones virgenes fue tratado, o no, con
RU486 e inmunizados utilizando el mismo esquema. Finalmente, 7 dias después de la
inmunizacion los animales fueron sangrados y se determinaron anticuerpos en plasma

mediante un ensayo de hemoaglutinacién y por citometria de flujo.

4.25.5 Tratamiento con RU486 e inmunizacién en ratones
tolerantes/inmunosuprimidos con LPS: Respuesta secundaria

Los animales fueron primero inmunizados con una suspension celular de glébulos rojos
de carnero en PBS (GRc; 5x10%células/ratén; i.p.). El esquema de inmunosupresién con
LPS comenzé 15 dias después de la inmunizacion. Luego, 24hs después de la ultima
dosis de LPS los ratones fueron tratados, o no, con RU486 (30mg/Kg; i.p.) y 30 minutos
més tarde fueron inmunizados con una segunda dosis de GRc (5x10%células/ratén; i.p.).
Veinticuatro y 30 hs. después de la segunda inmunizacion, los ratones fueron tratados, o
no, nuevamente con RU486.Un grupo control de ratones no inmunosuprimidos fueron
inoculados con GRc utilizando el mismo esquema. Luego, 7 dias después de la segunda
inmunizacion los animales fueron sangrados y se colectaron muestras de plasma para
evaluar la respuesta humoral secundaria mediante un ensayo de hemoaglutinacion y por

citometria de flujo.

4.25.6 Respuesta inmune celular y tratamiento con RU486 en ratones
tolerantes/inmunosuprimidos con LPS

Tumor MC-C: fibrosarcoma inducido por metilcolantreno obtenido en un ratén BALB/c con
5 meses de edad. Los tumores fueron usados entre los pasajes 5-25 (pasajes
subcutaneos). Secciones de tumor no necréticas fueron pasadas y picadas a través de
una malla estéril en flujo laminar para la obtencion de una uUnica suspensién celular.
Luego, para la inmunizacion las células tumorales fueron irradiadas como se describid
previamente?®®®.

Animales tolerantes/inmunosuprimidos con LPS fueron tratados, o no, con RU486
(30mg/Kg; i.p.) y 30 minutos mas tarde fueron inoculados con células tumorales MC-C

irradiadas (inmunizacién; 6x10° células/ratén; s.c.). Veinticuatro y 30 hs. después de la
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inmunizacion, los ratones fueron tratados, o no, nuevamente con RU486. Siete dias
después de la inmunizacion, los ratones fueron desafiados con células tumorales MC-C
viables (2x10° células/ratén; s.c.) y tratados, o no, con RU486 utilizando el mismo
esquema definido para el paso de inmunizacién. Ratones virgenes fueron inmunizados y
desafiados usando el mismo protocolo. Un grupo control fue desafiado con células
tumorales MC-C viables. Luego, 10 dias después del desafio evaluamos el crecimiento

tumoral considerando presencia o ausencia de tumor.

4.25.7 Tratamiento con drogas citostaticas en ratones tolerantes

Ratones tolerantes/inmunosuprimidos con LPS fueron tratados con ciclofosfamida
(150mg/Kg, i.p.), gemcitabina (120mg/Kg, i.p.) o solucién fisioldgica 24hs después de la
ultima dosis de LPS. Ratones virgenes fueron tratados, o no, con el mismo esquema.
Luego de 48hs, dependiendo del experimento, los animales fueron sacrificados para la

obtencion de esplenocitos, o fueron desafiados con una dosis letal de LPS

4.25.8 Tratamiento con drogas citostaticas durante el establecimiento de la
tolerancia

Los ratones fueron inoculados con ciclofosfamida (100mg/Kg, i.p.), gemcitabina
(120mg/Kg, i.p.) o soluciodn fisioldgica y 48hs después los animales fueron inoculados con
una dosis tolerizante de LPS (0,2mg/Kg; i.p.) concomitantemente con una dosis adicional
de la misma droga. Ratones virgenes fueron tratados, o no, con el mismo esquema de
drogas. El protocolo incluy6 2 dosis adicionales de LPS y 48hs mas tarde los animales
fueron sacrificados para la obtencion de esplenocitos, o desafiados con una dosis letal de
LPS

4.26 Analisis estadisticos

Los valores son expresados como la media + error estandar de la media (s.e.m.) de n
observaciones. La significancia estadistica entre muestras de TNF-a medidas por ensayo
de L929 fue determinada usando un Test Friedman no paramétrico seguido por un test de
Wilcoxon.

Los ensayos de ELISA y hemaglutinaciéon fueron analizados utilizando un test Mann-
Whitney no pareado. Las diferencias entre grupos de los analisis de citometria y ensayos
de proliferacion fueron evaluadas mediante t Test de Student no pareado o bien un
analisis de varianza seguido por un test de comparacion multiple de Tukey. Las
diferencias en la frecuencia del tumor se determinaron mediante la prueba de Chi
cuadrado. Todas las pruebas estadisticas fueron interpretados de forma de dos colas y P

<0.05 fue considerado significativo.
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5.- Resultados

Con el fin de permitir una mejor comprensién de los procesos a los cuales nos
referiremos, definiremos algunos términos que seran utilizados a lo largo del trabajo. Asi,

hablaremos de Establecimiento y de Mantenimiento de la tolerancia.

La etapa de establecimiento la definimos como la fase en la cual se genera o induce el
estado de tolerancia. En nuestro esquema de trabajo esta fase transcurre desde el
momento en el cual el animal se empieza a inocular de manera diaria con dosis
subletales de LPS hasta que se establece una robusta tolerancia (3-4 dias). Por otra
parte, la etapa de mantenimiento la definimos como la fase en donde la tolerancia ya
esta establecida y en donde, eventualmente, puede inocularse LPS para su

sostenimiento (Esquema 1).

ESTABLECIMIENTO MANTENIMIENTO >

D1 D2 D3 D4 D5 D15-D20

Tiempo (dias) I I I I I I
Esquema 1: figura ilustrativa
LPS * f * * demarcando la fase de
establecimiento y de
(0,2mg/Kg, i.p.) mantenimiento de la
Refractariedad a una tolerancia en el modelo de

dosis letal de LPS trabajo utilizado.

5.1 Dexametasona induce refractariedad a los efectos inducidos por
LPS

5.1.1 Perfil de secrecién de TNF-a y corticosterona en el fendmeno de tolerancia a
endotoxina

La administracion diaria de LPS en ratones durante 4 dias consecutivos induce el
establecimiento de la tolerancia a endotoxina o tolerancia a LPS, un fendmeno que se
expresa como una refractariedad a un nuevo desafio por LPS y que se caracteriza,
esencialmente, por una disminucién marcada en la secrecion de TNF-a y por altos niveles

de corticosterona -el GC predominante en ratones- en plasma, entre otras cosas.
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En base a esto evaluamos, en primer lugar, el perfil de TNF-a durante el establecimiento
de la tolerancia. Para ello, ratones BALB/c fueron inoculados con una dosis diaria de LPS
durante 4 dias, y 90 minutos después de cada inoculacion los animales fueron sangrados
para la obtencion de plasma y evaluar los niveles de TNF-a mediante un ensayo de
ELISA.

Por otro lado, en un esquema similar, los ratones fueron sangrados 3hs después de cada
inoculaciéon de LPS para la determinacién en plasma de los niveles de corticosterona.

Esta evaluacion se llevo a cabo mediante un inmunoensayo competitivo (EIA).

Los resultados que se muestran en las Figuras 1 y 2 indican claramente una disminucién
de los niveles de TNF-a durante el establecimiento de la tolerancia a partir del dia 2,
concomitantemente con un incremento en los niveles de corticosterona, que se observa a

las 3hs luego de las distintas inoculaciones de LPS.
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Figura 2: Niveles de corticosterona durante el
Figura 1: Niveles de TNF-a durante el establecimiento de establecimiento de la tolerancia- Ratones BALB/c fueron
la tolerancia. Ratones BALB/c fueron inoculados con LPS inoculados con LPS (0,2mg/Kg, i.p..) o solucion fisiologica
(0,2mg/Kg, i.p.) o solucion fisiolégica durante 4 dias. Noventa durante 4 dias. Tres horas después de cada inoculacion, los
minutos después de cada inoculacién, los ratones fueron ratopes fueron sangrados y se e_valué en plasma los niveles de
sangrados y se evalué en plasma los niveles de TNF-a en corticosterona en plasma mediante un ensayo de EIA. Los
plasma mediante un ensayo de ELISA. Los resultados son resultados son expresados como la media + el error estandar de
expresados como la media + el error estandar de la media la media (S.E.M.) de 4-5 ratones por grupo. Los niveles
(S.E.M.) de 4-5 ratones por grupo. La linea de puntos detectados a tiempo cero corresponden a los niveles basales
corresponde a los niveles observados en animales tratados (41,06+11,04) y la linea de puntos corresponde a los niveles
durante todo el esauema con solucién fisioldaica (10+ 0.01) observados en animales tratados durante todo el esquema con

solucion fisiologica (96,6 + 20,95).

5.1.2 Efecto de la dexametasona frente a una dosis letal de LPS in vivo
El aumento de corticosterona en ratones tolerantes podria ser la causa de la

refractariedad al LPS que se observa en estos animales en estado de tolerancia. En base
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a esto evaluamos el efecto de un glucocorticoide sintético -la dexametasona- frente a una

dosis letal de LPS utilizando diferentes esquemas temporales.

Con este proposito, los ratones fueron inoculados con una dosis de dexametasona (Dex;
2,5mg/Kg, i.p.) y un grupo control con solucion fisioldgica. Luego, a diferentes tiempos,
los grupos fueron inoculados con una dosis letal de LPS (8mg/Kg.; i.p.) y se evaluo la
mortalidad hasta 72hs después del desafio (Esquema 2). Un grupo control fue inoculado

solo con dexametasona (Dex).

2
24h — 9
2
10h —
2
5h |
2
3h _|
Esquema 2: Esquema
2 g_’ ilustrativo del protocolo
| 1h - de inoculaciéon con una
+ dosis de dexametasona
oh X X x x X X y una dosis letal de LPS
_8 8 8 8 - 8 - 8 en los diferentes grupos
experimentales. Dex
(2,5mg/Kg. i.p.) LPS
(8mg/Kg, i.p.)
- N (2] < n ©
(O) (O] ] (O) (O) (C)

Como se indica en la Tabla 1, el tratamiento con Dex protege totalmente del efecto letal
del LPS en animales tratados simultaneamente con Dex o hasta con una diferencia de 3
horas entre tratamientos. Sin embargo, cuando el LPS es inoculado entre 5 y 10hs
después del tratamiento con Dex, la mortalidad llega a valores alrededor del 60% (62,5 y

57,2%), alcanzando un valor del 92,3% a las 24hs.

Tabla 1: La dexametasona induce refractariedad frente a una dosis letal de LPS

tratamiento Dex - LPS

LPS Dex
Oh 1h 3h 5h 10h 24h
mortahdgd 0/17 0/6 0/6 5/8 417 12/13 8/8 0/6
(frecuencia)
mor(t;ll)dad 0 0 0 62.5 57.2 92.3 100 0
o

Tabla 1: Ratones BALB/c fueron inoculados con una dosis de dexametasona (Dex; 2.5mg/Kg, i.p.) y a diferentes tiempos como se
indica en la tabla, los ratones fueron desafiados con una dosis letal de LPS (8mg/Kg, i.p.). Un grupo control (LPS) recibié solamente la
dosis letal y un segundo grupo (Dex) recibié solo la dosis de dexametasona. Se evalud la mortalidad hasta 72hs luego del desafio con
la dosis letal.
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Estos resultados indican que la acciéon de la Dex in vivo genera un estado de
refractariedad transitoria frente a una dosis letal de LPS y que, transcurridas 24hs de la

inoculacion de Dex, los animales se muestran nuevamente susceptibles a los efectos

letales de la endotoxina.

Por otro lado, mediante un ensayo de ELISA, se evalud la produccion de TNF-a en
plasma de los animales tratados con Dex y LPS de manera simultdnea (tiempo Oh ver
Tabla 1), a fin de determinar si el efecto de refractariedad observado se correlacionaba
con una disminucién en la produccion de TNF-a. También fue evaluada la produccion de
IL-10 en plasma. Los animales fueron sangrados 90 minutos después del desafio con una

dosis letal de LPS.

Se observo una disminucion significativa de la produccion de TNF-a en aquellos animales
tratados con Dex, dato que correlaciona con el efecto protector del glucocorticoide
observado in vivo. Por otro lado, la produccién de IL-10 muestra una disminucion
significativa comparado con los niveles observados en animales tratados con una dosis

letal de LPS, aunque no tan pronunciada como la observada para el TNF-a.

(a) (b)
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Dex - LPS (0h) LPS Dex - LPS (0h) LPS

Figura 3: Niveles de TNF-a e IL-10 de ratones tratados simultaneamente con Dex y una dosis letal de
LPS. Ratones BALB/c tratados como se describe en tabla 1 tiempo Oh y un grupo control (LPS) desafiado
solamente con la dosis letal fueron sangrados 90 minutos después del desafio con la endotoxina y se
evalué en plasma los niveles de TNF-a (a) y de IL-10 (b) mediante un ensayo de ELISA. Los resultados son
expresados como la media + S.E.M. (pg/ml) de n=7-9 por grupo. ***p<0.0001; ns, no significativo.

5.1.3 Efecto de la dexametasona in vitro

Resultados similares fueron obtenidos cuando evaluamos el efecto de la Dex in vitro
utilizando macrofagos peritoneales de ratdon. Para esto, las células fueron pretratadas con
Dex (40ug/ml) por 30 minutos, luego los cultivos fueron lavados, o no, y se incubaron con
LPS (20ng/ml) por 6hs. Los sobrenadantes fueron colectados y se determiné la actividad

biolégica del TNF-a mediante un ensayo de citotoxicidad utilizando la linea celular L-929.
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Se observo una disminucion significativa en la produccion de TNF-a inducida por LPS en
macrofagos peritoneales tratados con Dex confirmando los resultados obtenidos in vivo
(Figura 4).

1004 —2— —L
90-
80-
70-

60 Figura 4: Produccion de TNF-a de macréfagos
peritoneales tratados con dexametasona in vitro.
Macroéfagos peritoneales de raton fueron tratados con
40pg/ml de dexametasona (Dex) durante 30 minutos.
Luego fueron lavados (a) o no (b) con solucién
fisiologica y fueron incubados con 20ng/ml de LPS
durante 6 hs. Los sobrenadantes fueron colectados y la
actividad biolégica del TNF-a fue determinada mediante
un ensayo de citotoxicidad utilizando las células L-929.
Los resultados son expresados como la media (%
* UL/ml) = S.E.M., de 6 experimentos independientes

referidos al control (solucién fisiolégica + LPS; 100%).
*p< 0,05 vs. el control; # p< 0,05 Dex lavado LPS vs.
T Dex+LPS.
Dex lavado LPS Dex+LPS

% Control UL5o/ml

Estos resultados demuestran claramente un efecto refractario inducido por la Dex tanto in

vivo como in vitro frente a un estimulo de LPS.

5.1.4 Efecto especifico de la dexametasona

La refractariedad inducida por el tratamiento con Dex podria deberse a dos causas. Una
de ellas es que la Dex ejerza su efecto a través de su accion anti-inflamatoria, inhibiendo
la produccion de citoquinas proinflamatorias, en particularTNF-a. La segunda posibilidad
podria deberse a una mera interaccion fisica o quimica entre el LPS y la Dex que bloquee

la accidn de la endotoxina impidiendo que ésta ejerza su efecto.

Para analizar esta ultima posibilidad utilizamos dos procedimientos experimentales
diferentes. Por un lado, recurrimos a una cromatografia de filtracibn molecular como
método de separacion teniendo en cuenta la diferencia de tamafios moleculares entre la

dexametasona y el LPS; y por el otro, a un simple ensayo de dialisis.
Para ello, utilizamos una columna de cromatografia con Sephadex G-10 que fracciona

tamanos moleculares < 700 Da. Entonces, la mezcla constituida por Dex (PM= 393,46
Da), *H-Dex y LPS (PM estimado = 60.000 Da) fue incubada durante 30 min a 37°C y
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luego pasada por la columna, analizandose la radioactividad en las diferentes fracciones,

con el fin de determinar una posible interaccion entre la Dex y el LPS.

Como se observa en la figura 5a la elucién de la Dex sola (Dex fria + *H-Dex) muestra un

perfil muy similar a la misma muestra que, ademas, contenia LPS, indicando claramente

que la Dex no esta ligada al LPS. (figura 5b). De haber habido alguna interaccion entre

LPS y Dex, la radioactividad deberia haber aparecido en el volumen de exclusion de la
columna (900-1000 ul).
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Figura 5: Perfil de elusién en cromatografia de filtracion molecular. (a) Una solucién mezcla de dexametasona (100pl solucién
salina + 100 pl Dex fria, 4,2x10*M + 1 pl *H-Dex, Actividad especifica: 35:00 Ci/mM ) fue sometida al pasaje por la columna
determinando la aparicién de la Dex mediante la medicién de la radioactividad en cada tubo colectado. (b) Perfil de elusién de una
mezcla de LPS y dexametasona (LPS, 8,5 x10°M + Dex fria, 4,2x10*M + 1 ul *H-Dex) incubada previamente a 37°C durante 30
minutos, y luego sometida al ensayo de cromatografia determinando la aparicién de la marca radioactiva en cada tubo colectado.
Volumen colectado por tubo: 100pl

Por otro lado, como prueba adicional de confirmacion, analizamos si habia LPS en las

primeras fracciones colectadas. Como se puede observar (Figura 6) las fracciones

colectadas correspondientes al pico/ volumen de exclusién del LPS mostraron un

aumento significativo en la produccion de TNF-a por células L-929, indicando la presencia

de la endotoxina en dichas fracciones, mientras que, por otro lado, las fracciones

colectadas en el volumen de exclusion de la Dex no muestran actividad en cuanto a la

produccioén de dicha citoquina.
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Figura 6: Actividad biolégica de diferentes
fracciones de elusion. Las  fracciones
correspondientes a los tubos 6 a 9 (elusion de LPS)
y a los tubos 12 a 14 (elusion de Dex) fueron
pooleadas y 40ul por well fueron adicionados sobre
monocaé)as de macréfagos peritoneales
(2,5x10°/well)  incubando durante 5hs. Los
sobrenadantes fueron colectados y se determiné la
actividad biologica del TNF-a mediante un ensayo
sobre L-929. Los resultados son expresados como la
media + S.E.M. (% control). Las células control
fueron tratadas solamente con 20ng/ml de LPS
durante 5hs y la actividad biolégica del TNF-a fue
considerada como el 100% que se encuentra
representada por la linea de puntos

Como mencionamos anteriormente, quisimos ratificar este dato realizando otro tipo de

procedimiento experimental utilizando un ensayo de dialisis. Para esto, utilizamos una

membrana de didlisis de poro pequefio dentro de la cual colocamos 1 ml de solucién

fisiolégica o de una solucién de LPS de concentracién conocida (1,7x10°M). Luego la

membrana se colocé en un recipiente que contenia 2,5ml de una soluciéon de

concentracion conocida conformada por Dex fria mas *H-Dex (3,4x107M + 1ul *H-Dex ).

La relacion molar usada fue 20:1 LPS:Dex. Al alcanzar el equilibrio, de existir interaccién

entre ambas moléculas, deberia observarse menor marca en la solucién del recipiente

externo y mayor en el interior de la membrana. Por otra parte, si no hubiera interaccion,

deberiamos encontrar la misma cantidad de radioactividad en ambos compartimientos

(ver Esquema 3).

3% Dex marcada

@ LPS

Esquema 3: Figura ilustrativa del proceso de
Dialisis. En el caso A tenemos el control en el
cual se encuentra solucion fisiolédgica dentro
de la membrana y Dexametasona (Dex) fria y
marcada en el recipiente. Al llegar al equilibrio
tendremos en ambos compartimentos igual
cantidad de marca radioactiva. En el caso B
tenemos una solucion de LPS (1mg/ml)
dentro de la membrana y Dex fria y marcada
en el recipiente. Al llegar al equilibrio
podremos encontrarnos con dos situaciones:
De no existir interaccion entre el LPS vy la
Dex, llegaremos al mismo estado que en el
control, tendremos igual cantidad de marca
en ambos compartimentos. De haber
interaccion la Dex se pegaria al LPS en el
interior de la membrana quedando menos
Dex disponible para alcanzar el equilibrio
obteniendo finalmente una mayor marca en el
compartimiento membrana y menor marca en
el recipiente.

SIN INTERACCION CON INTERACCION
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Los resultados mostrados en la figura 7 confirman los datos de cromatografia, indicando
que no existe interaccion entre la Dex y el LPS. Si bien observamos diferencias en los
valores de c.p.m. entre el recipiente control y el recipiente con LPS, estas diferencias no

son significativas y pueden deberse simplemente al error del método.

20000 ®- control recipiente
A- LPS recipiente
-5~ control membrana
15000_‘\ -~ LPS membrana
E li\ § _Q
o 10000,
© A e e _6
5000
0 T T 1
0 10 20 30
tiempo (hs)

Figura 7: Ensayo de dialisis. Durante el proceso de didlisis se tomaron alicuotas (100yl) a diferentes tiempos
(0, 2 y 24hs) desde el recipiente como también del interior de la membrana y se determinaron las cuentas por
minuto (c.p.m.) hasta alcanzar el estado de equilibrio.

En base a estos resultados podemos concluir que los GC generan refractariedad a la
accién del LPS a través de la inhibicion de la produccion de citoquinas proinflamatorias,
evitando de este modo el efecto letal del mismo. En base a esto y en vista de los altos
niveles de GC que se observan en plasma de animales tolerantes podriamos adjudicarles

a éstos una participacion en el fendmeno de tolerancia a endotoxina.

5.2 La dexametasona inhibe el establecimiento de la tolerancia

5.21 Administracion exégena de glucocorticoides y establecimiento de la
tolerancia

Teniendo en cuenta los niveles elevados de GC que se observan en animales tolerantes
y considerando los resultados previos donde demostramos que la Dex protege a los
animales expuestos a una dosis letal de LPS, consideramos la posibilidad de evaluar si la

Dex, por si misma, es capaz de inducir el fendmeno de tolerancia.
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Para esto, ratones BALB/c fueron inoculados con dosis diarias de Dex (2,5mg/Kg, i.p.)
durante 4 dias y luego fueron desafiados con una dosis letal de LPS (Tabla 2; columna:
Dex+ letal) evaluando la mortalidad hasta 72hs posterior al desafio letal. Los resultados
obtenidos muestran que, si bien el tratamiento con Dex protege frente al desafio con una

dosis letal de LPS, no es capaz de generar un estado de tolerancia a endotoxina.

Siguiendo esta misma linea de pensamiento, y con el objetivo de evaluar la participacion
de los GC en las diferentes etapas del fendmeno de tolerancia, nos propusimos evaluar el
efecto del tratamiento con Dex durante el establecimiento de la tolerancia.

Para ello, realizamos dos protocolos diferentes de inoculacion. En el primero los ratones
fueron inoculados simultaneamente con un dosis de dexametasona (Dex; 2,5mg/Kg, i.p.)
y una dosis de LPS tolerizante (0,2mg/Kg; i.p) cada 24hs durante 4 dias (protocolo A).

En el segundo protocolo, los ratones fueron inoculados con dexametasona 24hs antes
de cada dosis tolerizante de LPS continuando este esquema durante 10 dias (protocolo
B). Finalmente, 24hs después de la ultima dosis tolerizante todos los animales recibieron
una dosis letal de LPS (8mg/Kg.; i.p.) y evaluamos la mortalidad hasta 72hs después del

desafio (ver Esquema 4).

Esquema 4:
Esquema ilustrativo

protocolo A protocolo B del protocolo de
inoculacion en los 2

esquemas utilizados.
D1 D2 D3 D4 D5 D1 D2 D3 D4 D9 D10 D11 En el esquema B la

Tiempo (dias) |_|_|_|_| Tiempo (dias) | | | | | | | linea de puntos entre
Frr T T D4-D9 indica la
Dex Dex continuidad del

esquema entre esos
LPS A A A A LPS A A & dias finalizando en el

LPS letal ‘ LPS letal ‘ CEpC

Los resultados obtenidos muestran que en los animales tratados con Dex y LPS de
manera simultanea, no logra establecerse el fendbmeno de tolerancia y por ende los
animales se muestran susceptibles a una dosis letal de LPS, indicando que la Dex inhibe
el establecimiento del fendmeno. Sin embargo, cuando dichos tratamientos se
encuentran espaciados por al menos 24hs, la tolerancia puede establecerse

normalmente, lo cual indica que el efecto inhibitorio de la Dex ha desaparecido (Tabla 2).
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Tabla 2 La dexametasona inhibe el establecimiento de la tolerancia a endotoxina

A B

LPS  Dex+LPS LPS  Dex+Lps LPSletal Dex+letal
reionaa) 006 9/9 0/6 017 6/6 6/6
mor(t%")dad 0 100 0 0 100 100

Tabla 2: Ratones BALB/c fueron inoculados con LPS (0,2mg/Kg, i.p.). En el esquema A la endotoxina fue inoculada sola (LPS) o
simultdneamente con una dosis de dexametasona (Dex; 2,5mg/Kg, i.p.) (Dex+LPS) durante 4 dias. En el esquema B la endotoxina y la
Dex fueron espaciadas por 24hs siguiendo el protocolo durante 10 dias. Luego, 24hs después de la ultima dosis de LPS tolerizante, los
ratones fueron desafiados con una dosis letal de LPS (8mg/Kg, i.p.). Para cada esquema se llevaron en paralelo dos grupos control. Un
grupo fue inoculado solo con solucién fisiolégica y desafiado con la dosis letal (LPS letal), y un segundo grupo fue inoculado solo con
Dex durante los mismos dias para cada esquema y luego desafiados con una dosis letal de LPS (Dex+ letal). La mortalidad fue evaluada
hasta 72hs después del desafio con LPS letal.

Por otro lado, mediante la técnica de ELISA, se evalud la produccién de TNF-a e IL-10 en
plasma de los animales tratados con el esquema de inoculacion simultaneo (protocolo A)
a fin de determinar si la inhibicion de la tolerancia observada puede ser correlacionada
con un aumento en los niveles de dichas citoquinas. Para esto, los animales tratados
simultaneamente con Dex y LPS fueron sangrados 90 minutos después de la dosis letal
de LPS y muestras de plasma fueron colectadas. Los resultados presentados en la
figuras 8a y 8b muestran un aumento significativo para ambas citoquinas, tanto TNF-a
como IL-10, en los grupos tratados con Dex, dato que se encuentra acorde con la

ausencia de tolerancia a LPS observada en estos animales.

(a) (b)
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Figura 8: Niveles de TNF-a e IL-10 de ratones tratados simultaneamente con Dex+LPS durante el proceso de
tolerizacion. Ratones BALB/c tratados como se describe en tabla 2 esquema A y un grupo control (-) que recibié
solamente la dosis letal fueron sangrados 90 minutos después del desafio con la endotoxina y se evalué en plasma los
niveles de TNF-a (a) y de IL-10 (b) mediante un ensayo de ELISA. Los resultados son expresados como la media +
S.E.M. (pg/ml) de n=7-9 por grupo. ***p<0.0001.
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Sin embrago, un resultado llamativo es el comportamiento de la citoquina anti-inflamatoria
IL-10 en nuestro modelo, observando bajos niveles en plasma de ratones tolerantes. Si
bien varios trabajos le han adjudicado un rol central a dicha citoquina en el fendmeno de

la tolerancia reportando niveles elevados en diferentes modelos'®?’

, Su produccion y
participacion sigue siendo bastante controversial. Asi, otros autores demostraron una
disminucioén en los niveles de IL10 en plasma de ratones tolerantes como también en

modelos de tolerancia in vivo en humanos?'®?%,

Estos trabajos consideran que el
fendmeno de tolerancia a endotoxina refleja una disminucién tanto de ciertos mediadores
proinflamatorios como anti-inflamatorios. En linea con esto, los bajos niveles de IL10
detectados en ratones tolerantes se encuentran en consonancia con estos trabajos y el
aumento observado frente al desafio con una dosis letal en ratones tratados con
Dex+LPS durante el establecimiento de la tolerancia condice con el bloqueo del montaje

del fenémeno.

En breve, estos resultados sugieren que la administracion de glucocorticoides exdgenos
durante la generacion de la tolerancia ejerce un efecto inhibitorio resultando finalmente en

el bloqueo del establecimiento del fenédmeno.

5.2.2 Relevancia de la secreciéon temprana de TNF-a en el establecimiento de la
tolerancia

Considerando entonces que el efecto inhibitorio de la Dex en el establecimiento de la
tolerancia puede estar mediando la inhibicion de ciertas citoquinas proinflamatorias
relevantes para el proceso, y teniendo en cuenta que el TNF-a es la citoquina de
secrecion mas temprana luego de la inoculacion de LPS, evaluamos la produccion de
dicha citoquina en el tratamiento de tolerizacién simultanea con LPS y Dex con el objetivo

de determinar su eventual participacion en el establecimiento del fenémeno.

Para ello, los animales fueron sometidos al mismo esquema descrito anteriormente pero
en este experimento fueron sangrados de manera diaria 90 minutos después del
tratamiento con la dosis tolerizante de LPS durante 4 dias y evaluamos la produccién de

TNF-a en plasma mediante un ensayo de ELISA.

Los resultados muestran claramente una disminucion total de los niveles de TNF-a en el
tratamiento simultdneo con LPS y Dex, pudiendo entonces concluir que el efecto
inhibitorio de la dexametasona en el establecimiento de la tolerancia podria estar
relacionado con la inhibiciéon de la secrecion inicial de TNF-a que ocurre como evento

temprano durante el montaje de la tolerancia (figura 9).
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1500

Hkk Figura 9: Niveles de TNF-a durante el
proceso de tolerizacion en presencia o
ausencia de dexametasona. Los ratones
1000 fueron inoculados de manera diaria con una
dosis de LPS tolerizante (0,2mg/Kg, i.p.) en
presencia (Dex+LPS) o ausencia (LPS) de
una dosis de dexametasona (2,5mg/Kg,
i.p.). Noventa minutos después de cada
dosis de LPS los animales fueron sangrados
500 y se evalué en plasma la produccién de
TNF-a. Los resultados son expresados
como la media + S.E.M.(pg/ml) de n=3-5 por
grupo. ***p< 0,001 LPSD1 vs. LPSD2,
LPSD3, LPSD4; *** p <0,001 LPSD1 vs.
Dex+LPS D1.
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Sin embargo, existen opiniones encontradas respecto a la participacion e importancia de
dicha citoquina durante el establecimiento de la tolerancia. Varios trabajos han reportado
la induccién de la tolerancia mediante el tratamiento con TNF-a en diferentes

199,201

modelos , mientras que otros sostienen que dicha citoquina no es relevante para el

establecimiento del fendomeno®®".

Asi, si bien observamos una asociacién entre el efecto de la Dex durante el
establecimiento de la tolerancia y la inhibicion de la secrecion de TNF-a, quisimos evaluar

la relevancia directa de esta citoquina en el establecimiento del fenémeno.

Para ello, utilizamos un modelo de tolerancia in vitro con macréfagos peritoneales de
ratéon los cuales fueron pretratados con anticuerpos policlonales anti-TNF-a (14ug/ml),
Etanercept -receptor soluble de TNF-a (12.5ug/ml)- o solucioén fisioldégica por 15 minutos y
estimulados con LPS (20ng/ml) durante 20hs. Luego las células fueron lavadas y
reestimuladas con LPS (100ng/ml) por un periodo de 6hs. Los sobrenadantes fueron
colectados y se determind la actividad biologica del TNF-a mediante un ensayo de

citotoxicidad.

Los resultados obtenidos muestran que la tolerancia in vitro puede establecerse aun en
ausencia de TNF-a (Figura10). Por otro lado, en un ensayo in vivo 3 grupos de ratones
(n=6) fueron inoculados con 25, 50 o 100 ng de TNF-a durante 4 dias consecutivos y
desafiados con una dosis letal de LPS. Todos los animales murieron entre las 48hs y
72hs, mientras que los animales tratados con LPS en lugar de TNF-a sobrevivieron

demarcando el montaje de la tolerancia.
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Figura 10: Tolerizaciéon in vitro en ausencia de TNF-a. Macréfagos peritoneales de raton fueron pretratados con
anticuerpo anti-TNF-a (14ug/ml), receptor soluble para TNF-a (12.5ug/ml.) o solucién fisioldgica por 15 minutos e incubados
con LPS (20ng/ml) durante 20 hs. Las células fueron lavadas y reestimuladas con 100ng/ml de LPS por 6hs. Los
sobrenadantes fueron colectados y se determind la actividad biolégica del TNF-a mediante un ensayo con L-929. Los
resultados son expresados como la media + S.E.M. (%control) de 6 experimentos independientes. *p< 0,05 significativamente
diferente del control. Las células control fueron tratadas solamente con 100ng/ml de LPS durante 6 hs y la actividad biolégica
del TNF-a fue considerada como el 100% y se encuentra representado por una linea de puntos.

Estos resultados sugieren que, al menos en nuestro modelo de trabajo, el TNF-a no es
una citoquina relevante para el establecimiento del fendmeno de tolerancia a endotoxina.
Por otro lado, considerando el bloqueo que ejerce el tratamiento diario con Dex en el
proceso de tolerizacidon, es posible sugerir que dicho efecto puede ser debido a la
inhibicion de otras citoquinas proinflamatorias relevantes en el establecimiento del

fenédmeno.

5.3 Mifepristone (RU486), un antagonista para receptores de
glucocorticoides, desarticula el mantenimiento de la tolerancia pero

no altera el establecimiento del fendmeno

5.3.1 Participacion de los glucocorticoides endogenos durante el establecimiento
de la tolerancia

En base a los resultados previos, observamos que la administracion exdgena de un
glucocorticoide sintético (Dex) impide el establecimiento de la tolerancia, mientras que
paraddéjicamente, por otro lado, los niveles enddgenos de glucocorticoides se encuentran
elevados durante este proceso y, eventualmente, podrian ser los responsables del

manteimiento de la tolerancia y la causa de la refractariedad a dosis letales de LPS.

66



5.- Resultados

Teniendo en cuenta esos resultados, evaluamos la relevancia de los glucocorticoides
endogenos durante el establecimiento de la tolerancia. Para ello, hicimos un disefio
experimental en el cual utilizamos un antagonista de glucocorticoides (Mifepristone;
RU486) durante el montaje de la tolerancia con el objetivo de inhibir la accion de los
glucocorticoides enddgenos y, de esta manera, poder conocer su relevancia en dicha

fase del fenébmeno.

Si bien es conocido el efecto inhibitorio que ejerce el RU486 sobre la accion de los
glucocorticoides, también es conocida su accion como un antiprogestageno actuando

sobre receptores de progesterona.

Para poder dilucidar en nuestro modelo que la acciéon del RU486 fuera mediante la
inhibicion de receptores para glucocorticoides realizamos el siguiente ensayo. Se pretratd
un grupo de ratones con una dosis de RU486 (12 mg/kg s.c.) 5 minutos antes de un
tratamiento simultaneo con Dex y LPS letal (n=7). Un grupo control fue tratado solamente
con el esquema simultaneo de Dex y LPS letal en el cual se observdo un 100% de
refractariedad frente al efecto del LPS (n=7).

Sin embargo, en el grupo tratado con RU486 observamos una mortalidad del 100%
indicando que el efecto del RU486 fue ejercido a nivel de receptores para
glucocorticoides. Por otro lado, hemos utilizado para los diferentes experimentos tanto
ratones machos como hembras donde obtuvimos los mismos resultados, lo cual nos
sugiere que no habria una participacién relevante de los receptores de progesterona en

los resultados obtenidos.

En base a esto, realizamos un experimento en el cual los ratones fueron tratados de
manera simultanea con RU486 (12 mg/kg s.c.) y una dosis tolerizante de LPS de manera
diaria durante 4 dias. Luego, 72 hs después de la ultima inoculacién de LPS, los animales
recibieron una dosis letal de LPS (8mg/Kg.; i.p.) y se evalué la mortalidad. Un grupo

control recibié solamente dosis de RU486 durante los 4 dias.

Los resultados mostrados en la tabla 3 indican que, el bloqueo de los receptores para
glucocorticoides, y por ende de la accion de los glucocorticoides enddgenos, no afecta la
generacion del mecanismo de tolerancia in vivo. Esto sugiere que la participacion de los
glucocorticoides enddégenos no seria relevante durante el establecimiento de dicho

fendmeno.
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Tabla 3: Mifepristone (RU486) no afecta el establecimiento de la tolerancia

LPS RU86-LPS  RU486

mortalidad 17 2/20 6/6
(frecuencia)
mortalidad

(%) 0 10 100

Tabla 3: Ratones BLAB/c fueron inoculados con una dosis tolerizante de LPS (0,2mg/Kg, i.p.) en
presencia (RU486LPS) o en ausencia (LPS) de una dosis de RU486 (12 mg/kg s.c.) de manera diaria
durante 4 dias. Un grupo control recibié solamente la dosis diaria de RU486. Luego, 72 hs después de la
ultima dosis tolerizante, los ratones fueron desafiados con una dosis letal de LPS. Se evalud la
mortalidad hasta 72 h. después del tratamiento con la dosis letal de LPS.

del fendbmeno.
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5.- Resultados

Por otro lado, evaluando la produccion de TNF-a diaria luego del tratamiento simultaneo
con RU486 y LPS, observamos un perfil similar para el dia 1 (D1) mientras que, para los
dias subsiguientes encontramos un aumento significativo en el grupo tratado con RU486.
Este resultado refleja que el bloqueo de la acciéon de los glucocorticoides permite un
incremento de los niveles de TNF-a en plasma inducido por LPS. Sin embargo, el
fendmeno de tolerancia puede establecerse en los animales tratados con RU486 lo cual

sugiere que los glucocorticoides no tendrian un rol relevante durante el establecimiento

Figura11: Niveles de TNF-a en ratones tolerizados en presencia o ausencia de RU486. Animales tratados como se
describe en tabla 3 fueron sangrados 90 minutos después de cada dosis tolerizante de LPS durante 4 dias y se evalué en
plasma los niveles de TNF-a mediante un ensayo de ELISA. Los resultados son expresados como la media + S.E.M.

(pg/ml) de n = 4-6 por grupo. ** p< 0,01 entre D2 LPS vs. D2 LPS+RU486; D3 LPS vs. D3 LPS+RU486; D4 LPS vs.

LPS+RU486.

D4
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5.3.2 Participacion de los glucocorticoides endégenos en el mantenimiento de la
tolerancia

Si bien la participacion de los glucocorticoides en el establecimiento de la tolerancia no
parece tener una relevancia sustancial, quisimos analizar entonces su rol en el

mantenimiento del fenémeno.

Para ello, 6 grupos de ratones fueron tolerizados y 24hs después de la ultima dosis de
LPS tolerizante fueron tratados con una dosis de RU486 (12 mg/kg s.c.). Luego, a
diferentes tiempos como se indica en el esquema 5, fueron inoculados con una dosis
letal de LPS, evaluandose la mortalidad de todos los grupos hasta 72h después del

desafio.

(2
24h %
2
8h— 9%
e
5h 4
4
” 3h 4
[
o
. th_— 9§
+
8 $ $ g 2 g
oh —2 < < < e { - <
a E E E E E Esquema 5: Esquema
ilustrativo del protocolo de
inoculacién con una dosis
- N (] < 0 © de RU486 y una dosis
(O) (O] (U] (O] (O] (O) letal de LPS en los
I I diferentes grupos
tolerantes experimentales.  Ru486

(12 mg/kg s.c), LPS
(8mg/Kg, i.p.)

Los resultados mostrados en la tabla 4 indican que el tratamiento con RU486 desarticula
completamente el fendmeno de tolerancia y dicho efecto se expresa en igual magnitud
hasta 3 horas después de inoculado el RU486. Sin embargo, cuando la dosis letal de LPS
es inoculada 5hs después del tratamiento con RU486 la mortalidad se reduce a un valor
del 30%, observando que a tiempos mayores el sistema retorna completamente al estado

inicial de tolerancia, volviendo a ser refractario a una dosis letal de LPS.
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Tabla 4: Efecto del RU486 en el mantenimiento de la tolerancia

tolerante + RU486
Oh 1h 3h 5h 8h 24h

tol N

(][‘r‘eocrffe“r‘]’;g) 2020 1111 1141 310 010 0410 011  10/10

m”g;:i)dad 100 100 100 30 0 0 0 100

Tabla 4: Ratones BALB/c fueron tolerizados con LPS (0,2mg/Kg, i.p.) durante 4 dias. Luego de 24hs de la ultima dosis de LPS, los animales
fueron inoculados con RU486 (12mg/Kg; subcutdneamente) y a diferentes tiempos como se indica en la tabla, fueron desafiados frente a
una dosis letal de LPS (8mg/Kg; i.p.). La mortalidad fue evaluada hasta 72hs después de la inoculacién de la dosis letal. Un grupo control
de ratones tolerantes (tol) fue inoculado con propilenglicol (vehiculo de RU486) y todos los animales sobrevivieron a una dosis letal de LPS.
Ratones naive (N) fueron inoculados con solucion salina en lugar de LPS tolerizante y desafiados con una dosis letal de LPS.

Esto indica que la accién del RU486 desacopla el fendmeno de tolerancia in vivo de
manera transitoria, permitiendo establecer una ventana temporal en la cual es posible
observar nuevamente la sensibilidad al LPS. Transcurrido dicho efecto el sistema retorna

al estado refractario indicando la reversibilidad de la accién ejercida por RU486

En linea con la desarticulacién del mecanismo de tolerancia ejercida por RU486, se
observé una correlacion con un aumento en los niveles de TNF-a en el plasma, 90
minutos después del desafio letal, aportando un dato adicional de la desarticulacion del
fenémeno. Por otro lado, los altos niveles de IL-10 observados en ratones tolerantes
tratados con RU486 denota la importancia limitada de dicha citoquina en el

mantenimiento del fenédmeno (Fig. 12 y tabla 4).
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Figura12: Niveles de TNF-a e IL-10 en la desarticulacion de la tolerancia ejercida por RU486. Grupos de ratones tratados bajo el mismo
protocolo de la tabla 4 fueron sangrados 90 minutos después de la dosis letal de LPS y los niveles de TNF-a e IL-10 fueron determinados en
plasma mediante un ensayo de ELISA. Los resultados son expresados como la media + S.E.M. (pg/ml) de n=7-9 por grupo. *p<0,001,
**p<0,01, ***p<0,05 significativamente diferente del grupo tolerante (tol); n.s.: no significativo.
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Analizando el perfil de otras citoquinas proinflamatorias que se encuentran disminuidas
tanto en el fenémeno de tolerancia a endotoxina como en los procesos de sepsis,
evaluamos el efecto del RU486 sobre la produccion de IL-12 e IFN-y en ratones
tolerantes. Para esto, los ratones fueron tolerizados durante 4 dias como en el
experimento anterior y 24hs después de la ultima dosis de LPS tolerizante, los animales
fueron tratados con una dosis de RU486 y una dosis letal de LPS de manera simultanea.
Para evaluar los niveles de citoquinas, diferentes grupos de animales fueron sangrados a
las 3hs y 6hs después del desafio letal y se midieron en plasma la produccion de IL-12 e

IFN-y respectivamente.

Si bien no observamos un efecto del RU486 sobre los niveles de IL-12 obtuvimos un
incremento significativo en la produccion de IFN-y comparado con los niveles observados
en ratones tolerantes Figura 13a y b). Este dato concuerda con varios trabajos en los
cuales se ha reportado un efecto inhibitorio de los GC sobre la produccion de IFN-y en

292

diferentes modelos de estudio™™, aportando asi a nuestro trabajo un dato adicional

respecto a la participacion de los GC y sus efectos en el fendmeno de la tolerancia.
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Figura 13: Niveles de IL-12 e IFN-y en la desarticulacion de la tolerancia ejercida por RU486. Los ratones fueron tolerizados con
LPS (0,2mg/Kg, i.p.) durante 4 dias. Veinticuatro horas después de la tltima inoculacién los animales fueron tratados con una dosis
de RU486 (XXX) (tolRU846) o vehiculo (tol) y una dosis de LPS letal (xx) de manera simultanea. Un grupo control recibié solamente el
desafio letal (N). Luego, 3hs y 6hs después del a dosis letal los animales fueron sangrados y se determiné en plasma los niveles de
IL-12 e IFN-y respectivamente mediante un ensayo de ELISA. Los resultados son expresados como la media + S.E.M. (pg/ml) de n=4
por grupo. *p<0,05

Asi, en base a estos resultados podemos concluir que los glucocorticoides participan en
el mantenimiento de la tolerancia ya que bloqueando su accion se promueve la
desarticulacion del fenomeno.
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5.3.3 Accion del IFN-y en la desarticulacion del fenémeno de tolerancia in vitro

Una de las estrategias focalizadas en la reversion del fenédmeno de tolerancia ha sido la
utilizacién del IFN-y en modelos tanto in vitro como in vivo permitiendo una restauracion

de la respuesta de TNF-a frente a un estimulo de LPS?.

En base a estas consideraciones y teniendo en cuenta el efecto de desarticulaciéon
transitoria inducido por RU486, quisimos evaluar si la accion de dicha citoquina comparte
con el RU486 su efecto transitorio o promueve en cambio, una desarticulacion irreversible

del fendomeno de tolerancia.

Como disefio experimental utilizamos macrofagos peritoneales de ratdén tolerizados en
cultivo mediante la incubacion con LPS (20 ng/ml) por 20h. Luego, fueron lavados e
incubados con IFN-y (500U/ml) por 18h y finalmente reestimulados, a diferentes tiempos,
con LPS (100ng/ml) por 6hs. La actividad de TNF-a fue determinada en los

sobrenadantes de los cultivos mediante un ensayo de citotoxicidad.

Los resultados mostraron un incremento en la producciéon de TNF-a en los tratamientos
de Oh y de 24h, es decir cuando la reestimulacion con LPS ocurre luego del tratamiento
con IFN-y 6 24h después de dicho tratamiento, observando que dicha citoquina promueve
una desarticulacion del fenédmeno de tolerancia (figuras 14a y 14b).

Sin embargo, cuando la reestimulacion ocurre 48h o 72h después del tratamiento con
IFN-y el efecto desacoplante desaparece y el sistema retorna nuevamente al estado
tolerante (figura 14c). Asi, el IFN-y muestra un efecto de desarticulacion reversible y
transitorio similar al observado en los estudios con RU486, aunque debe tenerse en
cuenta que los estudios con citoquinas fueron realizados in vitro mientras que los analisis

con RU486 fueron evaluados in vivo.
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4- 72h Figura 14: Efecto el IFN-y en la desarticulacion de la
tolerancia a endotoxina in vitro. Macréfagos
peritoneales fueron pretratados con 20ng/ml de LPS o
solucion fisiolégica por 20hs y luego fueron lavados e
incubados con 500U/ml de IFN-y durante 18hs.
34 Finalmente las células fueron reestimuladas a 0, 24 y
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5.4 Mifepristone (RU486) induce una restauracion parcial de la
respuesta inmune humoral y celular en ratones

tolerantes/inmunosuprimidos por LPS

5.4.1 Efecto del tratamiento con RU486 sobre la respuesta inmune humoral
primaria
Uno de los eventos claves en las sepsis ocurre en etapas tardias, luego de 24 - 48 horas,

en donde lo predominante es un estadio anti-inflamatorio que, habitualmente, concluye en
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una inmunosupresion severa con la muerte del paciente por infecciones oportunistas. El
fendbmeno de tolerancia a endotoxinas es considerado la fase inicial de esta

inmunosupresion.

Sobre esta base y considerando que el tratamiento con RU486 desarticula la tolerancia,
nos avocamos a estudiar si el efecto ejercido por RU486 puede modificar o modular la
respuesta inmune humoral en un modelo de tolerancia/inmunosupresiéon inducido por
LPS.

Para ello, utilizamos un esquema de tolerancia mas extendido en el tiempo y con dosis de
LPS en concentraciones crecientes, dado que, si bien la tolerancia en si misma conduce
a un estado de inmunosupresion, los esquemas mas extendidos nos permitieron alcanzar
mayores grados de depresién inmune obteniendo asi un modelo mas adecuado para el

analisis de la restauracion de una respuesta inmune.

Asi, ratones tolerantes/ inmunosuprimidos fueron tratados, o no, con RU486 (30 mg/kg
i.p.) en un esquema de 3 dosis, e inmunizados con gloébulos rojos de carnero (GRc; 5
x108/raton i.p.), un antigeno particulado que induce una respuesta humoral T-dependiente
(Esquema 6). Un grupo control (no inmunosuprimido) se sometié al mismo esquema de
inmunizacion en presencia o ausencia de RU486. Siete dias después de la exposicion al
antigeno (Ag), los animales fueron sangrados y la respuesta inmune humoral primaria fue

evaluada en muestras de suero mediante un ensayo de hemoaglutinacion.

Ohs

30min. 24hs 30hs
TolllS RU486 > GRc > RU486 — 3 RU486
| | | | | |
I ] I ] I ]
Dia 0 Dia 1 Dia 2

Esquema 6: llustracion del protocolo de inoculacién de RU486 (30mg/Kg, i.p.) y antigeno (GRc; 5 x10%/ratén i.p.) en
ratones tolerantes/inmunosuprimidos inducido por LPS (Tol/IS) para la evaluacién de la respuesta humoral primaria.

Los resultados presentados en la figura 15 muestran una clara disminucién en la

respuesta de anticuerpos en ratones tratados con LPS denotando el estado de
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inmunosupresion (IS). Sin embrago, el tratamiento con RU486 conduce a una
restauracion parcial, aunque significativa, de la respuesta inmune humoral primaria en

ratones tolerantes/inmunosuprimidos por LPS.
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Figura 15: Produccién de anticuerpos en el curso de una respuesta primaria. Ratones BALB/c fueron tolerizados/inmunosuprimidos
con LPS (0,2mg/Kg; i.p. por 3 dias seguido por 4mg/Kg i.p. durante 9 dias). Veinticuatro horas después, los ratones fueron tratados con
RU486 (30m g/kg, i.p.) o vehiculo (propilenglicol) y 30 minutos mas tarde fueron inmunizados con glébulos rojos de carnero (GRg;
5x10%/raton, i.p.). Luego, 24 y 30 h. después de la inmunizacion los ratones fueron otra vez tratados con RU486 o su vehiculo. Un grupo
control (naive) fueron tratados o no con RU486 e inmunizados utilizando el mismo esquema. Siete dias después del a inmunizacion
todos los animales fueron sangrados y se evaluaron los niveles de anticuerpos anti-GRc en suero mediante un ensayo de
hemaglutinacion. Los resultados son expresados como la media + S.E.M.(% del control promedio) representando cada punto un animal.
Los datos representan 3 experimentos independientes con 3-5 animales por grupo. IS = ratones tolerantes/ inmunosuprimidos inducido
por LPS; IS + RU486 = ratones tolerantes/inmunosuprimidos inducido por LPS tratados con RU486; C = ratones control (naive)
inmunizados; C + RU486 = ratones control (naive) inmunizados + RU486. **p<0,01.

Con el fin de corroborar los resultados obtenidos y determinar el perfil de
inmunoglobulinas comprometidas en la modulacion de la respuesta inmune, se realizd un
ensayo por citometria de flujo en donde pudimos determinar la producciéon de

anticuerpos, asi como identificar los diferentes isotipos de anticuerpos involucrados.

Para esto, GRc fueron opsonizados con anticuerpos provenientes del suero de los
ratones tratados, luego se realizaron varios lavados y finalmente se incubaron con
anticuerpos anti-lgM (PE), anti-IgG (FITC) o anti-lg total (FITC) por 30 minutos a 4°C.

Los analisis por citometria de flujo confirmaron los estudios por hemaglutinacion
mostrando un claro aumento en la produccién de anticuerpos en los animales
inmunosuprimidos tratados con RU486 (Figura 16a). Por otro lado, el restablecimiento
parcial de la respuesta humoral se vio reflejado tanto en los isotipos IgM como IgG

inducidos en una respuesta primaria (Figura 16b).
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a
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Figura 16: Inmunoglobulinas totales e isotipos en el curso de una respuesta primaria. (a) Dot plot representativos de
inmunoglobulinas (Ig) totales (lg total) anti-glébulos rojos de carnero (GRc) para los distintos grupos experimentales. (b) Los niveles
de inmunoglobulinas IgM e IgG anti-GRc fueron comparados entre los diferentes grupos utilizando una dilucién 1:300. Los datos
muestran un experimento representativo de 3. El nimero entre paréntesis representa la intensidad de fluorescencia media (IFM).
Control: ratones naive inmunizados. A la dilucion 1:300 los niveles de IgM entre grupo control y el grupo
inmunosuprimido+RU486 parecieran ser similares. Sin embrago a diluciones 1:5000 los niveles de IgM en el grupo control
fueron aun detectados mientras que fue negativo para el grupo inmunosuprimido +RU486 (dato no mostrado).

5.4.2 Efecto del tratamiento con RU486 sobre la respuesta inmune humoral
secundaria

En los procesos de sepsis tardias los pacientes que cursan con un cuadro de
inmunosupresion, habitualmente sucumben por infecciones oportunistas frente a las
cuales en condiciones de inmunocompetencia la respuesta frente a estos patdégenos se
hubiera desencadenado de manera eficiente. En base a estas consideraciones y teniendo
en cuenta que el tratamiento con RU486 permite una restauracion parcial de la respuesta
humoral primaria, decidimos evaluar el efecto del tratamiento sobre la respuesta humoral
secundaria.

Para esto, ratones normales fueron previamente inmunizados con GRc (5 x10%/ratén i.p.)

antes de ser sometidos a un esquema de inmunosupresion, que comenz6 15 dias
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después de la inmunizacioén. Luego, fueron tratados, o no, con un esquema de 3 dosis de
RU486 (30 mg/kg i.p.) y sometidos a una segunda inmunizacion (ver esquema 7). Un
grupo control de ratones no inmunosuprimidos fue inmunizado utilizando el mismo
esquema. Siete dias después de la 2° inmunizacion, todos los ratones fueron sangrados
y la respuesta humoral secundaria fue evaluada mediante un ensayo de hemaglutinacion.
Debemos tener en cuenta que en este esquema experimental los animales fueron
inmunosuprimidos después de haberse iniciado una respuesta primaria. Por lo tanto, la

inmunosupresion fue estrictamente a nivel de la respuesta secundaria.

Ohs
l in. 24h h
GRc LPS RU486 "™ 20 GRe ® , RU486 ", RU486
Naive — | TolIs
Dia 0 Dia 15 a 26 Dia 27 Dia 28
Inmunizacién 3 - Inmunizacién
o - Inmunosupresion -
primaria secundaria

Esquema 7: llustracion del protocolo de inoculacion de RU486 (30mg/Kg, i.p.) y antigeno (GRc; 5 x10%/ratén i.p.) en
ratones tolerantes/inmunosuprimidos inducido por LPS (Tol/IS) para la evaluacién de la respuesta humoral secundaria.

Nuevamente en este caso, al igual que en la respuesta primaria, observamos una fuerte
depresion de la respuesta humoral secundaria en ratones inmunosuprimidos. Sin
embargo, el tratamiento con RU486 promueve el reestablecimiento o la restauracion

parcial de la respuesta secundaria frente a glébulos rojos de carnero. (Figura 17).

Figura 17: Produccion de anticuerpos en el

curso de una respuesta secundaria.Ratones

BALBY/c fueron inmunizados con glébulos rojos de

carnero (GRc; 5x10%/ratén, i.p.) y 15 dias mas

""""""""""""""""""""" tarde fueron tolerizados/inmunosuprimidos con
LPS (0,2mg/Kg; i.p. por 3 dias seguido por

600 4mg/Kg i.p. durante 9 dias). Luego de 24hs de la
ultima inoculacion los ratones fueron tratados con
RU486 (30mg/Kg, i.p.) o su vehiculo e

400 " inmunizados nuevamente con GRc. Un grupo

control (naive) fueron inoculados con GRc
T T utilizando el mismo esquema. Siete dias después

de la inmunizacién los animales fueron sangrados
200 y se evaluaron los niveles de anticuerpos anti-
GRc en suero mediante un ensayo de
hemaglutinacion. Los resultados son expresados
como la media + S.EM. (titulo de
1004 hemaglutinacion) de 9-10 animales por grupo. IS
= ratones tolerantes/ inmunosuprimidos inducido
por LPS; IS + RU486 = ratones
tolerantes/inmunosuprimidos inducido por LPS
T T tratados con RU486; C = ratones control (naive)
Control 1S 1IS+RU486 inmunizados. **p< 0,01.

8007

titulo de Hemaglutinacion
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Por otro lado, corroboramos los resultados mediante la determinacion de anticuerpos IgG
anti-GRc por técnicas de citometria de flujo. En la figura 18 se puede observar la
recuperacion de la produccion de inmunoglobulinas en ratones inmunosuprimidos
tratados con RU486.
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Figura 18: Inmunoglobulinas G (IgG) en el curso de una respuesta secundaria. Los niveles de inmunoglobulinas IgG anti-GRc fueron
comparados entre los diferentes grupos utilizando una dilucién 1:1500. Los datos muestran un experimento representativo de 3. El
numero entre paréntesis representa la intensidad de fluorescencia media (IFM). Control: ratones naive inmunizados.

Estos resultados sugieren un rol central de los GC enddgenos en el fendmeno de
inmunosupresion de la respuesta humoral frente a un antigeno T-dependiente. Por otra
parte, la restauracion parcial observada por el tratamiento con RU486 plantea la
posibilidad de considerar a este tratamiento como una estrategia de recuperacion de la

inmunidad humoral.

5.4.3 Efecto del tratamiento con RU486 sobre la respuesta inmune celular
En términos generales los procesos de inmunosupresion que se dan en sepsis
demuestran no solo un deterioro en la respuesta inmune humoral sino que ademas, y

principalmente, se observa una clara depresion a nivel de la respuesta inmune celular.

Por ello, decidimos evaluar en nuestro modelo la inmunosupresién celular y analizar si el

tratamiento con RU486 permite modular dicha respuesta.

Para esto utilizamos un modelo tumoral murino en el cual la respuesta inmune mediada
por células T es crucial para evitar el crecimiento del tumor. Asi, ratones
inmunosuprimidos con LPS fueron tratados, o no, con un esquema de 3 dosis de RU486
(30 mg/kg i.p.) y todos los grupos fueron inmunizados con células tumorales irradiadas

provenientes de un tumor denominado MC-C, altamente inmunogénico (6x10°
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células/raton; s.c). Siete dias después de la inmunizacion, los ratones fueron desafiados
con células tumorales MC-C vivas y tratados nuevamente con RU486 utilizando el mismo
esquema definido en el paso de inmunizacién. Por otra parte, como control de
inmunizacion se utilizé un grupo de ratones normales inmunizados y desafiados con
células tumorales utilizando el mismo esquema. Asimismo, como control de crecimiento
tumoral se llevd un grupo de ratones normales desafiados con células tumorales vivas.
Finalmente, 10 dias después del desafio con células tumorales evaluamos el crecimiento

tumoral considerando presencia o ausencia de tumor (ver Esquema 8).

Ohs Ohs

30min. 24h 30h: 30min. 24h: 30h:
RU486 — ") Células tumorales—y RUA486 "3 RUAS6  RU486 —p Desafio con tumor—y RU486 5 RU486

irradiadas | | | | | |
1 [ [ 1 | |

Dia 0 Dia1 Dia7 Dia 8

TolllS

Esquema 8: llustracion del protocolo de inoculacién de RU486 (30mg/Kg, i.p.) inmunizacién con células tumorales irradiadas
( 6x10° células/raton; s.c.) y desafio tumoral en ratones tolerantes/inmunosuprimidos inducido por LPS (Tol/IS) para la
evaluacion de la respuesta celular.

Como se observa en la tabla 5 el crecimiento del tumor fue 100% efectivo en el grupo de
ratones desafiados, mientras que, la previa inmunizacién evita por completo que el tumor
se implante. Esto nos indica que la inmunizacién fue la adecuada, permitiendo
desencadenar una respuesta inmune celular que conduce al rechazo del implante

tumoral.

Por otro lado, en ratones inmunosuprimidos, en donde la inmunizacion fue practicamente
ineficiente, se observé un crecimiento tumoral en el 90% de los casos. Sin embargo, en
ratones inmunosuprimidos que fueron tratados con RU486 se vio una recuperacion de la
respuesta inmune celular, que se expreso a través del rechazo significativo al implante

tumoral.
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Tabla 5: RU486 restaura parcialmente la respuesta inmune celular en ratones

inmunosuprimidos inducido por LPS

Control Inmunizado IS IS+ RU486
crecimiento de
tumor 12/12 0/12# 10/11t 3/12*#
(incidencia)
% de crecimiento 100 0 91 25

de tumor

Tabla 5: Ratones tolerantes/inmunosuprimidos fueron tratados con RU486 (30mg/Kg, i.p.)o vehiculo e inmunizados con células tumorales
irradiadas provenientes de un fibrosarcoma murino inducido por metilcolantreno (MC-C). Veinticuatro y 30 hs. luego de la inmunizacion
fueron nuevamente inoculados, o no, con RU486. Ratones naive fueron inmunizados usando el mismo esquema (In). Siete dias mas tarde,
los ratones fueron desafiados con células tumorales vivas y tratados, o no, nuevamente con RU486 usando el mismo protocolo definido
para el paso de inmunizacién. Un grupo de ratones naive fueron desafiados solamente con células tumorales vivas (control). Diez dias
después del desafio evaluamos la incidencia tumoral mediante presencia o ausencia de tumor. IS: grupo tolerante/inmunosuprimido;
IS+RU486: grupo tolerante/inmunosuprimido tratado con RU486. *p<0,01 vs. IS; ** p<0,001 vs. control; *** p<0,001 vs. In.

Esto indica que los GC juegan un rol clave en la inmunosupresion celular inducida por
LPS y que el RU486 permite restablecer o restaurar parcialmente esa respuesta, que

concluye finalmente en el rechazo tumoral.

5.5 Caracteristicas fenotipicas y funcionales asociadas a un estado de
inmunosupresién en poblaciones celulares de ratones

tolerantes/inmunosuprimidos por LPS

Una de las caracteristicas fenotipicas a nivel de poblaciones celulares que se asocian
con un estado de tolerancia y/o inmunosupresién es la marcada disminucion en la
expresion del receptor para LPS (TLR4), como asi también antigenos del complejo
mayor de histocompatibilidad de clase Il (MHC II), hecho también observado en pacientes
de sepsis tardias a nivel de los HLA-DR. Esto se traduce en alteraciones a nivel del
reconocimiento y presentacion antigénica, a los cuales se suman las alteraciones en el
namero de poblaciones linfocitarias y la activacibn de mecanismos de apoptosis
asociados a los fendmenos de sepsis. Estos cuadros se acompanan, ademas, por una
reducida respuesta proliferativa de células T y estan estrechamente relacionados a la
morbilidad asociada a fenédmenos sépticos.

Utilizando nuestro modelo de inmunosupresién nos propusimos evaluar las

caracteristicas de estos marcadores celulares y algunos aspectos funcionales en
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poblaciones de bazo de ratones inmunosuprimidos. Por otro lado evaluamos si el

tratamiento con RU486 modifica algunos de los parametros estudiados.

Para esto, ratones naive y tolerantes/inmunosuprimidos fueron inmunizados con glébulos
rojos de carnero (5x10%ratén, i.p) y tratados con 3 dosis de RU486 (30mg/Kg, i.p) como
se ilustra en el Esquema 6. Siete dias después de la inmunizacién colectamos células de
bazo de los distintos grupos experimentales y realizamos los siguientes analisis:
Evaluacién de poblaciones esplénicas (células B, células T, CD11b de linaje mieloide) y
de marcadores de superficie: TLR4, MHC-II; ensayo de fagocitosis con Zymosan-FITC, y

ensayos de proliferacion Ag especifica e inespecifica.

5.5.1 Caracteristicas generales de las poblaciones celulares esplénicas
Una de las observaciones mas llamativas en ratones inmunosuprimidos fue un
considerable aumento en el tamafio de los bazos alcanzando valores que duplican el

tamafo de un bazo normal (Figura 19).

0.25+

0.20

Figura 19: Ratones naive y tolerantes/ fueron
tratados con RU486 e inmunizados con GRc
como se describe en texto. Siete dias después
los animales fueron sacrificados y los bazos
fueron removidos y pesados en balanza de alta
precision. Los resultados son expresados
como la media + S.E.M. (gramos) de 6
experimentos diferentes (n=2-3 por
tratamiento). C: ratones naive inmunizados;
C+RU486: ratones naive inmunizados tratados
con RU486; IS: ratones
tolerante/inmunosuprimidos; IS+RU486:
ratones tolerantes/inmunosuprimidos tratados
con RU486. ***P< 0,01 C vs. IS; C vs.
IS+RU486.

0.15+

0.10

peso de bazos (gramos)

0.05+

0.00- T T
C C+RU486 IS IS+RU486

Este dramatico aumento en la masa del bazo nos sugiere una posible expansién de uno o
mas poblaciones esplénicas. Para evaluar este aumento analizamos diferentes
poblaciones de linaje linfoide y no linfoide, como linfocitos B mediante la expresion de
B220, linfocitos T mediante la expresion de CD3 y CD4 y linajes mieloides mediante el
marcador CD11b. En las diferentes poblaciones de linfocitos evaluadas no se observaron
aumentos considerables tanto en los porcentajes como en el numero de células, por el
contrario, hemos observado una disminucion significativa en las poblaciones de linfocitos

T CD4", hecho que se encuentra asociado con los mecanismos de deplecion inducida por
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apoptosis que se han descrito en procesos de inmunosupresion por sepsis. Por otro lado,

se observd un dramatico aumento de poblaciones celulares expresando el marcador
CD11b (Figura 20).

|:| control
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Figura 20: Ratones naive y tolerantes/inmunosuprimidos fueron tratados con RU486 e inmunizados con GRc como se
describe en texto. Siete dias después de la inmunizacion los bazos fueron procesados y se evaluaron diferentes
poblaciones esplénicas mediante citometria de flujo. Los resultados son expresados como la media + S.E.M. (n° de
células por bazo) de 6 experimentos independientes (n= 5-6 por grupo). Control: ratones naive inmunizados; IS: ratones
tolerantes/ inmunosuprimidos.

Evaluando las caracteristicas de esta poblacién aumentada encontramos una significativa
disminucion en la expresion del receptor TLR4 como asi también de los niveles de MHC I
(Tabla 6), datos que concuerdan con un estado de tolerancia y/o inmunosupresion. Sin
embargo, cuando evaluamos la expresion de estos marcadores en presencia del
tratamiento con RU486, no se observaron modificaciones en ninguno de los parametros
estudiados. Es posible considerar que los efectos modulatorios sobre la respuesta
inmune que ejerce el RU486, no se reflejen sustancialmente en los niveles de expresion

de los marcadores evaluados.
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Tabla 6: Células esplénicas CD11b" de ratones inmunosuprimidos muestran una

disminucion en la expresion de TLR4 y MHCII

Tratamiento con RU486

control inmunosuprimido  inmunosuprimido control
MHCII
% 83.871+2.3 67.32+1.5* 65.08+2.4* 83.08+3
MFI 312.4+20 188.5+19* 182.3+21* 319441
TLR4
% 14.16+1.3 6.7+0.5# 5.6+0.7# 12.89+0.7
MFI 2.6+0.1 1.5+0.08# 1.4+0.09# 2.240.1

Tabla 6: Esplenocitos obtenidos de los diferentes grupos experimentales fueron evaluados para la expresion de moléculas de
superficie TLR4 y MHCII sobre células CD11b" mediante citometria de flujo. Los resultados son expresados como la media +
S.E.M. de tanto el % de células positivas como la intensidad de fluorescencia media (IFM) de 3 experimentos independientes
(n=3-4 por tratamiento) *p<0,001 vs. Control (ratones naive inmunizados); #p<0,01 vs Control. Histograma representativo
para la expresién de TLR4 y MHCII en grupo control e inmunosuprimido.

W isotipo I isotipo

— control — control
—— 18

# de células

5.5.2 Capacidad fagocitica de poblacion esplénica CD11b*

Si bien existen evidencias de un clearance aumentado y una elevada capacidad
fagocitica asociados al fenomeno de tolerancia??, existen opiniones encontradas que
difieren en las observaciones planteadas?®®. En nuestro caso en particular, para evaluar la
capacidad fagocitica de células esplénicas CD11b" utilizamos un ensayo de fagocitosis
con Zimosan-FITC. Como se muestra en la figura 21 observamos una clara disminucion
en la capacidad fagocitica de células esplénicas CD11b* provenientes de ratones
inmunosuprimidos. Al igual que en los parametros evaluados anteriormente, el

tratamiento con RU486 no modifico la capacidad fagocitica.
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Figura 21: Esplenocitos (5x10° tubo) provenientes de los diferentes grupos experimentales fueron marcados con anticuerpos
monoclonales anti-CD11b-PE durante 40 minutos a 4°C. Luego las células fueron lavadas e incubadas por 30 minutos a 37°C con
Zimosan-FITC (Zy) como se describe en materiales y métodos. Los resultados son expresados como la media + S.E.M. (% de células
positivas) de 5 experimentos independientes (n=3-4 por tratamiento). C: ratones naive inmunizados; C+RU486: ratones naive
inmunizados tratados con RU486; IS: ratones tolerante/inmunosuprimidos; IS+RU486: ratones tolerantes/inmunosuprimidos tratados con
RU486. ***P< 0,01 C vs. IS; C vs. IS+RU486.

5.5.3 Proliferacion inespecifica y especifica de antigeno de células esplénicas
Para evaluar la capacidad proliferativa antigeno especifica incubamos los esplenocitos en
una proporcién 1:1 con GRc por un periodo de 72hs adicionando 1uCi de [*H] timidina

18hs antes del tiempo de finalizacion del ensayo.

Los resultados que se muestran en la Figura 22 indican una fuerte supresion en la
capacidad proliferativa de esplenocitos provenientes de animales inmunosuprimidos. Sin
embargo, el tratamiento con RU486 no permitié restablecer o aumentar la capacidad

proliferativa.

10000

T ks Figure; 22: Células esplénicas

i (2x10°células/well) fueron incubadas en
8000 —l_ proporcion 1:1 con GRc por 72hs a 37°C
adicionando 1uCi de timidina tritiada [3H] 18

T hs. del cosechamiento de las células. La
6000 actividad proliferativa fue estimada midiendo la
incorporacion de timidina y los datos son
expresados como la media + S.E.M. (A c.p.m.)
en el cual el promedio de los wells que no
4000+ recibieron estimulo fueron sustraidos de los
valores experimentales. C: ratones naive
inmunizados; C+RU486: ratones naive

Acpm

2000 inmunizados tratados con RU486; IS: ratones
tolerante/inmunosuprimidos; IS+RU486:
ratones tolerantes/inmunosuprimidos tratados

,__|__| con RU486. **p< 0,001, C vs. IS; C vs.
0 T ; IS+RU486.

T T
Cc C+RU486 IS IS+RU486
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Previamente demostramos que el tratamiento con RU486 induce una recuperacion de la
respuesta celular en los grupos inmunosuprimidos utilizando un modelo tumoral, sin
embargo, en este ensayo no observamos modificaciones en la proliferacion en presencia
del tratamiento.

Ahora bien, cuando evaluamos la capacidad proliferativa en un esquema similar pero
adicionando una dosis de RU486 2hs antes de la remocién del bazo observamos una

restauracion significativa en la respuesta proliferativa frente al tratamiento (figura 23).

15000

Figura 23: Células esplénicas

(2x10°células/well)  fueron incubadas con
10000 PR S 1ug/ml de CoA por 72hs a 37°C adicionando
—|_ 1uCi de timidina tritada [3H] 18 hs. del
cosechamiento de las células. La actividad

proliferativa fue estimada midiendo Ila
incorporaciéon de timidina y los datos son
expresados como la media £ S.E.M. (A c.p.m.)
5000 en el cual el promedio de los wells que no
recibieron estimulo fueron sustraidos de los
valores experimentales. C: ratones naive

inmunizados; C+RU486: ratones naive
inmunizados tratados con RU486; IS: ratones
tolerante/inmunosuprimidos; IS+RU486:
0 ratones tolerantes/inmunosuprimidos tratados

é C+Rh488 |IS |S+RIU486 con RU486. **p< 0,01, IS vs. IS+RU486.

A cpm

En breve, estos resultados nos muestran un conjunto de caracteristicas funcionales y
fenotipicas que demarcan un estado de depresién inmune en nuestro modelo de trabajo,
denotando nuevamente la participacion de los GC en la inhibicion de la proliferacion de

células esplénicas en ratones inmunosuprimidos.

5.6 Induccion de poblaciones celulares inmunosupresoras (GR-
1*CD11b") y T regulatorias (CD24"CD25'Fopx3*) en ratones
tolerantes/inmunosuprimidos por LPS: relevancia en el fenémeno de

tolerancia

En diferentes modelos de sepsis polimicrobiana como asi en modelos tumorales se ha
descrito la gran expansién y participacion de poblaciones celulares involucradas en los
fendmenos de inmunosupresion, principalmente, mediante la inhibicion de la proliferacion

de células T. Una de estas poblaciones, perteneciente al linaje mieloide, lo constituyen
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las células inmaduras supresoras (MSDC), las cuales han sido definidas como una
poblacion altamente heterogénea compuesta por progenitores y precursores de ceélulas
mieloides con un estado fenotipico de inmadurez y una gran capacidad para suprimir la
respuesta de células T,

En modelos de ratéon dicha poblacién se ha caracterizado por la co-expresion del
antigeno de diferenciacion de linaje de mieloides (GR-1), también llamado Ly6G y el
CD11b, también conocido como aM-integrina.

Por otro lado, otra de las poblaciones celulares a las que le han adjudicado un rol clave
en la supresion de la respuesta inmune en pacientes con tumores o en modelos de
sepsis, son las células T regulatorias definidas por la expresion del los antigenos CD4,
CD25 vy el factor de transcripcion Foxp3, las cuales estan incrementadas en pacientes

con tumores y sepsis'’’.

5.6.1 Efecto del tratamiento con dexametasona in vivo sobre la induccién de
poblaciones supresoras / regulatorias

Si bien en este trabajo se muestra una participacion sustancial de los GC en la regulacién
de la inmunosupresion inducida por LPS tanto a nivel humoral como celular, dada las
consideraciones previas nos propusimos evaluar en primer lugar la posible relacion o
participacion de los GC en la regulacién de poblaciones mieloides supresoras (GR-
1*/CD11b") y células T regulatorias (CD4"CD25"Foxp3*).

Se ha reportado que el tratamiento con GC in vitro promueve la induccion de un subset
de monocitos que se asemejan a las células supresoras derivadas de mieloides®®*. Por
otro lado, varios autores han demostrado una regulacion positiva sobre poblaciones T

regulatorias frente al tratamiento con GC sintéticos®®.

Asi, decidimos evaluar el efecto del tratamiento con dexametasona (Dex) in vivo sobre la
induccién de ambas poblaciones celulares. Con este propdsito, ratones naive fueron
inoculados con 2.5mg/Kg/dia de Dex durante 5 dias consecutivos. Luego, al 6% dia, los
bazos fueron removidos y se evaluaron ambas poblaciones mediante citometria de flujo.
En concordancia con observaciones previas observamos una dramatica disminucién de
las células de bazo, probablemente asociado al efecto apoptético que inducen los GC

sobre diferentes poblaciones esplénicas?®2%’.

Sin embargo, considerando que los niveles de glucocorticoides en plasma de ratones

tolerantes alcanzan valores aproximadamente 4-5 veces mas altos que los encontrados

en ratones normales, decidimos utilizar un protocolo de inoculacion de dexametasona
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que permita alcanzar una concentracion similar en plasma. Para esto, los ratones fueron
inoculados con 0.2mg/Kg/dia de Dex durante dos dias consecutivos y 24hs después
evaluamos en bazo las poblaciones celulares de interés. Por otro lado, un grupo control

fue inoculado con solucion fisiologica.

Los resultados mostrados en la figura 24 indican que el tratamiento con dos dosis de
dexametasona promueve un incremento significativo en el niumero de células GR-
1*/CD11b" como también a nivel de las células T regulatorias. (figura 24a y b). En efecto
estos resultados nos permiten pensar que los GC ejercen un efecto inductor sobre dichas
poblaciones, sugiriendo que la aparicion de dichas células puede ser, en parte, una

consecuencia de la accion de los GC.
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Figura 24: (a) Numero total de células GR-1°/CD11b" y (b) células CD4"CD25"Foxp3 * provenientes de bazo de ratones tratados con 2
dosis de dexametasona (Dex; 0,2mg/Kg, i.p.) o solucion fisiolégica (N). Veinticuatro horas mas tarde los esplenocitos fueron
cosechados y evaluados por citometria de flujo. Los resultados son expresados como la media + S.E.M. (nUmero de células /bazo) de
un experimento representativo con 4-5 animales por grupo. Este experimento fue repetido 2 veces. N: ratones naive; Dex: ratones
tratados con dexametasona. **p<0,01; ***p<0,001 significativamente diferente del grupo N. (c) Dot plot representativo de esplenocitos
GR-1"/CD11b" en los diferentes grupos.
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5.6.2 Induccion de poblaciones supresoras / regulatorias en el fenomeno de
tolerancia/ inmunosupresion

Teniendo en cuenta que la inmunosupresion / tolerancia inducida por endotoxina es
promovida por los GC enddgenos (revertido por RU486), que la Dex induce un aumento
de las células GR-1"CD11b"y CD4"CD25'Foxp3*, y que la inmunosupresién en modelos
de tumor y sepsis se asocia a la expansion de estas células supresoras/ regulatorias,
decidimos evaluar la relevancia de estas poblaciones celulares tanto en el

establecimiento como en el mantenimiento de la tolerancia.

En base a esto, en primer lugar determinamos la aparicion de estas células durante el
fendmeno de tolerancia. Asi, ratones BALB/c fueron inoculados diariamente con LPS
siguiendo un esquema de tolerancia/inmunosupresion durante 10 dias. Luego, 48hs
después de la ultima dosis de LPS se evaluaron, en bazo, las poblaciones celulares de
interés. Como se muestra en la figuras 25a y 25b un incremento significativo tanto de
células GR-1"CD11b* como de células T regulatorias se observa en ratones

tolerantes/inmunosuprimidos inducido por LPS.

a
b
1.5%10°

o *kk
N
o
o 1.0x10% § 1.5%107
- m *k
3 z ——
+ ()
- o 21.0x107
" 8 o
Q 5.0x107 Su
© 8 0
S B 5.0%10°
° 3]
o T

a

oL NN : 9 0- :
N Tol N Tol

Figura 25: (a) Numero total de células GR-1"/CD11b" y (b) células CD4"CD25"Foxp3 " provenientes de bazo de ratones tratados con
LPS (5 dosis de 0,2mg/Kg, seguido por 5 dosis de 4mg/Kg, i.p.) durante 10 dias. Dos dias mas tarde de la ultima inoculacién, los bazos
fueron removidos y se evaluaron las diferentes poblaciones celulares mediante citometria de Flujo. Los resultados son expresados como
la media £ S.E.M. (nimero de células /bazo) de un experimento representativo con 4-5 animales por grupo. Este experimento fue
repetido 4 veces. N: ratones naive; Tol: ratones tratados con LPS. *p<0,01; ***p<0,001 significativamente diferente del grupo N.

5.6.3 Relevancia de las células supresoras/regulatorias durante el establecimiento
de la tolerancia

Con el objetivo de determinar si este incremento en las poblaciones supresoras/
regulatorias participan de manera sustancial en las diferentes fases del fenomeno de
tolerancia, utilizamos un tratamiento con citostaticos para eliminar y/o disminuir las

poblaciones de interés. Asi, la ciclofosfamida ha sido descripta a inducir una marcada

88



5.- Resultados

deplecion de células T regulatorias en diferentes modelos estudiados, mientras que la

gemcitabina se ha utilizado para la deplecién de células supresoras GR-1" CD11b*2%:2%

Para analizar si dichas poblaciones participan en la induccion o en el establecimiento de
la tolerancia, disefiamos un protocolo de tratamiento con las diferentes drogas a fin de

eliminar la mayor proporcion de estas células durante el periodo de tolerizacion.

Para el estudio de las poblaciones mieloides supresoras, ratones naive fueron inoculados
con gemcitabina (120 mg/Kg; i.p) observando a las 48hs del tratamiento una clara
reduccion en el nimero de células GR-1"CD11b" en bazo. Luego, fueron tratados con
una nueva dosis concomitantemente a una primera inoculacion con LPS (5 pg/ratén; i.p)
con el objetivo de iniciar el establecimiento de la tolerancia en ausencia de la poblacion
celular. El protocolo de tolerancia incluyé dos dosis adicionales de LPS de administracion
diaria. Finalmente, 24hs después de la ultima inoculacién todos los ratones fueron
desafiados con una dosis letal de LPS, o fueron sacrificados y evaluadas las poblaciones
celulares en bazo por citometria de flujo. Por otro lado, un protocolo adicional utilizando

ciclofosfamida, en lugar de gemcitabina, fue desarrollado en paralelo.

Los resultados en la figura 26a muestran un marcado aumento en el nimero de células
GR-1" CD11b" en bazo de ratones tolerantes, como se mencioné previamente. Por otro
lado, el tratamiento con gemcitabina durante el proceso de tolerizacion, induce una
significativa reduccion de esta poblacion alcanzando valores similares a los normales. Sin
embargo, a pesar de esta marcada disminucion, el fendmeno de tolerancia pudo
establecerse en todos los animales, dato observado frente al desafio de una dosis letal.
Con el propésito de descartar que los niveles residuales de células GR-1" CD11b" que se
observan frente al tratamiento con gemcitabina, tengan algun efecto sobre el
establecimiento de la tolerancia, la utilizacion del protocolo con ciclofosfamida (100
mg/Kg; i.p.) practicamente elimind todas las células GR-1"CD11b*. Sin embargo, en
ausencia de esta poblacién, los animales resisten a una dosis letal de LPS confirmando
los resultados obtenidos con gemcitabina.

En el caso de las células T regulatorias, durante el proceso de tolerizacion, se observa
un aumento en el numero de esta poblacion aunque no alcanzo a ser significativamente
diferente al control a nivel estadistico. Sin embargo, para descartar cualquier efecto de
estas células sobre la induccién de la tolerancia, los animales fueron tratados utilizando

un esquema similar al anterior, pero usando ciclofosfamida como droga de deplecion
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celular (100 mg/Kg; i.p.). También se llevaron en paralelo esquemas con gemcitabina

para el estudio de esta poblacion.

Los resultados muestran que el tratamiento con ambas drogas inducen una disminucion
en el numero de células T regulatorias muy por debajo de los niveles normales,
alcanzando un efecto de mayor potencia el tratamiento con ciclofosfamida (Figura 26 b).
Sin embargo, a pesar de la marcada reduccion de esta poblacién, los animales resisten

una dosis letal de LPS demarcando el establecimiento de la tolerancia.
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Figura 26: (a) Numero total de células GR-1°/CD11b" y (b) células CD4"CD25"Foxp3 * provenientes de bazo de ratones tratados, o
no, con gemcitabina (GEM) o ciclofosfamida (CY) durante el establecimiento del fenémeno de tolerancia. Cuarenta y ocho horas
después de la ultima inoculacion de LPS, los esplenocitos fueron cosechados y evaluadas las poblaciones celulares mediante
citometria de flujo. Ratones naive también fueron tratados, o no, con las drogas utilizando el mismo esquema. Los resultados son
expresados como la media + S.E.M. (nimero de células /bazo) de un experimento representativo con 3-4 animales por grupo. Este
experimento fue repetido dos veces. El mismo disefio experimental fue conducido para evaluar la mortalidad frente al desafio con una
dosis letal de LPS (Mortalidad: N: 7/7; NGEM: 6/6; NCY: 6/6; tol: 0/7; tolGEM: 0/6; tolCY: 0/6). N: ratones naive; tol: ratones tolerantes
a LPS; tolGEM: ratones tratados con LPS y GEM; tolCY: ratones tratados con LPS y CY; NGEM: ratones naive tratados con GEM,;
NCY: ratones naive tratados con CY. #p< 0,01 significativamente diferente del grupo N; *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001
significativamente diferente del grupo tol; n.s. no difiere significativamente del grupo N.

Asi, los resultados mostrados en la figura 26 indican que tanto las células mieloides GR-
1*CD11b* como asi también las células T regulatorias, no parecen tener una influencia

directa en el proceso de establecimiento de la tolerancia.

5.6.4 Relevancia de las células supresoras/regulatorias en el mantenimiento de la
tolerancia

Por otro lado, si bien la participacion de estas células no parece ser sustancial para el
establecimiento de la tolerancia, quisimos evaluar su importancia en el mantenimiento de

la misma.

Asi, ratones tolerantes/inmunosuprimidos a LPS fueron tratados con una dosis de

gemcitabina (120mg/Kg, i.p) y 48hs después de la inoculacion de la droga, en un grupo
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de animales se determind el nivel de células GR-1"CD11b" en el bazo y, en otro grupo los
ratones fueron desafiados con una dosis letal de LPS para evaluar mortalidad. Un
esquema similar con ciclofosfamida fue llevado en paralelo.

En la figura 27a y b se muestra una gran expansién de la poblacion GR-1"CD11b"
aumentando tanto en porcentaje como en numero en los bazos de ratones tolerantes
sugiriendo cierta relevancia para esta poblacién en el mantenimiento del fendmeno. Sin
embargo, una reduccion significativa de esta poblacién por el tratamiento con
gemcitabina, no modifica el mantenimiento de la tolerancia dado que todos los animales
resisten a una dosis letal de LPS. Resultados similares fueron obtenidos usando
ciclofosfamida (150mg/Kg, i.p.), otra droga citostatica la cual indujo una robusta

eliminacién de la poblacion mieloide por debajo de los niveles normales (figura. 27a y b).

Para determinar la participacion de las células T regulatorias desarrollamos un protocolo
similar pero esta vez los animales tolerantes fueron tratados con ciclofosfamida
(150mg/Kg, i.p.) y 48hs después del tratamiento se evalud la mortalidad frente una dosis

letal de LPS como asi también los niveles de la poblacion en bazo.

Los resultados muestran una induccion significativa de esta poblacion en bazo de ratones
tolerantes. Si bien el tratamiento con ciclofosfamida induce una marcada disminucion en
los niveles de esta poblacion en bazo de ratones tolerantes, los animales resisten al
desafio frente a una dosis letal de LPS denotando el mantenimiento de la tolerancia.
Similares resultados fueron obtenidos utilizando gemcitabina (120mg/Kg, i.p), si bien el

efecto sobre las células T regulatorias no fue tan pronunciado (figura. 27c¢).
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Figura 27: (a) Dot plot representativo de esplenocitos GR-1°/CD11b" en diferentes grupos experimentales. (b) Nimero total de células
GR-1"/CD11b" y (c) células CD4*CD25 Foxp3 * provenientes de bazo de ratones tolerantes tratados, o no, con gemcitabina (GEM) o
ciclofosfamida (CY) 24hs después de la ultima dosis de LPS. Cuarenta y ocho horas después del tratamiento con las drogas, los
esplenocitos fueron cosechados y se evaluaron las poblaciones por citometria de flujo.Un grupo de ratones naive también fueron
tratados, o no, con las drogas. Los resultados son expresados como la media + S.E.M. (nimero de células/ bazo) de un experimetno
representativo con 4-5 animales por grupo. Todos los experimentos fueron repetidos 3 veces. El mismo disefio experimental fue
realizado para evaluar la mortalidad frente a una dosis letal de LPS (Mortalidad: N: 8/8; NGEM: 8/8; NCY: 6/6; tol: 0/8; tolGEM: 0/9;
tolCY: 0/7). N: ratones naive; tol: ratones tolerantes a LPS; tolGEM: ratones tolerantes tratados con GEM; tolCY: ratones tolerantes
tratados con CY; NGEM: ratones naive tratados con GEM; NCY: ratones naive tratados con CY. #p<0,01 y tp< 0,001 significativamente
diferente del grupo N; ***p<0,001 significativamente diferente del grupo tol.

Asi, todos estos resultados indican que tanto las células supresoras derivadas de
mieloides GR-1"CD11b*, como asi las células T regulatorias CD4+CD25+Foxp3, no
tienen una influencia directa tanto en el establecimiento como en el mantenimiento del
fendmeno de la tolerancia, dado que la ausencia o disminucion de estas poblaciones no

promueve una desarticulacion del fenomeno.
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6.- Discusion

En los ultimos afios diferentes grupos de investigacion abocados tanto a estudios basicos
como clinicos, han demostrado y enfatizado que la pérdida de la competencia inmune
constituye uno de los principales problemas en los procesos de sepsis tardias®®. En el
caso de las sepsis inducidas por bacterias Gram-negativas, estos pacientes muestran

2728 un fendmeno considerado como la fase

signos claros de tolerancia a endotoxina
inicial de la inmunosupresién?2%. Sin embargo, la tolerancia también se ha demostrado
en procesos de sepsis inducidos por bacterias Gram-positivas, aunque presentando
diferencias a nivel de ciertos mecanismos, como asi también frente a otros cuadros
patoldgicos como se ha mencionado en la introduccién de este trabajo®®. Si bien se ha
considerado al fendmeno de tolerancia como un mecanismo protector contra el shock
séptico, su incidencia se encuentra asociado con un riesgo aumentado de infecciones

secundarias'?'".

Varios trabajos han considerado que el fendmeno de tolerancia y las sepsis inducidas por
bacterias por Gram-negativas comparten vias de mecanismos asociados a la
inmunosupresion. De hecho, algunas de las similitudes encontradas entre tolerancia e
inmunosupresion inducida por sepsis son: disfunciones de macréfagos inducidas por
sepsis y macrofagos tolerizados con endotoxina'’, la prevalencia de mecanismos
moleculares comunes observados en la respuesta disminuida a LPS tanto en monocitos

102,220

de pacientes con sepsis como en células tolerantes a endotoxina , Y la asociacion

entre la tolerancia a endotoxina y la susceptibilidad a la reinfeccién®.

Estas son algunas de las razones por las cuales los estudios de la regulacién de la
tolerancia a LPS han merecido la atencién de muchos grupos de investigaciéon en todo el

mundo.

Sin embargo, a pesar de estos esfuerzos, el complejo fenédmeno de la tolerancia a
endotoxinas aun no se ha dilucidado por completo. Parte de esta complejidad puede
deberse a los diferentes agentes, factores o mecanismos implicados en la tolerancia /
inmunosupresion inducida por LPS, tales como: la downregulacion de las vias de
sefalizacién asociadas a los TLR, la inhibicion de factores de transcripciéon como el NF-

kB#*, la disminucién de quimioquinas y sus receptores como la fractalquina®’, la

C19,32,160 302,303,

participacion de citoquinas como IL-10 y TGF-*', de G , catecolaminas

304

mecanismos de deplecion de células dendriticas™,etc. Ademas, se ha demostrado que

el LPS tiene la capacidad de regular mas de 1500 genes®®.
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Si bien la relevancia de los GC en la tolerancia/inmunosupresion inducida por LPS ha
sido reconocida, algunos de sus efectos siguen siendo controvertidos y aun no

completamente comprendidos®*%33,

C¥®3% 3 las diferencias entre

Esto puede deberse a las acciones pleiotropicas de los G
los modelos utilizados, o mas probablemente, a las conclusiones derivadas de estudios
dirigidos para investigar una etapa particular de la tolerancia a endotoxina (por ejemplo el

mantenimiento), siendo luego generalizadas de manera inapropiada.

En este estudio evaluamos en primer lugar la participacion de los GC enddgenos vy
exogenos (Dex) en dos fases diferentes y relevantes de la tolerancia a endotoxina: el
establecimiento, un corto periodo con prevalencia de citoquinas proinflamatorias; y el
mantenimiento, un periodo mas largo con una predominancia de agentes anti-
inflamatorios. Por otro lado, estudiamos la relevancia de ciertas poblaciones celulares
asociadas a los estados de inmunosupresién analizando su participacion en las diferentes
fases del fendmeno. Y finalmente, evaluamos la relevancia de los GC endogénos en la

inmunosupresion humoral y celular inducida por LPS.

6.1 Etapa de Establecimiento del fenémeno de tolerancia a endotoxina

Uno de los efectos conocidos de los LPS es la inducciéon de altos niveles de GC en
plasma mediante la activacion del eje hipotadlamo-pituitaria-adrenal. Considerando un
contexto de tolerancia se ha reportado y hemos observado niveles elevados de GC en
plasma de ratones tolerantes. Estas cuestiones nos permitieron especular que los GC
podrian ser los responsables de la induccion de la tolerancia a LPS. Sin embargo, la

administracion exégena de Dex no posibilitd la induccion del fendmeno.

Por otro lado, evaluando la relevancia de los GC durante la fase de establecimiento
observamos que inhibiendo su accion endégena por RU486, el fendmeno se establece
normalmente. Por otra parte, la administraciéon exégena de un GC sintético como la Dex

durante dicha fase inhibe la induccién del fenédmeno.

Estas observaciones indican que si bien la presencia del GC promueve una proteccion
frente a una dosis letal de LPS, paraddjicamente, la presencia de Dex inhibe el
establecimiento de la tolerancia a endotoxina. Esto indica que los GC durante el montaje
del fenémeno no tienen una participacién sustancial, por el contrario, la administracion

exdgena durante la induccion de la tolerancia impide que se establezca.
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Una explicaciéon para dicha observacion es considerar el efecto anti-inflamatorio de los
GC que promueven la inhibicién de la secrecién de mediadores inflamatorios, los cuales
pueden ser relevantes para el establecimiento del fenomeno. El rol central de ciertas
citoquinas proinflamatorias, como el TNF-a, actuando como mediadores en el fendmeno
de tolerancia y en los procesos sépticos, ha sido ampliamente demostrado en diferentes
modelos animales. Ademas, muchas de las alteraciones fisiologicas que se desarrollan
durante las sepsis han podido ser parcialmente mimetizadas mediante la administracion
de TNF-a. Dicha citoquina es una de las primeras inducidas por la estimulacion con LPS
y es capaz de inducir un shock letal similar al que ocurre con dosis letales de LPS?. Sin
embargo, si bien la Dex inhibe la produccién de dicha citoquina durante el
establecimiento del fendmeno, observamos tanto en estudios in vivo como in vitro que el
TNF-a no parece ser una citoquina relevante para que el fendmeno se establezca, dado
que su adminitracion in vivo no permite inducir la tolerancia y, en consonancia, en

ausencia de dicha citoquina el fendmeno puede establecerse normalmente.

Por tanto, en nuestro modelo, el TNF-a no parece ser una citoquina responsable del

establecimiento de la tolerancia. Estos resultados estan en concordancia con los

I.291

propuestos por Medvedev et. al.“"’, pero son contrarios a los reportes de otros autores

199201 " Estas

donde sugieren que el TNF-a promueve el establecimiento de la tolerancia
discrepancias pueden deberse a que en ciertos trabajos donde se postula un rol esencial
para el TNF-a los experimentos se llevaron a cabo utilizando dosis de TNF-a no

199

fisiologicas (200 pg/kg/dia por 5 dias consecutivos)™ como también por los diferentes

modelos utilizados o diferentes especies®’.

Sin embargo, dado que los GC como la Dex inhiben la producciéon de un conjunto de
citoquinas proinflamatorias tales como TNF-a, IL-1a, IL-1B, IL-12, IFN-y, IL-6, IL-832%
esto nos sugiere pensar que otros agentes proinflamatorios, y no el TNF-a, puedan ser
requeridos para el establecimiento de la tolerancia.

En linea con esto, en trabajos desarrollados en nuestro grupo, hemos observado
previamente que la IL-1B fue capaz de inducir el establecimiento de la tolerancia a
endotoxina in vivo, determinado mediante la proteccion frente a una dosis letal, donde
observamos un aumento en los niveles de GC y una disminucion en la expresion del

TLR4, parametros asociados a un contexto tolerante™’.
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En los ultimos afos se le han adjudicado un rol relevante a ciertas poblaciones celulares
siendo consideradas responsables de la inmunosupresion en diferentes modelos. Asi las
células supresoras derivadas de mieloides (GR-1"/CD11b") y las células T regulatorias
(CD4*CD25'Foxp3*) han sido involucradas en la alteracion inmune vista en modelos

165168 "an modelos de estrés traumatico''®, como también en modelos de sepsis

10,169

tumorales

polimicrobiana

Considerando al fendmeno de tolerancia como un evento inicial de la inmunosupresion
que se observa en procesos de sepsis, en este trabajo evaluamos la relevancia de las
poblaciones celulares supresoras/regulatorias en dicho fendmeno. En primer lugar, y
consistente con los reportes anteriores, observamos un incremento significativo de estas
poblaciones en ratones tolerantes/inmunosuprimidos inducido por LPS.

Analizando su importancia durante el establecimiento del fendmeno, observamos que la
disminucion de dichas poblaciones, mediante el uso de drogas citostaticas, no imposibilita
que el fendbmeno se establezca normalmente. Estos resultados nos permiten considerar
que, si bien estas células pueden encontrarse involucradas en mecanismos especificos
que promuevan la alteracién del status inmune, no parecen ser relevantes para el
establecimiento de la tolerancia, dado que aun en su ausencia el fendmeno logra

establecerse.

6.2 Etapa de Mantenimiento del fenémeno de tolerancia a endotoxina
Evaluando la participacion de los GC durante el mantenimiento de la tolerancia,
observamos que bloqueando su accién mediante el uso de un inhibidor competitivo de

receptores para GC (RU486) se logra la desarticulacion del fenémeno.

Dicho efecto ocurre de manera transitoria permitiendo la apertura de ventanas temporales
en las cuales los animales vuelven a ser susceptibles a una dosis letal de LPS. Los
periodos de desarticulacidbn concuerdan con el aumento en los niveles de ciertas
citoquinas estudiadas como TNF-a IFN-y e IL-10. Luego de ese tiempo, el sistema
retorna al estado refractario inicial, hecho que denota el efecto reversible del tratamiento
con RU486. Asi, estos resultados sugieren un rol central de los GC durante el

mantenimiento de la tolerancia.

En linea con esto, varios trabajos han propuesto a la IL-10 como una citoquina relevante

en el fendbmeno de tolerancia, adjudicandole un rol central en vista de los niveles

19,21

elevados en diferentes modelos™'. Sin embargo, su modo de accion sigue siendo
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bastante controversial. De hecho, algunos autores consideran que la IL-10 es una
citoquina central para el establecimiento de la tolerancia®', mientras que otros consideran
que es critica para el mantenimiento pero no asi para el establecimiento de la

tolerancia™1¢",

Los resultados en este trabajo donde observamos bajos niveles de IL-10 en animales
tolerantes y altos valores en tolerantes tratados con RU486 nos sugieren que dicha
citoquina no parece ser crucial para el mantenimiento de la tolerancia. Estos datos estan

en linea con resultados de Baykal et al.

y otros autores quienes han reportado una
disminucién en los niveles de IL-10 en plasma en modelos de tolerancia®'>**. Por otro
lado, Berg et.al. han demostrado que ratones knock-out para IL-10 pueden ser tolerizados

con LPS™?.

Sin embargo, no podemos descartar un posible rol para la IL-10, debido a que es posible

la existencia de mecanismos redundantes en la regulacién de la tolerancia a endotoxina.

Es importante tener en cuenta la existencia de mecanismos de regulacion muy
controvertidos entre los GC y la IL-10. Si bien se considera la existencia de una
regulacién transcripcional de los GC a nivel de elementos respondedores en el promotor

del gen para IL-10°"

, algunos trabajos han reportado una regulacion bifasica sobre la
secrecion de dicha citoquina. A bajas concentraciones de dexametasona se estimula la
secrecion de IL-10 en cultivos celulares de sangre entera en humanos, mientras que, a
altas concentraciones se inhibe la secrecion. Ademas han observado que el
pretratamiento con IL-10 en una linea celular de monocitos promueve un aumento en el
nimero de receptores para glucocorticoides (GR)**. Por otro lado, otros autores han
demostrado que dicha citoquina anti-inflamatoria regula la sintesis de GC de manera
negativa mediante la inhibiciéon de los efectos de la hormona adrenocorticotrépica
(ACTH)™*3%_ Estas consideraciones dejan entrever una compleja regulacién bidireccional

entre los GC y la IL-10 siendo un punto de gran interés para desarrollar estudios futuros.

Como se menciond anteriormente, el fendbmeno de tolerancia ha sido asociado con los
cuadros de inmunosupresion que se observa en procesos de sepsis avanzadas. En este
contexto, muchos pacientes mueren en etapas mas tardias con signos de infecciones
oportunistas acompafados por una disminucion en la expresion del HLA-DR y una
capacidad reducida para producir TNF-a in vitro®®. Estas consideraciones fueron de gran

relevancia a fin de poder definir estrategias de tratamientos, teniendo en cuenta que la
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mayoria de los tratamientos desarrollados basados en el control de la fase inflamatoria no

han tenido aun resultados exitosos”°.

Asi, muchos investigadores han demostrado la reversion de la
tolerancia/inmunosupresion en sepsis utilizando IFN-y, factor estimulador de colonias de
granulocitos (G-CSF) o factor estimulador de colonias de macrofagos-granulocitos (GM-
CSF)?8*193" De hecho, el IFN-y administrado en pacientes sépticos restaurd la expresion
disminuida de la molécula HLA-DR, la produccién de TNF-a inducida por LPS in vitro y el

clearance bacteriano®, aunque el efecto sobre la respuesta inmune no es conocido.

En este trabajo demostramos que el efecto de desarticulacion del RU486 sobre el
fenomeno de tolerancia, si bien es un modelo murino, se asemeja al obtenido por el
tratamiento con IFN-y. La desarticulacion evaluada con el tratamiento con IFN-y mostré

ser transitoria y reversible similar al efecto del RU486.

En cuanto a la participacion de poblaciones celulares supresoras/regulatorias en los
procesos de inmunosupresion y la dramatica expansion observada en bazo de ratones
tolerantes/inmunosuprimidos inducido por LPS, consideramos relevante estudiar la
participacion de dichas células durante el mantenimiento del fenédmeno de tolerancia. Asi,
al igual que en la fase de establecimiento, utilizamos drogas citostaticas para disminuir o
eliminar parcialmente las poblaciones de interés en ratones tolerantes. Los resultados
indican que si bien existe una fuerte expansion de células supresoras derivadas de
mieloides (GR-1"/CD11b") y un incremento significativo en el nimero de células T
regulatorias, no parecen tener una relevancia sustancial en el mantenimiento de la
tolerancia, dado que, en ausencia de las mismas los ratones sobreviven frente al desafio

de una dosis letal, demarcando el estado tolerante.

Considerando la relevancia de los GC en el fendbmeno de tolerancia/inmunosupresion,
teniendo en cuenta la induccion de dichas poblaciones en ratones tolerantes y
considerando el aporte de ciertos autores quienes han demostrado la induccion de estas

poblaciones mediante el tratamiento con GC in vitro®**31?

, evaluamos en este trabajo la
posible relacién entre estas poblaciones celulares y los GC de manera in vivo,
demostrando que el tratamiento con dexametasona fue capaz de inducir un incremento
en las poblaciones GR-1+CD11b+ y células T regulatorias CD4+CD25+Foxp3+ en bazo

de ratones normales.
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Asi, en base a estos resultados y teniendo en cuenta los niveles elevados de GC en
plasma de animales tolerantes/inmunosuprimidos y su participacion en el mantenimiento
del fendmeno, todos estos datos nos permiten sugerir que la presencia de estas
poblaciones celulares podria estar asociada mas a un epifendmeno, inducido
parcialmente por los GC, que a la causa del estado de tolerancia dado que la deplecién o

disminucién de las mismas no modifica el fendmeno.

Sin embargo, es necesario aclarar que estos resultados no descartan que estas
poblaciones celulares puedan ser parte de mecanismos redundantes de inmunosupresion
0 bien mecanismos especificos de inmunosupresion pero que no se asocian con la
sobrevida del animal. En linea con esto, Delano et al."® ha demostrado en modelos de
sepsis polimicrobiana que la expansién de las células GR-1+CD11b+ contribuye a la
inmunosupresion de células T inducida por sepsis, mientras que Scumpia et al. si bien
demuestra un aumento relativo en nimero de células T regulatorias como asi también en
su capacidad supresora, no contribuyen a la sobrevida del animal en un modelo de sepsis

polimicrobiana'®®.

Por otro lado, y en términos aclaratorios, es conocido que los efectos de las drogas
utilizadas en este estudio, ciclofosfamida y gemcitabina, pueden producir efectos sobre
otros tipos celulares®*'*3'®. Por ende, si bien la ausencia o disminucién de estas células
no modifica el fendmeno de tolerancia, la evaluacién directa de la respuesta inmune no
fue posible desarrollar en este modelo, debido a que estas drogas, en si mismas, podrian

tener efectos de inhibicion o estimulacidn de la respuesta inmune?®316317,

6.3 Respuesta inmune humoral y celular

Si bien durante afios se han desarrollado estrategias terapéuticas dirigidas a frenar la
exacerbada respuesta inflamatoria que ocurre en las primeras fases de la sepsis,
utilizando anti-inflamatorios como GC naturales o sintéticos, en su mayoria los intentos
por resolver dichas patologias han fracasado®®*®. Esto esta en asociacion con las ideas
planteadas en este trabajo y por otros autores, quienes consideramos de gran
importancia los eventos mas tardios que ocurren en estos sindromes, con un
predominante estado anti-inflamatorio, que finalmente, pueden concluir en una
inmunosupresion severa acompafada con signos claros de un estado tolerante®%. En
base a esto, es que consideramos de gran relevancia el desarrollo de estrategias que
permitan recuperar o preservar la funcidon inmune del paciente, considerando este

enfoque de gran importancia en el manejo de la sepsis'".
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La asociacion entre GC y sepsis siempre estuvo mas bien acompanada por una idea
colectiva de la utilizacion de éstos en el desarrollo de terapias asociados a la disminucion
de la fase inflamatoria (SIRS) mas que darles una importancia fisioldgica en el propio
sindrome en si mismos. Desde el punto de vista de un abordaje terapéutico para
disminuir el SIRS, una cuestion interesante que sigue siendo un punto controversial en la
mayoria de los trials desarrollados, es el uso de bajas dosis de hidrocortisona durante
aproximadamente 5-7 dias en cuadros de shock sépticos. Si bien es una estrategia
bastante aceptada, aunque sigue en discusion, lo interesante es la observacion de que
dicha terapia encuentra beneficio solo en aquellos pacientes con shock que se
encuentran cursando cuadros de insuficiencia adrenal®®*'®. Mi intencién en este punto es
rescatar la importancia que denota dicha observacion en cuanto al rol que juegan los GC
endogenos siendo necesario reestablecer los niveles fisioldgicos, permitiendo asi una
mayor sobrevida en los pacientes. Si bien la participacion de los GC en la
inmunosupresion observada en pacientes con sepsis aun sigue siendo una pregunta
abierta, lo notable es observar que tanto una produccion reducida de GC en cuadros de
insuficiencia adrenal asi como altos niveles de GC en plasma de pacientes, ambos

parametros se encuentran asociados a un peor pronéstico?’2°.

Ahora bien, mas interesante es considerar la importancia que se le ha adjudicado a los
GC como actores activos de los fendmenos de sepsis cumpliendo un rol en la
patofisiologia de la enfermedad. Asi, algunos trabajos han reportado y demostrado una
fuerte correlacion entre niveles elevados en plasma de pacientes con sepsis y un peor
prondstico y evolucion de la enfermedad®’®?°. Mas aln, se ha reportado que los altos
niveles de GC en plasma se correlacionan con la disminucién de la expresion de
moléculas HLA-DR en superficie de monocitos circulantes, evento que es considerado
como un marcador principal de inmunosupresion en sepsis. Estos mismos autores
evidenciaron in vitro que los GC disminuyen la expresion de HLA-DR a nivel
transcripcional mediante la down-modulacién de ciertos factores de transcripcion

implicados en la expresion de dichas moléculas®™®.
Estas observaciones revalorizan la importancia de los GC como actores fundamentales
en los procesos de sepsis asociados a un peor pronéstico de la enfermedad y a cuadros

de depresion inmune.

En base a estas consideraciones, y teniendo en cuenta el rol fundamental de la tolerancia

en este contexto, decidimos evaluar el efecto que conlleva bloquear la accién de los GC
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endogenos mediante el uso del RU486, a nivel de la respuesta inmune humoral como

celular en modelos de tolerancia /inmunosupresion.

En primer lugar evaluamos ciertos parametros asociados a un estado de depresion
inmune. Asi, observamos una disminucidn en la expresion del receptor TLR4 y de
moléculas MCHII en poblaciones esplénicas CD11b+ de ratones inmunosuprimidos,
marcadores claves para el reconocimiento y presentacién antigénica. Este dato

concuerda con varios autores demarcando un status inmune alterado?.

Existen varias controversias respecto a considerar si la induccién de la tolerancia
conduce a una sensibilidad aumentada a procesos infecciosos. Varios autores

demostraron una diminuida capacidad de clearance de ciertos patdégenos

208319 yna habilidad reducida para controlar infecciones virales®® y una

208,293

bacterianos
reducida capacidad fagocitica en modelos de tolerancia in vivo asociando dichas
observaciones a un estado de inmunosupresién/inmunoparalisis®. En estudios in vitro se
observd que macrofagos expuestos previamente a LPS presentan una actividad

207

leishmanicida reducida®’ y se muestran menos respondedores a variados estimulos

incluyendo Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes, o zymosan'®,

Por otro lado, varios autores consideran que la tolerancia a endotoxina aumenta la
resistencia a infecciones bacterianas, fungicas y a peritonitis experimental mediante un

320321 'En modelos de tolerancia in vitro con monocitos humanos del

clearance acelerado
Fresno et al. reportaron una potente actividad fagocitica asociada a un aumento en la
expresion del receptor Fc-yRl de alta afinidad (CD64), un marcador de superficie
altamente asociado a los mecanismos de fagocitosis®%.

Estas discrepancias se encuentran asociadas a variadas consideraciones como por
ejemplo la utilizacién de diferentes modelos experimentales (ratéon vs. humano; dosis de
LPS; vias de inoculacion), observaciones hechas sobre diferentes tipos celulares
provenientes de diferentes 6rganos (monocitos circulantes, macréfagos peritoneales;
neutréfilos, esplenocitos; hepatocitos), como también la utilizacion de diferentes
antigenos en los ensayos de fagocitosis como ser particulas, productos bacterianos,
bacterias muertas, bacterias viables, patdgenos flngicos etc, mecanismos que involucran

diferentes vias de entradas que pueden diferir unas de otras en un contexto tolerante.
En base a estas consideraciones, en nuestro modelo, observamos una disminuida

capacidad fagocitica en células esplénicas CD11b" utilizando como antigeno un producto

proveniente de patdgenos fungicos como es el zymosan. Estos resultados se encuentran
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en linea con los primeros reportes planteados los cuales sugieren una asociacion entre el
fenotipo tolerante y un estado de inmunosupresion caracterizado por una disfuncion a

nivel de monocitos, estado que algunos autores han definido como “inmunoparalisis”.

Teniendo en cuenta la participacién sustancial de los GC en el fendmeno de
tolerancia/inmunosupresion evaluamos si el tratamiento con RU486 permitia modular o
revertir las observaciones enmarcadas en un cuadro de depresion inmune. Sin embargo,
no observamos ninguna modificacion frente al tratamiento a nivel de los parametros

evaluados.

Es importante aclarar que tanto la evaluacion de marcadores de superficie como asi
aspectos funcionales como la capacidad fagocitica fueron evaluadas utilizando un
esquema de tratamiento con RU486 donde se realizan las determinaciones 6 dias post
tratamiento. Teniendo en cuenta el efecto transitorio que ejerce el RU486, observado en
la desarticulacion de la tolerancia, esto nos permite dejar abierta la posibilidad para
considerar nuevos esquemas de tratamiento en los cuales sea posible ver un efecto mas

claro de la participacion de los GC en la regulacion de los parametros estudiados.

Por el contrario, cuando evaluamos el efecto del tratamiento con RU486 a nivel de la
respuesta humoral, observamos una parcial pero significativa restauracion de la
respuesta frente a un antigeno T dependiente en ratones tolerantes/inmunosuprimidos.
Esta restauracion parcial de la competencia inmunoldgica nos sugiere un rol central para
los GC en este fenomeno. Por otro lado, considerando que el RU486 ejerce una
desarticulacion transitoria y reversible de la regulacién de la tolerancia/inmunosupresion,
y no un efecto irreversible, esto implica que el RU486 permite la apertura de ventanas
que, si bien son transitorias, son centrales para el inicio de una respuesta inmune
humoral primaria.

En los estudios evaluando la respuesta humoral secundaria, al igual que en la primaria, el
tratamiento con RU486 indujo un restauracion parcial de la respuesta en ratones
tolerantes/inmunosuprimidos inducido por LPS. El reestablecimiento de la competencia
inmune nos permite analizar dos consideraciones. Por un lado, la parcialidad en la
1ria

recuperacion de la respuesta, tanto como 2 "™ podria entenderse considerando las

implicancias que tienen los altos niveles de GC en plasma los cuales han sido
involucrados en mecanismos de induccién de la apoptosis sobre linfocitos T CD4" 3%,
efecto que podria de manera indirecta alterar la eficiencia de una respuesta inmune
humoral frente a antigenos T dependiente. Ademas algunos autores han reportado una

debilitaciéon en la formacion de centros germinales frente a una inmunizacion en modelos
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de administracion crénica de GC®2. Por otro lado, aunque parcial, la restauracion en la
respuesta humoral secundaria nos estaria indicando que al menos algunos clones
celulares que se encuentran comprometidos en la respuesta secundaria pueden haber
sido funcionalmente afectados, pero no totalmente eliminados por el tratamiento con LPS,

pues de lo contrario no se hubiera observado una restauraciéon inmune.

Asi, estos resultados en conjunto nos conducen a considerar que una estrategia
mediante el tratamiento con RU486 posibilitaria modular la respuesta humoral durante el

curso de una inmunosupresion.

La capacidad del RU486 en la reversion de la inmunosupresion fue extendida a la
respuesta inmune mediada por células T. En este caso, el RU486 restaurd la capacidad
de rechazo tumoral frente a tumores MC-C altamente inmunogénicos, una propiedad
estrictamente dependiente de una respuesta inmune especifica mediada por células T?%.
Por otro lado la razdn de la recuperacion parcial a nivel de la respuesta celular podria ser
debido, al igual que en la respuesta humoral, a la induccion de apoptosis en células T
mediado por la accién de los GC*%. Asi, la inoculacion de LPS durante un periodo de 12
dias podria inducir un estado de tolerancia/inmunosupresién acompanada con una
disminucion en el nimero de células T, probablemente siendo esto una causa adicional
de inmunosupresion.

Resultados similares fueron observados en ensayos de proliferacion inespecifica in vitro,
en esquemas donde el tratamiento con RU486 se realiz6 in vivo 2 horas antes del ensayo
de proliferacion. Asi, estos resultados sugieren que los GC también participan como
agentes inmunosupresores a nivel del compartimiento de células T en ratones
inmunosuprimidos inducido por LPS.

Sin embargo cuando evaluamos la capacidad proliferativa antigeno especifica utilizando
un esquema de tratamiento con RU486 mas distanciado en el tiempo no observamos un
efecto del tratamiento. Estas discrepancias pueden deberse, por un lado, a la
disponibilidad de clones especificos para el antigeno utilizado entre las poblaciones
esplénicas en el momento del ensayo; por otro lado y principalmente, pueden deberse a
los tiempos en los cuales evaluamos el efecto del RU486, siendo tiempos demasiado
extensos para poder observar una accién clara del tratamiento teniendo en cuenta el
efecto transitorio que ejerce dicho antagonista.

En conjunto nuestros resultados jerarquizan el efecto de los GC en diferentes instancias
de los procesos de inmunosupresion, instalandolos en el centro de la escena de su

regulacién fisiopatoldgica e indicando que la modulacién de su accién podria ser una
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herramienta importante para, eventualmente, desarrollar estrategias que permitan
reinstalar o recuperar un respuesta inmune activa en pacientes con sepsis, a fin de evitar,
por ejemplo, eventos de reinfecciones o reactivacion viral que muchas veces son cuadros

asociados a una gran incidencia de mortalidad®.

Considerando todo lo dicho anteriormente, sucintamente y en términos generales en este

trabajo demostramos que:

En el fendmeno de tolerancia a endotoxina los GC juegan un rol dual,
inhibiendo el establecimiento del fendmeno pero siendo esenciales en el mantenimiento

del mismo.

El fendmeno de tolerancia puede ser desarticulado de manera transitoria y

reversible inhibiendo la accion de los GC.

Las poblaciones celulares supresoras/regulatorias no constituyen un eje
central en el establecimiento como en el mantenimiento del fenédmeno de tolerancia. Su
induccion en dicho fendmeno parece estar asociado mas a un epifenédmeno inducido en

parte por la accién de los GC, que ser la causa de un estado tolerante.

En un modelo de tolerancia /inmunosupresion la inhibicion de la accién de los
GC permite una restauracion parcial tanto de la respuesta humoral como de la respuesta

celular en ratones tolerantes/inmunosuprimidos inducidos por LPS.
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El objetivo de este trabajo fue abordar desde un marco general un proceso de gran
complejidad como es el fendmeno de tolerancia/ inmunosupresion en sepsis, utilizando
para ello un modelo ratén y endotoxinas como agente inmunosupresor. El estudio de
estos fendmenos constituye, frecuentemente, un entramado compuesto por gran cantidad
de variables y son abordados desde puntos de vistas mas especificos, considerando la
gran relevancia que presentan los diferentes procesos que componen el fenémeno, como
ser el perfil de ciertas citoquinas, determinados mecanismos celulares como la apoptosis,
o bien la participacion de ciertas poblaciones celulares. En ocasiones estas visiones
aplicadas a fendmenos de gran envergadura pueden conducirnos a conclusiones
particulares que permiten explicar ciertos aspectos del fenémeno, pero nos limitan en la
comprension de la totalidad. Por otra parte, estas observaciones sefalan eventos
relevantes en un proceso, que constituyen mas un conjunto de mecanismos efectores

que son la consecuencia y no la causa del fenomeno.

Desde una perspectiva mas general en el estudio de dichos fenédmenos consideramos, a
priori, y a modo de hipétesis después, que los ejes centrales de la regulaciéon de estos
complejos procesos multisitémicos tienen, seguramente, muchos mecanismos
reguladores redundantes, aunque pensamos que deberian expresar ciertas jerarquias en
sus mecanismos de regulacion sobre los que eventualmente pudieran plantearse, entre

otras cosas, alternativas terapéuticas racionales.

Asi, como hemos visto, la participacion sustancial de los GC en la tolerancia ha sido
considerado como un mecanismo central que, aunque si bien no es el unico, constituye
uno de los grandes pilares del fendmeno. Considerando a la tolerancia como un evento
que ocurre en los procesos de sepsis, punto en el cual toma relevancia el estudio de
dicho fendmeno, en estos sindromes la idea de considerarlos actores activos en la
patofisiologia de la enfermedad no ha sido muy tenido en cuenta. En efecto, la aparicion
de los GC en los procesos de sepsis surge, en principio, como un concepto empirico de
terapia utilizando, en sus inicios, dosis altas de GC con el fin de contrarrestar los efectos
inflamatorios iniciales en las sepsis. Sin embargo, si bien posibilitaban el freno del shock
agudo en la fase SIRS, habitualmente cuando concurren al médico estos pacientes ya se
encuentran en la fase anti-inflamatoria o0 CARS, en donde las terapias no sélo no eran
beneficiosas sino por el contrario aumentaban la incidencia de muerte. Frente a estas
observaciones la importancia y la utilizacion de los GC en la sepsis fue abandonada al

principio de la década del "80.
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Comenzé entonces la época de muchos estudios abocados a los perfiles de citoquinas y
otros mediadores y mecanismos celulares considerandolos centrales en los procesos y
visualizandolos como posibles targets para el desarrollo de terapias, aunque sin éxito. En
los afios recientes comenzaron a resurgir nuevamente los GC como posibles terapias
para los sindromes, aunque esta vez utilizando bajas dosis y con estrictas definiciones en
lo que respecta a su adminitracion. De hecho, el éxito de dicho tratamiento se obtuvo en

cuadros de shock principalmente en aquellos acompafiados con insuficiencia adrenal.

Estas consideraciones demarcan la relevancia de los GC enddgenos en estos sindromes,
denotando la importancia de reestablecer los niveles fisioldgicos a fin de alcanzar una
mayor sobrevida en dichos pacientes. Un salto cualitativo se dio al considerar la
relevancia de los altos niveles observados en pacientes con peor prondstico o bien no

sobrevivientes demarcando su participacion en los cuadros de inmunosupresion.

Bajo estas observaciones es que consideramos relevantes los resultados obtenidos en
este trabajo, en donde nos planteamos primero y demostramos después, la participacion
central y predominante de los GC en fendmenos regulatorios y efectores en la tolerancia /
inmunosupresion inducido por LPS. Estas observaciones nos permiten proyectarnos
hacia futuros trabajos teniendo como interés el desarrollo de modelos de sepsis
experimental desarrollando posibles esquemas de tratamiento experimental, con el
objetivo de reestablecer o mejorar la competencia inmunolégica permitiendo restaurar la
homeostasis del organismo y evitando finalmente los eventos de reinfeccién secundaria

los cuales son, predominantemente, los causantes finales de la muerte del invididuo.
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