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Abreviaturas

Bacterias G (+): Bacterias gram positivas
Bacterias G (-): Bacterias gram negativas

TLRs: Receptores tipo toll

TLR2: Receptor tipo toll 2

TLR4: Receptor tipo toll 4

PBMC: Células mononucleares periféricas sanguineas
LPS: Lipopolisacarido

LTA: Acido lipoteicoico

CD14: Cluster de diferenciacién 14

CD14m: Cluster de diferenciacién 14 membranal
IL-18: Interleucina 1 Beta

IL-6: Interleucina 6

IL-10: Interleucina 10

IL-12: Interleucina 12

TNF-a: Factor de necrosis tumoral alfa.

PCR: Reaccién en cadena de la polimerasa
MAMPs: Patrones moleculares asociados a microorganismos
TIR: Toll/IL-1 receptor

MD2: co-receptor mieloide de diferenciacion 2
NF-kB: Factor nuclear kappa B.

p38: proteina cinasa activada por mitégenos.
IFN: Interferon

VHC: Virus de la hepatitis C

VHB: Virus de la hepatitis B

RPMI: Roswell Park Memorial Institute
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Abreviaturas

SFB: Suero fetal bovino

NE: No estimulado

St. Faecalis: Enterococcus faecalis

E.coli: Escherichia coli

ELISA: Ensayo inmunoabsorbente ligado a enzima
PE: Ficoeritrina

FITC: Isotiocianato de fluoresceina

UPL: Universal Probe Library

FAM: 6-Carboxifluoresceina

HPRT: hypoxantina-fosforibosiltransferasa
HDL.: Lipoproteina de alta densidad

MIF: Intensidad media de fluorescencia
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Resumen

Resumen

El papel de las bacterias gram-negativas en la patogénesis del dafio hepatico involucra la
translocacion bacteriana intestinal y la disminucion de la depuracion hepatica,
promoviendo la inflamacidn, dafio de tejido y eventualmente, cirrosis. Un papel dafino
similar se le ha adjudicado a bacterias gram-positivas. Los receptores tipo-Toll (TLRs)
participan en el reconocimiento de patrones moleculares asociados a microorganismos
(MAMPs) y la activacion de mediadores pro- y anti-inflamatorios. Este estudio compara,
en células mononucleares periféricas (PBMC) de sujetos sanos (controles) y pacientes
cirréticos, la habilidad de activar vias de reconocimiento de ligandos y respuesta
inflamatoria, tanto de bacterias gram-negativas, como gram-positivas. PBMC de 12
controles y 12 pacientes externos con cirrosis se estudiaron. PBMC se aislaron y
cultivaron con la exposicion a LPS o LTA. Todas las determinaciones fueron realizadas
antes (ex vivo) y después (in vitro) de la exposicion a LPS o LTA. La expresion
extracelular e intracelular de CD14, TLR2 y TLR4 ex vivo e in vitro se determind por
citometria de flujo y la secrecién de IL-183, IL-6, IL-10, IL-12 y TNF-o en los sobrenadante
por ELISA. Asi como la expresion de RNAm de CD14, TLR2, TLR4, IL-18, IL-6, IL-10, IL-
12 y TNF-a determinada por PCR en tiempo real. Los datos se presentan como medianas
y se analizaron con la prueba de Wilcoxon. PBMC de pacientes cirréticos presentan un
estado de hiperactivacion traducido principalmente en concentraciones plasmaticas
mayores de citocinas inflamatorias, IL-6, IL-10 e IL-12. La exposiciéon a ligandos
bacterianos, especificamente LPS, a las PBMC de pacientes cirréticos induce una
disminucion de la expresion intracelular de CD14 asi como un aumento de la expresion
intracelular del TLR2 con respecto a los NE. El TLR4 tiende a disminuir su expresion
extracelular cuando se estimulan las células con LTA. El LPS es capaz de inducir una
diferencia de expresién intracelular del TLR2 entre grupos. La secrecion de citocinas
aumento después de la exposicion por LPS o LTA, siendo mas vigorosa con LPS, en
ambos grupos. El LTA es capaz de inducir una produccién significativa diferencial entre
cirréticos y controles. La expresion del RNAm de TLR2, TNF-a, IL-12 e IL-1[3, sugiere que
el transcrito de TLR2 y TNF-a son inducidos por LPS y el de IL-12 por LTA. Sin embargo,
el transcrito de IL-1B parece ser inducido por ambos estimulos. Sélo el LTA indujo una

disminucion significativa del transcrito de TNF-a
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Resumen

En conclusion, PBMC de pacientes cirréticos presentan un estado de hiperactivacion. La
exposicion de PBMC de pacientes cirréticos a ligandos bacterianos es capaz de activar la
produccion de citocinas inflamatorias, asi como su regulacién a nivel transcripcional. El
aumento del tamafio de muestra, asi como otros estudios ayudaran a explicar y dilucidar
los mecanismos de reconocimiento e internalizacién de ligandos bacterianos en PBMC de

pacientes cirréticos.
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Abstract

Abstract

The role of gram-negative bacteria in the pathogenesis of liver injury involves intestinal
bacterial translocation and decreased liver clearance, leading to inflammation, tissue injury
and eventually, cirrhosis. A similar damaging role has been credited to gram-positive
bacteria. Toll-like receptors (TLRs) participate in the recognition of microorganism-
associated molecular patterns (MAMPs) and the activation of pro- and anti-inflammatory
mediators. This study compares in peripheral blood mononuclear cells (PBMC) of healthy
subjects (controls) and cirrhotic patients, the ability to activate inflammatory pathways of
both gram-negative and gram-positive bacteria products. PBMC of 12 controls and 12 out-
patients with cirrhosis were studied. PBMC were isolated and cultured with LPS or LTA
exposure. All measurements where determined before (ex vivo) and after (in vitro)
exposure to LPS or LTA. Ex vivo and in vitro CD14, TLR2 and TLR4 extracellular and
intracellular expression were determined by flow cytometry and IL-1j3, IL-6, IL-10, IL-12
and TNF-a secretion in supernatants by ELISA. As well as, RNAm expression from CD14,
TLR2, TLR4, IL-1B, IL-6, IL-10, IL-12 and TNF-a were determined by real time PCR. Data
are summarized as median values and analyzed by Wilcoxon tests. Cirrhotic PBMC
presented a hyperactivated status primarily traduced in higher plasmatic cytokine levels,
specifically IL-6, IL-10 and IL-12. Bacterial products exposure, specifically LPS, induced a
decreased of CD14 intracellular expression, as well as, an increased of TLR2 intracellular
expression versus NE. Extracellular TLR4 expression trends to decreased with LTA
stimulus. LPS was capable to induce an extracellular TLR2 differential expression between
groups. Cytokine secretion increased after LPS or LTA exposure, being more vigorous
with LPS, in both groups. LTA was capable to induce a differential production between
groups. TLR2, TNF-qa, IL-12 e IL-18 RNAmM expression suggested that TLR2 and TNF-a
RNAmM expression were induce by LPS and IL-12 RNAm expression by LTA. However, IL-
18 RNAmM expression seems to be induced by both stimuli. LTA induced a significantly

decreased in TNF-a RNAm expression.

In conclusion, Cirrhotic patients PBMC present a hyperactivated status. PBMC exposure
to bacterial products is capable to activate inflammatory cytokine production with
transcriptional regulation. A higher size sample, as well as molecular studies, will explain
recognition mechanisms and bacterial products internalization in PBMC of cirrhotic

patients.
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Introduccion

1. Introduccion

1.1. Cirrosis

Dentro de las principales causas de muerte, las enfermedades del higado ocupan la 5ta
causa de muerte en el pais, 3er lugar en persones entre 35-44 afios y 4to lugar en
personas entre 45-64 afos de edad (URL:inegi.org.mx, 2007).

La cirrosis hepatica se define como una enfermedad crénica, difusa e irreversible,
caracterizada por la existencia de fibrosis y nddulos de regeneracion que conducen a una
alteracion de la arquitectura vascular. Aun cuando puede deberse a causas diversas, el
alcoholismo y las hepatitis virales cronicas son las mas frecuentes (Robbins, 1996; Yao et
al, 2005).

Los pacientes con dafo hepatico pueden permanecer asintomaticos o presentar sintomas
inespecificos, muchas veces secundarios a la afeccion de otros sistemas. A medida que
la lesion progresa, la insuficiencia hepatica y la hipertensién portal son las responsables
de la aparicion de complicaciones, como hemorragias digestivas, ascitis, encefalopatia
hepatica y hepatocarcinoma. Estas complicaciones son mas frecuentes cuanto mayor es
el grado de deterioro funcional hepatico, siendo la clasificacion de Child-Pugh un método

practico y sensible para valorar la funcién hepatica (Robbins, 1996).

Los pacientes hepatdpatas cursan con frecuencia con endotoxemia, misma que se ha
atribuido a la translocacion bacteriana del lumen intestinal al sistema circulatorio, y a la
depuracion hepatica disminuida (Almeida et al, 2006). Los productos bacterianos
provenientes del lumen intestinal pueden inducir la elevacion de citocinas pro-
inflamatorias, contribuyendo a la aparicion y perpetuacion de inflamacidén hepatica y

eventualmente, desarrollo de fibrosis y cirrosis (Almeida et al, 2006).

En condiciones normales, los productos bacterianos procedentes del intestino son
eliminados por las células de Kupffer, macréfagos residentes hepaticos, durante su paso
por la circulacion hepatica. En presencia de dano hepatico, la cantidad de estos productos

se incrementa en la circulacion, pudiendo precipitar y promover un dafio mayor por la
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Introduccion

activacioén de las células de Kupffer y la liberacidén del factor de necrosis tumoral-a (TNFa)

y otros mediadores pro-inflamatorios (Iredale, 2003; Almeida et al, 2006).

1.2. Bacterias gram-negativas G (-) y gram-positivas G (+)

Se ha senalado que el lipopolisacarido (LPS), componente de la pared celular de
bacterias G (-), cuya estructura quimica ha sido estudiada exhaustivamente, es capaz de
activar al sistema inmune innato (Stewart et al, 2006). El LPS es una endotoxina termo-
estable, que estd compuesta por dos regiones: el polisacarido, que es la parte mas
variable (Rietschel y Brade, 1992; Chaby, 1999) y el lipido A, el cual es el responsable de
la mayoria de las actividades biolégicas, asi como del dafio causado por la endotoxina
(Ginsburg, 2002). Se ha observado que el lipido A puede participar en la inflamacién
hepatica, sobre todo en aquella secundaria al consumo excesivo de alcohol. Sin embargo,
los niveles circulantes de endotoxina pueden encontrarse elevados en un numero
significativo de pacientes con enfermedad hepatica, independientemente de su etiologia
(Fukui et al, 1991).

Por otro lado, la composicién de la pared celular de bacterias G (+), incluye una mezcla
compleja de polisacaridos fosforilados y estructuras glicolipidicas (Ginsburg, 2002). Entre
ellos predominan los peptidoglicanos, los cuales se consideran componentes
estructurales importantes de la pared celular bacteriana (Salminen et al, 1998) y acidos
lipoteicoicos (LTA), que han mostrado ser inmunolégicamente activos (Ginsburg, 2002;
Draing et al, 2008). Las bacterias G (+) poseen varios componentes con capacidad
inmunoestimuladora que, al igual que el LPS vy el lipido A de las bacterias G (-), son

liberados en cantidades elevadas a la circulacion portal de pacientes con dafio hepatico.

1.3. Citocinas

Entre los mediadores inflamatorios, las citocinas poseen un papel clave en la
comunicacion celular durante la respuesta de fase aguda e inmune. Una de sus funciones
principales es la activacion de macréfagos, facilitando el proceso de fagocitosis
bacteriana, localizando la infeccién y protegiendo al hospedero de bacteremia y muerte
(Stevens, 2002; Yao et al, 2005).
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Durante la respuesta inmediata al dafio, se producen citocinas de fase aguda o pro-
inflamatorias, como la interleucina-1 (IL-1), la interleucina-6 (IL-6), la interleucina-12 (IL-
12) y el TNF-a. En forma concomitante, mecanismos autorreguladores controlan la
liberacion de mediadores anti-inflamatorios, como la interleucina-10 (IL-10) (Bataller y
Brenner, 2005; Bienvenu et al, 1998; Knolle et al, 1995).

Las concentraciones de citocinas observadas en pacientes cirroticos, y descritas en la
literatura no han sido consistentes. La tendencia, sin embargo, se inclina hacia una
produccion aumentada de citocinas pro-inflamatorias (Tilg et al, 1992; Tazi et al, 2006). In-
vitro, la estimulacién con LPS de células mononucleares de pacientes cirréticos produce
un aumento en TNF-q, IL-1B e IL-6 (Neuman, 2001; Tazi et al, 2009). La produccion de IL-
10 ha presentado controversia, concentraciones significativamente detectables (Baehr et
al, 2000), asi como no detectables (Tazi et al, 2009) en pacientes cirréticos. El origen de
estos cambios se ha atribuido tanto al agente responsable del dafio hepatico y a los
productos bacterianos procedentes del lumen intestinal, como a los diferentes sistemas de

cultivo.

1.4. Receptores tipo-Toll (TLRs)

Los TLRs (Toll-like receptors) se consideran homdlogos de la proteina “Toll” de
Drosophila melanogaster. Comprenden una familia de al menos 13 receptores, 10
expresados en humano (Li et al, 2009). Se consideran proteinas transmembranales tipo |,
con dominio citoplasmatico y extracelular, la porcion extracelular se caracteriza por
presentar repeticiones multiples ricas en leucina; mientras que la porcién citoplasmatica
posee gran similitud con el receptor IL-1, conocido como dominio TIR (Toll/IL-1 receptor)
(Testro y Visvanathan, 2009).

Los TLRs estan involucrados principalmente en la activacion de la respuesta inmune
innata a antigenos microbianos, asi como respuesta a agentes virales y moléculas del
propio hospedero (Takeda y Akira, 2005; Testro y Visvanathan, 2009). Sin embargo,
también se ha descrito su papel en el control de la respuesta inmune adaptativa (Barton y
Medzhitov, 2002).
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Introduccion

Los TLRs se expresan ampliamente en varios tipos de células inmunes, incluyendo
células dendriticas, células T, neutrdfilos, eosindfilos, mastocitos, macrofagos, monocitos

y células epiteliales (Liu et al, 2010).

Cada uno es responsable, mas no se limita, al reconocimiento de estructuras microbianas
invariantes y distintas que se han denominado patrones moleculares asociados a
microorganismos (MAMPs) (Testro y Visvanathan, 2009). Dos de estos patrones se
consideran el LTA de las bacterias G (+) y el LPS de las bacterias G (-), siendo
reconocidos principalmente por el TLR2 y el TLR4, respectivamente (Aderem y Ulevitch,
2000; Liu et al, 2010).

1.5. Activacion de la cascada inflamatoria.

El LPS circulante promueve la sintesis hepatica de la proteina unidora de LPS (LBP), la
cual facilita la unién del LPS al receptor CD14 (Lazaron y Dunn, 2002). El complejo LPS-
LBP es reconocido por el receptor CD14m, presente en la superficie del macréfago. Por
carecer de un dominio citoplasmatico, el CD14m es incapaz de generar una sefal
intracelular. Sin embargo, el CD14m puede unirse al TLR4, ya que ambos poseen
multiples repeticiones ricas en leucina que facilitan la interaccidon proteina-proteina
(Lazaron y Dunn, 2002). De esta manera, el complejo LPS-LBP-CD14, junto con el co-
receptor mieloide de diferenciacion (MD2), activan al TLR4, el cual toma el papel de un

co-receptor transmembranal.

Por su parte, el LTA es reconocido por el TLR2, el cual puede heterodimerizar con el
TLR6 (Mitchell et al, 2007; Draing et al, 2008). La activacion del heterodimero TLR2/6 es
facilitada tanto por CD36 (Triantafilou et al, 2006), como por CD14 (Nilsen et al, 2008),

proponiéndose como co-receptores del TLR2 en la sefalizacion por LTA.

Ciertas evidencias sugieren que después de la unién al CD14m, el LPS es internalizado
como complejos de CD14-LPS, iniciando la sefalizaciéon intracelular generando una
respuesta celular (Rabehi et al, 2001) Sin embargo, se ha descrito mas de una ruta para
el procesamiento del LPS, siendo la internalizacion, el proceso que determina tanto las
consecuencias, como el destino del LPS. De hecho se ha indicado que la internalizacion

del LPS es un evento obligatorio relacionado directamente al reconocimiento y activacion
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Introduccion

celular (Hornef et al, 2002 y 2003; Dunzendorfer et al, 2004). Tal mecanismo, se ha
propuesto como una barrera regulatoria adicional para prevenir estimulaciones no-

controladas (Hornef et al, 2002).

A pesar de que la internalizacion de receptores se considera un evento relacionado al
reconocimiento y activacion celular (Hornef et al, 2003). Estudios han propuesto que la
internalizacion y el trafico intracelular son procesos independientes de la sefalizacién
(Triantafilou et al, 2006), siendo la superficie celular el sitio donde ocurre la activacién
celular en respuesta a productos bacterianos (Triantafilou et al, 2004). Sin embargo, cabe
mencionar que estos estudios utilizan toda la bacteria y no productos bacterianos
(Triantafilou et al, 2006).

Finalmente, la activacion de NF-kB, asi como de protein-cinasas activadoras de mitégeno
(p38), cinasas c-Jun N-terminal y la via del interferon (IFN), resulta en la translocacion de
factores de transcripcién, que activan genes que codifican para proteinas como
mediadores inflamatorios y regulacion de genes estimulados por IFN, desencadenando
respuestas inflamatorias (Wong et al, 2009).
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2. Antecedentes

La flora intestinal contribuye a un estado pro-inflamatorio en cirrosis, aun en la ausencia
de sobre-infeccidn, su alteracion es de relevancia clinica importante para pacientes
cirroticos (Almeida et al, 2006). La translocacion bacteriana y el sistema inmune alterado
del hospedero favorecen la predisposicion a infecciones bacterianas por gram-negativos
en pacientes cirroticos (Testro et al, 2010).

La importancia de considerar productos tanto de bacterias G (-) como de G (+) en
modelos de inflamacion hepatica, radica en los hallazgos encontrados. Se ha informado
que la expresion del TLR2 en PBMC, pero no del TLR4, se encuentra elevada en
pacientes cirréticos, correlacionando significativamente con el TNF-a circulante (Riordan
et al, 2003). Esto sugiere que el aumento de las concentraciones circulantes de TNF-a
detectadas en pacientes cirréticos, pudiera deberse a estimulos de bacterias G (+) mas
que de G (-). El hallazgo de LTA en tejido hepatico de pacientes cirroticos apoyaria esta
posibilidad (Riordan et al, 2003). Recientemente, se ha informado que pacientes con
cirrosis avanzada (Child-Pugh C) presentan una baja expresion de TLR4 en monocitos,
dada por la tolerancia dependiente de LPS y por el alto grado de translocacion bacteriana

y endotoxemia, la antibioticoterapia parece revertir este efecto (Testro et al, 2010).

El estudio previo realizado por nuestro grupo de trabajo, mostré que la exposiciéon a LPS o
LTA induce un aumento en la expresion membranal de CD14 en pacientes cirréticos y una
disminucion en la expresion membranal del TLR2 y del TLR4, tanto en pacientes no-
cirroticos como cirrdticos. Esta disminucidon generalizada de expresion se acompafno de
un incremento en la produccion de TNF-a, IL-1pB, IL-6, IL-12 e IL-10 en ambos grupos,
siendo mas vigorosa con exposicion a LPS y relativamente mayor en cirréticos que en no-
cirroticos. Estos hallazgos nos llevan a pensar que las PBMC de pacientes cirréticos
presentan cierto estado de hiperactivacion, capaces de responder a la exposicion de
ligandos bacterianos, particularmente LPS, esto sugiere que existen mecanismos de
regulacion inmune presentes en la enfermedad crénica hepatica. Sin embargo, el nivel y

la magnitud de dichos mecanismos se desconocen.

Una regulacion negativa del TLR4 en cirrosis avanzada se ha asociado con tolerancia a

LPS, aumentando la traslocacién bacteriana y la endotoxemia (Testro et al, 2009). En este
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contexto, la tolerancia a endotoxina se comprende como un mecanismo de regulacién que
protege a la célula de una sobre-expresion o activacion sostenida. Sin embargo, la
disminucion de expresion del TLR4 también podria indicar la internalizacién de dicho
receptor, lo cual se ha observado, tanto para TLR4 (Hornef et al, 2003), como para TLR2
(Triantafilou et al, 2004). Como ya se menciond previamente, el proceso de internalizacién
y trafico intracelular de ligandos bacterianos es completamente independiente de la
sefializacion intracelular, siendo consistente con la hipétesis de que la activacién celular
en respuesta a productos bacterianos ocurre en la superficie celular (Triantafilou et al,
2004).

Por otro lado, se ha reportado que una disminucién en la expresion génica del TLR2 y del
TLR4 en monocitos durante episodios sépticos, puede representar un mal prondstico
(Schaaf et al, 2009). Recientemente, se ha mostrado la correlacién entre los niveles de
expresion de receptores tipo-Toll (TLR2, entre otros) en PBMC y la severidad de dafio en
VHC (Virus de la Hepatitis C) (Li et al, 2009).
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3. Justificacion

La importancia del estudio de la cirrosis radica en el lugar que ocupa dentro de las
principales causas de mortandad en nuestro pais, la etiologia diversa y falta de terapias
adecuadas, ha llevado a la busqueda del entendimiento de los procesos involucrados en
esta patologia; uno de ellos, se propone es la respuesta inflamatoria de pacientes
cirréticos, la cual se ha atribuido al dafio hepatico crénico de base y a la exposicidén

prolongada a endotoxinas.

La manipulacion de la flora intestinal utilizando tanto, regimenes simbidticos gram-
positivos (probidticos y fibras fermentables) o fibras fermentables solas para aumentar el
contenido intestinal bacteriano tipo- acido lactico a expensas de otras especies de la flora
intestinal con mas potencial patogénico, puede influenciar de manera favorable la funcién
hepatica en pacientes cirroticos (Almeida et al, 2006). Sin embargo, poco se sabe de la
expresion y funcion de estos reguladores clave en la respuesta inmune a bacterias en

cirrosis avanzada.

La pregunta es si la inflamacion en la hepatopatia cronica esta influenciada
primordialmente por la presencia de endotoxinas, o si también contribuyen a ella
productos de bacterias G (+) y a qué nivel. La respuesta a esta pregunta, ademas de
tener implicaciones terapéuticas, dara un mayor entendimiento de los procesos
involucrados en la inflamacién crénica del higado que activa el proceso de fibrosis y su

progresion a cirrosis.
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4. Objetivos

4.1 General

- Evaluar la respuesta inflamatoria de PBMC de pacientes cirréticos, a la presencia de
componentes de bacterias G (+) y G (-), en términos de expresion de receptores de
membrana y regulacion a nivel transcripcional, asi como de secrecidén de citocinas y su

regulacion transcripcional, de forma comparativa con controles sanos.

4 .2 Particulares

- Determinar la expresion extracelular e intracelular de CD14, TLR2 y TLR4 y la secrecion
de IL-1B, IL-6, IL-10, IL-12 y TNF-a, por PBMC de controles y pacientes cirréticos, antes y

después de la exposicion a LPS o LTA.

- Determinar la expresiéon en términos de RNAm de los genes: CD14, TLR2, TLR4, IL-18,
IL-6, IL-10, IL-12 y TNF-a, de PBMC de controles y pacientes cirréticos, antes y después
de la exposicién a LPS o LTA.

5. Hipotesis

- La respuesta inflamatoria de PBMC de pacientes cirréticos, en términos de secrecion de
citocinas y expresion de receptores, sera diferente a componentes de bacterias G (+) y G

(-) con respecto a controles aparentemente sanos.
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6. Métodos

6.1 Tamano de muestra

Dada la inexistencia de informacion precedente que sustentara el calculo del tamano de
muestra requerido, éste no se estimd, pero se determiné en base a una probabilidad a
priori de 0.5 (distribucion binomial). Se incluyeron 24 pacientes, 12 controles y 12 con

cirrosis hepatica.

6.2 Pacientes

Se incluyeron pacientes con diagnostico de cirrosis hepatica sustentado clinica-,
bioquimica- e histolégicamente. Ademas que cumplieran con los criterios de inclusion

siguientes:

e Estadio A o B de Child-Pugh.

e Ausencia de enfermedades infecciosas, metabdlicas, inmunoldgicas o neoplasicas
concomitantes.

¢ Ausencia de antibioticoterapia o tratamiento inmune.

¢ Firma de consentimiento informado.
6.3 Controles
Se incluyeron controles que cumplieran con los criterios de inclusion siguientes:
e Ausencia de enfermedades infecciosas, metabdlicas, inmunoldgicas o neoplasicas
concomitantes.

¢ Ausencia de antibioticoterapia o tratamiento inmune.

e Firma de consentimiento informado.
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6.4 Diseno Experimental

Pacientes Controles
Cirréticos

N /

Muestras de

Plasma sangre periférica
PBMC \

IL-1B, IL-6, IL-10 l Expresion Extra- e Intracelular
-1p, IL-0, IL-10, de CD14, TL2 y TLRA4.
IL-12, TNF-a LPS o4 LTA e y

100na/m 100na/m
RNAmM de CD14, TLR2, TLR4,
] l IL-1B, IL-6, IL-10, IL-12, TNF-
Sobrenadante -— PBMC /

6.5 Metodologias
6.5.1 Aislamiento de PBMC por gradiente de densidad.

La muestra de sangre venosa con anticoagulante se diluy6 1:2 con solucion salina 0.9%.
Se distribuyd en tubos conicos de 15 ml previamente adicionados con Lymphoprep (Axis
Shield) en una relacién 1:3. Se centrifugdé a 2200 rpm durante 30 min a 20°C. Se recuperé
la fraccion que corresponde a las PBMC (anillo blanco) y se lavo con soluciéon salina
0.9%. Un lavado a 1500 rpm por 10 min a 20°C y dos lavados a 1000 rpm por 5 min a
4°C. Los botones de células se juntaron, y se resuspendieron con medio RPMI 1640
(Gibbco) complementado con 10% SFB (suero fetal bovino) y 1% estreptomicina-
penicilina (5X10° U/ml — 5X10° pug/ml) (Gibco). Se realizé una dilucién 1:100 con azul
tripano para determinar el porcentaje de viabilidad celular y contar las células en una
camara de Neubauer y se ajusté a un volumen de 1X10° células/ml. Las células se
sembraron en microplacas de 24 pozos para cultivo celular, a una densidad de 1X10°
células / ml de medio / pozo (NUNC, AccesolLab). Bajo 3 tratamientos: NE (no

estimulado), estimulacién con 100ng/mL de LPS y estimulacion con 100ng/mL de LTA. Se
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incubaron a 37°C, 5% CO2 y 98% de humedad a saturacién durante 18 h para

estabilizacion.

6.5.2 Estimulacion de PBMC por LPS o LTA

Las concentraciones para la estimulacion de PBMC con LPS y LTA se determinaron de
acuerdo a una cinética de concentracion: 10 ng/ml, 100 ng/ml, 1 pg/ml y 10 pg/ml,
determinando la activacion como produccion de TNF-a. La concentracién de 100 ng/ml
presenté un maximo en la produccién de TNF-a, considerandose la concentracion optima

de activacion.

Las PBMC estabilizadas se estimularon con endotoxina (LPS; E. coli, Sigma Chemical
Co) a una concentracion final de 100 ng/ml o con &cido lipoteicoico (LTA; St. faecalis,
Sigma Chemical Co.) en una concentracion final de 100 ng/ml, incubandose

posteriormente a 37°C, 5% CO, y 98% de humedad a saturacion durante 24 h.

6.5.3 Determinacion de secrecion de citocinas.

La secrecion de IL-183, IL-6, IL-10, IL-12 y TNF-a en el sobrenadante de los cultivos y en el
plasma se determind por medio de ELISA (Biolegend). Las microplacas de poliestireno
(NUNC, AccesolLab) se sensibilizaron con un anticuerpo monoclonal especifico contra
cada una de estas citocinas. Se agrego el sobrenadante o plasma, o bien las diluciones
del estandar de la citocina correspondiente y se incubaron por 2 h a temperatura
ambiente, en el caso de TNFa e IL-6 las concentraciones obtenidas fueron muy elevadas,
por lo que se diluyeron 1:2 6 1:3. Se adiciond un segundo anticuerpo policlonal especifico
marcado con biotina y un agente enzimatico conjugado de avidina-peroxidasa para llevar
a cabo la reaccidbn enzimatica. Se agregd una solucién substrato formada por
tetrametilbencidina y peréxido de hidrogeno produciendo un compuesto colorido. La
reaccion se detuvo por una solucién de paro de H>SO4 2N. Entre cada paso se realizaron
lavados con una solucion amortiguadora de fosfatos y 0.05% de Tween-20. Todo el
proceso se realizd en condiciones de agitacion constante 200 rpm (Thermomixer R,
Eppendorf). Las concentraciones de cada reactivo o solucion se consideraron acorde a

las instrucciones del proveedor). La absorbancia se midié a 450 nm en un lector de placa
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(Multiskan Ascent, Labsystems) y las concentraciones de citocinas (pg/ml) se obtuvieron

en base a la curva estandar.

6.5.4 Determinacion de la expresion extracelular e intracelular de TLR2 y

TLR4 por citometria de flujo.

Las células recién aisladas o recolectadas del cultivo se llevaron a una concentracion de
1X10° células/tubo. Se incubd con una solucién de bloqueo (anti-IgG totales, SFB 2%,
EDTA 5 mM en PBS-NaN3; 0.1%) por 30 min en hielo. Se afadieron los anticuerpos (Abs)
monoclonales de ratén anti-TLR2 y anti-TLR4 humanos marcados con ficoeritrina (PE)
(Imgenex, SD California, USA), y anti-CD14 marcado con ficoeritrina (PE) (BD,
Pharmingen, SJ California, USA), asi como también los controles de isotipo, Abs de raton
anti-humano 1gG;,x marcado con PE (BD, Pharmingen SJ, California, USA), incubandose
20 min en hielo. Se agregé una solucién de tincion (SFB 2%, EDTA 5mM en PBS-NaNj3;
0.1%). Entre cada paso, se centrifugd a 2000 rpm por 10 min a 4°C, decantando y
resuspendiendo el botdn con vortex. A continuacion, se incubd en una solucion de
Fijacion/Permeabilizacion (BD, Biosciences, SJ California, USA) por 20 min en hielo. Se
realizaron 2 lavados con un regulador de permeado/lavado (BD, Biosciences, SJ
California, USA) 2000 rpm por 10 min a 4°C. Se afadieron los anticuerpos (Abs)
monoclonales de ratén anti-TLR2 y anti-TLR4 humanos marcados con Isotiocianato de
fluoresceina (FITC) (Imgenex, SD California, USA), y anti-CD14 marcado con
Isotiocianato de fluoresceina (FITC) (BD, Pharmingen, SJ California, USA), asi como
también los controles de isotipo, Abs monoclonales de ratén anti-humano 1gG2ak marcado
con Isotiocianato de fluoresceina (FITC), incubandose 20 min en hielo. Finalmente se
realizaron 3 lavados con el regulador permeado/lavado (BD, Biosciences, SJ California,
USA) 2000 rpm por 10 min a 4°C. Las células tefiidas se dejaron toda la noche en una
solucion de paraformaldehido 4% y se adquirieron y analizaron en el citometro de flujo
(Beckman-Coulter (Dako) CyAn ADP, Denmark and California, USA). La expresion de las
proteinas del CD14, TLR2 y TLR4 se cuantificaron analizando los porcentajes de

fluorescencia de las células marcadas, comparando con las células NE.
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6.5.5 Determinacién de la expresiéon de RNAm de CD14, TLR2, TLR4, IL-183,
IL-6, IL-10, IL-12 y TNF-a por PCR en tiempo real.

Se aislo el RNA total de 1.0 X 106 PBMC utilizando un kit comercial (High Pure RNA
isolation kit, Roche®, Indianapolis, EU). 30 yL (0.5-1.0 pg) de cada RNA total fueron
transcritos a cDNA utilizando un kit comercial (Transcriptor first strand cDNA sintesis kit,
Roche®, Indianapolis, EU). Para realizar la PCR tiempo real, se disefaron iniciadores
especificos (Tabla 1), con la ayuda del Universal ProbeLibrary Assay Design Center
(Roche®, Indianapolis, EU) y se ocuparon ademas sondas Universal Probe Library
(UPL®) marcadas con el fluorocromo FAM para cuantificar los niveles de expresion de
CD14, TLR2, TLR4, IL-1B, IL-6, IL-10, IL-12 y TNF-a, los cuales se normalizaron
utilizando como gen endégeno HPRT. La reacciéon de PCR se realizé adicionando 2 pL
(3ug) de cDNA y mezcla de reaccion comercial (Probes Master Light Cycler 480, Roche®,
Indianapolis, EU) en un volumen total de reaccién de 10 yl y se corrid a 50°C por 2
minutos y 95°C durante diez minutos seguido por 45 ciclos a 95°C 15 s, 60°C 1h en el
LightCycler® 480 (Roche®, Indianapolis, Estados Unidos).

Tabla 1. Secuencias de iniciadores especificos utilizadas para amplificacion en PCR tiempo real.

Mediador Forward Primer (5- 37) Reverse Primer (5°- 3")
HPRT tgaccttgatttattttgcatacc cgagcaagacgttcagtcct
CD14 gttcggaagacttatcgaccat acaaggttctggegtggt
TLR2 cgttctctcaggtgactgctc cctttggatcctgcettge
TLR4 ctctectgegtgagaccag tccatgcattgataagtaatattagga
IL-1B ctgtcctgegtgtigaaaga ttgggtaatttttgggatctaca

IL-6 gatgagtacaaaagtcctgatcca ctgcagccactggttetgt
IL-10 tgggggagaacctgaagac acagggaagaaatcgatgaca
IL-12 cactcccaaaacctgctgag tctcttcagaagtgcaagggta
TNF-a cagcctcttctecttectgat gccagagggctgattagaga

HPRT, hypoxantina-fosforibosiltransferasa.

6.6 Analisis estadistico

Los resultados se dividieron en aquellos obtenidos directamente del plasma y PBMC y se
denominaron ex-vivo y aquellos obtenidos después de la activacion de las PBMC con

LPS o LTA denominados in- vitro.
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Los resultados ex-vivo, se resumieron en términos de mediana y valores minimo y
maximo. Las comparaciones entre controles y pacientes cirréticos se hicieron mediante la
prueba de la suma de rangos de Wilcoxon (0 U de Mann-Whitney). Para los cambios
inducidos por LPS y LTA in-vitro, se calcularon las diferencias entre las células cultivadas
sin exposicion y aquellas expuestas a LPS o LTA. Estas diferencias se resumieron en
términos de medianas y valores minimo y maximo. El andlisis se realiz6 con la prueba de
rangos senalados de Wilcoxon. La comparacion de las diferencias entre controles y
pacientes cirréticos se hizo mediante la prueba de la suma de rangos de Wilcoxon. Se

considerd un nivel de significancia de p<0.05.
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7. Resultados

7.1 Caracteristicas de controles y pacientes cirréticos.

Se incluyeron 24 pacientes. El grupo de controles con una n=12, present6 una relaciéon de
género masculino:femenino de 1:1, y una mediana de edad de 43.5 afios (minimo de 38 y
maximo de 76 afos). El grupo de pacientes cirréticos con una n=12, present6 una relacién
de género masculino:femenino de 1:2, y una mediana de edad de 57.5 afios (minimo de
46 y maximo de 75 afos). En cuanto a la etiologia, 2 presentaron cirrosis secundaria a
consumo excesivo de alcohol, 1 enfermedad grasa no alcohdlica, 1 cirrosis hepatica

alcoholo-nutricional (CHAN) y 8 cirrosis criptogénica.

7.2 Determinaciones ex-vivo

7.2.1 Expresion de CD14, TLR2 y TLR4.

La mediana de expresion de los receptores CD14, TLR2 y TLR4, tanto extracelular como
intracelular, de las PBMC expresada como porcentaje de fluorescencia de células
marcadas, en controles y pacientes cirroticos se muestra en la tabla 2. La diferencia de
expresion intracelular de CD14 entre controles y cirréticos alcanzé significancia
estadistica (p<0.04) (Tabla 2).

Tabla 2. Mediana de expresion extracelular e intracelular de receptores de PBMC de controles y pacientes

cirréticos.
Controles Cirréticos p
Receptor
Extracelular Intracelular Extracelular Intracelular Extracelular Intracelular
CD14 12.5(8.0-19.0) 12.5(7.9-18.5) 16.6(6.8-44.8) 17.6 (5.5-45.0) 0.17 0.04"
TLR2 5.4(0.2-16.9) 18.8(0.4-41.6) 5.1(0.1-45.1) 13.7 (0.1-40.2) 0.86 0.36
TLR4 6.3(0.04-23.4) 9.3(2.9-20.2) 1.2(0.1-56.4) 3.5(0.1-37.0) 0.17 0.15

Mediana (minimo-maximo) expresada en porcentaje de fluorescencia de células marcadas. P<0.05

Significancia estadistica obtenida por medio de la prueba de U de Mann-Whitney.
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7.2.2 Produccién plasmatica de IL-18, IL-6, IL-10, IL-12 y TNF-a.

La mediana de la produccién plasmatica de las citocinas IL-13, IL-6, IL-10, IL-12 y TNFaq,
expresada en pg/mL, en controles y pacientes cirréticos se muestra en la tabla 3. La
diferencia de produccién de IL-6, IL-10 e IL-12 entre controles y cirréticos alcanzé

significancia estadistica (p<0.002, p<0.02, p<0.02) (Tabla 3).

Tabla 3. Mediana de produccion plasmatica de citocinas de controles y pacientes cirréticos.

Citocina Controles Cirroticos p
IL-1B 25(0.0-11.2) 29(1.3-324) 0.33
IL-6 12.4 (3.2-23.7) 34.6 (12.8-229.0) 0.002"
IL-10 4.6(0.0-80.3) 9.2(0.14-20.9) 0.02*
IL-12 146.1 (103.5 - 262.3) 261.0 (44.9-44409) 0.02*

TNF-a 04(0.0-59) 0.0(0.0-244) 0.43

Mediana (minimo-maximo) de produccién plasmatica de citocinas expresada en pg/mL. P<0.05
Significancia estadistica obtenida por medio de la prueba de U de Mann-Whitney.

7.2.3 Expresiéon de RNAm de CD14, TLR2, TLR4, IL-1B, IL-6, IL-10, IL-12,
TNF-a.

La mediana de expresién de los receptores CD14, TLR2 y TLR4, y de las citocinas, IL-18,
IL-6, IL-10, IL-12 y TNF-q, por las PBMC expresada en unidades relativas de expresion,
en controles y pacientes cirréticos se muestra en la Tabla 4. No se encontr6 ninguna
diferencia significativa entre la expresibn de RNAm de los genes de receptores y
citocinas, entre el grupo de controles y cirroticos (Tabla 4).

Tabla 4. Mediana de expresion RNAm de receptores y citocinas por PBMC de controles y pacientes

cirréticos.

Gen Controles Cirréticos p
CD14 NA NA NA
TLR2 18.6 (14.0-20.2) 18.7 (14.9-21.9) 0.5
TLR4 NA NA NA
IL-18 14.3 (10.2-16.1) 15.4 (13.0-20.0) 0.1
IL-6 20.9 (18.2-22.0) 21.1 (15.0 - 22.9) 0.9
IL-10 NA NA NA
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IL-12 27.4 (26.0-29.0) 27.2(26.1-34.4) 0.5
TNF-a 22.3(19.7 - 26.3) 23.3(21.0-32.7) 0.2

NA=No Amplific6. Mediana (minimo-maximo) expresada en unidades relativas de expresion. Valores de P
obtenidos por medio de la prueba de U de Mann-Whitney.

7.3 Activacion in-vitro

7.3.1 Expresion de CD14, TLR2 y TLRA4.

7.3.1.1 Expresién Extracelular.

La expresion extracelular de CD14, TLR2 y TLR4 por PBMC no estimuladas (NE) fue
mayor en pacientes cirréticos que en controles. La mediana de expresidn extracelular de
CD14 fue de 4.3% (0.0-9.9) vs. 2.0 % (0.3-6.1) (P<0.12), la mediana de expresién
extracelular del TLR2 fue de 0.3% (0.0-26.8) vs. 0.2% (0.0-7.5) (P<0.45), y la mediana de
expresion extracelular de TLR4 fue de 1.6% (0.0-19.5) vs. 0.3% (0.0-7.6) (P<0.19),

respectivamente (Graficas 1a, b, c).

Después de la exposicion a LPS, la expresién extracelular de CD14, TLR2 y TLR4 por
PBMC de controles fue mayor que el valor NE correspondiente, [3.7% (0.1-6.5) vs. 2.0%
(0.3-6.1), P<0.14], [0.6% (0.0-9.3) vs. 0.2% (0.0-7.5), P<0.45], [0.6% (0.0-5.5) vs. 0.3%
(0.0-7.6), P<0.42], respectivamente. PBMC de pacientes cirréticos mostraron, después de
la misma exposicion, un incremento de la expresion extracelular del CD14 [5.8% (0.3-8.9)
vs. 4.3% (0.0-9.9), P<0.48] y del TLR2 [5.1% (0.0-28.9) vs. 0.3% (0.0-26.8), P<0.14]. Y
una disminucion de la expresion extracelular de TLR4 [0.5% (0.0-23.3) vs. 1.6% (0.0-
19.5), P<0.94]. Sin embargo, ninguna diferencia fue estadisticamente significativa

(Graficas 1a, b, c).

La exposicion a LTA, no afectd la expresion extracelular de CD14 en controles [2.1% (0.1
— 6.6)] al compararla con las condiciones NE [2.0% (0.3-6.1), P<0.58]. Tampoco afecto la
expresion extracelular de TLR2 [0.1% (0.0-10.2) vs. 0.2% (0.0-7.5), P<0.77]. La expresion
extracelular de TLR4 mostré un ligero aumento [0.6% (0.0-10.6) vs. 0.3% (0.0-7.6),
P<0.48]. Las PBMC de pacientes cirréticos mostraron, después de la misma exposicion,
un incremento de la expresion extracelular del CD14 [4.8% (0.2-7.9) vs. 4.3% (0.0-9.9),
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P<0.58] y del TLR2 [0.6% (0.0-15.8) vs. 0.3% (0.0-26.8), P<0.69]. Y una disminucién de la
expresion extracelular de TLR4 [0.5% (0.0-9.1) vs. 1.6% (0.0-19.5), P<0.071], la cual
mostré tendencia a la significancia. Los cambios restantes no mostraron diferencia

significativa (Graficas 1a, b, c).
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Gréafica 1. Expresion extracelular de receptores por PBMC de controles y pacientes cirréticos bajo
condiciones de no-exposicion (NE), LPS o LTA. a) CD14, b) TLR2, c) TLR4. Valor expresado en porcentaje
de fluorescencia de células marcadas. La barra representa los valores de Mediana. P<0.10 Tendencia a la

significancia obtenidas por la prueba de rangos sefialados de Wilcoxon.

Tomando la condicion NE como una referencia del 100%, la mediana de diferencia
relativa en la expresion extracelular de CD14, TLR2 y TLR4 tiende a ser positiva, se
observo un aumento en ambos grupos después de la exposicion con LPS, a excepcion de
la expresion extracelular de TLR4 en el grupo de cirréticos. Sin embargo la diferencia no
fue significativa (P<0.95, P<0.45, P<0.12), respectivamente. De acuerdo a LTA, el grupo
de pacientes cirréticos presenta una similitud con lo observado con el LPS, no asi en el
grupo de controles, a excepcién del TLR4 (P<0.17, P<0.95, P<0.20) (Tabla 5).
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Tabla 5. Diferencias* relativas de mediana en la expresion extracelular de receptores por PBMC de

controles y pacientes cirroticos después de la exposiciéon a LPS o LTA.

Receptor Localizacion Tratamiento Controles Cirroticos Valor P
LPS + 19.4% + 20.9% <0.95
CD14 Extracelular
LTA - 23.5% + 11.5% <0.17
LPS + 11.9% + 159.1% <0.45
TLR2 Extracelular
LTA 0% +  21.9% <0.95
LPS + 37.1% - 26.6% <0.12
TLR4 Extracelular
LTA + 36.5% - 52.9% <0.20

* Diferencia con el valor de no-exposicién (NE) (considerado como una referencia del 100%). Un valor
negativo refleja disminucién, un valor positivo refleja aumento. Valores de P obtenidos por medio de la

prueba de U de Mann-Whitney.

7.3.1.2 Expresién Intracelular

La expresion intracelular de CD14 por PBMC NE fue mayor en pacientes cirréticos que en
controles. La mediana de expresion intracelular de CD14 fue de 8.8% (0.1-28.4) vs. 5.4 %
(1.5-12.0) (P<0.22). Por el contrario, la mediana de expresion intracelular del TLR2 y de
TLR4 fue menor en pacientes cirroticos que en controles [4.4% (0.0-20.5) vs. 6.8% (1.1-
21.2), P<0.39], [4.0% (0.0-27.5) vs. 5.2% (0.0-61.0) (P<0.27), respectivamente (Graficas
2a, b, c).

Después de la exposicidn con LPS, la expresion intracelular de CD14 y TLR2 por PBMC
de controles fue menor que el valor NE correspondiente, [4.5% (1.1 — 10.6) vs. 5.4% (1.5—
12.0), P<0.39], [6.5% (1.6-18.4) vs. 6.8% (1.1-21.2), P<0.94]. Por el contrario, la
expresion intracelular de TLR4 fue mayor que el valor de NE correspondiente [6.0% (0.1—
54.7) vs. 5.2% (0.0-61.0), P<0.64], PBMC de pacientes cirréticos mostraron, después de
la misma exposicion, una disminucién de la expresion intracelular del CD14 [7.6% (0.5 —
15.3) vs. 8.8% (0.1-28.4), P<0.02] y del TLR4 [1.8% (0.1-28.0) vs. 4.0% (0.0-27.5),
P<0.48]. Y un aumento de la expresién intracelular de TLR2 [8.1% (0.6-21.1) vs. 4.4%
(0.0-20.5), P<0.01]. La disminucion de la expresién intracelular del CD14 y el aumento

observado de TLR2 presentaron diferencia significativa (Graficas 2a, b, c).
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La exposicién a LTA, disminuyd la expresion intracelular de CD14 y TLR2 en controles, al
compararse con las condiciones NE [5.0% (0.9-11.4) vs. 5.4% (1.50-12.0), P<0.43] y
[6.0% (0.1-21.2) vs. 6.8% (1.1-21.2), P<0.53]. La expresion intracelular de TLR4 no
mostré cambio [5.2% (0.2-45.4) vs. 5.2% (0.0-61.0), P<0.75]. PBMC de pacientes
cirréticos mostraron, después de la misma exposicion, una disminucion de la expresion
intracelular del CD14 [7.0% (1.7 - 56.6) vs. 8.8% (0.1-28.4), P<0.35] y del TLR4 [1.6%
(0.1-17.7) vs. 4.0% (0.0-27.5), P<0.29]. Y un ligero aumento de la expresion intracelular
de TLR2 [5.1% (0.4-14.7) vs. 4.4% (0.0-20.5), P<0.43]. Los cambios observados no

mostraron diferencia significativa (Graficas 1a, b, c).
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Grafica 2. Expresion intracelular de receptores de PBMC de controles y pacientes cirréticos bajo
condiciones de no-exposicion (NE), LPS o LTA. a) CD14, b) TLR2, c) TLR4. Valor expresado en porcentaje
de fluorescencia de células marcadas. La barra representa los valores de Mediana. P<0.05 Significancia

estadistica, obtenidas por la prueba de rangos sefialados de Wilcoxon.
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Tomando la condicion NE como una referencia del 100%, la mediana de diferencia
relativa en la expresion intracelular de CD14 tiende a ser negativa, una disminucion, en el
grupo de controles y cirréticos, después de la exposicion con LPS (P<0.52) y LTA
(P<0.73). Por el contrario, la expresion intracelular del TLR2 tiende a ser positiva, un
aumento, en ambos grupos, después de la exposicion con LPS (P<0.05) y LTA (P<0.15).
Finalmente, de acuerdo a la expresion intracelular del TLR4, tiende a ser negativa, una
disminucion, después de la exposicion con LPS (P<0.30) y LTA (P<0.95). A excepcion del
grupo de controles con LPS (Tabla 5).

Tabla 6. Diferencia* relativas de mediana de la expresion intracelular de receptores de PBMC de controles
y pacientes cirroticos después de la exposiciéon a LPS o LTA.

Receptor Localizacion Tratamiento Controles Cirroticos Valor P
LPS - 46% - 14.1% <0.52
CD14 Intracelular
LTA - 6.8% - 12.6% <0.73
LPS + 16.3% + 66.1% <0.05*
TLR2 Intracelular
LTA +  37% + 282% <0.15
LPS + 21.9% - 23.8% <0.30
TLR4 Intracelular
LTA - 56% - 7.0% <0.95

*Diferencia con el valor de no-exposicion (NE) (considerado como una referencia o del 100%). Un valor
negativo refleja una disminucion, un valor positivo refleja un aumento. P<0.05 Significancia estadistica
obtenida por medio de la prueba de U de Mann-Whitney.

7.3.2 Secrecion IL-1B, IL-6, IL-10, IL-12 y TNF-a.

La secrecién de citocinas por PBMC NE de controles y cirréticos fue similar, IL-13 [51.0
(14.4-202.5) vs. 50.2 (1.6-138.6), P<0.95], IL-6 [2,836.3 (1,201.5-5,217.8) vs. 2,698.6
(589.6-5,083.7), P<0.60], IL-10 [5.6 (2.0-14.4) vs. 2.2 (2.0-12.9), P<0.31], IL-12 [43.1
(14.1-113.5) vs. 38.2 (11.3-121.0), P<0.75], TNF-a [345.9 (124.0-826.3) vs. 442.6 (45.8-
796.9), P<0.69] (Gréafica 3).

Sin embargo, después de la exposicion con LPS, la secrecion de citocinas fue
significativamente mayor en comparacion al valor NE correspondiente, tanto para el grupo
de controles, IL-1B [ 87.4 (39.6-286.2) vs. 51.0 (14.4-202.5), P<0.002], IL-6 [4,820.4
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(3,276.3-5,798.2) vs. (2,836.3 (1,201.5-5,217.8), P<0.002], IL-10 [54.4 (20.0-111.7) vs. 5.6
(2.0-14.4), P<0.002], IL-12 [1,390.9 (438.4-3,861.3) vs. 43.1(14.1-113.5), P<0.002], TNF-a
[3,576.9 (2,078.3-4,839.6) vs. 345.9 (124.0-826.3), P<0.002], como para el grupo de
pacientes cirréticos, IL-1p [88.9 (18.8-189.7) vs. 50.2 (1.6-138.6), P<0.002], IL-6 [4,738.9
(2,065.2-9,774.2) vs. 2,698.6 (589.6-5,083.7), P<0.002], IL-10 [31.0 (6.5-345.5) vs. 2.2
(2.0-12.9), P<0.002], IL-12 [859.0 (275.4-3,837.0) vs. 38.2 (11.3-121.0), P<0.002], TNF-a
[2,017.5 (1,553.8-3,823.8) vs. 442.6 (45.8-796.9), P<0.002] (Gréfica 3).

De igual manera, después de la exposicion con LTA, la secrecion de citocinas fue
significativamente mayor en comparacion al valor NE correspondiente, para el grupo de
controles, IL-1B [55.3 (15.4-195.1) vs. 51.0 (14.4-202.5), P<0.53], IL-6 [3,413.3 (1,247 .4-
5,131.1) vs. (2,836.3 (1,201.5-5,217.8), P<0.14], IL-10 [9.6 (0.7-18.9) vs. 5.6 (2.0-14.4),
P<0.01], IL-12 [78.7 (15.4-373.4) vs. 43.1 (14.1-113.5), P<0.003], TNF-a [546.8 (141.7-
1,476.0) vs. 345.9 (124.0-826.3), P<0.002], como para el grupo de pacientes cirréticos, IL-
18 [69.4 (7.6-159.5) vs. 50.2 (1.6-138.6), P<0.03], IL-6 [3,354.2 (1,274.8-5,054.1) vs.
2,698.6 (589.6-5,083.7), P<0.003], IL-10 [5.4 (2.0-63.0) vs. 2.2 (2.0-12.9), P<0.11], IL-12
[97.0 (41.4-582.0) vs. 38.2 (11.3-121.0), P<0.005], TNF-a [935.1 (192.7-2,019.0) vs. 442.6
(45.8-796.9), P<0.003] (Grafica 3).
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Grafica 3. Secrecion de Citocinas de PBMC de controles y pacientes cirréticos bajo condiciones de no-
exposicion (NE), LPS o LTA. a) IL-1B, b) IL-6, c) IL-10, d) IL-12, e) TNF-a. Valor expresado en unidades de
concentracion pg/mL. La barra representa los valores de Mediana. P<0.05 Significancia estadistica, P<0.10

Tendencia a la significancia, obtenidas por la prueba de rangos sefialados de Wilcoxon.

Tomando los valores de NE como referencia, la mediana de la diferencia relativa en la
secrecion de citocinas entre la exposicion a LPS o LTA y NE, tendié a ser positiva, un
aumento. Observandose generalmente mayor en pacientes cirréticos que en controles,
alcanzando significancia estadistica en IL-1B3, IL-6 y TNF-a, bajo la exposicion a LTA,
P<0.07, P<0.05, P<0.04, respectivamente (Tabla 7).
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Tabla 7. Diferencia* relativas de mediana de la produccion de citocinas de PBMC de controles y pacientes

cirréticos después de la exposicion de LPS o LTA.

Citocina Tratamiento Controles Cirroticos Valor P
" LPS + 71.5% + 42.1% <0.30
LTA + 2.9% + 19.6% <0.07**
LPS + 51.4% + 63.9% <0.64
IL-6
LTA + 3.2% + 15.4% <0.05*
LPS +  1,106.5% +  1,451.6% <0.90
IL-10
LTA + 19.4% +  170.0% <0.77
LPS +  1,804.6% + 2,064.0% <0.60
IL-12
LTA + 22.7% +  117.0% <0.22
LPS + 771.1% +  4741% <0.69
TNF-a .
LTA + 36.1% + 83.3% <0.04

*Diferencia con el valor de no-exposicion (NE) (considerado como una referencia o del 100%). Un valor
negativo refleja una disminucion, un valor positivo refleja un aumento. P<0.05 Significancia estadistica,

“P<0.10 Tendencia a la significancia, obtenida por medio de la prueba de U de Mann-Whitney.

7.3.3 Expresion RNAm CD14, TLRZ2, TLR4, IL-18, IL-6, IL-10, IL-12, TNF-a.

La expresién de genes de PBMC NE de controles vs. cirréticos fue similar, TLR2 [0.05
(0.01-0.23) vs. 0.06 (0.01-0.23), P<0.71], IL-1B [7.88 (1.91-33.91) vs. 6.85 (1.43-21.36),
P<0.76], IL-12 [0.04 (0.01-0.09) vs. 0.05 (0.02-0.19), P<0.10], TNF-a [5.37 (1.94-23.53) vs.
7.79 (2.84-21.33), P<0.31]. Los genes de CD14, TLR4, IL-6 e IL-10 no mostraron

amplificacion (Grafica 4).

Después de la exposicion a LPS, la expresidon de genes fue significativamente mayor en
comparacion al valor NE correspondiente, tanto para el grupo de controles, TLR2 [0.16
(0.05-0.85) vs. 0.05 (0.01-0.23), P<0.003], IL-1B [243.10 (34.43-402.0) vs. (7.88 (1.91-
33.91), P<0.003], TNF-a [21.64 (10.33-37.08) vs. 5.37 (1.94-23.53), P<0.003], como para
el grupo de cirréticos, TLR2 [0.14 (0.04-0.70) vs. 0.06 (0.01-0.23), P<0.003], IL-1B3 [136.80
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(26.91-439.60) vs. 6.85 (1.43-21.36), P<0.002], TNF-a [16.20 (6.48-32.88) vs. 7.79 (2.84-
21.33), P<0.01]. En el grupo de controles, IL-12 solo presentd tendencia, en comparacién
al valor NE correspondiente [0.05 (0.01-0.22) vs. 0.04 (0.01-0.09), P<0.09], el grupo de
pacientes cirréticos no presenté cambio importante, [0.04 (0.02-0.18) vs. 0.05 (0.02-0.19),
P<0.67] (Grafica 4).

De acuerdo a la exposicion con LTA, la expresion de genes fue significativamente mayor
en comparacion al valor NE correspondiente, para el grupo de controles de acuerdo a IL-
18 [10.22 (3.42-655.6) vs. (7.88 (1.91-33.91), P<0.03], observandose una tendencia para
TNF-a [7.50 (3.64-804.70) vs. 5.37 (1.94-23.53), P<0.06]. TLR2 [0.06 (0.01-3.39) vs. 0.05
(0.01-0.23), P<0.72] e IL-12 [0.04 (0.004-2.95) vs. 0.04 (0.01-0.09), P<0.48], no
presentaron cambios importante. Para el grupo de cirréticos, la expresion de genes fue
significativamente mayor en comparacion al valor NE correspondiente, de acuerdo a IL-12
[0.05 (0.01-0.14) vs. 0.05 (0.02-0.19), P<0.02], observandose tendencia con IL-13 [14.09
(3.65-54.23) vs. 6.85 (1.43-21.36), P<0.06], no se observo diferencia significativa en TLR2
[0.10 (0.02-0.17) vs. 0.06 (0.01-0.23), P<0.27], ni en TNF-a [6.79 (2.39-23.56) vs. 7.79
(2.84-21.33), P<0.64] (Grafica 4).

Expresion RNAm TLR2 Expresion RNAm IL-1B
10.00 1000 - ——0.03———— ——0.06
—0.003— . —0.003— 0003 . 0002

=3
]
*

100 - -

woegwe o
o wolh oo

?5 g
g g
5 |4
S . g
®
@ 3 3 o° . .
@ 0.10 b4 @ N . °
8 * s : s £ H .
s s s s 3 10 . .
£ o001 . . 2 . . :
o] S . $ . s
2 @ .
s b H .
c
0.00 | N =2 1
NE LPS LTA NE LPS LTA NE LPS LTA NE LPS LTA
Controles Cirréticos Controles Cirroticos

Q
~

b)

Respuesta inflamatoria a estimulos bacterianos por PBMC en pacientes cirréticos 31



Resultados

Expresion RNAm IL-12 Expresion RNAm TNF-a

0.05:

10.000 1 1000 1 T
S . S
73 5 —0.06——mMm8M8M8
8 | —o009— 0.02 @ i ——00t
g 1000 81001 __poo—
[} 3 *
3 * - i * g . $
g 01001 g . s 3 o 10 ¢ $
2 2 $ % * s
° - s * ¢ ke * ¢
@ 00101 |« ¢ . g )
3 ¢ . 3
o 3
5 0001 : : : : : : T 9
]
NE LPS LTA NE LPS LTA NE LPS LTA NE LPS LTA
Controles Cirroticos Controles Cirroticos
c) d)

Grafica 4. Expresion de RNAm de PBMC de controles y pacientes cirréticos bajo condiciones de no-
exposicion (NE), LPS o LTA. a) TLR2, b) IL-1B3, c¢) IL-12, d) TNF-a. Valor expresado en unidades de
expresion relativa. La barra representa los valores de Mediana. P<0.05 Significancia estadistica, P<0.10
Tendencia a la significancia, obtenidas por la prueba de rangos sefialados de Wilcoxon (NE vs. LPS y/o
LTA) y la prueba de U de Mann-Whitney (Controles vs. Cirréticos).

Tomando los valores de NE como referencia, la mediana de diferencia relativa en la
expresion de genes entre la exposiciéon a LPS o LTA y NE, tendié a ser positiva, un
aumento. Alcanzando solo significancia estadistica en TNF-a bajo la exposicion con LTA
(P<0.05) (Tabla 8).

Tabla 8. Diferencia* relativas de mediana de la expresion de RNAm de PBMC de controles y pacientes

cirréticos después de la exposicion de LPS o LTA.

Gen Tratamiento Controles Cirroticos Valor P
LPS + 3.0% + 2.4% <0.20
TLR2
LTA + 1.0% + 1.2% <1.00
" LPS + 16.3% + 17.3% <0.90
LTA + 1.5% + 1.9% <0.76
Lt LPS + 1.4% + 1.0% <0.11
LTA + 1.3% + 0.7% <0.25
LPS + 3.4% + 2.5% <0.12
TNF-a
LTA + 1.5% + 1.0% <0.05*

*Diferencia con el valor de no-exposicion (NE) (considerado como una referencia o del 100%). Un valor
negativo refleja una disminucién, un valor positivo refleja un aumento. 'P<0.05 Significancia estadistica,

obtenida por medio de la prueba de U de Mann-Whitney.
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La expresion relativa/normalizada de genes por PBMC NE de controles vs. cirréticos fue
similar. Con la exposicion a LPS se observé un aumento de la expresion con TLR2, IL-18,
y TNF-a en ambos grupos, IL-12 solo presenté aumento en el grupo de controles. En
relacion a la exposicién de LTA, se observd un aumento de TLR2 solo en el grupo de
pacientes cirréticos y en ambos grupos de IL-13, siendo mayor en el grupo de pacientes
cirrticos. IL-12 y TNF-a, presentaron un aumento en el grupo de controles, siendo
significativo solamente en TNF-a (P<0.05) (Grafica 5).
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Grafica 5. Expresion Normalizada de RNAm de PBMC de controles y pacientes cirréticos bajo condiciones
de no-exposicion (NE), LPS o LTA. a) TLR2, b) IL-1B, c) IL-12, d) TNF-a. Valor en unidades de expresion
relativa. La barra representa los valores de Mediana. P<0.05 Significancia estadistica, obtenida por medio
de la prueba de U de Mann-Whitney.
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8. Discusion

8.1 Expresion de CD14, TLR2 y TLR4

La importancia de conocer los procesos que involucra la fisiopatologia hepatica
radica en que hoy en dia, la cirrosis hepatica ocupa el 5to lugar dentro de las
primeras causas de mortandad en México. Los pacientes cirréticos cursan
episodios de endotoxemia, misma que se ha atribuido a la translocacion
bacteriana y a la depuracién hepatica disminuida. El papel tanto de las bacterias
gram (-) como gram (+) y la respuesta inmune en este tipo de pacientes, es de
relevancia para el entendimiento de los procesos celulares hepaticos, asi como
las implicaciones terapéuticas que ayuden a desarrollar terapias coadyuvantes en

el tratamiento de la cirrosis.

Las células mononucleares de los pacientes cirréticos presentaron mayor
expresion intracelular de CD14 que los controles (P<0.04), lo cual sugiere que en
estos pacientes existe un reservorio intracelular de CD14. Los episodios de
endotoxemia, asi como de propension a infecciones conllevan a una mayor
capacidad o sensibilidad de los pacientes cirréticos para reconocer ligandos
bacterianos, lo cual puede ser a través de los TLRs. Se observé que la expresion
de los TLRs 2 y 4 fue mayor a nivel intracelular que extracelular en ambos grupos,
esto soporta la idea de un recambio constante de receptores, dado por una
reorganizacion de la membrana plasmatica y una internalizacién de receptores
para ser reciclados a la superficie (Triantafilou et al, 2004), asi como la existencia
de reservorios en compartimentos intracelulares (Hornef et al, 2002). La presencia
constitutiva del CD14 localizada en balsas lipidicas sustenta la diferencia de
distribucion de CD14 con respecto a los TLRs, que comunmente son reclutados

después de la estimulacion o activacion (Triantafilou et al, 2006).

De acuerdo a resultados previos, se demostré que la expresion membranal de
CD14 en PBMC de pacientes cirréticos se incrementd en presencia de LPS o

LTA, a diferencia de la expresiéon membranal de TLR2 y 4, la cual disminuyé. Esta
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observacion sugiere que el TLR2 y el TLR4 al reconocer ligandos bacterianos se
internalizan, lo que fue determinado por la expresion extra- e intracelular de TLRs

2y 4 en PBMC de pacientes cirréticos sometidos a un estimulo con LPS o LTA.

En relacién a la expresion de CD14, los resultados de este estudio fueron
similares a los obtenidos en el estudio previo, en el cual la exposicion a LPS o
LTA incrementaron la expresion extracelular de CD14 tanto en pacientes cirréticos
como en controles. Por el contrario, en este estudio, la expresion intracelular del
CD14 disminuyo en pacientes cirroticos (P<0.02). Esta diferencia en el sentido de
la respuesta, nos sugiere la presencia de un sistema de regulacion activado por el
estimulo con ligandos bacterianos.

El proceso de internalizacién de receptores no se observd, sin embargo estudios
como la microscopia confocal y un numero mayor de pacientes, podrian confirmar

esta hipotesis.

Cabe sefialar que en términos de magnitud, la expresién membranal tanto extra-
como intracelular de CD14 en PBMC en respuesta a ligandos bacterianos de
pacientes cirrdticos es mayor en comparacion al grupo control, esto es debido
probablemente a la presencia de un estado de hiperactivacién condicionado por la
exposicion crénica a microorganismos y sus productos, por lo que estudios de

cinética de exposicion a ligandos bacterianos esclarecerian esta hipotesis.

En cuanto al TLR2 los resultados de este estudio fueron diferentes a los obtenidos
en un estudio previo, dado que no se observé el mismo patron de respuesta; la
expresion extra- e intracelular aumento, principalmente con LPS en el grupo de
cirréticos, siendo significativo solo en la expresion intracelular vs. NE (P<0.015) y
vs. controles (P<0.015). Se sabe que el LPS es capaz de inducir la produccion de
mediadores inflamatorios como IL-1, TNF-a e IL-6 de forma sistémicas, los cuales
han demostrado tener un efecto modulador directamente proporcional sobre TLR2
en sepsis a estimulos bacterianos (Bornstein et al, 2004), lo cual sugiere que el
aumento observado en la expresién extra e intracelular de TLR2 por el LPS en

PBMC de pacientes cirroticos fue regulado por las concentraciones plasmaticas
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elevadas de los mediadores inflamatorios en los pacientes cirréticos,
principalmente la IL-6 (P<0.002).

Es importante sefalar, que el LTA, ligando aparentemente especifico del TLR2,
no indujo ese cambio. La presencia del polimorfismo Arg753GIn en el gen de
TLR2, se ha asociado a una reduccion de respuesta a infecciones por Gram (+),
especialmente en choque séptico por staphylococcus (Cook et al, 2004). El
estudio de la presencia de este polimorfismo es en pacientes con cirrosis
criptogénica o alcohdlica, etiologias que predominan en nuestra estudio, nos

ayudaria a entender estos resultados.

Por otro lado, la expresion de TLR4 extra- e intracelular disminuyé con ambos
estimulos en PBMC de pacientes cirréticos, solo la expresién extracelular con LTA
presentd tendencia a la significancia (P<0.07). Esta disminucién se explica como
consecuencia a una exposicion cronica al LPS, lo cual induce una regulacion
negativa del TLR4, generando una sensibilidad disminuida a este ligando (Hornef
y col, 2002). La inhibicién de la presencia del TLR4 en la superficie celular de la
membrana se ha postulado como mecanismo de tolerancia al LPS (Nomura et al,
2000; Testro y Visvanathan, 2009). De acuerdo a un estudio realizado por Hornef
et al, 2002, la determinaciobn de altas concentraciones de TLR4 en
compartimentos citoplasmaticos, como el aparato de Golgi, confirmarian esta
hipétesis. Asi como estudios especificos de tolerancia en PBMC de pacientes

cirroticos.

Se sabe que el CD14 y el TLR4 actuan de manera conjunta en el reconocimiento
del LPS, sin embargo el incremento de CD14 y disminucion de TLR4 indican que
otros componentes pueden influenciar de manera importante la expresion del
CD14. Por ejemplo, se sabe que la lipoproteina de alta densidad (HDL) es capaz
de regular negativamente la expresion del CD14 en monocitos (Galbois et al,
2009). Bajas concentraciones de HDL explicarian el incremento de la expresion

de CD14 observada en PBMC de pacientes cirréticos. Es probable que la
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determinacion y correlaciéon de esta molécula en pacientes cirréticos confirmen

esta observacion.

Riordan et al, 2003 determinaron que en pacientes cirréticos, estadio Child-pugh
C, la expresion de TLR4 en monocitos es regulada negativamente, mientras que
la expresion de TLR2 es equivalente a la de controles. En este estudio el grupo
de pacientes cirroticos presentd6 en su mayoria estadio child-pugh B,
observandose un decremento en la expresion extra- e intracelular de TLR4. El
estadio de dafo en los pacientes cirréticos determina la direccién de la respuesta,
asi como la presencia de una regulacidon hacia una inflamacion crénica (Testro et
al, 2010).

La respuesta aparentemente opuesta del TLR2 vs TLR4 se explica por medio de
la existencia de vias de sefalizacion individuales para cada TLR que conllevan a
las diferentes respuestas biolégicas obtenidas por diferentes ligandos (Triantafilou
et al, 2004). Una deficiencia de TLR2/4 superficiales puede ser compensada por
sefalizacion a través de TLRs intracelulares, logrando cierta complementariedad
y sinergismo entre receptores de superficie y TLRs endosomales (Rad et al,
2009). Se ha indicado que aunque ciertos TLRs presentan mecanismos
independientes y distintos de expresién, siguen vias de activacion intracelulares
similares (Khan et al, 2007).

Cabe senalar que la expresion de receptores en PBMC en este estudio se
representd en términos de porcentaje de fluorescencia (% de fluorescencia o de
células marcadas), otros estudios han representado este valor en términos de
intensidad media de fluorescencia (MIF) (Gratama et al, 1998; Mao et al, 2005;
Schaaf et al, 2009). De acuerdo al analisis en términos de MIF, nuestro estudio
arrojo los siguientes hallazgos: disminucion significativa de expresion extracelular
de CD14 por LTA en el grupo de cirréticos, asi como diferencia significativa de los
no expuestos (NE) a la expresion intracelular de TLR2 entre grupos (Anexo). Sin
embargo, la tendencia a la disminucion de expresidon extracelular de TLR4 en

pacientes cirréticos, en respuesta al LTA, se mantuvo (P<0.09) (Anexo).
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Las diferencias de interpretacion en la expresion de receptores radican en que en
un caso se refiere al numero de células que expresan el receptor (%
Fluorescencia), y en el otro, a la cantidad de receptores expresados por célula
(MIF), ambos parametros reflejan el estado de maduracién o de funcionalidad,
siendo complementaria la informacion que revelan. El % de Fluorescencia, es un
parametro util e informativo, siempre y cuando se cuente con una poblacion
homogénea, con una distribucion de fluorescencia capaz de discriminar entre
poblaciones positivas y negativas. Por otro lado, la MIF dada por el numero de
receptores en la célula, se determina en funcién de la densidad del receptor y

depende del conjugado fluorocromo-anticuerpo (Borowitz et al, 1997).

8.2 Secrecion IL-18, IL-6, IL-10, IL-12 y TNF-a.

La concentracién plasmatica elevada de citocinas inflamatorias como IL-6, IL-12 e
IL-10 en los pacientes cirrdticos refleja una hiperactivacion de estos pacientes.
Pese a que otras citocinas como IL-13 no se encontraron incrementadas o como
el TNF-a que presentd concentraciones por debajo del minimo de detecciéon. Lo
cual pudo deberse a que el TNF-a posee una vida media corta (Marquez et al,
2009) y es secretado principalmente durante picos repetitivos de endotoxemia,
seguidos de periodos de degradacion por proteasas plasmaticas, como la
elastasa de neutrdfilos, la cual se ha encontrado elevada en cirrosis (Baehr et al,
2000).

Se ha reportado que el perfil y concentraciones circulantes de citocinas puede
variar de acuerdo a la etiologia, Khoruts et al, 1991 reportaron concentraciones
plasmaticas elevadas de TNF-q, IL-1a e IL-6 en un 50% de pacientes con cirrosis
alcohdlica estable y no detectando IL-1B. Mientras que Tilg et al, 1992 observaron
concentraciones séricas elevadas de IL-18 y TNF-a en infeccién por VHB (Virus
de la Hepatitis B) y VHC crénica. En nuestro estudio, la etiologia predominante
fue la cirrosis criptogénica, la cual se considera una cirrosis de origen no definido.
La esteatohepatitis no alcohdlica (NASH), se considera la enfermedad subyacente

en el 30-70% de pacientes con este tipo de cirrosis, asi como la obesidad o
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diabetes, excluyendo virus, alcohol y alteraciones autoinmunes (Parra et al, 2005).
La IL-6 y el TNF-a, principalmente, se consideran citocinas involucradas en
respuesta de fase aguda, asi como también en metabolismo de lipidos, por lo que
se consideran citocinas importantes en el desarrollo de esteatosis (Parra et al,
2005). Esto justificaria el aumento significativo de estas citocinas en pacientes

con cirrosis criptogénica.

El estimulo de PBMC de pacientes cirréticos con LPS o LTA indujo un aumento
significativo en la produccién de IL-1B, IL-6, IL-12 y TNF-a. Lo cual se ha
observado en trabajos previos (Tazi et al, 2009; Testro et al, 2009). Sin embargo,
la IL-10 solo incrementd significativamente con LPS, se considera al LPS un
ligando con mayor potencia que el LTA para inducir la activacion celular, traducida
en incremento en la produccion de citocinas inflamatorias. El hecho de que el
LPS, y no el LTA, indujeran un aumento importante de la IL-10 por PBMC de
pacientes cirréticos, confirma que los pacientes cirréticos presentan una
respuesta anti- inflamatoria fuerte, y requieren de un estimulo “mayor” para inducir

citocinas pro-inflamatorias.

Por otro lado, solo el TNF-a y la IL-12 presentaron diferencias significativa tanto
con LPS, como con LTA en ambos grupos, lo cual confirma la capacidad de la
célula para responder a infecciones bacterianas producidas por bacterias Gram (-
)y Gram (+).

Cabe senalar, que el estimulo de LTA fue capaz de incrementar la produccion de
citocinas inflamatorias (IL-6, TNF-a e IL-13) en PBMC de pacientes cirréticos, lo
cual indica que estimulos de bacterias gram (+) son capaces de estimular la
produccion de citocinas en células de estos pacientes de manera importante,
alentando la idea de que terapias y/o co-tratamientos con probidticos, bacterias
gram (+), en cirrosis podrian inmunomodular la respuesta, lo cual podria
beneficiar a los pacientes. Sin embargo, se requieren de mas estudios para

sustentarlo.
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8.3 Expresion de RNAm de CD14, TLR2, TLR4, IL-18, IL-6, IL-10, IL-12,
TNF-a.

Para conocer las diferencias de expresion de citocinas y receptores a nivel
transcripcional se llevo a cabo el analisis de los RNAm. En la expresion ex vivo,
no se encontraron diferencias significativas entre los grupos para los transcritos
de TLR2, IL-1B, IL-6, IL-12 y TNF-a. La expresion de los RNAm de los genes de
CD14, TLR4 e IL-10 fue practicamente nula, detectandose solo en un rango de 1-
5 pacientes (datos no mostrados). Esto nos indica que la produccién basal
incrementada de citocinas inflamatorias por PBMC de pacientes cirréticos en
comparacion al grupo control no esta regulada a nivel transcripcional. Se sugiere
que la regulacion podria ser post-traduccional, induciéndose este aumento de

citocinas inflamatorias en PBMC de pacientes cirréticos.

El estimulo con LPS induce un aumento en el RNAm de TLR2 en PBMC de
cirréticos y controles con respecto a los no tratados, estos resultados son
apoyados por un estudio donde se observd que el estimulo de
monocitos/macréfagos humanos con LPS aumenté significativamente la expresion
de TLR2 (O'Mahony et al, 2008), este efecto también se ha observado en
modelos murinos (Maris et al, 2006; Sweet et al, 2001). Estos resultados indican
una regulacién a nivel transcripcional, lo cual indica que en la cirrosis esta
regulacion aun permanece. Por otro lado, la expresion de los trascritos de CD14 y

TLR4 fue practicamente nula, observandose sélo en dos pacientes.

El hecho de que no se haya detectado expresion de transcrito de TLR4 en la
mayoria de los pacientes incluidos puede deberse a las diferentes condiciones de
estimulacién, como a las cinéticas de expresién que pudiese presentar el trascrito
de TLR4 (Medvedev et al, 2000; Nomura et al, 2000). En modelos murinos, se ha
especulado una cierta “cooperaciéon” entre TLR2 y TLR4, siendo esencial para el
primer contacto con la bacteria gram-negativa. Se sabe que el TLR2 se induce

después, por sefalizacion del TLR4, siendo el segundo receptor del LPS que
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ayuda a la respuesta inmune contra bacterias (Matsuguchi et al, 2000; Spiller et
al, 2008).

De acuerdo a la expresion transcripcional de las citocinas, el estimulo con LPS y
LTA aumenta la expresion de IL-13 en pacientes cirréticos, siendo este aumento
significativo, lo cual concuerda con la produccion de proteina de IL-1B. La IL-12
incremento significativamente en PBMC de cirréticos con LTA, lo cual confirma la
regulacion de IL-12 en infecciones bacterianas por bacterias gram (+) a nivel de
trancrito y proteina. Finalmente, el TNF-a es regulado positivamente por el LPS en
PBMC de pacientes cirréticos, tanto a nivel transcripcional, como a nivel de

proteina, no asi con el LTA.

En cuanto a la regulacién de TNF-a por LTA se observé una menor expresion en
pacientes cirroticos a nivel transcripcional y una mayor produccion en pacientes
cirréticos, pero a nivel de produccion de proteina. Estos sustenta el papel de
bacterias gram(+) como co-tratamiento en cirrosis, ya que se muestra que pueden
modular a nivel de RNAm la respuesta inflamatoria de cirrosis. Se ha descrito que
el RNAm de TNF-a es substancialmente sobreregulado en células nativas
tratadas con ligandos de TLR2 y LPS (Long et al, 2009), y a su vez es capaz de
sobreregular la expresion génica del TLR2 (Matsuguchi et al, 2000). Cabe
mencionar que las citocinas pro-inflamatorias son capaces de controlar la
expresion proteica de los TLRs en la superficie celular e intracelular, a través de
regulacion de vias inhibitorias de RNAm, traducciébn y procesos post-
traduccionales (O'Mahony et al, 2008). La expresion del RNAm de la IL-6 solo se

detecto con el estimulo de LPS

De acuerdo a Well et al, 2005, se ha descrito que el RNAm que codifica para
citocinas y algunos factores de transcripcion de respuesta temprana se inducen
transitoriamente, seguidos de una rapida declinacion. La produccién de IL-10 se
considera una citocina de respuesta tardia, lo cual explica su ausencia en la
deteccion a nivel de RNAm. Una cinética de expresion de RNAm de los genes no

detectados ayudaria a comprender y a explicar este fendémeno.
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Con respecto a la expresién de TLRs y el grado de dafio en los pacientes
cirréticos, se ha mostrado su importancia en relacion a la respuesta (Riordan et al,
2003; Galbois et al, 2009) asi como la relacién entre el grado de dafio y expresion
de TLR4 (Bosisio et al, 2002). Sin embargo, la relacion con la etiologia no esta
sustentada, sugiriendo que factores diferentes de las causas de cirrosis son
responsables de la regulacion diferencial de TLR2 y TLR4 en PBMC de pacientes
con cirrosis hepatica (Bosisio et al, 2002). En este estudio no se detecté una
relacion entre grado de dafio y/o la etiologia, por lo que un aumento de numero de

pacientes podria confirmar la presencia o no de esta relacion.

Una regulacion positiva en la expresion del trascrito puede representar un
mecanismo compensatorio en la interaccion parcial del ligando (Bosisio et al,
2002). Asi como eventos de “splicing alternativo” pueden regular la produccioén de
formas solubles de proteinas unidas a la membrana y a receptores, controlando la
capacidad de un microambiente celular para responder a un ligando en particular
(Wells et al, 2005).

No se debe excluir el papel de otras moléculas en el proceso de reconocimiento
del LPS (Hornef et al, 2003), como por ejemplo la proteina de choque térmico
Gp96, la cual de manera extracelular ha demostrado que ejerce una alta actividad
inmuno-estimuladora e induce la secrecién de las citocinas y la regulacion positiva
de moléculas estimuladoras, como CD40, CD80, CD86 y CD91. Hornef et al, 2003
ha descrito la relacion del proceso de ensamble del LPS y el TLR4 y MD2. Asi
también, se debe considerar el estudio de mecanismos moleculares de traduccion
de senales involucrados en el fendmeno de tolerancia, como por ejemplo, la
alteracion de componentes de sefalizacion que llevan a la translocacion de NF-
kB y moléculas, tales como IRAK-1, IkBa, IkBB y MD2, en macréfagos tolerantes
al LPS (Dobrovolskaia y col, 2003, Nomura y col, 2000), lo cual podria permitir un
mejor entendimiento de la respuesta del hospedero y su regulacién (Zweigner y
col, 2001).
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9. Conclusion

9.1 Conclusiones Parciales

PBMC de pacientes cirréticos presentan un estado de hiperactivacién (Figura 1)
traducido principalmente en concentraciones plasmaticas mayores de citocinas
inflamatorias, IL-6, IL-10 e IL-12.

La exposicion a ligandos bacterianos, especificamente LPS, de las PBMC de
pacientes cirréticos induce una disminucién de la expresion intracelular de CD14,
asi como un aumento de la expresion intracelular del TLR2 con respecto a los no
estimulados. ElI TLR4 tiende a disminuir su expresion extracelular cuando se
estimulan las células con LTA. El LPS es capaz de inducir una diferencia de
expresion intracelular del TLR2 (Figura 2). Estas diferencias de respuesta
deberan confirmarse con un numero mayor de pacientes, asi como estudios mas
precisos que ayuden a explicar y dilucidar el mecanismo de reconocimiento e

internalizacién de ligandos bacterianos en PBMC de pacientes cirréticos.

La secrecion de citocinas inflamatorias, IL-1[3, IL-6, IL-12 y TNF-a, por PBMC de
pacientes cirroticos aumento significativamente después de la exposicion a LPS o
LTA. La IL-10 solo presentd diferencia significativa con LPS. La magnitud de
respuesta es mayor con LPS, sin embargo, la respuesta entre pacientes cirroticos
y controles indica que solo el LTA fue capaz de inducir una produccién
significativa diferencial para IL-6, TNF-a y tendencia para IL-13 (Figura 2). EI LPS
se considera un potente activador celular, sin embargo, ligandos de bacterias
gram (+) son capaces de inducir una activacion de respuesta diferencial en
pacientes cirréticos, el uso de probidticos como terapia inmunomoduladora en

cirrosis es alentador y requiere de estudios mas detallados para confirmarlo.

La expresion del RNAm de TLR2, TNF-q, IL-12 e IL-1[3, sugiere que el transcrito
de TLR2 y TNF-a son inducidos por LPS y el de IL-12 por LTA. Sin embargo, el

transcrito de IL-13 parece ser inducido por ambos estimulos. Sdélo el LTA indujo
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una disminucién significativa del transcrito de TNF-a (Figura 2). Se sugiere que la
produccion de citocinas por PBMC de pacientes cirrdticos esta regulada a nivel
transcripcional inducida por ligandos bacterianos. La disminucion de la expresién
transcripcional de TNF-a por efecto del LTA en PBMC de pacientes cirréticos
apoya la existencia de mecanismos de regulacién y homeostasis presentes en

enfermedades cronicas hepaticas.

El estudio de la cirrosis en relacion a activacion con ligandos bacterianos, en
términos de receptores y citocinas a diferentes niveles, membranal, intracelular,
transcripcional y de proteina no se habia estudiado en conjunto y a profundidad.
La sugerencia de la existencia de mecanismos de regulacién en cirrosis, alienta al
estudio y desarrollo de terapias y co-tratamientos contra enfermedades cronicas

hepaticas.

9.2 Conclusion final

PBMC de pacientes cirroticos presentan un estado de hiperactivacion. La
exposicion de PBMC de pacientes cirréticos a ligandos bacterianos es capaz de
activar la produccién de citocinas inflamatorias, asi como su regulacion a nivel
transcripcional. EI aumento del tamafio de muestra, asi como otros estudios
ayudaran a explicar y dilucidar los mecanismos de reconocimiento e

internalizacién de ligandos bacterianos en PBMC de pacientes cirroticos.
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Figura 1. Expresion ex vivo de receptores y mediadores por PBMC de pacientes cirréticos vs
controles. La expresién intracelular del CD14 en cirréticos es mayor significativamente que en
controles. La expresién a nivel transcripcional no es diferente entre cirroticos y controles. La
producciéon de citocinas inflamatorias es mayor en cirréticos que en controles. */** diferencia

significativa entre grupos, controles vs. cirréticos
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Figura 2. Expresion in vitro de receptores y mediadores por PBMC de pacientes cirroticos vs
controles. Con la exposicion a LPS, la expresion intracelular del CD14 disminuye, mientras que
la de TLR2 aumenta vs. NE (no estimulo) en PBMC de pacientes cirréticos. A su vez, la
expresion intracelular de TLR2 es mayor en cirroticos. La expresion a nivel transcripcional
tiende a aumentar con el estimulo de LPS o LTA en ambos grupos, siendo significativo vs NE.
TNF-a fue significativamente mayor en cirréticos vs. controles. La produccion de citocinas
aumenta significativamente con LPS o LTA en ambos grupos vs NE, la producciéon de IL-1B, IL-
6 y TNF-a es mayor significativamente en cirréticos. */** diferencia significativa entre grupos,
controles vs. cirréticos. A LTA/LPS vs NE diferencia significativa entre estimulo, LPS o LTA y no

estimulado, NE.
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