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EDITORIAL

La inmunologia en Argentina. Una
rama de las ciencias biomédicas
que contribuye al mejoramiento
de la salud de la poblacion.

Norberto W. Zwirner |}

Investigador Independiente CONICET
Laboratorio de Inmunopatologia

Instituto de Biologia y Medicina Experimental
(IBYME)

Vuelta de Obligado 2490

C1429ADN Ciudad Auténoma de Buenos Aires
nzwirner@ibyme.conicet.gov.ar

A principios de este afio, recibi la invitacion de las autoridades de la Asociacién Argentina para
el Progreso de las Ciencias para organizar un nimero especial de la revista “Ciencia e Investigacion”
referido a Inmunologia, por lo que quiero comenzar este editorial agradeciendo a las autoridades por
el honor que me han concedido. Cuando comencé a bosquejar el nimero dedicado a esta pujante y
revolucionaria rama de las ciencias biomédicas, me encontré con la necesidad de tomar decisiones
dificiles. Mi idea fue armar un ndmero en el cual se muestre a la comunidad de lectores el aporte de la
inmunologia a la resolucién de problemas concretos en nuestra sociedad, aspecto que es importante
no perder de vista. Sin embargo, a poco de comenzar me encontré con que la lista de posibles temas y
autores era demasiado extensa como para abarcar un tnico nimero de la revista. Por lo tanto, me vi en
la necesidad de escoger s6lo algunos para este primer nimero de la revista. Asi, seleccioné una serie
de articulos relacionados con la inmunidad contra agentes infecciosos en los que los autores ademds
describen de qué manera algunas de las investigaciones realizadas en nuestro pais constituyen aportes
importantes para un mejor conocimiento de problemas que afectan a la salud de nuestra poblacion.
En este contexto, me parecié oportuno contar con un articulo donde se aborde la problemdtica del
sindrome urémico hemolitico y para ello contamos con el aporte del grupo liderado por la Dra. Marina
Palermo, quien se desempeia como actual Presidente de la Sociedad Argentina de Inmunologia (SAI)
y en el que se describen algunos problemas relacionados con la transmisién, patogénesis y tratamiento
de esta enfermedad que de tanto en tanto se presenta en nuestra sociedad y provoca casos fatales.
Otro aspecto importante desde el punto de vista biomédico lo constituye el desafio de combatir las
infecciones bacterianas que se establecen en forma de biofilms y para ello contamos con el aporte de
la Dra. Analia Trevani y sus colaboradores. En este articulo se describen los conocimientos actuales
sobre los biofilms y los desafios que representan en salud humana. Otro aspecto importante en nuestra
sociedad es la re-emergencia de enfermedades que se creian controladas, para lo cual contamos con
dos articulos. En uno de ellos, la Dra. Maria Eugenia Rodriguez describe la problemdtica referida a
la re-emergencia de la tos convulsa, los problemas asociados a las vacunas existentes y los desafios
en este campo. En el otro articulo, los Dres. Oscar Bottasso, Maria del Carmen Sasiain y Veronica
Garcia abordan la tematica de la re-emergencia de la tuberculosis y la multi-resistencia a drogas.
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No podian estar ausentes los articulos referidos a las inmunodeficiencias y para ello, contamos con el
aporte de la Dra. Liliana Bezrodnik, quien describe la importancia de la realizacion de estudios médicos
cuidadosos en pacientes que cursan con infecciones recurrentes que podrian ser indicio de la presencia
de una inmunodeficiencia primaria que en ciertas ocasiones pasa desapercibida y lleva al paciente a
tratamientos y hospitalizaciones repetidas. En el articulo restante contamos con el aporte del Dr. Jorge
Geffner y sus colaboradores, quienes abordan algunos aspectos referidos al papel de las mucosas en
el proceso de infeccion y transmision del virus de la inmunodeficiencia humana (VIH). Asimismo, me
parecié oportuno comenzar este nimero especial con un articulo que resee algunos hitos de la historia
de la SAl'y de opinién sobre politica cientifica para lo cual contamos con el aporte del Dr. Martin Isturiz.
Limitaciones de espacio me impidieron convocar a mas socios de la SAI, por lo cual pido disculpas.
No obstante, quisiera destacar que las investigaciones que realizan los miembros de la sociedad en
nuestro pais, en una u otra medida, tienen un importante impacto en el mejoramiento de la salud de
nuestra poblacién al abordar problemas que nos afectan directa o indirectamente. Por ello, es necesario
profundizar el apoyo de parte de las autoridades politicas (nacionales, provinciales, universitarias, etc.)
mediante el otorgamiento de subsidios competitivos. Coincidente con este nimero especial de “Ciencia
e Investigacion”, este afio la SAl cumple 40 anos de existencia y se celebrard en el mes de noviembre,
la 60° reunién cientifica. Quisiera que este nimero de la revista constituya un humilde reconocimiento
hacia cada uno de los investigadores basicos y clinicos que comenzaron con el “Club de Inmunologia”
alld por la década del 70 y luego generaron esta sociedad cientifica tan pujante. Y también es mi
deseo que el conjunto de articulos que los lectores encontrardn en las pdginas siguientes sirva para
difundir entre la comunidad cientifica argentina las actividades que desarrollamos quienes integramos
orgullosamente la Sociedad Argentina de Inmunologia. Muchas gracias.



Reflexiones sobre el papel de la
AAPC en la actualidad,

y sobre la actualidad de la
politica cientifica

El interesante articulo de Martin
A. Isturiz (Isturiz M. Ciencia e Inves-
tigacion 62(2): 6, 2012.) plantea en
su Ultima parte temas que van mas
alla de la divulgacion cientifica pro-
piamente dicha.

Su contenido nos induce a di-
fundir las reflexiones que venimos
haciendo desde hace algin tiempo
respecto al papel de la Asociacion
Argentina para el Progreso de las
Ciencias, las interrelaciones con
las administraciones de los diversos
sectores de la Ciencia y la Técnica.
También queremos difundir algunas
de las acciones concretas que he-
mos encarado en este contexto.

Cuando nacio, la AAPC era una
organizacion que cumplia roles que
actualmente corresponden a CONI-
CET y a MINCyT; por ejemplo, otor-
gamiento de becas y subsidios. En
esta concepcion, el Colegiado Di-
rectivo era un verdadero Directorio
en la obtencién y administracion de
fondos publicos y privados aplica-
dos al desarrollo de la ciencia. Esta
funcién ya se ha modificado. En la
actualidad, estd alentando a todos
los cientificos y tecnélogos a incor-
porarse activamente en proyectos y
tareas orientandas hacia las accio-
nes de promocién de la ciencia y la
tecnologia, en un marco en el que
existe una importante cantidad de
asociaciones disciplinares, muchas
de ellas puramente académicas. En
ese contexto, la AAPC estd comen-

zando a llevar adelante un progra-
ma de encuentros interdisciplinares,
con participacion de autoridades de
dos o mas asociaciones disciplina-
res. La idea es discutir en esos en-
cuentros no sélo las caracteristicas
de las fronteras del conocimiento en
el cruce entre disciplinas, sino tam-
bién las propuestas organizativas
para atender la decreciente impor-
tancia de los bordes entre discipli-
nas. Por ejemplo, ;cémo se evallia
en el CONICET a las interdiscipli-
nas? ;qué acciones concretas fomen-
taran su desarrollo? Ldégicamente,
estas reflexiones no son de utilidad
si no son recibidas adecuadamente
por los sectores de la administracion
cientifico-tecnolégica. Afortunada-
mente, estas acciones, conversadas
con el Sr. Ministro de Ciencia, Tec-
nologia e Innovacién Productiva re-
cibieron un franco apoyo.

Creemos que la AAPC es un
vehiculo muy apto para encarar
gestiones ante las autoridades para
resolver temas de importancia para
nuestro sector. En el caso concreto
de MINCyT y CONICET, la recep-
cién ha sido excelente, y creemos
no equivocarnos al decir que la
gran mayoria de los integrantes de
nuestro sector tienen una vision al-
tamente positiva de la gestion de las
actuales autoridades del MINCyT,
valoracién que estd al margen de
las ideas y preferencias politicas de
cada uno.

No escapa a nuestra visién que
las extremas fluctuaciones politi-
cas que tuvieron lugar en nuestro
pais desde la creaciéon de la AAPC
tuvieron su correlato en extremas
fluctuaciones en los criterios para
con la Ciencia y la Tecnologia. Es
por ese motivo que una organiza-
cién no oficial (una ONG, como se
da en llamar a las Asociaciones Ci-
viles) debe tener presencia y conti-
nuidad para garantizar que nuestras
voces sean escuchadas. Paraello, la
AAPC debe ser la organizacién de
todos. Estamos promoviendo la or-
ganizacion de Capitulos Regionales
de la AAPC en diversos sitios del
pafs, estamos realizando una inten-
sa campafa de conscripcién de so-
cios, y, ademas, estamos reforzando
la participacion de las asociaciones
disciplinares. Segin nuestro esta-
tuto, las asociaciones disciplinares
asociadas participan con voz y voto
en las deliberaciones del Colegiado
Directivo. Este se compone de quin-
ce miembros elegidos en asamblea
por todos los socios individuales,
y de los representantes de las aso-
ciaciones disciplinares. Queremos,
y podemos, llegar a constituirnos
en algo que cumpla el papel de esa
Federacion de Asociaciones que
menciona Isturiz en su articulo. Para
ello necesitamos incorporar miem-
bros individuales y asociaciones. En
nuestra pagina web se encuentra el
formulario de solicitud de membre-
sia, e invitamos a todos los inves-
tigadores activos de la ciencia y la
tecnologia a asociarse.



Breve historia de la Sociedad
Argentina de Inmunologia y
gunas propuestas para

d
e

futuro

B UN POCO DE HISTORIA

Habiendo ya algunas referencias
histéricas claras y formales sobre el
origen de la Sociedad Argentina de
Inmunologia (SAI)'?, la intencién de
este articulo no es reiterarlas sino
dar otro contexto, si se quiere un
poco anecddtico, pero que puede
ser interesante para tener un panora-
ma sobre los origenes de la inmuno-
logia en nuestro pais y la dindmica
del desarrollo posterior. Ademads,
esto se complementa con algunas
propuestas para el futuro.

En principio considero justo re-
cordar al -casi con seguridad- pri-
mer inmundlogo “puro” que tuvo la
Argentina. Este fue Carlos Martinez,
un médico cordobés que en la déca-
da del 407 pasé por el entonces re-
cién fundado Instituto de Biologia y
Medicina Experimental (IBYME) y en
la década del 50" emigré a Estados
Unidos a The University of Minneso-
ta Medical School, en donde fue un
integrante conspicuo del grupo de
Robert A. Good desde 1955 hasta
1966, aio en que fallecié.

[ Martin A. Isturiz

Investigador Superior del CONICET,
Instituto de Medicina Experimental,
Academia Nacional de Medicina
(IMEX-CONICET-ANM)

Cabe mencionar que el grupo de
Good fue uno de los pioneros a nivel
mundial en los estudios acerca de la
relevancia del timo en la respuesta
inmune y, trabajando esencialmente
en trasplantes, fue quien realiz6 el
primer trasplante alogeneico exito-
so de médula 6sea en el ano 1968,
tema en el que Martinez tuvo mu-
cho que ver.

Para dar una idea de la impor-
tancia de ese grupo cabe mencionar
que R. A. Good en la década del
70-en esa época director del Sloan-
Kettering Institute de New York- era
mencionado como un candidato
firme al premio Nobel. Reconoci-
miento que no consiguid, probable-
mente, debido al resonante impacto
de un fraude cientifico cometido
por uno de sus asistentes (William
Summerlin)*. El fraude, descubierto
en 1974 por otro asistente de Good,
lo arrastrd, en cierta medida, al des-
prestigio posterior. Aunque Good,
como responsable del laboratorio
hizo su mea culpa publica, nunca
alcanzé a recuperar su imagen pre-
via.

Otros de los inmunélogos pione-
ros importantes que hubo en nues-
tro pais y que merecen recordarse
por su influencia en los inicios de la
disciplina -aunque no tuvieron inci-
dencia directa en la formacion de la
SAl- fueron Osfas Stutman y Agustin
Dalmasso, del Instituto de Investi-
gaciones Médicas “Alfredo Lanari”.
Sin embargo, a mediados de los 607,
primero Dalmasso y luego Stutman
también emigraron a EEUU a tra-
bajar al laboratorio de R. A. Good,
en donde estaba Martinez. Hacia la
misma época, César Milstein que se
habfa instalado en el Instituto Mal-
bran en 1961, retorna a Inglaterra
(en 1962) a estudiar genética de
inmunoglobulinas y luego, a media-
dos de los “70, desarrolla los anti-
cuerpos monoclonales que le signi-
ficarfa -junto a G. Kolher- obtener el
Premio Nobel de Medicina 1984.

Para entrar en la historia mas liga-
da al origen real de la SAl es impor-
tante mencionar que a mediados de
la década del "60 los pocos inmuné-
logos que habia en Argentina se reu-
nian informalmente en un Ilamado
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“Club de Inmunologia”, organizado
por investigadores de Cérdoba (Car-
los Yantorno, Clelia Riera), Mendoza
(Isaac Rivero), Buenos Aires (Chris-
tiane Dosne-Pasqualini, Salvador
Blas Zingale, Alois Bachmann, Ri-
cardo Margni, Marta Braun, Jorge
Manni, Alicia Mazzoli, Livia Lustig,
Emilio Haas, Maria Estela Roux,
Roberto Mancini, Guillermina Feld-
man, Roberto Arana, Juan Andra-
da), La Plata (Moisés Spitz, Amada
Segal), Rosario (Mauricio Londner,
Julio Morini) y -con perdén de algtn
olvido- no muchos mas.

La mayoria de ellos provenian de
otras disciplinas como la microbio-
logia, la patologia, la reumatologia,
la endocrinologia, la clinica o la on-
cologia, entre otras.

Las razones de la formacion de
ese "Club de Inmunologia” se po-
drian encontrar en que en esa épo-
ca, por lo menos en nuestro pars,
todo lo que se estudiaba en la mayo-
ria de las Universidades argentinas
sobre inmunologia no pasaba de ser
un capitulo de los libros de Micro-
biologia que, habitualmente habla-
ban de sueros, vacunas, del com-
plemento (s6lo hasta el componente
C4 vy la via de la properdina) y del
fenémeno de Arthus. Y en inmuni-
dad celular se hablaba de linfocitos
pequenos, medianos y grandes, de
hipersensibilidad retardada y algo
del timo, pero no mucho mas.

Veniamos un poco retrasados
con lo que pasaba en otras partes
del mundo y la creacién del Club
de Inmunologia estuvo motivada,
entre otras razones, por la necesidad
de disponer de un dmbito de actua-
lizacién en el cual poder discutir
trabajos con tematicas afines. Pero
también es importante sefialar que
algunos hitos centrales en el desa-
rrollo posterior de la inmunologia
eran relativamente recientes.

Asf -para situarnos temporalmen-
te- debemos tener en cuenta que la
particion de la IgG en los fragmen-
tos Fc y Fab fue hecha por Porter en
el afio 1958, luego premio Nobel
junto a Edelman en 1972 por sus es-
tudios sobre la estructura de las in-
munoglobulinas. También en 1958,
Nossal y Lederberg demostraron
que una célula B produce siempre
s6lo un anticuerpo, siendo la prime-
ra evidencia de certeza de la teorfa
de la seleccién clonal, postulada
en 1957. La IgE se descubre como
el anticuerpo anafilactico recién
en 1966 y la estructura actual con
forma de Y griega de las inmuno-
globulinas es del afio 1967, luego de
un trabajo de Valentine y Green. Por
otra parte, en 1968, Boyum?® publicé
su famoso método del Ficoll-Hypa-
que para separar linfocitos, y luego
Jondal comenzé a separar linfocitos
T de B, mediante la formacion de
rosetas con eritrocitos ovinos (que
se pegaban a los linfocitos T). Para
tener una idea del impacto del mé-
todo de Béyum en el desarrollo pos-
terior de la inmunidad celular, basta
recordar que ese trabajo fue el mas
citado mundialmente en el 4rea de
la inmunologia durante, por lo me-
nos, una década.

La gran mayoria de los investi-
gadores que formaban ese Club de
Inmunologia provenian de la Socie-
dad Argentina de Investigacion Cli-
nica (SAIC), la sociedad madre de la
SAl, de la cual hubo un “desprendi-
miento” por razones temdticas y por
la necesidad de compartir y discu-
tir los trabajos que se hacian en el
area. Ademads, la disciplina habia
empezado a crecer con la aparicion
de los primeros becarios en el area,
entre los que podemos encontrar a
Maria Marta E. de Bracco, Leonardo
Fainboim, Silvia Hajos, Luisa Sen,
Maria Elena Estévez, Marta Zelazko,
Martin Isturiz, Beatriz Ruibal, Maria
del Carmen Sasiain, Alberto Fossati,
Edgardo Carosella, Gabriela Perdi-

goén, Oscar Bottasso, Isabel Piazzon
y algunos mds que seguramente me
olvido.

Luego, sobre la base del Club
de Inmunologia, en 1972, se funda
formalmente la SAI. Su primer pre-
sidente fue Alois Bachmann, que
trabajaba en la Academia Nacio-
nal de Medicina. La vice presiden-
ta era Christiane Dosne-Pasqualini,
también de la Academia. Luego, en
1984, se logré la personeria juridica
y se realizé el Primer Congreso Ar-
gentino de Inmunologia, en donde
se invit6 a participar a inmunélogos
latinoamericanos y se fundé la Aso-
ciacion Latino Americana de Inmu-
nologia (ALAI).

Es importante resaltar que, ob-
jetivamente, uno de los principales
hechos que impulsé la disciplina fue
que a mediados de la década del
‘60, el Dr Ricardo Margni gener6 un
instrumento fundamental para la en-
sefianza formal de la Inmunologia a
nivel de grado, creando la primera
catedra de Inmunologia en el pais
-y en América Latina-, en la Facul-
tad de Farmacia y Bioquimica de la
Universidad de Buenos Aires. Poco
tiempo después, a fines de la déca-
da del 60 y en la misma Facultad,
Margni creaba la catedra de Inmu-
noquimica.

Luego, a principios de la década
del 70, las catedras de inmunologia
se extendieron a otras universida-
des como las de Cordoba, La Plata,
Rosario y Tucuman, entre otras. Esta
penetracién de la inmunologia en la
ensefianza de grado en las Universi-
dades Nacionales tuvo un impacto
enorme en la formacién de profesio-
nales en el drea biomédica y en el
suministro de graduados universita-
rios interesados en este campo de la
ciencia. Por otra parte, si uno ana-
liza el arbol genealdgico de la SAI
podrd entender hoy por qué en esas
provincias/regiones hay mas desa-
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rrollo o grupos de investigacion en
inmunologia, que en otras.

Afos mas tarde, ya en los 70,
el Dr Margni complement6 su tarea
con la escritura del primer libro de
texto argentino en inmunologia, he-
cho para estudiantes de grado. Lue-
go, los “libros de Margni” -en sus
diferentes ediciones- fueron amplia-
mente empleados por estudiantes
de grado no sélo en universidades
argentinas sino también en universi-
dades de Latinoamérica.

Ese grupo pequefio de pioneros
locales que formaron el Club de In-
munologia seguramente avizoraron
que la inmunologia ya no era re-
presentada cabalmente sélo por las
vacunas o por los sueros inmunes,
sino que se iba relacionando o inte-
grando dentro de un marco mucho
mas general de las ciencias biomé-
dicas, y que la fisiologia o la fisio-
patologia de diversas enfermedades
tenfian componentes de mecanismos
inmunolégicos “puros” como los
fenémenos inflamatorios, las enfer-
medades autoinmunes en general,
la respuesta inmune contra tumores
o las inmunodeficiencias primarias,
entre otros.

Asi, luego de ser una disciplina
aislada y/o periférica de la micro-
biologfa, la inmunologia pasé a
estar un poco en el centro de la es-
cena. Esencialmente como sistema
integrador de procesos fisiolégicos o
bioquimicos.

En el area de la inmunologia ce-
lular, a principios de la década del
70, y como resultado de la apli-
cacién del método de separacién
en gradientes de Ficoll-Hypaque,
se empieza a hablar de una pobla-
cién linfocitaria que no era ni T ni
B, luego bautizada como tercera
poblacién, o también como linfo-
citos K (killer cells), responsable de
la citotoxicidad celular dependiente
de anticuerpos (ADCC). Poco tiem-

po después aparecen en escena las
natural killer cells (células NK) con
sus efectos citotoxicos sobre células
tumorales. Luego se comprobé que
las células Ky las células NK eran la
misma poblacién y fueron unifica-
das bajo la denominacién de célu-
las NK. También en los 70 aparece
el interferon inmune (hoy conocido
como interfer6n gama), las interleu-
quinas, la restriccion en la presen-
tacion antigénica por antigenos del
complejo mayor de histocompatibi-
lidad y las células T supresoras. Cu-
riosamente, el concepto de las célu-
las T supresoras fue abandonado en
los “80 debido, principalmente, a la
escasa caracterizacion fenotipica de
esas células supresoras y al interés
que gener6 el descubrimiento de
muchas sustancias con gran activi-
dad pleiotropica, las citoquinas. Sin
embargo, en anos recientes las célu-
las T supresoras han resurgido como
células clave de la homeostasis de
la respuesta inmune que intervienen
en diferentes procesos fisiolégicos
y fisiopatolégicos, aunque, ahora,
rebautizadas como células T regu-
latorias. Lamentablemente falté6 un
reconocimiento explicito a Richard
Gershon, quien a principio de los
70 introdujo el concepto de las
células T supresoras, interpretacion
inicialmente resistida y posterior-
mente desacreditada por gran parte
de la “plana mayor” de los inmuné-
logos de esa época.

Por otra parte, en la década del
70 Milstein y Kolher crean los an-
ticuerpos monoclonales y se des-
cubren las enzimas de restriccion,
hechos cardinales que se desarro-
[lan ampliamente a partir de 1980
produciendo un avance cualitativo
y cuantitativo impresionante no sélo
en inmunologfa sino en todo el am-
bito de las ciencias biomédicas.

Como dato curioso que habla de
lo endeble y precario -como todo
comienzo- del desarrollo inicial de
la inmunologia en nuestro pais cabe

mencionar que hasta 1981, el Pre-
sidente y la Comisién Directiva du-
raban un afo en el cargo, mandato
que fue extendido a dos afios en
1982. La razon principal de esa de-
cision fue que, por aquel entonces,
no habia inmundlogos formados en
numero suficiente y con alguna tra-
yectoria previa como para ocupar
la presidencia de la SAl y cambiar
cada afio la conduccién de la mis-
ma. Esta medida duré hasta 1999,
afio a partir del cual las gestiones al
frente de la SAl volvieron a ser de
un afio gracias a que a partir de en-
tonces ya habia suficientes inmuno-
logos formados.

Desde ese incipiente Club de In-
munologia de la década del "60, hoy
la SAI esta integrada por 215 socios
titulares y 211adherentes.

A partir de ahf, la historia ya es
mas conocida por todos.

B POLITICAS / CIENCIAS BIO-
MEDICAS / TRANSFERENCIA A LA
SOCIEDAD

En principio, es importante men-
cionar que mas alla de las formali-
dades del caso, la SAI en particular
y las asociaciones cientificas o tec-
noldgicas argentinas en general, no
constituyen ambitos de propuestas
politicas para el sector cientifico-
tecnolégico argentino ni son re-
ferentes de consulta por parte de
los responsables de la conduccion
politica del drea, como lo es -por
ejemplo- la Sociedad Brasilefia para
el Progreso de las Ciencias, un inter-
locutor permanente de las politicas
[levadas a cabo en ese pais.

Una de las razones de estas fa-
lencias se podria encontrar, en par-
te, en que las conducciones de las
sociedades o asociaciones cientifi-
cas argentinas habitualmente duran
entre 1-2 afos en su gestion, hecho
que no permite tener estructuras con
continuidad con algtn nivel de ho-
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mogeneidad conceptual como para
plantearse politicas, ain dentro de
las propias instituciones.

Entonces, en ese marco, sélo se
dedican al impulso de la disciplina,
organizando reuniones, simposios
o congresos anuales en donde se
discuten resultados con los cien-
tificos locales y de otros paises, al
otorgamiento de becas o a cursos
de posgrado. En fin, lo que todos co-
nocemos, las sociedades cientificas
tienen un perfil estrictamente acadé-
mico. Obviamente necesario, pero
claramente insuficiente.

Sin embargo -y en la medida
en que haya interés- esto se podria
empezar a resolver generando, por
ejemplo, comisiones permanentes
ad hoc con renovaciones periddicas
que trasciendan el periodo de las
autoridades de turno y en donde se
podrian fijar o establecer posiciones
politicas claras, no sélo en el ambito
de la Inmunologia sino de la ciencia
y la tecnologfa en su conjunto. Una
posibilidad adicional seria la gene-
racion de foros de discusién perma-
nentes acerca de las politicas que
se implementan en ciencia y tecno-
logia, ambito en donde se podrian
lograr consensos para analizar rum-
bos, plantear reorientaciones o acer-
car propuestas, entre otras cosas.

Mas alla de los procedimientos
que se quieran o puedan implemen-
tar, las sociedades cientificas no se
deberian limitar a sus campos disci-
plinares sino que deberian incursio-
nar decididamente en la discusién
de los ejes centrales de las politicas
cientificas y/o tecnoldgicas a nivel
nacional, asi como, eventualmente,
colaborar en la planificacién y en la
gestion de las mismas.

Eso seria una manera de tener es-
pacios dinamicos, hoy inexistentes,
en donde se podria debatir, sacar
conclusiones o tener una presencia
mas activa en decisiones que afec-

tan no sélo a la inmunologia sino
a la totalidad del sector cientifico-
tecnoldgico. En un marco de parti-
cipacién con esas caracteristicas, la
generacién de una Federacién de
Sociedades serfa un paso importante
hacia adelante. Porque, de otra ma-
nera, nos aislaremos y no podremos
juntarnos en los momentos que se
requiera unidad en la accion.

De otra manera, al no haber es-
pacios organicos de discusién, se
genera una cultura de la queja sobre
problemas personales o institucio-
nales, pero siempre como solicitud
aislada y con total imposibilidad
practica de plantear con la fuerza
necesaria las demandas justas, o
ejercer derechos, que podrian con-
seguirse con una accién coordinada
sobre la base de principios previa-
mente discutidos y acordados.

Lo que pasé en la década del 90
en varias instituciones es un ejem-
plo claro de que si hubiera habido
una participacién politica efectiva y
organica por parte de la comunidad
cientifica y tecnolégica en su con-
junto, probablemente las reformas
del Estado ejecutadas en ese perio-
do no hubieran llegado hasta donde
finalmente [legaron, desmembran-
do dreas estratégicas del sector con
componentes claros desde el punto
de vista cientifico-tecnolégico como
YPF, Gas del Estado, Aguas, SOMI-
SA, etc.

Sin embargo, cabe recordar que
la participacion activa de algunos
miembros de la comunidad cien-
tifico-tecnolégica impidié que, en
parte, las recomendaciones del Ban-
co Mundial del afio 1993 -taxativa-
mente expresadas en el documento
“From insolvency to growth”- no se
plasmaran en la privatizacién del
CONICET y la CNEA, entre otros
organismos. Dichas propuestas fue-
ron enarboladas con el argumento
cinico de disminuir el gasto publi-
co, cuando lo que implicitamente se

buscaba era el desmantelamiento de
las instituciones.

Por ello seria importante lograr
construir un marco federativo en
donde se puedan plantear orgénica-
mente problemas histéricos y recu-
rrentes como las becas, la insercion
de los recursos humanos formados
en el pafs, los métodos de evalua-
cion, los beneficios sociales de los
becarios, la transparencia en la ad-
judicacion de subsidios, las areas de
vacancia tematica, los temas prio-
ritarios, etc. Pero la tarea no debe
limitarse a las cuestiones puntuales
que, aunque muy importantes, sue-
len tener causas mas estructurales.

En efecto, es necesario pensar
en participar mds activamente en la
confeccién de las politicas en cien-
cia y tecnologia, asi como controlar
que las mismas se apliquen, o en
cémo neutralizar las actitudes de
funcionarios circunstanciales que se
oponen -pero no lo expresan publi-
camente- a emprendimientos como
la produccién publica de medica-
mentos, vacunas, insumos médicos,
kits de diagnéstico, erradicacion de
enfermedades, produccién de anti-
cuerpos monoclonales, etc. Todos
ellos procesos que, de implemen-
tarse, generarian un impacto impre-
sionante en el sector de las ciencias
biomédicas, con una traccién que,
partiendo de la tecnologia llegaria
hasta las mismas ciencias bdsicas,
con el consiguiente ahorro de divi-
sas y la absorcién de recursos huma-
nos calificados formados en univer-
sidades publicas.

Sin embargo, muy pocas veces se
habla de estos temas en las socieda-
des cientificas del area biomédica.
O cuando se lo ha hecho ha sido en
forma esporadica y con animos in-
formativos o de conocimiento, pero
inorgdnicos e insuficientes para la
disputa o la construccién.
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Para evitar abstracciones, vea-
mos algunos ejemplos -planteados
como preguntas- en donde tener
una participacion politica mas ac-
tiva seguramente no permitiria que
ocurran algunos dislates.

;Es socialmente razonable otor-
gar fondos para conocer el dltimo
nucleétido de un gen del Trypano-
soma cruzi cuando ni siquiera se
fumiga coordinadamente las areas
endémicas del mal de Chagas con el
fin de eliminar la vinchuca?

sEs socialmente razonable tener
capacidad instalada para producir
medicamentos o algunas vacunas y
hacer investigacién en esos rubros,
y salir a comprarlos en el exterior?

sEs socialmente razonable tener
capacidad para producir sueros de
buena calidad que identifican gru-
pos sanguineos y factor Rh vy, por
otro lado, permitir que una empresa
de capitales argentinos se dedique a
comprar bidones de los mismos en
Escocia y aqui sélo los fraccione y
los venda?

sEs socialmente razonable tener
capacidades potenciales como para
abastecer adecuadamente de reacti-
vos de diagndstico a los hospitales
publicos y no hacerlo?

sEs socialmente razonable que
desde el drea de ciencia y tecno-
logia no haya en ejecucién ningin
proyecto publico de alto impacto
econémico o social?

Entonces, ;de qué hablamos
cuando decimos que el conocimien-
to se debe transferir a la sociedad?
Una preocupacién que, probable-
mente, sea compartida por muchas
personas.

Ante estos procederes, la pregun-
ta es: ;qué hacemos? - ;Seguimos

mirando el partido desde la tribuna
o participamos para intentar incidir
en algunas decisiones?

Por otra parte y en términos mds
amplios, jestamos totalmente de
acuerdo con las politicas vigentes en
ciencia y tecnologia? ;O pensamos
que habria que modificarlas, incor-
porarle contenidos, o reorientarlas?

Estas opiniones cada uno las pro-
cesara o calificard de diferentes ma-
neras, pero seguramente todos coin-
cidiremos en que continuar con esa
ausencia de ejecucion de proyectos
de amplio impacto social y econé-
mico -como los sefnalados arriba- no
es el mejor camino a seguir. Y esto
va mucho mas alld de las natura-
les diferencias politico partidarias
que existen -y existiran- en el seno
de cualquier sociedad cientifica, o
cualquier colectivo.

Sélo hay que partir de conceptos
mas amplios e integradores como
soberania, inclusion social o desa-
rrollo sustentable, por mencionar
algunos, tanto como para poder
generar Consensos y asumir tareas
conjuntas.

Cada uno también tendra su
respuesta o su posicion frente a las
preguntas formuladas arriba. Pero lo
que debe quedar claro es que poli-
tica hacemos todos, y siempre. Sea
por accién u omisién y mas alla de
que nos guste, o no.

La diferencia estd en que si la
participacién politica se plantea
desde la accién se pueden generar
propuestas y, eventualmente, imple-
mentarlas. En cambio, el que pre-
fiere hacerlo desde la omision, sélo
sera funcional a las propuestas vi-
gentes. Obviamente son elecciones
personales, pero no son aspectos
menores. Porque por ahi pasa lo que
tendremos en el futuro.

En fin, son sélo algunas reflexio-
nes puntuales.
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PARTICIPACION DE LA
RESPUESTA INMUNE EN EL
DESARROLLO DEL SINDROME
UREMICO HEMOLITICO

Palabras clave: Escherichia coli; toxina Shiga; SUH
Key words: Escherichia coli; Shiga toxin; HUS

La forma tipica o post-diarreica del Sindrome Urémico . Abrey_Recalde, MJ;

Hemolitico (SUH) es la complicacion mas grave de las Cab G:

infecciones por cepas de Escherichia coli productoras de abrera, L;

toxina Shiga (STEC). En Argentina el SUH es un problema Fernandez-Brando R};
critico en salud publica, ya que representa la principal causa 0 .

de falla renal aguda en la infancia, la segunda causa de falla Me] las, MP;

renal crénica, y aporta el 20% de los casos de trasplante renal Palermo, MS;

durante la infancia y la adolescencia. A pesar de los avances Panek CA; Ramos, MV.

en el conocimiento de su patogénesis, el unico tratamiento

actual de los pacientes con SUH es sintomatico, y no existen Laboratorio de Patogenia e

terapias especificas ni preventivas. En la presente revision Tnmunologia de Procesos

expondremos los conocimientos basicos de los mecanismos Infecciosos, Instituto de Medicina
patogénicos, profundizando particularmente en los avances Experimental, IMEX-CONICET,
referidos a la contribucién de la respuesta inmune, y Academia Nacional de Medicina.

discutiremos los enfoques terapéuticos tradicionales e
innovadores. La esperanza de que una mejor comprensién de la dindmica de transmisién y la patogénesis de
esta enfermedad genere nuevos tratamientos mas eficaces para prevenir la mortalidad y la morbilidad a largo
plazo de las infecciones por cepas STEC y el SUH es la fuerza impulsora para intensificar la investigacién en
este campo.

The typical form of hemolytic uremic syndrome (HUS) is the major complication of Shiga toxin-producing
Escherichia coli (STEC) infections. HUS is a critical health problem in Argentina since it is the main cause of
acute renal failure in children and the second cause of chronic renal failure, accounting for a 20% of renal
transplants in children and adolescents in our country. In spite of the extensive research in the field, the mainstay
of treatment for patients with HUS is supportive therapy, and there are no specific therapies preventing or
ameliorating the disease course. In this review, we present the current knowledge about pathogenic mechanisms
with special focus in the contribution of immune response, and discuss traditional and innovative therapeutic
approaches. The hope that a better understanding of transmission dynamics and pathogenesis of this disease will
produce better therapies to prevent the mortality and the long-term morbidity of STEC-infections and HUS is the
driving force for intensify research.

® INTRODUCCION vés de sus dos brazos principales:
la respuesta innata y la respuesta

El sistema inmunolégico partici- adaptativa. Entre ambas, mantienen
pa en un sin fin de procesos, tanto a nuestro organismo sano a pesar de
fisiolégicos como patoldgicos, a tra-  la continua exposicién a patégenos

agresores. Pero también el sistema
inmune participa directamente en la
patogenia o el control de otras enfer-
medades cuya base no es inmunolé-
gica. En este sentido hoy se sabe que
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la respuesta inflamatoria, manifesta-
cién de la respuesta innata, tiene un
papel central en las enfermedades
cardiovasculares, el cancer y otras
patologias tales como la artritis. Por
otro lado, la respuesta adaptativa es
explotada en la generacién de nue-
vas vacunas preventivas y terapéu-
ticas no sélo contra enfermedades
infecciosas, sino también contra el
cancer o para el tratamiento de en-
fermedades autoinmunes.

En particular nuestro grupo de
trabajo ha estudiado la participacion
de la respuesta innata y la respuesta
adaptativa en la evolucion y protec-
cién de una enfermedad de gran im-
pacto en la salud pudblica de nuestro
pais tal como lo es el Sindrome Uré-
mico Hemolitico tipico o epidémico
(SUH).

B GENERALIDADES DEL SUH,
IMPORTANCIA EPIDEMIOLOGICA
EN ARGENTINA

El sindrome urémico hemolitico
(SUH) es una enfermedad caracteri-
zada por la triada anemia hemolitica
microangiopatica (ruptura mecdnica
de glébulos rojos al pasar por los ca-
pilares ocluidos), trombocitopenia
(dréstica disminucién del numero
de plaquetas en circulacién por acti-
vacién y deposicion formando trom-
bos) y dafio renal agudo (dafio del
epitelio tubular y del endotelio glo-
merular), que afecta principalmente
a lactantes y nifios de la primera in-
fancia, pudiendo afectar también a
ancianos (Karmali 1989).

La forma tipica del SUH es usual-
mente precedida por un episodio de
diarrea sanguinolenta luego de la
ingestién de alimentos contamina-
dos con cepas enterohemorragicas
de Escherichia coli productoras de
toxina Shiga (STEC). La toxina Shiga
(Stx) es el factor patogénico esencial
para el desarrollo del SUH. Dentro
de las distintas variantes genéticas

conocidas, la Stx tipo 2 (Stx2) es
la mas patogénica y la que mas se
asocia con casos de SUH. La Stx se
une a su receptor especifico, el glo-
botriaosilceramida (Gb3), presente
en el endotelio y epitelio renal, in-
duciendo muerte celular por inhibi-
cién de la sintesis proteica. Si bien
existen varios serotipos de bacterias
STEC capaces de producir enfer-
medad, en nuestro pais el serotipo
O157:H7 es el mas frecuente (Rivas
2006). El principal érgano afectado
es el rindn, aunque también pueden
observarse lesiones severas en el sis-
tema nervioso central, el colon y en
el miocardio. (Gianantonio 1973).

A diferencia de lo que ocurre en
el resto del mundo, donde se produ-
cen brotes epidémicos esporadicos
de mayor o menor envergadura, en
Argentina el SUH es endémico. Esto
significa que se presentan casos du-
rante todo el afio y distribuidos a lo
largo de todo el territorio nacional,
alcanzando la mayor incidencia del
mundo: 17,5 cada 100000 nifnos
menores de 5 anos. Esto convierte
al SUH en la primera causa pedia-
trica de insuficiencia renal aguda
y la segunda de insuficiencia renal
crénica, siendo ademas responsable
del 20% de los trasplantes renales
en ninos y adolescentes que se rea-
lizan en Argentina (Exeni 2001). La
letalidad durante el periodo agudo
ha sido reducida a 3-5%, debido al
diagndstico precoz de la enferme-
dad, la instauracién temprana de la
dialisis peritoneal y las transfusiones
de sangre para contrarrestar la ane-
mia producida por la destruccién de
los glébulos rojos. Del resto de los
pacientes y superada la fase aguda,
el 60% se recupera sin tener secue-
las. Un 30% continda con grados
variables de disfuncion renal que
puede durar décadas y un 5% de los
nifios desarrolla una insuficiencia
renal crénica, requiriendo en po-
cos afios hemodialisis permanente
o trasplante renal (Spizzirri 1997).

Esta patologia implica un gran costo
social y econémico para el sistema
de salud, no sélo por la alta comple-
jidad de la atencién que se requiere
durante la etapa aguda, sino porque
los nifos que han padecido SUH
necesitan seguimiento y tratamiento
al menos hasta la adolescencia, sin
contar los que requieren dialisis o
transplante renal (Caletti 2006).

En Argentina cada afo se pro-
ducen mas de 500 nuevos casos de
SUH (Rivas 2010). Hasta el presente
no se cuenta con tratamientos espe-
cificos que logren controlar la evo-
lucion de la enfermedad, ni vacunas
para prevenirla. El estudio de los
mecanismos patogénicos y la epi-
demiologia son la base racional que
permite avanzar en el control de esta
enfermedad.

B MODELOS ANIMALES

Los animales de laboratorio son
considerados fundamentales en la
investigaciéon biomédica y para un
empleo apropiado de los mismos se
han establecido normas, principios
y legislaciones que regulan el uso
desde un punto de vista ético (Ba-
rassi 1996).

A partir de investigaciones con
animales de laboratorio se han ge-
nerado numerosas vacunas, como
las de la rabia, el antrax, la viruela,
el tétanos, la difteria, la tos convulsa
y la poliomielitis, y se han consegui-
do avances importantes en la inves-
tigacion sobre cancer, cardiologia,
trasplantes de 6rganos, SIDA y otros
(Klein 2000).

En el caso del SUH, es necesario
el desarrollo de modelos animales
que reproduzcan los aspectos de
la infeccién por STEC en humanos
para la generacién y ensayo de va-
cunas y estrategias terapéuticas. En
este sentido, varios modelos han
sido desarrollados para evaluar la
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colonizacién del intestino por las
bacterias STEC, y el dafo sistémico
causado por la toxina Stx (Mohawk
2011).

En nuestro laboratorio se ha op-
timizado un modelo de infeccion de
ratones en la edad del destete que
reproduce varias de las manifesta-
ciones sistémicas de la enfermedad
y demuestra que la edad es un factor
importante que afecta la susceptibi-
lidad a la infeccién (Brando 2008).
Actualmente, dicho modelo esta
siendo empleado para investigar
las alteraciones que produce la in-
feccion de bacterias STEC sobre el
sistema inmune del intestino.

Por otra parte, nuestro grupo tam-
bién emplea un modelo de SUH en
el cual se inocula la Stx2 pura en el
torrente sanguineo del ratén, lo que
permite analizar los efectos de esta
toxina en los distintos tejidos y siste-
mas, una vez que pasa del intestino
a la sangre. En base a este modelo,
hemos demostrado que la reaccién
inflamatoria que acompana este
cuadro es determinante en la evolu-
cién y prondstico de la enfermedad.

B PARTICIPACION DE LA RES-
PUESTA INFLAMATORIA EN EL DE-
SARROLLO DEL SUH

La respuesta inflamatoria es la
primera manifestacion de la respues-
ta inmune frente a un agente agre-
sor, en este caso una bacteria que es
capaz de danar el epitelio intestinal
y producir una toxina sumamente
agresiva para el ser humano. Si bien
la inflamacién es indispensable para
montar una respuesta efectiva que
proteja al individuo, su alto poder
destructivo requiere estrictos me-
canismos de control que limiten el
grado y extension de dicha respues-
ta inflamatoria. En algunas circuns-
tancias una respuesta inflamatoria
desmedida puede llegar a tornarse
peligrosa dado que daha el propio

tejido del huésped.

Nuestro grupo de Inmunologia
ha establecido que la respuesta in-
flamatoria mediada por los leucoci-
tos polimorfonucleares neutréfilos
(PMN), y los monocitos son impor-
tantes en la patogénesis del SUH ya
que contribuyen al dafo endotelial
mediado directamente por la Stx, a
través de la secrecién de enzimas,
especies reactivas del oxigeno vy
citoquinas (Dran 2002, Fernadndez
2000, Fernandez 2006, Fernandez
2007, Fernandez 2002, Ferndndez

na inflamatoria de macréfagos alfa
(CCL3), 6 el RANTES (CCL5), inte-
ractdan con sus receptores especifi-
cos presentes en los PMN y/6 mo-
nocitos e inducen su reclutamiento
en el rindn. Estas células activadas,
con alto poder citotéxico, amplifi-
can el dafio endotelial mediado di-
rectamente por la Stx, potencian la
respuesta inflamatoria y contribuyen
al desarrollo de la enfermedad (Figu-
ra 1, Ramos, 2012). Una evidencia a
favor del papel determinante de los
PMN y monocitos en la patogénesis
del SUH, lo constituye el hecho de

2012, Fernandez 2005, Palermo
1999, Ramos 2007)(Figura 1).

que la deplecién de estas poblacio-
nes celulares en el modelo murino,
disminuye el dafo renal y la muerte
Distintas quimioquinas como la inducidos por la Stx.

interleuquina 8 (CCL8), la protei-
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Figura 1: Participacion de la respuesta innata en el daio por toxina Shiga
(Stx2). En el esquema se representa el dano endotelial producido por diversas vias:
1) dafio directo: se produce por la interaccién de la Stx2 con su receptor especifico
globotriaosilceramida o Gb3 en endotelio. El endotelio injuriado pasa a un estado
pro-trombético e inflamado, que produce citoquinas inflamatorias (TNF-a, IL-1b)
y quimioquinas como CCL8. Simultdneamente, la Stx2 activa directamente a los
monocitos (Mo) que liberan citoquinas y quimioquinas inflamatorias (TNF-a, IL-1b,
CCL-8). 2) dafo indirecto: se produce por la activacion de la respuesta innata y esta
mediado por las citoquinas inflamatorias secretadas por los Mo, cuyo blanco son
el endotelio y los otros componentes celulares de la respuesta innata, los polimor-
fonucleares neutréfilos (PMN) y las células Natural Killer (NK). En el endotelio se
induce el aumento en la expresion de Gb3, de la expresion de P- y E-selectinas, y
de la molécula de adhesién intercelular ICAM-1, como asi también el aumento de la
expresion de receptores para quimioquinas (ej. CX3CR1). Por su parte, los PMN'y las
células NK aumentan su adhesién al endotelio, lo cual promueve el dafio a través de
mecanismos citotoxicos de ambas poblaciones celulares (PMN: por degranulacion e
induccion del estallido respiratorio, aumento en la concentracion de intermediarios
reactivos del oxigeno o IRO y del estrés oxidativo; células NK: por liberacion de
perforinas).
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Paralelamente a la respuesta in-
flamatoria desencadenada durante
el SUH, se activan mecanismos anti-
inflamatorios que pueden limitar la
toxicidad renal especifica de la Stx.
Entre ellos, hemos demostrado que
los glucocorticoides (GC) endége-
nos son factores fundamentales en
el control de la inflamacién durante
el SUH (Palermo 2000). Asi, la de-
plecién de GC endégenos por adre-
nalectomia o por el tratamiento con
un antagonista del receptor de GC
(Ru486), aumenta el dano renal in-
ducido por Stx2 (Gémez 2003). La
proteccién mediada por los GC en-
dégenos se encuentra asociada, al
menos en forma parcial, a su capaci-
dad para contrarrestar las funciones
inflamatorias de los PMN (Gémez
2005). De esta forma, la interaccion
entre el sistema inmune y el sistema
neuroendoécrino modula el nivel de
dafio generado durante el desarrollo
del SUH.

Teniendo en cuenta los resulta-
dos obtenidos en el modelo animal,
analizamos algunos pardmetros in-
munolégicos en los pacientes con
SUH. Asi encontramos que al mo-
mento del diagnéstico de SUH, tan-
to monocitos como PMN, presentan
profundas alteraciones fenotipicas y
funcionales. Los pacientes presentan
un marcado aumento en el ndmero
de leucocitos PMN en sangre peri-
férica, pero presentan una capaci-
dad de respuesta francamente dis-
minuida, por lo cual se consideran
“agotados”. Dado que los PMN son
células terminales, mueren luego de
participar en un proceso patolégico.
El hallazgo de los PMN agotados,
exhaustos, nos sugiere que estas cé-
lulas sufrieron un proceso previo de
activacion muy marcado, tras el cual
y luego de liberar su potencial téxico
al entorno (contribuyendo al dafo
de vasos y tejidos) se encuentran con
una funcién disminuida. Contraria-
mente a los PMN, los monocitos al
ser activados se diferencian hacia di-

ferentes fenotipos, que cumplen fun-
ciones especificas. En este caso, en
los monocitos de los pacientes con
SUH se observaron cambios que su-
gieren un estadio inflamatorio con
mayor capacidad citotéxica. Ambos
pardmetros, el nivel de agotamiento
de los PMN vy el perfil inflamatorio
de los monocitos, correlacionan con
la severidad del cuadro de SUH. Es-
tos datos sugieren que el analisis de
los componentes celulares de la res-
puesta inflamatoria (PMN y monoci-
tos) en los pacientes con SUH apor-
ta una herramienta valiosa no sélo
como indicador del prondstico del
paciente, sino que abre una posibi-
lidad de intervencién en el proceso
patolégico. Asi, la identificacion de
los pacientes que cursan un proceso
mas agresivo permitiria aplicar un
tratamiento preventivo en la etapa
de la diarrea exclusivamente a aqué-
[los que muestran altas posibilidades
de desarrollar SUH.

La respuesta inmune también in-
cluye la posibilidad de montar una
respuesta especifica protectora, evi-
denciada en muchos casos por la
presencia de anticuerpos. En el caso
del SUH, la presencia de anticuer-
pos anti-Stx que bloquean la toxina
ha sido sugerida como indispen-
sable para la no repeticion de esta
enfermedad. Recientemente estu-
diamos la presencia de anticuerpos
contra la Stx en nifnos luego de ha-
ber sufrido el SUH, y en un grupo de
ninos controles, sanos (Fernandez-
Brando 2011). Entre los hallazgos
destacamos que efectivamente lue-
go de haber tenido SUH, un mayor
porcentaje de nifios presentan an-
ticuerpos anti-Stx2, sugiriendo que
estos anticuerpos podrian contribuir
a prevenir un segundo episodio de
SUH. Pero tal vez, mas interesan-
te fue encontrar también entre los
controles, nifios sanos y que no ha-
bian padecido SUH en el pasado,
un ndmero muy elevado de sueros
positivos anti-Stx2 (67%) en compa-

racion a los porcentajes referidos en
otros paises como Alemania (10%)
o Canadd (46%) (Karmali 2003,
Ludwig 2001). Ademas, nifios que
habian sufrido un episodio de SUH
hacia mas de 10 afos continuaban
presentando anticuerpos contra la
Stx2. Esto podria estar relacionado
al comportamiento endémico de la
enfermedad en nuestro pais, en el
cual un porcentaje alto de nuestra
poblacion esta expuesto al agente
patégeno sin tener manifestaciones
clinicas. Por otra parte, cuando estu-
diamos la frecuencia de anticuerpos
dirigidos contra la Stx1, todos los
grupos presentaron frecuencias si-
milarmente bajas, menores al 10%.
Estos resultados concuerdan con da-
tos epidemioldgicos que muestran
una amplia circulaciéon de cepas
productoras de Stx2 en la Argentina,
y una casi nula presencia de cepas
productoras de Stx1.

B RESERVORIOS Y VIAS DE
TRANSMISION

Numerosos estudios realizados
en diferentes paises, incluyendo a la
Argentina permitieron confirmar que
el intestino del ganado vacuno es el
mayor reservorio de cepas STEC. Por
lo tanto, la principal via de trans-
mision de STEC son los alimentos
contaminados: productos carnicos
crudos o insuficientemente cocidos,
principalmente carne picada en for-
ma de hamburguesas, embutidos
fermentados, morcilla; derivados
lacteos como leche no pasteurizada,
yogur, quesos; pero también papas,
lechuga, brotes de soja y alfalfa, ju-
gos de manzana no pasteurizados,
y agua, entre otros (Rivas 2006).
La contaminacién de los alimentos
se debe principalmente al contacto
con las heces del ganado bovino, en
forma directa durante el faenamien-
to o a través del medioambiente por
arrastre del agua de lluvias. Otras
formas de transmisién incluyen el
contacto directo del hombre con los
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animales de granja, la contamina-
cién cruzada durante la preparacion
de alimentos, y la transmisién per-
sona a persona por la ruta fecal-oral

B PREVENCION

Existen varias estrategias posibles
que podrian ser usadas para redu-
cir la incidencia y/o los efectos de
la infeccién con STEC en humanos.
Debido a que el ganado bovino es
el principal reservorio de STEC, una
opcion serfa vacunar al ganado con
el fin de reducir la carga de STEC
y minimizar la contaminacién en
la carne a ser utilizada en alimen-
tacion humana. Algunos de los an-
tigenos blanco incluyen proteinas
involucradas en la colonizacién
(protefnas de secrecién tipo I, in-
timina) o el lipopolisacdrido O157.
Aunque la inmunizacién del gana-
do con algunas de estas proteinas
fue capaz de montar una respuesta
de anticuerpos y de reducir la carga
de E. coli O157:H7 (Potter 2004), en
un estudio comercial a gran escala
realizado en Canad4 dicha vacuna-
cién no aporté grandes beneficios.
Diversos estudios han mostrado que
si bien estos protocolos de vacuna-
cién disminuyen la colonizacién y
la carga bacteriana inicial, todavia
no logran controlar la persistencia
de estas bacterias en el intestino del
bovino (Van Donkersgoed 2005).
Otro problema que acarrea la vacu-
nacién del ganado es que implicaria
la vacunacién de un gran ndmero de
animales, generando un importante
costo econémico para la industria
ganadera, poco dispuesta a afron-
tarlo teniendo en cuenta que las
infecciones con STEC no interfieren
con el rendimiento econémico del
ganado. Sin embargo, la vacuna-
cién no es la Gnica opcién de inter-
vencién en este punto de la cadena
productiva de /a vaca a la boca. Se
ha observado que la administracién
de un coctel de bacterias E. coli no
patégenas es capaz de reducir sig-

nificativamente la excrecion de E.
coli O157:H7 en el ganado (Tkalcic
2003, Zhao 1998, Zhao 2003). Estas
bacterias no patégenas son capaces
de excluir competitivamente a E. coli
O157:H7 tanto del ganado adulto
como de los terneros neonatales y
al destete, a través de la produccién
de colicinas (proteinas que espe-
cificamente atacan a E. coli). Otra
bacteria, Lactobacillus acidophilus,
también ha demostrado ser capaz de
reducir la carga de E. coli O157:H7
en el ganado en feedlot hasta un
50% (Brashears 2003, Elam 2003,
Younts-Dahl 2005). Este producto
se encuentra disponible comercial-
mente en Estados Unidos (Callaway
2004). Vale aclarar que ninguna de
estas intervenciones se realiza ac-
tualmente en Argentina.

Otra posible estrategia es la ad-
ministracién de bacteriéfagos (virus
que especificamente matan bacte-
rias). Los bacteriéfagos son altamen-
te especificos, incluso pueden ser
especificos contra una sola cepa de
bacterias. Por lo tanto, su uso ha sido
propuesto como una estrategia para
eliminar patégenos en poblaciones
microbiolégicas mixtas. A pesar de
que diversos estudios presentan re-
sultados variables, en algunos se ha
observado reduccién de los niveles
de E. coli O157:H7 (Bach 2009,
Sheng 2006) resultando, incluso,
en una patente en Estados Unidos
(Waddell 2002). La principal des-
ventaja del uso de bacteri6fagos es
que, si bien O157:H7 es el serotipo
predominante causante del SUH, no
es el dnico. Por este motivo, debe-
rian considerarse el desarrollo y uso
de mezclas de bacteriéfagos con
capacidad de infectar a distintos se-
rotipos bacterianos, encareciendo la
aplicacion de este protocolo.

Como se dijo anteriormente, otra
opcién es la vacunacion en huma-
nos. Distintas estrategias se han
analizado en modelos animales.

La toxina Shiga posee una subuni-
dad A téxica unida a un pentamero
de subunidades B encargado de la
unién a su receptor especifico pre-
sente en las membranas celulares.
Ya que la subunidad B aislada no
manifiesta efectos toxicos, diversos
protocolos la han utilizado como
inmunégeno (McEwen 1989). Sin
embargo, la subunidad B de Stx2,
variante epidemioldgica y clinica-
mente mdas relevante, ha mostrado
ser poco inmunogénica y dificil de
expresar y purificar, aparentemente
por presentar una estructura inesta-
ble (Acheson 1995). En nuestro labo-
ratorio hemos generado una vacuna
a ADN, que consiste en un pladsmido
codificante para la subunidad B de
Stx2 junto con un pequefo fragmen-
to (la parte que carece de actividad
toxica) de la subunidad A. Esta cons-
truccion fue capaz de generar en
ratones una respuesta humoral es-
pecifica que protegié parcialmente
(el 50%) de los animales inoculados
con una dosis letal de Stx2. Si bien
la eficacia de proteccion mejor6 al
administrarla conjuntamente con un
estimulador de la funcién y madura-
cion de células dendriticas (sobrevi-
vié el 70% de los animales) (Bentan-
cor 2009), seguimos trabajando en
la bdsqueda de un inmunégeno que
genere una respuesta humoral ca-
paz de proteger al 100% de los ani-
males. Otros grupos han generado
proteinas de fusién entre las subuni-
dades B de Stx1 y Stx2 (Gao 2009),
entre la subunidad A de Stx2 y la
B de Stx1 (Cai 2011), la subunidad
B de Stx2 inmunizada por via oral
(Tsuji 2008) o un toxoide de Stx2 ex-
presado en plantas (Wen 2006). En
todos estos casos se obtuvieron dis-
tintos grados de proteccion parcial
en el modelo murino. El desarrollo
de un inmunégeno eficaz y seguro,
que genere una respuesta humoral
protectora, capaz de neutralizar o
bloquear a la toxina Stx2 de manera
eficiente es el punto clave para lue-
go generar una vacuna profilactica
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Figura 2: Esquema de progresion de las infecciones por E coli O157:H7
en ninos. Dentro de los 3 dias posteriores a la ingesta de las bacterias, el paciente
desarrolla diarrea, dolor abdominal, fiebre, vémitos. Luego de 1-2 dias (o a veces
antes) la diarrea suele transformarse en sanguinolenta en el 80-90% de los casos.
Durante estas instancias los pacientes presentan un recuento de plaquetas normal,
funcién renal conservada y hematocrito normal, sin fragmentacién de glébulos ro-
jos. Sin embargo, ya pueden observarse ciertos pardmetros de activacién tanto de la
respuesta inflamatoria como de los sistemas de coagulacién vy fibrinolitico. Atn asf,
en el 90% de los casos la infeccion se resuelve espontaneamente, sin desarrollar el
SUH en su forma completa. Dentro de los nifios que evolucionan a SUH, el 70-80%
se resolvera sin dejar secuelas, el 25-30% quedara con distintos grados de disfun-
cién neuroldgica y/o renal, y en menos del 5% de los casos, generalmente aquellos
casos con compromiso neurolégico temprano y agudo, su desenlace sera la muerte.

0 una vacuna terapéutica. Mas alla
de los inconvenientes técnicos que
dificultan la obtencién de un buen
inmundégeno, para implementar una
nueva vacuna profilactica se deben
contemplar otros aspectos como la
incidencia, la relaciéon costo-efica-
cia, etc. Sin embargo, el desarrollo
de un inmunégeno efectivo contra
Stx2 es un objetivo valido para de-
sarrollar vacunas terapéuticas o an-
ticuerpos protectores para adminis-
trar durante un brote epidémico por
contaminacién con cepas patégenas
STEC, en el periodo ventana entre
el desarrollo de los signos y sinto-
mas de infeccion gastrointestinal
y el desarrollo de su complicacién

sistémica (Figura 2). En este senti-
do el brote ocurrido durante el afo
2011 en Europa, especificamente en
Alemania y Francia (Beutin 2012,
Borgatta 2012, Werber 2012), en el
que se produjeron mas de 800 ca-
sos de SUH y alrededor de 60 muer-
tes, mostré las consecuencias de no
contar con un agente terapéutico
especifico para prevenir el SUH du-
rante un brote masivo.

Otra estrategia ha sido el de-
sarrollo de una vacuna a base del
componente mayoritario de la par-
te externa de las bacterias E.coli
O157:H7, el lipopolisacarido (LPS)
(Ahmed 2006). Aunque esta vacuna

se encuentra en fase Ill, y ha sido
aplicada a un grupo piloto de nifios
en Estados Unidos, ha mostrado in-
ducir una respuesta de anticuerpos
séricos anti-LPS O157 que decae
muy rdpidamente y no se aporta-
ron datos del nivel de anticuerpos
generados en mucosas. Por lo tanto
esta vacuna tiene dos desventajas:
solo estaria protegiendo los casos
de SUH desarrollados luego de las
infecciones con cepas STEC del se-
rotipo O157:H7, y ademas la pro-
teccion seria de corta duracién.

H TRATAMIENTO

Aunque se ha discutido mucho
acerca de las ventajas y desventajas
del uso de antibiéticos durante la
etapa previa al SUH, actualmente
existe consenso acerca de que el tra-
tamiento con antibidticos esta con-
traindicado en casos de sospecha
o confirmacion de infecciones con
STEC entéricos (Wong 2000), funda-
mentalmente porque estos agentes
inducen mayor produccioén o libera-
cién de toxina (Wong 2000), lo que
aumenta el dafio al huésped.

La base del tratamiento para los
pacientes con SUH es la terapia de
apoyo, que generalmente incluye:
control de fluidos y electrolitos, con-
trol de la hipertensién, y uso de dia-
lisis y transfusiones de sangre, segiin
se requiera, no existiendo hasta el
momento alguna intervencion espe-
cifica previa o durante las primeras
etapas de la enfermedad que logren
controlar el nivel de dafo en los te-
jidos blanco.

Sin embargo, durante los Gltimos
diez anos se han ensayado distintas
estrategias terapéuticas especificas.
Uno de los primeros enfoques en
la bisqueda de tratamientos espe-
cificos que desperté gran interés
entre los nefrélogos pediatricos, fue
la idea de adsorber la Stx libre en
el intestino a través de compuestos
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amorfos 6 inertes. Con este fin, se
desarroll6 y ensayé un compuesto
derivado de diatomeas unido a una
cadena de oligosacarido conocido
con el nombre comercial Synsorb®
Pk, para ser administrado oralmente.
Sin embargo, a pesar de su alto po-
tencial para unir y neutralizar la Stx
in vitro, cuando se lo probé en ensa-
yos clinicos, no result6 beneficioso
en prevenir o disminuir la severidad
de las complicaciones sistémicas
(Palermo 2009). Luego se desarro-
Ilaron diversas estrategias con fines
similares, que incluyeron polimeros
de Gb3 o bacterias recombinantes
que expresan el receptor Gb3 en
su membrana, los cuales arrojaron
buenos resultados al ser ensayados
en modelos animales pero nunca
fueron probados en humanos (Paton
2001). El mayor inconveniente que
tienen estos tratamientos experimen-
tales es que aln trazas de Stx que
logren escapar de sus agentes blo-
queantes en el intestino e ingresar
a la circulacién, serian suficientes
para inducir el SUH. Debido a es-
tas consideraciones, se comenzaron
a desarrollar polimeros del receptor
para Gb3 para ser administrados por
via sistémica. Entre ellos, Starfish es
un nuevo compuesto que une Stx
con 1000 veces mayor eficiencia
que Synsorb® Pk y se administra
por via endovenosa. Sin embargo,
este compuesto mostré6 buena ca-
pacidad para unir y neutralizar Stx1
pero no Stx2. Dado que la varian-
te Stx2, es la que presenta mayor
potencial para desencadenar SUH,
se desarroll6 un nuevo compuesto
denominado Daisy, que al menos
experimentalmente tiene capacidad
para neutralizar la Stx1 y la Stx2.
Con este mismo objetivo, un grupo
japonés cred otro compuesto llama-
do SUPER TWIGS, que esta formado
por 18 trisacaridos de globotriaosil-
ceramida, que no sélo une la Stx en
circulacién sino que induce su cap-
tacion y eliminacién por los macré-
fagos (Nishikawa 2005) .

Mas recientemente, diversos
laboratorios han desarrollado anti-
cuerpos monoclonales, humaniza-
dos o no, para ser administrados en
el perfodo ventana entre la aparicion
de la diarrea sanguinolenta, una vez
confirmada su asociacién con bac-
terias STEC (Mukherjee 2002). La
idea es esencialmente la misma:
bloquear la toxina Stx2 antes de que
interactlie con su receptor presente
en la membrana de las células blan-
co. En la actualidad existen eviden-
cias suficientes que han demostrado
que el agente que pretenda bloquear
la toxina debe tener una alta capaci-
dad de unién 6 afinidad, en el caso
de tratarse de anticuerpos, y que
este complejo toxina-bloqueante
sea eliminado de la circulacion de
manera eficiente.

Otra estrategia en fase aln expe-
rimental, que ha mostrado algunos
resultados promisorios, es el uso
de drogas que bloquean transitoria
y reversiblemente la sintesis de los
receptores Gb3 (Silberstein 2009).
Estas drogas, que se usan para el
tratamiento de la enfermedad de Fa-
bry, podrian ser usadas en la etapa
previa al diagnéstico de SUH para
disminuir la expresién de receptores
especificos y de esta manera el nivel
de dafio a los tejidos.

Incluso cuando algunos de los
tratamientos especificos que estan
siendo ensayados resulten aproba-
dos para su aplicacién, la eficacia
de los mismos depende de su imple-
mentacién sumamente temprana.
Por lo tanto, son imperativos la edu-
cacién de la comunidad que permi-
ta instaurar la idea de la necesidad
de una consulta rapida con los es-
pecialistas ante la presencia de dia-
rrea, el mejoramiento de los sistema
de vigilancia y salud que permitan
la toma de muestra biolégica con la
suficiente premura, y el desarrollo
de métodos de diagndstico simples
y econdémicos, que posibiliten su
implementacion en todos los pun-

tos del pafs, junto con la identifica-
cién de indicadores o predictores
de mala evolucién, para identificar
aquéllos niflos con alta probabilidad
de desarrollar complicaciones.

B PERSPECTIVAS ACTUALES DE
CONTROL

Como se ha discutido, no hay
perspectivas a corto plazo de contar
con la aplicacién de protocolos de
inmunizacién en ganado bovino o
en seres humanos, y/o tratamientos
especificos para prevenir o controlar
el dafio durante el SUH. Por lo tanto,
nuestra mejor forma de disminuir los
estragos producidos por el SUH es
la prevencion, y para esto lo mejor
es prevenir las infecciones primarias
con STEC. Particularmente en nues-
tro pafs, se requieren controles mas
estrictos en todos los puntos de la
cadena alimentaria que aseguren el
cumplimiento de las leyes y norma-
tivas de control bromatolégico, y po-
liticas educativas dirigidas a toda la
poblacion, especificas y sostenidas
en el tiempo, que permitan a todos
los consumidores y especialmente a
aquellos que manipulan alimentos
para la poblacién de riesgo, cono-
cer las medidas sanitarias necesarias
para tener una alimentacién segura.
La amplia difusion de las medidas de
prevencién basicas aconsejadas por
la Sociedad Argentina de Pediatria y
organizaciones no gubernamentales
que trabajan para el control de esta
enfermedad (www.lusuh.org.ar) po-
dria ser una ayuda importante.
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Infecciones ocasionadas
por biofilms bacterianos.
Causas de su dificultad
para erradicarlas

Palabras claves: Biofilm, inmunidad innata, neutréfilo
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Los biofilms son comunidades complejas de bacterias
rodeadas por una matriz extracelular que crecen adheridas
a una superficie viva o inerte. Ellos representan un modo de
crecimiento de resistencia, permitiendo a la bacteria sobrevivir
en ambientes hostiles. El modo de crecimiento en biofilm
tiene consecuencias importantes en la industria y la salud
humana. Los biofilms son responsables de mas del 60% de las
infecciones bacterianas humanas, entre ellas infecciones que
ocasionan neumonia en pacientes con fibrosis quistica, otitis o
periodontitis. También son responsables de infecciones sobre
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protesis o dispositivos médicos, como infecciones en catéteres
endovasculares. Los biofilms resultan dificiles de erradicar dado que presentan caracteristicas que los hacen
resistentes a la accion de agentes antimicrobianos. A pesar de que el sistema inmune del huésped es capaz de
responder a la presencia de una bacteria creciendo en modo biofilm, en muchos casos no logra erradicarlos
puesto que los biofilms imponen distintas estrategias para evadir su accién. La imposibilidad de erradicar la
infeccion conduce a una activacion exacerbada del sistema inmune resultando en el daino colateral de los tejidos
del huésped. El entendimiento de las bases genéticas y moleculares del crecimiento bacteriano en comunidades,
asi como de su interaccion con el sistema inmune del huésped estan brindando nuevos blancos terapéuticos que
contribuiran al desarrollo de estrategias para controlar las infecciones por biofilms.

Biofilms are complex communities of bacteria enclosed in an extracellular matrix that grow attached to a
living or inert surface. They represent a resistance mode of growth, allowing the bacteria to survive in hostile
environments. The biofilm mode of growth has major consequences on industry and human health. Biofilms
are responsible for more than 60% of all human bacterial infections, and among them, infections that cause
pneumonia in cystic fibrosis patients, otitis or periodontitis. They are also responsible for infections on prosthesis
and medical devices, such as intravenous catheter infections. Biofilms are difficult to eradicate, exhibiting
characteristics that make them less sensitive to the action of antimicrobial agents. Moreover, although the
host immune system is able to respond to bacteria growing as biofilms, in many cases it fails to eradicate these
communities because of their effective immune evasion strategies. The incapacity to eradicate the infection
leads to an exacerbated activation of the immune system resulting in collateral damage of the host tissues. The
understanding of the genetic and molecular basis of the biofilm mode of growth, as well as its interactions with
the host immune system are providing new therapeutic targets that will surely contribute to the development of
strategies to control biofilm-mediated infections.

B INTRODUCCION

Las bacterias son microorganis-
mos unicelulares procariotas que

habitan naturalmente en el medio
ambiente, asi como también dentro
de organismos huéspedes como los
animales. En ambos casos, las bac-

terias pueden existir como células
plancténicas, es decir, de vida li-
bre, o como células sésiles que cre-
cen adheridas a una superficie. La
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forma inmovilizada de crecimiento
recibe el nombre de biopelicula o,
mas ampliamente difundido, bio-
film. Un biofilm no es simplemente
un ensamblaje de células adheridas
a una superficie, sino que es un eco-
sistema microbiano organizado, con
caracteristicas funcionales y estruc-
turales complejas, donde abunda la
comunicacién quimica célula-célu-
la (del Pozo J.L., 2007).

A mediados del siglo pasado, el
microbiélogo Claude Zobell del Ins-
tituto de Oceanografia Scripps, de
la Universidad de California, noto
que las bacterias acudticas eran mas
numerosas sobre las superficies soli-
das de los contenedores que como
células individuales en suspensién
(Zobell C.E., 1943). En base a estas
observaciones se concluyé que las
bacterias prefieren un estilo de vida
comunitario asociado a superficies
a una existencia némade. Hoy sa-
bemos que el biofilm representa un
modo de crecimiento de resistencia
que permite a las bacterias sobrevi-
vir en ambientes hostiles y también
dispersarse y colonizar nuevos ni-
chos (Hall-Stoodley L., 2004).

B COMPOSICION Y ESTRUCTU-
RA DE LOS BIOFILMS

Los biofilms pueden estar for-
mados por bacterias de una o va-
rias especies diferentes (O'Toole G.,
2000). Asimismo, se han encontra-
do biofilms formados por hongos
unicelulares (que son organismos
eucariotas) y también por bacterias
y hongos. En este articulo nos cen-
traremos en los biofilms bacterianos.

La superficie sobre la cual
se ensambla un biofilm puede ser de
origen abidtico, como por ejemplo,
una roca o una protesis, o de origen
bidtico, como es el caso de los bio-
films que colonizan los pulmones
de pacientes con fibrosis quistica
(O’Toole G., 2000). El grosor de un

biofilm es variable y desparejo, en
general se encuentra entre los 13 y
los 60 pm, y esta determinado por
el equilibrio entre su crecimiento y
la liberacion de biomasa al ambien-
te. La composicion del biofilm es
también variable. Las bacterias por
si mismas comprenden una fraccién
del volumen del biofilm, general-
mente entre el 5 y el 35% (del Pozo
J.L., 2007). El resto del volumen
estd compuesto por una matriz ex-
tracelular formada por un complejo
polianiénico muy hidratado de exo-
polisacaridos de origen bacteriano,
ADN vy proteinas (McDougald D.,
2012). La composicion del exopoli-
sacarido que constituye la matriz es
diferente en cada bacteria: alginato
en Pseudomonas aeruginosa, celu-
losa en Salmonella typhimurium, un
exopolisacédrido rico en glucosa y
galactosa en Vibrio cholerae, poly-
N-acetilglucosamina en Staphylo-
coccus aureus, entre otros (del Pozo
J.L., 2007). Ademas, estudios recien-
tes han puesto de manifiesto que
incluso una misma bacteria, depen-
diendo de las condiciones ambien-
tales en las que se encuentre, puede
producir distintos exopolisacaridos
como componentes de la matriz del
biofilm.

Tipicamente, la estructura de un
biofilm consta de bacterias sésiles
creciendo en microcolonias hete-

rogéneas inmersas en la matriz, sur-
cadas por canales abiertos donde
circula fluido (Figuras 1 y 2) (Hall-
Stoodley L., 2004). Esta arquitectura
compleja fue uno de los primeros
indicadores de que el desarrollo de
los biofilms no es simple ni unifor-
me, sino complejo y diferenciado
(McDougald D., 2012). Los canales
permiten la difusion de moléculas
como oxigeno y nutrientes. Sin em-
bargo, la existencia de canales no
evita que dentro del biofilm existan
ambientes diferentes en los que la
concentracién de nutrientes, de oxi-
geno y el pH varien. Por ejemplo,
existe un gradiente de oxigeno den-
tro del biofilm, razén por la cual las
bacterias que se encuentran cerca-
nas a su base inmersas en la matriz
se localizan en un ambiente anaero-
bico, mientras que los canales llenos
de agua contienen oxigeno disuelto,
proveyendo un medio aerébico a las
bacterias que se encuentran en su
proximidad (del Pozo J.L., 2007). Es-
tas circunstancias aumentan la hete-
rogeneidad sobre el estado fisiol6gi-
co en el que se encuentra la bacteria
dentro del biofilm.

W ETAPAS DE LA FORMACION DE
UN BIOFILM

El desarrollo de un biofilm ocurre
en una secuencia regulada de pasos
(Figura 3). Las dos primeras etapas
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Figura 1. Estructura de un biofilm. Se ilustra la heterogeneidad de la estruc-
tura del biofilm, observandose grupos de bacterias que conforman estruc-
turas en formas de hongos y serpentinas, regiones vacias y canales de agua.
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Figura 2. Imagen de estructuras en forma de hongo de un biofilm de P. aeru-
ginosa capturada con un microscopio confocal. Magnificacion 400X.

estdn caracterizadas por una aso-
ciacién transitoria a una superficie
seguida por una adhesién robusta.
Estas etapas iniciales son aceleradas
por la presencia de pili tipo IV y fla-
gelos (estructuras filamentosas que
sirven para impulsar la célula bacte-
riana). Una vez que se logra el con-
tacto con la superficie, las bacterias
utilizan estas estructuras para des-
plazarse hasta encontrar otras bac-
terias. Las etapas 3 y 4 involucran la
agregacion de las células en micro-

colonias y su posterior crecimiento
y maduracién, adquiriendo una es-
tructura plana o una con forma de
hongos dependiendo de la fuente de
nutrientes disponible. Finalmente,
la quinta etapa se caracteriza por la
recuperacion de la movilidad transi-
toria de parte de las células que in-
tegran el biofilm, las cuales son libe-
radas para colonizar nuevos nichos
(Hall-Stoodley L., 2004).

Estudios previos indicaron que
un proceso de comunicacién en-
tre bacterias denominado Quorum
Sensing (QS) influencia la formacion
de la estructura del biofilm en dis-
tintas especies (Parsek M.R., 2005).
El QS se desencadena cuando las
bacterias detectan alteraciones en
el ambiente, como un cambio de
pH, de osmolaridad, disponibilidad
de nutrientes o densidad poblacio-
nal, y comienzan a secretar un tipo
de moléculas que actdan como se-
nal, denominadas autoinductoras.
Cuando éstas se acumulan en can-
tidad suficiente (lo cual esta relacio-
nado con la densidad poblacional)
conducen al encendido de ciertos
genes que producen una respues-
ta concertada en toda la poblacién
de bacterias. Las acil-homoserinlac-
tonas (acil-HSL, en particular la N-
3-oxododecanoil-homoserinlactona
y la butiril-homoserinlactona) son
las moléculas autoinductoras mejor
descritas de un grupo de especies de
bacterias clasificadas como Gram

microcolonias

Bacterias
plancténicas

-

Estructuraen
formade hongo

Fluido

=1 =0 »-:_‘\
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Figura 3. Formacién y ciclo de vida de un biofilm. Etapa 1: células individuales colonizan la superficie; 2: se produ-

cen sustancias poliméricas extracelulares y la adhesién se torna irreversible; 3 y 4: se desarrolla la arquitectura del
biofilm y madura; y 5: células individuales son liberadas del biofilm, las cuales pueden colonizar nuevos nichos.

a




24

CIENCIA E INVESTIGACION - DIVULGACION -TOMO 62 N°2 - 2012

negativas, entre ellas, P aeruginosa.
Las cepas de P, aeruginosa incapaces
de producir acil-HSL forman bio-
films en los cuales las bacterias se
encuentran empaquetadas muy cer-
canas unas con otras, generando asf
biofilms chatos que son mas labiles
que los biofilms con forma de hon-
gos. Esto se debe a que las acil-HSL
regulan la produccién de ramnolipi-
dos, que son sustancias surfactantes
necesarias para mantener los espa-
cios libres entre los agregados celu-
lares y definir las separaciones entre
los pilares de bacterias que forman
la estructura tridimensional del bio-
film (Figura 1) (Kirisits M.J., 2006).

Los biofilms se encuentran muy
extendidos en la naturaleza. ;Qué
ventajas representa para las bac-
terias la formacién de biofilms? En
primer lugar, las superficies proveen
cierto grado de estabilidad en el me-
dio y pueden presentar funciones
cataliticas al localizar a las células
préximas unas de otras. Por otra par-
te, la formacién de biofilms provee
proteccion frente a multiples desa-
fios ambientales como la exposicion
a rayos UV, la toxicidad por meta-
les, la deshidratacién y la salinidad,
la fagocitosis, los antibidticos y los
agentes antimicrobianos (Hall-Stoo-
dley L., 2004). Finalmente, la matriz
extracelular podria ayudar a captar
y concentrar minerales esenciales
y nutrientes del medio circundante
(del Pozo J.L., 2007).

B CONSECUENCIAS DEL CRECI-
MIENTO EN MODO BIOFILM

quier otro liquido que circule a tra-
vés de tuberias, ademas de acelerar
la corrosion de los propios tubos.
También inician la degradacion de
los objetos sumergidos, tales como
componentes estructurales de plata-
formas petroliferas, barcos e instala-
ciones costeras. Asimismo la calidad
de agua potable puede verse amena-
zada por los biofilms que se forman
en los conductos de distribucion.
Aunque las bacterias que se encuen-
tran en los conductos de agua son
en su mayoria inocuas, la cloracién
estandar podria ser insuficiente para
matarlas. La liberacion periddica de
células podria llevar a brotes de en-
fermedad. Existe preocupacién por
la posibilidad de que Vibrio chole-
rae, el agente causante del célera,
pueda ser dispersado de esta manera
(Madigan M., 2003).

En cuanto a la salud humana, la
relevancia de los biofilms es ilus-
trada claramente por observaciones

que sugieren que los biofilms estan
presentes en mas del 60% de todas
las infecciones bacterianas (del Pozo
J.L., 2007). Sin embargo, el impacto
de estas comunidades bacterianas
en enfermedades infecciosas puede
aln estar siendo subestimado debi-
do a la dificultad para diagnosticar
su presencia como resultado de la
diversidad de microorganismos in-
volucrados y de los distintos nichos
que pueden infectar en el huésped.

Los biofilms son cruciales en la
patogénesis de muchas infecciones
bacterianas croénicas y subagudas,
tales como infecciones por P. aeru-
ginosa en los pulmones de pacientes
con fibrosis quistica, en los calculos
renales infecciosos, en endocarditis
bacterianas, asi como también en
infecciones en protesis e implan-
tes médicos (Parsek M.R., 2003).
Recientemente, se ha comprobado
que los biofilms también estan in-
volucrados en las infecciones cro-

Tabla 1.
Lista parcial de infecciones humanas en las que estan involucrados
biofilms bacterianos (Costerton J.W., 1999).

Infeccion o enfermedad

Especie bacteriana formadora del biofilm

Neumonia por fibrosis quistica

P aeruginosa y Burkholderia cepacia

Otitis media

Haemophilus influenzae

Endocarditis de valvula nativa

Streptococcus del grupo viridans

Caries dental

Cocos Gram positivos acidogénicos

(ej: Streptococcus)

Infecciones nosocomiales

Neumonia

Bacilos Gram negativos

El desarrollo de biofilms tiene
consecuencias importantes en la sa-
lud humana y también en diversas
industrias (por ejemplo, en la indus-
tria alimentaria o cosmética).

Los biofilms pueden resultar alta-
mente perjudiciales en la industria,
pudiendo ocasionar la reduccién
en el flujo de agua, aceite o cual-

Vias arteriovenosas

Staphylococcus epidermis y

Staphylococcus aureus

Tubos endotraqueales

Una variedad de bacterias y hongos

Injertos vasculares

Cocos Gram positivos

Dispositivos ortopédicos

Staphylococcus epidermidis 'y

Staphylococcus aureus

Lentes de contacto

Pseudomonas P aeruginosa y

cocos Gram positivos
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nicas de quemaduras. En todos los
casos, las infecciones mediadas por
biofilms comprometen la calidad de
vida y pueden estar asociadas a una
mayor mortalidad. La tabla 1 detalla
una lista de las infecciones humanas
en las que han sido implicados los
biofilms.

Las infecciones pulmonares cré-
nicas por P.aeruginosa son respon-
sables de la alta morbilidad y morta-
lidad que afectan a la gran mayoria
de los pacientes con fibrosis quisti-
ca. La fibrosis quistica es la enfer-
medad hereditaria fatal mas comdn
en la poblacién caucésica, afectan-
do a 1 de cada 2.500 nacimientos.
La fibrosis quistica es causada por
mutaciones recesivas en el gen que
codifica para un canal para el trans-
porte de iones cloruro a través de la
membrana plasmética, expresado
en el epitelio de mdltiples 6rganos.
Los pacientes con esta patologia de-
sarrollan una enfermedad multior-
ganica que afecta principalmente
a los pulmones dando lugar a una
falla respiratoria que eventualmente
conduce a la muerte (Hassett D.J.,
2010). La enfermedad pulmonar en
estos pacientes se debe a infeccio-
nes recurrentes que resultan en una
inflamacién crénica, presencia de
un moco espeso en las vias respira-
torias, bronquiectasia (destruccion
y ensanchamiento de las vias respi-
ratorias mayores) y neumonia. Las
inflamaciones recurrentes exacer-
badas en los pulmones son la causa
de las hospitalizaciones frecuentes y
de la declinacién en la funcién pul-
monar que conduce, en Gltima ins-
tancia, a la falla respiratoria (Hassett
D.J., 2010). Durante la infancia estos
pacientes se infectan principalmente
con Staphyloccocus aureus o Hae-
mophilus influenzae, pero en pa-
cientes de mayor edad la infeccion
predominante es mediada por P
aeruginosa (Hassett D.)., 2010). Esta
bacteria posee una enorme flexibi-
lidad genética y metabdlica que le

permite adaptarse al entorno y per-
sistir dentro de las vias respiratorias
de estos pacientes. Los genotipos y
fenotipos de las cepas presentes en
estadios tardios de la enfermedad
difieren sustancialmente de aquellos
que inicialmente colonizan los pul-
mones (Smith E.E., 2006). De hecho,
la conversion de P aeruginosa de un
fenotipo no mucoide a uno mucoi-
de, caracterizado por una sobrepro-
duccién del exopolisacarido algina-
to, marca la transicién a un estadio
mas persistente, caracterizado por
resistencia a antibiéticos y una de-
clinacién pulmonar acelerada (Go-
mez M.1., 2007).

Los biofilms también se encuen-
tran implicados en el desarrollo de
endocarditis de vélvulas nativas, es
decir, en la inflamacién del endo-
cardio (revestimiento interno de las
valvulas cardiacas). Estas complica-
ciones resultan de la interaccion de
los microorganismos con las valvu-
las mitral, aorta, tricdspide o pulmo-
nar. Los estreptococos y estafiloco-
cos son generalmente los responsa-
bles de estas infecciones, llegando
al torrente sanguineo desde la oro-
faringe, el tracto gastrointestinal o el
tracto genitourinario. Estas bacterias
normalmente no se adhieren sobre
las vélvulas intactas; sin embargo, si
se produce alguna lesion sobre las
mismas, las células endoteliales se-
cretan fibronectina, que es utilizada
como receptor por adhesinas espe-
cificas de la superficie de las bacte-
rias. Como consecuencia, las bac-
terias se multiplican en la lesion y
terminan formando el biofilm (Lasa
I., 2005). Este biofilm interfiere en la
funcién de la valvula, causando pér-
didas cuando la valvula esta cerrada
y turbulencias y un flujo disminui-
do cuando estd abierta. Ademas, el
biofilm constituye una fuente con-
tinua de infeccién hacia el torrente
sanguineo, que persiste ain bajo
tratamiento antibiodtico. Por dltimo,
trozos del biofilm pueden despren-

derse y provocar embolias sépticas
(Parsek M.R., 2003).

Los biofilms son dificiles de erra-
dicar porque son resistentes a bioci-
das, antibiéticos y a la respuesta in-
mune del huésped. Particularmente,
las bacterias asociadas a los biofilms
exhiben un tipo de tolerancia a an-
tibidticos que es distinta a la resis-
tencia a antibiéticos convencional
ya que no es debida a mecanismos
genéticos basicos (mutacion génica
o transferencia horizontal), sino que
estd determinada por este modo par-
ticular de crecimiento (del Pozo J.L.,
2007). Se ha planteado una variedad
de mecanismos potenciales que po-
drian dar cuenta de la resistencia a
microbicidas exhibida por los bio-
films. Entre ellos, se propuso que la
matriz extracelular asociada con los
biofilms restringiria la penetracién
de agentes antimicrobianos. Este
postulado puede ser aplicado a los
aminoglicésidos, un grupo de anti-
bidticos que incluye a la gentamici-
na, para los cuales componentes de
la matriz como el alginato y el ADN
podrian actuar con una barrera,
pero no las fluoroquinolonas como
la ciprofloxacina y la levofloxacina,
que no tienen disminuida su capaci-
dad de difundir al interior el biofilm
(Rybtke M.T., 2011). No obstante,
la alta densidad de organismos del
biofilm resulta en la acumulacién
de desechos (productos del meta-
bolismo bacteriano) que en Ultima
instancia alteran al microambiente
local, hecho que podria comprome-
ter la accion de los antibiéticos en
el interior del biofilm. Ademas, los
agentes antimicrobianos pueden ser
atrapados en la matriz donde son
secuestrados por enzimas que los
inactivan. Por otro lado, en la pro-
fundidad del biofilm existe una frac-
cién de células que se encuentran
en un estado quiescente. Dado que
la mayoria de los agentes antimicro-
bianos actdan sobre las células que
se encuentran en division, éstos no



26

CIENCIA E INVESTIGACION - DIVULGACION - TOMO 62 N°2 - 2012

resultan efectivos para destruir a la
totalidad de las bacterias del biofilm.
Ademads, las bacterias en los biofilms
pueden incrementar la expresion de
genes relacionados con la respuesta
al estrés, lo que las convierte en mas
resistentes a la accion de los agentes
antimicrobianos. Por ultimo, los bio-
films pueden complicar ain mas la
situacion al facilitar la diseminacién
de resistencias antimicrobianas con-
vencionales por transferencia génica
horizontal (del Pozo J.L., 2007).

Por estos motivos, las estrategias
tradicionales de combate frente a in-
fecciones bacterianas resultan inefi-
cientes cuando éstas son mediadas
por biofilms. Actualmente se estan
evaluando diversas estrategias tera-
péuticas alternativas que incluyen el
desarrollo de moléculas que afecten
la comunicacién célula-célula, sus-
tancias que despolimerizan la ma-
triz extracelular, tratamientos em-
pleando bacteriéfagos, métodos fisi-
cos y el empleo de combinaciones
de antibiéticos que sean eficientes
frente a esta forma de crecimiento
bacteriano (del Pozo J.L., 2007).

Aunque generalmente los bio-
films bacterianos son asociados con
procesos infecciosos, algunos bio-
films tienen un papel protector. Los
biofilms formados por lactobacilos
presentes en la vagina fermentan el
glucégeno producido por las células
epiteliales al ser inducidas por los
estrogenos, produciendo acidos que
disminuyen el pH vaginal y previe-
nen de esa manera la colonizacién
por microorganismos patégenos. La
desaparicion de este biofilm con la
consiguiente neutralizacion del pH
suele venir acompanada del de-
sarrollo de vaginosis bacterianas,
como las ocasionadas por microor-
ganismos patégenos como Gardne-
rella vaginalis (Lasa 1., 2005). Otro
ejemplo de biofilms beneficiosos
son aquéllos formados sobre la su-
perficie de los dientes, que protegen
frente a la colonizacién por otros pa-

tégenos exdgenos. Este biofilm suele
estar compuesto por 20-30 especies
bacterianas distintas, entre las que
invariablemente destacan en nime-
ro los estreptococos y Actinomyces
spp. Las bacterias de la placa den-
tal viven en equilibrio mientras las
condiciones externas se mantengan
constantes. Una persona que con-
suma muchos alimentos o bebidas
ricas en azUcares, favorecerd el de-
sarrollo de especies bacterianas que
fermentan los azlcares, provocando
un descenso en el pH. Esto actuara
desequilibrando la poblacién bacte-
riana permitiendo el mayor desarro-
[lo de especies como Streptococcus
mutans 'y Lactobacillus spp., que
producen gran cantidad de acidos
que disuelven el esmalte protector
de los dientes (Lasa ., 2005; Bur-
ne, 2000). La consecuencia final es
el desarrollo de las dos infecciones
mas prevalentes en el hombre, la ca-
ries y la periodontitis.

B LA RESPUESTA INMUNE AL
BIOFILM

El sistema inmune opera a través
de dos brazos efectores, uno conoci-
do como sistema inmune innato y el
otro como sistema inmune adaptati-
vo (Faimboin L., 2011). La respuesta
innata constituye la primera linea de
defensa frente a las infecciones, y a
su vez controla el inicio de las res-
puestas adaptativas. Las respuestas
innatas son activadas tras el recono-
cimiento de estructuras moleculares
que se encuentran presentes s6lo en
los patégenos y estan ausentes en
nuestro propio organismo. Estas es-
tructuras se conocen como Patrones
Moleculares Asociados a Patégenos
(PMAP) y en general, son comparti-
das por grandes grupos de microor-
ganismos. Un ejemplo lo constituye
el lipopolisacarido (LPS) presente
en todas las bacterias Gram negati-
vas. Estos (PMAP) son reconocidos
a través de Receptores de Recono-
cimiento de Patrones (RRP) que se
expresan mayoritariamente en las

células de la inmunidad innata,
como ser macréfagos y neutréfilos.
De este modo, los componentes del
sistema inmune innato son capa-
ces de discriminar la presencia de
un organismo invasor. Por el con-
trario, los componentes del sistema
inmune adaptativo reconocen enti-
dades moleculares expresadas por
cada patégeno en particular, a las
cuales se las denomina antigenos.
La respuesta adaptativa involucra
la participacién de linfocitos T y B.
La activacion de linfocitos B tras el
reconocimiento de un antigeno pre-
sente, por ejemplo, en una determi-
nada bacteria, conduce a la secre-
cién de anticuerpos dirigidos contra
ese antigeno, capaces de unirse a
la bacteria y desencadenar meca-
nismos que llevan a su destruccion.
La activacién de los linfocitos T tras
el reconocimiento de un antigeno
bacteriano, por otra parte, conduce
a la generacion de linfocitos T con
perfiles funcionales caracteristicos
que intentaran erradicar el proceso
infeccioso. Se han descrito distintos
perfiles de linfocitos T efectores tales
como los linfocitos T CD4 Th1, Th2,
Th17,Th3, T regulatorios y los linfo-
citos T CD8 citotoxicos, los cuales
desempefan distintas funciones. Un
perfil o conjunto de perfiles de lin-
focitos son generados dependiendo
de la naturaleza del microorganismo
invasor involucrado.

Las estrategias del sistema inmu-
ne innato frente a una infeccion bac-
teriana involucran la accién de célu-
las fagociticas como los neutréfilos
y macréfagos. Estos leucocitos cap-
turan a las bacterias dentro de vesi-
culas fagociticas o fagosomas y las
destruyen a través de la accién de
dos sistemas microbicidas (Kantari
C., 2008). Uno de estos sistemas mi-
crobicidas involucra la participacién
de la enzima NADPH oxidasa que
se encarga de producir anién supe-
roxido, molécula a partir de la cual
se generan otras especies que en
conjunto reciben el nombre de In-
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termediarios Reactivos del Oxigeno
(IRO), como el peréxido de hidroge-
no (agua oxigenada), el hipoclorito
(componente activo de la lavandina
que usamos en nuestros hogares) y
otros oxidantes, algunos de larga
vida media como las cloraminas.
El otro sistema microbicida incluye
enzimas que degradan componen-
tes bacterianos como las proteasas
elastasa, catepsina G y proteinasa 3.
La elastasa y la proteinasa 3 cortan a
una variedad de proteinas de la ma-
triz extracelular como fibronectina,
laminina, vitronectina y colageno
tipo 1V, y es por ello que, mas alla
de su accién sobre los componentes
de los microorganismos, cuando es-
tas proteasas son liberadas al medio
extracelular estan implicadas en el
dafo a tejidos inflamados. Este siste-
ma microbicida también involucra a
las defensinas, péptidos antibidticos
pequefios y altamente catiénicos
que actdan induciendo permeabili-
zacién de las membranas microbia-
nas (Kantari C., 2008).

Estudios recientes demostraron
que los neutréfilos también pueden
responder a la infeccién liberando
su material genético (cromatina) al
medio extracelular conjuntamente
con parte del contenido de sus gra-
nulos lisosomales como enzimas y
proteinas catidnicas asociadas. Estas
redes de cromatina y componentes
granulares reciben el nombre de
trampas extracelulares del neutréfilo
pues ellas atrapan a los microorga-
nismos y contribuyen a la destruc-
cién de los mismos en el medio ex-
tracelular (Brinkmann V., 2004).

B ;DE QUE MODO NUESTRO
SISTEMA INMUNE NOS DEFIENDE
FRENTE A UN BIOFILM BACTERIA-
NO?

Los neutréfilos probablemente
constituyan uno de los componen-
tes mas importantes de la respuesta
inmune montada frente a las infec-
ciones mediadas por biofilms (Jesai-

tis A.J., 2003). A esta respuesta tam-
bién contribuyen los macréfagos.
Ambos tipos de células fagociticas
se activan tras detectar la presencia
de LPS, lipoproteinas bacterianas y
otros PMAP en las bacterias que for-
man el biofilm. Este reconocimiento
esta mediado por RRP, entre los que
se encuentran los receptores de tipo
Toll o TLR (del inglés Toll like recep-
tors), los receptores como lectinas
de tipo C, los receptores scavenger
y los receptores de tipo NOD o NLR
(del inglés, NOD like receptors). Las
células fagociticas también pueden
reconocer sobre las bacterias frag-
mentos derivados del complemento,
un sistema proteico plasmatico que
se activa frente a diversas infeccio-
nes bacterianas. La activacién del
complemento conduce a la deposi-
cién de componentes como el C3by
el C3bi sobre la superficie bacteria-
na, los cuales son reconocidos por
receptores especificos presentes en
los fagocitos. La presencia de anti-
cuerpos unidos a las bacterias tam-
bién contribuye al reconocimiento,
debido a que las células fagociticas
presentan receptores especificos
para ellos (Faimboin L., 2011).

El' reconocimiento de las bac-
terias a través del conjunto de re-
ceptores antes mencionado no sélo
dispara su fagocitosis, sino también
la secrecion de mediadores proinfla-
matorios como citoquinas y quimio-
cinas (citoquinas quimiotacticas)
cuya misién consiste en controlar o
contener la infeccién, asi como tam-
bién condicionar la ulterior respues-
ta adaptativa (Kantari C., 2008). Una
de las quimiocinas de mayor rele-
vancia en los procesos inflamatorios
desencadenados por infecciones
bacterianas es la IL-8 (interleuqui-
na 8). Esta molécula es producida
por una amplia variedad de células
(monocitos, macréfagos, neutréfilos,
queratinocitos y células endotelia-
les, entre otras) y tiene la capacidad
de atraer a los neutréfilos, guiados
por un gradiente de concentracion,

al foco de infeccién, contribuyendo
también a su activacion. A su vez,
los neutréfilos activados son capa-
ces de producir grandes cantidades
de IL-8, hecho que posibilita, con-
juntamente con la IL-8 producida
por otros tipos celulares en el foco
de infeccidn, el reclutamiento masi-
vo de neutrdfilos y la perpetuacion
del proceso inflamatorio para inten-
tar erradicar la infeccién (Scapini P,
2000). La IL-1p es otra citoquina cla-
ve en la respuesta inflamatoria del
huésped. La IL-1p liberada causa la
acumulacion de metabolitos del aci-
do araquidénico, incrementa los ni-
veles de la 6xido nitrico (NO) sintasa
inducible y mantiene la produccién
de NO, induciendo la inflamacién.
Asimismo, incrementa la expresion
de moléculas de adhesién en células
endoteliales, promueve la salida de
leucocitos desde los vasos sangui-
neos al foco infeccioso, modula el
metabolismo muscular e induce fie-
bre (Dinarello C.A., 2002).

A pesar de que muchas de las ac-
ciones que el sistema inmune pone
en marcha a fin de defendernos fren-
te a la infeccion por biofilms son ac-
tivadas por los mismos componentes
presentes en las bacterias plancténi-
cas o libres, hoy sabemos que al-
gunos componentes caracteristicos
del biofilm constituyen sefales que
alertan al sistema inmune de la pre-
sencia de bacterias desarrollandose
con este modo de crecimiento y po-
nen en marcha mecanismos para su
erradicacion.

;Cudles son los componentes pri-
vativos de los biofilms que activan al
sistema inmune? Se sabe que la N-
3-oxododecanoil-homoserinlactona
induce el reclutamiento de los neu-
trofilos al biofilm (Zimmermann S.,
2006), incrementa la expresion en
la superficie de los neutréfilos de
la integrina CD11b/CD18, una mo-
[écula muy relevante tanto para la
migracion del neutréfilo desde los
vasos sanguineos al foco infeccio-
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so, como para el reconocimiento y
fagocitosis de bacterias que exhiben
componentes del sistema comple-
mento adherido a su superficie. La
N-3-oxododecanoil-homoserinlac-
tona también aumenta la expresion
de receptores para anticuerpos que
facilitan la fagocitosis de bacterias
recubiertas (opsonizadas) con anti-
cuerpos que han reconocido a an-
tigenos sobre su superficie (Wagner
C., 2007). Por otra parte, estudios
realizados por nuestro grupo evi-
denciaron que el ADN de la matriz
del biofilm es un componente proin-
flamatorio relevante ya que estimula
la fagocitosis de las bacterias por los
neutréfilos, la secrecién de citoqui-
nas proinflamatorias como la IL-1p
y la IL-8 y la liberacion de trampas
extracelulares (Fuxman Bass J.l.,
2010).

Los mecanismos efectores eje-
cutados por los neutréfilos resultan
cruciales en la defensa frente a las
infecciones mediadas por biofilms.
Si esta respuesta resulta en una limi-
tacion de la infeccién, la acumula-
cién de neutréfilos cesa y cobran re-
levancia otros tipos celulares como
macroéfagos vy fibroblastos que con-
tribuyen a resolver la inflamacion.
Por el contrario, si el sistema innato
del huésped no logra controlar la
infeccion, la acumulacién de neu-
trofilos se prolonga y se activa una
respuesta adaptativa cuyo objetivo
serd la erradicacion de la infeccion.
Esta respuesta involucra la produc-
cién de anticuerpos, que usualmen-
te resultan ineficientes para eliminar
al patégeno, puesto que tienen di-
ficultades para penetrar en la ma-
triz del biofilm y sélo se unen a las
bacterias periféricas del mismo (de
Beer D., 1997). Los anticuerpos tam-
poco logran contribuir a la muerte
bacteriana por fagocitosis (Cerca N.,
2006). No obstante, los anticuerpos
contra moléculas de la superficie
bacteriana podrian cumplir un rol
en impedir la formacién de nuevos

biofilms al interferir con la adhesion
de las bacterias a superficies (Tashiro
Y., 2008).

A pesar de que el huésped pone
en marcha la activacién del sistema
inmune a fin de erradicar al biofilm,
dada la persistencia de este tipo de
infecciones es evidente que la res-
puesta en muchas ocasiones no es
eficiente para combatirlas, e incluso
en algunos casos, como en las infec-
ciones pulmonares crénicas por P,
aeruginosa en los pacientes con fi-
brosis quistica, la activacion inmune
desmedida conduce a acrecentar la
patologia.

B ;POR QUE RAZON AUN
CUANDO EL SISTEMA INMUNE
REACCIONA FRENTE A UNA IN-
FECCION POR UNA BACTERIA
CRECIENDO EN BIOFILM EN GE-
NERAL NO LOGRA ERRADICAR-
LA?

Muchas son las causas que pue-
den contribuir a la persistencia del
biofilm. Algunas de estas causas han
comenzado a conocerse. Entre ellas,
existen causas inherentes al modo
de crecimiento en comunidades:
en primer lugar, los neutréfilos no
suelen tener capacidad de penetrar
la matriz del biofilm, permanecien-
do en la superficie y en los canales
del mismo. Ademas, estas células no
son capaces de fagocitar a la masa
de bacterias inmersas en la matriz
extracelular que constituye el bio-
film, sélo fagocitando aquéllas pre-
sentes en la superficie de esta comu-
nidad (Figura 4) (Jesaitis A.J., 2003).
El intento fallido de fagocitosis de
bacterias incluidas en la matriz ex-
tracelular resulta en la secrecion de
parte del contenido de sus granulos
al medio extracelular, liberando pro-
teasas que actlan sobre el biofilm
pero también sobre los propios te-
jidos del huésped, induciendo dano
colateral.

Otros factores que contribuyen a
la persistencia del biofilm consisten
en componentes del mismo que per-
miten a la bacteria evadir la accién
del sistema inmune del huésped. Asi
por ejemplo, el exopolisacarido de
P aeruginosa inhibe el reclutamien-
to de los neutrdfilos, mientras que el
de Streptococcus mutans es capaz
de inhibir la fagocitosis y la produc-
cién de IRO, afectando la capacidad
de los neutréfilos de eliminar a las
bacterias (Munro C.L., 1993; Stiver,
1988). Evidencias adicionales de-
mostraron que la intensidad de la
produccién de IRO por biofilms es
menor que la inducida por bacterias
creciendo en forma plancténica (Jes-
aitis A.J., 2003). Trabajos realizados
con mutantes deficientes en senales
de QS demostraron que estas molé-
culas inhiben la produccién de los
[RO por los neutréfilos (Bjarnsholt
T., 2005). Por otra parte, los biofilms
de Pseudomonas liberan ramnoli-
pidos, sustancias detergentes cuya
sintesis es regulada por senales de
QS, que inducen la muerte por ne-
crosis de los neutréfilos (Bjarnsholt
T., 2005). De hecho, ain cuando
algunas sefiales de QS han sido pro-
puestas como inductoras del reclu-
tamiento de neutréfilos al sitio don-
de esta el biofilm, una vez que éstos
arriban, son en parte eliminados por
accién de los ramnolipidos. Merece
destacarse, sin embargo, que las se-

Figura 4. Imagen de neutrofilos (ro-
jos) depositados sobre un biofilm de
P aeruginosa conteniendo bacterias
fagocitadas (verdes) en su interior.
Magpnificacién: 600X.
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fiales de QS son susceptibles a de-
gradarse por accion de una lactona-
sa epitelial, por lo cual, el resultado
final dependerd de la contribucién
de cada uno de estos mecanismos.
Consecuentemente, la muerte de los
neutréfilos al acudir al biofilm los
transforma en un arma de doble filo,
ya que ellos mismos al morir liberan
ADN vy F-actina, las cuales proveen
una matriz que favorece el desarro-
llo del biofilm (Walker T.S., 2005).

B LA ACTIVACION INMUNE DES-
MEDIDA FRENTE A UN BIOFILM
BACTERIANO CONTRIBUYE AL
DANO TISULAR.

En las infecciones mediadas por
P aeruginosa en pacientes con fi-
brosis quistica, la activacion exacer-
bada del sistema inmune del hués-
ped contribuye a la patologia. Los
neutréfilos reclutados en el sitio de
crecimiento del biofilm se activan y
destruyen a las bacterias de su parte
superficial pero no logran eliminar-
lo. La activacion de los neutréfilos
conduce a la liberacién al medio ex-
tracelular de proteasas, IRO y tram-
pas extracelulares, que acrecientan
el dafio tisular. La abundante libe-
racion de trampas extracelulares de
neutréfilos que es inducida por el
ADN extracelular de los biofilms,
podria contribuir a aumentar la vis-
cosidad del moco en los pulmones
(Fuxman Bass J.I., 2010). Por otra
parte, las bacterias del biofilm que
resisten a la accién microbicida de
los fagocitos pueden sufrir mutacio-
nes ocasionadas por los IRO libera-
dos por la activacion de la NADPH
oxidasa, que podrian contribuir a la
apariciéon de variantes bacterianas
mas virulentas (Mathee K., 1999). En
conjunto, esta respuesta inflamato-
ria acompanada de dano tisular fa-
voreceria el deterioro de la funcién
pulmonar caracteristico de la fibro-
sis quistica.

B CONCLUSIONES FINALES

El huésped es capaz de respon-
der a la presencia de una bacteria
creciendo en modo biofilm, sin em-
bargo, este modo de crecimiento
impone al sistema inmune diversos
mecanismos de evasién de su ac-
cién. El resultado final, defensa exi-
tosa o adaptacion de la bacteria a
sobrevivir en el huésped, dependera
del balance entre las acciones del
sistema inmune para eliminar a las
bacterias y aquéllas impuestas evo-
lutivamente por las bacterias para
soportar la accion del sistema inmu-
ne. A juzgar por la persistencia de
este tipo de infecciones, en muchas
ocasiones el biofilm logra superar la
accioén del sistema inmune del hués-
ped. La dificultad para erradicar las
infecciones persistentes mediadas
por biofilms bacterianos a pesar de
la aplicacion de terapias antibi6ti-
cas agresivas, pone de manifiesto la
necesidad de desarrollar nuevas es-
trategias terapéuticas para el control
y prevencion de este tipo de infec-
ciones. Los recientes avances en el
entendimiento de las bases genéti-
cas y moleculares del crecimiento
bacteriano en comunidades y su in-
teraccion con el sistema inmune del
huésped han identificado distintos
blancos terapéuticos que pusieron
en marcha investigaciones para con-
tribuir a lograr dicho objetivo.
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Bordetella pertussis, un

patdgeno humano que

ha sobrevivido a décadas
e vacunacion masiva
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Bordetella pertussis es el agente causal de la tos convulsa, una . Maria Eugenia Rodrl’guez

enfermedad infecciosa reemergente. La introduccién de la vacuna

contra este patdgeno redujo la incidencia de la enfermedad Centro de Investigacion y Desarrollo en
pero no la circulacién de la bacteria en la poblacién. Esto ha Fermentaciones Industriales (CINDEFTI),
determinado que la tos convulsa continide siendo una amenaza CONICET-Universidad Nacional de La Plata.
para la salud publica. En los ainos noventa hubo un resurgimiento Instituto de Biotecnologia Aplicada.

de tos convulsa en paises con altas cobertura de vacunacién, Facultad de Ciencias Exactas, Universidad
incluyendo a la Argentina. En los dltimos aios su incidencia ha ido Nacional de La Plata

en aumento transformdndose en la enfermedad mas prevalente Calles 47 y 115. 1900 La Plata.

entre las infecciones prevenibles por vacunacién. Los mecanismos Bs As. Argentina

por los cuales B. pertussis evade la eliminacion inmune y causa mer@quimica.unlp.edu.ar

infecciones persistentes se desconocen. Sin embargo, siendo que
se trata de un patégeno estrictamente humano, este cuadro epidemioldgico sugiere la existencia de un nicho de

persistencia dentro del hospedador. Nuestros resultados parecen apoyar esta hipétesis. Aunque la fagocitosis y la
actividad bactericida de los neutréfilos es la primera linea de defensa del hospedador, Bordetella pertussis evade
ambos mecanismos a menos que hayan anticuerpos opsonizantes en el sitio de infeccién. Esta falla en la primera
barrera de defensa posibilitaria la interaccion no bactericida con macréfagos, dentro de los cuales B. pertussis es
capaz de sobrevivir e incluso multiplicarse a resguardo de las condiciones adversas del ambiente extracelular. El
descubrimiento de un mecanismo de sobrevida de estas caracteristicas nos ayuda a entender la compleja epidemiologia
de esta enfermedad y nos proporciona informacion critica para el disefio de una nueva generacién de vacunas.

The gram-negative bacterium Bordetella pertussis is the etiologic agent of whooping cough, a reemerging infectious
disease. Vaccination against Bordetella pertussis has resulted in a reduction of the disease incidence but the circulation
of these bacteria has persisted. Despite high vaccination rates, whooping cough remains a serious threat to human
health. In the 1990s, B. pertussis reemerged in many countries with highly vaccinated populations, including Argentina.
Its incidence has been increasing in recent years, becoming the most prevalent vaccine-preventable disease. The
mechanisms that allow this pathogen to evade immune clearance and to cause the extraordinarily prolonged disease
known in China as Bai Ri Ke (100 day cough) are not known. However, being B. pertussis a strict human pathogen,
this epidemiological picture suggests the existence of a niche of persistence within the human host. Our results
seem to support this hypothesis. Bacterial killing by neutrophils is one of the main lines of host defense. However,
B. pertussis is able to avoid neutrophil phagocytosis and cellular bactericidal activity unless opsonizing antibodies
are present at the site of infection. The failure of this first line of defense eventually enables the non-bactericidal
interaction with macrophages inside of which B. pertussis can survive and grow in a protected niche. The finding
of this survival mechanism contributes to better understand the complex epidemiology of this disease and provides
critical information for a new generation of improved vaccines.

B INTRODUCCION en la década del 40 del siglo pasado  pertussis. En la era pre-vacunal B.
vino a resolver una situacion epide-  pertussis fue una de las principales

La introducciéon de la vacuna mioldgica critica en todo el mundo causas de mortalidad infantil. Con
contra la tos convulsa o coqueluche causada por una bacteria, Bordetella  ciclos epidémicos cada 2 a 5 afos
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esta enfermedad diezmé poblacio-
nes infantiles por décadas. La intro-
duccién de la vacunaciéon masiva
durante los 1940 y 1950 disminuy6
drasticamente la incidencia. Sin em-
bargo, aunque de menor magnitud,
los ciclos epidémicos nunca desapa-
recieron, ni siquiera en poblaciones
con coberturas de vacunacién cer-
canas al 100%. Este fue el primer
indicio que la vacuna, aunque efi-
ciente en prevenir la sintomatolo-
gia de la enfermedad, no evitaba la
circulacion de la bacteria. El agente
causal de esta enfermedad, Borde-
tella pertussis, sé6lo infecta al hom-
bre y no se conoce otro reservorio
ni hospedador, lo cudl sugiere que
la bacteria es capaz de sobrevivir en
una poblacién vacunada.

El Calendario Nacional de Vacu-
nacién de nuestro pais es similar al
de otros paises, y disponemos de 4
vacunas que protegen contra la tos
convulsa: la pentavalente (que se
administra a los 2, 4 y 6 meses); la
cuadruple (que se administra a los
18 meses); la triple bacteriana ce-
lular (que se administra al ingreso
escolar) y, mas recientemente (a par-
tir del afio 2009) se ha incorporado
la triple bacteriana acelular, que se
aplica a los 11 afios, al personal de
salud que presta cuidado a nifos
menores de un afio y a los convi-
vientes de nifios prematuros de bajo
peso (Tabla 1).

A pesar del nimero de inmuni-
zaciones que abarca este esquema
de vacunacion, esta enfermedad es
una de las peor controladas dentro
de las enfermedades prevenibles por
vacunacién (inmunoprevenibles).
En el afio 2011 en Argentina se in-
formaron 2.946 casos confirmados,
con un total de 39 casos fatales de
los cudles el 74% eran menores de 2
meses. La neumonia es la causa de
la mayoria de las muertes por coque-
luche, aunque también se presentan
complicaciones menos frecuentes

tales como convulsiones, encefalo-
patias, sobreinfecciones bacterianas
y afecciones asociadas a los efectos
de presion por la tos paroxistica se-
vera.

® UN POCO DE HISTORIA PRO-
PIAY AJENA

Con la introduccioén de la vacuna
y la dréastica disminucién en la inci-
dencia de la tos convulsa, esta enfer-
medad se “olvidé” durante muchos
anos. Inclusive en muchos paises se
suspendi6 la vigilancia activa y s6lo
aquéllos que siguieron notificando
los casos de tos convulsa detecta-
ron que los picos epidémicos cicli-
cos cada 2-5 afos nunca cesaron.
El resto de los paises la considero,
sino erradicada, por o menos bien
controlada. Un hito que sobresalié
en este periodo de relativa calma
fue la decision de algunos paises
de dejar de vacunar a su poblacion.
Esta decision fue consecuencia de
las reacciones adversas inducidas
por la vacuna que estaba en uso.

Esta vacuna, compuesta por células
enteras de B. pertussis inactivadas
por calor, puede provocar reaccio-
nes adversas de distinta magnitud
que van desde enrojecimiento de la
piel hasta dafios neurolégicos seve-
ros, ocasionando incluso la muerte
de 1 de cada 310.000 vacunados.
El principal factor desencadenan-
te de estos efectos nocivos es un
componente toxico de la bacteria
denominado endotoxina o lipopoli-
sacarido, que es parte integral de la
pared bacteriana. Este componente
es un potente activador del sistema
inmune, produciendo tanto efectos
deseables (como la induccion de la
respuesta inmune), como indesea-
bles (en aquellos casos descriptos
mas arriba).

Estas reacciones adversas y la
percepcion de que la bacteria ha-
bia dejado de ser un problema de
salud pdblica disminuyé la acepta-
cién mundial de la vacuna y hubo
paises como Gales, Inglaterra y Ja-
pén que la sacaron de su calendario

Tabla 1.
Calendario nacional de vacunacion contra B. pertussis.

Edad Dosis (vacuna)

2 meses 1a dosis (DPT-Hib-HB?)
4 meses 2a dosis (DPT-Hib-HB?)
6 meses 3a dosis (DPT-Hib-HB?)
18 meses Refuerzo (DPT-Hib)
5-6 anos Refuerzo (DPT9)

11 afnos Refuerzo (DTaP9)

aVacuna pentavalente: contra difteria, tétanos, tos convulsa, hepatitis B,

Haemophilus influezae tipo B

bVacuna cuadruple: contra difteria, tétanos, tos convulsa, Haemophilus

influezae tipo B

cVacuna triple bacteriana celular: contra difteria, tétanos, tos convulsa

dVacuna triple bacteriana acelular: contra difteria, tétanos, componentes

de B. pertussis acelular

Fuente: Ministerio de Salud de la Nacion (www.http://msal.gov.ar/htm/

Site/inmunizaciones.asp)
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de vacunacion. Esto desembocé en
una epidemia entre 1977 y 1979 en
los tres paises mencionados (Miller
& Fletcher, 1976; Watanabe & Na-
gai, 2005) y disparé la necesidad de
buscar nuevas formulaciones vacu-
nales protectoras que no incluyeran
la endotoxina, vacunas acelulares.
La primera vacuna acelular contra B.
pertussis la introdujo Japén en 1981
(Sato et al., 1984). Con una eficacia
baja pero aceptable fue la base de
futuras formulaciones, todas ellas
basadas en la combinacion de cinco
proteinas bacterianas purificadas re-
conocidas como factores de virulen-
cia. Las formulaciones actualmente
en uso son una combinacién de
entre una y cinco de estas proteinas
(Edwards et al. 1995 Gustafsson et
al. 1996; Mattoo and Cherry, 2005).
Aunque la eficacia (grado de protec-
cion) de estas vacunas demostro ser
menor que la de la vacuna celular
original, estas nuevas formulacio-
nes demostraron ser mucho mas se-
guras en lo que se refiere a efectos
adversos. La mayoria de los paises
desarrollados comenzaron entonces
a sustituir la vacuna celular, o a em-
plear una combinacion de la vacu-
na celular con estas nuevas vacunas
acelulares a lo largo del calendario
de vacunacién. Nuestro pais siguié
empleando solamente la vacuna
celular hasta que, en el afo 2009,
incorporé la vacuna acelular como
refuerzo adicional a los 11 afos de
edad (Tabla 1).

Con la introduccién de la vacu-
na acelular se registr6 un aumento
progresivo, lento y sostenido de la
incidencia de la tos convulsa. En la
década del noventa la mayoria de
los paises con vigilancia activa de-
tectaron un aumento alarmante en
la incidencia de la enfermedad (An-
drews et al. 1997; Baron et al. 1998;
de Melker et al. 1997; Guris et al.
1999, Gzyl et al. 2004; He & Mert-
sola 2008; Hellenbrand et al. 2009;
Ntezayabo et al. 2003; van Buynder

et al. 1999). A fines de esta década
la tos convulsa se convirtié en la
cuarta causa de mortalidad infantil
por enfermedades inmunopreveni-
bles, siendo declarada enfermedad
reemergente por la Organizacién
Mundial de la Salud (OMS). En esta
misma época, Holanda alerté acer-
ca de que las cepas circulantes en
la poblacién presentaban diferen-
cias en las regiones inmunodomi-
nantes de las proteinas con que se
habian formulado las vacunas ace-
lulares (Mooi, et al. 1999). A medi-
da que otros paises investigaron las
cepas circulantes en su poblacién
detectaron las mismas diferencias
respecto a los componentes vacu-
nales, sugiriendo que la vacunacién
masiva durante afios con la misma
cepa vacunal habia conducido a la
seleccion de cepas con variantes en
antigenos protectores (Borisova et al.
2007; Byrne & Slack 2006; Cassiday
et al. 2000; Van Loo & Mooi. 2002;
Weber et al. 2001; Yao et al. 2005).
Argentina reinicié la vigilancia epi-
demioldgica en el afio 2002 y nues-
tro grupo intervino en el relevamien-
to. Se pudo comprobar que nuestro
pais no estaba ajeno a la situacién
epidemiolégica mundial. También
en Argentina los casos de tos con-
vulsa fueron aumentando afio a
afo. El analisis de las cepas circu-
lantes demostré que en nuestro pais
también se habian seleccionado las
mismas variantes que se detectaron
en Europa, Estados Unidos y de-
mas paises (Fingerman et al. 2006).
Argentina es un pais relativamente
aislado comparado con los paises
de Europa y USA en los cudles la
aparicion de las mismas variantes
podria deberse a la diseminacién de
cepas mejor adaptadas, en lugar de
tratarse de selecciones simultaneas
e independientes. En nuestro pais, si
bien la diseminacion de cepas im-
portadas no puede descartarse com-
pletamente, es muy probable que la
aparicién de nuevas cepas sea en-
dégena, lo que abona a la teoria de

la seleccion por vacunacion de este
tipo de variantes. Como caso extre-
mo de la seleccién o adaptacion de
cepas, se han aislado recientemente
en Francia cepas de B. pertussis que
han perdido la expresién de uno o
mas de los antigenos incluidos en
la vacuna (Bouchez et al. 2009),
poniendo en duda la eficacia de las
vacunas actuales en el futuro.

Los estudios realizados hasta el
momento no permiten atribuir la
reemergencia a la aparicién de cepas
con variantes en los antigenos vacu-
nales, pero en si misma, la aparicién
de variantes antigénicas demuestra
que B. pertussis nunca ha dejado de
circular en la poblacién, ni siquiera
en poblaciones con un elevado es-
tandar de vida y coberturas de vacu-
nacion cercanas al 100%, como es
el caso de Europa, Estados Unidos y
Canada, entre otros.

B ;POR QUE NO HA PODIDO
ERRADICARSE ESTA ENFERME-
DAD?

Todavia no hay una respuesta
a esta pregunta. Otras infecciosas
se han podido controlar, reducir su
incidencia y alargar los ciclos de
aparicion. En el caso de B. pertus-
sis todos los intentos han fracasado.
Hoy en dia se habla de tasa de infec-
cién y de enfermedad, como cosas
separadas. Hay un elevado nimero
de individuos infectados (muchos
de ellos asintomdticos) fundamen-
talmente entre adultos jovenes, y
hay quienes desarrollan la enferme-
dad con diferentes cuadros clinicos
y prondsticos (Crowcroft & Britto
2002). A este Gltimo grupo pertene-
ce fundamentalmente la poblacién
infantil. Si bien la vacunacién redu-
jo la incidencia de la enfermedad,
ha sido muy poco efectiva en redu-
cir la tasa de infeccién. Aunque la
introduccién de la vacuna acelular
en reemplazo de la vacuna celular
disminuyé las reacciones adversas
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causadas por la vacunacién, em-
peor6 el cuadro epidemiolégico
en lo que se refiere a tasa de infec-
cién porque promueve un grado de
proteccion menor que la vacuna
celular. Desde la introduccién de
la vacunacién, el rango etario de
infeccién pas6é de los nifios a los
adolescentes y adultos jovenes. La
estadistica de paises como estados
Unidos arroja una tasa de infeccién
en jovenes y adultos que varia en-
tre 370 y 1.500 infectados por cada
100.000 habitantes. Este corrimien-
to en el rango etario se ha explicado
como una consecuencia de que la
inmunidad conferida por vacuna-
cién o infeccién tiene una duracién
corta que no llega a 8 afios. Adoles-
centes y adultos que han perdido la
inmunidad conferida por vacuna-
cién son nuevamente susceptibles a
la colonizacién y hoy se reconoce
que es en esta poblacion en la que
la bacteria circula y persiste (De Se-
rres et al. 2000; Hewlett & Edwards
2005). La infeccion en adultos suele
pasar desapercibida porque se ma-
nifiesta, en la mayoria de los casos,
como una tos persistente que no se
diagnostica. Por ello, los adolescen-
tes y los adultos son la fuente de
infeccién mas peligrosa para la po-
blacién infantil en riesgo (von Koénig
et al. 2002; Senanayake et al. 2007).
En un intento por controlar la circu-
lacién de la bacteria se han incluido
varias dosis acelulares a adultos en
otras partes del mundo. En Argenti-
na, como ya se menciond, se agre-
g6 una dosis de vacuna acelular a
los 11 afos, se decidié vacunar al
personal de salud que presta cuida-
do a ninos menores de un ano, a los
convivientes de nifios prematuros de
menos de 1,5 kg de peso, y a muje-
res embarazadas. Sin embargo, aln
deben desarrollarse vacunas que
sean eficientes no sélo para contro-
lar la sintomatologia de la enferme-
dad sino también para evitar la colo-
nizacioén y lograr la erradicacién del
patégeno. Se sabe que B. pertussis
es una bacteria muy labil, incapaz

de sobrevivir fuera del hombre, de
lo que se especula que hay un nicho
de persistencia dentro del hospeda-
dor que deberd eliminarse.

Desde hace algunos afos esta-
mos tratando de responder estos in-
terrogantes y hemos obtenido resul-
tados que podrian ayudar al disefo
de mejores estrategias terapéuticas y
preventivas aportando al disefio de
vacunas mas efectivas.

B EXISTEN NICHOS DE PERSIS-
TENCIA DENTRO DEL HOMBRE?

Para responder esta pregunta es
necesario conocer las caracteristicas
de la interaccién patégeno-hospe-
dador. El ciclo infeccioso segln se
ha descripto consiste de una etapa
de adhesién al epitelio respiratorio
a través de adhesinas, una etapa de
multiplicacién sobre el epitelio, y la
eventual liberacion de toxinas que
son, en su mayoria, las responsables
de los sintomas de la enfermedad
y actGan sobre algunos factores del
sistema inmune favoreciendo la so-
brevida bacteriana en la etapa ini-
cial de colonizacién. Cuando los
sintomas comienzan, la bacteria ya
no se puede aislar con métodos con-
vencionales de hisopado y cultivo,
por lo que durante muchos afos se
acepté que el hospedador la elimi-
na en este corto plazo. Por muchos
afos se ha aceptado que B. pertus-
sis es una bacteria exclusivamente
extracelular, que transcurre todo el
ciclo infeccioso adherida al epitelio
respiratorio. Sin embargo, ciertos as-
pectos de la clinica y la epidemio-
logia de esta enfermedad, asi como
ensayos de inmunidad protectora
en animales desaffan este paradig-
ma. Por el contrario, la clinica y la
epidemiologia son compatibles con
mecanismos de evasion de la res-
puesta inmune como los que se ob-
servan en patégenos intracelulares.
Por otro lado, la capacidad de este
patégeno de causar infecciones con

sintomatologia leve que perdura por
semanas en adultos sugiere que esta
bacteria es capaz de sobrevivir a la
repuesta innata del hospedador. Ba-
sados en estas observaciones estu-
diamos la interaccion de B. pertussis
con dos tipos de células del sistema
inmune importantes en el sitio de
infeccion, tales como los neutréfilos
(granulocitos polimorfonucleares o
PMN) y los macréfagos. Los neutré-
filos son células fagociticas con gran
capacidad bactericida que consti-
tuyen una primera linea de defen-
sa del hospedador. Los macréfagos
son también células fagociticas con
una capacidad bactericida menor
pero criticas en la orquestacién de
la respuesta inmune. Algunos pa-
tégenos bacterianos encuentran un
nicho de persistencia dentro de las
células del hospedador, y los macro-
fagos son una de las células blanco
para este tipo de bacterias. Este no
es un mecanismo general entre las
bacterias de vida libre, pero aquellas
que tienen una fase intracelular a lo
largo del ciclo infeccioso tienen mds
posibilidades de persistir en el hos-
pedador y son, en general, de dificil
erradicacion. Esta sobrevida intrace-
lular requiere que la bacteria sea ca-
paz no solo de evitar su propia des-
truccion sino también la destruccion
de la célula que la esta hospedando.
Los resultados que obtuvimos en
nuestro grupo de trabajo indican que
B. pertussis dispone de mecanismos
de este tipo. Comprobamos que en
huéspedes no inmunes o con inmu-
nidad reducida, es decir, con bajo ti-
tulo de anticuerpos (como es el caso
de la mayor parte de la poblacién
adulta a menos que hayan estado
infectados recientemente), los neu-
trofilos no son capaces de capturar
y destruir eficientemente estas bac-
terias (Rodriguez et al. 2001). Sélo
la presencia de anticuerpos especi-
ficos contra determinados antigenos
bacterianos de membrana externa
(y s6lo uno de ellos esta incluido en
las vacunas actuales) aseguran que
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el neutréfilo capture eficientemente
a esta bacteria a través de receptores
de anticuerpos que inducen su ac-
tivacion y el transito de la bacteria
al lisosoma donde es destruida (Ro-
driguez et al. 2001, Hellwig et al.
2003). Por el contrario en ausencia
de anticuerpos especificos en el si-
tio de interaccion bacteria-PMN, la
proporcién de bacterias capturadas
es baja y la fagocitosis de las mis-
mas no activa al neutréfilo, lo cual
facilita la sobrevida de la bacteria
atn dentro de fagocitos profesio-
nales permaneciendo viable dentro
de fagosomas con caracteristicas de
endosomas tempranos. La interac-
cién bacteria-PMN en ausencia de
anticuerpos se produce a través de
receptores celulares que se encuen-

tran inmersos en balsas lipidicas y la
interaccion a través de estas balsas
seria la responsable del transito de
la bacteria hacia compartimientos
intracelulares en los que la bacte-
ria no es destruida (Lamberti et al.
2008). Estos resultados sugieren que
las bacterias que ingresen en un
huésped en el cual no hay anticuer-
pos especificos podran sortear el pri-
mer gran obstaculo que representan
estas células centinelas. Con esta
ventaja, las bacterias serdn capaces
de adherirse al epitelio y proliferar
aln en presencia de neutréfilos, ya
que no sélo se hace muy ineficiente
su captura sino que ademas aquéllas
que son capturadas no son destrui-
das dentro del fagocito. Por dltimo,
al no producir activacion de los

PMN es posible que la muerte extra-
celular por liberacién del contenido
de granulos tampoco se produzca.
Cabe agregar que a este mecanismo
de inmunoevasién se suma el hecho
de que una de las toxinas mas im-
portantes de B. pertussis, la toxina
pertussis (PTx), retarda la llegada de
neutréfilos al punto de infeccion.

La interaccién de la bacteria con
macréfagos es levemente diferente.
De nuevo, en presencia de anticuer-
pos especificos que opsonicen la
bacteria los macréfagos las capturan
e inactivan eficientemente (Lamber-
ti, et al. 2010). En ausencia de an-
ticuerpos, a diferencia de lo que se
observa en neutréfilos, un gran por-
centaje de las bacterias fagocitadas

Figura 1. Interaccién de B. pertussis con macréfagos y neutrdfilos en presencia (panel izquierdo) y ausencia (panel derecho)
de anticuerpos opsonizantes. Microscopia confocal de B. pertussis en macréfagos (b y d), y en neutréfilos (a y ¢) humanos, en
presencia (a y b), o ausencia (c y d) de anticuerpos opsonizantes. B. pertussis esta marcada con fluorescencia verde y los com-
partimientos lisosomales con fluorescencia roja. Las areas amarillas indican bacterias dentro de compartimientos lisosomales. e)
Microscopia electrénica de macréfagos infectados con B. pertussis. Se observa la presencia de bacterias intracelulares rodeadas

de vacuolas estrechas.

Ref. a y e) Tesis Doctoral. Yanina Lamberti. 2010. b) Lamberti et al. (2008) Microb Path 44: 501-511. c) Lamberti et al. (2010).

Infect Immun 78: 907-913.
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son destruidas durante las primeras
horas post-fagocitosis en comparti-
mientos lisosomales. Sin embargo,
una fraccién de las bacterias fagoci-
tadas evade este trafico y, por causas
que aln deben establecerse, perma-
nece en endosomas tempranos que
no se acidifican ni ponen en marcha
los mecanismos microbicidas. En es-
tas vesiculas la bacteria tiene acceso
a nutrientes que la célula incorpora
del exterior a través de la recircu-
lacién vesicular lo cudl es caracte-
ristico de un fagosoma replicativo.
En concordancia con estas obser-
vaciones, luego de 48 hs dentro del
macréfago se observa un aumento
significativo en el nimero de bac-
terias viables intracelulares, com-
patible con una replicacion intra-
celular (Lamberti, et al. 2010). Estos
resultados sugieren que B. pertussis
se comporta como un patégeno in-
tracelular facultativo lo cudl expli-
carfa la capacidad de persistencia
en el hospedador. Esta localizacién
intracelular le asegurarfa un nicho
de sobrevida y persistencia que re-
quiere de una adaptacion de la bac-
teria al entorno intracelular. Ensayos
recientes indican que B. pertussis
inhibe el aumento de la expresion
de moléculas del complejo mayor
de histocompatibilidad en el ma-
crofago infectado en respuesta al in-
terferén (IFN)-y, indicando que este
patégeno modula negativamente la
capacidad del macréfago de interac-
cionar con otras células del sistema
inmune tales como las células Tht,
reduciendo asi las posibilidades de
ser destruido.

En general estos resultados nos
permiten llegar a algunas conclu-
siones que conducen a un escenario
posible del ciclo infeccioso de esta
bacteria (Figura 1). En primer lugar
la presencia de anticuerpos opso-
nizantes en el sitio de infeccién es
critica para promover la eliminacién
temprana de esta bacteria mediante
la intervencion de las células inmu-

nes. Un aspecto relevante en lo que
se refiere a los antigenos incluidos
en la vacunas acelulares en uso es
que sélo uno de ellos, una proteina
integral de membrana externa, la
pertactina, es blanco de opsoninas
(Hellwig et al. 2003). Lo que signi-
fica que la eliminacién de la bacte-
ria mediada por células depende de
la presencia de este antigeno en el
fenotipo infectante y de anticuerpos
especificos contra el mismo. Este an-
tigeno no sélo presenta variaciones
en las regién inmunodominante en
cepas circulantes respecto a la va-
cunal (Mooi et al. 1999), sino que
se encuentra ausente (por delecio-
nes) en asilados recientes (Bouchez
et al. 2009) indicando una posible
seleccion de cepas por vacunacion,
con un impacto importante en la
protecciéon conferida por vacuna-
cién. Nuevos antigenos de estas ca-
racteristicas, que se expresen en el
fenotipo infectante deberian formar
parte de las nuevas generaciones de
vacunas. Por otro lado, tanto si la
vacunacién no induce anticuerpos
que resulten opsonizantes como si
el individuo tiene una inmunidad
reducida o nula por vacunacién in-
completa o por periodos largos post
vacunacion, B. pertussis evadira la
actividad bactericida de neutréfilos
y macrofagos evitando la inmuno-
eliminacion temprana y establecien-
do asi una infeccion que derivara en
manifestaciones clinicas, o infeccio-
nes asintomdticas (como se da en
la mayoria de los casos en adultos)
transitorias o prolongadas, segin
el estado clinico del infectado. En
este escenario nuestros resultados
abonan la hipdtesis de que B. per-
tussis podra sobrevivir e incluso du-
plicarse dentro de macréfagos. Esto
le puede significar ventajas sustan-
ciales ademas de protegerla contra
los distintos efectores inmunes. Du-
rante la respuesta pro-inflamatoria
inducida por la infeccién un nicho
intracelular permitira que la bacteria
se mantenga viva hasta que la reac-

cién inflamatoria sea modulada por
los distintos mecanismos anti-infla-
matorios, permitiéndole emerger en
condiciones de entorno mas permi-
sivas. Alternativamente los macrdéfa-
gos podrian transportar las bacterias
a nuevos sitios donde iniciar nuevas
microcolonias.

B ;POR QUE HA EMPEORADO
LA SITUACION EPIDEMIOLOGICA
DESDE QUE SE INTRODUJO LA
VACUNA ACELULAR?

La explicacién mas obvia para
este fenémeno es que la vacuna
celular tiene otros determinantes
antigénicos de los que la vacuna
acelular carece. Si bien algunos de
ellos son responsables de los efec-
tos toxicos y son precisamente los
que deben ser eliminados (como es
el caso del lipopolisacérido), otros
componentes contribuyen a la in-
munidad protectiva aunque se des-
conoce su identidad. Por otra parte,
el tipo de inmunidad conferida por
ambos tipos de vacunas es diferen-
te. Las vacunas celulares promueven
una mayor respuesta inflamatoria y
se caracterizan por evocar respues-
tas de tipo Th1. Ensayos clinicos y
evaluaciones en modelos animales
demostraron la importancia de este
tipo de respuesta en la proteccion
contra esta bacteria (Mills et al.
1993). El hallazgo de que B. pertus-
sis se comporta como un patégeno
intracelular facultativo le da sustento
a esta observacion experimental ya
que las respuestas Th1 son las que
nos protegen de diversos patégenos
intracelulares. La vacuna acelular
tal como esta formulada induce una
proteccion menor que la vacuna ce-
[ular pero aceptable para los Orga-
nismos de Salud, fundamentalmente
porque la vacuna celular no puede
emplearse en adultos y por el mo-
mento no hay formulaciones acelu-
lares mds efectivas. Mientras tanto,
la bisqueda de nuevas vacunas con-
tinGa, para lo cudl se estan evaluan-
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do distintas estrategias, como la via
de inmunizacién, distintos arreglos
antigénicos, nuevos adyuvantes,
etc. (Sukumar et al. 2008; Skerry
and Mahon 2011; Marr et al. 2008;
Sukumar et al. 2009). A la discusién
de la efectividad de las vacunas en
uso se han agregado recientemente
dos nuevos factores. Por un lado, y
como se describiera mas arriba, la
posibilidad de que existan nichos
intracelulares de persistencia que
es necesario prevenir y/o combatir
requiere de vacunas que evoquen
respuestas Th1 y, por otro lado, la
evidencia de que la bacteria infec-
tante podria no expresar o tener una
expresion reducida de los antigenos
incluidos en las vacunas actuales.
En relacién a esto udltimo, no solo
se han descripto variantes de los
antigenos vacunales en cepas cir-
culantes y cepas con deleciones en
estos genes, sino que ademas se ha
demostrado que durante la transmi-
sion de hospedador a hospedador
existen condiciones del entorno
que modularian negativamente la
expresion de estos antigenos (Veal-
Carr & Stibitz, 2005; Merkel et al.,
9th International Bordetella Sympo-
sium, Baltimores, MD, USA, 2010),
lo cual abre la posibilidad de que la
bacteria infectante no sea recono-
cida por los anticuerpos inducidos
en el individuo vacunado (ain en el
caso de que existan), posibilitando
la colonizacién inicial. La seleccién
de nuevos inmunégenos no es una
tarea facil en el contexto del ciclo
infeccioso de esta bacteria. Hay
grupos trabajando en distintas hip6-
tesis, entre los que se encuentra el
nuestro. Nuestra estrategia estd ba-
sada en la blsqueda de inmundge-
nos protectores entre las estructuras
que son vitales durante la infeccion.
La falta de hierro es una condicién
que todo patégeno de mamifero
debe superar in vivo para ser capaz
de colonizar. Estudios de expresion
de genes durante la interaccion de
una gran variedad de patégenos con

su hospedador indican que los ge-
nes de adquisicién de nutrientes, y
en particular los implicados en la
adquisicion de hierro, representan
la clase predominante de los genes
expresados in vivo (Mahan et al.
2000). En respuesta a la falta de hie-
rro los patégenos expresan sistemas
de alta afinidad de captura de hie-
rro que le permiten la obtencién de
este nutriente vital para la bacteria.
Se ha demostrado que efectivamen-
te B. pertussis esta limitada en hierro
durante la infeccién y expresa una
bateria de sistemas de captura que
le permiten sobrevivir dentro del
hospedador (Brickman et al. 2008).
Anticuerpos contra estas estructuras
podrian ser protectores por bloquear
sistemas vitales, por interferir con la
interaccion con el epitelio, o por op-
sonizar la bacteria infectante indu-
ciendo asi la eliminaciéon mediada
por células fagociticas. Trabajando
en esta hipétesis encontramos adhe-
sinas que se expresan in vivo, que no
estdn presentes en vacunas, y que
inducen anticuerpos que interfieren
con la adhesion, pudiendo repre-
sentar antigenos protectores contra
la colonizacién inicial (Perez Vi-
dakovics et al., 2007a). Ensayos de
inmunodeteccién llevados a cabo
con sueros de individuos infectados
y vacunados confirmaron la presen-
cia de estructuras inmunogénicas
diferenciales en bacterias adaptadas
a la falta de hierro reconocidas so-
lamente por anticuerpos de indivi-
duos infectados, confirmando que
estos antigenos se expresan durante
la infeccion (Perez Vidakovics et al.,
2007a). Mediante proteémica com-
parativa e inmunoproteémica identi-
ficamos las proteinas inmunogénicas
inducidas por la falta de hierro (Pe-
rez Vidakovics et al., 2007b) y, entre
ellas, aquellas proteinas antigénicas
potencialmente involucradas en la
sobrevida de la bacteria durante la
infeccion, ausentes en toda formu-
lacién vacunal actual. Una aspecto
importante es que los antigenos que

seleccionamos estan conservados
en las cepas circulantes en la pobla-
cién, que su expresién estd inducida
en altos niveles en condiciones in-
fectantes y no depende del estado
de virulencia de la bacteria, o sea
no disminuyen su expresion duran-
te la transmisién de hospedador a
hospedador por condiciones del en-
torno. Siendo que este patégeno no
sobrevive fuera de su hospedador (el
hombre), la dnica fuente de trans-
mision es el hospedador humano
y por lo tanto estara adaptada a la
escasez de hierro y expresara todos
los antigenos necesarios para esta
adaptacion cuando llegue al nuevo
hospedador. De los antigenos selec-
cionados ya hemos evaluado dos de
ellos como antigenos vacunales con
resultados promisorios (Alvarez Ha-
yes et al., 2011) y se estan estudian-
do otros dos que son potenciales
antigenos inductores de inmunidad
celular con el objeto de incorporar-
los a nuevas vacunas a ser desarro-
[ladas.

B CONCLUSIONES

La reemergencia de la tos con-
vulsa en todo el mundo, y su elevada
incidencia como causa de mortali-
dad infantil trajo de nuevo al centro
de la discusion la efectividad de las
vacunas y las estrategias preventivas
contra esta enfermedad infecciosa.
La necesidad de reemplazar una va-
cuna celular por sus efectos téxicos
obligé a la formulacién de vacunas
acelulares que, aunque protectivas
contra los sintomas de la enferme-
dad, han resultado deficientes en lo
que se refiere a la prevencién de la
infeccién dando como resultado la
situacion epidemiolégica actual. La
vacuna acelular, formulada en base
a los conocimientos existentes en
ese momento vino a resolver una
situacién que se habia vuelto acu-
ciante. Hoy se cuenta con nuevos
elementos sobre los que disenar
mejoras en la prevencion. En este
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sentido el descubrimiento de que es
posible que existan nichos intracelu-
lares de persistencia, la observacién
de que las cepas infectantes tienen
una disminucién temporal o perma-
nente de los antigenos vacunales ac-
tuales, la caracterizacion del tipo de
inmunidad que es necesario inducir
en el vacunado, conjuntamente con
otros aspectos claves del ciclo in-
feccioso que se han ido develando
en estos Ultimos afos, constituyen
pilares sobre los que avanzar en me-
joras significativas en formulaciones
vacunales y estrategias preventivas
en general.
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Tuberculosis, una enfermedad
cuya fisiopatologia depende de
una intrincada relacion entre los
mecanismos de resistencia del
hospedador y el agente causal
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estrategias para manipular la respuesta inmune del hospedador. Una
respuesta exitosa contra un patdgeno invasor requiere de una precisa coordinacion de componentes del sistema defensivo.
Durante el curso de la infeccién por Mtb, la respuesta inmune innata controla la diseminacion de la micobacteria hasta el
desarrollo de la respuesta adaptativa, la cual se halla demorada por las caracteristicas del patégeno. Aunque la participaciéon
de la respuesta inmune celular es esencial, la respuesta protectiva requiere la movilizacion de otras reacciones del hospedador.
La naturaleza crénica de la infeccién tuberculosa y lo dilatado de la respuesta inmuno-inflamatoria acarrea varios cambios
metabélicos y neuroenddcrinos que afectan la homeostasis y por ende la capacidad defensiva. En este articulo se comentan
trabajos recientes que resaltan la intrincada relacion entre el patégeno y la respuesta del hospedador.

Despite much global efforts, tuberculosis (TB) remains a major world health problem. In fact, one third of the human
population is infected with the etiologic agent Mycobacterium tuberculosis (Mtb), and among them, 10% will eventually
develop active disease. Several factors contribute to the disease burden, for example the bacteria ability to subvert the host
immune response and the simultaneous infection with the human immunodeficiency virus, among others. The problem is
aggravated by the emergence of drug resistant Mtb mutants over drug-susceptible bacilli with the appearance of multidrug
resistant and extensively drug resistant TB strains. As an intracellular pathogen, Mtb is highly adapted to its natural host,
particularly its major host cell reservoir, the mononuclear phagocytes, adopting strategies which allow manipulating the host
immune response. A successful host response against an invading pathogen requires the precise co-ordination of components
of the defence system. During the course of Mtb infection, innate immune responses control the spread of the bacteria until
the development of adaptive immune response, which is delayed by several particular characteristics of this intracellular
pathogen. Although the participation of the cellular immune response is clear, protective immune responses involve the
mobilization of other reactions of the host. The chronic nature of TB infection together with the protracted immuno-
inflammatory response encompasses a series of metabolic and neuroendocrine changes that affect systemic homeostasis
and hence host defense. Herein, recent studies that highlight the intricate interaction between the pathogen and the host
response are commented.

B UNA BREVE RESENA SOBRE LA La Tuberculosis (TB), cuyo agente  mente el género Mycobacterium se
TUBERCULOSIS, EL PATOGENO Y  causal es la bacteria Mycobacterium  origin 150 millones de afios atras.
LOS MECANISMOS DE RESISTEN- tuberculosis (Mtb), es una enferme- Los primeros antecesores de Mtb se
CIA dad que ha azotado a la humanidad  hallaron en Africa oriental hace 3
durante muchisimo tiempo. Posible- millones de afos, y probablemen-
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te habrian infectado a los primeros
hominidos [Gutiérrez et al., 2005].
Esto constituiria el punto de partida
de la interrelacion entre el bacilo
tuberculoso y el hombre como hos-
pedador. Las cepas mas recientes
de Mtb parecen haberse originado
de un ancestro comun alrededor de
15.000 a 20.000 anos atras [Sreevat-
san et al. 1997]. Aunque los prime-
ros habitantes de Africa comienzan
a migrar hace 1.7 millones de afios,
serfa recién en los Gltimos 35.000-
89.000 afos donde se producen los

lorantes, resistencia a antibidticos,
a la destruccién por compuestos
acidos vy alcalinos, a la lisis osmo-
tica, al efecto oxidativo y sobrevida
dentro de los M@ (su habitat “prefe-
rido”). Por su resistencia a los agen-
tes fisicos es necesario que para su
eliminaciéon en productos lacteos
se emplee el proceso de pasteuriza-
cién. También es resistente a agentes
quimicos, como a la mayoria de los
desinfectantes. Asi, queda clara la
razén por la cual Mtb puede persis-
tir en el hospedador a pesar que éste

genere una fuerte respuesta inmune
en defensa a la infeccion.

El curso de la infecciéon humana
por Mtb es inusual para patégenos
bacterianos. Luego de la infeccion,
un pequefio porcentaje de indivi-
duos desarrolla TB primaria, mien-
tras que la mayoria de los individuos
puede controlar la infeccién, perma-
necer en un estado clinico de infec-
cion latente, y no desarrollar enfer-
medad. Esta infeccion latente puede
persistir a lo largo de toda la vida del

grandes movimientos hu-
manos [Gibbons, 2001],
que seguramente favore-
cieron la dispersion de la
patologia.

Como patégeno in-
tracelular Mtb puede re-

sidir en diferentes tipos .y

celulares, pero tiene es-
pecial predileccién por
los macréfagos (M@). La
micobacteria es un baci-
lo 4cido alcohol resisten-
te de crecimiento lento y
la via de transmisién en
humanos es primordial-
mente aerégena. Si bien
las manifestaciones de la
enfermedad usualmente
ocurren en pulmén, [aTB
puede afectar cualquier
6rgano. Las micobacte-
rias poseen una estructu-
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Figura 1. Caracteristicas principales de la tuberculosis: desde la infeccién a la defensa
del hospedador. Existen tres posibles desenlaces de la infeccion por Mycobacterium
tuberculosis en el humano. A) La frecuencia de infecciones abortivas que resultan en
curacion espontanea se desconoce, pero se asume que es minima. B) En el hospedador
inmunocomprometido, la enfermedad puede desarrollar luego de la infeccion. C) En la
mayoria de casos, la micobacteria es inicialmente contenida y la enfermedad se desarro-
[la posteriormente, como resultado de una reactivacion. El granuloma es el sitio de infec-
cién, persistencia, patologia y proteccion. Las células T efectoras (incluyendo linfocitos
T CD4 y CD8 convencionales, y células T no convencionales como células Ty, y doble
negativas o las células T CD4- y CD8- que reconocen antigenos en el contexto de CD1)
y los M@ participan en el control de la tuberculosis. El IFN-y y el TNF-a, producidos por
las células T, son importantes activadores de los M@. La activacién de los MO permite
la maduracién de los fagosomas y la produccion de moléculas microbicidas como los
intermediarios reactivos del nitrégeno (IRN) y los intermediarios reactivos el oxigeno
(IRO). Adaptado de Kaufmann SHE, Nature Reviews Immunology 1:20-30 (2001).
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hospedador sin sintomas clinicos,
pero en un 5-10% de las personas
infectadas se produce una reactiva-
cion de esa infeccién produciéndose
enfermedad. Esto puede ser ocasio-
nado por diversos factores que lle-
ven a inmunosupresion, tales como
el tratamiento con corticosteroides,
malnutricién o infeccién por HIV,
por lo cual sera la relacién entre
Mtb y la inmunidad del hospedador
lo que determine si se desarrollard o
no enfermedad.

La afectacion pulmonar ocasiona
desde algunas pocas lesiones infil-
trativas hasta un cuadro de intensa
inflamacién con gran destruccién de
parénquima. Este espectro de mani-
festaciones clinico-histopatoldgicas
parece estar relacionado con la
respuesta inmune del hospedador,
dada su capacidad de mediar tanto
proteccién como patologia, como se
ilustra en la Figura 1 [Flynn, 2004,
Garcia et al., 2011].

Si bien la respuesta inmune inna-
ta contra Mtb no ha sido adn com-
pletamente dilucidada, se sabe que
la misma es sumamente importante,
ya que algunos individuos con expo-
sicion primaria no resultan infecta-
dos (Figura 1). Durante la infeccién
por Mtb, la respuesta inmune innata
controla la dispersion de la bacteria,
pero mas tarde se requiere de los lin-
focitos T en el pulmén para contener
al patégeno en los granulomas [Ra-
chman et al, 2006]. El destino de un
individuo expuesto a Mtb serd de-
terminado por varios factores, inclu-
yendo factores genéticos y la fuerza
y especificidad de los mecanismos
de defensa endégenos montados
contra el patégeno. Los M@ alveola-
res residentes son el primer tipo ce-
lular involucrado en la fagocitosis de
Mtb. Luego de este primer encuen-
tro, las células dendriticas y los M@
derivados de monocitos también
participan del proceso de fagocito-
sis a través del reconocimiento de

Mtb y/o sus productos, siendo éste
un paso crucial para el desarrollo
de respuesta inmune efectiva. Para
ello, un gran ndmero de recepto-
res resultan criticos en el proceso
de reconocimiento del bacilo. Asi,
a fin de controlar la diseminacién
de la bacteria, el sistema inmune
del hospedador detecta estructuras
moleculares conservadas, |lamadas
patrones moleculares asociados a
patégenos (PAMPs), producidos ex-
clusivamente por los microorganis-
mos [Medzhitov et al., 2002]. Los
PAMPs, son “sensores microbianos”
o “alertas” para el hospedador y
son reconocidos por receptores de
reconocimiento de patrones (RRPs)
sobre las células del hospedador. Si
los patégenos modifican los PAMPs
ponen en riesgo su supervivencia. El
reconocimiento de los PAMPs por
los RRPs es un evento crucial para
iniciar y coordinar la respuesta in-
mune innata, permitiendo al sistema
inmune distinguir lo propio de lo
ajeno/peligroso como prerrequisi-
to para el estado de salud [Garcia
et al, 2011]. Algunos de estos RRP
son los receptores de tipo Toll (Toll-
like receptors) 2 y 4 (TLR2 y TLR4)
que se encuentran en la superficie
de las células del sistema inmune
innato. En contraste, otros RRPs,
como el TLR7, se hallan dentro de
las células; y finalmente, el dltimo
grupo de RRPs, como surfactantes
y proteina C reactiva, son solubles
y se hallan en los fluidos corporales
extracelulares. El reconocimiento
de los PAMPs por los RRPs facilita
la toma del patégeno por las células
del hospedador o la sefializacion re-
querida para inducir una respuesta
inmune apropiada [Andrews, 2003].
La bacterias “virulentas” como Mtb
expresan diferentes PAMPs, tales
como lipoproteinas (19 kD) y glico-
proteinas (lipoarabinomanano ma-
nosilado -ManLAM- y manésido fos-
fatidilinositol -PIM-) [Akira S., 2009]
presentes en la envoltura celular de
la bacteria. Estos PAMPs micobacte-

rianos son detectados por diferentes
RRPs, como el receptor de manosa,
receptores del sistema complemen-
to, TLR2 y TLR4 [Doz E, 2007].

El reconocimiento de Mtb duran-
te la respuesta inmune innata con-
duce a la activacién celular y a la
produccién de quimiocinas y cito-
quinas inmunomoduladoras (Figura
2) que contribuirdn a la inflamacién
y diferenciacién celular. Asi, estos
mediadores reclutan células infla-
matorias, entre ellas células T, ase-
sinas naturales (NK) y neutrdfilos,
al area de infeccién, se produce la
liberacion del factor estimulante de
las colonias de granulocitos y mo-
nocitos (GM-CSF) e induccién del
receptor de GM-CSF que dispara
la diferenciaciéon de monocitos a
células dendriticas maduras, coor-
dinando asi el posterior desarrollo
de la respuesta inmune adaptativa.
Es decir, una vez que Mtb es fago-
citado por los M@ alveolares, se de-
sarrolla una respuesta inflamatoria
local no especifica. La mayoria de
los mediadores en este punto (factor
de necrosis tumoral a 0 TNF-a, inter-
leuquinas IL-1B, IL-12, IL-15, IL-18,
entre otros) son producidos por MO
o células dendriticas, pero el interfe-
ron (IFN)-y es secretado por células
NK, células Ty3, y células T que re-
conocen antigenos presentados por
las moléculas CD1. Mas aln, se ha
demostrado que este IFN-y, podria
también ser producido por monoci-
tos, M@ y células presentadoras de
antigeno (CPA). Tanto la produccién
de IFN-y como la activacién de los
TLR inducen autofagia en los MQ,
un proceso celular por el cual la cé-
lula degrada compartimentos intra-
celulares. Este proceso de autofagia
induce un aumento de la actividad
antimicrobiana en M@ humanos
[Garcia et al, 2011].

El hecho que la TB se presente
con un diferente grado de compro-
miso organico habla de una comple-
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ja interaccién entre el agente infec-
tante y la respuesta inmune celular
(RIC) del hospedador, en la cual
tendra lugar una variada gama de
eventos inmunopatoldgicos implica-
dos en el dafio tisular. En este marco
contextual se comentaran hallazgos
vinculados a aspectos sustanciales
de la patologia, desde una mirada
que abarca componentes intrinsecos
y extrinsecos que hacen al montaje
de la respuesta defensiva.

B EL INHIBIDOR SECRETORIO
DE PROTEASAS LEUCOCITARIO
(SLPI) PARTICIPA EN LA INMUNI-
DAD INNATA CONTRA MTB

Dentro de la primera linea de
defensa contra patégenos también

encontramos sustancias bactericidas
o bacteriostaticas (lisozima, cripti-
dinas, defensinas, entre otras), que
junto con otros mecanismos inicia-
les de defensa evitan la colonizacién
del patégeno como parte de la res-
puesta pleiotropica del hospedador
ante la probabilidad de infeccién. El
SLPI es un inhibidor de serino pro-
teasas secretado por células epitelia-
les e inflamatorias, principalmente
en la mucosa respiratoria, funda-
mentalmente activo contra elastasa,
catepsina G, tripsina y quimiotrip-
sina [Hiemstra PS, 2002]. La expre-
sion y secrecion del SLPI disminuye
en infecciones por adenovirus, por
produccion de TGF-B1, y durante la
enfermedad pulmonar obstructiva
crénica [Luo BL et al, 2008; Higashi-

moto Y etal, 2005; Jaumann F et al,
2000]. Ademds, la exposicion al
humo del cigarillo ocasiona el cliva-
je e inactivacién del SLPI [Cavarra E
et al, 2001]. Asimismo, se demostrd
que el IFN-y es un potente inhibidor
del SLPI [Wang Z et al, 20001, y que
éste puede funcionar como inmuno-
modulador endégeno, anti-inflama-
torio, y/o sustancia antimicrobiana
[Nishimura ] et al, 2008; Sallenave
JM, 2010; Williams SE et al, 2006].
Asi, se han demostrado efectos anti-
microbianos del SLPI contra hongos,
virus y varias bacterias [Williams SE
et al, 2006]. Particularmente, se ha
descripto que el SLPI inhibia el cre-
cimiento de M.bovis BCG (bacilo de
Calmette-Guérin) y Mtb por disrup-
cion de la pared celular [Nishimura

Celula NK
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Ouemoquinas
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Figura 2. Respuesta inmune celular contra M. tuberculosis. Luego de la infeccién, los M@ activados secretan
citoquinas y quimiocinas que activan MO, células T, neutréfilos y células NK. Las células T y las células NK
producen IFN-y que, junto con otras citoquinas, induce la activacién de los M@ contribuyendo a la elimi-
nacioén de M. tuberculosis. Adaptado de Berrington WR and Hawn TR, Immunological Reviews 219:167-186

(2007).
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J et al, 2008]. A continuacion se re-
sumen una serie de estudios cuyos
hallazgos més salientes permitieron
demostrar la funcién del SLPI en la
infeccion por Mtb [Gomez SA et al,
2009].

» Determinacion del efecto anti-
micobacteriano del SLPI. Inicialmen-
te, se investigo si el SLPI podria ac-
tuar sobre el patégeno y/o sobre las
células del sistema inmune del hos-
pedador. Asi, se analizé el potencial
efecto directo del SLPI sobre la via-
bilidad in vitro de Mycobacterium.
Se demostré que el SLPI reduce la
viabilidad de la cepa H37Rv de Mtb
de manera dosis dependiente, es de-
cir, a mayor concentracién de SLPI
mayor inhibicién del crecimiento de
Mtb, indicando que el SLPI actuaria
sobre el patégeno.

» Interaccion directa entre el
SLPI'y la pared celular de micobac-
terias. Los péptidos catiénicos como
el SLPI, matan a las bacterias porque
alteran la estabilidad de su pared
celular. Por tal motivo, se estudié la
capacidad del SLPI de unirse a Mtb.
Los resultados indicaron que el SLPI
se uni6 a la superficie de las parti-
culas de Mtb presentes en esputo
(saliva) de pacientes con TB activa.
Para confirmar la presencia de mico-
bacterias, las mismas se tifieron me-

diante la técnica de Ziehl-Neelsen.
Como muestra la Figura 3, el patrén
de fluorescencia del SLPI fue similar
a la tincién de Ziehl-Neelsen. Estos
hallazgos demuestran que el SLPI se
une directamente a la bacteria Mtb.

» Union del SLPI a lipidos mico-
bacterianos. Se investigd si el SLPI
podia unirse a alguno de los PAMPs
micobacterianos conocidos. Los re-
sultados mostraron una fuerte unién
entre el SLPI y acido tripalmitico tre-
halosa dimicolato (TDM) y lipoara-
binomanano manosilado (Man-
LAM), con una débil capacidad de
unirse a fosfatidilinositolmandsido
(PIM) y no se uni6 a la lipoproteina
19-kD o a los acidos micélicos. En
conjunto los hallazgos demuestran
que SLPI se une especificamente a
PAMPs conocidos de Mtb virulento,
sugiriendo que actuaria como un
RRP.

» £l SLPI facilita la fagocitosis
de Mtb. Para confirmar si el SLPI era
un RRP, se analizo6 la capacidad de
este inhibidor de serino proteasas
para facilitar la fagocitosis de Mtb
por M@ de ratén. Los experimentos
indicaron que la fagocitosis de la
cepa virulenta H37Rv por los M@
murinos aumenté cuando las bac-
terias estaban recubiertas con SLPI,
demostrando que el SLPI no sélo es
capaz de matar a las micobacterias

sino que también facilita la elimi-
nacion del patégeno por el sistema
inmune.

B MYCOBACTERIUM TUBER-
CULOSIS: UN MICROORGANIS-
MO QUE EVOLUCIONO CON SU
HOSPEDADOR

Mtb es uno de los patégenos
humanos mas exitosos y poco se
conoce sobre su evolucién. Proba-
blemente a lo largo del dltimo siglo
la intervencién humana, particular-
mente la vacunaciéon masiva con
BCG vy el tratamiento con farmacos,
haya ejercido una presion selectiva a
la que s6lo sobrevivieron los genoti-
pos mejor adaptados. En este contex-
to, los genotipos de Mtb que actual-
mente prevalecen desarrollaron me-
canismos que les permitieron evadir
la respuesta inmune y adaptarse a
su hospedador. Desde su aislamien-
to en 1905, la cepa de Mtb H37Rv
ha sido extensivamente utilizada en
investigacion biomédica siendo su
genoma descifrado completamente
en 1998 [Cole et al., 1998]. Sin em-
bargo poco se conoce sobre la re-
levancia del genoma de H37Rv con
respecto al de los aislados clinicos
de Mtb. El Mtb moderno evolucioné
a través de eventos de delecién, du-
plicacion y recombinacién asi como
polimorfismo de nucleétidos Gnicos
(SNP) que dieron origen a la emer-
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Figura 3. A) Presencia de bacilos acido-alcohol resistentes mediante la tincion de Ziehl-Neelsen (tincién para mi-
cobacterias) en muestras de esputo (saliva) de pacientes con tuberculosis. B y C) se muestran las mismas muestras
de esputo de pacientes con tuberculosis pero esta vez incubadas con un marcador fluorescente (anticuerpo mo-
noclonal) inespecifico (B) o especifico para detectar SLPI humano. En C se observan las bacterias fluorescentes al

microscopio de fluorescencia.
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gencia de lineas separadas de cepas
con caracteristicas patogénicas di-
ferentes. El estudio de la diversidad
de SNP y deleciones denominadas
polimorfismos de secuencias largas
(LSP) en colecciones de cepas glo-
bales permitié definir 6 linajes filo-
genéticamente distintos con fuertes
asociaciones con su origen geogra-
fico: Euro-americana, Asiatica del
este, Indo-Ocednica, Africana-Este,
Africana-Oeste 1 y Africana-Oeste 2
[Gagneux et al., 2007].

Técnicas mas recientes como el
estudio de la secuencia de insercién
IS6770 y el andlisis del polimorfis-
mo en ciertas regiones de unidades
de repeticion en el ADN (spoligo-
typing), permitieron identificar, de
los aislados clinicos, a cepas con
amplia diseminacion, cepas res-
ponsables de brotes o aquellas que
causaron casos Unicos de TB. La
influencia de la variacién genética
de Mtb en la infeccion tuberculosa
es un area reciente de investigacion
que, como en otras infecciones, de-
muestran que las mismas tendrian
un papel esencial en el inicio de la
TB. El entendimiento del impacto de
la diversidad genética del Mtb sobre
el desarrollo de la TB y la respues-
ta inmune del hospedador, comen-
z6 a partir de trabajos describiendo
cepas de brotes. La cepa CDC1551
(aislada de un foco de TB en Hous-
ton) se caracteriza por una alta tasa
de transmisién en humanos con al-
tos niveles de positividad al derivado
proteico purificado de Mtb (PPD) o
reacciéon de Mantoux, pocos casos
de TB activa y capacidad de inducir
en forma temprana altos niveles de
citoquinas pro-inflamatorias [Man-
ca et al., 1999]. En contraste, dis-
tintas cepas de la familia W-Beijing
que causaron brotes de TB multi-
resistente en Europa y EEUU se ca-
racterizan por ser hipervirulentas,
produciendo en su hospedador alta
carga bacilar y diseminacién, dafos
histolégicos severos con alto grado

de mortalidad, alta produccién de
TNF-a y déficit de IFN-y, sugiriendo
un posible mecanismo de desactiva-
cién del M@ (Parwati et al., 2010).
Asimismo, una variante hiperviru-
lenta de la familia Beijing, la cepa
HN878, induce una fuerte respues-
ta inflamatoria que rdpidamente es
inhibida por células T regulatorias
(Treg) productoras de IL-10. Parale-
lamente, se comunicé que las cepas
causantes de brote crecen mas rapi-
damente en el M@ que aquellas ce-
pas de casos (nicos, hecho éste que
se asocié con su mayor transmisibi-
lidad y recalca la importancia de la
caracterizacion de cepas en aislados
clinicos. Asf, el éxito epidemiolégico
de un determinado genotipo depen-
dera del equilibrio entre la respuesta
inmune del hospedador y la evasién
inmune de Mtb, que resulte en una
tasa de transmision favorable. Sin
embargo, no existe consenso res-
pecto a cudles son los pardmetros
inmunolégicos que reflejan la viru-
lencia de Mtb en estos términos. En
nuestro pais el linaje prevalente es
el Euro-Americano que comprende
a diferentes familias: Haarlem, Lati-
no-Americano-Mediterraneo (LAM),
familia X (Europea 1S6110 de bajas
bandas) y familia T (Tuscany).

H TUBERCULOSIS MULTI-RE-
SISTENTE (TB-MDR) Y EXTENSI-
VAMENTE RESISTENTE (TB-XDR):
DOS NUEVAS FORMAS DEVASTA-
DORAS DETB.

Segln la OMS vy la Liga Inter-
nacional contra la TB, Argentina
es considerada un “punto calien-
te” para TB-MDR desde mediados
de los 90, detectandose 110 casos
nuevos por ano (2003-2009, Fuente:
ANLIS-Malbran). Varios mecanismos
podrian, solos o combinados, con-
ducir al desarrollo de la TB-MDR en
individuos HIV-negativos: 1) trata-
miento incompleto/ inapropiado de
TB sensible, 2) predisposicion ge-
nética a la enfermedad, 3) deficien-

cia inmune por estados nutriciona-
les o alcoholismo, 4) diferencia en
la virulencia de distintas cepas de
Mtb y 5) presencia de inmunodefi-
ciencia cualitativa o cuantitativa de
base. Asi, la TB-MDR detectada en
pacientes con historia de TB previa
(TB-MDR adquirida) refleja gene-
ralmente acortamientos en el trata-
miento anti-TB o bien un déficit en
el tratamiento durante un largo pe-
riodo, ya sea por falta de suministro
de una o mdés drogas o por falta de
compromiso del paciente. Los casos
observados en pacientes sin TB pre-
via (TB-MDR inicial) se han origina-
do en pacientes con un sistema in-
mune deficiente a partir de portado-
res que diseminan los bacilos resis-
tentes en la comunidad. La situacion
epidemiolégica de la TB se agravé a
partir de los “80 por la irrupcién de
cepas MDR vy cepas extensivamente
resistentes (XDR) a drogas anti-TB.
La TB-MDR es producida por cepas
resistentes al menos a isoniazida
(INH) y rifampicina (RIF), dos de las
drogas mas efectivas de primera li-
nea [Mattelli et al., 2007]. El término
TB-XDR aparecié por primera vez
en el 2006 y define a la TB causa-
da por cepas con resistencias a INH
y a RIF, a una fluoroquinolona vy al
menos a una de las tres drogas in-
yectables capreomicina, amicacina
y kanamicina. En Argentina se han
comunicado ya 50 casos de TB-XDR
(periodo 2002-2010; Servicio de Mi-
cobacterias, ANLIS-Malbran).

La TB-MDR emergié en Argenti-
na a principios de los 90 entre pa-
cientes con Sindrome de Inmunode-
ficiencia Adquirida (SIDA) interna-
dos en hospitales de Buenos Aires y
Rosario. Se aislaron e identificaron
por estudios de la secuencia IS6770
a las cepas de los brotes Mufiz
(BsAs) y Rb y Ra (Rosario) [Aita et
al., 1996; Ritacco et al., 1997] las
cuales luego se diseminaron a la
comunidad afectando tanto a perso-
nal de salud como a contactos do-
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miciliarios o laborales [Palmero et
al., 2003; Palmero et al., 2005]. La
cepa Muniz (M) pertenece al linaje
Euro-Americano y, dentro de éste a
la familia Haarlem, siendo una cepa
MDR persistente y resistente a 6
drogas anti-TB. Entre los afos 2003-
2006 la cepa M fue la responsable
del 34.7% de los casos de TB-MDR
en pacientes HIV-, el 60% en pa-
cientes HIV+ y el 42% de los casos
de TB-XDR (Servicio de Micobacte-
rias, ANLIS-Malbran), lo que resalta
su virulencia y su peligrosidad. Lla-
mativamente en la misma década se
aislé una cepa genéticamente ligada
alaM, la410, que segln el 1IS6770
difiere en una sola banda de inser-
cion, habiendo causado solamente
1 caso de TB-MDR en mas de 20
afios. Si bien M y 410 pertenecen
a la familia Haarlem (H2) y ambas
son MDR, es evidente que la cepa
M ha desarrollado mecanismos para
evadir la respuesta del hospedador y
lograr un alto grado de adaptacién a
nuestra comunidad.

Dada la importancia que el ge-
notipo bacteriano tendria sobre la
respuesta inmune de su hospedador,
en los trabajos realizados en el la-
boratorio de Inmunologia de la Tu-
berculosis del IMEX-CONICET, se
comenzé a investigar dicha influen-
cia con aislados clinicos locales de
Mtb MDR. Los resultados obtenidos
se resumen a continuacion.

» En M@ derivados de monoci-
tos humanos, la cepa M tiene me-
nor capacidad de replicacién intra-
celular in vitro que la cepa 410, en
contraposicién a lo observado con
los aislados de la familia Beijing, en
los que se encontré una correlacion
entre virulencia y replicacion intra-
celular. Ademds, las cepas inacti-
vadas difieren en su capacidad de
modular la muerte celular del M@,
y en particular sélo la cepa M dis-

para un programa anti-apoptético
especifico. Estos resultados indica-
rian que el éxito epidemiolégico de
la cepa M podria en parte deberse
a su capacidad de preservar su ni-
cho de replicacion, el M@ e inducir
una respuesta inmune que le permi-
te pasar “desapercibida” al sistema
inmune en las etapas iniciales de la
infeccion [Yokobori N, Tesis de doc-
torado, 2010].

» La cepa M es pobre inducto-
ra de IFN-y en linfocitos T CD4* de
individuos infectados pero que no
desarrollan la enfermedad (latente-
mente infectados PPD+) respecto a
la cepa de referencia H37Rv. Si bien
en linfocitos T de individuos laten-
temente infectados la cepa M no
induce expresion de IL-4, una cito-
quina caracteristica del perfil Th2, sf
lo hace en linfocitos T CD4* y CD8*
de pacientes con TB ya sea sensibles
al tratamiento o con TB-MDR. Esto
sugiere que la cepa M potencia la
predisposicién de los pacientes TB-
MDR para desarrollar una respuesta
tipo Th2 que no protege para la TB.
Otra funcién que la cepa M altera
es la capacidad de inducir la dife-
renciacion de linfocitos T citotoxi-
cos. Se observé que la respuesta T
citotéxica antigeno-especifica para
lisar M@ autélogos inducida por la
cepa M estaba sumamente disminui-
da tanto en pacientes con TB como
controles normales. Se comprobd
que la falta de induccién de res-
puesta mediada por linfocitos T cito-
toxicos no era compartida por otras
cepas de la familia Haarlem, puesto
que la cepa MDR 410 (genética-
mente emparentada a la cepa M),
inducfa una actividad litica similar a
H37Rv a pesar de ser pobre induc-
tora de IFN-y. Este hecho da firme
sustento a que la falta de induccién
de células T citotdxicas es una ca-
racteristica de la cepa M, y podria
ser otro de los mecanismos emplea-
dos por ella para evadir la respuesta
inmune y la lisis del MQ@. Paralela-

mente, los estudios en pacientes
TB-MDR infectados con la cepa M
demostraron que in vitro sus células
mononucleares de sangre periféri-
ca presentaban menor expresion de
[FN-y y actividad citotdxica en aso-
ciaciéon con una alta expresién de
[L-4. Estos resultados indicarian que
la infeccién in vivo con la cepa M
podria influenciar la respuesta adap-
tativa observada in vitro. Asimismo,
los pacientes TB-MDR presentan
una alta proporcién de células Treg
que se expanden por estimulacién
in vitro con Mtb independientemen-
te de la cepa empleada. La deple-
cién experimental de Treg aumentd
la expresiéon de IFN-y y la actividad
citotéxica inducida por las cepas M
y Ra en pacientes con TB, aunque la
respuesta citotéxica inducida por la
cepa M se mantiene menor que la
obtenida con Ra. Por ello, la cepa M
emplearfa mecanismos adicionales
para inhibir la respuesta T respecto
a otros aislados clinicos [Geffner et
al., 2009].

» La IL-17 es una citoquina
proinflamatoria importante en pro-
cesos autoinmunes, rechazo de in-
jertos y respuestas inmunes contra
patégenos extra e intracelulares. Si
bien se demostré que los linfocitos
T CD4* son la principal fuente de
IL-17 (células Th17), tanto los lin-
focitos T CD8*, los linfocitos Tgs,
células NK y NKT producen IL-17
en microambientes que promueven
la diferenciacién de células Th17.
Considerando esto, determinamos si
las cepas MDR M y Ra, diferfan en la
induccion de la respuesta Th17. Se
observé que ambas cepas son fuer-
tes inductoras de la expansion de
linfocitos T IL-17%, comparado con
cepas sensibles del mismo linaje y
con la cepa H37Rv. La expansion de
células IL-17* por las cepas MDR se
observé tanto en pacientes con TB
como en individuos latentemente
infectados. Los pacientes TB-MDR
presentaron una marcada expansién
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de linfocitos T CD4* y CD8* y Ty8*
expresando IL-17, debida esencial-
mente a una expansién diferencial
de células IL-17* IFN-y". En TB-MDR
la respuesta Th17 decrecié con los
dias de tratamiento anti-TB, hecho
posiblemente relacionado con la
negativizacién del esputo (ausencia
de bacilos en saliva). Efectivamente,
la expansién de linfocitos T IL-17*y
de la poblacién IL-17*IFN-y" se aso-
ci6 directamente con la persistencia
de una alta carga bacilar. Ademads,
aquellos pacientes infectados con la
cepa M presentaron mayores niveles
basales de células IL-17*. Estos re-
sultados sugieren que al tener menor
actividad bactericida las drogas de
segunda linea empleadas en el trata-
miento, las cepas MRD inducen una
fuerte respuesta Th17 que tendria un
papel decisivo en el severo proceso
inflamatorio observado en pacientes
conTB-MDR [Basile et al., 2011]. En
laTabla 1, se grafican las diferencias
entre las cepas MDR y H37Rwv.

W LA PLEURESIA TUBERCULOSA:
MODELO DE ESTUDIO IN VIVO
DE LA RESPUESTA INMUNE A MTB

El derrame pleural tuberculoso es
la localizaciéon mas comun de la in-
feccion tuberculosa primaria. Ocu-
rre hasta en un 10 % de los pacien-
tes de sexo masculino y algo menos
en el sexo femenino. La pleuresia

tuberculosa es una reaccién de hi-
persensibilidad retardada [Light RW,
2010] mediada por linfocitos T aso-
ciada a una fuerte resistencia especi-
fica que provoca la intensa reaccion
exudativa, e impide la evolucién
exudativo-caseosa de las lesiones.
Los pocos bacilos que ingresan en
la cavidad pleural son destruidos y
de ahi la dificultad de hallarlos en
el material extraido por puncién.
En cambio es casi constante la pre-
sencia de foliculos gigantocelulares
en las biopsias pleurales, lo que ex-
plicaria que sea una forma relativa-
mente benigna de la enfermedad en
términos de morbimortalidad y que
a menudo resuelva sin tratamiento
antibidtico. La pleura, es una mem-
brana serosa constituida por una
monocapa de células mesoteliales y
tejido conectivo subyacente. Este es-
pacio se encuentra bafiado por una
fina pelicula de fluido cuyo volu-
men, composicién y renovacién se
encuentran fisiolégicamente contro-
lados por el mesotelio pleural y dre-
naje linfatico. En ciertas condiciones
patolégicas se produce un desbalan-
ce entre las fuerzas que controlan el
volumen del liquido pleural ocasio-
nando un derrame o efusién pleural.
Las efusiones pleurales se clasifican
basicamente como trasudados o
exudados dependiendo del conte-
nido en proteinas. Las poblaciones
leucocitarias presentes en las efusio-

Tabla 1:
Perfil de citoquinas inducido por M y Ra. Cuadro
comparativo con la cepa de laboratorio H37Rv.

M Ra
IFN-y Ny TB INyTB
IL-4 M TB 1 TB
IL-17 MTBy 1N 1 TB
Respuesta CTL INyTB ~H37Rven Ny TB

N: individuos sanos PPD+ (infeccion latente)
TB: pacientes con tuberculosis pulmonar activa

}: respuesta menor que H37Rv
1: respuesta mayor que H37Rv

CTL: actividad de linfocitos T citotoxicos

nes pleurales varian en funcién del
origen etiolégico y tiempo de evo-
lucién de la pleuritis. Asi, infeccio-
nes bacterianas agudas desarrollan
efusiones pleurales con un alto con-
tenido en neutréfilos (empiemas),
mientras que los derrames producto
de infecciones intracelulares créni-
cas (como Mtb) son ricos en linfoci-
tos TCD4* [Barnes et al., 1989]. De
un modo similar, los agentes etiol6-
gicos que inducen la efusién pleural
condicionan el patrén de citoqui-
nas presentes en ella determinando
el perfil de la respuesta inmune a
nivel local [Hiraki et al., 2003]. En
las efusiones pleurales de pacientes
con TB ha sido comunicada la pre-
sencia de concentraciones elevadas
de diferentes mediadores solubles
tales como quimiocinas [Quin et al.,
2009], citoquinas [Song et al., 2002;
Yamada et al., 2001; Zhang et al.,
1994], enzimas fibrinoliticas [Hua
et al.,, 1999], proteinas y péptidos
microbicidas [Ashitani et al., 2002]
y factores pro- y anti-apoptéticos
[Hirsch etal., 2001]. Esto indica que
las células presentes provienen de
un microambiente especifico y se-
lectivo, de modo que su estudio re-
sulta atractivo para el entendimiento
de la inmunobiologia de la TB. Asf,
se ha estudiado esta forma de TB y
los hallazgos mas salientes se resu-
men a continuacion:

» Ausencia de neutrdfilos en
las efusiones pleurales TB: La au-
sencia de neutréfilos o granulocitos
polimorfonucleares (PMN) en las
efusiones pleurales tuberculosas
se debe a una rapida induccién de
apoptosis (muerte celular programa-
da) que seria inducida directamente
por antigenos de Mtb presentes en
el liquido pleural [Aleman et al.,
2005].

» Papel de las células NK como
productoras de IFN-y: Las células



48 CIENCIA E INVESTIGACION - DIVULGACION - TOMO 62 N°2 - 2012
Tabla 2:
Andlisis de sensibilidad y especificidad de la produccién de IFN-y (ROC).
%de cambio IFN-y | Valor de corte Area bajo la Sensibilidad Especificidad
Mediana (pendiente de curva ROC (95% CI) (95% ClI)
(25-75% percentil) | corte 6ptimo)
Ensayo NK 30.69% > 1.555% 0.9643 96.43% 91.67%
(9.23-42.77%) (11.57) (0.9002-1.028) | (81.65-99.91%) | (61.52-99.79%)
Ensayo T 2.14% > 1.230% 0.9435 67.86% 91.67%
(1.04— 4.63%) (8.14) (0.8670-1.020) | (47.65-84.12%) | (61.52-99.79%)

NK, son células linfoides CD3- que
carecen de receptor T (TCR) o B
(BCR) pero expresan los marcadores
CD56 y CD16. En este tipo celular
de respuesta inmune innata en efu-
siones pleurales de pacientes con TB,
tanto la descripcién fenotipica como
funcional de células NK demostré
que existe un enriquecimiento de
la poblacion CD568" productora
de IFN-y. Dicho enriquecimiento
se deberia a una susceptibilidad di-
ferencial de la subpoblacién CD56
CD16* a la apoptosis que es media-
da por factores/antigenos presentes
en el liquido pleural [Schierloh et
al., 2005]. La produccién de IFN-y
depende de 3 senales: 1) la unién
directa de Mtb a células NK, 2) la
IL-12 producida por las CPA y 3) el
didlogo reciproco entre células NK
y CPA a través de receptores activa-
dores e inhibitorios [Schierloh et al.,
2007]. Ademas, las células NK cum-
plen funciones no convencionales
dentro de la efusién pleural, como
la capacidad de co-activar linfocitos
T por interaccion entre las molécu-
las ICAM-1 y LFA-1 [Schierloh et al.,
2009]. La produccién de IFN-y fren-
te al estimulo con Mtb es especifica
para efusiones pleurales tuberculo-
sas, puesto que efusiones pleurales
de origen neoplasico, parasitarias
(helmintiasis) o de neumonias de la
comunidad no inducen este media-
dor. Este hecho permitié proponer el

empleo de la produccion de IFN-y
por células NK como un predictor
atil de las efusiones pleurales de ori-
gen tuberculoso con alto grado de
especificidad tras 48 h de estimula-
cién. Por lo tanto, en las efusiones
pleurales tuberculosas las células
NK cumplen un rol decisivo en el di-
reccionamiento de la respuesta Th1
[Schierloh et al., 2012]. En la Tabla 2
se muestra el analisis de sensibilidad
y especificidad (curva ROC) para el
ensayo de produccion de IFN-y por
células NKy T.

La actividad de las células NK
es regulada por un balance entre
receptores activadores e inhibido-
res [MacFarlane AW et al, 2006], y
esta regulacion puede diferir entre
distintas subpoblaciones de célu-
las NK. Se describié que las células
NK expresan el receptor de muerte
programada-1(PD-1) [Urbani S et al,
2006], una molécula coestimulato-
ria expresada en linfocitos T, mo-
nocitos, y M@ [Ishida et al, 1992;
Agata et al, 1996; Nakae et al, 2006;
Golden-Mason et al, 2008]. PD-1
reconoce dos ligandos (PD-Ls): PD-
L1 y PD-L2, expresados sobre célu-
las T, B, células dendriticas, M@ y
células NK, entre otras [Sharpe et al,
2007]. Existe amplia evidencia so-
bre la funcién de las interacciones
de PD-1:PD-Ls en la inhibicion de
las respuestas inmunes. De hecho,

varios microorganismos que cau-
san infeccién crénica, explotan esta
via de senalizacion para evadir los
mecanismos inmunes efectores del
hospedador [Zhong et al, 2007]. Al
respecto, se demostré que la via PD-
1:PD-L inhibe las funciones efec-
toras de linfocitos T durante la TB
humana [Jurado JO et al, 2008]. Sin
embargo, no se conocfa el rol de la
via de PD-1 en la inmunidad innata
en procesos infecciosos. Particular-
mente, en células NK se investigo
si las interacciones de PD-1:PD-Ls
regulaban la respuesta en la TB hu-
mana. A continuacién se resumen
los hallazgos mas salientes que per-
mitieron demostrar la funcién del re-
ceptor PD-1 durante la TB [Alvarez
etal, 2010]:

» las células NK de pacientes
con TB activa expresan el receptor
inhibitorio PD-1. Luego de estimular
in vitro con antigeno de Mtb células
mononucleares de sangre periférica
y de fluidos pleurales de pacientes
con TB activa, se observo un incre-
mento de moléculas de PD-1 sobre
las células NK de pacientes con TB.

» Existe una asociacion directa
entre los niveles de moléculas PD-1
e IFN-y en células NK de pacientes
con TB. Se demostré la existencia



Tuberculosis

49

de una correlacion estadisticamen-
te significativa entre los niveles de
moléculas de PD-1 expresados por
células NK de pacientes con enfer-
medad activa y el nimero de cé-
lulas NK productoras de IFN-y en
respuesta a Mtb. Estos resultados in-
dican que el IFN-y secretado por las
células NK de los pacientes con TB
contra Mtb estaria asociado al incre-
mento de los niveles de PD-1 sobre
dichas células.

» El bloqueo de la interaccion
de las moléculas PD-1:PD-Ls au-
menta notoriamente la produccion
de IFN-y contra Mtb por células NK
de pacientes con TB. En conjunto,
los hallazgos nos permiten describir
una nueva funcién inhibitoria para
la via de sefalizacién PD-1:PD-Ls
en la inmunidad innata en TB (Figura
4) [Alvarez et al, 2010].

» Los monocitos CD16+ y su
rol en TB: Los monocitos humanos
se han clasificado en dos pobla-
ciones en funcién de la expresion
de CD14 y CD16, a saber: células
CD14*CD16"y células CD14*CD16*

[Ziegler-Heitbrock et al., 1993]. En
individuos sanos, el primer subset
(CD16") constituye el 80-90% de los
monocitos circulantes, mientras que
el segundo subset (CD16") consti-
tuye el 10-20% restante. En sangre
periférica de pacientes con TB se
observo que el subset CD16* esta
incrementado respecto a controles
normales, y que el mismo se corre-
laciona con la severidad de la enfer-
medad y con los niveles plasmaticos
de TNF-a [Balboa et al., 2011].

En las efusiones pleurales tuber-
culosas, la caracterizacién de los
monocitos demuestra que ambos
subsets tienen un mayor grado de
activacion que en sangre periféri-
ca. Ambas poblaciones presentan
mayores niveles de expresién de re-
ceptores para quimiocinas y de acti-
vacion que sus contrapartes en san-
gre periférica, siendo los monocitos
CD16* los predominantes dentro de
las efusiones pleurales. Estas carac-
teristicas no fueron halladas en las
efusiones pleurales de pacientes con
cancer, sugiriendo que la infeccion,
y no la inflamacién per se, induci-
ria la acumulacion de las células

CD16* en la efusiones pleurales de
origen tuberculoso. Ademas, el sub-
set CD16" en las efusiones pleurales
presenta alta expresion de recepto-
res para la entrada de Mtb a los mo-
nocitos, tales como moléculas de la
familia de las lectinas de tipo C y de
la integrina CD11b, de activacién
como TLRs, de moléculas coestimu-
latorias, asi como de moléculas pre-
sentadoras de antigenos peptidicos
y lipidicos respecto al mismo subset
de sangre periférica. Dichos hallaz-
gos justificarfan la superior respues-
ta proliferativa frente a Mtb hallada
en las efusiones pleurales y, por lo
tanto, la buena respuesta inmune
detectada en células de efusiones
pleurales de origen tuberculoso
[Balboa et al., 2011].

Estos datos revelan un rol dual de
los monocitos que depende del con-
texto donde se los evalue. A nivel sis-
témico su aumento esta directamen-
te relacionado con la severidad de
la enfermedad, destruccion tisular,
fibrosis, cavitacién pulmonar y con
los niveles plasmaticos de TNF-a. En
la pleuresia tuberculosa, en cambio,
su aumento se asocia con aumento

$in estitnulacion:
-Bajos niveles de PD -1,/PD -Ls
-No hay secrecion de IFN-¥

| M. tuberculosis

Figura 4. Rol de la via de PD-1:PD-Ls sobre las funciones efectoras de células NK durante la tuberculosis humana.
1) Luego de la estimulacién con el antigeno de M. tuberculosis, las células NK de pacientes con tuberculosis ex-
presan mayores niveles de receptores de activacion e inhibitorios, incluyendo PD-1 y sus ligandos PD-L1 y PD-L2.
En la presencia del patégeno, las células NK lisan las células infectadas con M. tuberculosis y producen grandes
cantidades de IFN-y. 2) Posteriormente, el IFN-y secretado aumenta significativamente los niveles de expresién de
PD-1y de los PD-Ls. 3) Las interacciones de PD-1:PD-Ls entre células NK o entre células NK'y otras células inhiben
las funciones efectoras de las células NK, modulando la respuesta inmune innata contra la bacteria.
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de receptores y moléculas asocia-
das a la presentacion antigénica que
conllevaria a una buena respuesta
inmune contra Mtb.

B ALGUNOS CONCEPTOS SOBRE
LA REGULACION NEURO-INMU-
NO-ENDOCRINA

El estrés es la respuesta de un or-
ganismo ante la percepcién de fuer-
zas endogenas o exdgenas, capaces
de alterar un equilibrio dinamico.
El mismo incluye una serie de cam-
bios fisiolégicos y conductuales que
propenden a adaptarnos a la situa-
cién estresante a efectos de reducir
el perjuicio que ello acarrea. Los
cambios fisiolégicos comprenden
la activacién del eje hipotalamico-
pituitario-adrenal (HPA) y el sistema
nervioso auténomo. La estimulacién
del eje HPA lleva a la produccién
de dos hormonas muy importantes
en la corteza de la glandula supra-
rrenal, el cortisol y la dehidroepian-
drosterona (DHEA). Los agentes es-
tresantes pueden alterar la respuesta
inmunoldgica por medio de las cito-
quinas. Esto también representa un
estrés, inmunoldgico, pero estrés al
fin.

Las citocinas inflamatorias
(IFN-y, TNF-q, IL-1-b e IL-6) son cla-
ves para la interconexion del sistema
inmune con el neuroendocrino. Di-
chos mediadores estimulan la pro-
duccién de hormona liberadora de
corticotrofina —CRH- en el hipota-
lamo con la posterior liberacion de
adrenocorticotrofina ~ACTH- en la
hipdfisis que a su vez promueve la
secrecion de cortisol y DHEA a nivel
de la corteza adrenal [Besedovsky
& del Rey, 2006; Turnbull & Rivier,
1999]. Asimismo, la interrelacion
entre hipotdlamo y pituitaria lleva
a la secrecién de otras hormonas
como la hormona de crecimiento
(somatotrofina), prolactina, tirotrofi-
na y las gonadotrofinas, por lo que
también pueden suscitarse cambios

a nivel de la reproduccién y ho-
meostasis energética.

La liberacién de esteroides adre-
nales durante el curso de una res-
puesta inmune entrana a su vez una
“modulacién” sobre el desarrollo de
la misma. Los glucocorticoides in-
cluido el cortisol, interfieren con la
expresion de genes para citoquinas
proinflamatorias, a través de un im-
pedimento en la sefializacién me-
diada por el NF-kf [Auphan et al.,
1995] a la vez que inhiben la acti-
vidad de células Th1 y facilitan las
respuestas Th2 [Zhang et al., 1997].
En lo que hace a la respuesta infla-
matoria, la DHEA frena la secrecion
de citocinas proinflamatorias tales
como IL-6 y el consecuente dafio
tisular (Dillon, 2005). Respecto de
la inmunidad adaptativa este andro-
geno y su derivado sulfato (DHEAs)
favorecen las respuestas Th1 [Di-
llon, 2005].

B EL DESBALANCE INMUNO-
ENDOCRINO DE LOS PACIENTES
TUBERCULOSOS

Dado que la TB es una enferme-
dad infecciosa crénica y como tal es
capaz de alterar la comunicacion bi-
direccional entre el sistema inmune
y el componente neuroendocrino,
el analisis de las alteraciones que
pueden suscitarse a este nivel es de
valfa. Por un lado se sitdan las ma-
nifestaciones vinculadas a trastornos
metabdlicos, lo cual puede repercu-
tir sobre el montaje de la respues-
ta inmune, habida cuenta que el
aporte energético es sustancial para
el mantenimiento de la respuesta
inmune [Hotamisligil and Erbay,
2008]. Por otro lado en las variacio-
nes de la respuesta inmune segtn la
severidad de la enfermedad [Bottas-
so et al., 20091, pueden intervenir
procesos que van mas de alla de lo
estrictamente inmunolégico.

Dentro de este esquema concep-
tual, hace unos anos se analizaron
los niveles circulantes de IFN-y, IL-
10, e IL-6 conjuntamente con hor-
monas pituitarias, tiroideas (T3, T4) y
esteroides en pacientes TB de recien-
te diagnostico con diferente grado
de afectacion pulmonar. Los mismos
presentaban niveles plasmaticos au-
mentados de IFN-y, IL-10, e IL-6, en
presencia de valores descendidos de
testosterona y DHEA. En paralelo,
las concentraciones de somatotropi-
na (GH) estaban francamente incre-
mentadas sin cambios en el factor
de crecimiento simil insulina-1 (IGF-
1), con leves aumentos de cortisol,
estradiol, prolactina (PRL), y hormo-
nas tiroideas [del Rey et al., 20071].
Dado que dicho patrén de altera-
ciones se aparta de lo observable en
estrés cronico, donde cortisol, PRL,
T3-T4 y GH se hallan reducidos, el
hecho podria atribuirse a un sesgo
ocasionado por la presencia de me-
diadores inmunolégicos liberados a
raiz de la respuesta anti-TB, habida
cuenta de los efectos de las citocinas
sobre las funciones endocrinas [Be-
sedovsky & del Rey, 1996; Turnbull
& Rivier, 1999].

En funcién de los efectos de los
esteroides adrenales sobre la res-
puesta inmune [Besedovsky & del
Rey, 1996; Turnbull & Rivier, 1999;
Dillon, 2005], el aumento de corti-
sol y el descenso de DHEA podrian
estar impidiendo el desarrollo de
una respuesta inmune celular ade-
cuada hacia la micobacteria. Esta hi-
potesis se vio sustentada al compro-
barse que los niveles plasmaticos de
DHEA se correlacionaban positiva-
mente con los niveles de IFN-y pre-
sentes en los sobrenadantes de culti-
vo de las células mononucleares de
sangre periférica de los pacientes TB
estimuladas con Mtb, mientras que
la relaciéon cortisol/DHEA se asocié
negativamente con la produccién
in vitro de esta citoquina [Bottasso
et al., 2009]. El desbalance entre
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ambos esteroides tampoco parece
adecuado para el control de la in-
flamacion, ya que el modesto incre-
mento de cortisol no serfa suficiente
para compensar el reducido accio-
nar anti-inflamatorio de la DHEA
en virtud de su notable caida. Esta
situacion podria incluso acentuarse
en los pacientes con formas progre-
sivas a juzgar por un estudio recien-
te respecto a la expresién del recep-
tor para glucocorticoides en células
mononucleares de sangre periférica
de enfermos TB. La mayor parte de
las acciones inmunomoduladoras
de los GC se llevan a cabo a través
de su interaccién con la isoforma
activa del receptor, GRa, ya que iso-
forma GRp es incapaz de hacerlo y
actuaria como dominante negativo
de la accién de los glucocorticoi-
des [Barnes & Adcock, 2009]. En los
pacientes con TB severa la relacién
entre los transcriptos GRo/GRp es
inferior a la observada en los casos
leves y moderados lo cual apunta a
un cierto grado de resistencia a la
accion de los GC enddgenos en los
primeros [D Attilio 2011].

A nivel de las hormonas hipofi-
sarias, el aumento en los niveles de
prolactina y el notorio incremento
de somatotrofina podria aparecer
como beneficioso en virtud de sus
efectos estimulantes sobre la res-
puesta inmune celular [Dorshkind &
Horseman, 2000]. Sin embargo, esto
no parece estar ocurriendo puesto
que las concentraciones de IGF-1,
que media los efectos de GH, no se
vieron aumentadas [Dorshkind &
Horseman, 20001, lo que sugiere un
cierto grado de resistencia a GH en
los pacientes.

Tomados en su conjunto, el per-
fil hormonal de los pacientes emer-
ge como inapropiado tanto para el
montaje de una inmunidad protec-
tora como para contrarrestar el pro-
ceso inflamatorio.

B EFECTOS RECIPROCOS ENTRE
LOS ESTEROIDES ADRENALES Y LA
RESPUESTA INMUNE ESPECIFICA
DE LOS PACIENTES TB

En razén de los efectos inmuno-
moduladores del cortisol y la DHEA,
también se estudio la influencia que
ambos esteroides podian ejercer so-
bre la respuesta de las células mo-
nonucleares de sangre periférica de
los pacientes ante la estimulacién
in vitro con antigenos de Mtb. El
tratamiento con cortisol, en con-
centraciones levemente suprafisio-
l6gicas, redujo la linfoproliferacién
y produccién de IFN-y sin que ello
fuera modificado por la DHEA, aun-
que si pudo comprobarse que este
esteroide ocasionaba un descenso
significativo en la produccion del
factor transformante del crecimien-
to (TGF)-B que los pacientes severos
sintetizaban en grandes cantidades
[Mahuad et al., 2004], una citoqui-
na bien conocida por sus efectos in-
munosupresores en TB [Bottasso et
al., 2009]. Con ello se aportaba un
dato més a favor del papel de los es-
teroides adrenales como participes
de las alteraciones inmunoldgicas
observadas en los pacientes, consi-
derando que estos enfermos presen-
tan un aumento y descenso de corti-
sol y DHEA, respectivamente.

También se analizé si los media-
dores liberados durante la respues-
ta inmune anti-tuberculosa podian
modular la produccién de esteroi-
des adrenales. Pudo observarse que
los sobrenadantes de cultivo (SN) de
las células mononucleares de sangre
periférica de los pacientes TB esti-
muladas con Mtb inhibian la secre-
cién de DHEA por una linea de cé-
lulas adrenales humanas NCI-H295-
R [del Rey 2007]. Posteriormente, se
comprob6 que el tratamiento con
anticuerpos anti-TGF-f abrogaba los
efectos inhibitorios de los SN sobre
la producciéon de DHEA por dichas
células [manuscrito en prensal. Asi

las cosas, la relacion DHEA-TGF-B
emerge como un ejemplo palmario
del didlogo cruzado entre los siste-
mas inmune y neuroendocrino.

B LAS ALTERACIONES INMUNO-
ENDOCRINAS GUARDAN RELA-
CION CON EL ESTADO CLiNICO
DE LOS PACIENTES Y LAS ANOR-
MALIDADES INMUNOLOGICAS

El estado de consuncién de los
pacientes TB es un proceso com-
plejo que no puede ser totalmente
explicado por la pérdida de apetito
que presentan. Mas bien serfa el re-
sultado de un desbalance entre ca-
tabolismo y anabolismo. El mante-
nimiento de un estado inflamatorio
crénico entrana la produccién de
diversos factores humorales, funda-
mentalmente citoquinas, y también
algunas hormonas, las cuales en
virtud de sus efectos pleiotrépicos
pueden llevar a una serie de altera-
ciones que derivan en la pérdida de
peso, tales como TNF-o, IL-1B, IL-6 e
IFN-y [Langhans, 2000].

Dentro de este contexto, se cons-
taté una asociacion negativa entre el
indice de masa corporal (IMC) y los
niveles circulantes de IL-6 [Bottasso
et al., 2009]. Al respecto es sabido
que ademds de estimular el gasto
energético y reducir la grasa retro-
peritoneal [Wallenius et al., 2002],
la presencia de IL-6 en el liquido
cefalorraquideo se correlaciona ne-
gativamente con el peso corporal de
los pacientes obesos [Stenlof et al.,
2003].

Recientemente también se ana-
lizaron mediadores que participan
de la unidad inmuno-endocrina-me-
tabdlica y por ende tienen que ver
con el peso de los enfermos, tales
como leptina, adiponectina, IL-6,
IL-1B, ghrelina, proteina C reactiva
(PCR), cortisol y DHEA [Santucci et
al., 2011]. Los pacientes tenfan un
menor IMC con niveles reducidos
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de leptina y DHEA, mientras que las
concentraciones de PCR, IL-6, corti-
sol, IL-1B y adiponectina se hallaban
aumentadas. Dentro de los pacien-
tes el IMC y la leptina descendian
ain mas en la enfermedad progre-
siva, mientras que se elevaban las
concentraciones de IL-6, PCR, IL-1,
cortisol, y ghrelina.

La leptina esta involucrada en el
control de la energfa al reducir la in-
gesta y aumentar el gasto energético
[Kelesidis et al., 2010]. La conocida
asociacion de esta adipocitoquina
con el IMC -también visualizada en
TB- y con la masa de tejido adipo-
so [Considine et al., 1996], sugieren
que el descenso constatado en los
pacientes tiene que estar vinculado
a la pérdida de peso que experi-
mentan los mismos. Como posibi-
lidad adicional y no excluyente, la
estimulacién crénica con citocinas
pro-inflamatorias suprime la pro-
duccién de leptina [La Cava & Ma-
tarese, 2004] y ello también puede
aplicarse a laTB. Dentro de los com-
ponentes que participan en la regu-
lacion de la ingesta, la adiponectina
estd relacionada con un aumento
del apetito, distribucion de la grasa
central y mdltiples trastornos meta-
bolicos [Lara-Castro et al., 2006],
mientras que la ghrelina es un po-
tente estimulante del apetito que
controla el gasto energético [Lorenzi
et al., 2009]. Esta actividad comple-
mentaria de leptina, ghrelina y adi-
ponectina en proveer informacion al
SNC acerca del balance energético
y mantenimiento de la homeostasis,
aparece trastocada en TB dado que
el patrén circulante es compatible
con un efecto final orexigénico (au-
mento del apetito) que de hecho no
se da.

Si bien los glucocorticoides
pueden tener algunos efectos anti-
lipoliticos en situaciones relaciona-
das con la obesidad [Peckett et al.,
2011], el aumento de cortisol de los

pacientes TB puede favorecer la pér-
dida de masa corporal, dado que la
hormona moviliza los depésitos de
grasa al inducir lipdlisis, inhibir la
sintesis proteica y estimular la pro-
tedlisis en células musculares [Dall-
man et al., 1993]. Sumado a ello, el
cortisol también puede inhibir la in-
gesta alimenticia [Kellendonk et al.,
2002].

En razén de la necesidad de
comprender la respuesta defensiva
de un modo integral, se empled una
estrategia para analizar las variables
en forma simultdnea como lo es el
analisis discriminante. El método es
apropiado a fin de hallar una com-
binacion aditiva de variables que
posibilitan la mejor separacién de
los individuos y asi clasificarlos en
el grupo correcto. También permite
la identificacion de las variables que
contribuyen mas significativamen-
te a tal discriminacion. La técnica
puso en evidencia que el perfil de
variables elegidas hacia posible dis-
tinguir claramente a los pacientes
de los demas grupos (convivientes
y controles). Asi queddé en eviden-
cia que el descenso de DHEA, IMC
y aumento de PCR eran los que te-
nian un mayor poder de discrimina-
cién dentro del grupo de pacientes
[Santucci et al., 2011]. Esto vuelve

a poner sobre el tapete la relevancia
del componente inflamatorio, y el
balance energético negativo en TB.
El hecho de que el tratamiento con
un derivado sintético de DHEA me-
jora el curso de la TB experimental
en ratones [Hernandez-Pando et al.,
2005] deja incluso abierta una puer-
ta para explorar su eventual utiliza-
cién como terapia adyuvante para
los pacientes.

B EL COMPONENTE INMUNO-
ENDOCRINO EN LA FISIOPATO-
GENESIS DE LA TB. A MODO DE
SINTESIS

Los sistemas inmune y neuroen-
docrino desempenan un papel cru-
cial en el mantenimiento de la in-
tegridad ante amenazas internas y
externas. Dicha interaccion persigue
optimizar la efectividad del organis-
mo, con el propésito de desarrollar
una defensa exitosa y adaptacion del
hospedador a un hecho alarmante.

Los estudios en TB apuntan a que
el escenario puede tornarse distinto
en procesos de naturaleza crénica, a
juzgar por el desbalance plasmético
de los mediadores inmuno-endocri-
nos y su vinculacion con el estado
de consuncién; la inhibicion en la
secrecion de DHEA cuando las célu-

Sistema Endocrino
Esteroides adrenales y
ganadales

Hormanas Pituitarias y
Tiroideas

Catabolismo
Control deficitario
de lainfeccion
Dafio tisular

(Tejida Adiposo
L Adipocitocinas

Sistema
Thmune

Figura 5. Principales interrelaciones inmuno-enddcrinas vinculadas a la fi-

siopatogénesis de la Tuberculosis.
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las son expuestas a los SN como asi
también los efectos in vitro de los es-
teroides adrenales sobre la respuesta
inmune celular (ver Figura 5).

Desde una vision mds “supra”
sin lugar a dudas el hipotalamo es
un darea clave del cerebro para el
control de funciones esenciales del
organismo tales como las somaticas,
autonémicas y neuroendocrinas y
finalmente inmunolégicas. En su
conjunto estos procesos integran, a
su vez, un programa de defensa bajo
el control de otra region del cerebro
denominada el I6bulo limbico. Se
establece asi a una serie concate-
nada de procesos emocionales-neu-
roendocrinos-inmunitarios que pue-
den brindarnos una aproximacién al
porqué del incremento en el riesgo
de enfermar durante estados emo-
cionalmente adversos y estresantes.

Cuando en 1882 Robert Koch
identific6 el bacilo de la TB, solo
estdbamos conociendo “la causa
necesaria”. A principios del XIX y
a contrapelo de la teoria infecciosa
de la TB varios autores del Norte Eu-
ropeo sostenian la idea de una en-
fermedad heredable o bien causada
por preocupaciones mentales de
causas variadas en especial aque-
llas debidas a un intelecto precoz
o una especie de hipersensibilidad
creativa y poética. Esta “estética tu-
berculosa” habia sido abonada por
historias de mujeres que ante pérdi-
das afectivas enfermaban y morian,
suerte de heroinas sentimentales o
novias celestiales. El advenimiento
de abordajes interdisciplinarios, da
cuenta que los romanticos tenian su
parte de razén.
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Las Inmunodeficiencias Primarias (IDP) son defectos naturales del . Liliana Bezrodnik
sistema inmune que han ensefiado al inmunélogo basico y clinico
sobre los caminos fisiol6gicos necesarios para un funcionamiento
normal del mismo. Son consideradas enfermedades poco frecuentes,
pero su mejor difusién y diagnéstico han modificado los registros
actuales, teniendo algunas de ellas una incidencia que varia segiin
las regiones entre 1 de cada 200 a 1 de cada 25.000 recién nacidos
(RN) vivos. El diagnéstico diferencial de estas enfermedades se
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debe realizar respecto de las Inmunodeficiencias Secundarias
(IDS), las que son producidas por alteraciones en el sistema inmune
relacionadas con otra enfermedad de base que lo compromete en forma similar a las IDP, en forma transitoria o permanente.
El Servicio de Inmunologia del Hospital Ricardo Gutiérrez (SIHNRG) ha reportado desde diciembre de 1989 al 2011,
961 IDP y se estima que en la Argentina existen mas de 2000 pacientes con diferentes IDP. Estas enfermedades pueden
manifestarse en la infancia, adolescencia o adultez. Los sintomas pueden ser infecciones frecuentes y/o severas, cuadros
hematolégicos, autoinmunes, etc., que pueden ser su tinica forma de manifestacion. Los tratamientos dependen de cada
sindrome y comprenden vacunacién con gérmenes encapsulados (para deficiencias de complemento), profilaxis antibiotica
(para Enfermedad Granulomatosa Croénica), administracion de gamaglobulina (para deficiencias humorales), y trasplante
con células progenitoras de médula ésea o terapia génica (para Deficiencias Combinadas Severas). El mejor diagnéstico y
tratamiento de las IDP no sélo ha mejorado la evolucion y calidad de vida de los pacientes, sino que ha bajado los costos de
salud piiblica en lo que se refiere a los pacientes diagnosticados y tratados versus los que aiin se encuentran sin diagnéstico y
tratamiento adecuados. Esta suma de factores revela la importancia y la necesidad de la concientizacién de los profesionales
de la salud para realizar los diagnésticos tempranos y correctos de los posibles casos de IDP.

Primary Immunodeficiencies (PID) are natural defects of the immune system that have taught to basic and clinical
immunologists about many physiological pathways necessary for the normal functioning of the immune system. They
are considered rare diseases, but their diffusion and better diagnosis have changed the current records, and it has been
established that some of them have an incidence that varies by region between 1 out of 200 to 1 out of 25,000 live
newborns. The differential diagnosis of these diseases from Secondary Immunodeficiencies (IDS) which are due to defects in
immune system function due to a different underlying disease is critical for an accurate diagnosis and an early therapeutic
intervention. The Immunology Department of “Ricardo Gutiérrez” Hospital (SIHNRG) has reported 961 PID until December
2011, and it is estimated that in Argentina there are approximately 2000 patients. These diseases can be manifested in
childhood, adolescence or adulthood. Symptoms may include frequent infections and/or severe hematological pictures,
autoimmune manifestations, and others, and these symptoms may be the only form of manifestation. Treatments depend on
each syndrome and comprise vaccination with capsulated germs (for deficiencies of complement), antibiotic prophylaxis
(for Chronic Granulomatous Disease), administration of gammaglobulin (for humoral deficiencies), stem cell transplantation
obtained from bone marrows and gene therapy (for Severe Combined Deficiencies). Better diagnosis and treatments for PID
not only has improved patients survival and quality of life, but has lowered the cost in public health if one compares well
diagnosed and treated patients vs. misdiagnosed and untreated patients. Thus, physicians should be aware of the relevance
of a correct diagnosis of possible cases of PID.

B INTRODUCCION componentes del sistema inmune. timos afios una mayor prevalencia
Son consideradas dentro de las en- de muchas de ellas. Publicaciones

Las IDP representan el fracaso en  fermedades “raras”, pero su mejor recientes han reportado una preva-
la funcion de algin o algunos de los  diagnéstico ha revelado en los dl-  lencia de las IDP de 1 cada 10.000
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recién nacidos, la misma puede di-
ferir seglin los diferentes grupos étni-
cos y paises. En la mayoria de los re-
gistros de IDP la Deficiencia Selecti-
va de Ig A (DSA) se reporta como la
mas frecuente (1 de cada 700 recién
nacidos vivos), seguida por la En-
fermedad de Di George (SDQ) vy la
Inmunodeficiencia comdn variable
(IDCV) con 1 de cada 4.000 recién
nacidos vivos y 1 de cada 25.000 re-
cién nacidos vivos, respectivamente.

Con el objeto de realizar el es-
tudio de un paciente sospechado
de padecer una IDP es necesario
primero realizar un diagnéstico dife-
rencial con las inmunodeficiencias
secundarias (IDS). Las IDS se deben
a defectos del sistema inmune rela-
cionadas con otras enfermedades de
base, ya sean transitorios o perma-
nentes. En general, en casos de IDS
se debe solucionar la enfermedad
que produce tal compromiso inmu-
nolégico pero en muchos casos, las
IDS requieren del o de los mismos
tratamientos que las IDP y muchas
veces el tratamiento debe ser instau-
rado de por vida.

La difusién actual de los cono-
cimientos de la inmunologia ba-
sica entre la comunidad médica y
el avance de técnicas moleculares
para el diagnéstico ha permitido
un mayor reconocimiento de estas
entidades, lo que ha contribuido a
una mejor definicion de las IDP. El
diagnéstico molecular ha permitido
describir mas de 150 sindromes bien
definidos. Por otra parte, estas enfer-
medades han revolucionado el pen-
samiento médico clinico y cientifico
pues representan modelos naturales
espontaneos de seres humanos de-
ficientes en un gen que conduce a
mecanismos  inmunopatogénicos
que dejan al paciente susceptible a
padecer multiples infecciones, aler-
gias, enfermedades autoinmunes,
enfermedades inflamatorias, sindro-
mes linfoproliferativos y/o cancer.
Por otra parte, la elucidacién de las

vias afectadas a través de diagnosti-
cos moleculares y ensayos funcio-
nales con células de los pacientes
ha contribuido al conocimiento y/o
validacion en seres humanos de
nuevos procesos inmunolégicos que
previamente s6lo se habian cono-
cidos en animales de laboratorio a
partir del empleo de ratones genéti-
camente manipulados.

B CLASIFICACION

En noviembre del 2011 el Gru-
po Europeo de IDP (ESID) junto a la

Unién Internacional de Sociedades
de Inmunologia (1UIS), modificaron
la clasificacion de las IDP de acuer-
do al defecto molecular encontrado
y relacionado con el compromiso
inmune clinico y de laboratorio. No
obstante, la nueva clasificacion se
encuentra sujeta a revision perma-
nente y continuos cambios debidos
a los nuevos diagnésticos realizados
cada ano (Tabla 1). Es importante
destacar que si bien varios pacien-
tes presentan signos y sintomas cli-
nicos y parametros del laboratorio
inmunoldgico alterados que permi-

Tabla 1
Clasificacién de IDP

Categoria de la
enfermedad

Diagnéstico

Inmunodeficiencia
Combinada de
células Ty B

Inmunodeficiencia Combinada Severa
Sindrome de Ommen

Deficiencia de ADA

Deficiencia HLA- I

Sindrome de Hiper IgM (CD40 L y CD40)

Sindromes bien
definidos con
inmunodeficiencia

Sindrome de Wiskott Aldrich

Sindrome de Hiper IgE

Enfermedad Hepatica Veno-Oclusiva con
Inmunodeficiencia

Deficiencia
predominantemente
de anticuerpos

Deficiencia selectiva de IgA
Agammaglobulinemia
Inmunodeficiencia Comun Variable
AID y UNG

Enfermedades por
inmunodisregulacion

Inmunodeficiencia Primaria asociada a
Poliendocrinopatia Ligado al X (IPEX)
Sindrome de Hermansky-Pudlak

Sindrome Linfoproliferativo ligado al X (XLP)
Sindrome Linfoproliferativo Benigno (ALPS)

Defecto del fagocito

Enfermedad Granulomatosa Croénica
Defecto Moléculas de Adhesion
Sindrome de Schwachman-Diamond

Defectos de la
Inmunidad innata

Candidiasis Mucocutanea Croénica
Defecto de la via IFNgamma/IL12 (MSMD)
Deficiencia de NEMO

Sindromes
Autoinflamatorios

Fiebre Periddica Hereditaria

Deficiencia de
complemento

Angioedema Hereditario

De: Union of Immunological Societies Expert Committee for Primary
Immunodeficiency. IUIS classification of primary immunodeficiencies.
Frontiers in Immunology, November2011|Volume2 |Article 54| 2.
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ten sospechar un compromiso de
su inmunidad innata y/o adaptativa,
debido a que adin no se han hallado
los genes deficientes involucrados,
estos cuadros se encuentran dentro
del grupo de IDP sin clasificar.

m ;CUANDO SE DEBE SOSPE-
CHAR IDP?

Uno de los primeros aspectos a
considerar es la existencia de ante-
cedentes familiares que nos orien-
ten y permitan buscar las IDP. En
la actualidad, la existencia de estos
antecedentes familiares ha permi-
tido identificar estas enfermedades
durante el periodo prenatal o en el
recién nacido por medio de técnicas
moleculares, bisqueda de alteracio-
nes citogenéticas y/o observacién
de defectos celulares. El diagndstico
temprano de las IDP puede preve-
nir y disminuir las complicaciones
severas y permite la instauracion de
terapias que pueden curar al pacien-
te. Basado en un diagnéstico mole-
cular, es posible ademas realizar el
consejo genético a los padres acer-
ca del riesgo de tener otro hijo que
padezca la misma IDP, permite el
diagnéstico de IDP ain antes del na-
cimiento vy, asi, establecer la mejor
estrategia para tratar inmediatamen-
te al nifio afectado, disminuyendo la
morbimortalidad.

Ademas de los antecedentes fa-
miliares, existen signos de alarma
que han sido presentados por diver-
sos grupos (http://www.info4pi.org/
aboutPl/pdf/General 10WarningSig-
nsFINAL.pdf). Estos varfan segln los
autores y las regiones entre 10, 12,
14 (SIHNRQ) y 20 signos (The Jeffrey
Modell Foundation warning signs for
PID), y los mismos se encuentran re-
sumidos en la Tabla 2.

Desde el pensamiento clinico,
la sospecha de las IDP nos permite
pensar estas enfermedades como:

Tabla 2.

Signos de alerta de las Inmunodeficiencias Primarias (IDP).

Las IDP generan en nifios y adultos una mayor susceptibilidad a
presentar infecciones que por lo general se reiteran y/o son de dificil
curacion. En Argentina se han registrado mas de 1400 individuos
que sufren alguna de las mas de 120 diferentes IDP. Si Ud. o alguien
que Ud. Conoce present6 2 o mas de los siguientes signos de alerta,
consulte con su médico para determinar si es posible que se trate de

una Inmunodeficiencia Primaria (Centro Jeffrey Modell Argentina).

SIGNO 1
Cuatro o mas infecciones nuevas en el oido (otitis) en 1 afio.

SIGNO 2
Dos o mas sinusitis graves en 1 afo.

SIGNO 3
Dos 0 mas meses tomando antibiéticos con poca mejoria.

SIGNO 4
Dos o mas infecciones pulmonares (neumonias) en 1 afio o una
por aio consecutivo.

SIGNO 5
Dificultades para crecer o aumentar de peso normalmente.

SIGNO 6
Abscesos (coleccion de pus) recurrentes por debajo de la piel o
en 6rganos.

SIGNO 7
Infeccion por hongo (Candidiasis / Muguet) persistente en la boca
o en la piel después del afno de vida.

SIGNO 8
Necesidad de antibiéticos endovenosos para curar una infeccion.

SIGNO 9
Enfermedades hematoldgicas de causa no clara (anemia,
citopenias).

SIGNO 10
Una o mas infecciones profundas o severas.

SIGNO 11
Diarrea persistente o cronica con pérdida de peso de causa no
conocida.

SIGNO 12
Episodio o enfermedad autoinmune (ataque inmune a algo propio
del cuerpo).

SIGNO 13
Ciertas infecciones virales a repeticion (Herpes, Condilomas).

SIGNO 14
Algun familiar con Inmunodeficiencia Primaria.
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Posible: Cuando existen datos
clinicos y/o del laboratorio que nos
inducen a comenzar a evaluar al pa-
ciente.

Probable: basados en datos del
laboratorio inmunolégico que ava-
lan la posibilidad (por ejemplo, la
ausencia de anticuerpos y/o la pre-
sencia de antecedentes familiares).

Definitivo: en base a estudios
moleculares y/o antecedentes de
familiares de varones afectados (por
ejemplo, un tio con Agammaglobu-
linemia).

Las manifestaciones clinicas se
presentan con mayor frecuencia
en la infancia (durante las primeras
horas de vida, segundo semestre de
vida y primera infancia) pero tam-
bién en nifios mayores, adolescentes
e inclusive en la vida adulta. Las for-
mas de presentacion clinica depen-
den del &rea inmune comprometida.
Pacientes con deficiencias severas,
con compromiso celular y humoral,
son susceptibles a infecciones por
gérmenes comunes y oportunistas.
Las deficiencias humorales pueden
manifestarse con infecciones fre-
cuentes de la infancia, otitis media,
sinusitis, bronquitis, neumonias re-
currentes, que en general responden
a los antibidticos, pero al suspen-
derlos se repite el cuadro. Gérme-
nes oportunistas 0 sepsis, meningi-
tis pueden ser también la primera
manifestacién del huésped con IDP.
Asimismo, las IDP también pueden
manifestarse como sindromes au-
toinmunes atipicos, asma grave y
citopenias.

B ;COMO Y CUANDO SE INI-
CIA EL ESTUDIO DE UNA POSIBLE
IDP2

En base a datos clinicos, antece-
dentes personales y/o familiares y
pardmetros del laboratorio (hemo-
grama con linfopenia u otras cito-

penias, proteinograma con descen-
so de las gammaglobulinas totales,
etc.), el médico debe sospechar la
presencia de una IDP.

Los estudios inmunolégicos, de-
ben realizarse por profesionales téc-
nicos y bioquimicos entrenados. To-
dos los estudios se realizaran tenien-
do en cuenta la edad del paciente,
comparando los valores obtenidos
con tablas de valores normales para
individuos de la misma edad y sexo.

Los estudios se basan en un pri-
mer screening de rutina que nos va
a orientar para comenzar el estudio
inmunolégico especifico asociado
siempre a la clinica: hemograma
completo, recuento de linfocitos,
recuento de neutréfilos, recuento de
eosindfilos, recuento de plaquetas,
hemoglobina, morfologia celular,
granulaciones, volumen plaqueta-
rio, analisis de infecciéon por VIH
tipo | y Il (serologia o en pacientes
con hipogamaglobulinemia o falta
de funcién de anticuerpos se deber
realizar la busqueda del antigeno o
de 4cidos nucleicos virales por PCR).

La valoracién inmunolégica se
basara en una valoracién de la res-
puesta inmune humoral (cuantitativa
y funcional), la evaluacion de la via
del complemento (determinacién
cuantitativa y actividad litica del
complemento), la valoracién de la
respuesta inmune celular (cuantita-
tiva y funcional), la valoracién del
sistema fagocitico, las vias del Inter-
ferén-gama y otras (Tabla 3).

La evaluacién del sistema inmu-
ne debe ser siempre cuali-cuantitati-
va. Para hablar de un sistema com-
petente debemos saber si ademas de
tener los anticuerpos y las células,
éstas funcionan correctamente fren-
te a antigenos especificos y/o ines-
pecificos. Para ello, nos valemos del
plan de vacunacién al que estan so-
metidos los pacientes y analizamos

la respuesta a los antigenos vacuna-
les (polisacaridos bacterianos, toxoi-
des tetanico y diftérico, etc.).

B TRATAMIENTO DE LAS IDP

La mayoria de las IDP son enfer-
medades extremamente severas que
requieren una rapida intervencién
terapéutica. Los tratamientos de las
IDP pueden dividirse en paliativos o
curativos.

En nifios con deficiencia hu-
moral por falta en la cantidad y/o
funcién de los anticuerpos, los tra-
tamientos varian segln el tipo de
deficiencia y el compromiso clinico.
En pacientes asintomaticos alcanza
s6lo con un control médico perio6-
dico y en varios casos no requieren
tratamiento especifico (tal como son
las deficiencias selectivas de IgA o
DSA). Los sintomas de alergia se
pueden tratar con antihistaminicos
(en casos de DSA), vacunacion con
gérmenes encapsulados (en casos de
deficiencias del complemento o DC
y en casos de deficiencia funcional
de anticuerpos o DFA), y profilaxis
antibidtica (en casos de DC, DFA o
Enfermedad Granulomatosa Créni-
ca o EGC). Pacientes con falta total
o parcial de los anticuerpos y sin
funcién anticorpdreo se tratan con
gammaglobulina de uso endoveno-
so (GEV) cada 28 dias o subcutanea
una vez por semana (GSB), entre
150-200 mg/Kg por dosis. Aunque la
dosis indicada y la frecuencia de la
infusion dependen de cada pacien-
te, lo que hoy se requiere es llegar
a niveles plasmaticos de gamaglobu-
lina por encima de 700 mg/dl. Por
otra parte, las DSA puras, no se tra-
tan con gammaglobulina.

Las deficiencias combinadas
severas (DCS) son urgencias inmu-
nolégicas y el tratamiento de base
curativo es el trasplante de células
progenitoras de médula ésea. En el
momento de diagnosticar la DCS se
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Tabla 3.
Laboratorio Inmunolégico para descartar IDP
Compartimento Cuantitativo Funcional*

Valoraciéon humoral

Dosajes de inmunoglobulinas séricas: IgG,
IgA, IgM, IgE,

Proteinograma electroforético

Clearence de a1 antitripsina.

En nifios mayores de dos afios: Dosajes
subclases de IgG: 1gG1 1gG2 1gG3 1gG4.
Cuantificacion por citometria de flujo de
linfocitos B: células CD19* o CD20*

Dosaje de Anticuerpos naturales:
isohemaglutininas (en nifios mayores
de 6 meses), anticuerpos inducidos
por agentes infecciosos (ASTO,
anticuerpos contra agentes virales,
etc) o por vacunaciones (Anticuerpos
contra Toxoide Tetanico luego de las
tres dosis de la vacuna cuadruple,
Anticuerpos contra agentes virales
luego del afio de edad, Anticuerpos
contra polisacaridos del neumococo
en nifios mayores de dos afos).

Via del
complemento

Dosajes de C3 y C4.

Dosaje de C1 inhibidor.

Determinacion del resto de los componentes
e inhibidores.

Actividad litica del complemento
Via clasica (CH50).
Via alterna (AHS50).

Valoracion celular

Determinacion de poblaciones linfocitarias
(células CD3*, CD4*, CD8*, NK, CD20").
Evaluacion de compartimento de los
linfocitos T y B (Poblaciones linfocitaria
extendidas).

Pruebas cutaneas de
hipersensibilidad retardada en nifios
vacunados o con antecedentes

de contacto con antigeno: PPD,
candidina, trychophyton, Toxoide
Tetanico, Toxoide Diftérico.
Proliferaciones linfocitarias en
respuesta a mitdbgenos y antigenos
especificos. Valoracion enzimatica
y de proteinas en casos puntuales:
ADA, PNP, HLA-DR (molécula de
clase Il del complejo mayor de
histocompatibilidad), moléculas
coestimulatorias (CD40L, ICOS,
TACI).

Valoracién del
sistema fagocitico

Hemograma: recuento de neutrdfilos,
analisis de morfologia celular.

Ensayo de quimiotaxis.

Ensayo de estallido respiratorio:

consumo de O2 (quimioluminiscencia,
produccion superéxido) por reduccion

del nitrobluetetrazolium (NBT) o
dihidrorodamina (DHR; analisis por
citometria de flujo).

Expresién de moléculas de adhesion
(CD11b/CD18; CD15) por citometria de flujo.
Andlisis de actividad enzimatica:
mieloperoxidasa (MPO), glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa (G6PDH), NADPH oxidasa.

Via del Interferéon-
gama

Analisis de expresion del receptor de
Interferén-gama e IL-12.

Analisis de expresion de STAT1, STAT4,
Nemao.

Estudio de la funcionalidad de la via.

*Biologia molecular: SSCP, secuenciacion- Diagnéstico de Certeza
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debe comenzar con un tratamiento
paliativo y aislando al paciente en
habitaciones que deben contar con
flujo laminar hasta la realizacién del
trasplante. En nifos no infectados
con citomegalovirus se debe supri-
mir la lactancia por la posibilidad
que la madre sea portadora del virus
y lo transmita a su hijo a través de
la leche materna. Los alimentos para
el paciente deben ser todos cocidos.
Se suele instaurar terapia sustitutiva
con GEV, profilaxis antibiética, an-
timicotica y drogas tuberculostaticas
en caso de que el paciente haya re-
cibido la vacuna BCG. Si el pacien-
te requiere transfusiones las mismas
deben ser realizadas empleando
sangre irradiada para prevenir la
reaccion de injerto contra huésped.

El tratamiento curativo como se
dijo en parrafos anteriores es el tras-
plante de células progenitoras de
médula 6sea. Dependiendo de la
IDP, los pacientes podran ser trata-
dos con trasplante de células haploi-
denticas (de alguno de los padres)
o trasplante de células alogéneicas
de médula ésea, pudiendo ser de
donante relacionado (familiar) o
no relacionado. El trasplante puede
realizarse empleando células proge-
nitoras de médula 6sea, de sangre
periférica o de cordén umbilical.

La sobrevida de los pacientes asi
como la disminucién de la inciden-
cia y severidad de las reacciones de
injerto contra huésped alcanzadas
en los Gltimos anos se ha debido
a los avances realizados en los re-
gimenes condicionantes. Muchos
de ellos producian efectos adver-
sos severos en el transcurso de la
recuperacion de los pacientes oca-
sionando una segunda enfermedad,
por lo cual se han buscado regime-
nes condicionantes menos téxicos.
Actualmente y dependiendo de los
diferentes sindromes que puede pre-
sentar el paciente, se indican trata-
mientos con la menor cantidad de

drogas que produzcan toxicidad y
de esta manera se trata de disminuir
las complicaciones futuras en estos
ninos.

Nuestro grupo ha realizado 24
indicaciones de trasplante de célu-
las progenitoras en niflos con IDP
graves: 5 con DCS, 5 con sindrome
de Wiskott Aldrich, 2 con sindro-
me linfoproliferativo autoinmune o
ALPS, 1 con sindrome de cartilago
pelo con DCS, 4 con deficiencia en
CDA40 ligando, 1 con EGC, 1 con
Deficiencia de IKKao, 1 con disregu-
lacién inmune con poliendocrino-
patia y enteropatia asociado al cro-
mosoma X (IPEX), 4 con deficiencias
celulares severas. En 6 pacientes se
realiz6 un trasplante de células pro-
genitoras histoidéntico relacionado
(donde el donante fue una hermana
o un hermano) y en 17 casos se rea-
liz6 un trasplante con donantes no
relacionados (7 fueron trasplantes
de médula 6sea, 5 fueron trasplantes
de células CD34* de sangre periféri-
ca y 5 fueron trasplantes de células
CD34* de cordén umbilical).

La terapia génica es hoy uno
de los caminos mas promisorios
en el tratamiento de estos sindro-
mes. Comparado con el tratamiento
convencional (trasplante de células
progenitoras), la terapia génica po-
dria ofrecer una opcién terapéutica
menos toxica y mas especifica para
las IDP.

Otras IDP requieren profilaxis
antibiética y/o antimicética y/o in-
munomoduladores (tal como la
EGC). Como inmunomoduladores
se utiliza, por ejemplo, el interferén
gama.

B REGISTRO DE IDP

La creacion y mantenimiento
actualizado de Registros de IDP es
fundamental para conocer la preva-
lencia, caracteristicas y evolucién

de estas patologias en cada pais y
regiones, ya que muchas de ellas se
encuentran influenciadas por carac-
teristicas étnicas.

Los nuevos datos acerca de la in-
cidencia real de las IDP publicados
a partir de estudios mas profundos
de estos sindromes enfatiza la im-
portancia de la educacién médica
acerca de estas enfermedades y de
la difusién de las distintas formas de
presentacién. No sélo las infeccio-
nes recurrentes, graves, de evolu-
cién térpida y causada por gérme-
nes oportunistas son manifestacio-
nes que deben hacer sospechar la
presencia de una IDP sino que las
mismas pueden presentarse y/o ma-
nifestarse con sintomas alérgicos y/o
enfermedades autoinmunes y/o on-
colégicas y/o con linfoproliferacién.
Esto amplia considerablemente el
espectro de sintomas y signos de
alarma para el pediatra y la pobla-
cién en general como para justificar
la realizacion de estudios inmunolé-
gicos subsiguientes. A partir de estas
nuevas conductas y acciones con-
cretas, el andlisis de la informacién
y las acciones de trabajo a partir de
los datos evaluados de los rastreos
se ha mejorado notablemente la ca-
lidad de vida de los pacientes.

Ademas, los registros aportan la
informacién necesaria para poder
interesar a los diversos gobiernos
en la existencia y problematica de
estas enfermedades, permitiendo
la creacion de leyes que regulen la
atencion y tratamiento de las IDP.
En nuestro pais se inicié el Registro
Argentino de IDP en 1994 con el
proposito fundamental de conocer
la epidemiologia de estas enferme-
dades en nuestro medio. En 2001 se
publicé un primer reporte del mis-
mo que comprendia los 652 casos
diagnosticados en Argentina entre
1984 y 1999. El mismo se ha lle-
vado a cabo hasta el 2005, donde
se reportaron 1319 casos de IDP. El
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74% de los casos fueron de la Ca-
pital Federal y Gran Buenos Aires,
le siguieron las Provincias de Santa
Fe (8,9%), Mendoza (3,6%) y Entre
Rios (2,7%). Se confirmaron diag-
noésticos por biologia molecular en
184 pacientes de todo el pais entre
1995 y 2005 (24). Nuestro trabajo
demostré que en la Argentina existe
un alto grado de subregistro y sub-
diagndstico de estas entidades. Esta
informacién también fue incluida
en los dos reportes del registro de
inmunodeficiencias primarias del
Grupo Latinoamericano de Inmuno-
deficiencias Primarias (LAGID).

Lamentablemente, en la Argenti-
na se ha dejado de realizar el Regis-
tro Nacional de IDP y cada centro
ha comenzado desde el 2009 a re-
portar sus casos al Registro de IDP
de la Sociedad Latinoamericana de
Inmunodeficiencias (LASID). El mis-
mo se cred con el objetivo de poder
establecer la prevalencia de IDP en
Latinoamérica y asi estimular la di-
fusion y diagnostico de las mismas,
interesar a los diferentes gobiernos
de la regién para que instauren po-
liticas de salud publica que protejan
a los pacientes y regulen a las indus-
trias farmacéuticas en la provision
de los diversos tratamientos (http://
deficiencia.unicamp.br:8080/). Para
llevarlo a cabo LASID recibié de la
Sociedad Europea de Inmunodefi-
ciencias (ESID) la donacién de un
software para la confeccion de su re-
gistro. Por otra parte, el SIHNRG fue
creado el 1 de diciembre de 1989
y ha registrado hasta diciembre del
2011, 961 casos de IDP (Figura 1).

B CENTROS DE ATENCION Y
DIAGNOSTICO EN LA ARGENTI-
NA

En la Argentina, los centros de
atencion de pacientes con IDP se
concentran en la Ciudad Auténoma
de Buenos Aires. Existen 2 hospita-
les pediatricos de alta complejidad

desde la atencién médica y diagnds-
tica: el Hospital Nacional de Pedia-
tria “Juan P. Garrahan” y el Hospital
de Nifios “Ricardo Gutiérrez”. En el
primero se realizan técnicas de bio-
logia molecular, mientras que en el
segundo se realiza estudios comple-
tos de la via de complemento y de
anticuerpos anti-serotipos especifi-
cos del neumococo.

Otros centros donde se realizan
estudios basicos de pacientes sospe-
chados de padecer IDP son el Hos-
pital de Nifos “Pedro de Elizalde”,
el Hospital Italiano y el Hospital
“Carlos Durand”. En este Gltimo se
atienden pacientes adultos.

En el interior del pais existen
centros con atencién médica pero
con laboratorios de baja compleji-
dad. Tal es el caso de los hospitales
“Sor Maria Ludovica” de La Plata,
“Materno Infantil” de Mar del Plata,
“Victor J. Vilela” de Rosario, “Del
Nifio Jesis” de Cordoba y “Hum-
berto Notti” de Mendoza, segln
datos presentados en la reunién de
expertos en IDP de Latinoamérica
(LATAM), Colombia, Octubre 2009.

B LA ESPECIALIDAD “INMUNO-
LOGIA” EN LA ARGENTINA.

La especialidad en Inmunologia
Clinica para los profesionales mé-
dicos era otorgada por el Ministerio
de Salud de la Nacién, mediante
los antecedentes curriculares de los
profesionales en area de salud ade-
mas de un examen con la modalidad
oral y escrito. La especialidad fue
eliminada como tal en nuestro pais
por el Dr. Lombardo, Ministro de Sa-
lud Pdblica de la Nacién durante la
presidencia del Dr. Fernando de la
Rda, hecho controvertido dado que
se contradice con el crecimiento de
la especialidad en el mundo y en la
region.

Es un desafio para los inmuné-
logos de la Argentina poder lograr
el reconocimiento por parte de las
autoridades correspondientes. Esto
permitira no sélo la proteccién de
los pacientes por medio de leyes,
sino que los diferentes campos de
la especialidad tanto basica como
clinica podran ser correctamente re-
gulados.
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Figura 1. Distribucién de IDP diagnosticadas en el SIHNRG (961 casos
entre diciembre 1989 y 2011). IDCS: Inmunodeficiencia combinada; SBD:
Deficiencia asociado a sindrome bien definidos; DH: Deficiencias humora-
les; EF: Enfermedad del fagocito; DI: Deficiencias de la Inmunidad Innata;
Al: Sindromes auto inflamatorios; DC: Deficiencia del complemento; SI:

Sindrome no clasificados.
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Es un requisito importante para
la formaciéon de los profesionales
en inmunologia clinica el entrena-
miento en centros reconocidos con
la modalidad de las residencias basi-
cas y posbasicas asi como de becas.

B LEYES EN LA ARGENTINA PARA
IDP

En el 2004 el Gobierno de la
Ciudad Auténoma de Buenos Aires
promulgé la ley 1416 para el “diag-
nostico y tratamiento de las IDCV y
otros”. La misma fue modificada en
el 2007 con la finalidad de ampliar
las patologias incluidas en la prime-
ra ley y regular los diversos trata-
mientos de estos pacientes.

Enel 2011, el Ministerio de Salud
de la Nacion aprobé la ley 26.689,
que abarca a todas las enfermeda-
des raras, donde se han incluido a
las IDP. Sin embargo, la misma adn
no ha sido reglamentada. Es un paso
muy importante para los enfermos,
aunque consideramos a las IDP
como enfermedades poco frecuen-
tes y no raras, el estar incluidos en
esta ley ya que esto constituye un
primer paso para hacer visible frente
a la Salud Pdblica y las obras socia-
les a nuestros pacientes.

B TRABAJOS DE DIFUSION

La Sociedad Argentina de In-
munologia, no sélo por medio de
su Reunién Anual sino por medio
de diferentes cursos realizados por
varios de sus miembros, muestra
la labor de inmundlogos basicos y
clinicos en el pais. Ademas, existe
la asociacién de ayuda a pacien-
tes con IDP y sus familiares en la
Argentina  (www.aapidp.com.ar).
Por otra parte, durante los dGltimos
9 anos el SIHNRG ha dictado un
curso de posgrado en Inmunologia
Clinica, en donde se traté de unir
los mecanismos fisiolégicos del Sl
y demostrar como su alteracién se

manifiesta como enfermedad. El
mismo se dicta actualmente en la
Web como un curso multimedia
http://www.facebook.com/profile.
php?id=100002979141856.

Ademas hemos creado desde el
2009 una forma de comunicacién
didactica por medio de juegos tea-
trales (obra de clown) para los pa-
cientes, familiares y comunidad, en
donde se trata de explicar el funcio-
namiento del sistema inmune y qué
son las IDP (http://www.facebook.
com/pages/Inmunodeficiencias-Pri-
marias-en-la-Argentina-Dra-Bezrod-
nik-y-equipo/264638180278073).
En mi caso, ademds he escrito un
libro de cuentos sobre el sistema in-
mune llamado “El sefior SI”, como
otra forma de difusion y de facil co-
municacién con la poblacion gene-
ral (ISBN: 978-987-26512-06).

B CENTRO JEFFREY MODELL EN
LA ARGENTINA

Desde agosto del 2011, la Fun-
dacion Jeffrey Modell (FJM) cre6 un
centro para la difusién de las IDP
en la Argentina y eligi6é al SIHNRG
como sede. La FJM fue creada en Es-
tados Unidos hace 25 afos por Fred
y Viki Modell, tras la muerte de su
hijo Jeffrey quien padecia una IDP.
Hoy, con mas de 60 centros en el
mundo, realiza un fuerte apoyo a
profesionales que trabajan en la es-
pecialidad con la finalidad de mejo-
rar los diagnosticos, las investigacio-
nes, los tratamientos y la difusién de
estos sindromes.

B COMENTARIOS FINALES

Las IDPs, son enfermedades
complejas y severas, pero las que
con un diagndstico precoz y trata-
miento adecuado, permiten la so-
brevida de los pacientes. Ademas,
en trabajos realizados por la FJM se
ha demostrado que existe un ahorro
sustancial de costos para los pacien-

tes diagnosticados en comparacion
con los no diagnosticados.

El trabajo interdisciplinario en
hospitales de alta complejidad entre
el pediatra, el médico clinico, los di-
versos especialistas y el inmundlogo
hoy es fundamental para el diagnos-
tico y seguimiento de las IDP. Este
trabajo colaborativo se ha visto re-
flejado en estos dltimos 6 afios en
nuestro servicio, en donde hemos
observado un incremento de un 20
al 30% anual en la consulta y diag-
nostico de pacientes con diversas
IDP. Es un deber de los médicos sos-
pechar la presencia de IDP y detec-
tarlas a tiempo y correctamente con
el objeto de permitir a los pacientes
convivir con las mismas en el mejor
estado de salud.
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Transmision sexual

del virus de la
inmunodeficiencia
humana (HIV-1): papel de
las células dendriticas

Palabras claves: HIV-1, Células Dendriticas, Semen.
Key words: HIV-1, Dendritic cells, Semen.

El HIV-1 es transmitido, en primer lugar, a través de las relaciones
sexuales. A fin de concretar su transmision el HIV-1 debe atravesar
la barrera epitelial y alcanzar a las células blanco de la infeccién
presentes en el epitelio y en el subepitelio: los linfocitos T CD4, los
macréfagos y las células dendriticas (CDs). Estos tres tipos celulares
expresan el receptor (CD4) y los correceptores (CCR5 o CXCR4)
requeridos por el HIV-1 a fin de infectar una célula. Los mecanismos
moleculares subyacentes a la transmisién sexual del HIV-1 no son
ain comprendidos con claridad. Sin embargo, en los dltimos afios,
numerosas evidencias han sugerido un papel critico para las CDs. El
HIV-1, mediante complejos mecanismos, parece utilizar a las CDs a
fin de propagarse en el individuo recientemente infectado. Por otra
parte, observaciones de diferentes grupos han evidenciado que el
semen, no sélo actiia como vector principal en la transmisién sexual
del HIV-1, sino que también pone en juego diferentes mecanismos
que modulan la permisividad inicial a la infeccién por HIV-1.
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Unprotected sexual intercourse between discordant couples is by far

the most common mode of human immunodeficiency virus type 1 (HIV-1) transmission. After deposition of HIV-1 on the
recipient mucosa, infectious virus must cross the mucosal epithelium and interact with CD4 T lymphocytes, macrophages,
and dendritic cells (DCs), which are the initial targets of the infection. These cells express the receptor (CD4) and the
coreceptors (CCR5 or CXCR4) required for HIV-1 infection. The capacity of HIV-1 to hijack DCs appears to be crucial for
viral transmission and early HIV-1 pathogenesis. HIV-1 subverts DC function favouring the dissemination of the virus in the
early steps of the infection. On the other hand, recent findings support the notion that the semen is not only a vehicle for
HIV-1 transmission. It displays a variety of mechanisms able to modulate the initial spread of the infection.

B INTRODUCCION

La Organizacién Mundial de la
Salud (OMS) informd en el ano 2009
que 33 millones de personas viven
infectadas por HIV-T1 en el mundo
y que en sélo un afo, aproxima-
damente 2,7 millones de personas

contrajeron la infeccién. Por Gltimo,
indicé que 25 millones de personas
han muerto debido a la infeccion
por HIV-1 desde el inicio de la pan-
demia [32].

Las relaciones sexuales represen-
tan el principal modo de transmisién

del HIV-1. Sin embargo, es poco lo
que adn comprendemos acerca de
los mecanismos mediante los cua-
les el HIV-1 logra atravesar el epite-
lio que reviste a la mucosa genital
y rectal, a fin de infectar a sus célu-
las blanco para luego diseminarse
por via linfatica y sistémica. Los
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recientes ensayos clinicos de micro-
bicidas han alertado a la comunidad
cientifica acerca de lo mucho que
no comprendemos aln en relacién a
los eventos tempranos involucrados
en la infeccién por HIV-1 adquirida
sexualmente y han renovado el inte-
rés sobre la investigacion basica en
este campo.

Las células dendriticas (CDs),
junto a los macréfagos y los linfoci-
tos T CD4, representan los blancos
celulares en la infeccién por HIV-1.
Las CDs son las células responsables
de activar la respuesta inmune adap-
tativa mediante su capacidad, Gnica
entre las células presentadoras de
antigeno profesionales, de activar
linfocitos T virgenes [17]. Las CDs
inmaduras pueblan profusamente
las mucosas, expresan una notable
capacidad endocitica y ponen en
juego mecanismos que les permiten
censar el contenido luminal al emitir
proyecciones (dendritas) que alcan-
zan el mismo. Se cree que las CDs
podrian representar el primer tipo
celular en tomar contacto con el
HIV-1 durante la transmisién sexual
del virus. De esta manera, jugarian
un papel promotor en la disemina-
cioén inicial del virus, favoreciendo
la infeccién de las células T CD4 en
los 6rganos linfaticos secundarios
[44].

En este articulo describiremos
los recientes avances relativos a los
mecanismos mediante los cuales se
produce la transmisién del HIV-1 a
través de mucosas, y centraremos
nuestra atencion en el papel que
juegan las CDs en la transmision y
en los eventos tempranos de la in-
feccién por HIV-1.

B TRANSMISION DEL HIV-1 A
TRAVES DE MUCOSAS: MECANIS-
MOS PROPUESTOS

La transmision sexual del HIV-1
es particularmente “ineficiente” al
compararla con otras infecciones

transmitidas sexualmente. Estudios
epidemiolégicos muestran que el
coito anal receptivo presenta la ma-
yor tasa de transmisién, estimada
globalmente en una de cada 100 a
1000 relaciones sexuales. El coito
vaginal se asocia a una menor in-
cidencia global, con una de cada
1000 a 10000 relaciones sexuales
en la mujer, siendo el riesgo en el
varén sustancialmente menor [15].
Estos datos contrastan al comparar-
los con otras infecciones de trans-
misién sexual, como por ejemplo la
Hepatitis B, que presenta una tasa
de transmision global de 1 cada 5
relaciones sexuales [19]. El riesgo
de infeccion por HIV-1 se incremen-
ta en las etapas asociadas a viremias
altas, como asi también debido a la
presencia concomitante de infeccio-
nes de transmisién sexual, particu-
larmente, cuando éstas cursan con
el desarrollo de lesiones ulcerativas
que comprometen la integridad del
epitelio [34].

;Coémo explicar entonces el de-
sarrollo de la epidemia por HIV-12
Si bien el HIV-1 se transmite “len-
tamente”, logra escapar en forma
asombrosamente eficaz a la respues-
ta inmune montada por el hospeda-
dor, produciendo una infeccién que
presenta un largo periodo asintoma-
tico el cual puede durar varios afios.
Ello favorece su transmisién a otros
individuos.

Pese a que la transmisién del
HIV-1 a través de mucosas represen-
ta sin dudas la principal via a través
de la cual se contrae la infeccion,
los mecanismos involucrados no
han sido adn definidos. La informa-
cién que disponemos actualmente
proviene de estudios epidemiol6-
gicos, ensayos “in vitro”, estudios
realizados con explantes humanos y
experiencias realizadas “in vivo” en
primates. Con frecuencia, las obser-
vaciones realizadas en distintos mo-
delos han sido contradictorias [39].

La transmision sexual del HIV-T
contraida a través de la mucosa ge-
nital femenina puede ocurrir a través
de la mucosa vaginal, exocervical
y/o endocervical. La contribucién
relativa de cada una de estas vias no
ha podido ain establecerse en forma
rigurosa [23]. Estudios desarrollados
en macacos histerectomizados y ob-
servaciones realizadas en mujeres
con agenesia uterina y mujeres que
utilizan diafragma como método an-
ticonceptivo, sugieren que la trans-
mision suele ocurrir a través de la
mucosa vaginal [21, 26].

La mucosa vaginal y también la
del exocervix se encuentran recu-
biertas por un epitelio estratificado
que no es susceptible a la infeccién
por HIV-1 [27]. El bajo pH vy la pre-
sencia de perdxido de hidrégeno y
proteasas en las superficies mucosas
parecen proveer un importante nivel
de proteccion antimicrobiana [22].
En otras palabras, la integridad de
las mucosas propias a la vagina y al
ectocervix, provee una formidable
proteccion a la infeccion por HIV-
1. No obstante, con frecuencia, esta
integridad se encuentra comprome-
tida. Numerosos procesos infeccio-
sos ocasionan lesiones ulcerativas
en la mucosa genital. Por otra parte,
las propias relaciones sexuales con-
sentidas han mostrado asociarse en
un 60% de los casos a la induccién
de microabrasiones en la mucosa
genital femenina [31]. Estudios epi-
demioldgicos han comprobado que
la presencia de microabrasiones en
el epitelio incrementa notoriamente
el riesgo de transmisién del HIV-1
[39]. En presencia de estas microa-
brasiones, el HIV-1 podria acceder
facilmente a la submucosa, donde
abundan macréfagos, linfocitos T
CD4 y CDs, blancos preferidos de la
infeccién por HIV-1. Por otra parte,
sin alcanzar la submucosa, el HIV
podria interactuar eficazmente con
las CDs. En primer lugar, con las cé-
lulas de Langerhans, CDs inmaduras
que pueblan el interior del epitelio
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estratificado vaginal. Por (dltimo,
el HIV-T podria acceder a las pro-
pias células de Langerhans, como
también a las CDs presentes en el
subepitelio, interactuando con pro-
yecciones de las CDs que alcanzan
el lumen, aprovechandose de este
mecanismo que normalmente per-
mite a las CDs censar directamente
el contenido microbiano intralumi-
nal [10, 11, 8, 30].

La mucosa del endocervix, a di-
ferencia de la mucosa vaginal, se
encuentra recubierta por un epitelio
columnar simple. Estas células son
también resistentes a la infeccion
por HIV-1. En condiciones norma-
les, la mucosa del endocervix se
encuentra dentro del canal cervical,
protegida por un tapén mucoso que
actGia como barrera fisica y contie-
ne, ademas, sustancias con activi-
dad antiviral [1, 28]. La extensién
del epitelio columnar por fuera del
endocérvix (ectropion), pareceria fa-
cilitar la transmision sexual del HIV
[9].

Por otra parte, la mucosa rec-
tal se encuentra recubierta por un
epitelio simple y, a diferencia de lo
observado en la mucosa genital, se
encuentra poblada por gran canti-
dad de linfocitos T CD4 y CDs que
integran el tejido linfoide asociado
a la mucosa intestinal. En el epitelio
intestinal encontramos, ademas, cé-
lulas “M”, capaces de endocitar par-
ticulas virales desde la luz intestinal
hacia la lamina propia [2]. La menor
proteccién ejercida por un epitelio
simple y la abundancia de células
blanco en el subepitelio pareceria
explicar la mayor susceptibilidad de
la mucosa rectal a la transmision de
HIV-1.

En relacion al tracto genital mas-
culino, el sitio que presentaria un
mayor compromiso en la transmi-
sion sexual del HIV-1 seria la muco-
sa propia a la cara interna del pre-

pucio. Consistente con esta presun-
cién, se ha demostrado que la cir-
cuncision reduce significativamente
el riesgo de adquirir la infeccién por
HIV-1 [8]. Un segundo sitio permisi-
vo a la transmisién del HIV-1 seria la
mucosa asociada al orificio uretral,
subyacente a la cual se concentran
células blanco del HIV-1 [18].

B IMPORTANCIA DE LAS CELU-
LAS DENDRITICAS EN LA TRANS-
MISION SEXUAL DEL HIV

1. Las células dendriticas

En el afio 1973, trabajando en
la Universidad de Rockefeller, en
los Estados Unidos, Ralph Steinman
(por ese entonces becario posdocto-
ral) y Zanvil Cohn (un investigador
de destacada trayectoria en el estu-
dio de la funcionalidad de los ma-
crofagos) realizaron una asombrosa
observacion. Al analizar la identidad
de los diferentes tipos celulares pre-
sentes en una suspension de células
provenientes de un ganglio linfatico
disgregado, obtenido de un ratén
sano, encontraron que contenia no
s6lo linfocitos y macréfagos, sino
un tercer tipo celular que represen-
ta el 1% del total de las células del
ganglio. Esta pequefia poblacién fue
caracterizada por su forma “estrella-
da” y su escasa actividad endocitica.
Ambas propiedades permitieron dis-
tinguirla claramente de los macrdéfa-
gos.

Esta observacion condujo a la
publicacién de una articulo cienti-
fico bajo el titulo “Identification of
a novel cell type in peripheral lym-
phoid organs of mice” (Journal of
Experimental Medicine 137:1142-
1162, 1973) y permitié uno de los
avances conceptuales mas impor-
tantes en la historia de la inmunolo-
gia. El resumen del articulo finaliza
con la suguiente frase: “The term
‘dendritic cell” is proposed for this
novel cell type”.

Las CDs, son células pertene-
cientes a la inmunidad innata, que
representan el “motor” y “cerebro”
de la inmunidad adaptativa. Son las
responsables de “poner en marcha”
la inmunidad adaptativa, ya que son
las Gnicas capaces de activar linfo-
citos T virgenes inmunocompeten-
tes (naive). No sdlo los activan sino
que también orientaran el curso de
la inmunidad adaptativa, merced a
su capacidad de liberar diferentes
familias de citoquinas que induciran
la diferenciacién de los linfocitos
T CD4+ en diferentes perfiles: Th1,
Th2, Thf, Th17, Treg. Cada uno de
estos perfiles pondra en juego di-
ferentes mecanismos inmunes. Las
células Th1 promoveran la activa-
cién del macréfago. Las células Th2
promoveran la produccién, movili-
zacién y activacioén de eosindfilos,
la produccién de anticuerpos IgE y
la activaciéon de los mastocitos. Las
células Thf colaboraran con los lin-
focitos B, permitiéndoles su poste-
rior diferenciacién en plasmocitos
productores de anticuerpos. Las cé-
[ulas Th17 promoveran la produc-
cién, movilizacion y activacién de
neutréfilos, mientras que las células
Treg mediaran la supresién de los di-
ferentes mecanismos efectores pro-
pios de la inmunidad adaptativa.

Las CDs son las Unicas células
presentadoras de antigenos capaces
de poner en marcha la respuesta in-
mune adaptativa, mediante la acti-
vacién de linfocitos T virgenes en los
ganglios linfaticos. Las CDs median
esta actividad gracias a que expre-
san una notoria capacidad para cap-
turar, endocitar y procesar antige-
nos, migrar a los ganglios drenantes
del sitio infeccioso y expresar altos
niveles de moléculas coestimulato-
rias (CD80 y CD86) y de moléculas
de clases I y 1l del Complejo Mayor
de Histocompatibilidad (CMH) [17].
Es importante enfatizar que las CDs
no s6lo son capaces de poner en
marcha la inmunidad adaptativa,
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sino también de silenciarla, indu-
ciendo la tolerizacién de linfocitos T
autorreactivos en tejidos periféricos
[40]. La actividad inmunoestimula-
toria o tolerégenica de las CDs se
expresa fundamentalmente en los
6rganos linfaticos secundarios pero
depende, en Ultima instancia, de lo
percibido por las CDs en la periferia,
percepcion que estd mediada a tra-
vés un complejo sistema de recep-
tores que integra, en primer lugar, a
los receptores de reconocimiento de
patrones (RRPs) y a los receptores de
citoquinas y quimiocinas.

Las CDs son generadas a partir
de precursores presentes en la me-
dula 6sea que ain no han sido ri-
gurosamente caracterizados. No
obstante, los monocitos parecen
representar, mayoritariamente, sus
precursores inmediatos. Los precur-
sores circulantes de las CDs se ex-
travasan en tejidos periféricos, fun-
damentalmente en piel y mucosas,
diferencidandose a CDs inmaduras.
Las CDs inmaduras poseen una gran
capacidad para detectar, capturar
y procesar antigenos y microorga-
nismos, pero expresan una pobre
capacidad para activar linfocitos T
virgenes. La deteccién de productos
microbianos (patrones moleculares
asociados a patégenos, PAMPs), ci-
toquinas proinflamatorias y sefales
indicativas de estrés o dafio tisular
(alarminas o patrones moleculares
asociados a dano —-DAMPs-), a tra-
vés de los RRPs, suele conducir a la
activacion de las CDs. Al activarse,
las CDs inmaduras experimentan un
conjunto notable de cambios: a) dis-
minuyen la expresion de E-cadheri-
na, molécula de adhesién que media
su interaccién con queratinocitos en
la piel y células epiteliales en las
mucosas, permitiendo de este modo
a las CDs liberarse de “ataduras”
que las mantienen en la periferia; b)
aumentan la expresién del receptor
de quimiocinas CCR7, lo que per-
mite a las CDs censar la presencia

de las quimiocinas CCL19 y CCL21,
producidas en los vasos y ganglios
linfaticos, y migrar hacia los mismos
siguiendo un gradiente creciente de
concentracién de estas dos quimio-
cinas (quimiotaxis); c) disminuyen
dramaticamente su capacidad de
endocitar antigenos y procesarlos,
asegurando de este modo que las
CDs sélo puedan presentar a los
linfocitos T virgenes, en los ganglios
linfaticos, antigenos endocitados en
la periferia; d) incrementan notoria-
mente la expresion de moléculas
coestimulatorias y moléculas de cla-
se |y Il del CMH, de modo de poder
activar a los linfocitos T virgenes en
el area paracortical de los ganglios
linfaticos [37].

2. Las células dendriticas juga-
rian un papel critico en los eventos
tempranos de la transmision sexual
del HIV-1

Las CDs inmaduras presentes en
las mucosas representan una pobla-
cion heterogénea integrada por di-
ferentes subpoblaciones que se dis-
tinguen por su ubicacion, fenotipo y
funcionalidad. Todas ellas expresan
CD4 y cantidades variables de los
receptores CXCR4 y CCR5, siendo
por lo tanto potenciales blancos de
la infeccion por HIV-1. No obstante,
una vez infectadas, las CDs produ-
cen cantidades de virus notoriamen-
te inferiores a las producidas por los
macréfagos y los linfocitos T activa-
dos [44].

Las CDs parecen representar la
primera célula blanco en tomar con-
tacto con el HIV-1. Luego de la ino-
culacién vaginal a macacos con el
virus de la inmunodeficiencia simia-
na (SIV), las CDs son el tipo celular
predominante que se infecta duran-
te la fase temprana de la infeccion.
Por otra parte, estudios realizados
en biopsias de mucosa rectal pro-
venientes de individuos infectados
mostraron que las CDs unen el 90%

del virus asociado a mucosa, pese a
que ellas representan sélo el 5% del
total de células mononucleares pre-
sentes en la mucosa rectal. Nume-
rosas lineas de evidencia apoyan la
nocion de que el HIV-1 subvierte la
funcién de las CDs. Al mismo tiem-
po que median la puesta en marcha
de la respuesta inmune adaptativa
contra HIV-1, las CDs median la
transmisién del virus a los linfocitos
T CD4* en los tejidos linfaticos con-
tribuyendo a la diseminacion de la
infeccion [44].

La transmision del HIV-1 desde
las CDs al linfocito T CD4* activa-
do involucra una serie de etapas y
una participacién decisiva de la
molécula DC-SIGN. DC-SIGN es
un receptor de reconocimiento de
patrones perteneciente a la familia
de lectinas tipo C. Es una proteina
transmembrana que se expresa en
CDs presentes en la dermis y en las
mucosas de vagina, cérvix, placen-
ta, recto, intestino y pulmones [20,
42]. También se la ha encontrado en
CDs presentes en los ganglios linfati-
cos. Como ocurre con la mayoria de
las lectinas tipo C, la expresion de
DC-SIGN es alta en CDs inmaduras
y disminuye considerablemente lue-
go de su maduracion [35]. DC-SIGN
también es expresado por linfocitos
B y subpoblaciones de macréfagos
[14].

La interacciéon de la gp120 del
HIV con DC-SIGN conduce a la en-
docitosis del virus, permitiendo de
esta manera, la posterior degrada-
cién de sus componentes en el com-
partimento endosomal, y el conse-
cuente cargado de péptidos antigé-
nicos en moléculas de clase Il del
CMH. Sin embargo, una fraccién del
virus endocitado no es vehiculizado
a compartimentos degradativos. Por
el contrario, permanece en un com-
partimento no degradativo, preser-
vando de este modo su capacidad
infecciosa, mientras las CDs migran
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desde el sitio de infeccion en la mu-
cosa hacia los ganglios drenantes.
El HIV-1, como particula intacta e
infectante, es transportado entonces
por las CDs como virus intracelular,
desde la periferia hacia area para-
cortical del ganglio drenante. Las
CDs, ya como CDs maduras, presen-
taran sobre su superficie péptidos
inmunogénicos provenientes de la
degradacion de proteinas virales, en
sus moléculas de clase Il del CMH,
induciendo la activacién de células
T CD4+ especificas hacia antigenos
del HIV-1. La activacién de la cé-
lula T CD4* la tornara susceptible a
la infecciéon por HIV-1 [41]. Es en-
tonces cuando las CDs reciclan a su
superficie el HIV-1 endocitado en la
periferia, ofertandolo a la célula T
CD4+, que se ha tornado suscepti-
ble a la infeccién. Este mecanismo
de facilitacion mediado por las CDs
ha mostrado potenciar notablemen-
te la capacidad del HIV-1 de infectar
linfocitos T CD4*, particularmente
cuando la concentracion de parti-
culas virales en el entorno del lin-
focito T CD4* es baja, reflejando lo
que realmente ocurriria in vivo [13].
Por otra parte, este mecanismo faci-
litaria el traslado del virus desde la
mucosa hasta los ganglios linfaticos
regionales, sin riesgo de ser destrui-
do por los elementos efectores de la
inmunidad innata. En otras palabras,
el HIV-1 utilizaria a las CDs como
“caballos de Troya” de la infeccién
[42].

B EL SEMEN, MUCHO MAS QUE
UN VECTOR EN LA TRANSMISION
SEXUAL DEL HIV-1: MODULA-
CION DE LA INTERACCION ENTRE
CELULAS DENDRITICASY EL HIV-1

Siendo el semen el principal vec-
tor en la transmision sexual del HIV-
1, llama la atencién que haya sido
considerado clasicamente un mero
reservorio del HIV-1 y que no se
haya examinado en forma rigurosa
si, mas alld de vehiculizar el virus,

el semen podria ejercer efectos mo-
dulatorios en el inicio del proceso
infeccioso.

El semen es un fluido biolégico
muy complejo. El plasma seminal
contiene una gran diversidad de
componentes incluyendo lipidos,
carbohidratos, numerosos péptidos
y proteinas. Contiene también una
gran variedad de citoquinas y qui-
miocinas. Estos componentes son
secretados por diferentes érganos: el
testiculo, el epididimo y la prostata,
fundamentalmente [33]. La concen-
tracion de proteinas en el plasma se-
minal varia normalmente entre 35 a
55 mg/ml, y estudios de proteémica
han revelado la existencia de mas de
900 proteinas diferentes en el plas-
ma seminal [12].

El HIV-1 se encuentra en el se-
men en forma de particulas virales
libres o en linfocitos infectados. Se
ha sugerido que ambas formas con-
tribuyen a la transmisién del HIV-1,
pero se desconoce la contribucién
relativa de cada una [43]. Un tercer
reservorio de HIV-1 en el semen es
representado por los espermatozoi-
des. Sin embargo, el papel de los
espermatozoides ha sido un tema
de debate [25] a pesar de que se ha
demostrado la presencia de particu-
las virales y/o de acidos nucleicos
virales en los espermatozoides de
hombres infectados mediante una
variedad de técnicas [3].

Recientemente, en nuestro labo-
ratorio hemos analizado la interac-
cién del HIV-1 con el espermatozoi-
de y su capacidad para transmitir el
virus a CDs inmaduras, y encontra-
mos que la infectividad del HIV-1 se
observa potenciada al encontrarse el
virus asociado al espermatozoide.
Por otra parte, demostramos que el
espermatozoide transfiere eficien-
temente el HIV-1 a las CDs a través
de un proceso que requiere del con-
tacto fisico entre el espermatozoide

y la CDs. Observamos ademds, que
la interaccion del espermatozoide
con la CDs modula la secrecién
de citoquinas por parte de las CDs,
favoreciendo la generacién de un
perfil tolerogénico. De esta forma la
asociacion del HIV-1 a los esperma-
tozoides podria no sélo contribuir a
la transmision sexual del HIV-1, sino
también condicionar la respuesta
inmune en las etapas tempranas del
proceso infeccioso [7].

;Cémo podria el esperma-
tozoide tomar contacto con las CDs
en la mucosa del tracto genital fe-
menino? Podriamos plantear dos
escenarios posibles: a través de pe-
quefias abrasiones o lesiones en la
mucosa, inducidas principalmente
durante el acto sexual o a través de
lesiones ulcerativas provocadas por
infecciones activas en el tracto geni-
tal producidas por patégenos, tales
como el virus del herpes simple [31].
Por otra parte, la interaccion del es-
permatozoide con las CDs podria
involucrar un tercer mecanismo: el
espermatozoide interactuaria con
las proyecciones de las CDs deno-
minadas dendritas que alcanzan el
lumen de los tractos genital y rectal
[39]. Estos mecanismos se muestran
en la Figura 1.

Estos resultados contradicen la
idea que sostiene para el semen un
mero papel pasivo en la transmision
sexual del HIV-1. En este mismo sen-
tido, estudios previos sefialan que el
plasma seminal pondria en marcha
mecanismos que facilitarian la trans-
misién sexual del HIV-1: a) al neu-
tralizar el pH vaginal, previniendo
la inactivacién del HIV-1 observada
a pH 5.0, valor normal del pH va-
ginal [6], b) al aportar componentes
del complemento, capaces de op-
sonizar (recubrir) al HIV-1, favore-
ciendo de este modo su interaccién
con diferentes tipos celulares [5],
) al inducir la generacién de una
respuesta inflamatoria local en la
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mucosa receptiva, asociada a la in-
filtracion de leucocitos y células de
Langerhans, potenciales blancos en
la infeccién por HIV-1 [4, 38]. Re-
cientemente, Munch y colaborado-
res describieron, en plasma seminal,
la presencia de péptidos catiénicos
que, asociandose en forma de fibras,
potencian la infectividad del HIV-
1 [29]. Por el contrario, Martellini
y colaboradores han mostrado que
péptidos catiénicos presentes en el
plasma seminal inhiben la infeccién
de células TCD4+ in vitro [24]. Estas
discrepancias no son sencillas de ex-
plicar. Podrian reflejar diferencias en
los modelos experimentales emplea-
dos. En el mismo campo de investi-
gacion, nuestro grupo ha demostra-
do que el plasma seminal contiene

un novedoso ligando de DC-SIGN,
la glicoproteina clusterina, capaz de
unirse a DC-SIGN con alta afinidad,
inhibiendo de esta manera tanto la
infeccion de las CDs como su capa-
cidad de transmitir el HIV-1 a linfo-
citos T CD4* [36]. A través de este
mecanismo, el semen podria mediar
un efecto protectivo en relacién a la
transmisién sexual del HIV-1.

B CONCLUSION

Las relaciones sexuales no pro-
tegidas representan la via mds im-
portante en la transmision del HIV-1
y el semen representa su principal
vector. A pesar de los importantes
esfuerzos realizados a fin de enten-
der los mecanismos a través de los

cuales el HIV-1 atraviesa la muco-
sa y establece la infeccion, nuestro
conocimiento en este campo es aln
rudimentario. Las evidencias men-
cionadas en la presente revision
sugieren fuertemente que las CDs
residentes en las mucosas jugarian
un papel promotor en la transmision
sexual del HIV-1. Al subvertir la fun-
cionalidad de las CDs el virus pro-
moveria su propia transmision a los
linfocitos T CD4*, condicionando
ademds la capacidad de las CDs de
montar una respuesta inmune adap-
tativa protectiva y eficiente.

B REFERENCIAS:

1. Agace, W.W., Amara, A., Roberts, A.
., Pablos, J. L., Thelen, S., Uguccio-

Espermatozoides

LT infectado
vy
v

Q.-

%
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INSTRUCCIONES PARA LOS AUTORES

Revista CIENCIA E INVESTIGACION

Ciencia e Investigacion, érgano de difusion de la Asociacion Argentina para el Progreso de las Ciencias
(AAPC), es una revista de divulgacion cientifica y tecnoldgica destinada a educadores, estudiantes
universitarios, profesionales y publico en general. La tematica abarcada por sus articulos es amplia y va
desde temas basicos hasta bibliograficos: actividades desarrolladas por cientificos y tecnélogos, entrevistas,
historia de las ciencias, cronicas de actualidad, biografias, obituarios y comentarios bibliograficos. Desde

el afio 2009 la revista tiene difusion en versién on line (www.aargentinapciencias.org)

PRESENTACION DEL MANUSCRITO

El articulo podra presentarse via correo electrénico, como documento adjunto, escrito con procesador
de texto word (extensién «doc») en castellano, en hoja tamafo A4, a doble espacio, con margenes de
por lo menos 2,5 cm. en cada lado, letra Time New Roman tamafo 12. Las paginas deben numerarse
(arriba a la derecha) en forma corrida, incluyendo el texto, glosario, bibliografia y las leyendas de las
figuras. Colocar las ilustraciones (figuras y tablas) al final en pagina sin numerar. Por tratarse de articulos
de divulgacion cientifica aconsejamos acompafar el trabajo con un glosario de los términos que puedan
resultar desconocidos para los lectores no especialistas en el tema.

La primera pagina debera contener: Titulo del trabajo, nombre de los autores, institucion a la que
pertenecen y lugar de trabajo, correo electrénico de uno solo de los autores (con asterisco en el nombre
del autor a quién pertenece), al menos 3 palabras claves en castellano y su correspondiente traduccion
en inglés. La segunda pagina incluira un resumen o referencia sobre el trabajo, en castellano y en inglés,
con un maximo de 250 palabras para cada idioma. El texto del trabajo comenzara en la tercera pagina y
finalizara con el posible glosario, la bibliografia y las leyendas de las figuras. La extension de los articulos
que traten temas basicos no excedera las 10.000 palabras, (incluyendo titulo, autores, resumen, glosario,
bibliografia y leyendas). Otros articulos relacionados con actividades cientificas, bibliografias, historia de
la ciencia, cronicas o notas de actualidad, etc. no deberan excederse de 6.000 palabras.

El material grafico se presentara como: a) figuras (dibujos e imagenes en formato JPG) y se numeraran
correlativamente (Ej. Figura 1) y b) tablas numeradas en forma correlativa independiente de las figuras
(Ej. Tabla 1). En el caso de las ilustraciones que no sean originales, éstas deberan citarse en la leyenda
correspondiente (cita bibliografica o de pagina web). En el texto del trabajo se indicara el lugar donde el
autor ubica cada figura y cada tabla (poniendo en la parte media de un renglén Figura... o Tabla. .., en negrita
y tamafio de letra 14). Es importante que las figuras y cualquier tipo de ilustracién sean de buena calidad.
La lista de trabajos citados en el texto o lecturas recomendadas, debera ordenarse alfabéticamente de
acuerdo con el apellido del primer autor, seguido por las iniciales de los nombres, afio de publicacion entre
paréntesis, titulo completo de la misma, titulo completo de la revista o libro donde fue publicado, volumen
y pagina. Ej. Benin L.W., Hurste J.A., Eigenel P. (2008) The non Lineal Hypercicle. Nature 277, 108 — 115.

Se debera acompafiar con una carta dirigida al Director del Comité Editorial de la revista Ciencia e
Investigacion solicitando su posible publicaciéon (conteniendo correo electronico y teléfono) y remitirse
a cualquiera de los siguientes miembros del Colegiado Directivo de la AAPC: abaldi@dna.uba.ar -

nidiabasso@yahoo.com - miguelblesa@yahoo.es — xammar(@argentina.com - sarce@cnea.gov.ar
y con copia a secretaria@aargentinapciencias.org

Quienes recepcionen el trabajo acusaran recibo del mismo y lo elevaran al Comité Editorial. Todos los
articulos seran arbitrados. Una vez aprobados para su publicacion, la version corregida (con las criticas y
sugerencias de los arbitros) debera ser nuevamente enviada por los autores.
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CIENCIA E INVESTIGACION -

DIVULGACION - TOMO 62 N°2 - 2012

PREMIO / AWARD / PREMIO INTERCIENCIA - 2012

El Gobierno de Canadd, en colaboracion con la As-
sociation francophone pour le Savear, en =i calidad de
micmbro de la Asociacion Interciencia, establecieron
unz Fundacion Interciencia con la finalidad de auspi-
ciar ¢l otorgamiento de un Premio Anual para recono-
cer a un individuo que haya hecho una contribucidn
sobresaliente para ¢l avance en los paises de las Ame-
ricas de una disciplina de las ciencias v I ingenieria.

Pary ¢l FREMIO INTERCIENCIA 2012, ¢l Comilé
Ejecutivo de la Asociacion Interciencia, ha selecciona-
de el campo de CIENCIAS DE LA VIDA. El jurade
deagnado evaluar lo colidad cientifica del trabajo de
los candidatos, =0 repercusion en ¢ campo respective v
st impacto en la regidn. El PREMIO serd olorgado en
la Feunsin Anual de la Asociacién v consistirs de USD
5000, una Placa Conmemaraliva v uma suma razon able
para cubrir los gastos de viaje para asistic @ la reenida.

ELEGIBILICAD

EL PREMIC esta abierto a los cientificos ¢ ingenie-
rosnacionales o resadentes legales en los paises & ks
Américas Cuglguier individuo en la comunidad cien-
tifica ¢ ingenieria que haya hecho contribucién sustan-
cial en ciencias de la vida es elegible para este premio.
PROCECIMIENTO DE POSTULACION

Todas las Asocisciones miembros de la Asocmeidn
Interciencia podran proponer hada tres candudatos,
mcluyendo los siemientes dalos:

- Nombre del postulante, direccidn v teléfono.
= Mombae v el tilulo del candisdate, =su afiliacidn msti-
tucional y dircceitn.
= Un resumen de accrones que forma la base de postu-
lacion (maximo 250 palabras),
= Un ezcrito mas largo, que no exceda a tres paginas,
que provea detalles adicionales pars la nominacién.
- [os eartas de spoye
= Un Corricelum vitae (maxima 3 piginas) con laspo-
siciones profesionales dessmpeiindas.
- Cuzlguier otra docowrmentacion Ertiicules y olros ma-
lermles ligeros) que ilustre el significado de los logros
del candidato postulado,
- Todo el material serd propiedad de la Asociacion In-
LercienciiL.
- La postulacién v el material {en caso de libros v olre
material impreso, enviar olo fareferencia o un ress-
mien} dehe ser enviado por correo electrdnion
mahabirpguplamgmail.com
ce: michel bergeron@umontreal .ca

FECHA LIMITE DE FOSTULACION
Todo el material debers recibirae en Panmamsi anles
ded 30 de julko de 2012,

The Government of Canada, in collaberation with
the Assocmtion francophone pour lo Saveir, as a
member of the Imerciencia Associmtion, have estab-
lizhed an Interciencie Foundation with the aim of
patronizing an Annual Award to recognize an indi-
widual that has made an outstanding contribution to
the advancement, in the Americas, of a field of sci-
ence and engineering.

For the INTERCIENCIA AWARD 2012, the Execu-
tive Council of the Tnterciencia Association has cho-
senthe field of LIFE SCIEMCES, The designated jury
will evaluste the scientific quality of the candidates’
work, and its impact on the fields and in the region,
The AWARD will be bestowed at the Annual Mest-
ing of the Association and will consist of USS 5 000,
aCommemaorative Plate and sufficient funds to attend
the meeting.

ELEGIBILITY

Eligibility The AWARD iz open Lo scientigts and engi-
neers who are naticnals or begal readents of countries
of the Americas. Any individual i the scientific and
engineering communities that has made 2 substantial
contribution in life sciences is eligible for this award,

MHOMIMATION PROCEDURE

All Member Associations of the Interciencia Asso-
cralion may nomnate up to three candidates, imclod-
ing the following data:

- Mominater's name, address and telephone number.
< Candidate’s name and title, institutivnal affilistion
and adkdress.
= A summary of facts that congitute the basis for the
nomination {up to 250 words).
= A longer statement, not to exceed 3 pages, providing
additional details.
= Two letters of support
= A Curriculum vitaze (maximum 3 pages) with profes-
sional position held.
= Any other documents {artickes or other light mete-
rials] that illustrate the significance of the nominee’s
achievements,
- All the material will be the property of the Intercien-
cla Asseciation.
- Nomination and materiale in case of books and
ather printed material only references and summearies)
should be send via e-mail to:
mahabirpguplamgmail com
ce: michel bergeren@umoentreal.ca

MOMINATION DEADLINE
All the material submitted shonkd he received in
Panama prior to July 30, 2002,

O Governe do Canada, om colaboragie com a As- so-
clation francophone pour e Savodr, na sua qualida- de
de membre da Associagiie Interciéncia, crion ama
Fundagio Imterciéncia com a finalidade de auspiciar
o outorgamento de um Prémio Anual para reconhecer
a um individuo que tenha feito uma contribaigio so-
bres- salente para o avangoe nes paizes dis Ameénicas
de uma disciplina das ciéncias € a engenharia.

Para ¢ PREMID INTERCIENCIA 2012, o Comilé
Executive da Associaciio Interciéncia, tem ssleciona-
do o campo da CIENCIAS DA VIDA, O jori desig-
nado avaliard o qualidads clentifica do trabalho dos
candi- datos, a repercussio no campo respelivo ¢
geu im- pacte na regifie, O PREMIO serd cutorgado na
Feu- nido Anval da Associagio e consistird de USD
5 00y, uma Placa Comemoraliva € nma soma razoavel
para cebrir 0= gastos de viagem para assistic 4 reunizo.

ELEGIBILICADE

2 PREMIO ed4 aberto aos cientistas ¢ enge- nheiros
nacionas ou residentes legais nos paises das Amé-
ricas. Qualguer individuo na comunidade cientifica &
chgenharia que tenha feite contribuigao substancial
nas ciencias da vida € elegivel para este prémio.

FROCEDIMENTD  CE POSTULAGAD

Todas as Associacies membros da Asseciagio In-
terciéncia poderiio propaor abé Irés candidatos. melom-
o o5 seeuntes dados:

- Mome do postulante, enderego € telefone,
= Mome ¢ o Hiwle de candidate, s afiliagie instilo-
cio- nal ¢ enderego,
= Um resume de agdes que forme a bass da postulagio
(maximo 230 palavras),
= Um e=crito mais longo, que nio exceds trés pdginas,
que provea detalhes adicienais para a nominagie,
= Pmas cartaz de apoio
= Lim Curricnlum vitae (maximo 3 paginas com as
pev= siglies profissionais desempenhadas
= Crrabgueer ouirz documeni2agEo Cariigos o eulros ma-
Leriis lgeiros) que ilustre o significado das conguis-
tas do candidate pestulado.
- Todo o material serd de propriedade de Associagio
Interciéncia.
- A pestulagio e o material fem caso de lvros € ou-
trov material impresse, enviar solo a referencia ou um
resu- men) deve sor enviado por correis electrdnico a:
mahabirpgoptaa gmail.com
ce: michel bergeron@umontreal .ca

CaTa LIMITE DE POSTULACED
Todn o material deverd receberse no Panaméa antes do
30 de julho de 2002,

Direccién [ Address [ Enderego:

Mavor informacian / More information / Magos informagio

ASOCIACION INTERCIENCIA
oo APANAC

Apartado 0824 00172

Panami

Repiblica de Panami

Teléfona: 307y 523 - 6311
Fax: (507) 264 — OTEY

mahabirpeuplaiiemail com oo michel bergeron@umonireal ca




El articulo 41 de la Constitucion Macional exprasa

1
-

O

"Todos los habitantes gozan del derecho a
un ambiente sano, qu\lﬁmdu apto para el
desarrollo. hm;mnu, y para que las activida-
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Para ello, trabajamos en &l Instituto de Investigs-
cién e Ingenieria Ambiental (314) en dﬂﬂﬂﬂdﬂ, inves-
tigacién y desarrollo tecnoldgico. :
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Instituto de Biologia y Medici
Et;s;:;ﬁgﬂ;;o ogia y Medicina IBYME

ElInstituto de Biologia y Medicina Experimental (IBYME), asociado al CONICET), fue
fundado por el Dr. Bernardo A. Houssay en 1944. Su misién es impulsar el conocimiento
en diversas areas como: oncologia, endocrinologia, reproduccién, neurociencias,
comportamiento, inmunopatologia y biotecnologia. Todo ello esté orientado a ampliar el

conocimiento de los principios fundamentales que rigen el funcionamiento de los seres
Dr. Bernardo A. Houssay vivos y desarrollar aplicaciones tecnoldgicas en el area de la biomedicina.

IByME - CONICET - Vuelta de Obligado 2490 — Buenos Aires - Argentina / Tel: 54-11-47832869




