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1. FITXA TECNICA

Titol: Relacié entre el percentatge i niumero absolut de cél.lules Natural Killer i de
I’expressid dels seus receptors NKG2D i NKp46 i les diferents formes de presentacié

de la Tuberculosi.

Title: Relationship between the percentage and absolute number of Natural Killer
cells and the expression of its receptors NKG2D and NKp46 in different forms of

presentation of Tuberculosis.

Paraules clau: Mycobacterium tuberculosis, immunitat innata, cél.lules Natural

Killer, receptors de les cél.lules NK, tuberculosi extrapulmonar, immigracio

Keywords: Mycobacterium tuberculosis, innate immunity, Natural Killer cells,

Human Natural Killer receptors, extrapulmonary tuberculosis, immigration.




2. RESUM

La tuberculosi (TB) és de localitzacié preferentment pulmonar (TB pulmonar), pero,

pot afectar qualsevol altre organ (TB extrapulmonar).

Les cél.lules Natural Killer (NK), del sistema immune innat, actuen en la resposta
enfront la TB i tenen regulada la seva funcié citotoxica a través de la interaccié

lligand/receptor d’activacié o inhibicid.

Se sap que la freqiencia de la TB extrapulmonar augmenta amb el compromis del

sistema immunitari de I'hoste.

L'objectiu d’aquest estudi preliminar ha estat el d’analitzar una possible relacié entre
el percentatge i numero absolut d’NK -i/o en l'expressié dels seus receptors
d’activacio -NKG2D i NKp46- i el fet de desenvolupar la malaltia pulmonar (TB-P) o
extrapulmonar (TB-EP).

L" estudi ha estat realitzat amb un total de 15 pacients amb TB-P, 15 pacients amb

TB-EP i 15 controls sans.

S’han trobat valors numérics més baixos de limfocits en plasma en el grup de malalts,
un augment en el percentatge d’'NK en els malalts amb TB-P i uns valors absoluts d’
NK disminuits en el malalts respecte dels sans (més important en els malalts amb
TB-EP). L'expressiéo d’ NKG2D va mostrar una tendéncia a valors més alts en el grup
de malalts, sobretot en TB-EP, i I'expressio d’'NKp46 va ser menor en els malalts amb
TB-P respecte els altres grups. Malgrat aquestes diferéncies, en cap de les

comparacions la diferéncia fou estadisticament significativa.

Les coincidéncies amb d‘altres estudis i les troballes preliminars del nostre treball
obren possibilitats a futures investigacions en el camp de la TB-EP i la reaccié

immune.



2. SUMMARY

Tuberculosis (TB) is preferably located in the lungs (pulmonary TB) but can also affect

any other organ (extrapulmonary TB).

Natural Killer cells (NK) of the innate system are related with the response against TB
and their cytotoxic function is regulated through the activation or inhibition of the
ligand/receptor interaction. It has been also demonstrated that the extrapulmonary

TB incidence increases with the impairment of the immune system of the host.

The goal of this preliminary study has been to analyze the potential relationship
between the percentage and absolute number of NK cells — and/or in the expression
of their activator receptors NKG2D and NKp46 - and the development of the disease
in the pulmonary (P-TB) or extrapulmonary (EP-TB) form.

The study has been carried out in a total of 15 P-TB patients, 15 EP-TB patients and 15

healthy controls.

We have found lower absolute plasma levels of lymphocytes in our patients, an NK
percentage increase in P-TB cases and an absolute number decrease of NK in patients
vs. healthy controls (being more significant in the EP-TB individuals). The expression
of NKG2D showed a trend towards higher levels in the group of patients, more
important in EP-TB, and the NKp46 expression was decreased in P-TB patients vs.
healthy controls and EP-TB cases. However, none of these differences reached

statistically significant levels.

The agreement with other studies and the preliminary findings in our work open the

possibility of further investigation in the field of EP-TB and immune reaction.



3. INTRODUCCIO- JUSTIFICACIO DEL PROJECTE

La Tuberculosi (TB), causada pel Mycobacterium tuberculosis (Mt) i descoberta per
Robert Koch I'any 1882, és la infeccidé bacteriana més important del mén. Cada any
moren més d'un milié i mig de persones i apareixen 8 milions de nous casos (1). La via
habitual de transmissié és I'aéria i, generalment, la infeccié s’estableix al pulmé. La
capacitat d’infeccié6 depén del nombre de bacils eliminats pel cas index i de la
susceptibilitat de I'hoste. El sistema immunitari de la majoria de les persones
infectades és capac de destruir el bacteri o d’inhibir-ne el creixement i mantenir-lo en
estat de laténcia. En aquest sentit, la OMS estima que un terg de la poblacié mundial
estan infectats perd que només el 10% desenvoluparan la malaltia al llarg de la seva
vida, sent els dos anys seglients a la infeccié el periode de temps amb major risc

d’emmalaltir (2).

Hi ha determinades malalties que disminueixen la resisténcia de l‘organisme a
desenvolupar la TB, com la silicosi, la diabetis mellitus, les malalties associades a
immunodepressié  -especialment la  infecci6 VIH-, diferents terapies
immunosupressores, l'edat inferior a 2 anys, la malnutricié, el tabaquisme i

I'alcoholisme, entre d’altres (3).

La forma clinica de presentacié de la malaltia és molt variable quant a la localitzacié i

la gravetat, que dependra de la viruléncia del micobacteri i de la immunitat de I’'hoste

(4).

L'agent causal penetra en I'organisme -quasi de forma exclusiva- per via respiratoria,
per la qual cosa la TB es localitza generalment als pulmons (TB pulmonar); pero, en
una proporcido variable (entre el 10% i 20% del total de TB en persones
immunocompetents) i, depenent dels factors préviament descrits, es pot produir una
disseminacié hematogena, que donara lloc a la TB en qualsevol altre organ (TB
extrapulmonar) (5,6). En els paisos desenvolupats ha augmentat la incidéncia
d’aquesta forma de TB com a conseqliéncia de l'epidémia de la SIDA -associat a
disminucié dels limfocits T CD4+ (7)- i de la immigracié, sobretot de paisos com
I’Africa i I’Asia, circumstancia que podria estar relacionada amb un augment de la

viruléncia del micobacteri o amb algun defecte immunitari de I'hoste (8).

La primera barrera defensiva contra la infeccié per TB és I'aparell mucociliar (5). Si la
Mt travessa aquesta barrera, arriba als alvéols pulmonars, on hi ha cél-lules del
sistema immunitari innat: els macrofags alveolars (Ma), els monocits (Mo), les

cél-lules dendritiques (CD) i les cél-lules Natural Killer (NK), entre d’altres. Si el



micobacteri sobreviu i prolifera dintre els Ma i Mo, actuen els mediadors immunitaris,
com I'IFN gamma-citoquina molt potent secretada predominantment per les cél-lules
NK i les cel-lules T- i, a través de senyals induides per interleuquina 12 (IL-12) i

interleuquina 18 (IL-18), activen els Ma i Mo per tal d’eliminar el bacil (9,10).

En el cas que el bacil tampoc hagi estat eliminat en aquesta fase, s’activen les CD a
través de la interaccié entre els receptors Toll-like (TLR) i el micobacteri, i migren cap
als noduls limfatics regionals per continuar amb la resposta immune, secretar més
citoguines, expressar molécules d’adhesid, atreure més Ma, Mo, NK i
cel-lulespolimorfonuclears, aixi com presentar I'antigen als limfocits T i activar la
resposta immunitaria adquirida. La resposta adquirida és cel-lular, del tipus
hipersensibilitat retardada i hi participen, sobretot, els limfocits T CD4+, CD8+ i
gamma-delta (11).

Es molt important que, durant tot el procés, hi hagi una bona connexié entre els
elements del sistema immunitari innat i els de I'adquirit. Si els dos sistemes immunes
funcionen correctament, en produir-se la infeccié es formara el granuloma i el bacil
s’hi quedara dintre en estat de laténcia, situacié que -en la majoria de persones
infectades- dura tota la vida. Pero, quan es produeix una situacié d'immunosupressio,
el bacil inicia el seu creixement de nou, surt del granuloma i és quan es produira el pas

d’infeccié al de malaltia clinica (9).

Les cél-lules NK constitueixen la tercera estirp de cél-lules de tipus limfoide. La

majoria expressen en la superficie les molécules FcgammaR-III (CD16) i CD56 que,
junt amb altres marcadors, defineixen a aquest grup cel-lular. Les NK, en condicions
normals, es poden trobar a la sang, melsa i moll d’0s i, en una proporciéo molt baixa,

als ganglis limfatics (12).

Participen en la primera linia defensiva enfront infeccions per alguns virus, parasits i
bacteris. També, poden intervenir en la resposta contra determinats tumors i
empelts. Les seves principals funcions sén la citotoxica i la secretora de nombroses
citoquines. A més a més, promouen l'activacié del sistema mononuclear-fagocitic,

afavoreixen el desenvolupament d’una resposta Th1l i regulen I'hematopoesi (13).

Per tal que les cél-lules NK desenvolupin la seva funcié, han d’identificar la cél-lula
diana. Per fer-ho, expressen diferents tipus de receptors amb funcido de
reconeixement de molécules en les cél-lules diana i, en conseqliéncia, d’activar la
seva maquinaria citolitica i/o secretora. L'accié final de les NK dependra de I'equilibri
entre els senyals inhibidors i activadors procedents dels seus receptors de superficie
(12).



Entre els receptors destaquen els de citotoxicitat natural, especifics de les cél-lules
NK, NKp30, NKp44 i NKp46, i altres com NKG2D, NKG2C, NKG2A, ILT-2, KIRs i
DNAM-1; aquests Ultims s’expressen en les NK pero, també, en altres tipus de

cel-lules, com en els limfocits TCD8, T CD4 i gammadelta (14).

Estudis realitzats sobre les NK i els seus receptors enfront situacions cliniques
patologiques mostren que un descens en I'expressio del receptor NKp30 en les NK de
sang periférica esta associat a una disminucio de la funcié de les NK. Aquest és el cas
de la infeccié per VIH-1 i de la leucémia aguda (15,16). També, en el cas d’altres
infeccions croniques, com el VHC i CMV, l'alteracio en les funcions de les NK esta

associada a un control pobre sobre el patogen (17,18).

Quant a la rellevancia de les NK en el procés de resisténcia enfront la infeccio
tuberculosa, la literatura ens aporta alguns estudis que han evidenciat la seva
participacié en dita resisténcia, eliminant Mo i Ma infectats amb el bacil (19),
secretant diferents citoquines proinflamatories, majoritariament IFNgamma, i
participant en la maduracié de les cél-lules dendritiques (20). Amb tot, la majoria
d’aquests estudis han estat realitzats en el cas de la TB pulmonar, alguns dels quals

comentarem.

Els estudis realitzats en sang periférica per avaluar canvis en les cél.lules NK mostren
resultats contradictoris. Si un estudi realitzat en malalts amb diagnostic recent de
TB-P mostra una disminucié -tant en percentatge com en nimero absolut- de cél-lules
NK en el grup de donants PPD+ respecte dels malalts i donants PPD- (21), en d’altres,
o no es veuen diferéncies (22), o es veu una disminucio del valor absolut d’'NK en els

malalts amb TB pulmonar respecte els donants PPD+ (23).

Quant al lloc on s’ha produit la malaltia (en aquest cas, el pulmd), hi ha un estudi
realitzat amb ratolins que hi mostra un augment en el percentatge de cél-lules NK
guan son infectats amb el micobacteri. Quan inactiven les NK, constaten que aquest
fet no incideix en el control del creixement del micobacteri, per la qual cosa conclouen
que, si bé les cél-lules NK participen en el control de la infeccid i en el pas de |'estat de
laténcia al de malaltia, la seva funcié se solapa amb la d’altres cél-lules del sistema

immune (24).

Sobre la participacio dels receptors de superficie, hi ha estudis que posen de manifest
que el reconeixement entre les NK i els Ma i Mo infectats amb el bacil es realitza a
través dels receptors NKG2D i NKp46 (25,26). També s’han estudiat alguns dels
lligands per aquests receptors que hi estan implicats, com és el cas de I'ULBP1 per al

receptor NKG2D (26). Un estudi publicat 'any 2009 mostra una disminucié dels



receptors NKp30 i NKp46 a l'inici del diagnostic de TB pulmonar i conclou que
aquestes alteracions podrien contribuir en el pas de I'estat de laténcia al de malaltia
(27).

Per altra banda, i com s’ha comentat anteriorment, el fet de presentar una forma
extrapulmonar tradueix una alteracié6 més important del sistema immunologic de
I'hoste, per la qual cosa és un bon model per estudiar els mecanismes fisiopatologics

que intervenen en la defensa enfront el micobacteri.

Perd, malgrat aquesta premissa, hi ha pocs estudis sobre malalts amb TB-EP que
hagin abordat el tema dels possibles defectes immunitaris, i la majoria d’ells han estat
focalitzats a estudiar els limfocits T, especialment els CD4+, trobant-ne una reduccié
en sang periférica, sobretot en els malalts amb formes més severes de la malaltia
(7,28).

Sobre I'actuacié de les cél-lules NK, només hi ha estudis en malalts amb TB pleural,
que en mostren una reduccié en el liquid pleural respecte sang periferica (29) i,

respecte dels receptors de superficie, no hi ha res descrit a la literatura.

Donat que hi ha una forta evidéncia que les cél-lules NK intervenen de forma
important en la resposta immune contra el desenvolupament de la malaltia
tuberculosa i, per l'altra, que el fet de presentar la disseminacié del bacil fora del
pulmo pot ser I'expressié d’algun defecte en el sistema immunitari del malalt, podria
ser que alteracions en les NK -0 en els seus receptors de superficie- contribuissin a la
preséncia de formes extra pulmonars de la malaltia, sent un camp inexplorat, tot i la

seva possible rellevancia.

Aixi, i partint d’aquesta premissa, |'eix d’aquesta investigacié ha estat el de comparar
el comportament de les cél-lules NK i dos dels seus receptors d’activacio en persones
que han desenvolupat la malaltia en la forma pulmonar i d’altres que ho han fet en

I'extrapulmonar i, ambdues, amb controls sans.



4. MATERIAL I METODES

1) Tipus de disseny: experimental
2) Poblacié d’estudi

2.1) Descripcié de la mostra: 15 malalts amb tuberculosi pulmonar, 15 malalts

amb tuberculosi extrapulmonar i 15 controls sans.
2.2) Criteris d’inclusié:

> Malalts amb  confirmacid  bacteriologica: preséncia de  tincio
Zielh-Neelsen/Auramina o cultiu en medi de Léwenstein en esput o en una

altra mostra biologica.
» Malalts amb alta sospita de malaltia:

% Per tuberculosi pulmonar: clinica, antecedent epidemiologic,
imatge radiologica compatible i bona resposta al tractament

especific.
% Per tuberculosi extrapulmonar:

** Serositis (pleural, peritoneal, pericardica): clinica, antecedent
epidemiolodgic, liquid compatible junt amb ADA elevat, prova de tuberculina i/o

IGRAS positiu i bona resposta al tractament especific

** Afectacid de SNC: clinica, antecedent epidemiologic, LCR compatible
amb ADA elevat, prova de tuberculina i/o IGRAS positiu i bona resposta al

tractament especific.

** Ganglionar: clinica, antecedent epidemioldgic, prova de tuberculina i/o

IGRAS positiu i bona resposta al tractament.

** Disseminada: afectacié de dos o més organs no contigus amb evidéncia

microbioldgica o per anatomo-patoldgica en almenys un d’ells.

> Malalts que portin menys de dues setmanes de tractament en el moment de

I'analisi.

> Malalts seleccionats amb independéncia del sexe, raca, pais d’origen,
antecedents laborals, antecedent de vacunacié amb BCG, resultat de la prova
de tuberculina o IGRAS
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2.3) Criteris d’exclusio:
e Malalts amb serologia positiva per VIH, VHC o VHB.

e Preséncia de malalties que debiliten el sistema immunitari: diabetis mellitus,
neoplasia activa, antecedent de transplantament d’organ, insuficiéncia renal

cronica, dialisi, malaltia autoimmunitaria, embaras.

e Malalts en tractament amb farmacs immunosupressors. En el cas dels

corticoides, que portessin més de sis setmanes de tractament.
e Malalts de més de 65 anys o menys de 15 anys.

2.4) Procedéncia de la mostra: es van incloure en |’'estudi malalts que complien els
criteris d’inclusié descrits, que estiguessin ingressats a |’'Hospital del Mar o visitats a

Consultes Externes o a I'Hospital de Dia de Medicina Interna/Infeccioses.
3) Procediment/analisi al laboratori

Es van extreure 20cc de sang fresca en un tub d’EDTA, a la vegada que se’ls hi va
realitzar una analitica de sang que inclogués bioquimica, funcido hepatica i
hemograma. A tots els donants, préviament a I'extraccid, se’ls va informar de I’'estudi

i del procediment i es va obtenir, degudament signat, el consentiment informat.
El protocol del processament de les mostres esta explicat amb detall a I'anex 1.

Un cop obtingudes les PBMC (cel-lules mononucleades de sang periférica) es va
realitzar I'analisi del percentatge de les NK (CD3-CD56+) i de l'expressio dels
receptors d’activaci6 NKG2D i NKp46 amb la técnica de citometria de flux. La
realitzacio, tant del processament de les mostres com de I'analisi posterior, es va
realitzar al Laboratori d’Immunologia de la Universitat Pompeu Fabra, localitzat al
PRBB (Parc de Recerca Biomedica de Barcelona), sota la tutela i col-laboracié de

I'equip d'Immunologia liderat pel Dr Miguel Lopez-Botet.
4) Analisi estadistic

Les dades cliniques i epidemiologiques es varen extreure de la informacio registrada
en les histories cliniques dels malalts. Totes les dades es van registrar en el programa
estadistic SPSS versid 13.0. Per al niumero absolut de cél-lules NK es va realitzar el

calcul a partir del seu valor en percentatge i del valor dels limfocits en sang.

Per a les variables amb distribucié normal es va realitzar el calcul de la mitjana i la
desviacid estandard, i -per fer les comparacions entre grups i el calcul de la p- es va

utilitzar la prova paramétrica Anova i el test de Tukey. La variable NKp46 es va
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transformar, elevant els corresponents valors al quadrat, per tal que presentés una
distribucié normal. Per a tot el procés i tractament estadistic es va rebre suport del
Servei d’Estadistica de I'IMIM. Es va considerar estadisticament significatiu un valor
de p de <0.05.
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5. RESULTATS

Caracteristiques cliniques/demografiques

A la Taula 1 hi ha la descripcié de les caracteristiques cliniques i demografiques dels

pacients i dels controls sans.

La mitjana d’edat en els controls sans, malalts amb TB-P i malalts amb TB-EP fou de
31.84/-7.34, 42.5+/-15.4 i 36.1+/-14.1, respectivament. Quant al sexe,
predominava el sexe masculi en el grup de malalts, sobretot en els que presentaven

TB-EP respecte els sans.
Per mostrar l'origen dels donants es van agrupar per continents (Taula 2).

La localitzacié de la malaltia extrapulmonar incloia el Sistema Nervids Central (n=2),
disseminada (n=5), pleural (n=3), peritoneal (n=3), ganglionar (n=2); tres pacients

amb TB-EP tenien, a la vegada, afectacié pulmonar.

Entre els malalts amb TB-P, tres van requerir oxigenoterapia durant I'ingrés. Un d’ells
va requerir ingrés a la Unitat de Cures Intensives i suport ventilatori amb VMNI

(ventilacié mecanica no invasiva).

La mitjana de dies entre I'inici de tractament i la inclusi6 a I'estudi va ser de 5.8 +/-
5.894 per la TB-P i de 4.33+/-1.95 per la TB-EP.

L'albimina era més baixa en els malalts, tant amb TB-P com amb TB-EP
(3.36g/dl+/-0.76 i 3.36g/dl+/-0.46 respectivament), que en els controls sans
(4.59g/dl+/-0.24).

Quant a la proteina C reactiva, la mediana en els malalts amb TB-P i TB-EP, era de
6.95 (IC 95%: 2.65-15.5) i 6.70 (IC 95%: 2.75-9) respectivament.

Limfocits en plasma, Cél-lules NK, CD3-CD56+, en sang periférica i els seus receptors
d’activaciéo NKp46 i NKG2D

Els valors més baixos de limfocits en plasma es varen trobar en el grup de malalts,
sent el valor més baix el dels malalts amb TB-P, seguida dels malalts amb TB-EP. En
cap de les comparacions entre grups, la diferéncia fou estadisticament significativa
(1469.3+/-580.76, 1482+/-652.536 i 1830+/-684.556 respectivament).

En comparar el percentatge d'NK, es va observar un augment en el grup de malalts
amb TB-P (18.7+/-11.9) respecte els TB-EP (16.1+/-8.04) i respecte els sans
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(16.1+/-7.53). Aquesta diferencia no es va considerar, pero, estadisticament

significativa.

En realitzar I'analisi de les NK en valors absoluts, es va observar un descens en el grup
de malalts respecte dels sans, sent els malalts amb TB-EP els que presentaven el
valor més baix (TB-EP 216+/-94.7, TB-P 245+/-125, sans 304+/-198). Tot i aixi, el
fet de tenir valors més baixos no es relacionava amb el fet de presentar formes més

greus de la malaltia.

Tant els valors d’ NK en percentatge i en absolut com els limfocits en plasma estan

representats a la taula 3 i a les grafiques 1, 2i 3.

Posteriorment es va realitzar |'analisi del percentatge d’expressié dels receptors
NKG2D i NKp46. En el cas de I'NKG2D, es va veure una tendéncia a presentar valors
més alts en el grup de malalts, sobretot els que presentaven TB-EP. En cap de les
comparacions, pero, fou estadisticament significativa la diferéncia (sans 90.6+/-9.13,
TB-P 92.4+/-6.76, TB-EP 94.2+/-8.34). En el cas de I'NKp46, els malalts amb TB-P
tenien menys expressié del receptor que els sans i els malalts amb TB-EP, pero, en
cap cas, la diferéncia es podia considerar estadisticament significativa (sans
7825+/-1558, TB-P 6845+/-3028, TB-EP 7282+/-1578 )(Taula 4 i grafiques 4 i 5).
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6. TAULES I GRAFIQUES

Controls sans

Edat (anys)
Sexe masculi
Albamina (g/dl)
PCR(mg/dl)
Dies de

tractament

n:15
31.8+/-7.34 42.5+/-15.4 36.1+/-14.1
7 (46.7%) 11 (73.3%) 14 (93.3%)
4.59+/-0.24 3.36+/-0.76 3.36+/-0.46
ND 6.95(2.65-15.5) 6.70(2.75-9)
ND 5.8+/-5.894 4.334+/-1.95

Taula 1. Caracteristiques cliniques. Es donen els valors de la mitjana i la desviacio
estandard per I'edat, albumina i dies de tractament; per al sexe, es dona la freqliéncia
i el percentatge. Per a la PCR, la mediana i I'IC 95%. PCR: proteina C reactiva. ND: no

disposem.

Controls sans

n: 15
Europa 7(46.7%) 7(46.7%) 2(13.3%)
Asia 4(26.7%) 3(20%) 9(60%)
Africa 1(6.67%) 2(13.3%) 3(20%)
Ameérica 3(20%) 3(20%) 1(6.67%)
del Sud

Taula 2. Distribucié per continents dels malalts, TB-P i TB-EP, i dels controls sans. Es
donen els valors en freqliencia i percentatge.
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Controls sans TB-EP p CS/TB-P p CS/TB-EP p TB-P/TB-EP

n: 15 n: 15

Limfocits (ul) 1469.3+/-580.76 1482+/-652.536 1830+/-684.556 0.306 0.331 0.998
CD3-CD56+pct 16.1+/-7.53 18.7+/-11.9 16.1+/-8.04 0.717 1 0.717
CD3-CD56+abs 304+/-198 245+/-125 216+/-94.7 0.524 0.243 0.841

Taula 3. Mitjana i desviacié estandard dels limfocits en plasma, NK en percentatge
(CD3-CD56+pct) i NK en valors absoluts (CD3-CD56+abs) amb les p corresponents al realitzar les
comparacions entre els diferents grups. CS: controls sans.
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Controls

sans
n: 15

TB-P
n: 15

p CS/TB-P p CS/TB-EP
n:15 n:15

PTB-P/TB-EP

n:15

NKG2D

qnNKp46

90.6+/-9.13

7825+/-1558

92.4+/-6.76

6845+/-3028

94.2+/-8.34 0.83 0.472

7282+/-1578 0.437 0.773

0.817

0.846

Taula 4. Percentatge d’expressio dels receptors d’activacié de les NK. Per a I'NKG2D:
mitjana i desviacio estandard. Per a I'NKp46: mitjana i desviacié estandard, un cop
transformada en variable de distribucié normal, mitjancant I'elevacié al quadrat dels seus

valors. CS: controls sans.

NKG2D

NKp46

Grafica 4. Distribucié en I'expressié del
receptor d’activacié NKG2D ens els tres
grups. La linea que es mostra en cadascun
dels grups és el valor de la mitjana.

Grafica 5. Distribucié en I'expressid
del receptor d’activacié NKp46 ens
els tres grups. Els valors donats sén
els reals, previa transformacio.
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7. DISCUSSIO

El que presentem és el primer estudi en el que s‘avalua una part del sistema
immunitari innat, comparant controls sans, malalts amb TB-P i malalts amb TB-EP,
per tal de poder detectar si el possible defecte immunitari que explicaria la malaltia
extrapulmonar -en la qual la resposta immunitaria de |'hoste es troba més
ultrapassada per la infeccidé- rau, totalment o parcial, en les cél-lules NK. Amb aquest
estudi pretenem contribuir a aclarir algunes de les incognites que envolten el fet que
hi hagi persones que, infectades pel bacil de Koch, el destrueixen de bell antuvi,
d’altres queden infectades pel micobacteri perd el mantenen en estat de laténcia dins
d’un granuloma, i, per contra, n’hi ha d’altres que desenvolupen una tuberculosi TB,

sigui circumscrita al pulmé o disseminada en altres organs (TB-EP).

Tot i que les diferéncies detectades no han assolit nivell de significacié estadistica,
hem trobat diferéncies numeriques en el percentatge de cél-lules NK i en la expressid
dels seus receptors que poden, a partir d’'aquests resultats preliminars en una mostra
molt reduida, obrir la possibilitat d’aclarir una part de la resposta immune a les

diferents formes de presentacié de la malaltia tuberculosa.

De fet, hi ha un gran nimero d’estudis realitzats per coneixer i avaluar quins factors
o elements clinics i/o epidemioldgics predisposen una persona a la infeccid
tuberculosa, sobre quines son les funcions i reaccions del sistema immunitari innat i
de I'adquirit, quan i per qué es produeix el pas d’infeccié a malaltia i, fins i tot, encara
que molts menys, sobre quin podria ser el defecte en el sistema immune que

permetria la disseminacié del bacil fora del pulmoé.

Quant a la participacid, més o menys decisiva, de les cél-lules NK en la lluita i control
de la infeccié tuberculosa, la seva funcié exacta in vivo és un enigma i hi ha pocs
estudis al respecte, tot i que esta acceptada dita participacié gracies a alguns estudis
fets, encara que la majoria girin entorn de la TB-P, constatant una gran caréncia sobre
la TB-EP.

a) Observacio clinica-epidemiologica

Segons la literatura, els estudis epidemiologics fets en paisos industrialitzats mostren
que la gent jove, les dones i els malalts originaris de I’Asia i I’Africa tenen més risc de
presentar TB-EP (30-32).
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Quant als malalts inclosos en el nostre estudi, cal destacar-ne el gran predomini de
procedéncia d’Asia en el grup de TB-EP, fet que coincideix amb estudis previs
realitzats; per exemple, en un estudi recent realitzat a Dinamarca i Groenlandia -que
incloia 5.684 pacients recollits entre els anys 1992 i 2007 -es destaca que la proporcio
de malalts amb TB-EP procedents d’Asia era del 58.5%, en contrast amb els
procedents de Dinamarca, que era només d’un 21.4% (33). Probablement aquesta
diferéncia ve donada-a part de per causa de factors immunologics del propi hoste- per
factors del micobacteri que, segons |'origen de I’'hoste, donarien lloc a soques més o

menys virulentes.

b) Estudi immunologic

Hi ha forca estudis realitzats amb la finalitat d'avaluar les possibles alteracions
immunologiques dels malalts amb TB a partir de la comparacioé dels diferents subtipus
cel-lulars en sang periférica. La majoria d’ells, perd, s’han focalitzat en estudiar els
limfocits T, sobretot els T CD4+ (34). Per contra, se n’han realitzat pocs respecte de

les NK i, @ més a més, els que s’han fet han estat sobre malalts amb TB-P.

Tenint en compte aquest buit respecte de la TB-EP, aquesta investigacio s’ha centrat
en la comparacié de malalts de TB-P i TB-EP amb controls sans pero, també, i d’aqui
la rellevancia de l'estudi, entre ells mateixos, sota la hipotesi que un defecte o
mancanca en les NK del sistema immunologic innat podrien ser la causa d’'una TB més

disseminada.

Al respecte, en I'estudi s’han trobat algunes diferéncies numeériques interessants. Si
bé no s’han trobat diferéncies en el percentatge d’NK entre els tres grups, si que se
n'han trobat en el valor absolut en el grup de malalts i, més considerable encara, en

els malalts amb TB-EP, aixi com, també, en el valor de limfocits en plasma.

Si revisem el que hi ha descrit a la literatura fins ara, hi trobarem tres estudis
realitzats en malalts amb TB-P. En el primer d’ells es van comparar el percentatge i
numero absolut de diferents subtipus cel-lulars en sang periférica en malalts amb TB
pulmonar, aixi com el nimero absolut de limfocits en plasma, tant a l'inici de la
malaltia com en finalitzar el tractament. Si bé es va trobar una disminucié en el
percentatge de limfocits B a linici de la malaltia -els quals es recuperaven
posteriorment- no es van trobar diferéncies ni en el percentatge d’NK ni de limfocits T,
limfocits T CD4, T CD8, T gammadelta ni en la ratio CD4/CD8. Per contra, si que es va

observar una disminucié de limfocits en plasma —que tornaven a valors quasi normals
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posteriorment- i una disminucié d’NK en valors absoluts, tant a l'inici de la malaltia

com al finalitzar el tractament (23).

Focalitzant-ho en les NK, aquests resultats coincideixen amb un estudi posterior on
tampoc trobaven diferéncies en el percentatge d'NK; en aquest cas no es va realitzar
el calcul d'NK en valors absoluts (22). Un estudi posterior, perd, mostrava resultats
contraris, havent trobat una disminucié en el percentatge i nimero absolut d'NK en

sans PPD positius respecte malalts amb TB-P i sans PPD negatius (21).

La nostra investigacié té coincidéncies importants amb el primer estudi citat, quant a
valors a l'inici de la malaltia, perdo no podem establir comparacions en finalitzar el
tractament (en I'estudi citat, el nGmero absolut d'NK es mantenia baix, concloent que
podria ser un factor predisponent a desenvolupar la malaltia), ja que nosaltres no

disposem d’aquesta informacio.

De totes maneres, aquells resultats si que ens poden servir per fer una extrapolacio,
ja que el fet que en el nostre estudi els malalts extrapulmonars tinguin més baix el
numero d’NK que els malalts pulmonars i que els controls sans, ens fa albirar que
aquesta diferéncia podria ser un factor predisponent a formes més disseminades de la
malaltia, fet que aniria a favor de la nostra hipotesi de treball i s’aproximaria a les
troballes realitzades sobre el risc de desenvolupar més la forma extrapulmonar com
més baix valor de limfocits T CD4+ (7,28), tant en malalts VIH positius com VIH
negatius. Tot i aixi, no podem ser taxatius amb aquesta afirmacié que, per altra

banda, obre una porta a hipotesis per a futures investigacions al respecte.

Tanmateix, tot i que en un dels estudis comentats sobre els limfocits T CD4+ en
malalts amb TB-EP es podia observar una relacié entre els valors més baixos de
limfocits T CD4+ i les formes més severes de TB (7), en els nostres malalts no hi hem

observat aquesta relacid.

Quant als receptors, no s’han trobat diferéncies estadisticament significatives en el
percentatge d’expressié dels receptors NKG2D i NKp46, ni comparant malalts i sans ni

al comparar els malalts amb TB-P i els malalts amb TB-EP.

Amb tot, s’aprecia una tendéncia a tenir valors més alts en el percentatge d’expressio
del receptor NKG2D en el grup de malalts, sobretot en els que van desenvolupar la TB
extrapulmonar, entrant en contradicci6 amb la hipotesi de treball quant a que
alteracions en l’'expressié en alguns dels receptors de les NK predisposarien a
presentar formes extrapulmonars de la malaltia. Tampoc coincidiria amb el resultat
d’un estudi on no s’observen diferéncies en I'expressié d’aquest receptor en malalts

amb TB-P (27). Podriem pensar que, tot i que com hem dit, la diferéncia és molt
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petita, com més greu és la forma de presentacio de la malaltia, més expressio del
receptor d’activacio per tal d’actuar enfront del micobacteri. De totes maneres, tant
perqué només és una tendéncia, com perqué el tamany de la mostra és baix, no

podem treure conclusions clares al respecte.

Quant al receptor NKp46, els nostres resultats no confirmen els obtinguts en el mateix
estudi, ja citat préviament, que mostrava una disminucié en |’‘expressié d’aquest
receptor en els malalts amb TB-P respecte els controls sans (27). Ara bé, quan ens
fixem en el valor de la mitjana, si que els malalts amb TB-P tenen un valor més baix,
encara que creiem que aquest valor esta influenciat per dos pacients amb un resultat
obtingut molt baix, el qual, molt probablement, pot ser atribuit a un error de técnica.
En els malalts amb TB-EP no es veuen diferéncies respecte els sans ni respecte els

malalts amb TB-P.

Davant aquestes troballes, pensem que, si bé hi ha estudis que demostren tant la
participacié de les ceél-lules NK com la dels seus receptors NKG2D i NKp46 en la
resposta immunitaria enfront la infeccié per Mti la lisis de macrofags i monocits
infectats pel bacil (19,25,26), el fet de no trobar diferéncies estadisticament
significatives -ni en avaluar la subpoblacio cel-lular NK ni els receptors en cap dels dos
tipus de malaltia tuberculosa respecte els controls sans, ni entre les dos formes
cliniques- fa pensar que, probablement, hi ha molts altres factors, tant per part de
I'hoste com del bacil, que determinen que el micobacteri es repliqui, surti del
granuloma i provoqui el pas de I'estat de laténcia al de malaltia, ja sigui localitzada al

pulmé o en qualsevol altra part de I'organisme.

Amb tot, la present analisi és un estudi preliminar i exploratori i, per tant, té algunes
limitacions inherents a aquest fet. El nombre de malalts és molt limitat i, per tant,
algunes de les diferéncies que hi poguessin existir es podrien no haver demostrat per
manca de poder estadistic. A més a més, la variabilitat de les técniques emprades en
les analisis immunologiques contribueix de forma important a aquest factor, el qual
ens podria haver limitat a detectar diferencies. També I’heterogeneitat étnica i clinica
dels nostres malalts podria haver dificultat la deteccié d’alteracions, aixi com el fet
que estem avaluant elements del sistema de defensa en sang periféerica, no en el teixit

on es localitza la infeccio i la malaltia clinica.

Tanmateix, hi ha elements que, pensem, atribueixen valor al nostre estudi. En primer
lloc, explora els mecanismes fisiopatologics d’'una malaltia amb molt alt impacte.
També es focalitza en aspectes de la resposta immune al micobacteri, fonamentals en

I'inici i desenvolupament de la malaltia i en la gravetat de la forma clinica.
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Finalment, pensem que serveix per a suggerir hipotesis que poden ser
desenvolupades i explorades amb més profunditat en treballs posteriors sobre aquest

tema.
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8. CONCLUSIONS

En el present estudi, exploratori i preliminar, hem observat diferéncies numeriques en
les cél-lules NK i I'expressid dels seus receptors que malgrat no han assolit significacid
estadistica, son la base per a plantejar i desenvolupar hipotesis sobre la resposta
immune innata a la infeccid tuberculosa. Fins a on sabem, aquest és el primer treball
en analitzar aquestes relacions en malalts amb tuberculosi, tant pulmonar com,
especificament, la seva forma més greu, |’ extrapulmonar. Aixd0 permetria
desenvolupar noves estratégies preventives i terapeutiques per frenar la infeccio
tuberculosa, la reactivacié des de |'estat de laténcia, aixi com identificar les persones

amb risc de presentar formes més severes de Tuberculosi.
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11. ANEX 1

PROTOCOL DE PROCESSAMENT DE LA MOSTRA

ANTICOSSOS

- anti mouse IgG-PE

- anti human CD3-PerCP

10.

11.

12.

13.

- anti human CD56-APC

Obtenir 20cc de sang total conservada en tub d’EDTA.

Separar les PBMC (cél.lules mononucleades de sang periféerica)
per densitat amb Ficoll (Lymphoprep).

Incubar sis milions de PBMC amb 2ml de la solucié del bloqueig
d’'Ig agregada.

Afegir els sobrenedants que contenen els diferents anticossos
dels receptors a analitzar.

Incubar 20 minuts a 40°.

Fer dos rentats amb PBS i descartar el sobrenedant. Entre cada
rentat, centrifugar a 1800rpm a 4° durant 3 minuts.

Incubar amb l'anticos secundari anti mouse IgG-PE a una
dilucié 1/50.

Incubar 20 minuts a 49°.

Fer tres rentats amb PBS i descartar el sobrenedant. Entre
cada rentat, centrifugar a 1800rpm a 4° durant 3 minuts.

Afegir la resta dels anticossos (CD3-PerCP i CD56-APC).
Incubar 20 minuts a 49°.

Fer dos rentats amb PBS i descartar el sobrenedant. Entre cada
rentat, centrifugar a 1800rpm a 49 durant 3 minuts.

Afegir 200 microlitres de PBS i passar la mostra a tubs petits
per tal de realitzar I’'analisi en el citometre.

- anti human NKG2D, Bat221

- anti human NKp46, Bab281
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