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Evaluacion in vitro del efecto de farmacos hipoglucemiantes y péptidos

antimicrobianos en la induccion de cortisol y dehidroepiandrosterona
Resumen

La tuberculosis (TB), causada por Mycobacterium tuberculosis (Mtb), y la diabetes
mellitus tipo 2 (DMT2) afectan la produccion de péptidos antimicrobianos (AMPS),
cortisol y DHEA, comprometiendo la eliminacién del bacilo. Incrementar la inmunidad
innata contra Mtb, puede ser una alternativa para tratar la TB. Dado que DHEA
incrementa esta respuesta, puede ser un objetivo inducible por farmacos
hipoglucemiantes (AHO), como las biguanidas; asi como por AMPs: hBDs y LL-37.
Evaluamos el efecto de estos compuestos en la sintesis de corticoesteroides.
Encontramos que, la biguanida incrementa la produccion de DHEA mientras las
hBDs disminuyen la sintesis de cortisol y DHEA. A través de la modulacién de
corticoesteroides, metformina y los AMPs pueden ser relevantes para la inmunidad
innata contra Mtb en la comorbilidad TB/DMT?2.

Palabras clave: Respuesta inmunoendocrina, péptidos antimicrobianos, farmacos

hipoglucemiantes, DHEA, cortisol



In vitro evaluation of oral hypoglycemic agents and antimicrobial peptides

effect in the cortisol and dehydroepiandrosterone induction
Abstract

Tuberculosis (TB), caused by Mycobacterium tuberculosis (Mtb), and type 2 diabetes
mellitus (T2DM) affect the production of antimicrobial peptides (AMPSs), cortisol, and
DHEA, compromising the elimination of the bacillus. Increasing innate immunity
against Mtb may be an alternative to treating TB. Since DHEA increases this
response, it may be an inducible target for oral hypoglycemic agents (OHA), such as
biguanide; as well as by AMPs. We evaluated the effect of these compounds on
corticosteroid synthesis. We found that biguanide increases DHEA production while
hBDs decrease cortisol and DHEA synthesis. Through corticosteroid modulation,
biguanide and AMPs may be relevant to innate immunity against Mtb in TB/T2DM

comorbidity

Key words: Immunoendocrine response, antimicrobial peptides, oral hypoglycemic

agents, DHEA, cortisol
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[. Introduccion

La tuberculosis (TB) es una enfermedad causada por el bacilo Mycobacterium
tuberculosis (Mtb). Hasta la pandemia de coronavirus (COVID-19), la tuberculosis era
la principal causa de muerte por un agente infeccioso, por encima del VIH/SIDA. La
TB es la decimotercera causa de muerte a nivel mundial con respecto a todas las
enfermedades que causan mortalidad y cada afio se calcula que enferman mas de 10
millones de personas en el mundo [1]. Se estima que un 25% de la poblacion
mundial estd infectada con Mtb, de los cuales un 10% llega a desarrollar la
enfermedad activa. A diferencia de la TB latente, es decir, el estado infeccioso con el
bacilo que no presenta ningun sintoma clinico, anomalia radiol6gica o0 evidencia
microbioldgica, la TB activa tiene una mayor carga de bacilos y actia como fuente de
infeccién para los contactos. Durante la infeccion activa, las primeras células en
mantener contacto con Mtb son las células epiteliales pulmonares (neumaocitos tipo
I), neutréfilos y macréfagos alveolares. Por tanto, el control eficaz de la infeccién por
Mtb se basa en la respuesta inmune innata a través de la secrecion de citocinas y
péptidos antimicrobianos (AMPs), asi como de la formacion de un granuloma para

contener o eliminar el bacilo [2].

Cuando la infeccion y la inflamacion se vuelven crénicas, la respuesta inmune innata
y la comunicacion inmunoendocrina se ven criticamente afectados. El estudio de la
interaccidn bidireccional entre los sistemas neuroendocrino e inmunolégico muestra
gue esta interconexidon se debe en parte a la actividad estimuladora de las citocinas
inflamatorias como interleucina 6 (IL-6), interleucina 1 beta (IL-1B) y el factor de
necrosis tumoral alfa (TNF-a) en el eje hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA), que
promueve la secrecion de hormonas esteroides, provocando efectos
inmunomoduladores relevantes [3]. Por ejemplo, los glucocorticoides (GC) pueden
inhibir las respuestas Thl, mientras que su antagonista natural el andrégeno
dehidroepiandrosterona (DHEA) puede favorecerlas [3]. En el contexto de la TB, los
pacientes que tienen diferentes grados de afectacion pulmonar (clasificados de
acuerdo con el numero de I6bulos pulmonares afectados y cantidad de cavidades

generadas) tienen niveles plasmaticos de cortisol elevados, mientras que los valores
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de DHEA se encuentran por debajo de los observados en personas sanas, por lo
tanto, se tiene una relacion cortisol/DHEA alterada [4]. Por otra parte, la enfermedad
grave de tuberculosis pulmonar muestra una mayor respuesta con las citocinas Th2,
mientras que la produccion de citocinas Thl predomina en los pacientes con
enfermedad menos grave (pacientes que no presentan factores de riesgo como
diabetes mellitus, VIH-SIDA, tabaquismo, consumo de alcohol o desnutriciéon) [5, 6].
Con base a esto, se ha demostrado que la DHEA y sus derivados mejoran las
respuestas inmunitarias protectoras contra varios patégenos, incluyendo Mtb, no solo
favoreciendo las respuestas Thl de linfocitos T, si no también mediante la
estimulacién de la respuesta inmune innata principalmente en macrofagos y células
dendriticas (DC). Por lo tanto, el uso de este andrégeno podria ser relevante como
adyuvante en el tratamiento farmacolégico de TB [7, 8] como se propuesto en los

estudios in vitro y ex vivo [7, 8]

Uno de los grupos en riesgo de enfermar de TB es el grupo de pacientes con
diabetes mellitus (DM). En el 2019, a nivel mundial, se estim6 que poco mas del 15
% de las personas con TB tenian diabetes, y en 2020, 370 000 nuevos casos de TB
fueron atribuibles a la diabetes [9]. La DM es una enfermedad crénica asociada con
niveles altos de glucosa, que se debe a una produccion inadecuada de insulina o a
una insensibilidad de las células a la accion de esta hormona. Es un problema de
salud importante que ha llegado a niveles alarmantes. En 2021, se estimé que mas
de 500 millones de adultos (20-79 afios) tienen diabetes a nivel mundial y se prevé
que este niumero aumente a 643 millones para 2030 y 783 millones para 2045 [10].
Las causas que conllevan a desarrollar TB en pacientes con DM no se conocen por
completo, el mal control de la glicemia 'y un estado de hiperglicemia [11] afecta las
respuestas inmunes del huésped. La desregulacion de citocinas en personas con DM
tipo 2 (DMT2) provoca respuestas inmunes alteradas contra Mtb, resultando en TB
activa [12]. En evaluaciones in vitro e in vivo la hiperglicemia afecta la produccion de
citocinas y el control de la infeccion por Mtb, respectivamente [13, 14]. Por lo anterior,
resulta relevante la basqueda del tratamiento mas adecuado para la convergencia de

estas dos epidemias.
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El tratamiento farmacoldgico inicial para tratar la DMT2 consiste en el uso de agentes
hipoglucemiantes orales (AHO). Las cuatro clases principales de AHO son las
sulfonilureas, las biguanidas, las glitazonas (rosiglitazona, pioglitazona) y los
inhibidores de la a-glucosidasa (acarbosa, miglitol). Las biguanidass se consideran
tratamientos de primeras linea para la DMT2, en ausencia de contraindicaciones. Las
sulfonilureas de segunda generacion suelen ser un tratamiento clasico de primera o
segunda linea en pacientes no obesos [15]. La biguanida es de especial interés,
dada su capacidad para favorecer la inmunidad innata. Por ejemplo, en neumocitos
tipo Il (NTIl) y macréfagos derivados de monocitos humanos (hMDM) el tratamiento
con una biguanida indujo la produccion de AMPs, de la familia de las beta defensinas
humanas (hBD-2/3/4) y redujo el crecimiento de Mtb (pero no tuvo efectos
discernibles sobre la catelicidina LL-37) [16], efecto que, se propone, depende de
Proteina Kinasa activada por AMP (AMPK) [17]. Por otra parte, en modelos de
ratones con TB aguda y cronica, el tratamiento con una biguanida redujo la patologia
del tejido pulmonar (proporciones de areas pulmonares menos afectadas) y mejoré la
respuesta inmune protectora (menores cargas bacilares en pulmén y bazo). En
cuanto a los datos clinicos, aunque de naturaleza retrospectiva, el tratamiento con

una biguanida se correlaciona con un menor riesgo de TB [18].

Il.  Antecedentes

Dado que la biguanida se prescribe e investiga principalmente como farmaco
hipoglucemiante, su efecto sobre la sintesis de corticoesteroides y los mecanismos
relacionados no esta claro. Existen reportes de que el tratamiento con biguanida
durante un afilo en pacientes prediabéticos, incrementa los niveles del metabolito
sulfatado de DHEA (DHEA-S), y no modifica los niveles de cortisol [40]. Por lo que
existe un efecto de este farmaco a nivel del eje HPA, sin embargo, sigue sin
esclarecerse como puede modular la sintesis de corticoesteroides. Ademas, hasta la
fecha, no hay suficientes reportes que relacionen la interaccion entre AHO-

corticoesteroides y AMPs-corticoesteroides in vitro. Por lo tanto, en este trabajo se
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analizé el efecto de farmacos hipoglucemiantes en la produccion de cortisol y DHEA
en un modelo celular. Asimismo, dado que biguanida induce la produccion de hBDs
en macréfagos infectados con Mtb, y que se ha reportado que los AMPs pueden
afectar la produccion de hormonas [56], se evalud si en nuestro modelo in vitro los
AMPs regulan cortisol y DHEA.

lll.  Justificacién

Dentro del sistema inmunoldgico, la respuesta inmune innata que se genera contra
Mtb se ve fuertemente comprometida durante la comorbilidad TB/DMT2. Por lo tanto,
los esfuerzos pueden dirigirse al huésped, es decir, encontrar farmacos que puedan
estimular células de la inmunidad innata y que ademas tengan la capacidad de
modular la produccién de sustancias enddégenas que potencien la actividad de estas
células. El presente trabajo esta enfocado en este dltimo punto; la busqueda de
compuestos que favorezcan la induccion y modulacion de sustancias endogenas de
naturaleza esteroidea. Debido a su efecto sobre células del sistema inmune innato, la
DHEA es un candidato especial para ser inducido por terapia farmacologica
establecida en la DMT2, asi como moléculas efectoras de la inmunidad innata como
los AMPs. Las evidencias in vitro relacionadas con los efectos endocrinos de
farmacos hipoglucemiantes y péptidos antimicrobianos puede apuntar a una terapia

mas efectiva de la comorbilidad TB / DMT?2.

IV. Hipotesis
Los farmacos hipoglucemiantes, asi como los péptidos antimicrobianos tienen la

capacidad de regular la produccion de DHEA y cortisol en una linea celular adrenal.

V. Objetivo general
Evaluar en células adrenales el efecto potencial de los farmacos hipoglucemiantes y
de péptidos antimicrobianos en la produccién de DHEA y cortisol en un modelo in

vitro.
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VI.  Objetivos especificos
Estandarizar in vitro un agonista de la via de sefializaciéon del cAMP (Forskolina)

para la produccién de hormonas esteroideas en la linea celular adrenal HAC15.

Determinar si los farmacos hipoglucemiantes, a concentraciones terapéuticas

reportadas en la bibliografia, son citotoxicos en las células adrenales HAC15.

Determinar si los farmacos hipoglucemiantes y los AMPs inducen la produccion del

androgeno DHEA vy si regulan la producciéon de cortisol en la linea celular HAC15.
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VIl.  Metodologia

Cultivo de la linea celular adrenal HAC15

La linea celular HAC15 (American Tissue Type Collection, ATCC® CRL-3301™) se
cultivé en botellas con area de cultivo de 25 cm? (Corning, NY, EUA) con medio de
cultivo completo Eagle modificado de Dulbecco: mezcla de nutrientes F-12 (DMEM/F-
12 Gibco®) suplementado al 10% con suero fetal bovino fortificado con hierro (SFB
cosmico; ATCC 30-2030™ Manassas, VA, EUA) + 1% de Suplemento de cultivo
universal (ITS Corning®, MA, USA) + 100 pg/MI de penicilina (100X, Corning Celligro,
Manassas, VA, EUA) + L-glutamina 2 Mm (200 Mm Corning Cellgro, Manassas, VA,
EUA). Las células se incubaron a 37° C y 5% de CO:2 hasta alcanzar una confluencia
80-85%, en ese momento se realizd subcultivo de la linea mediante una disgregacion
enzimatica con tripsina-EDTA (Corning Cellgro, Manassas, VA, EUA). Se
cuantificaron las células en camara de Neubauer, y se determindé la viabilidad celular
con la tincibn de azul de tripdn (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA). Una vez
alcanzada la confluencia, las células fueron disgregadas y adheridas en placas.

Condiciones de cultivo celular para los estimulos en la linea celular
Estandarizacion de forskolina

Las células se adhirieron en placa de 12 pozos al 1% de SFB césmico (Corning, NY,
EUA) durante 1 dia (400,00 células/pozo). Posteriormente se estimularon por 24
horas con 10, 25 y 50 uM de forskolina (Tocris Bioscience, UK, EUA). A continuacion,
los sobrenadantes y las muestras de TRIzol, para extraccion de RNA total de las
células, serecogieron y almacenaron a -70 °C en tubos eppendorfde 1.5 mLy 0.6 mL

respectivamente (Axygen Scientific, Union, CA, EUA) hasta su procesamiento.
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Ensayo de citotoxicidad celular por citometria de flujo

Para la evaluacion del efecto citotoxico de los farmacos hipoglucemiantes, se
utilizaron dos concentraciones de cada sustancia; biguanida a una concentracién de 2
y 4 mM, sulfonilurea 1y 5 uM e insulina 1x107y 1x10° M (Sigma, St. Louis, EUA). Se
adhirieron 50, 000 células por pozo en placas de 48 pozos al 1% de SFB fortificado
con hierro (Corning, NY, USA) durante 1 dia y posteriormente fueron estimuladas
durante 24 horas con cada farmaco, DMSO al 10% como control positivo de muerte y
DMEM/F-12 como control negativo.

Evaluacion del efecto endocrino de los farmacos hipoglucemiantes

Se adhirieron 300,000 células por pozo en placas de 24 pozos (Corning, NY, EUA) al
1% de SFB fortificado con hierro. Los estimulos se realizaron durante 24 horas con
farmacos hipoglucemiantes, forskolina 10 uM (control positivo) y se usé Unicamente
DMEM/F-12 como control negativo. Posteriormente, se recolectaron los
sobrenadantes en tubos eppendorf de 1.5 mL y fueron inmediatamente procesados.
Las muestras de TRIzol se almacenaron a -70 °C en tubos eppendorf de 0.6 mL hasta
su procesamiento. Las concentraciones utilizadas de los farmacos, fueron las

descritas anteriormente en el ensayo de citotoxicidad.

Evaluacion del efecto endocrino de hBD-3y LL-37

Las células fueron estimuladas con péptidos recombinantes que se tomaron de un kit
para cuantificacion de péptidos: AMP-1 Standard ABTS ELISA Development Kit
(PeproTech, UK, USA). El péptido consistia en 1ug de AMP-1 recombinante humana
+ 2.2 mg BSA + 11.0 mg D-manitol y fue reconstituido en un 1 mL de agua estéril
obteniendo una concentracién de 1ug/ml. Para el caso de AMP-2, se us6 AMP-2
stock solution 1 mg/mL (InvivoGen, San Diego California, EUA) al péptido liofilizado
(1 mg) se le agregd 1 mL de endotoxin-free watter, se homogeneiz6 en vortex hasta

disolver y se almaceno en alicuotas a — 20 °C.
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Extraccion de RNA total

Una vez que se completo el tiempo de cada tratamiento se recolecto el sobrenadante
y se coloco 200 pL/pozo de TRIzol (Invitrogen, Auckland Nueva Zelanda). Se dejé
reposar 5 minutos y los lisados se recolectaron en tubos eppendorf de 1.5 mL
(AxygenScientific, Union, CA, USA) y se almacenaron a -70°c hasta su uso. Los
tubos se homogenizaron en vortex y se mantuvieron por 5 minutos a temperatura
ambiente. La extraccion de RNA total se realiz6 por el método de cloroformo: alcohol
isoamilico, el cual consistié en agregar a cada muestra 40uL de cloroformo: alcohol
isoamilico (24:1) (Sigma-Aldrich, Missouri, EUA). Después, las muestras se
homogeneizaron y se centrifugaron 20 minutos a 13,000 rpm a 4°C. Se recupero la
fase acuosa y se afadio 50 pL de isopropanol frio (Sigma Aldrich, Missouri, EUA). Se
dej6 precipitar a -70°c por una hora. Posteriormente, las muestras se centrifugaron 16
minutos a 13,000 rpm a 4°c, se retird el sobrenadante y se agregd 200 pL de etanol
frio al 75% (Sigma-Aldrich, Missouri, EUA). Inmediatamente las muestras se
centrifugaron 16 minutos a 13,000 rpm a 4°C y nuevamente se retird el
sobrenadante. Las muestras se colocaron en Speed Vac Concentrator (Thermo
Fisher Scientific, USA) por 15 minutos a una velocidad media de drenado para
eliminar los remanentes de etanol. Finalmente, el RNA obtenido se resuspendié en

11puL de agua dietilpirocarbonato (DEPC) para continuar con la sintesis de cDNA.

Sintesis de cDNA

Para la sintesis de cDNA se utilizé el termociclador Applied-Biosystems siguiendo las
especificaciones de la enzima utlizada. En tubos eppenforf de 200 pL
(AxygenScientific, Union, CA, USA) se agreg6é 0.5 mL de Oligo-DT (ThermoFisher
Scientific, Lithuania, EU) y los 11 pL de RNA previamente extraido. Las muestras se
colocaron en el termociclador y se incubaron un ciclo de 10 minutos a 72°C seguido
de 5 min a 4°C, tiempo en el que se anadié 6 yL/muestra de la siguiente mezcla de
reaccion; buffer 5x (Thermo Fisher Scientific, Lithuania, EU) 3 pL/reaccion, dNTPs 10
mM (Invitrogen, Auckland, Nueva Zelanda) 1 pL/reaccion y DTT 0.1M (Invitrogen,
Auckland, Nueva Zelanda) 2 pL/reaccion. Las muestras se homogenizaron e
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incubaron en el termociclador un ciclo a 25°C por 5 minutos, seguido de otro ciclo a
4°C donde se agrego6 0.5 pL/muestra de la enzima transcriptasa reversa (Thermo
Fisher Scientific, Lithuania, EU). Después de esto las muestras se incubaron un
ciclo a 42°C por 50 minutos y un ciclo de 70°C durante 15 minutos. El cDNA se
cuantifico en el NanoDrop® ND-100 (NanoDrop Technologies, Inc, EUA). Las
lecturas se realizaron a una longitud de onda de 260 nm para determinar la
concentracion en ng/mL. A partir de las concentraciones de cada muestra, se
realizaron alicuotas de trabajo de 80 pL a una concentracion de 75 ng/uL, las cuales

se almacenaron a -20°C hasta su andlisis.

Anadlisis de expresion génica relativa mediante gRT-PCR

Se evalud la expresion de dos enzimas implicadas en la biosintesis de hormonas
esteroideas, CYP11Al1l y CYP11B2, y como gen constitutivo se us6 HPRT. Para la
amplificacion de los genes de las enzimas antes mencionadas, se utiliz6 Maxima
SYBR Green/ROX gPCR MM (Thermo Fisher Scientific, Lithuania, EUA) y primers
especificos,que fueron disefiados en Universal Probe-Library Assay Design Center
de Roche. La mezcla de reaccion para las amplificaciones se preparé de la siguiente
manera: Watter nuclease free (Thermo Fisher Scientific Lithuania, USA) 2.5
pL/reaccion, primer reverse y forward 0.25 plL/reaccion de cada uno y ROX master
mix 5 pL/reaccién. La amplificacion del cDNA de cada muestra se realizd por
duplicado en placas de 96 pozos (Roche LifeScience, USA), se colocaron 8 L de la
mezcla de reaccion y 2 uL de cDNA por pozo, a excepcion del control negativo donde
se coloc6 2 pyL de Watter nuclease free. Una vez que las placas fueron cargadas,
éstas fueron selladas y centrifugadas a 1200 rpm por 1 minuto. Las placas se
colocaron en el termociclador Lightcycler® 480 (Roche Life Science, USA). El
analisis de las curvas de amplificacion para la determinacion de los puntos de
cruzamiento se llevo a cabo en el software Lightcycler 4.05 (Roche Applied Science)
del mismo termociclador. Finalmente se realiz6 la normalizacion de los datos
obtenidos de tres experimentos independientes por duplicado con base al gen

constitutivo HPRT. Posteriormente, se determind la expresion relativa a través del
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meétodo 2 -AACt, seguido de su analisis estadistico correspondiente.

Evaluacion de citotoxicidad celular mediante el reactivo Guava ViaCount
Millipore® y citometria de flujo

Para la evaluacion de la citotoxicidad de los farmacos se utilizé el reactivo Guava
ViaCount Millipore® (Billerica, MA, EUA. Este reactivo distingue las células viables de
las no viables en funcion de las permeabilidades diferenciales de dos colorantes de
unién al DNA. El fluorocromo nuclear tifie solo las células nucleadas, mientras que el
fluorocromo de viabilidad tifie brillantemente las células muertas. Esta combinacion
de fluorocromos permite que el ensayo Guava ViaCount distinga células vivas, en
proceso de apoptosis y muertas. Pasadas las 24 horas de estimulo, se obtuvieron
los sobrenadantes y se colocaron en tubos para citometria con el objetivo de
considerar las células desprendidas y muertas. Se agregdé a los pozos 100 uL de
tripsina-EDTA y se incub6 de 3-5 minutos a 37°C y 5% de CO2. Una vez disgregadas
las células, se agregaron 100 pL de medio completo con SFB a cada pozo para
inactivar la tripsina-EDTA y se colect6 toda la suspension celular para colocarla en
tubos para citometria los cuales se centrifugaron a 1200 rpm durante 10 minutos, se
decant6 el sobrenadante y se adicionaron 100 pL del reactivo Guava ViaCount a
cada muestra, e inmediatamente fueron analizadas por citometria de flujo (BD
FACSCanto™ Il Cell Analyzer | BD Biosciences-USA).
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Cuantificacion de DHEA y cortisol en sobrenadante de células HAC15

El procedimiento se realiz6 siguiendo las indicaciones del fabricante. El Kit Cortisol o
DHEA ELISA (DRG, NJ. USA) es un ensayo en fase sdélida de inmunoadsorcion
ligado a enzimas, basado en el principio de union competitiva. Los pocillos de las
placas estan recubiertos con un anticuerpo monoclonal dirigido contra una region
antigénica en la molécula cortisol o DHEA. Durante la reaccion el cortisol o DHEA de
los sobrenadantes competiran con un conjugado cortisol-peroxidasa o DHEA-
peroxidasa en la union al anticuerpo inmovilizado; la cantidad de conjugado
esteroide-peroxidasa unido es inversamente proporcional a la concentracion de
esteroide en el sobrenadante (figura suplementaria 1). Se aseguré el namero
deseado de pocillos en el recipiente y se dispensaron 20 puL de cada estandar y
muestras por duplicados para el ensayo del cortisol, y 10 yL para el ensayo de
DHEA. Enseguida, se colocaron 200 pL del conjugado a cada pocillo y se mezclo
durante 10 segundos y posteriormente se incub6 durante 1 hora a temperatura
ambiente. Después, se lavaron los pocillos 3 veces para cortisol y 4 veces para
DHEA con solucion de lavado diluida (400 pL por pocillo). Enseguida, se adicionaron
100 pL de solucion de sustrato (tetrametilbencidina) a cada pocillo. Después, se
incub6é durante 15 minutos a temperatura ambiente. Para detener la reaccion
enzimatica se agregaron 100 pL de stop solution (H2SO4 0.5 M) a cada pocillo.
Finalmente, se ley6 la densidad 6ptica (OD) a 450 + 10 nm con un lector ELISA de
microplacas. Se calcularon los valores de absorbancia media para cada conjunto de
estandares y muestras de sobrenadante. Se utilizo el valor de absorbancia media de
cada muestra para determinar la concentracion correspondiente a partir de la curva

estandar
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Analisis estadistico

Los resultados muestran al menos tres experimentos independientes por duplicado.
El andlisis estadistico se llevo a cabo en el software GraphPad Prism 5.0 (San Diego,
CA, USA). Se determin0 si los datos eran paramétricos o no parameétricos con la
prueba de Kolmogorov-Smirnov; posteriormente para datos paramétricos se realizo
un ANOVA con un post-test de Tukey y en el caso de datos no paramétricos se utilizd
la prueba de Kruskal-Wallis con un post-test de Dunn. Para todos los analisis se

consider6 un valor estadisticamente significativo cuando p< 0.05.
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VIll.  Resultados

Estandarizacion de forskolina en lainduccion de hormonas esteroideas

Se estandarizaron tres concentraciones de forskolina, el cual es un labdano
diterpeno que proviene de la planta Coleus forskohlii. Esta molécula es inductora de
esteroides e induce la expresion génica y proteica de la mayoria de las enzimas
implicadas en la biosintesis de corticoesteroides, incluidas CYP11Al1 y CYP11B2.
Ademas, es un potente inductor de cortisol y DHEA [19, 20]. La concentracion mas
utilizada para la induccién de la expresion génica y proteica de enzimas CYP es 10
KM [19], sin embargo, también se utilizé 25 y 50 uM como concentracion media y alta
respectivamente, con el fin de evaluar si la expresion depende de la concentracion.
Solo la concentracion 10 puM indujo significativamente la expresion de ambas

enzimas evaluadas CYP11A1.
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Evaluacion del efecto citotéxico de farmacos hipoglucemiantes

Biguanida, sulfonilurea e insulina son tres familias de farmacos ampliamente usados
para reducir los niveles de glucosa en sangre (hipoglucemiantes). Y estan aprobadas
por la FDA para su uso en pacientes con DMT2 [21]; sin embargo, siempre que se
pretendan usar en un modelo celular, deben verificarse para evaluar su efecto
citotoxico. Se usaron dos concentraciones diferentes de cada farmaco, en base a lo
reportado en la literatura con respeto a las concentraciones que muestran el efecto
terapéutico. Nuestros resultados muestran que los farmacos no afectan el porcentaje

de viabilidad de las células adrenales después de un estimulo de 24 horas.

Efecto de farmacos hipoglucemiantes sobre la sintesis de cortisol y DHEA

Para la cuantificacion de cortisol y DHEA se utilizé un kit comercial ELISA para la
cuantificacion de ambas hormonas esteroideas. Las células fueron estimuladas por
24 horas con dos concentraciones de cada farmaco como se coment6 anteriormente.
Los resultados muestran que forskolina (10 uM) es un potente inductor de DHEA y
cortisol en la linea celular HAC15. Por otra parte, biguanida tiene una ligera tendencia
a incrementar la produccion de cortisol a la concentracién de 4 mM, sin embargo, no
es significativo. En cambio, sulfonilurea muestra el mismo patron, pero a la
concentracion de 1 pM sin llegar a hacer significativo. En cuanto a la insulina la
concentracion 1x107 M tiene una pequefia tendencia, no significativa, a disminuir la
sintesis de cortisol. Para los resultados del andrégeno DHEA, la biguanida induce la
produccién de esta hormona con las dos concentraciones utilizadas con respecto a la
condicion sin estimulo. En cuanto a los otros farmacos no hubo efecto
estadisticamente significativo para la produccion de DHEA; sin embargo,

sulfonilurea 1 uM tiene un efecto positivo para la produccion de esta hormona.

Efecto de hBD-3y LL-37 en la sintesis de cortisol y DHEA

Se utilizé una concentracién de 5 yg/mL de AMP-2, ya que a esta concentracion

muestra un efecto bactericida contra Mtb, y se busca que a las mismas
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concentraciones pueda mostrar algun efecto endocrino. Para el caso de las AMP-1,
se ha reportado que las concentraciones de 0.1 y 0.5 pg/mL comienzan a tener un
efecto bactericida contra una amplia gama de bacterias patdgenas [29]. Por tanto, se
utilizaron estas concentraciones para estimular a las células. Los resultados muestran
gue las tres concentraciones de los dos péptidos reducen las concentraciones de
cortisol. En cuanto a DHEA, las dos concentraciones de AMP-1 disminuyen los
niveles de DHEA. Teniendo mas efecto la concentracién minima. Interesantemente,
AMP-2 no disminuye la concentracion del andrégeno, incluso tiene una tendencia a

incrementarla.

Efecto de los farmacos y los péptidos antimicrobianos en la expresion de
CYP11A1

Se evalué el efecto de los farmacos y los péptidos antimicrobianos sobre la expresion
génica de la enzima CYP11lAl, la cual esta implicada en la generacion de
pregnenolona (metabolito precursor de todos los corticoesteroides) a partir de
colesterol. No se evalud la expresion de CYP11B2, dado que esta enzima Unicamente
participa en los Ultimos dos pasos para la sintesis final de aldosterona, y no llega a
influir en la sintesis de cortisol o DHEA. De los farmacos hipoglucemiantes, biguanida
4 Mm vy sulfonilurea 5 M indujeron significativamente la expresion de la enzima.
Mientras que insulina no tuvo ningun efecto. En cuanto a los péptidos, Unicamente
AMP-2 aumento la expresion génica de CYP11A1 mientras de que AMP-1 no tuvo
efecto.

IX. Discusion
La diabetes mellitus ocupa el top 5 como factor de riesgo de desarrollar TB activa a

nivel mundial. Si se padece DMT?2, el riesgo de desarrollar TB activa es de 2-3 veces,
por lo que la asociacién entre ambas enfermedades es evidente. Aunado a esto, la
DMT2 y la aparicion de cepas de Mtb multifarmacoresistentes dificulta el éxito de la
terapia contra la TB [34], por lo que proponer nuevas terapias es una necesidad

emergente ante la aparicibn de estas cepas y la alta incidencia de DMT2. Una
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estrategia muy prometedora, es la de incrementar los mecanismos de defensa contra
Mtb (en los pacientes con TB o TB / DMT2) potenciando el sistema inmunologico
(terapia dirigida al huésped). Considerando que, dentro del sistema inmunoldgico, la
inmunidad innata es la primera linea de defensa contra agentes patdgenos, es a
donde deben dirigirse los esfuerzos para eliminar Mtb y evitar el desarrollo de TB
activa. Dentro de la respuesta inmune innata destacan la funciébn de células
epiteliales alveolares, neutréfilos y macréfagos las cuales son las primeras células en
establecer contacto con Mtb y establecer una respuesta inmune inicial: fagocitosis de
Mtb, secrecién de citocinas, generacion de especies reactivas de oxigeno y nitrogeno,
asi como la produccion de péptidos antimicrobianos como hBDs y la catelicidina LL-
37 [2]. En este sentido, la investigacion de farmacos que puedan modular la
inmunidad innata para acompafar la terapia contra TB es importante. Por esa razon
enfocamos nuestra atencion los hipoglucemiantes orales. Sin embargo, el objetivo de
la investigacion no se enfocd en el efecto de los farmacos sobre células de la
inmunidad innata, sino en su efecto en la modulacion de hormonas
corticoesteroideas: cortisol y DHEA. Se sabe que estas y otras hormonas esteroideas
se desregulan en el curso de la TB, teniendo altos niveles de cortisol y bajas
concentraciones de DHEA lo que se relaciona con la gravedad de la enfermedad [4].
Ademas, estudios in vivo e in vitro, muestran que el cortisol afecta la funcion y
actividad de la inmunidad innata y la respuesta Thl (importante para mediar la
eliminaciéon de Mtb en una infeccion temprana) mientras que DHEA favorece estas
dos respuestas [8, 35, 36]. Dado el historial de investigacion de DHEA en la
induccion de la inmunidad innata durante la infeccién por Mth, se vuelve un objetivo
para ser inducido por el tratamiento farmacoldgico establecido en la DM. Por estas
razones se evaluo el efecto endocrino de los fdrmacos hipoglucemiantes sobre un
modelo de células adrenales (HAC15). Primeramente, estandarizamos forskolina, la
cual actia activando adenilato ciclasa (AC) incrementando los niveles intracelulares
de adenosin monofosfato ciclico (CAMP) lo que lleva a la activacion de la proteina
kinasa A (PKA) que media la activacion de factores de transcripcion claves para

sintesis de enzimas CYP. Para la estandarizacién evaluamos la expresion de
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CYP11Al, enzima implicada en la sintesis de pregnenolona (precursor de los
esteroides adrenales), y CYP11B2, el cual media los ultimos dos pasos para la
sintesis de aldosterona. Los reportes indican que forskolina 10 uM es suficiente para
inducir la sintesis de esteroides y la expresion de enzimas adrenales [19, 37].
Nuestros resultados concuerdan con lo reportado y ademas observamos que la
expresion de las enzimas CYP es inversamente proporcional a la concentracion.
Actualmente, no se ha reportado el efecto de concentraciones mayores de 10 pM
sobre la expresion génica de estas enzimas. No obstante, un estudio reciente
encontré que estimular la linea HAC15 con 100 y 250 uM de forskolina disminuye la
sintesis de esteroides (cortisol y aldosterona) [20]. Entonces puede sugerirse que,
para la inhibicion de las hormonas, debe haber poca expresién de enzimas CYP. Por
lo tanto, es plausible que el estimulo con altas concentraciones de forskolina, lleve a
niveles elevados de adenosin monofosfato ciclico (cCAMP), el cual podria ser
inactivado, al interior de la célula adrenal, por la accion de fosfodiesterasas (PDE),

provocando el bloqueo en la expresion de enzimas CYP [38].

Asi como forskolina 10 uM indujo la expresion de las enzimas CYP, la misma
concentracion fue suficiente para promover la sintesis de cortisol y DHEA en nuestra
linea celular, como se ha reportado en otros trabajos [20, 39]. En cuanto a los AHO,
antes de evaluar su efecto endocrino, analizamos su efecto citotoxico. Encontramos
gue los farmacos no modifican la viabilidad de las células. Por lo tanto, procedimos a
evaluar su efecto endocrino. En primer lugar, observamos que ninguno de los tres
farmacos modificé la sintesis de cortisol con respecto a la condicién sin estimulo. Por
otro lado, observamos que la insulina no modifica los niveles de cortisol, lo cual es un
resultado deseado esperado, ya que durante el curso de la DMT2 existe resistencia a
la insulina que es causada en gran medida por la exposicién crénica de cortisol [48].
Incluso los pacientes con DM tipo I, que son insulinodependientes, tienen bajas
concentraciones de cortisol y de metabolitos de naturaleza glucocorticoide, en
comparaciéon con controles sanos [49]. Para el caso del efecto de los
hipoglucemiantes sobre DHEA, solo biguanida indujo la sintesis de este andrégeno a

las dos concentraciones utilizadas (2 y 4 mM), siendo mas significativa la
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concentracion mas alta. La mayoria de los efectos de biguanida son mediados por
sefalizacion de la Proteina Kinasa activada por AMP (AMPK) [51]. Sin embargo, en
células adrenales, la sintesis de androgenos puede ser independiente o dependiente
de AMPK, elevando los niveles de CYP17Al (cuando se requiere AMPK) [52].
Ademas, es necesaria la inhibicion del complejo | de la cadena respiratoria
mitocondrial para que biguanida pueda disminuir la sintesis de andrégenos [50]. Es
importante mencionar, que las células adrenales necesitan una sobreexpresion de
transportadores de cationes organicos (OCT), los cuales median la entrada de
biguanida a las células, para que pueda modular la sintesis de los andrégenos de
manera mas potente [50]. Incluso, esta reportado que biguanida puede modular las
vias metabdlicas mitocondriales en células adrenales, lo que lleva a disminuir la
biosintesis de colesterol que es importante para toda la esteroidegénesis [53]. Dado
gue la linea HAC15 deriva de NCI-H295R, y ambas tienen el mismo perfil genémico y
metabdlico para la sintesis de esteroides y enzimas CYP [19, 54], es muy probable
gue biguanida tenga el mismo efecto sobre HAC15, incluso encontramos que
biguanida 4 mM induce la expresién génica de CYP11A1 con respecto a la condicién
sin estimulo. Ademas, los andlisis por Microrrays revelan cambios en mas de 690
genes (incluidos 12 genes implicados en la sintesis de androgenos) después del
tratamiento con biguanida en NCI-H295R, incluido MC2R (receptor de ACTH). Por lo
que es evidente la modulacion que puede tener este hipoglucemiante sobre las
células adrenales. Queda por determinar si, en nuestro modelo celular, biguanida
puede modular los precursores de DHEA y si puede modular las enzimas CYP17Aly
HSD3B2. Centrando ahora la atencidén en la inmunidad innata, uno de los principales
mecanismos de macréfagos y NTII, para la eliminacion de Mtb, es la produccion de
AMPs [28]. Dado que metformina puede incrementar la produccion de los AMPs en
estas células [16] y que las hormonas llegan a regular la sintesis de los peptidos, nos
preguntamos si los AMPs podrian modular, a su vez, la sintesis de esteroides.
Encontramos que los AMPs disminuyen la produccion de cortisol con respecto a la
condicion sin estimulo, y lo mismo se observé con la produccion de DHEA. En linea

con este hallazgo, recientemente Diaz A, et al., reportaron que los AMPs disminuyen
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la sintesis tanto de cortisol como de DHEA, asi como enzimas involucradas en su
sintesis, en NCI-H292R. En cuanto a la clinica, Bongiovani B, et al., informaron que
existe una correlacion positiva entre los niveles plasmaticos de cortisol y AMP-1 en
pacientes con PTB, pero esto no significa que se incrementen mutuamente. De hecho,
se ha reportado que el cortisol puede disminuir la produccion de AMP1 y AMP-2 en
células inmunes innatas infectadas con Mtb [7]. En nuestro modelo in vitro, el efecto
observado de AMP-1 y AMP-2 sobre el cortisol, puede sugerir un mecanismo de
retroalimentacion negativa, para mitigar su produccion cuando sus niveles llegan a
ser elevados durante TB, aunque esto tendria que demostrarse en el contexto de
infeccion con Mtb. Ademas, encontramos una tendencia de AMP-2 para incrementar
DHEA, curiosamente, este andrégeno favorece la expresion génica y proteica AMP-2
en macrofagos humanos infectados con Mtb [7], por lo que podrian llegar a
incrementarse mutuamente; aunque sera necesario aumentar nuestra n para verificar
si existan diferencias significativas. En linea con esto, también se reportd que existe
una correlacién positiva entre DHEA y AMP-2. Ademas, observamos que AMP-2
incremento la expresion génica de CYP11A1l, que, como ya se menciond, es una
enzima crucial en el inicio de la sintesis de esteroides adrenales. También, aunque
metformina no tiene efectos discernibles, hasta la fecha, sobre el péptido AMP-2,
seria importante evaluar si este AHO y AMP-2 pueden actuar en sinergia para
aumentar la sintesis de DHEA en nuestro modelo y como afectarian la produccion de
cortisol. Este y otros trabajos, asi como los estudios clinicos, comienzan a dar
indicios del potencial vinculo entre las hormonas adrenales y los AMPs como
efectores de la inmunidad innata (lo que refuerza alin mas la ya conocida relacion
entre el sistema inmunoldgico y el sistema endocrino). Y, como haciendo uso de la
terapia farmacolégica para DMT2, se podria llegar a potenciar la actividad de células

inmunes innatas, modulando la sintesis de glucocorticoides y los andrégenos.
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X. Conclusion
Los agentes hipoglucemiantes orales no afectan la sintesis de cortisol, y solo
metformina incrementa la produccion de DHEA. AMP-1 disminuye la sintesis de
cortisol y DHEA, y AMP-2 solo atenta la sintesis de cortisol. Por lo tanto, estos
resultados sugieren que, hipoglucemiantes como la metformina y moléculas
efectoras como los péptidos antimicrobianos, pueden modular hormonas

corticoesteroideas.
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