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RESUMEN

Juan Manuel Ziiiga de Jesiis Fecha de Graduacidn: Octubre, 2004

Universidad Autonoma de Nueva Lcon
Facultad de Medicina

Titulo del Estudio: EFECTO DE'MEDIADORES INMUNOLOGIQOS EN LA
PRODUCCION DE CITOCINAS POR MACROFAGOS
INFECTADOS CON Necardia brasiliersis

Niamero de pdginas: 161 Candidato para el grado de Doctorado en
Ciencias con especialidad en Inmunologia

Area de Estudio: Inmunologia

Propdsito y Método del Estudio: Las citacinas son glicoproteinas con funciones inmunologicas
fundamentales, que se producen en forma dindmica durante la interaccidn macréfago-
parasito, refiejando asi el balance neio del proceso infeccioso. En el preseate trabajo se
analizo la secrecion in vitro de citocinas por €l macréfago con [a técnica de ELISA y la
presencia de sus respectivos ARN-mensajeros por medio de RT-PCR, en respuesta a
diversas dosis de Nocardia brasiliensis ATCC 700358 en fase de crecimiento
exponencial (virulenta) o cstacionaria (avirulenta), asi como en presencta de anticuerpos
anti-N. brasiliensis.

Contribuciones y Conclusiones: Estos resultadas determinaron €l efecta de la cambinacién de
dos pardmetros de N. brasiliensis sobre la produccion de citocinas macrofégicas in vitra,
asi como sobre la expigsidinrelativa de sus ARNs celulares mensajeros. Se evidencid ua
efectc diferencial de N. drasiliensis ATCC 700358 con respecto a la secrecién de
citociaas, ya que, a diferencia de la fase de crecimiento estacionaria (avirulenta), 'a fase
exponencial (virulenta) en su dosis baja es excelente inductar de [L-10. Por otro lado,
evidenciamas un singular efecto inhibitorio del microorganismo en ambas fases de
crecimiento sobre la praduccidn de TNF-a, aunque éste fue mas perceptible para la fase
exponencial. Ademds. 't oni; baj de nwiandias en ambas fases de crecimiento y en
cualquiera de las tres dusis utilizadas en nuestros experimentos, resulta ser un pobre
inductor de las citocinas estudiadas. Por dltimo, la supresion de secrecion de citocinas
macrofagicas y sus respectivos ARNs mensajeras por complejos N. brasiliensis-acs.
anti-Nocardia pudiera ser una explicacion parcial al ya descrito efecto inocuo o adn
deletéreo de anticuerpos anti-Nocardia ducante el proceso infeccioso.

FIRMA DEL ASESOR: @d‘@
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CAPITULO 1. ANTECEDENTES

1.1 Unicelularidad o Multicelularidad — [uchu y umidad dialéctica de

contrarios.

Intnunidad y organizacién rnulticefular son prucesos bioldgicos intimameirte
ligados e int:cdependientes con peculiaridades distintivas que transitan en (simples)
sutilezas dilerenciales; son destellos de toda una cadena evolutiva que, saturada e
interitos y fracasos, han sido eslabones forjados tan salo por unos cuantos organismas,

Durante la filogenia, un requisito indispensable hacia la multicelularidad
representaba la discriminacién diferencial intercelular. Desde luego, parte de la
problematica que unplicaba el desarrollo de mecanismos de reconocimiento entre
organismos ya se encontraba resuelts, de origen, gracias a la comunidad de los
cormmpenentes o bloques bédsicos monoméricos necesarios para la edificacién de
estructuras de membrana, No obstante, es precisamente la “promiscuidad” (comunidad)
de este lazo comun obligatorio la que posibilita a organismos enemigos/iostiles a
desplegar ciertas tacticas antagdnicas de parasitismo.

La disyuntiva erigida frente a los primeros organismos (protoorganismos) fue
resuelta en dos formas (unicelularidad vs multicelularidad) aparentemente opuestas, pero
albergando en esencia un solo contenido: supervivencia adapiativa, Las dos rutas de
Evolucion - unicelular y multicelular — conferian tanto atributos como defectos. Los
arganismos unicelulares, debido a su relativa simplicidad organizacional y estructural,
poseian un alto grado de plasticidad adaptativa, menor tiempo de generacién y una
elevada flexibilidad nutricional gracias a la amplia gama de compuestos inorganicos que
utilizan como fuentes de carbon y nitrégeno. Por otro lado, la organizacidn compleja
multicelular representé un largo y arduo camino, pues involucraba la construccion de
todo un complejo sistcma de coordinacion para edificar primero componentes cclulares
membranosos compartamentalizados y, a la postre, para formar estructuras coloniales y
verdaderas unidades multicelulares. E| establecimiento de sistemas y mecanismos de
reconocimicnto y funcionamienta coordinados es un aspecto de vital importancia no solo
para lograr niveles superiores de celularidad, sino también para mantener la integridad
fisica del nuevo macraarganisma contra los embates de micropardsitos; de ahi la

efectividad alcanzada por la Naturaleza al aplicar, en la resolucién de tareas tan
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intrincadas como lo son la discriminacion de lo propio y ajeno, respuesta inmunitaria y
organizacién. multicelular, algoritmos comunes de sefializacién (intra- e intercelular)
(Figura I). De esta manera, la multicelularidad fue una estrategia de inversion de alto
riesgo y a largo plazo, en busca de calidad y no cantidad, donde se perseguia prevalecer

y no simplemente sobrevivir.

":—’(----..-.nunlll----lo

Sefializacién via TLRs

Figura 1. Unidad de fenémenos biologicos a través de la aplicacion de

algoritmos comunes.

En su camino a la multicelularidad, los organismos unicelulares sacrificaron
versatilidad, plasticidad, corto tiempo de generacion y otros tantos “privilegios”
poseidos desde sus origenes unicelulares, con el fin de alcanzar eficiencia homeostatica
y una diversidad adaptativa superior. Pero quizis los verdaderamente valiosos

dividendos obtenidos a través de la larga filogenia y ontogenia fueron los cambios
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cualitativos surgidos de la integraciéon multicelular que, a su vez, favorecieron la
aparicion de funciones inéditas hasta emtonces; tunciones nuevas que permitieron al
macroorganismo no solo elevar su competitividad frente a sus contrincantes
unicelulares; sino también dominar nuevos nichos.

El parasitismo intracelular en vertebrados, ya sea obligatorio o facultativo e
independientemente de que implique una adaptacion reciente o lejana en la Evolucidn,
es una manifestacion de “arte intrépido” debido al limite tan sutil existente entre una
exitosa vida intracelular eludiendo ios mecanismos inmunoldgicos de reconocimiento
del huésped, y la destruccidn del parasito por estos musmos mecanismos (1; 2, 3). Sin
embargo, la existencia, supervivencia y adaptacién de pardsitos intracelulares a un
sistema inmune tan eficiente en su funcion detensora como el de la clase de los
Vertebrados - que posee miultiples niveles de defensa - nos lleva a pensar que estos
parasitos poseen los recursos suficientes para cumplir tales objetivos con un buen grado
de éxito.

Es inevitable la lucha de orgunismos evolulivamente desiguales, con distintas
capacidades inherentes para subsistir y que, sin embargy, se encuentran intirpamente
entrelacados en los aspectos estructural y funvional. El resultado final que deriva de la
contienda puede variar desde un coropleto autotrofismo hasta el parasitismo total,
pudiendo existir un sinnlmmerv de matices entre estos dos extremos. Asi, €l parasitismo
intracelular no es més que una faceta en torno 4 la lucha desesperada y logica de ciertos

organismos para preservar su integridad,

1.2 Respuesta inmune inmata y adquirida.

Dos hallazgos primordiales causaron que los (nvestigadores de la respuesta
inmune adqu.rida relegaran por afios, a un segundo plano, a la innata. El primero fue el
descubrimiento de la recombinacion de segmentos génicos (V, D, J) en linfocitos By T
para generar la inmensa diversidad y exquisita afinidad de receptores antigeno-
especificos. El segundo se constituyé a través del descubrimiento de las dos hipotéticas
subpoblaciones de linfocitos T CD4", con caracieristicos espectros de citocinas
secretadas (Thl — [FN-y, IL-2, TNF-B; Th2 — 1.4, IL-10) y capaces de suprimirse

mutuamente y determinar tarabién el tipo de respuesta inmune — humoral o celular.
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Por un lado teniames una estirpe ceclular filogenéticamente nedfita, pero més
evolucionada y con cualidades para diferenciarse, segin las necesidades, en dos clases
de linfocitos ~ T y B — adjudicados con las herramientas suficientes para explicar
cabalmente el reconocimiento de la infinidad de formas antigénicas a las que nos
enfrentamos en el transcursa de nuestras vidas. En el otro extremo se encontraban
componentes de la respuesta inmune inmata que, a pesar de constituir las primeras lineas
de defensa contra ¢l proceso de infeceidn — macréfagos, neutréfilos y eosinofilos -
fueran considcrados como “rigidos™ elementos acccsorios que carccen de memoria y

especificidad inmunolégica.

1.3 Heterogeneidad y renovacion de macrofagos.

En afios recientes hemos sido testigos de una intensa expleracion que,
paulatinamente, rompe la concepcion per se establecida acerca de la uniformidad de
macrotagos [neutrotilos (4) y células dendriticas (5, 6, 7)]. En efecto, constatamos no
solo una heterogeneidad fenotipica y morfoldgica, sino también una diversidad en
cuanto a actividad génica y estado funcional, siendo esta ultima ligada clisicamente al
concepto de activacion, definida coma la adquisicion de competencia a completar una
tuncion compleja (quimiotaxis, fagocitosis, procesamiento y presentacion de antigenos,
muerte wtracelulacr de microparésitos, ete.), cuaatificada por el grado de realizacion de la
tarea dirigida durante un ensayo fisiologico (8, 9). De particular importancia es el
potencial de macrdfagos a ser activados de diversas maneras, donde cada una de ellus
representa la potenciacion de una o mas funciones y la supresion de otras.

En ba e a las condiciones de activacidn, hasta el momento han sido descritos tres
tipos de macrofagos que mealizan distintas funciones inmunoldyicas: i) macréfagos
activados en forma clasica o Tipo 1| (I0, //); i) macrofagos activados en f{orma
alternativa (10, 14, 12), iii) macréfagos activados de Tipo 2 (2, /7). Ademas, los
ensayos de microarreglos, RT-PCR y expresion diferencial sefialan que las
combinaciones de genes inducibles en macrofagos son casi Gricas para cada agente
activador (virus, bacterias, hongos, levaduras, etc,), existiendo tan solo un fraslape
parcial entre ¢llas (/4). Por otto lado, los patrones de expresidu génica pueden verse
modificados considerablemente baju los efectos combinatorios de citocinas y

compuestos quimicos (como por ejemplo [FN-y + LPS) (1.5).
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El “mito” de la inespecificidad de la respuesta inmune innata ¢comienza a ceder
paso gracias a los hallazgos de multiples receptores celulares en macrofagos [receptores
para €| componente ke de lgs (IgG, [gA, IgE), complemento (C3b, C3bi, C5a, Clq),
citocinas (MIF, MAF, LIF, [L-1, IL-2, IL4, IFN-¢, IFN-B, [FN-y, [L-(2, TNF-, IL-10
y otras), hormonas (insulina, angiotensina, glucocarticoesteroides), lipoproteinas (PGE,,
LTB4, LTC4 LTDs4, PAG), manosil-fucosil, residuos de galactosa] qus, al unirse a sus
ligandos con estructura quimica caracteristica, transducen seflales intracelulares que
desencadenan respuestas inmunoldgicas especificas.

Los estudios de van Furth (/6) inicialmente apoyaban la tesis que las poblaciones
macrofigicas tisulares pricticamente no se autorenuevan y que su reabastecimiento
proviene del reclutamiento de monocitos (95%) periféricos, pero planteamientos mds
recientes han trazado el origen de estas ¢élulas residentes por medio del transplante de
células de médula dsea marcados con ¢l gen lac-Z en animales ircadiados. Los resultados
mostraron, al mes del fransplante, que las c¢élulas formadoras de colonias en médula
osea, asi como los esplenacitos, procedian del donador (lac-Z"), mientras que, un afio
después, solamente el 61% de los macrdfagos alveolares y células de Kupffer fueron
reemplazados por células donadoras; los macrofagos de la microglia tm‘dardn ain mas
en reemplazarse. Asi, los autores concluyeron que los macrofagos tisulares/residentes se
renuevan lentamente, aunque otra interpretacion pudiese ser que no todas {as células son
sustituidas, en el estado dindmico, por monocitos periféricos, y por tanto existe una no

menospreciable proliferacion de fagacitos macrofégicas in situ (17).

1.4 Moléculas CD1 y TLR.

Los macrofagos magnifican alm mas su espectro de respuesta inmunalégica
gracias a dos sistemas de glicoproteinas de membrana no polimérficas que, sin ser
exclusivas, son expresadas en forma prominente por células presentadoras de antigenos
(macrofagos, células dendriticas, linfocitos B) — moléculas CD1 y receptores parecidos a
Tall (TLRs).

CD1 comprende un grupo de proteinas relacionadas, estructural- vy
evolutivamente, con las moléculas presentadoras de antigenos codificadas por el
Complejo Mayor de Ilistocompatibilidad (MHC). En el cromosoma | del humano se
encuentran los genes para cinco tipos de moleculas CD1 (Cdlia, CD1b, CDlc y CDLd),
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mientras que en el raton existen des genes que codifican proteinas homélogas al CDI
humano — mCD1dl y mCD1d2. En forma andloga a las moléculas MHC |, pero a
diferencia de. MHC 11, las proteinas CD1 se asocian a B;-mictoglobulina por mediv de
interacciones no covalentes; no obstante, a nivel de secuencias aminoacfdicas, CD1 se
encuentra igualmente relacionada con los dos tipos de moléculas MHC 1y 1.

Lo atipico de CD1 es que sus cadenas de aminodcidos (aa) forman hendiduras de
oaturaleza hidrofoba que presentan lipidos (en contexte MHC-independiente),
glucolipidos (18, 19), dcidos micolicos, fosfolipidos que contienen inusitol
(lipoarabinomanano y manosidas de fosfoinositida) (20) y monomicolato de glucosa
(21) de procedencia micobacteriana, pero no péptidos, que serdn reconocidos por células
T(CD4CDS$ doble negativas; CD8”; NK) CD1-restringidas.

Los receptores Toll (insectos) y TLR (mamiferos) son miembros de una de las
seis familias que, a2 su vez, integran la superfamilia de IL-1R/TLR (Superfamilia de
receptores parecidos a Toll/receptor IL-1). El comin denomimador para todas las
tamilias es la& presencia de una secuencia aminoacidica consenso de 200 aa en el
segmento citosolico — llamada TIR (dominio Toll/IL-1R) — que praovee la plataforma
interna inicut para la activacién de una cascada de sefiales (22-24).

A traveés de millones de afios de Evolucidn, desde insectos hasta mamiferos, la
respuesta inmune innatz ha retenido en macréfagos y otras CPAs, la estructura de los
receptorcs TolUTLR para responder a las amenazas microbianas por medio del
recanacimicnto de sus Patrones Moleculares Asociados a Patogenos (PAMP). Cada uno
de estos patrones dc patdgenos es no sdlo reconocido especificamente por uno o dos
receptores TLR |LPS—TLR-4 (23), lipoproteiras o lipopéptidos—>TLR-2 (26),
CpGADN—TLR-9 (27), flagelina—>TLR-S (28), péptidoglicano—»>TLR-2 y TLR-6 (29,
3], sino que diferentes TLRs pueden cooperar para alvanzar un grado de especificidad
mis avanzado y descifrar las identidades de varias clases de microorganismos (3/-36).

La activacidén de macréfagos via TLRs por micropardsitos o sus ligandos, facilita
la sintesis y secrecién dindmica de moléculas efectoras con actividad indirecta como
citocinas proinflamatorias [[L-[, [[~6, TNF-a (77-39)], Th! [IL-12 (49, 4!)] y anti-
inflamatoria: (IL-10), asi como otros compuestos con efectos antimicrobianos dircctos

como el dxido nitrico. £n reciprocidad, TLRs son inducidos bajo el efecto especifica de
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citocinas; asi, [L-2, [L-13, TNF-a e IFN-y elevan, transitoriamente, la expresion de
TLR-2"8"" 4 las das haras post-estimulo ea la linea macrofagica RAW264.7.

1.5 Fagacitosis.

Lejos de representar un suceso estitico, pasivo y unidireccional, la interaccion
pardsito—macrofago acontece de acuerdo a upa secuencia ordenada de eventos
intercelulares basados en patrones de especificidad y que vislumbran un proceso
dinamico (bidireccional) definido en cada momento por factores del huésped y parasito.
El contacto fisico “adhesive’ del microparasito con la célula huésped es uno de los
primeros eventos. Esta adhesion se lleva a cabo a través de la wmidn de ligandos
pertenecientes a la bacteria, llamados adhesinas, con sus receptores dec membrana que se
encuentran sobre la célula fagocitica De manera frecucnte miltiples ligandos sabre la
superficie del patdgeno sirven para elevar la fuerza y especificidad (efecto aditivo) de
adherencia cuanda estos ligandos son reconocidos en forma coordinada. Sin embargo, en
situaciones ' ausencia de complementariedad, el microparasito ha tomado ventajas de
los mecanismos de sefializacion transmembranal de la célula huésped, desencadenando
el mismo el agrupamiento y activacion del portal de entrada. Altetnativamente a este
mecanismo de activacion directa de la sefializacion celular via componentes bacterianos,
existe la posibilidad de una interaccidon indirecta por medio de la estimulacién de
liberacion de factores activadores solubles celulares (como por ejemplo, citocinas), los
cuales una vez secretados actiian de forma paracrina o autocrina e inducen la expresion
del receptor ¢elular sobre la célula blanco.

La fagocitosis es un fendmeno en el que convergen sistemas que a primera vista
parecieran distantes (proteinas del citoesqueleto, receptores de membrana, enzimas de
fosforilacion y degradacidn, citocinas, faclores de transcripeion génica, ete.). La
uternacion en ¢l macrofago, asi comwu la citostasis y destruccion microbiana, se ven

acompaiiadas de la sintesis y/o liberacion de citocinas especificas.

1.6 Rutas de iaternacion de particulas.
La polémica sobre el efecto de la ruta de penetracién se ha exacerbado aun més

gracias a que, como altemativa de las vias opsonizamntes, existen receptores mediadores
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de tagocitosis no-opsonizante y, attn mas, a la posibilidad de combinacion simultinea
entre estas dos clases de receptores para la internacion antigénica.

Diversos autores reportan que las distintas vias de internacidn por macrotagos, la
naturaleza fisica y quimica, asi como el estado bioldgico del objeto a internalizar
[soluble, particulado (por ejemplo bacterias)] predeterminan un destino diferente del
objeto en {a respuesta inmunoldgica para cada ¢aso (. Asi por e¢jemplo, las micobacterias
muertas fagccitadas pot los macréfagos son llevadas a fagosomas que dificren
parcialmente en su coastitucion palipeptidica de las fagasomas que reciben a las
micobacterias vivas (48). Ademas, se ha observado que todas estas vias que son
utilizadas para lograr la penetracion intracelular de sustancias solubles u objetos
particulados cambian cuando se tratan las células con citocinas recombinantes como

IL-4, IFN-y, IL-13, y otras.

1.6.1 Vias de internaciin de Mtb cn macrdfagos.

M. tuberculosis es un microorganismo patégeno intracelular muy estudiado con
capacidad para penctrar en macréfagos a través de al menos diez tipos de receptores
celulares — CRI, CR3, CR4, Rceeptor para Manosa (MR), CDI14, al menos tres
diferentes tipos de receptores para Sp-A, FcyRs — algunos de los cuales puciiesen estar
asoclados a wuna internacién microbiana que no desencadena la activacion de
mecanismos mucrobicidas del macrofaga, como la produccion de intermediarios
reactivos del oxigeno y nitrogeno.

El MR de macrdfagos humanos derivados de monocitos induce la tagocitosis
indistinta, tanto de especies micobacterianas no patdgenas (M. phlii y M. smegmatis)
como de una patdgena oportunista (M. kansasii), pero sin desencadenar la activacion de
NADPH-oxidasa y subsecuente generacién de "0, (atn utilizando dosis infecciosas de
50-200 micobacterias/macrofago) ni tampoco la maduracién de fagosomas (en
comparacidn con la fagocitosis de particulas de litex recubiertas con manosa-ASB) (43).
Es intercsante que lipoarabinomananos derivados de M. bovis bacillus Calmette-Guérin
y M. tuberculosis H37Rv (pero nao lipoarabinomananos de M. smegmatis recubiertos con
fosfoinosital) interactuan con el receptor para manosa, suprimiendo la produccion de
IL-12 por células dendriticas humanas derivadas de monacitos estimuladas con LPS

(44). Ademds, la exposicién previa (por 18 horas) de la linea macrofagica J774E (MRY)
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a IL-4 (citocina prototipo |'h2), causa una mayor fagocitosis mediada par MR; por cl
contrario, IFN-y (citocina prototipo Thl) eleva la fagocitosis a través del componente Fe
de inmunoglobulinas (45).

Trad) ionalmente la captacidbn de partivulas a través de los receptores
macrofagicos para ¢l componente Fc de inmunoglobulinas se vincula con uma
produccion de anion superdxido y liberacion de citvcinas proinflamatorias del fagocito
(46). Sin embargo, la ingestidn de micobacterias de la cepa H37Rv opsonizada can IgG,
asi como no opsonizadas, no evita la supervivencia intracelular microbiana (47). Estos
resultados podrian indicar que, al menos en el caso de M, suberculosis, la virulencia
depende de [actores microbianos que actlan nv Jdurante la internacidn celular (vias de
penetracion), sino mdas bien en el proceso de furmucion y maduracion del fagolisosuma

(43).

1.6.2 Vias de entrada de otros micropardsitos intracelulares.

Los estudios de Rathman et al (¢49) y Butcher ¢ al. (50) evidencian que el portal
de entrada de Salmoneclla typhimurium (cepas SL1344 y mutante BJ66) y
Toxaplasma rondii (taquizoitos) de la cepa virulenta RH en macréfagos de la linea
macrofigica RAW264.7 y macréfagos de ratén derivados de meédula Osea,
respectivamente, no es relevante para que estas dos especies intracelulares sobrevivan y
se multipliquen. Aparentemente, el prerrequisito indispensable en ambos casos resulta
ser la viabilidad de los micropardsitos, ya que la evasién del trifico endocitico y
modificacion del fagosoma que cantiene a .S. fyphimurium, asi como ¢l efecto supresor
de T. gondii sobre la produccion de IL-12 y TNF-a estimulada por LPS, no se realizan
cuando se utilizan microorganismos muertos por calor (no viables).

En contraste a las investigaciones arriba citadas, Drevets et al. (5]) tratan de
evidenciar la existencia de al menos dos diferentes tipos de receptores que interceden la
internacion de L. monocytogenes, uno de los cuales, CR3, es referido a una actividad
microbicida efectiva anti-Listeria. Los autores usan macrofagos peritoneales inducidos
con peptona o tioglicolato, clasificados como listericidos y no-listericidos basandose en
el porcentaje de fagocitosis mediada por CR3 de Listeria opsonizada con suero — 66 y
35%, respecavamente — y en el hecho que los primeros (listericidos) no permiten el

escape de Listeria al citoplasma.
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1.7 Adhesion.

El reconocimiento/adhesién de patogenos por medio de receptores
inmunolégicos de la respuesta inmune desencadena en macrdfagos la activacion de
mecanismos celulares de fosforilacién (Protein-cinasa A, Casein-cinasa 1, PKCE, IxB-
Cinasa, Akt, Fosfatidil-inositol cinasa, raf-1, cinasa dependiente de ARN de doble
cadena, eic.). Lus sefiales generadas estimulag la induccidn de los factores de
transcripeion cefular NF-kB [Rel(c-Rel, RelA (p63), RelB, NF-xB1 (p50 y su precursor
pl0S) y NF-«xB2 (pS2 y su precursor pl00)], que regulan, en forma positiva o negativa,
una gran variedad de genes para citocinas (IL-1, IL-6, TNF-a, IL-12, IFN-y, GM-CSF),
quimiocinas (IL-8, MCP-1, MIP-la, RANTES, eotaxina), moléculas de adhesion celular
(ICAM, VCAM, E-selectina), proteinas de fasc aguda (proteina sérica amiloide 1, factor
B del complemento, compenente C3 del complemento, etc.), enzimas efectoras (iNOS,
COX-2), pr¢ «zinas del MHC y moléculas coestimuladoras de membrana (como B7.1 y
B7.2).

La naturaleza de los ligandos microbianos (LPS, ARN viral de simple o doble
cadena, secuencias de ADN estimuladoras, péptidoglicanas, ete.) que inducen la
activacion de NF-xB, sugiete que este efector juega un papel critico en la respuesta
inmune innata, Para ejernplificar lo anterior, dus estudios demostraron que macréfagos
de la linea celular P338D reaccionan a la infeccion con Listeria monocytogenes con una
inmediata induccién transcripcional y de traduccion de las citocinas TNF-a e [L-10/f
(40). La misma respuesta se aobservd cuando la internacion de L. monocytogenes por
macréfagos fue bloqucada por el tratamiento de citocalasina D, indicando que la
adhesién, pero no la fagocitosis, es requerida para fa induccién de las citacinas

proinflamatorias mencionadas.

1.3 R ceptores para el componente Fc de la inmunoglobulina G.

Los complejos inmunes (Cls) pueden potenciar o suprimir la respuesta inmune
aferente en dependencia de su combinacion precisa y modo de administracion (65). En
el humano existen tres clases de receptores celulares para el componente Fc de
inmunoglobulinas de isotipo y: FcyRI o CD64 (FeyRIA, FcyRIB y FeyRIC) con alta
afinidad (Ks=10"-10"M™"), FcyRII 0 CD32 (FcyRIIA, FeyRIIB y FoyRIIC, con baja
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afinidad (Kgq<10"M') y FeRILL 0 CD16 (FeyRIILA y FoyRILIB) con afinidades media y
alta, respectivamente (Ks£3x107 y <10"M™); en el rat6n, sus equivalentes son FoyRI,
FcyRTIB y FcyRIIL. En forma adicional se ha descrito la existencia de polimorfismo
geneético para FeyRIIA, FeyRIIIA y FeyRIIB, cou aparente relevancia funcional, ya que
afecta la unidn de IgG e influyen sobre la susceptibilidad a un cierto mimero de
enfermecdades infecciosas y autoinmunes (64). Funcionalmente, los FoyRs pueden, a su
vez, dividirse en teceptores activadores (FeyRI, FeyRIIA y FCyRINA) e inhibidores
(FeyRIIB) en base a [a presencia de una secuencia aminoacidica consense ITAM
(Motivo de activacion de inmunoreceptor dependiente de tirosina) para los primeros, y
para los segundos — ITIM (Moativo de inhibicién de inmunoreceptor dependiente de
tirosina). La excepcién a esta dicotomia funcional es el receptor FeyRIIIB sobre
neutrofilos, que carece tanto de ITAM ¢ [TIM y funciona como receptor decodificador
al ligar Cls, pero sin desencadenar activacion o supresion. |

FcvRs activadores se encuentran en las membranas de 1a mayoria de las células
del sistema inmune; monocitos, macréfagos, células NK, mastocitos, eosindfilos,
neutrofilos y sdlo en ciertas subpoblaciones de linfocitos. Por otra parte, los FcyRs
inhibidores se hallan en células B, macrofagos, neutrofilos y mastocitos, pero no en
células T y NK.

1.8.1 FcyRs activadores.

Estos receptores carecen de actividad tirosin-cinasa intrinseca, pero su
entrscruzamiento desencadena la fosforilacion de tirosina en ITAM por la familia de
cinasas Src, gracias a lo cual se reclutan moléculas, sobre todo de la familia de las
cinasas syk, que contienen un dominio SH2 que se une al ITAM fosforilado.
Dependiendo del tipo particular de c€lula activada por el receptor Fc, se involucran
diferentes cinasas en estas vias de scfializacion postcrior {en células WK: FcyRIIA—)lck;
en monocitos y mastocitos: FeyRILA o FeyRIIIA— lyn y hek (67, 68)]. En el mecanismo
de transduccion posterior existe una similitud en las vias de seiializacién observadas
pard otros receptores que contienen [TAM, como BCR y TCR (69, 70).

Uno de los eventos tempranos es la activacion de PI3 cinasa, la cual induce la

produccion de PIP y el reclutamiento de moléculas que poseen el dominia PH, como lo
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son las cinasas PLCy y Tec, a través de la interaccion PIP3-PH (71, 72). PLCy gencra
1Py, DAG y la movilizacidn sostenida de calcio necesarios para [a realizacion de tareas
inmunitarias: degranulacion, fagocitosis, ADCC, transcripcion de genes para citocinas y
liberacién de mediadores proinflamatorios (citocinas, leucotrienos, prostaglandinas,
etc.).

La activacidn mediada por FeyRs (activadores) potencia la respuesta humaoral
mediada por anticuerpus a través de su internacién por CPAs y, ademas, elevan el
procesamiento de antigenos e influencian en furma selectiva la presentacion de ciertos
epltopes antigénicos intermados por FeyRIIl, mds no aquellos presentados a traves de
FeyRil (73).

1.8.2 FcyRs imhibidares.

FcyRI[B establece umbrales de activacion de células B en el momento del
entrecruzamiento de Igs de superticie, un mecanismo mediante el cual Cls pueden
supnmir [a produccidn de anticuecrpas, disminuyendo par tanto la movilizacién de calcio
en linfocitos B y su posterior proliferacion celular.

La fosforilacion de ITIM genera un dominio de reconocimiento SH2 que es ¢l
sitio de unidn para la molécula de sefialicacion inhibitoria SHIP (SH2-containing
Inositol 5°-Phosphuate) que bluguea la activacion de ITAM a través de la hidrdlisis de
PIP; a fosfatidilinositol 3.4-bifosfato [PL(3,4)P;]. Estudios en ratones knockout para
SHIP coiuciden que la deficiencia en células sanguineas de esta proteina de sefializacion
negativa resulta en mieloproliferacion e hiperrespuesta a la estimulacion con factores de
crecimientc 74). En ausencia de PIP;, las proteinas con dominio PH (por €. Btk y
PLCy) son liberadas de la membrana celular y se anula la sefial impartida por calcio al
prevenir €l influjo de este cation extracelular, obstruyendo asi las funciones inmunitarias
ya mencionadas.

Ya que generalmente ambos tipos de FeyRs (activador e inhibidor) se expresan
sosbre la misma célula, la respuesta celular fisiologica dependera del balance neto entre
las vias de sefializacion activadora e inhibitoria, asi como de la avidez selectiva para el

ligando IgG. Por lo tanto, no es sorpresivo que la expresion de estos receptores sea
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modulada durante la diferenciacion celular (75) — en forma crucial por medio del efecto
de citocinas (76).

1.9 Tamunoglabulinas infravenosas.

A mdas de cincuenta afios de su aplicacidn terapéutica, Samuelssan et al. (77)
evidenciarc: que el mecanismo molecular de la propiedad anti-inflamatoria de [VIG en
desordenes autoinmunes s¢ basa en la induccidn del receptor inhibidor FcyRIIB sobre
células etectoras macrofagicas. Los autores s¢ apoyaron en un modelo de
trombocitopenia inmune en ratones BALB/c, en el que la inyeccion del anticuerpo
monoclonal de subclase 1gG2a anti-plaquetas 6A6 (MAb 6A6) desencadena el rapido
consumo de plaquetas a través de receptores FeyRIIL Mientras que la participacion de
neutréfilos en ¢l efecto negativo de MAb 6A6 era minima, existia una aparente
implicacion de células efectoras esplénicas macrofigicas, La proteccién de IVIG contra
¢l efecto de destruccidn plaquetaria fue dosis-dependiente y conferida por la porcion Fe,
pero no Fab, de los anticuerpos contenidos; ademds, la proteccidn a través de 1VIG fue
defectuosa en animales FcyRIIB-deficientes (vs mormales) o al bloquear en forma
especifica el receptor FeyRIIB en rutones normales. Finalmente, el trutumiento de
ratones con IVIG origind un aumento de 60% ¢n el nlimero de macrofagos esplénicos
que expresa': altos niveles de FeyRIIB. Como ya sc ha explicado, ¢l entrecruzamiento
simultineo de receptores FeyRIIL y FeyRIIB por Cls induce el reclutamiento de la
rmolécula SHIP, una fosfatasa de inositol que idroliza PIP;, abortando una de las fases
esenciales en la via de sefializacidn para fagocitosis y, por tanto, evitando la destruccién
de plaquetas.

La unidn de receptores FeyRIIB logra no sélo disminuir la expresion de MHC 1L
inducida por IFN-y en manocitos humanos (78), sino que también puede suprimir la
respuesta de anticuerpos antigeno-especiticos (79), la actividad fagocitica, y la
produccién de acido araquiddnico y perdxido de hidedgeno por macrofagos. Asi misimo,
la captacidn de Cls formados por 1gG y erittocitos de carnero u ovoalbamina (IgG-E e
IgG-OVA) pur FeyRs de macrdfegos activados (von [FN-y + LPS) resufta en una
marcada reduccidn especifica de [L-12p35**N™ y 1L-12p40*™™ pero sin alterar la

expresion de los ARNs mensajeros para [L-1ct, IL-1B, IL-6, y elevando la de IL-10%*"™
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(50, 81). Es iotable que, a nivel prateico, la inhibicién de la produccién de [1.-12 por
IgG-E o IgG-OVA por macrdfagos activados, no vuelve estas células refractacias a la
produccion de [L~10 y otras citocinas proinflamatorias (TNF-a ¢ IL-1, por ejemplo) (82,
53).

Huemophilus influgnzae tipo b muerta por calor es capaz de inducir [L-12p40 y
niveles relativos de [L-1G ~5000 pg/ml, pero el complejo A influenzae-1gG estimula
ain mas la produccion de esta citacina anti-inflamatoria (~15000 pg/mi). In vive, no sélo
se acelera el ntwo de eliminacion de [gG-LPS a wravés de FeyR, sino que también
disminuye la produccidn de IL-12p40 (84).

Los estudios demuestran que [a activacion in virro de macrdfagos derivados de
médula dsea por IFN-y (“priming””) y expuestos a LPS, dirige los fagocitos hacia una
respuesta tipo Thi a traveés de [a respuesta inmune innata, ya que macrofagos de ratoo
MyD388 " (proteina adaptadara que interviene en la sefial de transduccion por TLRs), o
logran produ .ir citocinas tipo Tht (85). Ademas, la ligacién subsiguiente de Cls, aun
cuando fueran estos irrelevantes, modifica en forma dramatica estos macréfagos tipo
Thl (secretores excelentes de [L-12) a tipp Th2 - productores de elevadas
concentraciones de LL-10 (86, §7). Mas aln, el encuentro de estos macréfagos activados
tipo Th2 con células virgenes T, genera clonus Tipo Th2 (IFN-yeone < [L-d¢onc) que
mantienen este fenotipo estable durante una respuesta inmune secundaria i vitro (88).

En forma reciproca, existen citocinas que poseen la capacidud de regular
positiva- 0 negativamente la ¢xpresion geneética y proteinica de los receptores para Fey
en dependencia muy cstrecha de la célula blanco y cronologia de las citocinas y otros
estimulos aplicados. LFN-y aumenta la transcripcion de) gen para FcyRI (89) asi como la
estabilidad de su respectivo ARNm ¢n monocitos humanos de adultos y recién nacidos,

[ARN™ s eleva s6lo en los monocitos de recién

mientras que la expresion de FeyRI
nacidos (90). Por otra parte, la expresion de fas proteinas FcyRIIA sobre membranas de
monocitos ¢~culantes fue potenciada bajo el efecto de [FN-y, mientras que FcyRIIB se
eleva al tratar las células manociticas con [L-4.

El estudio de te Velde et al. (91) resulta sobre marnera interesante, ya que estos
autores reportan que I1.-10 regula en forma negativa la expresion de MHC I, pero

estimula, en forma comparable con [FN-y, la actividad citotéxica dependiente de
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anticuerpos y la expresién de FeyRI sobre momocitos humanos. El tratamiento de
monocitas con IL-10 previene la disminucidn causada por L4 de los tres tipos de

recepiores Foy.

1.10 Maduracidn del fagosoma.

Después de su fagocitosis, el nicleo estratégico de los patégenos intracelulares
(Chiamydia, Legionella, Mycobacterium spp., Toxoplasma gondii, Coxiclla burnetti,
Leishmania spp., ricketutsias, Tripanosoma cruzi, L. monocytogenes, Shigella spp.) se
transfiere ahora a la evasién de una correcta maduracién del fagosoma y formacion de
una estructura fagolisosomal en la cual se combinan pH 4cido, metabolitos reactivos del
oxigeno y nitrogeno, enzimas hidroliticas y proteinas catidnicas, entre otras, para
degradar las particulas fagocitadas. De hecho, ¢l fagosoma es una estructura altamente
dindmica que mantiene una considerable serie de proteinas (=200 en el caso de
particulas de l&tex contenidas en fagosomas de la linea celular U937) (52) que le
permiten interactuar con el citoesqueleto y la via endocitica; por si fuera poco, la
naturaleza de [a particula contenida ¢n el fagosoma hace mds complejas estas
interacciones (J3).

El contacto realizado por purte de ligando(s) o proteina(s) secretadas del
microorganismo y el (los) receptor(es) de la célula hospedera provoca una serie
compleja de reacomodamientos del citoesqueleto v la consecutiva polimerizacién de
sus proteinas constitutivas gracias a la fosforilacidn de tirosinia, metabolismo lipidico y
activacion de las proteinas G con el objetivo no solo de permitir la entrada del pardsito
en la c€lula, sino también de dirigir ¢l movimiento del pardsito a través del citosol

durante la maduracion fagolisosomal (54).

.11 Imhibicién de la maduracion fagolisosamal.

En cste contexto, aunque la patogénesis de M. rtuberculosis cra referida
clasicamente a la inhibicion de la fusion fagosoma-lisosoma (55, J6), la nueva
informacién generada sobre el trifico d¢ membranas en células eucariotas ha permitido
establecer que los fagosomas micobacterianos rmucstran: 1) una disminuida acidificacion
debida a la escasez de H'ATPasa (37); 2) adquisicidn limitada de marcadores tardios

endosomales; 3) prescncia de una forma intermedia, parcialmente procesada, de
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catepsina D (52); 4) ausencia de receptores para mancsa-6-fosfato (58) y 5) expresion
clevada de proteinas fagosomales tempranas, como por ejemplo coronina (59). Las
micobacterizz inhiben la maduracién fagolisosomal, sobreviviendo de facto en un
compartimiento con caracteristicas endosomales tempranas,

Fratti er of (60) van mds alld y presentan evidencias sobre mecanismos
moleculares que pueden explicar, en parte, la inhibicion de la maduracién del fagosoma
que contiepe a la micebacteria (“fagosoma micebacteriano™). Estos investigadores
infectan macréfagos con M. tuberculosis y observan que, a diferencia de los fagosomas
que comtienen perlas de litex, los fagosomas micobacterianos mo adquieren miveles
considerables del marcador temprano EEA L (Autoantigeno Endosomal Temprano 1), el
cual es reclutado normalmente en organelos endociticos mediante la unién a fosfatidil-
ingsital-3-fosfato (PtdIins{3]P) (67). La inhibicidn de la enzima fosfatidilinosital 3(OH)-
cinasa (PI3K) con wortmanina y L.Y294002 (62) disminuy6 el reclutamiento dc EEAl a
los fagosomas con particulas de litex y bloqued también la adquisicién de marcadares
endociticos tardios, indicando que la genetacion de Ptdlns[3]P por PI3K juega un papel
en la madv-acion del fagosoma. Por ialtimo, particulas de [atex cubiertas con
lipoarabinomanano-manosa (ManLAM), pero no aquellas cubiertas con su precursor
manosida de fosfatidilinositol (PIM), redujeron la colocalizacion de EEAL en los
fagosomas con latex. En cste sentido, Beatty et al. (63) demostraron que lipidos
micobacterianos, incluyendo ManLAM y PIM, son liberadas por las micobacterias
fagocitadas y se intercalan en varios compartimientos membranosos de la célula
hugsped.

Por otra parte, Zhang et al. (64) reportaron que, durante su fase de crecimiento
logaritmica, varias especies bacterianas como  Salmonella  typhimurium,
Yersinia enterocalitica y algunas cepas de Escherichia coli, liberan lipoproteina; mas
aln, en comparacion con el contral negativo, las cepas utilizadas de E. coli tratadas con
el antibigtica ceftazidima, secretan una cantidad 9 veces mayor de lipopmtei'na, la cual
induce la produccion dc IL-6 por macréfagos peritoncales de la cepa dc ratones
C3H/HeJ (no respondedora a LPS), sugiriendo ademds que la activacion de los fagocitos
profesionales mononucleares se realiza a traveés de vias de sefializacidn diferentes a la
usada por LPS.
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1.12 Citocinas.

Las citocinas (92) son proteinas o glicoproteinas con peso molecular de alrededor
de 10-24 kDa, y son sccretadas por células para producir su efecto de transduccion de
sefiales sobre sus blancos en forma paracrina, autocrina, yuxtacrima, retrocrina ¢
intracrina. En condiciones fisiolégicas nurmales, €stas actian en conceniraciones que
van de femtomoles (107°M) a nanomoles { lO’“M); hecho que se hace ain mas evidente
en patologias o sindromes que son ocasionades, en gran parte, por la sobrepraduccion de
ciertas citocinas [por ejepla: IL-1 (93, 94}, TNF-qg (95, 96), 1L.-6 (97, 98), IL-12 (99}],
v por la citotoxicidad culateral en la aplicacion de citucinas recumbinantes en la terapia
clivuca de enfermedades inmunes y neoplasicas. En condiciones anormales, algunas de
estus glicoproteinas pueden llegar a ser secretadas en grandes cantidades, de tal manera
que pueden alcanzar una alta concentracion a nivel sistémico y tener. como en los casos
de sepsis bacteriana y choque endotdxico, un efecto endocrine.

Es un hechu que estas protelnas son parte de uno de [os sisiemas mds complejos
-y eficaces, dotado con capacidad para dirigir y modular un gran niumero de fendmenos
biologicos celulares, tales como activacion, diferenciacion, movimientv, crecimiento,
colonizacion,  muerte  programada  (apoptosis),  coordinacidn  del  gje
neuroendocrinoinmunolégico, ete. (Figura 2). En adicidn, la patobivlogia que acompafia
a pracesos infecciosos ocasionados por microorganismos  patdgenos como
Mycobacterium, Listeria, Trypanosoma, Shigella, Leishmania (100), Plasmodium (101),
es frecuentemente correlacionada con la presencia, exceso de expresién o supresion de
ciertas citocinas [por gjemplo [IL-lo, IL-1P (102, 103), IL-4, IL-5, IL-6, IL10, [FN-y,
TNF-o, TGI -3, etc].
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Figura 2. Algunos fenémenos biolégicos en los que intervienen las citocinas
como moléculas reguladoras decisivas.

Las observaciones clinicas, asi como la experimentacién in vifro e in vivo,
documentan el potencial de las citocinas como adyuvantes 0 moduladores esenciales en
enfermedades infecciosas y autoinmunes, asi como en procesos neoplisicos y
rechazo/aceptacion de transplantes.

Las citocinas, incluyendo las secretadas por macréfagos, son uno de los factores
solubles de mas importancia en la regulacion del sistema inmunolégico. La relevancia de
las citocinas en la inmunomodulacion se hace evidente a través de experimentos in vivo
con animales, en los cuales por medio de ingenieria genética se ha inactivado/eliminado
el gen codificador de cierta citocina o su respectivo receptor celular (especies knockout).
Sin embargo, la eliminacion/inactivacion especifica de genes para citocinas
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frecuentemente revela una de las caracteristicas mas importaittes de la red de citocinas —
la redundancia, gracias a la cual las funciones bioldgicas efectuadas por una citocina
pueden ser cubiertas por otra cuanda la primera se encuentra incapacitada para realizar
st actividad bioldgica o esta fisicamente ausente. De hecho, si un animal knockout para
una citocina y/o su receptor muestra letalidad o defecto fenotipico, el gen es considerado
relevanté; sin embargo, cuando el knockout no exhibe un fenotipo anormat, entonces el
gen debe ser aun mds importante gracias a que, per se, implica la evolucién de un
sistema de “respaldo” (redundante) que imparte una asombrosa, pero al fin (dgica,
estabilidad en la red de citocinas para evitar el fatidico colapso funcional del
Macroorganismao.

El pleiotropismo es también otro atributo distintivo de las citocinas, pues cada
una de estas moléculas puede abarcar un amplio espectro de efectos hiologicos, en
ocasiones d¢« naturaleza diametralmente opuesta gracias al contexto en que se sitia su
accion y dependiendo del tipo de ¢€lula blanco sobre la cual acfian, asi como de su
estado de diterenciacion celular.

1.13 Citocinas proinflamatorias.

De wn modo distintivo, las citocinas activan y reprimen diversos mecarismos
protectores que integran el sistema immunologico en vertebrados. Analisis quimicos y
estructurales sugieren que estas glicoproteinas, principalmente las de naturaleza
proinflamatucia, se curacterizan por su origen filogenética temprano y alto grado de
conservatismo a través de la Evolucidon, Mds adn, la continuidad evolutiva de las
citovinas promotoras del proceso inflamatorio es evidenciada por el hecho que, al ser
transferidas a sistemus de ensayo de vertebrados, lus moléculas proinflamatorias aisladas
de invertebrados son capaces de desencadenar respuestas inmunoldgicas similares a las
encontradas -1 sus cuntrapartes de la Clase superior.

La respuesta de fase aguda s iniciada y courdinada por inediadores inflamatorios
como citocinas, quimiocinas, anafilotoxinas, glucocorticoides, componentes del
complemento, factores de la coagulacidn, etc. Las citocinas proinflamatorias (IL-la,
IL-1B, TL-6, TNF-a) son producidas principalments por c€lulas fagociticas
mononucleares, pero también por linfocitos, neutrdfilos y otra gran variedad de células

no inmunitarias que son activadas en respuesta al estimulo inflamatorio. Como se
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obscrva en el presentc trabajo, IL-6 es incluida simuitdincamente en los grupos dc
citocinas pro- y anti-inflamatorias debido a su capacidad para potenciar o reprimir el
procesa inflamatorio en dependencia del contexte en que se encucntre.

Las citocinas proinflamatorias conforman una de las primeras lincas de defensa
del organismo contra agentes infecciosos y actian antes de la aparicion de la respuesta
inmune mediada por anticuerpos. Sus principales funciones bioldgicas son desencadenar
y dirigir los procesos inflamatorios, induciendo o suprimiendo la sintesis y/o produccion
dc reactantes dc fase aguda (C2, C3, C4, C4bp, Protcina C-reactiva, Proteina Amiloide
Sérica A, hantoglobulina, cte.), €l reclutamicnto de células (neutréfilos, linfocitos T,
monogitas) a los sitios de inflamacion y la activacion de mecanismos microbicidas y
destructivos antibacterianos necesarios para la eliminacion efectiva del agente
inflamatorio.

Interleucina-12 ([L-12) e [FN-y, consideradas principalmente como citocinas
Thl, son agrupadas entre las proinflamatorias por algunos investigadores debido a que
s¢ ha gbservado su produccion en la fase uguda de las infecciones y poseen, ademas,

ciertas funcivnes bioldgicas que comparten con [as otray citocinas de este grupo.

1.13.1 Iuterleuciaa-1.

La interleucina-1 fue descrita originalmente en la década de los afios 40 del siglo
XX como una proteina termolabil y que, inyectada en auimales o humangs, causaba
fiebre (llamada por esa causa pirdgeno enddgeno). Posteriormente se supo que los
factores activadores de linfocitos descubiertos por Gery y Waksman (104), asi como por
Bach er al (105), y que potenciaban la respuesta proliferativa de linfocitos T hacia
mitdgenos, eran idénticos a IL-1. Ademis, como respuesta a un proceso activo de
infeccidn, toxinas microbjanas, agemtes inflamatorios, productos de linfocitos activados
(citocinas), complemento, Cls, ésteres de forbol y factores de la coagulacion,
virtualmente toda célula nucleada es capaz de sintetizar 1L-1.

El término IL-1 abarca dos polipéptidos, IL-1a e [L-1B, que poseen mdultiples
actividades reguladoras en la respucsta del huésped a infecciones, trauma, asi como
durante los proccsos inflamatorios de fase aguda y cronica, respucsta inmune humoral y
hematapoyesis. En ¢{ humano los genes que codifican {as dos variantes de [L-1 se

encuentran sobre el brazo largo del cromosoma 2 (de tamario 10.5 Kb para [L-1a y 7.8
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Kb para ]L-1P8) y la homologia nucleotidica entre los dos genes es de 45%.
Aparentemente existen mecanismas separados de control de transcripcion de los genes
para IL-1, los cuales sin embargo dan resultado a moléculas proteinicas precursoras de
31 kDa que son escindidas proteoliticamente para formar cadenas polipeptidicas de peso
17 kDa para ambas formas de 1L-1, pero que dificren en su punto isoeléctrico (pl de 5.0
y 7.0 para I - [o ¢ [L- I B, mspectivamente),

La transcripetdn de los genes para [L-1 no presupone, todavia, la sintesis y
secrecién proteinica, pues es necesario un segundo estimulo desencadenante (por ¢j.
LPS, endotoxina, etc.) para ¢llo. En células monociticas humanas ambes genes son
transcritos en los primeros 15 minutos después de ser estimuladas con LPS, mientras que
el PMA (Forbol Miristato Acetato) induce [a transcripcion de I1.-1B, pero no de [L-1a.
En general, existe una expresidn diferenciul génica de IL-1a e [L-1P, dependiendo del
tipo de célula que se wate — monocitos (JL-1PBcone > IL-10con: ), macrofagos sinoviales
(IL-1P Grucamente), etc. e hecho, la traduccidon de ARNm a proteina no garantiza su
secrecién al medio extracelular, pues se ha encontrado que [L-1o puede permmanecer ¢u
forma intracitoplasmica, hipotéticamente adquiriendo de esta manera una funcién
intracrina. M4s aun, IL-1a ha sido detectada por medio de inmunofluorcscencia anclada
a la membrana celular, fungiendo asi quizas un papel yuxtacrino (también ejemplificado
por otras ci”winas como IL-10 y TNF-0) hacia las células adyacentes con las que

efectiien contactos.

1.13.2 Factor de Necrosis Tumoral alfa (TNF-o).

El periodo comprendido entre e siglo XVIII hasta los afios 70°s del siglo XX fue
testigo de multiples reportes, muchos de ellos méds precisamente anccddticos, acerca del
tratamiento anticancerigeno exitoso mediado por una infeccion inducida al paciente.
Estas “descripciones” instaron a que William B. Coley (/(6) utilizara preparaciones que
contenian filtrados de Streptococcus spp. y Serratia marcescens coma terapia
antineoplasica.

En 1975 Carswell et al. (/07) describieron una proteina en el suero de ratones
inyectados con endotoxina y que previamente Habian sido tratﬁdos con
Mycobacterium bovis (cepa Bacillus Calmette-Giierin; BCG); la proteina encantrada
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causaba, in vivo, necrosis hemorrdgica de tumores de sarcoma inducidos por
metilcolantreno-A, leucemia por EL-4 y mastocitoma por P-815 y, ademas, en
condiciones 1 vitro tenia un efecto citostitico y actividad citocida sobre células
tumorrles.

A finales de los 80’s del siglo pasado, los estudios de Cerami y col. (108) sobre
el desgaste severo o “caquexia” causado en animales dehido a la infeccidn cranica
(persistente) por Treponema brucei, condujeron al descubrimiento e identificaciéon de un
factor sérica nombrado “caquetina”, el cual resulté ser idéntico al TNF-a.

Bajo el efecto de un estimulo adecuado, la principal celula productors de TNF-a
es el macrdéfago, aunque también puede ser sintetizada por ofras c€lulas como linfocitos,
leucocitos polimorfonucleares, eosindfilos, astrocitos, células NK, fibroblastos, etc. El
lipopolisacdrido (LPS) es el compuesto con mayor capacidad para inducir la biosintesis
y liberacidén cxtracelular de TNF-a. Sin embargo, virus (VIH, virus Sendai, virus de
influenza), micobacterias, hongos, parasitos (Tiypancsoma spp.), complejos antigeno-
anticuerpo e, importantemente, ottas citocinas (como IL-2, GM-CSF, IL-la, IL-1(3)
representan wi estimulo adecuado para la sintesis de TNF-a.

El TNF-a. maduro (peso molecular de 17 kDa) se forma a partir de un precursor
proteico que porta una secuencia adicionul de 76 aa en el témino aminv. La proteina
con actividad bioldgica completa es una molécula no glicosilada con un peso molecular
de 17 kDa (157 aa) ¥ un punto isoeléctrico (pl) de 5.3. A diferencia de la mayoria de las
proteinas que son secretadas, esta citocina carece de un frapmento (secuencia serial) de
aa con comportamiento hidrofobico para su secrecion extracelular.

La forma bioldgica activa del TNF-o es un trimero de 52 kDa. Cada subunidad
contiene un enlace intemo de disulfuro y las tres subunidades estan unidas entre si
gracias a fuerzas no covalentes, las cuales originan una fuerte interaccion entre ellas, ya
que no hay indicios de disociacion alguna ain a altas diluciones.

La actividad citalitica y citostitica in witro del TNF-a frente a muchas lineas
celulares tumorales es, quizas, la principal peculiaridad de esta citocina. Basicamente su
efecto biolé, co de citotoxicidad se utiliza como meétodo para detectar y determinar, en
forma semi-cuantitativa, la presencia de TNF-a en muestras de suero, plasma, cultivo

celular, etc. Las lincas celulares clésicas para detectar esta citocina es la linea L929
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(fibrosarconia) y la clona celular WEHI 164 cl 13. Despugés que las células son expuestas
a concentraciones de picomoles de TNF-a, las sensibles comienzan a morir en cuestion
de horus, debido en parte quizds al efecto destructivo de los radicales derivados del
oxi(geno que son generados bajo el efecto de esta citocina. Las especies reactivas del
oxigena pueden originarse como resultado de la rotura del transporte de electrones en las
mitocondrias cuando las células son expuestas al TNF-a (aprox. 1.5 — 2 hrs. después del
tratamiento). En consecuencia, los electrones reducen el oxigeno, formando el anidn
superdxido (0;7). En ausencia de proteinas de defensa capaces de inhibir o ncutralizar
estas moléculas oxidativas altamente reactivas, estas Gltimas pueden causar dafios a
proteinas, lipidos y acidos nucleicos.

El fendémeno de caquexia o desgaste metabdlico es otro de los efectos bioldgicos
in vivo caracteristicos del TNF-a y ¢s causado, parcialmente, por la supresion ejercida
sobre la expresién de la enzima lipoproteina-lipasa en adipositos y resorcion del tejido
pardo y lu posterior elevacién de triglicéridos en plasma. El TNF-a inhibe la
diferenciacion de adipocitos y ademds, en caso de haberse realizado, es capaz de
revertirla.

1.14 Citacinas anti-inflamatorias.

En igual o mayor proporcién que los mecanismos proinflamatorios, la
superviviencia del macroorganismo estd ligada {ntimamente a un conjunto diverso de
reguladores negativos del fendmeno inflamatoric - citocinas anti-inflamatorias,
receptores solubles para citacinas, proteinas inhibidoras de la sefializacidn de citocinas,
etc.

De acuerdo al statuo quo, 1as principales citocinas anti-inflamatorias son: [L-1ra,
-4, 1L-6, IL-10, IL-11 e IL-13. Sin embargo, recalcamos nuevamente que €stas
moléculas son muy versitiles y su trascendencia final — sea esta directa o indirecta — esté

sujeta a la cc 1binacion compleja de numerosos factores (ya antes mencionadas).

Interleacina-19.
La interleucina-10 (IL-10) es una molécula proteinica cotnpuesta por 160 aa y
con peso molecular de 18.5 kDa. TL-10 tiene poco a ningin grado de glicasilacidn,

cuatro residuos de cisteina que forman dos enlaces disulfuro (enlaces 1-3 y 2-4,
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respectivamente). La homologia entre la [L-10 humana (hIL-10) y de ratén (mIL-10) es
aproximadamente 73%, pero mientras que hiL-10 es activa en células humanas y de
raton, mlL-10 es efectiva solamente sobre células de raton,

Los genes codificadores para hiL-10 y miL-10 se encuentran sobre el
cromosoma |. En el humano se han observado varios polimorfismos en la secuencia
génica de [L-10 que colinda con el extremo 5°; los palimortismos incluyen dos areas de
polimortismws microsatélites con repeticiones miltiples (CA)n rio arriba ~1.2 kb y ~4
kb del sitio de inicio de la transcripcién y también muestran tres mutaciones puntuales
unidas en tdndem en los sitios -1082 (G/A), -819 (C/T) y —592 (C/A). Se picnsa que
estos polimorfismos acontecen dentro de la region promotora del gen para hiL-10 y en
apoyo de esta suposicidn se ha observado una correlucion entre cierlos polimorfismos
(macrosatélites) y la secrecion de IL-10 por mwnocites imducida por LPS.
Adicionalroente, una induccion mas elevada de IL-10 por c¢élulas T y monocitos
estimulados con ConA fue también asociada, a su vez, con el alelo -1082 (G) (109). Es
necesario afiadir que, a pesar de que la variacion emtre individuos en estos estudios fue
considerable, las tendencias no tueron estadisticamente significativas.

Para la deteccion y cuantificacién de IL-10 se han implementado ensayos
inmunoenzimaticos, técnicas de RT-PCR y pruebas de actividad biolégica que se basan
en la proliferacion de la linea celular de mastocitos D36 de ratén en respuesta a [L-10
humana o d¢ -aton (en presencia de IL4). La interleucina-10 es producida por linfocitos
CD4+, ThO, Th2, B, asi como por células cebadas, eosinéfilos, monocitos, macréfagos y

gueratinocitos.

1.15 Granulomas.

El dafio sobre un tejido desencadena una secuencia de respuestas complejas
denominada inflamacidn aguda, con el fin de neutralizar al agente “ofensivo™ y
restaurar el tejido dafiado a su funcionamiente fisioldgico normal. Ea €l transcurso de la
reparacion tisular, el sitio afectado por el proceso inflamatorio agudo es ocupado por una
composicién vanable de elementos en proceso de proliferacion — capilares, fibrublastos,
macrofagos, células linfoides, componentes de la matriz extracelular — conformando asi

el denuminado fejido granuloso.
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En condiciones favorables para el macroorganismo, una inflamacion aguda
conlleva a la organizacidn de un exudado en el cual predominan neutrofilos, y la
produccién d* tejido granuloso que cventualmente puede formar una cicatriz mediante la
proliferacion y estructuracion de tejido fibroso. Asi, en la mayoria de los casos, cl agente
inductor (infeccioso) del dafio tisular es destruido a ncutralizado durante las etapas
tempranas de la reaccian inflamatoria aguda. Bajo ciertas circunstancias, sin embargo, cs
factible que el estimulo dafiino no logre ser eliminado, sino que cause una destruccion
aiin mds grave. Esta persistencia trae consigo dos consecuencias:

1) que ocurran en forma simultdnca y comciirente, pera no secuencial, las
procesas de dario tisular, inflamacién aguda, formacioén de tejido granulosa y reparacion
tisular;

2) la respuesta inflamatoria aguda {no espccifica) es suplementada con una
respuesta de tipo especifico, evidenciandose esta tiltima, en parte, por la proliferacian de
altas cantidades de células linfoides en los tejidos en destruccidn.

De esta manera, el intento de resolucidn y delimitacion de la lesidn por medio de
una respuesta inflamatoria aguda, se convierte en un praceso inflamatorio crénico que
s incapaz d. restringir la ola necrdtica tisular extrema coma reflejo de la lucha cntre la
reparacidn y destruccion de tejido.

En esencia, el proceso granulomatoso crdnmico (granuloma) deriva de la
incapacidad del macroorganismo para climinar particulas extrafias (talco, almiddn,
madera, metal, vidrio, silicio, berilio) 0 algun agente infeccioso (Nocardia brasiliensis,
Mycobacterium  tuberculosis, M. leprae, Treponema sp., Leishmania spp.,
Histoplasma capsulatum, Schistasoma spp., etc.), aunque existen entidades con etiologia
atin desconocida/indeterminada (sarcoidosis, enfermedad de Crohn y granulomatosis de
Wegener). De lo mencionado arriba, puede deducirse que un granuloma resulta ser una
estructura tisular muy organizada en la vecindad del agente causal con el fin de
eliminarlo o por lo menos circunscribir y/o limitar su efecto nocivo o presencia.

Una de las caracteristicas histologicas mas comunes de la inflamacion
granulomatosa es la infiltracidn de leucocitos mononucleares y sus derivados — células
epiteloides y sus productos de fusion celular (células gigantes multinucleadas - CGMs).
Las células epiteloides construyen membranas fuertemente interdigitadas en torma de

zipper con c€lulas adyacentes para evitar, en forma de barrera celular, la extension
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(diseminacién) de los microorganismos infecciosos. En la patologia histoldgica del
granuloma se pueden reconocer dos tipos de c€lulas gigantes multinucleadas: 1) CGMs
de Langhans, que se encuentra en granulomas causados por micobacterias, y en las
cuales los nuicleos estan localizados en la perifera celular en forma de herradura y 2)
CGMs causadas por cuerpos extrafios, en las cuales los micleos mantienen una
localizacidén aleatoria a través de todo el citoplasma. Cuando, ademas de linfocitos y
componentes de la matriz extracelular, la formacién del granuloma se ve acompaiiada
por calcificacidn y necrosis caseosa, como es el caso de M. fuberculosis, se habla de un
granuloma complejo. Tanto las células epiteloides, asi como las células gigantes, son
considerados un estadio terminal de desarrollo del sistema macrofigico y, en contraste
con otros macrétagos, muestran una pobre capacidad fagocitica, pero son poseedores de

una elevada »<tividad enzimética respiratona y lisosomal.

1.15.1 Formacién de granulomas — un fenéomeno multifactorial.

La imposibilidad del huésped para eliminar a N. brasiliensis a través de una
respuesta aguda efectiva, desencadena un proceso inflamatorio crémico. La lesién
granulomatosa “brasiliensis” se caracteriza por la presencia de loculos delimitados en su
parte mas exterior por un cinturdén de fibroblastos y colageno; en el centro locular s¢
encuentra una masa de microorganismos rodeada por granulocitos seguidos por la

presencia prominente de macrofagos espumosos, células epiteloides y CMGs.

A. Factor cuerda.

El 6,6 -dimicolate de trehalosa (DM'1) e comimmente llamado “factor cuerda”,
es un glicolipido de superficie identificado en especies de los géneros Nocardia,
Mycobacterium, Rhodococcus y Corynebacterium. DMT es una sustancia toxica, aunque
también posce una potente actividad adyuvante al ser coadmimistrada con un antigeno
proteinico, estimulando asi la inmunidad mediada por células ({10).

DMT de M. bovis BCG o0 M tuberculosis inducen en c¢obayos y conejos,
respectivamente, la formacion de granulomas que incluyen linfocitos y macréfagos
epiteloides (4/7). Por otra parte, la administracion i.v. de DMT de M tuberculosis a
ratones CS7BL/6 provoca la tormacion de granulomas pulmonares, aunque en forma

extrafia la aplicacion de RT-PCR in situ no detectd ARNm para [FN«y, IL-2, [L-5, [L-10
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e IL-12 (p40). No obstante que IL-6"N" [L-1*"™ y TNF.¢*™® gumentaron su
expresion relativa significativamente durante ¢l desarrollo granulomatoso, sotamente lus
niveles proteicos de caquetina en tejido pulmunar correlacionaron estrechamente con la

inflamacion. Adicionalmente, macrofagos derivados de médula ésea expuestos 2 DMT

estimularon la produccién de TNF-a, IL-1P ¢ IL.-6 (1712, 113).

B. IFN-y.

La administracién intravenosa de Propionibacterium acrnes muerta por calor en
ratones BA).B/c normales desencadena la estructuracion de granulomas distintivos
principalmente por la presencia de una gran cantidad de macrofagos y células epiteloides
en higado (174). En contraste, el tejido hepatico de animales deficieates de [FN-y (IFN-
y') fue infilrado por wna menor cantidad de células macrofigicas y epiteloides,
prevalecienda en su lugar linfocitos y neutréfilos; més aun, el tamario de los granulomas
en est¢ grupo de animales fue menor al observado €n sus contrapartes con genotipo
IFI‘«I-y"'LP y el nimero de estas estructuras complejas fue reducido en un 80%.

Hogun et al. (115) utilizaron la via intrapentoneal para inducir con una dosis no
fetal de M. bovis BCG (Pasteur) viable una maxirma produccidn de granulomas hepdticos
en ratones C57BL/6 que son resueltos con el tiempo. En comparacion a los bien
estructurados y compactos granulomas en ratones IFN-y*, los animales knockout
IFN-y" también exhibicron lesiones granulomatosas bien formadas, pero en mayor
nunero y tamamo, las cuales asi mismo confenian superiores concentraciones de
bacterias. E:. contraposicion, ratones C57BL/6 TNF-«™" desarrotlaron extensas lesiones
con una escasa y difusa organizacién tisular que no contuvieron en forma efectiva la

infeccidn bacteriana.

C. IL-10.

A diferencia de los ratones normales C57RL/6 (IL-10™), el indeulo intranasal de
Chiamydia trachomatis en sus contrapartes [L-10 KO no ocasiond que se formaran
granulomas en pulmén, lo cual aparentemente correlaciond con una elevada produccién
de [FN-y, robusta respuesta dc hipersensibilidad tardia, asi como con una més rapida

climinacion de organismos (7/6). Por otra parte, células mononucleares procedentes de
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la parte central del granuloma pulmonar causado por Echinococcus mudtiacularis 'y
estimuladas i» vifre con antigenos del mismo agente infeccioso, secretan una mayor
cantidad de TL-10 y mcnos IFIN-y, en comparacion con las provenientes del tejido
periférica granulomataso ({ /7).

Otr6 aspecta que ha captado la atencidn de investigadores es la identidad de las
estirpes celulares, asi como la conttibucion relativa de estas, en la generacion de

granulomas.

D. Células T.

Hansch et al. (118) demuestran que ratones normales CS7BL/6 depletados de
células T CD4*, asi como animales singénicos SCID infectados con M. avium (cepas
TMC 724 o SE 01) sufren sélo un retraso (de aprox. 3-4 semanas) en la formacion de
granulomas, que coincide con una reduccion significativa de la expresion tisulac relativa
de TNF-a*®™ ¢ [FNyA®™ A pesar de no reportar los niveles proteicos respectivos, los
autores sugieren que el papel de las células T CD4" son solo parcialmente responsables
de la elevada produccion im sitw de IL-4, citocina aparentemente decisiva para la

constitucion de granulomas tipo ThZ causados por S. mansoni en ratones.

1.16 Macrdfagos activados en forma alternativa.

L-arginina es un substrato comun de arginasa-1 (Arg-1) y sintasa de oOxido
nitrico-2 (NOS-2) que compiten por este aminodcido pars ya sea hidrolizarlo hasta
omnitina y urea, u oxidarle a L-citrulina y éxido nitrico (NO), respectivamente (Figura
3). Ambas enzimas se expresan en macréfagos activados, pero poseen cualidades
bioldgicas opuestas: la expresion de NOS-2 favorece la bacteriostasis 0 muette
microbiana y vasodilatacidn en etapas tempranas del proceso inflamatorio, mientras que
la manifestacion de Arg-1 favorece la sintesis de poliaminas, proliferacion de
fibroblastos € induccion de colagenc (129).

Mills er al. (/3) prolongan el alcance del paradigma Thi/Th2 a células
macrofigicas, mostrando que macréfagos peritoneales residentes de cepas de raton
clasificadas como Thl (cepas de ratones C57BL/6 y B10D2), producen en forma
preferencial NO en respuesta a IFIN-y o LPS y son catalogados como macrofagos M-1,

mientras que los fagocitos mononuclcares diferenciados M-2 provienen de animales de
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tipo Th2 (cepas de ratones DBA y BALB/c) y sintetizan ornitina principalmente bajo los
mismos estimulos.

En 1992 Stein ef al (/20) obsetvaron que el tratamiento de macdfagos
inflamatorios con IL-4 induce un fenotipo “alternativo” de activacion caracterizado por
una ¢levada capacidad para eliminar ligandos manosilados y con reducida expresion de
MHC Il y produccion de citocinas proinflamatorias. Hesse ef o/, (121) mostraron que los
macrotagos activados en forma altemativa regulan positivamente la induccion de
arginasa, conllevando a la biosintesis de poliaminas y prolina, fendémenos biologicos
involucrados con la formacion de granulomas a través de la proliferacion celulat,
deposicién de coldgeno y reparacidn tisular (i/9, [/2!). Por otra parte, el fenotipo de
activacion “clasico” en macrotagos inflamatorios es originado bajo el efecto conjunto de
[FN-y y TNF-u. {0 TLRs) ({7), en el cual estas células monvnucleares se distinguen por
su debil av' lez fagocitica, perv también por su excelente habilidad para matar y

degradar microorganismos patogenos, especialmente intracelulares.

Oxido

m‘gco
IFN+y, TNF-a, IL-1 L-hidroxiarginina Citrulina

Poliaminas—» Proliferacion
ccludar

L~ornitina

Urea \’
Prolina—— Produccion

de calageno

IL4, IL-10,
IL-13 GM-CSF

Figura 3. Compotencia entre las emzimas Sintasa de Oxido Nitrico y

Arginasa en el metabolismo de L-arginina (J Immunol. 2001;167(11):6533-449).
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El término macréfago activado Tipo 1l (M-2) fue acufiado por Mosser ef al. (i),
aunque ¢! fenotipo fue en si descnito inicialmente por Sutterwala er o/ (84), quienes
observaron que el ligamiento de los receptores Foy sobre macrdfagos activados con LPS
(en presencia de ITFN-y) induce una elevada produccién de IL-10 y también la supresion
selectiva de IL-12 {(a nivel de transcripeion y traduccién para ambas citocinas), aunque
en forma notable permanece intacta la concentracion de TNF-a, [L-1 e [L-6. Los niveles
de IL-10 enddgena producida por !a union de Cls a sus receptores macrofigicos son
capaces de L 'ubir en forma notoria la secrecion de [L-12 inducida por IFN-y + LPS (84,
88). De hecho, [a generacion de macréfagos con fenotipo M-2 se atribuye en forma
directa (722) a la ausencia de IL-12 bioactiva, 0 quizas de manera indirecta debido a la
induccién deficiente de IFN-y efector por [L-12 (J3). Ya en 1985 Unanue ef al. (123)
habian reportado que Cls absortos que contenian la porcion Fey intacta eran capaces de
suprimir [a produccion de IFN-y, asi como también la expresion de moléculas Ia sobre
macrafagos i vitra.

[Los trabajos de Mosser et al. demostraron, por una parte, que: i) el ligamiento de
FcyRs es suficiente para la inhibicidn de [L-12, sin necesitar su internacion; sin
embargo, se requiere ku presencia de un co-estimulo pro-inflamatorio como LPS, unido a
los Cls, para inducic IL-10 (/24); ii) los macrofagos activados en forma clisica, que
polarizan la respuesta de células T hacia el tipo Thl (IL-4cuwe. < [FN-yoon ), revierten la
direccidn de la respuesta inmune hacia un tipo Th2 (I.4cane. > IFN-Ycone) cuando son
expuestos a s (84).

Las investigaciones realizadas por Baetselier ef al. {/0) y Hamerman ¢f al. (125)
describen una transicion de fenotipos macrofagicos durante el desarrallo de modelos
infecciosos i1 vivo. En el primer estudio (/J), los macrofagos de ratones infectados con
7. brucei brucei deficiente de fosfolipasa C muestran un fenotipe de activacién clasica,
con una preponderante produccién de PG y NO, que se desarrolla en un ambiente de
citocinas tipo Thl (IFN-ycone™>IL-10¢gnc.), mientras que en la fase tardia se observd un
fenotipo macrofigico alternativo, con menos formacion de PG y NO, asi como una
mayor produccion de IL-10 con respecto a IFN-y. En forma notable, durante la fase
temprana de la infeccion se establecid una inhibicion de la activacion de células T por

mitégeno (Con-A), superantigeno (enterotoxina estafilocdcica B — SEB) y por un
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antigeno especifico (lisozima de huevo de gallina — LHG), micntras que en la fase tardia
siguen siendo operables séla la activacidn de células T por mitdgeno o superantigeno,
mas no la causada par LHG. En cl scgundo reporte analizado (/26), y coma
consecuencia a la infeccion de ratones C57BL/6 por M. bavis BCG, los autores reficren
la presencia ‘>mprana de macréfagos que expresan bajos niveles de I1A® ¢ incapaces de
secretar compuestos reactivos del nitrégeno (RNI), pero altamente activas para fagocitar
particulas opsonizadas con [gGG y C3bi (en comparacién con macrifagos residentes y
tardios); a les 12 dias postinfeccion, los macréfagos (tardios) regularon en forma
positiva la expresion de IA” y produjeron en forma activa RNI, pero su capacidad
fagocitica habia disminuido sensiblemente y era igual a la de los macréfagos en reposo.
Es interesante el hecho que, en los macréfagos tardios (12 dias postinfeccidn) se

determiné una mayor expresion relativa de TNF-a*f"™ ¢ [P [gARN™

en comparacion con
los niveles observados en macréfagos tempranos (2 dias postinfeccién), a pesar que no
se analizd la traduccion efectiva del ARNm.

Ratones C57BL/6 infectados con Schisfosoma mansord montan una reaccion
granulomatosa semejante a la observada en humanos, en la que huevos del fmra’tsito se
incrustan en el higado, desencadenando la incorporacidn intensa de macrdfagos,
eosinofilia, deposicion de colageno y, en algunos casos, fibrosis hepatica severa e
hipertension portal (127}, Este estudio realizado por Hesse et al. sugiere que las
actividades de Arg-1 y NOS-2 macrofagicas estin funcionalmente relacionados con el
desarrollo de la patologia granulomatosa causada por §. mansoni. Por otra parte, in vivo
demuestran una aparente exigencia de citocinas tipo Th2, [L4 e IL-13, en [a expresion
inducible y activacion de Arg-l. Sin embargo es abligatorio enfatizar que el papel de
[L-10, clasificada como citocina tipo ThZ también, rompe el esquema, ya que esta
molécula, en apariencia relevante para la polarizacidn de la respuesta inmune contra €l
parasito hacia el tipo Th2, resultd ser prescindible para la generacion de células
macrofagicas activadas en forma alternativa que expresan Arg-1; alin mas, i vitro 1L-10
solo fue capaz de inducir en macréfagos derivados de meédula osea una producceidn
marginal de prolina, la cual es requerida para la sintesis de colageno.” En forma
destacada, el nivel maximo de formacion de granulomas correlaciond siempre con una
elevada actividad de Arg-1, mientras que ratones pretratados con una combinacion de

IL-12 + hun-/0s del parasito antes de la infeccion, expresaron NOS-2 y tnostraron
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granulomas més pequefios y mucho menos fibréticos, presuntamente gracias en parte al

surguniento de macrdfagos activados en torma clasica bajo el etecto de IL-12.

1.17 Y ocardia brasiliensis.

N. brasiliensis es agente etiologico del actinomicetoma (micetoma) y esta
catalogado cowno un microorganismo infeccioso primario {(no oportunista) que actia
sobre hospederos que poseen un sistema inmune con mivel protector ‘‘adecuado”.
N. brasiliensis se encuentra en todo nuestro alrededor — donde sea necesario degradar
material bioldgico. Asl que, por lo general, la infeccion actinomicética se lleva a cabo
cuando la integridad de la piel es traspasada ~ por medio de una puncidn con una espina,
traurzatisma con algim objeto punzo-cortante o maspaduras; razones por las cuales los
micstomas se desarrollan a nivel subcutaneo y frecuentemente en el pie, piema, brazos y
manos; aunque también puede darse en cualquier parte del cuerpo como la espalda,
hombro, cabeza, ojos. Casi siempre cuando se¢ desarrolla, €l micetoma comienza con la
aparicion de tumefaccion dura. Al mismo tiempo se formuan abscesos a través de los
cuales se expele pus. La fase crénica del micetoma se caracteriza por la ocurrencia
repetitiva de granulomas inflamatorios que se multiplican y avanzan progresivamente a
areas adyacentes, formando nodulos secundarios y nuevos abscesos. El exudado de estos
abscesos representa pequerias colonias del agente infeccioso rodeado por grandes
cantidades de células inflamatorias: neutréfilos (en su mayoria), macrétagos, linfocitos,
fibroblastes (127).

Una vez que la bacteria ha penetrado la piel del hospedero, la inoculacidn pueden
proseguir por dos vias: 1) |la bacteria es eliminada por las defensas del sistema inmune y
la infeccion se resuelve 2) la infeccion no se resuelve favorablemente, sino que la
bacteria modifica la respuesta inmunoldgica del huésped de tal manera que esta empieza
amultiplicarse para entear en la fase aguda del micetoma. El desarrollo de algunos cascs
clinicos de micetoma evidencia un tercer camino posible resultante de la interaccion
concreta entre N. brasiliensis y su huésped, ya que esta bacteria (asi como otras del
género Nocardia) tiene mecanismos, no establecidos hasta ahora, que le permuiten
permarnecer en el organismo parasitado durante un periodo indeterminado (que puede

variar de m :7es a afios) de latencia o “hibernacion” sin poder ser detectado por los
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mecanismos de defensa inmunoldgicos. La(s) sefial(es) o estimulo(s) que interrurnpen la
“letargia” y reactivan a N. brasiliensis también son desconocidos.

Como fue mencionado antes, N. brasiliemsis se encuentra en todo nuestro
alrededor y, practicamente, todos hemos sido inoculados con esta bacteria al suftir
(repetitivamente) algin trauma. Sin embargo, relativamente pocas de las personas
desarrollan micetoma, ain en las regiones consideradas endémicas para esta
enfermedad. Hoy es un hecho indudable el aummento de datos que documentan una
posible comrelacidn entre los factorcs que provocan hipersensihilidad,
inmunodeficiencia, enfermedades autoinmuncs y haplotipos genomicos especificos. Un
gjemplo represcntativo es la diversa susceptibilidad de las distintas cepas de ratones
hacia la infecctdn par M. tuberculosis y otros agentes infecciasos. Podria ser que, de la
misma manera, ¢l fondo genético influya de manera importante sobre el grado de
permisibilidn 1 o resistencia que prescnta un determinado organismo/individuo hacia
N. brasiliensis (128, 129).

Los estudios in vitro de la fagocitosis de Nocardia spp. por macréfages y PMNs
permiten analizar varios aspectos de la interaccién huésped-parasito. En comparacion
con las bacterias utilizadas como control, las nocardias son fagocitadas de manera menos
efectiva. Ademds, aun cuando sea fagocitada, Nocardia logra evitar su destruccion
inhibiendo los efectos bactericidas tanto de los mecanismos dependientes de oxigeno, asi
como aquellos que no dependen de €1 Durante las primeras horas del enfrentamiento
entre fagocitos y nocardias, se detecta la eliminacién de la mayor parte de las bactenas,
més sin embargo esta etapa es seguida por un aumento significativo en la cuenta viable
ocasionado por aquellas bacterias que no fueron destruidas y han logrado multiplicarse.

En algunos de los casos, en las cuales bacterias lograron sobrevivir
intracelularmente en los macrofagos, fueron detectados microorganismos sin pared
celular (“Gram negativos™) — esferoplastos- con propiedades de las L-formas bacteriales.
Aunque hasia €l momento na se ha padida corroborar, estas formas de nocardias son una
posible explicacion a la latencia prolongada no detectable que causaria infecciones
cranicas y progrestvas, aun después de que se haya conseguido un éxito aparente con la
quimioterapia implementada.

Es indudable que Nocardia, como muchos otros parasitos, ha desarrollado un

sistema complejo de elementas defensivos que predeterminan, en Wltima instancia, su
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grado de virulencia. Estos elementos son, en otras palabras, los factores de virulencia
que son activados con una coordinacidn especifica - de acuerdo a la etapa de infeccién
en la que en sc encuentra la bacteria. De acuerdo a los resultados experimentales
obtenidos hasta ahiora sobre Nocardia, podemos destacar varios mecanismos (factores de
virulencia) que son correlacionados con su patogenicidad: '

1.- Uso de diferentes vias de fagocitosis/internacion en los macrofagos.

2.- Presencia de complejos moleculares inertes, como en Mycobacterium, sobre
la pared ceiuiar y que pueden regular, desde ¢l citosol, la respuesta inmune de la célula
hospedera (130, /3{).

3.- Bloqueo de la acidificacion del fagosoma (137).

4.- nhibicion de la fusion entre fagosomas y lisosomas (133).

5.- Utilizacion de la enzima 4dcido fosfatasa como fuente de carbon.

6.- Presencia de toxinas (en algunas cepas) como: hemolisinas o y 3, factor
cuerda (6,6 dimicolato de trehalosa)

7.- Presencia de enzimas degradadoras de metabolitos microbicidas del oxigeno —
superdxido dismutasa (SOD) y catalasa (139).

Los cambios dindamicos ininterrumpidos en la microestructura y composicion
quimica de lu pared celular durante su desarrollo son, muy probablemente, -otro factor
determinuante en la virulencia y toxicidad de Nocurdia spp. Distintas cepas Jde una misma
especie pueden tener diversos grados de patogenicidad y, ademas, experimentos in vitro
e in vive har lemostrado que las formas cucoides, caracteristicas de la fase estacionaria,
son menos virulentas que las filamentosas que se desarrollan en la fase logaritmica.

Distintos investigadores han analizado uno u otro factor de virulencia en
Nocardia, y en verdad, los resultados conducen a una posible comrelacion entre el grado
de patogenicidad y diversos factores como el contenido de catalasa y superéxido
dismutasa, la habilidad de evitar la fusién entre fagosoma y lisosoma, asi com la sintesis
de 4cidos micolicos y GPLs una vez que las nocardias han sido fagocitadas por
macréfagos. Sin ermbargo, hasta el momento no ha sido posible identificar un factor de
virulencia que de manera exclusiva determuine la patagenicidad de Nocardia. Los hechios
experimentales mds bien nos indican que la virulencia en Nocardia estd codificada por
un grupo de elementos de virulencia que quizds se activan en uma cronologia
determinada y ocdenada.
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Los peptidoglucanos de Nocardia spp. son semejantes estructuralmente a los
encontrados en los géneros Mycabacterium y Rhodocaccus. Los glicanos elementales
consisten en acido P-N-glucolilmuramirico con L-alanina, que a su vez estan unidos al
grupo carboxilico del acido N-glucolilmuramirico. Los residuos laterales de los aa estin
compuestos por tripéptidos di-amidados L-alanina-D-o-glutamina-mesg-DAP vy
tetrapéptidos de L-afanina-D-a-glutamina-meso-DAP-D-alanina. Los tetrapéptidos san
entrelazados por medio de uniones directas entre la D-alanina de un polimero al
meso~DAP del polimero adyacente; o por uwniones entre dos residuos vecinos de
meso-DAP. Como en Mycobacterium ¢l peptidoglucano de Nocardia esta anclado a la
pared celular a través del enlace fosfodiéster dingido a la arabinosa del polimera
arabinogalactano. Algunos de los tesidugs de arabinosa de arabinogalactano estan
esterificados con una molécula de 4cido micélico, formando de esta manera un largo
complejo de peptidoglucano-arabinogalactano-acido micélico. Los peptidogalactanas de
Nocardia spp. muestran epitopes comunes y propiedades inmunogénicas con estos
compuestos provenientes de Mycobacterium, Rhodacoccus, Corynebatcerium spp

Las prandes semejanzas que comparte Nocardia con Mycobacterium, con
respecto a la estructura quimica la pared celular y su fisiologia, a priori nos inclinaria a
deducir, de !> misma manera, semejanzas en los mecanismos moleculares basicos que
estos dos géneros utilizan no solo para parasitar a la célula hospedera, sino también para
evadir los distintos niveles de defensa del sistema inmune del macroorganismo
parasitado.

N. rubra (ahora clasificada como Rhodococcus rubra) es la especia més
analizada del género en cuanto a su inmunomodulacién de los componentes de la pared
celular como causa de la produccion de citocinas (/42). Asi pues, €l aumento de IL-1 y
de ahi la fiebre, provocados por la pared celular de N. rubra son intubidos por la
prostaglandina E; (PGEz) y potenciado aln mas por la indometacina (/43).
Aparentemente ciertas fracciones de la pared celular de N. opaca estimulan la
produccién de los interferones a. y 3, los cuales a su vez activan a las célulus asesinas
NK. Por otra parte, se ha observado que un extracto de N. brasiliensis resultd ser
mitogénico para linfocitos B de ratdn y Silva y col. anunciaron la presencia de TNF-a
en sueros dc ratones y el aumento de las Unidades Formadoras de Colonias (UFC) coma

efecto de la aplicacidn de una anticuerpo aati-1NF-a (/44).
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Existc una cvidcnte escasez de datos que permitan integrar una mejor imagen
sobre la interarcion nocardias-macréfago. En este sentido, se desconoce la maneca en
que, cicrios ~aramctros de N. brasiliensis (dosis y fase de crecimiento) y la presencia de
anticuerpos  anti-Necardia, influyen sobre ¢l perfil de citocinas macrofagicas.
Recordemos que la presencia de ciertos patranes de citocinas, asi como su cinética de
produccion, han sido indicadas y correlacionadas con etapas decisivas de procesus

infecciosos causados por otros microparasitos.
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1.18 Hipotesis:
Los macrofagos de ratones BALB/c infectados con N. brasilienyiy preseatan un
perfil de citocinas que se modifica en presencia de mediadores de la respuesta inmune

humoral.

1.19 Objetivo General:
Determinar el perfil de citocinas sintetizadas por macrofagos infectados por
N. brasilien-is y analizatr el eftecto que sobre ¢l tienen diversos mediadores

lumunologicos,

1.20 Objetivos Especificos:
l.- Comparar ¢] efecto de tres dosis infectantes de N. brasiliensis en la

produccion de citocinas por mmacrdfagos de ratones BALB/c.

2.- Determinar la cinética d¢ produccion de ¢itocinas por macrdfagos infectados

con N. brasilienyis.

3.- [dentificar ARNs mensajeros para citocinas en macrdfagos infectados con

N. brasiliensis.

4.- Analizar el efecta del complemento sobre la produccion de citocinas de

macrofagos .dectados con N, brasiliensis,
5.- Determinar ¢l efeclo de anticuerpus policlonales anti-N. brasiliensis y

monwelonales anti-P24 y anti-P61, en la produccidn de cilocinas por macrofagos
infectadas con N. brasiliensis.
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CAPITULO 2. MATERIAL Y METODOS

2.1 Estrategia general.

La Figura 4 muesta en forma sintetizada el procedimiento experimental para
llevar a cabo los objetivos especificos propuestos en el presente trabajo. Se aislaron y
purificaron in vitro macrofagos peritoneales no inducidos, los cuales [ueron
caracterizados en cuanto a su pureza y tuncionalidad. En forma paralela se prepararon
indculos de N. brasiliensis HUJEG-1 en etapa de crecimiento estacionaria o logaritmica
para lograr los indices de infeccion nocardias:macrotago deseados., Las muestras
tomadas de los cultivos celulares fueron destinadas para determinar la secrecion de
citocinas ma-rofigicas (IL-12, IFN-y, TNF-g, IL-1 ¢ IL-10) as{ como la expresion

relativa de sus respectivos ARNs mensajeros.

2.2 Ratoncs.

Se utilizaron ratones de 12 a 16 semanas de edad (hembras y machos) derivados
de la cepa BALB/c del Instituto Nacional de Salud de los Estados Unidos de
Norteamérica (NIH, Bethesda MD). Los animales se mantuvieron en cajas de acrilico, a
una temperatura de 20-25°C y se alimentaron con Purina (Purina México, S.A. de C.V.)
y agua destilada estéril ad libitum.

2.3 Preparacion de las dosis infectantes de V. brasiliensis HUJEG-1 en
diferentes etapas dc crecimiento, '

La cepa de N. brasiliensis utilizada en este trabajo fue obtenida de un pacieate
con micetoma dorsal que acudid al Hospital Dr. José Eleuterio Gonzdlez. La bacteria fue
identificada nediante pruebas hicrobioldgicas y bioquimicas por el Dr. Manuel A.
Rodriguez Quintanilla del Depto. de Microbiologia de [a Fac. de Medicina de 12 UANL
en Monterrey, N, L. y enviada bajo ¢l nombre de V. brasiliensis HUJEG-1 a la Dra. J.
Brown dcl Center for Infectious Discasc de Atlanta (USA) para su confirmacion.
Posteriormente la cepa fue etiquetada bajo €l ntimero 700358 en la ATCC.
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ESTRATEGIA GENERAL

P—
BALB/c | s Fase Est.
Tk Med .ong@ -
ti’f ""/ e
Ay N. brasiliensis 8
(ATCC 700358) PP
Células peritoneales I:
N:
F i
E
€3
C:
L
0:
NY
%

*Prueba de fagocitosis.

*Tincion de esterasa no
especifica.

e

ELISA RT-PCR

Figura 4. Estrategia general aplicada en la realizacién de los objetivos.
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2.3.1 N. brasiliensis en etapa de crecimiento bogaritmica.

La cepa de N. brasiliensis, mantenida en un medio semisdlido de dextrosa-
Sabouraud, fue transferida a matraces Erlemmeyer de 125 ml que contenian 30 ml de
medio de caldo BHI (Brain Heart Infusion, Diftco, Detroit, MI} y s¢ incubd en
condiciones aerdbicas durante 48 hrs. 2 37°C en bafio de agua con agitacion (Dubonoff
Metabolic Shaking Incubator GCA/Precisian Scientific). Después de este tiempo, los
cultivos se colocaron en tubos estériles de 50 ml y se centrifugd a 166g duramte 10
inutos; el precipitado (masa bacteriana) se lavé dos veces con solucidn salina estéril
0.85% (peso/volumen). Las bactgrias se disgregan con ayuda de un homogenizador y
tueron resuspendidas en solucion salina, obteniéndose de esta manera una solucion stock
(concentrada® de nuestra bacteria en fase de crecimiento log (48 h). La concentracion de
nuestro indculo de partida (stock) se calculé en base a la curva estandar de calibracion
espectrofotométrica (325 nm) para el crecimiento de la cepa HUJEG-1 de V. brasiliensis
establecida ya en nuestro laboraturio, Las dosis infectantes deseadas (1x10%, 1x10% y
1x10° UFC) sc preparacon diluyendo auestra solucién stock en solucién saling o en
medio RPMI-1640.

2.3.2 N. brasiliensis en etapa de crecimiento estacionaria.

Nuestra cepa de referencia fue tratada de la misma maoera y en las mismas
condiciones que la etapa exponencial, excepto que el cultivo se prolongd por 8-10 dias
para obtener un cultivo en fase de crecimiento estacionaria. Asi mismo, lu preparacion

de las tres dosis infectantes fue idéntica.

2.4 Reto/infeccion de macréfagos.

2.4.1 Jbtencion, purificacion de macrofagey peritoneales (ne inducidos) de
raton BALB/c y su infecciom con V. brasilieresis en etapa exponencial o estacionaria.

Los ratones BALB/¢ fueron sacrificados por dislocacidn cervical y se desinfectd
la piel con alcohol etilico al 98% antes de seguir con ¢l procedinuento dentro de una
campana de flyo laminar, Todos los instrumentos de diseccion fueron previamente
esterilizados. Se inyectan 10 ml de medio RPMI-1640 friv (sin agente tnductor y sin
heparina) en la cavidad peritoneal colocando la aguja de la jeringa en ua angulo de 35-

40 grudos con respecto 4 la supetficie posterior del peritoneo, por debajo del estemén.
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La inyeccidon se hace a través de la linea media-anterior, tomando precaucion de evitar
una puncion del intestino; cuando esto ocurria, €l ratdn, jeringa y aguja eran desechados.
La cantidad inyectada de RPMI-1640 debe ser suficiente para tender la cavidad
peritoneal, pero fio tanto como para diluir las células peritoneales debajo de [.5x10°
células/ml. El lavado peritoneal fue aspirado gentilmente y transferido a un tubo conico
estéril de SO ml, colocado en hielo, donde se recolectaban los lavados de los ratones. Las
cuentas de células nucleadas variaba generalmente entre [x10° y 3x10° células totales/ml
de lavado peritoneal/ratén (y su viabilidad fue evaluada de acuerdo a la técnica de
exlusion de azul de tripano.

Los fagocitos manonucleares cultivados se adhirieron a la placa y adquirieron
una morofologia caracteristica estelada con proyecciones citoplésmicas (Vér Figura 5
en seccion de Resuitados), después de lo cual fueron infectados por separado con cada
una de las dosis de N. brasiliensis, obteniéndose los indices de infeccion deseados: 10
UFC/Mo, 1w UFC/Mg y 1000 UFC/Mg. La toma de muestras de los cultivos celulares
fue a las 0 horas (antes de la infeccidn), 1 hora (postinfeccion — p.i.), 3 horas (p.i.). 6
horas (p.i.), 9 horas (p.i.) y 12 horas (p.i.).

2.4.2 Viabilidad celular.

Para calcular ¢l porcentaje de viabilidad celular, una vez preparado el pool de
células peritoneales, se tomd una muestra de 10 pl y se ¢olocd en un microtuba de
poliestireno de 200 pl; se adicionaron 90 ul de una solucion de acido acético al 2% que
contenia también azul de tripano al 2%. De la suspension celular asi preparada se
colocaron 15-20 pl en una camara de Neubahuer y se vbservd la exclusion del colorante
en un microscopio invertido a un aumento de 40X. Para nuestros experimentos se
utilizaron lavados peritoneales que, después del calculo de viabilidad, arrojaban valores
>95%.

2.4.3 Tincién de esterasa no especifica y fagocitosis.
La funcionalidad fagocitica se verificd por medio de la captacidn e internacion de
eritrocitos de camero sensibilizadas (Ver Figura 6 en seccidn de Resultados), mientras

que como indicia del grado de pureza del cutivo macrofigico se utilizd la tincidn de a-
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naftol butirato para esterasa monocitica no especifica (Ver Figura 7 en seccidn de
Resuliados).

2.4.4 Enfrentamiento entre nocardias opsonizadas y macréfagos.

2.44.1 Nocardias opsonizadas con anticuerpes policlonales anti-
N. brasiliensis.

Se desarrolld el micetoma experimental en ratones BALB/, inoculando en el
cojinete plantar de los animales 1x10° UFC en un volumen de 50 pl de solucién salina.
Una vez que el micetorua se encontraba en su fase florida de desarrollo, los ratornes
fueron sangr - los cada tres dias, en forma alternada, a través del plexo retro-orbitario con
ayuda de pipetas Pasteur. La sangre coaguladn se centrifugo durante 20 minutos a
20,000 rpm (a 4°C) para después separar el suerc del codgulo. El suero fue inactivado en
bafio maria a 56°C durante 20 minutos. Utilizando una cancentracién del suero anti-
Nocardia inactivado al 10% (Vol/Vol) en medio RPMI-1640, las tres dosis de nocardias
fueron incubadas durante 30 minutos en una placa COSTAR en una incubadora con 5%
de COs, oxigeno y con humedad relativa, Después se hicieron tres lavados con medio
RPMI-1640 a 2000 rpm durante 10 minutos para eliminar los anticucrpas no captadas
por las bacterias y las dosis de nocardias (opsonizadas) correspondientes fueron
enfrentadas con los macrofagos peritoneales previamente purificados y estabilizados. El
intervalo de enfrentamienta macréfagos-nocardias y la toma de muestras del medio de

cultivo celular, fueron como en los experimentos anteriores (Ver punto 2.4.1).

2.4.4 " Noeardias opsonizadas con anticuerpos monoclonales anti-P61

Se utilizaron sobrenadantes de hibridomas productoras de anticuerpos dirigidos
contra la proteina inmunodominante P61 de V. brasiliensis. Después de haber sido
verificada la reactividad y especificidad del sobrenadante anti-P61 por medio de un
Western blot (vedse mds abgja), se lleva a cabo la inactivacidn en un bafic maria a 56°C
durante 20 minutos. Utilizando una concentracién del sobrenadante anti-P61 inactivado
al 10% (vol/vol) en medio RPMI-1640, las tres dosis de nocardias fueron incubadas
durante 30 minutos en una placa COSTAR en una incubadora con 5% de CO,, oxigeno
y con humedad relativa. Después se hicieron tres lavados con medio RPMI-1640 a 2000

rpm durante 10 minutos para eliminar los anticuerpos no captados por las bacterias y las
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dosis de nocardias (opsonizadas) correspondienfes fueron enftientadas con los
macrofagos peritoneales previamente purificados y estabilizados. El intervalo de
enfrentamiento maccéfagos-nocardias y la toma de muestras del medio de cultivo

celular, fueron como en los experimentos anteriores (Ver punto 2.4.1).

2.4.5 Pretratamiento de macrdifagos con amticuerpos policlonales anti-
. brasliliensis.

Una vez aislados y purificados los macrofagos peritoncalcs, estos fueron
incubados durante | hora con sucre policlonal anti-N. hrasiliensis - procedente de
ratones BALB/c con micetoma - previamente inactivado a bafio maria durantc 20
minutos a 56°C, filtrado a través de un filtro MILLIPORE de 0.22 p y mantenido a 4°C
hasta su usv. Antes de ser usado, se verificd a través de la técnica de ELISA la
presencia de [L-la, IL-18, IL-10, IFN-y € [L-12 en el suero inactivado y filtrado, no
lograndosc detectar estas citocinas. Las células macrofdgicas peritoneales aisladas y
purificadas fueron incubadas durante | hora con un 10% (vol/vol) del suero inactivado y
filtrado; los cultivos celulares se lavaron tres veces en forma enérgica con medio RPMI-
1640 y se afiadieron, en pozos rcspectivos, las dosis baja y media de nacardias por un
periodo de 3 horas; se tomaron muestras del cultivo después de | y 3 horas de
incubacién, '

2.5 Electroforesis en condiciones nativas, sin SDS ni [} mercaptoetanol, del
extracto cetular crudo de N, brasiliensis.

Se utilizd el sistema discontinuo de Laemli con un gel de concentracion al 8% y
un gel de separacién al 12%. El gel s¢ montd en un sistema de electroforesis Mini-
protean 1l (BIORAD) y se aplicé el amortiguador de corrimiemto (Tris-HCI 25 mM,
glicina 1ZM, pH 8.3) en la camara de corrimiento. Antes de aplicar el gel, a las muestras
se adiciond amortiguador de muestra 2X (Tris-HCI 125 mM pH 6.8, sacarosa al 50%
volfvol, can azul de bromofenol al 0.0005%, p/v, comeo indicador del frente de corrida).
La muestra se aplicd cuidadosamente en cada carril con una pipeta automatica. Cl gel se
comid a S0V por 20 minutos con ayuda de una fuente de poder modelo 1000/500
{BIORAD). Una vez que el frente alcanzd el limite del gel de separacio, ¢l voltaje se

aumentd a 100 V y se permitio el corrimiento hasta que el azul de bromofenol llegara a
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la parte inferior del gel. Dentro de! mismo gel, en un carril paralelo a la muestra del

extracto de N. brasilienyiy, se cornd una mezela de marvadores de peso molecular.

2.6 Tincioo de Coomassie.

Una vez terminada la electroforesis, se desaromron los cassettes de vidrio y el gel
se coloct en un recipiente con solucidn de azul de Coomassie (azul de Coomassie R-250
al 0.1%, p/v, en solucion destiflidora: metanol al 40%, v/v, y acido acético al 10%, v/v,
ambos en agua destilada) por 30 minuwtos. El gel se destiiid con una solucion destifiidora

por 1-3 horas

2.7 Iaomunogelectrotransferencia (IET) del extracto celular crudo de
N. brasiliensis y revelado con sobrenadantes de hibridomas y suerv anti-Vocardia.

La IET se realizd de acuerdo a la técnica de Towbin. Se prepard un minigel de
poliacrilamida, sin SDS ni 2-ME, lineal al 12%, pH 6.8. S¢ colocé un peine con dos
carriles de 3 ¢m cada uno. La muestra fue un extructo celular crudo de Y. brasiliensis, en
fase crecimiento exponencial, cultivada en medio BHI. Al término de la electroforesis se
elimino el gel cuncentrador y el gel de commimiento fue dividido en dos partes (de 3 cm
cada una) — una para realizar la [ET, y otra para ser tefiida con azul de Coumassie y
observar el patrdn proteinico del extracto. La transferencia se realizd sobre un papel de
nitrocelulosa con un poro de 0.45um, utilizando para este objetivo una solucién
amortiguadora (tnzma-base de 25 mM, glicina 192 mM, pH 8.3, con 20% de metanol) y
cdmaras Mini Trans Blot [[ y Trans Blot (BIORAD). El extracto de N. brasiliensis fue
transferido 1nediante la aplicacion de un voltaje constante de 100 V durante 1 hora.
Despuss de este tiempo, el papel se bloqued con leche Svelty® (Nestlé) al 3% en PBS,
pH 7.4) por dos horas a 37°C en agitacion gentil y posteriormente se realizaron tres
lavados de 10 minutos cada la solucién de lavada (PBS 0.1 M, pH 7.4, con Tween 20 en
una praporcién vol/vol 1:1000). Después del bloqueo, ¢l papel dc nitrocelulosa se corté
en titas de 0.3 ¢m ¢/u y se congelaron, envueltas en papel Parafilm, a -20°C hasta su
uso. Los sobrenadantes de hibridomas fueron usados sin diluir, mientras que los sueros
de ratdn BAL B/c fueron diluidos 1:25 en leche Svelty al 1% en PBS 0.1 M, pH 7.4, con
Tween 20 (1:1000). Las tiras de nitrocelulosa electrotransferidas fueron incubadas con
los sobrenadantes o sueros por 1 horas a 37°C en agitacion gentil. Posteriormente se lavd
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tres veces (10 minutos/lavado) con la solucién de lavado mencionada arriba. Después se
incubaron lus tiras dwrante 1 hora con anti-gammaglobulinas de raton (producidas en
coneja) conjugadas con peroxidasa y diluidas 1:6000 en leche Svelty al 1% en PBS 0.1
M, pH 7.4, con Tween 20 diluido 1:1000, Al término de la incubacion con el conjugado,
las tuws Fbreron exapuestus @ una solucion del cromogeno (10 mg de 373-
diaminobenzidina en 20 ml de PBS 0.1 M, pH 7.4, con 40 ml de perdxido de hidrdgeno
al 30%). La reaccidn de revelado fue detenmida con HCL IN. Al final, las tiras se
enjuagaron con agua destilada y se colocaron sobre papel absorbente hasta su

secamiento.

2.8 Muestreo de cultives macrofigicos.

Una vez que los macréfagos se habian adhendu a la placy, se cambid el medio de
cultivo RPMI-1640 (Iml/pozo) y se permitid la estabilizacion del medio por 2 horas.
Posteriormente se afiadid €l volumen necesariv de indculo bacteriano para obtener las
relaciones nocardias:macrofagos deseadas — baja (10:1), media (100:1) y alta (1000:1).
Paralelamente se realizaron cultivos de macrofagos sin infectar (control negativo) para
averiguar si, durante el intervalo de nusstro experimento, existia liberacion espontanea
de citocinas al medio de cultivo. El volumen total final de trabajo por pozo siempre tue |
ml. El intervaly del experimento efectivo fue de 12 horas, empezando desde el momento
del enfrentamienty entre macrofagos y nocardias. Se tomaron muestras de los pozos a
los siguienies intervalos de tiempo (horas): 1, 3, 6, 9, 12, Las muestras fueren
ventrifugadas por [0 minutos a 20000 tpm, filtradas 4 través de un filoe MILLIPORE de
0.22p y fueron después congeladas a —70°C hasta la posterior determinacion de citocinas
por medio de la técnica de ELISA siguiendo las instrucciones del fabricante de los kits
utilizados (PIERCE ENDOGEN). La sensibilidad de los kits fue: IL-10 < 12 pg/ml,
[FN-y < 10 pg/ml, FNT-a < 9 pg/ml, IL-12 (p70, bioldgicamente activa) < S pg/ml,
[L-la <6 pg/ml e [L-1B < 3 pg/mi.

2.9 Reaccion de Transcripcidn Reversa con Reaccién en Cadena de
Polimerasa (RT-PCR).
La extraccion de ARN total (Ver Figura 9B en seccidn de Resultados) se realizd

a traves del nétodo de la extruccion con isotivcianalo de guanidina-fenolcloroformo
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(Ver APENDICES al final de lu tesis). Se eliminé ¢l medio de cultivo de los macréfagos
peritoneales. Se afiadieron 600 pl de solucidn de lisis y se almacens la rauestra & -70°C,
para después procesarla. Durante el procesamiento de muestras, de manera consecutiva
se afladieron 50 pl de acetato de sodio, 500 pl de fenol acida y 100 pl de cloroformo. La
muestra se dejo en hiclo durante 15 minutos, agitano en vortex cada 5 minutos, y
después se centrifugo. La fase acuosa fue removida (aspirando 2 veces 200 ul al
introducir la punta de la pipeta por la superficie de la interfase) y precipitada con un
volumen igual de alcohol isopropilice a —=70°C por una hora. El ARN obtenido se seco,
se resuspendié en agua-DEPC y se realizé la transcripcion reversa (RT) usando un
primer Oligo-dT para obtener cADN total. La Reaccién en Cadena de Polimerasa (PCR)
se llev§ a cabo utilizando cebadores especificos de los extremos 57y 3 para los genes de
las citocinas de interés. El producto de amplificacion fue vorrido en un gel de agarosa al
2% tefido con bromwo de etidio y comparudo con el producto de un gen expresado de
maneca constitutiva por células eucariotas — en nuestro caso - B-actina. De esta manern
se obtuvieron resultados de expresidon semicuantitativos (Ver Apéndices al final de la

fesis).

2.1¢ analisis estadistico.

Se utilizé una prueba no pardmetrica — U de Mann-Whitncy — para mucstras
independientes, juzgando que existia una diferencia significativa cntre los grupos
comparados cuando se obtuva un valor de P<0.05 (Ver Apéndices B, C, D y E).

El andlisis de datos se realizd con ayuda de la version 10.0 del programa
estadistico SPSS® para WINDOWS.
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CAPITULO 3. RESULTADOS

Los macréfagos peritoenales aislados para nuestros experimentos tenian una
morfologia tipica estelada (Figura 5) y una funcion fagocitica normal hacia eritrocitos
de carnero sensibilizados con anticuerpos (Figure 6). La identidad pureza de los
cultivos macrofagicos se determind en forma efectiva a través de la tincion para esterasa
no especifica (Figura 7).

Figura 5. Macréfages peritoneales no inducidos cultivades in vifro en
ausencia de suero. Las flechas muestran algunos M@s que han adquirido una
morfologia tipica estelada. Microscopia de luz con contraste de fase. 200X.
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Figura 6. Prueba de funcionalidad fagocitica de macréfagos peritoneales con
eritrocitos de carmero sensibilizados. Flechas negras — formacién de rosetas.
Recuadro: flecha roja — proceso de internacién de eritrocito; flecha azul ~ eritrocito
internado. Micrescopia de luz con contraste de fase. 400X.

El extracto celular de N. brasiliensis HUJEG-1 (ATCC # 700358) fue sometido a
electroforesis en condiciones no desnaturalizantes y se observ6 su patrén proteico tipico
(Figura 8). Paralelamente se corrobord la monoespecificidad del sobrenadante de
hibridoma monoclonal contra la proteina inmunodominante nocardial P61 por medio de
Western blot (Figura 94), mostrando efectivamente que los ancticuerpos monoclonales
reconocen en forma Gnica y especifica la banda proteica correspondiente a P61 (Carriles
1y 2 en la Figura 94), mientras que el suero policlonal reconoce, adicionalmente, otras
proteinas de N. brasiliensis (Carril 4 en la Figura 9A).
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Figura 7. Pesitividad de macréfagos peritoneales para tincién de esterasa no
especifica. Recuadro: La flechas indican dreas positivas de una céilula macrofiigica
con morfologia tipica estelada. Microscopia de luz. 100X inmersién.

P61

Figura 8. PAGE del extracto
celular de Nocardia  brasiliensis
HUJEG-1 en gradiente de 8.75-18% en
condiciones no desnaturalizantes. Carril
A: Marcadores de peso molecular
conocido. Carril B: Extracto celular de
N. brasiliensis. Tinciébn con azul de
Coomassie R-250.
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P6 61

Figura 9A. Inmunoeclectrotransferencia
del extracto celular de Nocardia
brasiliensis HUJEG-1 revelada con:
sobrenadante de hibridoma productora
de Ac monoclonal anti-P61 (carriles 1 y
2); suero comfrol negative (carril 3);
suero policlonal anti-N. brasiliensis
(carril 4).

Figura 9B. Patrén electroforético
de ARN total aislado de macréfagos
peritoneales de ratén BALB/c. El ARN
fue corrido en gel de agarosa al 1% y
teiiido con bromure de etidio.
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En la Figura 9B se muestra el patrén obtenido del ARN total de macréfagos en
cultivo, con las bandas caracteristicas de ARN ribosomal 18S y 28S. La titulacién de la
concentracién de Mg”** durante la reaccién de PCR es mostrada en la Figura 10,
utilizando un cebador para P-actina (control interno) que origindé en la reacciéon un
producto de 543 pares de bases. Finalmente, el uso de cebadores especificos para las
citocinas analizadas (IL-1, IL-10, IFN-y, [L-12 y TNF-a) durante la realizacién de la
ténica de RT-PCR, originé sus respectivos productos especificos (Figuras 11 y 12).

[Mg"'] (mM)
0.5 1015 2025 3.0

1018

— D TS S WS e 543 bp

Figura 10. Titulacién de [Mg“] para las condiciones de PCR wusando
cebadores para B-actina (543 bp).
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Mds no estimulados M s infectados con dosis baja

IL1B IL1O TFNy TNFo IL-12f-act.  JL18 TLIO IFNy TNFo IL-12 B-set. RT(9)

- 1

Figura 11. RT-PCR de ARNs mensajeros para las citocinas IL-15, IL-10,
IFN-y, TNF-a e IL-12 en macriéfagos peritoneales infectados con N. brasiliensis
(relacién 10 nocardias: 1 M¢).
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Picogramos/ml

2 3 4 S 6 7 8 9 10 11 12 13
Tiempo de incubacién (horas)

1 3 6 9 12
hrs hrs hrs hrs hrs

B-actina

IL-10

IL-10/B-actina

4 56 6 7 8 9 1011 12 13
o de incubacién (horas)

Figura 12. Expresién relativa de ARNm para IL-10 a través de RT-PCR y
su traduccién proteica (secrecién) por Mes infectados con una desis alta de
N. brasiliensis en fase estacionaria.
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3.1 Reto de macréfagos con N, brasiliensis.

3.1.11L-12

En nucstros experimentos s¢ observd uma scerecidn de [L-12 ¢ IFN-y por
macrofagos directamente proporcional al indculo de nocardias utilizado en fase de
crecimiento estacionaria; de hecho hay una excelente concordancia cuantitativa entre
IL-12 ¢ IFN-y (Figuras 134 y 14A4). Nuestra dosis bacteriana baja estacionana, en
cualquiera de las dos fases de crecimiento, carece de potencial inductor de estas dos
citocinas en el intervalo de 12 horas analizado (Figuras 134 y 14A4), a pesar de que se
detectan infi :10s niveles de sus respectivos ARNms (Figuras I3B y 14B).

Evidentemente este “bajo” indice de infeccion en fase de crecimiento sea
logaritmica (virulenta) o estacionaria, 0 ya sea no viable (muerta por calor — datos no
mostrados), no es capaz de estimular una considerable secrecion de estas citocinas {con
excepcion de [L-1P para ambas fases de crecimienta e [L-10 para la fase exponencial) al
medio de cultivo (Figuras 134, 144, 154, 184, 204, 214, 22A4). Desde luego, ¢l
criterio de infecciosidad para determinar una dosis baja (infecciosa) de un
microorganismo patogeno, depende de la virulencia del patdgeno y de la susceptibilidad
de la célula blance a ser parasitada intracelulanmente — para M. tuberculosis una relacién
(baja) de 1 Mo:l micobactcria puede considerarse infecciosa, mientras que para la
mayoria de los casos la minima dasis usada in vitre se gnmarca entre 4-10 bacterias por
Mq.
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Figura 13. Secrecién (A) y transcripcién (B) de IL-12 por Més peritoneales
de raton BALB/c expuestos a V. brasiliensis en fase estacionaria.
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Figura 14. Secrecién (A) y tramnscripcién (B) de IFN-y por M$s peritoneales
de ratén BALB/c expuestos a N. brasiliensis en fase estacionaria.
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En general, nuestros resultados demuestran una buena concordancia entre los
niveles de ARNm puara IL-12 y la secrecidn de su respectiva proteina (bioldgicamente
activa) por los Mas peritoneales residentes (no inducidos) [(Figuras 134 y 13IR (fase
est.); Figur:z ISA y ISB (fase exp.)]; lo mismo puede aobservarse para las demas
citocinas « IL-1 (Figuras 16A y 168 (fase est.) y Figuras 174 y 17B (fase exp.)], [L-10
|Figuras 184 y i88 (fase est.) y Figuras I94 y 198 (fase exp.)], TNF-o [Figaras 204
¥ 20B (fase est.) y Figuras 2IA y 21B (fase exp.)] e IFN-y [Figuras 14A y 14B (fase
est.) y Figuras 224 y 22B (fase cxp.)]. Ohservamas, sin embargo, excepciones de esta
concordancia ARNm-proteina, para las cuales no obstante los bajos o no dctectables
niveles de expresiin relativa de ARN para alguna de las citocims, evidenciamos la
presencia de altas cancetraciones proteicas cn el medio de cultivo. En estos casos,
puediera tratarse de mecanismos de regulacién post-transcripeional, post-traduccion, o
bien durante de los mecanismos que regulan la liberacion exmacelular de las proteinas

correspondientes.
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Figura 15. Secrecién (A) y transcripcién (B) de IL-12 por M¢s peritoneales
de ratén BALB/c expuestos a N. brasiliensis en fase exponencial
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Figura 16. Secrecién (A) y tramscripcibn (B) de IL-1B por Més
peritoneales de ratén BALB/c expuestos a N. brasiliensis en fase estacionaria.
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Figura 17. Secrecién (A) y transcripcién (B) de IL-1B por Més
peritoneales de ratén BALB/c expuestos a N. brasiliensis en fase exponencial
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Figura 18. Secrecién (A) y tramscripcién (B) de IL-10 por Més

peritoneales de ratén BALB/c expuestos a N, brasiliensis en fase estacionaria.
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Figura 19. Secrecién (A) y transcripcién (B) de IL-10 por Més peritoneales
de ratén BALB/c expuestos a V. brasiliensis en fase exponencial.

62



nmemummumamnwuu-ummm'*
2600 ~
2400
2200 ~
2000
1800 -

A. TNF-a secretado.

£ 1600+ Control Neg.

S 1400- @ Dosis Baia

z — A Dosis Media
1200 ~W Dosis Alta

T e

. - . L] L Ll . - -

o 1 2 3 4 5§ 6 7 8 9 10 419 12 13

1 Tiempo de incubacién (horas)
0.8+
E
Ba B. Expresion relativa de TNF-o**™™
S 0.
S
Z 0.4+
0.2+
C‘. L] L | |  J | | J L 1 ] § §F 3 L

0 1 2 3 4 5 68 7 8 9 10 11 12 13
Tiempo de incubacién (horas)

Figura 20. Secrecién (A) y transcripcién (B) de TNF-a por M¢s peritonesles
de raton BALB/c expuestos a N. brasiliensis en [ase estacionaria.
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Figura 21. Secrecién (A) y transeripcién (B) de TNF-a por Més peritoneales
de ratén BALB/c expuestos a N. brasiliensis en fase exponencial.
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Figura 22. Secrecién (A) y transcripcién (B) de IFN-y por Més peritoneales
de raton BALB/¢ expuestos a N. brasiliensis en fase exponencial.
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En el intervalo 1-6 horas, los niveles relativos de ARNm para [L-12 (respecto a
los de (-actina) expresados in vitre por M@s tratados con una dosis baja de nocardias en
fase estacionaria, son semejantes a los encontrados para la dosis media (aunque menores
que los de la dosis alta) (Figura 11), pero, a diferencia de la detsccién nula de secrecion
proteica respectiva, la transcripcion de [L-12%""™ ng ¢s nula; posteriormente, de 6 a 12
horas post-estimulo, la expresién relativa de IL-12°*™™ resulta aiin més elevada que la
ocasionada por la dosis media, sin lograrse nuevamente encontrar secrecion alguna de
nuestra proteina respectiva. Probablemente se trate de una regulacion post-
transcripeicr W que afecte la estabilidad de ARN, ¢ ya sea de su efectiva traduccidn
proteica o, quizéas, de los mecanismos encargados de su transporte extracelular. En este
punto es meritorio mencionar que, independientemente de si se trata de una respuesta
celular 0 més bien de una regulacidn activa mediada por el agente patdgeno/infeccioso,
no siempre existe una correlacion cuantitativa entre los niveles de transcripcion de genes
(niveles de ARNm) y su comrespondiente traduccidn proteinica - a citocinas - en nuestro
caso concreto. De hecho, contrario a nuestro caso de [L-12**"™, donde tenemos una
mayor transcripcion no traducida, también es factible atestiguar la presencia de niveles
reducidos de ARNm con alta actividad de traduccion.

En el caso de la dosis baja d¢ Nocardia en fase exponencial, vemos en todo ¢l
intervalo experimental (1-12 horas) que los uiveles relativos de IL-12*°N™ son
detectables y menores que los causados por las dosis media y alta en la misma fuse de
crecimiento (Figura 158); sin embargo, aunque detectable, no logramos evidenciar una
significativa resencia de la citocina bioactiva in vitro por medio de ELISA (Figura
154).

En contraste a la dosis baja, las dosis media (relacién 100 bacterias:1 M9g) y alta
exponencial (relaciéon 1000 bacterias:! Mg) fueron desencadenadores efectivos de
1L-12p70 a partir de la hora post-estimulo — 955 pg/ml para la dosis media y 1894 pg/ml
para la dosis alta (Figura 154); los niveles de [a citocina causados por la carga
bacteriana media disminuyen, paulatinamente, a partir de las 3 horas (678 pg/ml), 6
horas (595 pg/ml), 9 horas (475 pg/ml), hasta caer a su nivel minimo a las 12 horas
postinfeccion (104 pg/ml). Por otro lado, con la desis alta estacionania, 1L-12 alcanza
1894 pg/ml a la hora y aumenta atin mas en las proximas 2 horas (2277 pg/ml), para
posteriormente disminuir en forma gradual (2225 y 1871 pg/ml a las 6 y 9 horas,
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respectivamente) hasta un nivel minimo de 1486 pg/ml a las 12 horas (Figura 134). En
buena medid:: 1a expresion relativa de IL-12%™ en respuesta a las dosis media y alta en
fase estacionaria, mantienen una légica relacién, siendo los niveles de transcripcion
mayores para la dosis alta, con respecto a la media, durante todo el intervalo {12 horas)
(Figura 13B).

Las curvas de lus cinéticas de produccion de [L-12 al medio de cultivo reflejan la
complejidad de! efecto de la fase virulenta exponencial de . brasiliensis a dosis media
y alta (Figura 154). Asi, se observa que las dosis media causd, a la hora postinfeccion,
un nivel significante de [L-12 ep el mediv d¢ cultivo, 1399 pg/ml, el cual sin embargo,
disminuye drasticamente a 789 pg/ml (3 horas) y posteriorruente se mantiene en ~650
pg/ml hasta el final del experimento. Por otro lado, [L-12 alcanza 1823 pg/ml una hora
postinfeccién al utilizarse la dosis alta pero, nuevamente, a partic de las 3 horas
disminuye bruscamente (1385 pg/ml) y ain mdas a las 6 horas (713 pglml), para
establecerse en un nivel minimo (~430 pg/ml) durante el intervalo 9-12 horas. Ademas
del descenso repentino en la produccion de IL-12 por Mes | hora postiafeccion al
aplicar la dosis alta (exponencial) es notorio el hecho que, en comparacién con la
estacionaria, a partir de las 3 horas postinfeccidn todos los puntos de muestreo (3, 6,9 y
12 horas) indican cantidades menores de [L-12; més atin, después de que en el perfodo
(-3 horas [a dosis alta exponencial demuestra ser un mejor inductor de [L-12 con
respecto a la dosis media exponencial (1800-1385 vs 1399-789 py/ml), su efecto pasa
por un puanto temporal de equivalencia (6-9 horas) de aprox. 600 pg/ml, para
posteriormernte observarse una tendencia de supremacia de la dosis media sobre la alta
(535-669 vs 433441 pg/mul) en el intervalo 9-12 horas postinfeccion.

La mixima transcripcion del gen para IL-12 en Mos peritoneales residentes
cultivados in vitro, causada por la infeccién de la dosis alta de V. brasilicnsis (relacion
1000 nocardias:] M¢) en fasc de crecimiento estacionaria, coincide cn el periodo
analizado de 12 horas, con la secrecion de su proteina respectiva al medio de cultivo
(Figuras 13A y 13B). El efecto de la dosis media bacteriana sobre el nivel de IL-12**"™
es mas “irreg,ular”, ya que, efectivamente, en todos los muestreos temporales (1,3, 6,9y
12 horas) es inferior en relacion al causado por la dosis alta, mas sin embargo en el

periodo 3-6 hotas es equiparable, semicuantitativamente, al de la dosis baja (en fase log)
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y en el segmento 9-12 horas se abate aiin por debajo de los niveles causados por la dosis

baja en la misma fase log.

3.0.2 IFN«y

Las cinéticas de produceion de [FN-y por Mos no inducidos, como efecto de las
dosis (baja, media y alta) de nocardias en fase estacionaria de crecimiento, guardan una
excelente concordancia, en los tres casos, con el comportamiento observado para IL-12
(Figuras 144 y 134). De esta manera, nuestros experimentos dejan de manifiesto la
incapacidad de la dosis baja (10 bacterias/M@) para inducir secrecidn alguna de [FN-y en
el intervalo 1-12 haras. Un estimulo 10 veces mas poterte (relacion 100:1) es, ahora si,
un cfectivo inductor de interferdn, e€levandose sus niveles a partir de la hora
postinfeccion (~1234 pg/ml), para después disminuir repentinamente a las 3 horas (~767
pg/ml) y confinuar con una disminucidn paulatina durante el trayecto 6-9-12 horas (511,
427 vy 224 pg/ml), respectivamente). A una hora postinfeccidn, la dosis alta (relacion
1000:1) desencadena una dréstica elevacién para alcanzar los 2500 pg/ml y, 2 horas més
tarde, caer en forma escalonada a 2151 pg/ml (3 horas), 1806 pg/ml (6 horas) y
finalmente a 1421-1551 pg/ml en el periodo final de 9-12 horas.

El patron de expresidn transcripcional del gen para IFN-y en Mgs, en
dependencia de la dosis de nocardias en fase de crecimiento estacivnuria, difiere en
varios aspectos de su raduccidn proteinica y secrecion al medio de cultivo (Figuras 148
y 144); se hace evidente que en el intervalo experimental de 0-12 horas, el gen para
[FN-y en los Mos ha sufrido una minima pero perceptible actividad, para la cual no
fuimas capaces de detectar un ulterior desenlace de traduccion y secrecifn de la proteina
correspondiente. Més aln, continda la disrupcion de la proporcionalidad directa [FIN-
Y™ proteina cuande advertimos que, a una hora post-estimulo se dctectan niveles
relativos de  [FN-y**N™ ¢asi equivalentes tras la aplicacion de las dosis media y alta;
mds sin emuargo ésta Ultima induce una traduccién y secrecidn de mis del doble de
proteina en comparacion ¢on la primera (2500 vs 1234 pyg/ml) (Figura 144). Estas
discrepancias causa-efecto entre las dosis media y alta parecieran empezar a conciliarse
a partir de las 3 horas del estimulo, cuando se detectan niveles relativos mayores para

dosis alta (~0.4 vs 0.2 de la dosis media); sin embargo, la disminucién paulatina del
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efecto de la dosis media a 6 (0.2), 9 (0.2) y 12 horas (0.16) contrasta con el completo y
sorpresivo abatimiento de los transcritos para IFIN-y a partir de las 6 horas (Figura 14R).

Si bien se infiere una légica racicnal que une la disminucidn paulatina de
transcritos para [FNvy a las 6, 9 y 12 horas (0.2, 0.2 y 0.16, respectivamente) y su
proteina secretada al medio de cultivo (511, 427 y 224 pg/ml) como efecto de la dosis
media estacionaria de nocardias, resulta sorpresivo que, no obstante el completo
abatimiento - ¢ la transcripcion detectada para la citocina en respuesta a la dosis alta de
nocardias, los niveles de [FIN-y secretados por los Mgs infectados, se sostienen elevados
(1806, 1421 y 1531 pg/ml) durante este lapsa de tiempo y superan ampliamente los
logrados por la dosis bacteriana media.

La fuente celular de LFN-y durante la fase de inmunidad adquirida ha sido
adscrita a células linfociticas T y mas tarde la produccién temprana (T-independiente)
fue adjudicada a células NK y TCD8" (145-7). Aunque actualmente esti en proceso la
estructuracion de un marco sélido de evidencias expenmentales, en los ultimos afios (a
partir de 1998) ha comenzado el reconocimiento del Mg como célula capaz d¢ producir
rapidamente cantidades significativas de [FN-y con potencial para influir, en forma
cardinal, la respuesta inmune innata y adaptativa.

313 TNF-a

La I terogeneidad del ongen celular de esta citocina proinflamatoria se
encuentra intimamente ligada, histéricamente, a la tuberculosis. Y sin embargo no fue
hasta a principios de los 90s del siglo XX que Flesch y Kaufmann (/48) establecieron el
efecto coestimulador del TNF-o hacia el [FN-y para inducir la funciom anli-
micabacteriana en M@s. En la actualidad crece lg certeza acerca de la trascendencia
funcional dc la caquetina no sélo en la respuesta inmune inata contra pardsitos
intracelulares, sino que también se le atribuye vital importancia en la polémica
formacion de granulomas.

Nuestros experimentos revelan {a abolicidn de TNF-a secretada por M@s no
inducidos al aplicar como estimulo dasis bajas de N. brasifiensis en fase estacionaria
(Figura 20A); pactiendo de 75 pg/ml (1 horas) el pico miximo de 26U pg/ml se alcanza
a las 9 horas postinfeccion y disminuye nucvamente basta |55 pg/ml al final del ensayo
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{12 horas). Es excepcional el hecho que una carga bacteriana |0 veces mayor a la
anterior no sélo permanece inocua pricticamente al inicio (1-3 horas ~190 pg/ml), sino
que su sobrio acrecentamiente — 390470 pg/ml ~ en las siguientes 9 horas nos advierte
que su uupacto es claramente menoscabado. La actividad inhibitoria de la nocardia en
fase estacior : ria se ve doblegada temporalmente al utilizar una concentracion bacteriana
10 mayor que la dosis baja; 1 hora postinfeccidn, detectamos una impresionante
secrecién temprana de ~2411 pg/ml de TNF-a al medio de cultivo celular, la cual sin
embargo se ve dristicamente menguada a 2000 pg/ml (3 horas) y finalmente a ~853
pg/ml (6-12 horas postinfeccion).

Los escasos niveles relativos de TNF-o**""™ (Figura 208) cn Mos infectados
con dosis baja y media de cullivos bucterianos en crecimivnto estacionario son
concomitantes a la ya referida menguada secrecion extracelular de la citocina (Figura
20A4). En contraste, advertimos una discordancia en la sesgada actividad transcripcional
para TNF-a como efecto de la dosis alta de nucardias (1000 bacterias/M@), la cual
aunque semejante a la causada por las dosis baja y media, conduce a una elevada (1-3
horas + 2411-2023 pg/ml, respectivamente) o moderada (6-12 horas ~941 pg/ml en
promedia) produccién proteica extracelular. Evidentemente la explicacion de la aparente
antitética rel .cidn baja transcripcion—elevada traduccion explique quizas no sélo una
mds anérgica potencia de transcripcion del IFN-y**™™ sino también una superior
estabilidad de este Gltimo, sin claro eximir la contribucién de los mecanismos celulares
encargados de gobernar la transportacion intercelular y translocacidn extracelular de las
moléculas de citocina sintetizadas.

En comparacion con la fase avirulenta (estacionaria), una dosis baja en fase
virulenta de V. brasiliensis no se camporta como un mejor inductor de TNF-a (con
rango de 109-272 pg/ml) (Figura 21A4). Méas atin, ¢l aumento de la multiplicidad de
infeccidn con | o dos logaritmos (dasis media y alta, respectivamente) no desencadena
ningln efecto de potenciacidn praporcional al indculo utilizado. De esta manera, a una
hora de aplicar la dosis media, procede la produccion de niveles detectables (~159
pg/ml), pero relativamente bajos, de caquetina secretada en el medio de cullivo celular; 2
horas despues la citocina se incrementa a 505 pg/ml y disminuye gradualmente a 382
pg/ml al finz' (12 horas), lo cual podriamos catalogar como una produccion moderada en
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basc a nuestros patdmctras y condiciones. Sorpresivamente, la dosis alta log origina, 1
hora postinfeccion, apenas 445 pg/ml de TNF-a (vs 2411 pg/ml de su contraparte en
etapa estacionaria) y aumenta ulteriormente a niveles moderados de 729 pg/ml (3 horas
postinfeccion), mas sin ewbargo descienden a 359, 299 y 169 pg/ml en el trayecto 6-9-
12 horas (vs 420, 400 y 380 pg/ml para el mismo tiempo con la dosis media de
oocardias).

3.1.4 IL-10

La interleucina-10 fue descrita inicialmente como un factor inhibidor de la
sintesis de citocinas, secretado por clonas de celulas ThZ - pero no Thi - estumuladas
con ConA o antigeno, y ¢l cual poseia la capacidad de inhibir la produccian de [FN-y,
1L-12, TNF-B por células Thl ({49). Aunque en el ratén es frecuentemente clasificada
como una citocina Th2, en el humano IL-10 rompe la dicotomia Thl vs Th2, ya que en
esta Ultima especie (y en otras) es secretada por ambas subpablaciones de linfocitos Thl
y Th2.

En [a actualidad sabemos que el origen celular de [L-10 es mucho mas diverso,
siendo las ¢élulas monociticas y macrofigicas una fuente vital de esta citocina; ademas,
IL-10 es reconocida principalmente como factor regul/ador negative de los procesos
inflamatorios a pesar que s¢ ha reportado que esta citocina posee cualidades activadoras
en ciertas circunstancias.

Nuestros resultados evidencian que a | hora postinfeccion con la fase de
crecimiento estacionaria (Figura 184), los Mgs peritoneales tienden a producir IL-10 en
proporcidn dicecta a la dosis aplicada al caltiva celular (dosis haja — 148 pg/ml; dosis
media — 543 pg/ml y dosis alta - 1633 pg/ml); sin embargo, a partic de las 3 horas
ebservamos como el efecto de 12 dosis media de nocardias diezma (333 pg/ml), para ser
después, practicamente, equiparable al causado por la carga bacteriana baja en el
mtervalo 6-12 horas ~ aprox. 200 pg/ml para ambas dosis. En contraste, la dosis alta de
nocardias (en fase estacionaria) permanece siendo (a 3 hotas de la infeccion de Mos) un
estimulo cansiderable para la produccion de IL-10 (2012 pg/ml), la cual sufre una
disminucion gradual a las 6 y 9 horas (1656 y 1012 pg/ml, respectivamente) f:asta llegar

a su punto minime de produccién (718 pg/ml) a las 12 horas.
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En general, los niveles de expresion de L-ighem (Figuras 18B y I9B)
concuerdan bien con la secrecin dc la citocina (Figuras 184 y 194). Coma excepcién
tenemos el intervalo 9-12 horas correspandientc a las dosis media y alta estacionaria,
periodo duri te el cual no fuimos capaces de detectar el ARNm especifico para esta
citocina {(Figura I8B). Sin embargo, es evidente que la presencia de considerables
niveles de [L-10 (Figura 184) demuestra la existencia del ARNm respective (no
detectable en nuestro protocolo), con wna gran actividad post-transcripcional.
Alternativamenic, podriamos hipotetizar, efectivamente, una degradacion del IL-10*%"",
pero que coincide con cierta grado dc cstabilizacion de su respectiva proteina
sintctizada, a 9-12 horas del tratamiento de Mos con dosis media y alta de N
brasiliensis en fase estacionaria.

Aunque desconcertante a primera vista, es inequivoco ¢l patron inverso, respecto
al causado por la fase estacionania, que describen las cinéticas de secrecion de 1L-10 al
someter Meps residentes peritoneales a la nocardia en fase de crecimiento exponencial
(fase virulenta) (Figura 194). En contraposicion a la fase estacionaria, la respuesta de
[L-10 en base a la dosis log aplicada es inversamente proporcional al estimulo; asi,
estimulando ~on una dosis baja de Nocardia virulenta, la concentracidn de 1L-10 en el
mediv de cultivo se eleva de 460 pg/ml (1 hora) a 1223-1490 py/ml (3-6 horas) y e
mantiene (aprox. 1557-1590 pg/ml) hasta el finai (12 horas) sin lograr vislumbrar
tendencia alguna de disminucidn. Por ot lado, no es hasta las 3 horas postinfeccion que
la dusis media logra inducir niveles detectables pero modestas (~353 pg/ml) de IL-10, y
después, alcanzar apenas una concentracién sostenida (6-12 horas) de aprox. 650-840
pg/ml. Finalmente, atestiguamos con que una relacién infecciosa nocardias:Mgs alta
(1000:1) mantiene (inhibe) la secrecion de esta citocina anti-inflamatoria en niveles (0-
[00 pg/ml) basicamente iguales a los basales (Control Negativo no infectado) a lo largo
de toda ¢l trayecto experimental (0-12 horas).

Can una conducta similar a la secrecién proteinica, 12 transcripcién de IL- 105%™
durante el experimento resulta ser inversamente proporcional a la dosis bacteriana de
nocardias en fase exponencial (Figura 198), existiendo una mayor actividad
transcripcional como efecto de la carga baja, siguicndo a la media en potencia y

finalizando <1 una minima actividad causada por la dosis alta de bacteriana.
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Una y tres horas después del estimulo con nocardias en fase estacionaria, en
general los niveles secretados de IL-1P para las tres dosis empleadas (8-77, 115-266 y
193-146 pg/ml, respectivamente para las dosis baja, media y alta), son minimos y sin
diferencias significativas entre ellas (Figura 164). No es hasta las 6 horas de estimulo
cuando el efecto de la carga bacteriana media (~719 pg/ml) se hace notorio y sobrepasa
no solo al de la carga baja (338 pg/ml), sinc también aquella de la dosis alta (429 pg/ml).
A partir de las 9 horas en adelante las curvas de las dosis baja y media sufren un ascenso
con niveles muy semejantes de IL-1P (aprox. 790 y 927 pg/ml para cada una de ellas),
superando significativamente las cantidades inducidas por la dosis alta para el mismo
periodo de ticmpo (9-12 horas).

La efectivilad de la dosis alta exponencial se hace notoria a la hora
postinfeccion, logrando vn nivel moderado (~362 pg/ml) de IL-13. mientras que esta
citocina permanece casi inalterada (68 y 0 pg/ml) al aplicar las dosis menores (baja y
media) (Figura 17A). Posteriormente, a las 3 horas postinfeccion, la relacion (000
nocardias:] Mg duplica su efecto y eleva la produccidn de esta cilocina proinflamatoria
a 906 pg/ml; por su parte las relaciones infecciosas baja y media virulentas originan
acumulos de [L-13 (443 y 731 pg/ml), menores a los causados por la dosis alta en la
misma fase dc crecimicnto ¥y respetando la praporcionalidad rclativa del efecto en base a
la cantidad del inéculo bacteriano utilizado. En forma interesante, !a dosis alta mantiene
su nivel (~986 pg/ml) de expresidn a las 6 horas del ensaye, punto en el que se le unen,
hasta el final, las trayectorias cinéticas causadas por las dosis baja y media de nocardias
(933 y 966 pg/ml, respectivamente).

Los patrones cinélicos relativos de [L-1p*N® (Figuras 168 y 17B) concusrdan
en general con la secrecidn proteica, a pesar de que, nuevamente, en apariencia existe
una mayor actividad post-transcripcional que origina una elevada concentracion de
citocina en el medio de cultivo; a partir de las 6 horas postinfeccién no detectamos IL-
(B**® para la dosis alta log (Figura 17B), pero si logramos detectar cantidades
considerables de su respectiva proteina — aprax. 980 pg/ml (Figura 17A).
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3.2 Efecto de anticuerpos monaclonales y policlonales anti-Nocardia sobre la
produccion de citacinas macrofigicas.

3.2.1 Pretratamiente de macrifagos con anticuerpos policlonales anti-
Nocardia.

La parte complementaria de nuestra investigacion era dilucidar si la presencia de
anticuerpos dirigidos ya sea contra antigenos especificos de N. brasiliensis o
policlonales anti-V. brasiliensis HUJEG-1, pudiera alterar de algin modo la produceion
o cinética de las citocinas seleccionadas (TINF-a, IL-1, IL-12, [FN-y € [L-10); para la
serie restantr 1e experimentos se utilizd la fase logaritmica (virulenta) microbiana.

Emprendimos la realizacion de estos objetivas, sometiendo nuestros macréfagos
a un pretratamiento in vifro de corta duracién con anticuerpos policlonales anti-
Nocardia. Al exponer las células fagociticas pretratadas a dosis infectantes media y alta
de nocardias, fue desconcertante advertir que, en ¢l primer caso — dosis media — no
fuimos capaces de detectar IL-10 0 TNF-« (Figaras 23 y 24) en ¢l medio de cullivo,
mientras que s6lo se determinaron minimas 0 moderadas concentraciones de [FIN-y (69
pg/ml a I y 3 horas) e IL-10/p (68/92 y 305/473 pg/ml a | y 3 horas postinfeccion},
respectivamente (Figuras 23 y 24). Al incrementar la dosis infectante (a alta), TNF-a,
fL-10 e IFN+ pcrmanccicron practicamente inalterables, es decir ausentes para fines
practicos; mas sin embargo, los niveles moderados de 1L-1a/j, se habian ‘convertido
ahora en minimos para las dos isotormas — 135 y 89 pg/ml a las 3 horas postinteccion —
bajo el etecto de la carga alta de nocardias.

En fr "os los experimentos realizados con bacterias opsonizadas con anticuerpos
anti-Nocardia, sean estos monoclonales o policlonales, fue imposible determinar con
nuestro protocole de RI-PCR niveles considerables de ARNs meusajeros para las
cilocinas estudiadas — IL-12, IFN-y, TNFc, IL-10 ¢ [L-10 (Figuras 254, 258, 264,
268, 27, 284, 288, 294, 298, 30).
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Figura 23. Produccién de citocinas por M¢s peritoneales pretratados con
Acs policlonales anti-N. brasiliensis".
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Figura 24. Produccién de citocinas por Mé¢s peritoneales pretratados con
Acs policlonales anti-N. brasiliensis .
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Figura 25. Transcripcién de IL-12 (A) e IFN-y (B) en M¢s peritoneales de
raton BALB/c expuestos a N. brasiliensis” opsonizada con Ac moneclonal anti-P61.
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Figura 26. Transcripcién de TNF-a (A) e IL-1P (B) en Més peritoneales de
ratéon BALB/c expuestos a N. brasiliensis” opsonizada con Ac monoclonal anti-Pé1.
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Figura 27. Transcripcién de IL-10 en M¢s peritoneales de ratén BALB/c
expuestos a N. brasiliensis” opsonizada con Ac monoclonal anti-P61.
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Figura 28. Transcripcién de IL-12 (A) e IFN-y (B) en Més peritoneales de
raton BALB/c expuestos a N. brasiliensis® opsonizada com Acs policlonales
anti-N. brasiliensis.
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Figura 29. Transcripcién de TNF-a (A) e IL-1P (B) en Més peritoneales de
ratén BALB/c expuestos a N. brasiliensis opsonizada con Aes policlonales
anti-N. brasiliensis.
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Figura 30. Transcripcion de IL-10 en Més peritoneales de ratén BALB/c
expuestos a N. brasiliensis” opsonizada con Acs policlonales anti-N. brasiliensis.
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3.2.2 N. brasiliensis opsonizada con anticuerpos monoclonales anti-P61.

Para la siguiente serie experimentos, estimulamos macrdfagos peritoneales con
dosis bacterianas (baja, media y alta) opsonizadas con anticuerpos monoclonales contra
el antigeno inmunodominante de N. brasiliensis P61 con actividad de catalasa. Ya que
constatamos que las cinéticas de produccion de citocinas mantienen su tendencia a partir
de las 6 horas post-estimulo (Figuras 154, 16A, 174, 184, 194, 204, 22A4), decidimos
acortar el tiempo de incubacion a 6 horas (con mediciones a 0, 1, 3 y 6 horas).

Nuevamente, a semejanza de los ensayos de pretratamiento de macréfagos con
anticuerpos policlonales anti-Nocardia, la exposicion de los fagocitos a Nocardia
virulenta (dosis baja, media y alta) opsonizada con anticuerpos monoclonales dirigidos
contra el antigeno inmunodominante P61 de la bacteria, conlleva a una inhibicion
general de todas las citocinas analizadas (IL-12, IFN-y, TNF-a, IL-1p e IL-10) (Figuras
31, 324, 32B, 334, 33B).
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Figura 31. Secreciéon de IL-12 por M¢s peritoneales de ratén BALB/c
expuestos a N. brasiliensis’ opsonizada con Ac monoclonal anti-Pé61.
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Figura 32. Secrecién de IFN-y (A) y TNF-a (B) por Més peritoneales de
ratén BALB/c expuestos a N. brasiliensis* opsonizada con Ac monoclonal anti-P61.
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Figura 33. Secrecién de IL-1P (A) e IL-10 (B) por M¢s peritoneales de ratén
BALB/c expuestos a N. brasiliensis” opsonizada con Ac menocional anti-P61.
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El efecto iohibitoric de los complejos Nocardia-Acs anti-P6l1 fue,
cualitativameute hablando, desde considerable hasta total en la mayoria de los casos. Es
impresionante que, a pesar de scr expuestos a cargas hacterianas considerables (1x107,
1%10* y 1x10* UFC), por s{ mismas grandes potenciadoras de la secrecion de [L-10
(Figuras 184 y 194), la secrecidn de esta citocina pricticamente es suprimida en su
lotalidad durante las 6 horas experimentales cuando las células macrofigicas son
expuestas, in vitro, a nocardias opsonizadas con MAbs anti-P61 (Figura 33B). TNF-a e
[L-1P siguen el mismo patron de [L-10 en el imtervalo 0-3 horus, siendo inhibidas en
forma absoluta (Figuras 328 y 33A); se observa, Gnicamente ¢n forma eventual, que al
utilizar las dosis media o alta, a las 6 horas se detectan pequefias cantidades de TNF-a
(dosis media = 100 pg/ml; dosis alta = 250 pg/ml) e IL-1(3 (dosis media ~ 100 pg/ml;
dosis alta = 200 pg/ml), cuntidades proteicas muy inferiores a las encontradas cuando se
realiza el enfrentamiento de macréfagos con la fase virulenta — exponencial ) (Figuras
21A y 17A) de N. brasiliensis, pero ¢n ausencia de anticuerpos anti-P61 capaces de
opsonizarla.

De ta misma manera y ain cuando, como se¢ menciona arriba, distun
sustancialmente de asemejar el efecto inductor de las nocardias no opsonizadas (Figuras
134, 144, 154, 26A4), IL-12 ¢ IFN-y se elevan hasta 560 pg/ml y 400 pg/ml,
respectivamente, a la horg del enfrentamiento macrofage-dosis alta de bactecias,
sustentando nucvamente en forma cuantitativa el paradigma IL-{2=IFN-y (Figuras 31
y 32A4); posteriormente, sin embargo, IL-12 disminuye hasta 280-300 pg/ml (3-6 horas)
e [FN-y cae a 100 pg/ml y 50 pg/ml (3-6 horas). En contraste con la dosis alta, las cargas
baja y media de bactenias opsonizadas, inhiben efectiva- y rotundamente la produccién
de estas dos citocinas Thl.

Es imprescindible subrayar que la opsonizacion de N. brasiliensis, en ninguna de
sus tres dosis bacterianas utilizadas, aparentemente fue incapaz de neutralizar o por lo
menos menguar la virulencia de la bacteria, ya que seglin nuestras observaciones
macroscopicas, ¢sta logrd infectar y propagarse emtre las células hospederas

(observacici.us no mostradas).
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3.2.3 N. brasiliensis opsonizada con auticnerpos policlonales anti-Nocardia.

Debido a los efectos contrastantes eatre ellas, la Gltima secuencia de ensayos se
llevé a cabo con concentraciones bacterianas baja y alta opsonizadas con anticuerpos
policlonales anti-Nocardia.

Es impresionante la ubservacion yue la produccién macrofagica de [L-12
(Figura 34A), [FN-y (Figura 34B), IL-1p (Figura 35B) e [L-10 (Figura 36) es abolida
totalmente al utilizar como estimulo cargas bajas o altas de nocardias (fasc exponencial)
opsonizadas con anticuerpos policlonales anti-V. brasiliensis. La unica ligera excepeion
fue el efecto de la carga bacilar alta sobre la cinética de produccion de TNF-a (Figura
354), la cual si fue detectada en el intervalo 3-6 horas (160-370 pg/ml,
respectivame te), pero aun en cantidades significativamente infetiores a las encontradas
a los mismos tiempos cn cultivos celularcs tratados con iguales concentracianes del

microorganismo en fasc de crecimiento cxponencial.
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Figura 34, Secrecién de IL-12 (A) e IFN-y (B) por M¢s peritoneales de ratén
BALB/c expuestos a N. Dbrasiliensis' opsonizada cem Acs policlonales
anti-N. brasiliensis.
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Figura 35. Secrecion de TNF-a (A) e ILI-§ (B) por Més peritoneales de
raton BALB/c expuestos a N. brasiliensis' opsomizada con Acs policlonales
anti-N. brasiliensis.
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Figura 36. Secreciéon de IL-10 por Mé¢s peritoneales de ratén BALB/c
expuestos a N. brasiliensis opsonizada con Acs policlonales anti-N. brasiliensis.
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CAPITULO 4. DISCUSION

4.1 Fase virulenta (exponemcial) y avirulenta (estacionaria) de
MiCroorganismos. )

En la mayoria de los casos, y N. brasiliensis no es la excepcidn, el antagonismo
Mop-micropardsito implica, tritese de un enfoque in vive o in vitro, ¢l andlisis de
virulencia (¢ sus factores) inherente(s) a los microorganismos durante su fase de
crecimiento logaritmica (/J3). Esta constatacion adquiere logica si consideramos yue
precisamente durante la fase de crecimiento logaritmica se acelera la sintesis y secrecién
de  estructuras y compuestos quimicos (lipoarabinomananos, lipomananos,
fosfatidilmanosidas, proteinas de choque térmice, dcidos teioicos, lipupolisacaridos,
porinas, chaperones, lipopéptidos, lipoproteinas, muramil-dipéptido, péptiduglicano,
polisaciridos, dimicolato de trehalosa, toxinas, superanligenos) capuces no solo de
unterferir, sino también de alterar eventos del macrdéfago como lu sun la internacion,
fusidn fagosoma-lisosoma, acidificacion del fagosoma, estallido respiratorio (formacién
de ROI) y sintesis/secrecidn de citocinas (44, [11-113).

Ya en el marco especifico del género Nocardia, las especies N, asteroides y
N. brasiliensis han sido elegidas como objetos de investigacion para el desarrollo
experimental de la triada fase de crecimiento-estructuta-virulencia.

Beaman et al ([34) establccen que, durante su transicion de fases
lag—log~—>ciswcionaria, N. asteroides 14759 sufre modificaciones complejas especificas
en peptidoglicanos, lipidos, azGcares, dcidos grasos, peptidoglucanos y lipuproteinas.
Posteriormente, Beaman y Maslan (/37) constatan no sélo que la fase exponencial de
N. asteroides GUH-Z2 acummula mayor masa en su pared celular que el estadio
estacionario, sino que también la primera es 130 veces mas virulenta que la segunda en
ratones suizos Webster. En cooperacion con Moring, Beaman sugiere que la virulencia
de N. asteroides GUH-2P en fuse log hacia ratones de la cepa BALB/c podria asociarse
con la presencia de una mayor canfidad de 4cido micdlico Csqy sobre su pared celular
(133).

En otro plano, células macrofagicas primarias ¢ inmortales son infectadas por
Beaman ef al. con N. asteroides GUH-2 en sus dos tases — log y estacionaria. Asi, los

macrofagos alveolares virgenes de conejo son susceptibles a ambas fases de crecimiento,
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mas sin embargo la fase filamentosa (log) muestra una mayor multiplicacion; por otro
lado, los macréfagos provenientes de conejos inmunizados (Mgs preactivados) inhiben
el crecimiento de la fase cocobacilar (estacionaria), pero siguen siendo permisivos a la
contraparte en etapa log (181). De igual manera, el crecimiento intracelular de GUH-2
en fase estarionaria en las lineas macrofagicas derivadas de monocitos J774A.1 y
P388D1, disminuye a la mitad del observado para la fase logaritmica.

Salinas e ul. se refieren a la infecciosidad exclusiva de la fase exponencial de la
cepa de N. brasiliensis (ATCC 700358) para desarrollar un modelo de micetoma
experimental en ratones BALB/c. Més aun, estos investigadores dilucidan actualmente si
existe un vinculo efecto-causa entre el grado de virulencia de la forma filamentosa de
N. brasiliensis y la expresion rclativa de ciertos tipos de cnzimas (protcasa, SOD,
catalasa) y écidos micolicos en la nocardia, asi como la secrecion de citocinas
{(proinflamatorias, Thl y Th2) por ¢l hospedero ir vivo.

Silva et al (I83) observan que ni siquicra la forma caco-bacilar (fase dc
crecimiento cstacionaria) de V. brasiliensis logra scr eliminada in vitro completamente
por macrdfagos peritoneales activados. Por otra parte, Beaman ef al. (/84) evidenciaron
que la exposicidn in vitro de monocitos o macréfagos a N. asieroides en presencia de las
combinaciones [FN-y + LI'S o TNF-a + LPS, resulta solo en la inhibicion del
crecimiento ue nocardias, sin ser destruidas por completo. Ademds, aunque fagocitos
preactivados por un corto tiempo con estos compuestos destruyeron a
Caccidioides immitis y Toxaplasma gondii, estas células no mostraron igual actividad
microbicida contra V. asteroides; mids alin, la preincubacién de las células fagaciticas
con estos compuestos durante 24 horas causé un aumenta del crecimiento intracelular de

nocardias.

4.2 Efectos de la dosis bacteriana.

La dosis infectante es uno de los pardmetros que modelan el tipo de inmunidad
(celular, humoral o mixta) durante los procesos infecciosos, y el anilisis de su
repercusion en animales y ex-wivo reverbers una dialéctica de cambios cuantitativos
graduales seguidos por dréisticos saltos cualitativos de la variable biolégica sometida a
escrutinio [lldmese esta secrecidon de citocinas, fusidn celular, formacion de células

gigantes mu' tinucleadas (CGMs), etc.] bajo condiciones determinadas y controladas.

92




Discusidn
Efecto de mediadores inmunolégicos sobre la produceibe de titocinas por macréfage imfoctados cou Nocardia brasiionsis

Sin embargo, la complejidad deriva del hecho que el punto exacta de transicion
cuantitativo-cualitativo de nuestra variable bajo analisis en nuestro sistema concreto
microparasita-hucsped ¢s, casi siempre, desconocido o dificil de predecir; méas aun, la
permutacién cantidad-calidad, asi como si misma existencia, pucde ser predeterminada
no sélo por la carga bacteriana aplicada, sino también modificada cardinalmente por la
viabilidad o no del microorganismo ¢, importantemente, por ¢l despliegue dindmico (no
pasivo) de estrategias microbianas de virulencia.

McHugh et al. (157) y Demuth et al. (40) demuestran que, en macréfagos de
raton infectados con diferentes concentaciones de L. pnewnophila (10°, 107, 10° UFC) y
L. monocytogenes (5x10% 5x10” UFC), se lleva a cabo la transcripcion temprana de los
genes codof .adores de las citocinas [L-la., [L-1pB, [L-6 y TNF-a, asi como su posterior
traduccién y secrecion proteica; adcmas, ambas procesos (transeripeion y traduccion)
son directamente proporcionales al estimulo (dosis bacteriana) aplicada.

Otros fendmenos biologicos, como la formacion de células gigantes
multinucleadas pot monocitos fusionados, asi como la presentacién antigeno-especifica
a células T por macrdfagos, pueden ser vinculados también en forma directa a la carga
bacteriana. Asi, Gasser y Most (185) describen que el porcentaje de fa fusiéon de
monocitos por BCG comoe medida de la formacion de CGMs, se eleva
praporcionalmente al incrementar la relacion BCG/Mo - al menos dentro del intervalo
0-1.2. En otro estudio, Ramachanda et al. ({/86) utilizan tres indices de infeccion (1:1,
10:1 y 100:1) de M tuberculosis en macr6fagos para evidenciar que ¢l proccsamiento y
presentacion del antigeno especifico Ag 85B a sus células T cognatas, aumenta a medida

que se acrecetita la dosis bacteriana.

4.3 Tiempos cortos d¢ experimentacion.

Las ¢élulas macrofigicas poseen una gran diversidad de receptores de membrana
(TLRs, receptor de manosa, CR1, CR2, CR3, CR4, etc.) que les permite determinar
(discriminar) la procedencia microbiana (Patrones Moleculares Asociados a Patogenos)
que enfrenta (27, 187, 188). Es as{ como, con impresionante prontitud, el
establecimiento de la identidad antigénica hostil conlleva a la secrecidn de una bateria de

citocinas que refuerzan y regulan no sélo las funciones fagocitica y microbicida del
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mactrdfago, sino que también trascienden al insteuir la naturaleza de la respueste inmune
innata y adoptiva (10, /1, 189).

En principio, na podiames afimmar si [o descrito ammiba podria ser legitimo para
nuestro sistema macrétagos-V. brasiliensis (dosis de [0, 100 y 1000 UFC de la cepa
HUIEG-1 ATCC 700358) y en las condiciones experimentales concretas (medio de
cultivo celular libre de suero), ya que la exploracidn de la literatura revela que en rigor
¢3 casi imposible encontrar dos estudios, seam im vitro 0 in vive, completamente
equiparables en cuanto a sus multiples pardimetras experimentales. En relacion a esto
ultimo, y sin temer a ser iterativos, es ineludible enfatizar el hecho que no encontramos
ningun estudio, en al menos 800 articulos cicntificos revisados, con pardmetros
experimentales equiparables a los nuestros. Confromtar los efectos de las dosis media
(100 nocardias) y alta (1000 nocardias) con la literatura existente, resulta ser
francamente complicado debido en primer lugar a que son escasos las investigaciones in
vitro que utilicen tales cargas bacterianas para estudiar no sélo la transcripeion del gen
para IL-12 y su posterior traduccién proteice, sino en general la expresion de citocinas
por Mos residentes y bajo condiciones al menos equiparables a las nucstras. ‘

Nuestro trabajo se centrd en el andlisis de la forma en que inciden parametros de
N. brasiliensis — fase dc crecimiento y dosis bacteriana — asi como del macroorganismo
— presencia de anticuerpos anti-Nocardia — sobre el patrdn y cinética de citocinas
macrofagicas proinflamatorias (lL-1 y TNF-a), tipo Thi (IL12 e [FN-y) y tipo
Th2/reguladora (LL-10), asi como de sus respectivos ARNs mensajeros.

En general observamos una correspondencia adecuada entre las concentraciones
de citocinas liberadas por macrofagos al medio de cultivo y los niveles relativos
expresados de ARN mensajeros especificos pata las citocinas analizadas. Sin embargo,
es evidente que la relacion ARNm — proteina s¢ torma mas complicada debido a que en
cietos casos no fuimos capaces de detectar productos amplificados a detectamos
minimos niveles de amplificacion utilizando los primers especificos, ain cuando si
determinamos concentraciones elevadas de las respectivas proteinas secretadas, por lo
cual inferimos que cn estas situaciones pudiesen estar involucrados mecéanismos de

rcgulacion a nivel de post-transcripcidn, traduccidn y/o secrecion proteica extracclular.
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La exploracién y controntacién de las cinéticas de citocinas para las fases de
crecimiento estacionaria y exponencial evidencian principalmente contrastes entre ellas,
aunque también algunas similitudes.

La primer semejanza entre ambas fases de crecimiento es que una dosis
infecciosa bija (10 nocardias/macrofago) es, a excepcion de los casos especiales de
[L-1$3 e [L-10, un pobre inductor de citocinas (IL-12, [FN-y y TNF-a). La fase
estacionaria de nocardias 3¢ caructeriza por una mayor susceptibilidad a los efectos
microbicidas intracelulares de macréfagos y menor capacidad de multiplicacion, pero es
también poseedora de un marcado caridcler inerte a ser degradada quizis debido a la
composicion quimica de su pared celular. En contraste, la fase exponencial es una
estructura mas dindmica, diversa y abicrta con el objetivo de proliferar rapidamente; esta
apertura y diversidad temporal rompe sdlo parcialmente aquel carcter “inerte” que le
confiere la propiedad de inhibir en forma “pasiva” la produccién de citocinas,
mostrindose como un mejor inductor, cn comparacian con la misma dosis (baja) cn fasc
estactonaria, pero aln lejos dc la efectividad dc 1a dosis media y alta.

La segunda similitud entre las dos fases de crecimiento de Nocardia esta
relacionada a la produccion de [L-1B. Ambos estadios de la bacteria inducen
concentracic.es significativas de IL-IP en el intervalo 6-12 horas postinfeccidén, ain
tratandose de la dosis infecciosa baja (10 bacterias/macréfago).

Ya hemos subrayado la capacidad inherente de N. drasiliensis en algunos casos
para inhibirlimitar la produccidén de citocimas macrofigicas in vifro, ya que es
indispensable la aplivacion de 100 y 1000 veces mayores cantidades de bacterias para
alcanzar conceatraciones significativas de citocinas; sin embargo, en algunos casos es
claro que ain cumpliendo esta coudicidn de concentracion bacteriana, los miveles de
citucinas secretadus sun, en el mejor de los casos, moderados.

Es por demds interesante el hecho que la dosis baja de nocardias (10 UFC/Mo)
utilizada por nosotros para enfrentar a los macréfagos, coincide con la dosis infecciosa
aplicada in vivo a ratones BALB/c en nuestro laboratorio para desarrollar el modelo de
micctoma experimental. Es precisamente esta dosis, mas no [a media (100 UFC/M®) ni
la alta (1000 UKC/Mg), la que se caracteriza por su imposibilidad para inducir la
produccidn ¢ : [L-12, [FN-y y TNF-; las excepeiones son IL-10 e IL- 13,
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Unicamente el estadio expomencial de nocardias €s capaz de inducir la
produccién de IL-10 en forma inversamente proporcional a la dosis; asi, la dosis baja
causa una mayor produccidn sostenida de esta citocina, en comparacion a las dosis
media y alta. En contraparte, la fase estacionaria ¢n dosis baja genera un
comportamiento directamente proporcional a la dosis en el intervalo 1-3 horas, siendo la

dosis alta el mayor estimuloe durante todo el intervalo experimental (L-12 horas).

4.4 IL-12 e IFNwy

La determinacién de los niveles proteicos de IL-12 se ven complicados, porque
los investigadores miden ya sea la presencia fisica de las moléculas (tratese del
heterodimero, p70, o de sus mondmeros p4l y/o p35, por separado) o de las molécula
biolégicamente activa (p70), como fue nuestro caso. Curiosamente, Matsunaga et al.
(156) reportaa la concentracidn final detectada in vitro por CLISA de [L-12 como la
sumatoria de TL-12p40 + IL-12p70, sin especificar si se trata 0 mo del heterodimerc
bioactivo.

[L-12 no solo es capaz de inducir su propia produccion y la de [FN-y, sino que
juntas sinergizan este efecto, al mismo ticmpo que potencian la liberacion de citocinas
proinflamatorias (como IL-1 y TNF-a), provocando la activacion de macrdfagos y la
expresién de moléculas de coestimulacidn, adbesion intercelular y del Complejo Mayor
de Histocompatibilidad de Clase I[ sobre endotelio y leucocitos.

No abstante que el [FN-y se caracteriza por inducir en macrdéfagas actividades
microbicidas no provistas por los interferonss tipo [ (a, P), la efectividad anti-
microbjana del intecferdn inmune en humanos es, paraddjicamente, insuficiente. Una
explicacion pareial a la imposibilidad de activacion mictobicida de mmrbfaéos tratados
con [FN-y, podria ser la abservacion realizadz por Ting ef al. ({57), quienes encontraron
que M. fuberculosis bloquea la respuesta macrofagica al IFN-y via union dirccta de
componentes de la pared celular micobacteriana al factor de transcripcion nuclear
CBP/p300, secuestraindolo de esta manera y evitando su interaccion con STAT-1,
impidiendo la transcripcion posterior. Curiosamente, la presencia de 1IFN-a ¢ IFN- ha
sido asociada con el deterioro de la respuesta contra M. tuberculosis in vitro e in vivw
(198).
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Salinas ¢f al. (182) detectaron niveles séricos considerables (>4000 pg/ml) de
[FN-y en ratones BALB/c infectados con . brasiliensis HUJEG-1 a las 24 horas post-
inoculacion, indicando que su produccién ocurre temprano en la infeccion, adn antes de
evidenciarse ura respuesta inmune especifica de anticuerpos anti-Nocardia (7 dias). Por
su parte, Ell - et al (199) determinaron la presencia intmacelular de IFN-y en neutrofilos
infiltrados en pulmones de ratones CS7BL/6 infectados con M. asteroides GUH-2.

Nuestro estudio revela la ausencia casi total de [L-12 e [FN+y en presencia de la
dosis infecciosa baja de nocardias, lo cual puede estar asociada a una ineficiente
activacién de macrdfagos y, consecuentemente, contribuir asi al establecimiento de la
infoeceidn, favorccicndo la supervivencia y multiplicacion bacteriana. Creemos que la
secrecion elevada de estas dos citocinas tipo Thl en respuesta a las dosis media y alta —
10 y 100 veces mayor concentracion bacteriana que la dosis baja — podria ser indicativa
de que, al multiplicarse y aumentar su carga bacteriana, N. brasiliensis en forma exitosa,
ahora si destaca la secrecion cuantiosa de [L-12 e IFN-y que activan a macrofagos. A
pesar d¢ que la nueva presencia sigmificativa de IL-12 ¢ IFN-y oo lugre causar la
erradicacién completa de las nocardias establecidas al inicio de la infeccion, si
contribuiria sic. embargo, a una contencion parcial y temporal del microorganismo a
través de la ¢ tructuracion de granulomas.

En condicieones in vifro semejantes a las nuestras, Mps derivados de monocitos
estimulados con una relacion IMo:1 micobacteria (M. tuberculosis H37Rv; ATCC
27294) no secretan niveles detectables de IL-12p70 a las 6 y 16 horas (/90); el mismo
resultado negativo para [L-12 fue obtenido en el intervalo 1-10 dias utilizando como
célula blanco Mos denvados de monocitos en un relacidon 80 Mos:1 bucleria
(M. ruberculosis H37Ra y H37Rv); sin embargo, en este dltimo estudio la relacion
IMo:S bactetias causa, a las 24 horas, una produccién de 3500 pg/ml (200). Por su
parte, Host et al (/5[), demuestran que una dosis baja (I Meo:l bacteria) de
Sulmonelia dublin en fase log induce a Mys de ratén BALB/c a secretar elevados niveles
de IL-12p40 (>2 ng/ml), los cuales, argumentan los autores, son quizis la causa de la
supresion observada sobre el heterodimero secretada (IL-12p70), La disminuida
bioactividad de I[L-12p70 en cultivos de Mgs tratados con la dosis baja de
Salmonelia ¢ .1blin (IM@:10 bacterias), medida a través de la habilidad del heterodimero
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para estunular ka produccidn de IFN<y por esplenocitos de raton, corrobord que, no
obstante la dosis de reto usada, esta bacteria fue un pobre estimulo y/o supresor para la
produccién de IL-12p70 bioldgicamente activa por M@s peritoneales de ratdn BALB/¢
inducidos con adyuvante incompleto de Freund (200). En fase estacionaria, una dosis de
promastigotes de Leishmania denovani (10 promastigotes:1 M) inhibe (a las 24 haras)
la produccioén de IL-12pd0/p70 por Mes de ratén, mientras que los amastigoles en la
misma relacion causan niveles mayores de esta citocina (~700 pg/ml).

La neutralizacion fisica o bioldgica de IL-12, citocina de vital importancia para el
desencadenamiento de una efectiva respuessta inmune celular contra pardsitos
intracelulares, ha acupado una prerrogativa de supervivencia: 1) promastigotes de
Leishmania major (relacion 8 pardsitos:! Mq) inhiben la produccion de IL-12p40 por
Mgs derivac . 8 de monocitos de raton C57BL/6 activados, ¢ no, previamente con IFN-y,
aun en presencia de lipopolisacdrido, el cual por si solo es un potente inductor de
IL-12p40 (201); 2) Histuplasma capsulatun muerta por calor suprime la secrecion de
IL-12p70 por monocitos humanos (relacion 10 hifas: | M¢g) de sangre periférica
preactivados can [FN-y (202); 3) M. avium (cepas 100, 101 y 104 — aisladas de pacientes
con SIDA), en una relacidn 10 bacterias:1 M, suprimen la produccion de IL-12p70 en
ausencia o presencia de [FN-y; més a(n, la pre-infeccion micobacteriana antes de su
activacién con IFN-y evita [a sintesis inducida por contacto con L. monocytagenes
(relacion 10 bacterias: 1 M) (203).

El estudio de Matsunaga e/ @l (136) analiza el efecto inhibitorio de varias dosis
de una cepa virulenta de Legionella pneumophila sobre la secrecidn de [L-12p40/p70
por Meos peritoneales inducidos; de las tres relaciones bacterias:Me utilizados (1:1; 10:1
y 100:1), la mds alta posee el maximo poder negativo y disminuye aprox. S veces la
concentraci¢ <. de IL-12p40/p70 secretada en comparacién con la relacién 1:1. Por su
parte, Hessle er al. (204) parten de la hipdtesis de la existencia de patrones diferenciales
definidos para microorganismos Gram negativos y Gram positivos, detectando niveles
considerables de [L-12p70 secretados por monocitos im vitro enfrentados a cargas
bacterianas de siete especies Gram negativas y siete Gram positivas en una razén 250
bacterias: 1 Mg (respuesta promedio de ~1900 pg/ml para Gram positivos vs ~400 pg/ml
para Gram negativos. Butcher ef al. {J0) detectan por ELISA niveles signiticativos (~4
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ng/ml) de 1L-12p40 al medir |a estimulacion de MDMs con BCG muerta por calor (en
una relacion 2500 bacterias/Mg); dicha produccién de IL-12p40 se vido inhibida,
considerablemente a la mitad, por el pretratamiento de los Mos con Taxoplasma gondii
(en una relacién 4 parasitos: | Me).

Shibuya et al. (205) deducen que las ¢élulas NK son la principal fuente temprana
de IFN=y en ratones CS7BL/6-IL-10"“*" (knockout para IL-10), a pesar que en ningin
momento del articulo se menciona acerca de la capacidad alguna por Mes para producir
esta citocina. En el mismo tenor, infecciones in vivo llevadas a cabo con
Bacillus abortus (206), Candida albicans y C. brucei (207), Gram positivas y Gram
negativas (7 especies de cada grupe) (208), L. monocyiagenes (208) y M. tuberculosis
(209) se baszn ¢n el anilisis ex-vivo de tejidos o fracciones tisulares con alto grado de
heterogeneidad celular como 1o son células monvnucleares de sangre periférica, bazo, y
combinaciones mixtas de Mos con linfecitos T, ¢on el fin de inferir el origen del [FIN-y
secretado al medio de cultivo. En todos los casos, cl andlisis dc los disefios
experimentales ¢ idea integral expuesta en ¢l texto introductorio y discusion, vislumbra
una ticita, aunque no siempre directa, aseveracién que involucra exclusivamemnte a
células NK y T (CD4* o CD8") en la produccién de IFN-y, el cual ahora si actia sobre
las células macrofagicas.

Ms alveolares (de ratones C57BL/6), infectados con BCG (0.5x10° UFC por via
infra-traqueal) y estimulados posteriommente ex-viva con PPD o LPS, producen
cantidades considerables de interferén gamma, no asi el caso de Mos pleurales aislados
de ratones knockout para IL~12 (IL-12") con el mismo fondo gendtico (209). En este
estudio, en ausencia de [L-12, una cepa atenuada de M bovis (relacion 50
micobacterias:1 Mq) fue incapaz de inducir la secrecién de IFN-y por Mos alveolares
virgenes (de la cepa C57BL/6). Munder ef al. (210) demostraron que ¢l [FN-y enddgeno
producido por Mps derivadas de médula dsea (cepa de ruidn AKR/N) tratados con una
combinacién de IL-12 e [L-18, posee aclividad biologica al ser capaz de inducir, en
forma autdcrina, la actividad de iNOS, Salins ef @f. (2117), por su parte, observaron una
correlacion entre la multiplicacion intracelular de L. preumophila en Mes inducidos

(con tioglicolato), y la expresion de [FN-yAM*™ y su pasterior traduccién a proteina.
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No obstante que en la mayoria de las infecciones causadas por micropardsitos
intracelulares |a presencia de IFN-y se asocia a la estructuracién de una respuesta
inmune celular berefica para el huésped, algunos antecedentes sustentan la hipétesis
controversial que los Mgs estén involucrados como efectores centrales en la inhibicion
de la respuesta blastogénica de células T a mitdgenos y antigenos durante la infeccion
originada pcc Trypamosoma brucei — tripanosomiasis africana (2/2). Este papel
supresive de Mos, a través de la produccion de IFN-y, es sccundado por los cstudios de
Dani et al. (2{3), en el que muestran que c€lulas de hibndoma macrofagicas 2CI [-12P
infectadas con T. brucei (telacidon 100 parasitos:1Mg) actian en el entorno local,
secretando IFN-y (y probablerente otros factores solubles) para inhibir las respuestas
proliferativas de células T CD4™ y T CD8"; simuitineamente ¢l intecferén inmune de
procedencia macrofégica obra sobre células T CD$* para provocar, con la ayuda
sinérgica d¢c TNF-a, ahora una hiperproducciéon del [FN-y “inmunosupresar”. Por su
parte, Baetselier et al. ({0) inoculan por via intraperitoneal T. brucei (2x10° parésitos) en
ratones BALB/c y evidencian que durante [as fases temprana y tardia de la infeccion in
vivo, los Mes inducidos adquieren un fenotipo funcional Thl, el cual se ajusta al
bloqueo de la activacion ex-vivo de células T por mitégeno, superantigeno o antigeno.
Hertz er al. (214) contribuyen a la controversia en tomo al papel del TFN-y ¢n Ja
inhibicion ciusada durante tripanosomiasis (africana), al presentar und correlacidn
inversa entre la produccién de [FN-y in vive en ratones infectados con T. brucei
rhodesiense (1x10° tripanosomas/ ratén via i.p.) y ¢l crecimicnto del pardsito; sin
embargo, este 1iltimo grupo de investigadores subraya que la fuente primaria del IFN-y
producido durante la respuesta inmune a los antigenos del parasito son explicitamenie
células T CD4*, TCR-ap, MHC-restringidas.

Valiéndose de una estrateyia diferente a la de T cruzi, M. avium viable reprime
la expresion (2 horas postinfeccion) de IFN-y"*™™ (e [L-12) en Mgs humanas derivados
de monocitos de sangre periférica infectados con una dosis baja de micobacterias
(relacion 5  micobacterias:1  Mg) (2/5), canvirtiendose para individuos
Inmunocomprometidos, de una bacteria intracelular no-patdgena en wma con capacidad
para multiplicarse con impunidad en esta clase de huéspedes. M. tuberculosis, pero no

Escherichia coli, exhibe una similitud a M agviwm para suprimir, a 12 horas
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postinfeccion, la expresidn y traduccion de [FNA™® (e [L-12) en Mos humanos
derivados de sangre periférica dentro de uma amplio indice de infeccién — 5-50
micobacterias/Mo (/43). Salins et al. (211) demucstran que la multiplicacién de
L. pneumaophila en Mys (inducidos con tioglicolato) de la cepa de raton BALB/c o AJ,
puede 0 no ser respectivamente acompafiada por la expresién de [FN-y"*"™ y una
efectiva traduccion proteinica a las 24 y 28 horas postinfeccion en dependencia del
fondo genético; mds aun, el inicio de la actividad macrofégica anti-L. prneumophila y la
restriccidn del crecimiemnto intracelular de la bacteria, coinciden cronclogicamente con la
produccién de! interferdn.

4.5 TNF-a

Compuestos quimicos microbianos con diversa composicion y €sfructura son
inductores en monocitosfmacréfagos de TNI-a, citocina privilegiada por estar
involucrada en la degradacion de particulas internadas em las células fagociticas
mononucleares, asi como en su posterior procesamiento y presentacion antigénica a
células accesorias T, contribuyendo al desarrollo operativo innato y adquirido de la
respuesta inmunclogica (2/8). La ausencia o neutralizacidn de esta citocina
proinflamatoria — ya sea como consecuencia de la estrategia de virulencia de patGgenos
infecciosos u sea par factores intrinsecos al huésped uni- o multicelular, o atin quizds
debido al acoplamiento de estos dos grupos de factores — ha sido coligada en forma
rciterada a la susceptibilidad a infeeciones iz vivo € in vitro (219, 222-225).

El factor de necrosis tumoral alfa es uno de los pumtos neurdlgicos en la discordia
existente entre patdgenaos y huésped. Por un lado, los efectos bioldgicos de esta citocina
prototipo proinflamatoria [apoptosis de células infectadas (9), sinergismo microbicida
con [FN-y, produccién de NO (2/9), induccién de TLR-2*FN™ (237), degradacion de I-
xB y activacion del factor de transcripcion NF-«B (233), induccion de quimmiocinas
(234), induccidn de la enzima sintasa de oxido nitrico NOS2 en macrdfagos en
combinacion con [FN-y, amplificacién de la produccion de metabolitos del O; por
neutréfilos y macrofagos (10, 233), etc.] se vinculan, clasicamente, con una actividad
citostitica y/o citocida in vive contra microorganismas intracelulares. Por otra parte, los

microparasitos intracelulares contrarrestan la actividad microbicida de TNF-a al
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estimular la iberacién de receptores celulares solubles para TNF-a [M. tuberculosis
(220)] o restringiendo la produccién de esta citocina [M. aviiem (240)]; alin mads, la
produccion elevada de caquetina se ha asociado con la patogénesis bacteriana de M
tuberculosis, inmunosupresion de la respuesta proliferativa de células T CD4* y CD8"
por T. brucei y supresion de la produccidn de IL-12 por macrofagos [por
Corynebacterium parvum (241)].

Underhill et al. (242) observaron que los compgonentes de la pared bacteriana de
M. tuberculosis interactian con TLR-2 en macréfagos para promover la produccion de
TNF-a, micnteas que, en el caso de la pared celular de M. bovis BCG, Tsuji et al. (243)
demostraron que sus ¢structuras contactan via TLR-2 y TLR-4 para indueir en células
dendriticas la sintesis de caquetina, la cual a su vez causé la maduracion de estas células
(clevando la expresion de CD40, CD8Q, CD83 y CD86). Par otro lado, células
dendriticas derivadas de médula dsca de ratones TNFKO infectadas con un adenovirus
recombinante no lograron madurar lo suficiente (en base a los niveles de MHC II,
CD86/B7-2 y CD40) en comparacion a células dendriticas provenientes de animales
normales (239). As{ mismo, ratones TNF™ infectados con M. suberculosis no formaron
tejidos linfoides ni granulomas bien estructurados y compactos, y fueron deficientes en
la neutralizacion del bacilo (240), aunque fue notable el hecho que la actividad
fagocitica de macrdfagos permanecié normal. Brodskyn et al. (J65) notaron que los
glucoinositolfosfollpidos de 7. cruzi inhiben en forma importante la maduracion causada
pur LPS o CD4IL in vifre en células macrofagicas (dismiouyendo la expresion de
CD80, CD83, CD86, HLA-DR, CD40 y CD57) y dendriticas (disminuyendo la
expresion CD80, CD83, CD36, HLA-DR y CD-40) a ravés de la inhibicion de TNF-a.

En el ultimo estudio citado (J63), los autores demostraron que es precisamente la
porcion de ceramida de los glucoingsitolfosfolipidos el principal responsable de la
inhibicion de la sintesis de TNF-a. macrofagico. Barber ef al. (246) describen que los
macrdtagos procedentes de ratones no responsivos a LPS ({ps®) no son capaces de
montar una :.spuesta contra la ceramida. Fratti et al. (59) evidenciaron que la manosida
de lipoarabinomanano (ManLAM) aislado de M. tuberculosis H37TRv, otro cotupuesto
lipidico glicosilado con grupo acilo ceramida, interficre ¢l reclutamiento dc EEAl a
fagosomas de macrofagos que contienen particulas de [dtex fagocitadas, reduciendo asi
la maduracién fagolisosomal. A su vez, Dahl ef al. (/67) muestran que ManLAM
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proveniente ae cepas virulentas de M. tuberculosis (vepas Erdman y H37Rv) es incapaz
de inducir cantidades significativas de TNF~x ir vitro por monocitos humanos de sangre
periférica.

Una parte substancial de estudios én vitre apoyan la tesis que el desarrollo de
factores de virulencia por micropardsitos intracelulares se ha encaminado, al menos
parcialmente en M¢s, a suprimir la transcripcion del gen para TNF-a 0 su efectiva
traduccion proteinica, o ya sca para reducir su bioactividad y/o neutralizar sus efectos
biologicos como activadores de Mos. Murthy et al. (247) observaron (a la 48 horas) que
la produccidon de TNF-¢ por células monoceiticas humanas de la linea THP-1 (preratadas
con Vitamina D), disminuia (de ~1600 a 280 pg/ml) al aumcmtar la concentracion (105,
10°%, 107, 10%; relaciones respectivas pardsito:Me 1:10; 1:1; 10:1y 100:1)de  Borrelia
burgdorferi (cepa JDI). Tal disminucion podria ser causada, segin los autores, por la
liberacion de TNF-R55 y TNF-R75 que neutralizan la citocina. Por su parte, el grupo de
Balcewicz-Sablinska et al. (150), hacen una conexidn entre la virulencia o avirulenciz de
dosis bajas (15 bacterias/My) de M tuberculosis (cepas H37Rv y H37Ra,
respectivamente) y la presencia fisica de TNF-q, asi como con !a citotoxicidad y
apoptosis celular inducidas por la caquetina. Los mencionados autares detectaron niveles
semejantes de TNF-x (~1-1.7 ng/ml para ambas cepas) al tratar Megps alveolares
tiumanos (6-24 horas postinfeccion); sin embargo, los ensayos de citotoxicidad y
apoptosis determinaron una actividad aprox. dos veces mayor en los sobrenadantes de
Mops infectados con la cepa avirulenta de A tuberculosis (H37Ra); mas adm,
nuevamente se observd una correlacion entre la virulencia/avirulencia y la secrecion de
altos/bajos niveles de sSTNF-R2 (perw no de sSTNF-R1) en el medio de cultivo.

Sarmento et al. (240) utilizaron sobre Mes peritoneales residentes de raton
BALB/c relaciones infecciosas bajas (10 bacterias/Mo) para cl anélisis de virulencia de
dos cepas de M. avium (cepas 25291 y 1983, respectivamente virulenta y avirulenta); 7
dias postinteccion se detecté una mayor bioactividad T- y NK-independiente de TNF-o
en cultivos de Mgs infectados con la copa avirulenta de A{ aviws en contraste con la
virulenta (~250 U/ml vs 15 U/ml, respectivamentc), lo cual correlaciona inversamente
con el crecimiento micobacteriano en Mes — aprox. 14 veces mayor proliferacion bacilar

de la cepa 25291 (virulenta) en comparacion coun la cepa 1983 (avirulenta).
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Los estudius realizados por Reiling e/ ol. (37) y Greenwell-Wild es al. (215) se
basaron en Mos humanos (derivados de monocitos de sangre periférica) infectados
M. bovis (cepa 2701 y una cepa suave transparente; arnbas con capacidad de infectar
humanos/animales inmunodeficientes). A pesar de la diversidad de las cantidades
absalutas de TNF-a encontradas en cultivo debido a la variabilidad cntre los donadores,
el grupo de Reiling observd que, a 12 horas postinfeccién, un indice infeccioso de [0
micobacterias/Mo induce elevadas conceatraciones de TNF-o (~11000-15000 pg/ml).
Greenwell-Wild et al., por su parte, registtan un awmento de 140 veces en la
transcripeidn del gen para TNF-g al aplicar una dosis infecciosa de 5 micobacterias/Me;
esta elevada actividad transcripcional (2 horas post-estimulacidn) se ve acompaflada de
una efectiva secrecion proteica de >2000 pg/ml. El grupo de Reiling también detecta
niveles muy semcjantes de TNF-a a las 8 haras postestimulo con una relacidn infecciosa
de 3 micobacterias/Me. Al unificar los datos de ambos estudios, se deduce que la
aplicacion de una rango de indices “bajos™ de infeccion micobacterias:Mgs (MOIs de
1:1; 3:1; 5:1 y 10:1) desencadenan una inicial (2-24 horas) y dramética produccion de
TINF-a, pero incapaz de sostenerse ulteriormente.

La susceptibilidad y resistencia de ganado bovino a M. avium subespecie
paratuberculosis y M. aviurn subespecie avium, respectivamente, fue tomada como base
para el estudio realizado por Weiss et al (248). Los autores encontraron (6 horas
postinteccion) una expresion de I NF-o**'™ dos veces menor en Mes bovinos de sangre
periféricy expuestos a una dosis bacteriana baja (10 bacterias/Mop) de la subespecie
virulenta (paratuberculosis), asi mismo, la bioactividad (citotoxicidad) del TNF-a fue el
doble para los cultivos celulares expuestos a la subespecie avium, en cotnpatacion con la
subespecic g ratuberculosis.

A simple vista, algunos investigadores han planteado en ciertos estudios iz vitro
la hipotesis de la existencia de un vinculo, directamente proporcional, entre la virulencia
micrabiana y la produccion de TNF-a por células macrofégicas.

En el estudio de McHugh et al. (I57) parece haber una correlacion inversa ¢ntre
la habilidad de multiplicacién de una cepa virulenta de L. preuwmophila en Mgs

inducidos de ratén AA y la reduccién de elevados niveles de TNF-a y su respectivo
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ARN mensajero. Ademas, el aumento de la dosis de infeccion (1:1; 10:0 y 100:1)
conllevd, al mismo tiempo, a un incremento de la citocina secretada al medio de cultivo.

Engele et al. (/52) muestran que la infeccién de M@s alveolares humanos con
dosis bajas (MOls: 0.5, 2, 5 y 10) de micobacterias (M fuberculosis y M. bovis)
virulentas, induce elevadas concentraciones de TNF-g, ¢n contraposicién a las mismas
especies atenuadas que carecen dicho potencial inductor. Mds adn, la adicion de TNF-a
recombinante a los cullivos de Mg potencia el crecimiento intracelular de las cepas
virulentas.

Teniendo en cuenta lo anterior, asi como los multiples mecanismos de
retroal imentacién negativa que existen para regular la red de citocinas y sus receptores,
seria aventwudu referise a un electo estmuludor directo del TNF-g para la
proliferacion bacteriana intracelular en Mps. Mas admisihle seria inferir una secuela
indirecta mediada por segundos o terceros elementos elementas mensajeros que, ahora
si, acthan sobre el Moy, permitiendo una mayor proliferacidn bacteriana. En este
contexto, y a pesar de tratarse de un modelo experimental basado en wna agente
infeccioso extracelular, resulta interesante que Ma er al. (249) pretratan Mes humanos
(derivados de monacitos de sangre periférica) con TNF-a recombinante, inhibiendo asi
en forma especifica la produccién de [L-12 (p40 y p70) causada normalmente por una
alta dosis de §. aureus (relacion 10000 bacterias:1 Mg) con o sin [FN-y; dicha inhubicién
parece caractlerizarse por su independencia de [L- 10, pues anticuerpos neutralizadores de
esta citucina anti-infllamatoria no logran restaurar la sintesis de IL-12, y por el
requerimiento de un perfodo considerable (—16 horas) de pre-incubacién con TNF-a, lo
cual sugiere que el TNF-a pudiera estar inducienda procesos de sintesis proteinica de
novo necesaios para sus actividades inhibitorias indirectas.

Finalmente debemos mencionar un tercer grupo de resultados experimentales,
como el de Guiguére y Prescott (250), en el cual dosis bajas de una cepa virulenta de
R equi (103%) o su vaiiante sin plismido (103) interactian con Mgs residentes
peritoneales sin lograr discernir alguna tendencia, y mucho menos divergencias
estadisticamente significativas en la expresién de TNF-a*™® y su traduccion proteica

{causados por cualquiera de los dos grupos).
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De lo expuesto anteriormente se puede deducir que existe un consenso en que la
presencia fisica y/o bioactividad in vitro o in vivo de TNF-a son pardmetros asociados a
un estatus inmunitario del huésped (uni- o multicelular) que determinatia, en parte, el
grado de permisividad o resistencia hacia pardsitos intracelulares infecciosos; sin
embargo los datos empiricos no logran apoyar en forma conclusiva esta hipotesis y mas
bien los ante-edentes de experimentos in vitro sustentan una controversia en tomo a la
relacion que guarda la génesis de TNF-q y la virulencia microbiana:

1) Existe una cotrelacion inversamente proporcional entre la virulencia

(grado de patogenicidad) y la produccion de TNI-a. (por Mes).

2) La relacion virulencia — concentrucion de TNF-a existe, mas sin
embargo esta es inversa; es decir, a mayor virulencia — mayor sintesis
de TNF-a y viceversa.

3) No hay relacion causal entre virulencia/avirulencia y la cantidad de

TNE-a producida in vitfro.

En nuestro laboratorio, Salinas ef al. (I82) detectaron niveles séricos
considerables de citocinas [tipo Thl (IFN-y), tipo Th2 (IL-4 e [L-10) y proinflamatorias
(TL-6)] a las 24 horas postinfeccién con la fase de crecimiento logarjtmica (virulenta) de
N. brasiliens’s HUJEG-1 via s.c.; sin embargo, curiosamente, las concentraciones de
TNF-a € [L-2 permanccicron inalteradas durante la infeccifn

Ratones BALB/c infectados por via i.v. con la fase estacionaria de N. brasiliensis
cepa 519, eliminaron [a carga bacteriana cn un intervalo de 5 semanas, y esta resolucion
de la infeccidn correlaciona coa un aurmento del titulo sérico de TNF-«; la neutralizacion
especifica de la citocina proinflamatoria conllevd a una significativa proliferacion de
nocardias. Ademas, macrofagos peritoneales provenicntes de anitnales infectados, al ser
estimulados in vifro con LPS, secretan concentraciones mayores de TNF-a con aclividad
citotdxica, en comparacion a macrofagos de ratones no infectados (183).

Una de las caracteristicas més sobresalientes de N. drasiliensis HUIEG-1 es su
capacidad para restringir in vizro la produccidn de TNF-a por macrofugos peritoneales
residentes en un amplio diapasén de carga bacteriana — (X107 a 1x10° UFC.
Encontrdndose en fase estacionaria {avirulenta), la dosis baja (10 UFC/M¢) y media
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(100 UFC/Me) utilizadas en nuestros experimentos no fueron capaces de inducir
elevados miveles de TNF-e; tinicamente el estimulo de una dosis mucho mas clevada -
1000 UFC/My - logré desencadenar una secrecion destacada de esta citoci@ a partir de
una hora postinfeccion (22400 pg/ml). Mas notable ain fue el hecho que la fase
filamentosa ('og) de nocardias posee una mayor facultad de modulacion negativa sobre
TNF-a, ya que ni siquiera la carga de nocardias alta (1000 UFC/Mg) causé una
destacada presencia de esta citocina proinflamatoria; de hecho, el efecto maximo de la
dosis alta log se situd a 3 horas postinfeccion con un nivel moderado de TNF-a - 2750
pg/ml — para posteriormernte disminuir definitivamente a <400 pg/ml.

A nuestro juicio, un indculg de 10 UFC de N. brasiliensis con respecto a cuda
macrofago residente, debiera representar en si un suficiente estimulo para la produccion
de citocinas proinflamatorias al menos. El ampliv uso de macrofagos pre-activados
(inducidos) en la experimentacion i viro dificulta considerablemente la comparacion
de nuestros resultados, ya que es claro gue las células fagociticas inducidas muestran un
SeSgU, ya sea este negativo o posilivy, de la respuesta normal bivldgica como secuela a
ua estimulo inductor (74). Sin embargo, los estudios de Greenwell-Wild ef al. (2715) y
Weiss ¢f al. (70) evidenciaron que macrofagos residentes infectados con dosis baja de
M avium (5 bacterias’/Mq), asi como de M. avium pararuberculosis (relacion 10
bacterias/M@) y M. avium avium (relacién 10 bacterias/M¢), inducen, en un intervalo de
2-6 horas postinfeccién, = 2000 pg/ml de TNF~x in vitro.

Reiling et al. (37) sometieron Mgs derivados de médula 6sea, praovenientes de las
cepas normalcs de ratén BALB/c, C57BL/6 y C3IIIIeN, a un diapasén infeccioso
relativamente bajo de M. tuberculosis cepa H37Rv — relaciones bacterias/Mo 1:1; 3:1 y
10:1. Sin importar el fondo genético de las células macrofigicas, la dosis infectante
10:1, en contraste a lo que observamos en el caso de la misma relacion infecciosa de
N. brasiliensis, fue siempre un potente estimulo para la produccion (24 horas
postinfeccidn) de considerables cantidades de TNF-a (~1500 pg/ml para las cepas
BALB/c y C57BL/6; ~4700 pg/ml para C3H HeN).

En resumen, con respecto a la produccién de TNF-a por macréfagés, nuestro
estudio revela un impresionante poder inhibitorio de N. drasiliensis HUJIEG-1 en las dos

fases de crecimiento (log y estacionaria) y dentro de un amplio rango de dosis infecciosa
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(10-1000 UFC/Mg). Nuestra hipoatesis es que la ausencia o secrecion insuficiente de
TNF-a macrofagica podria beneficiar la supervivencia intracelular de N brasiliensis
mediante la restriccion de: i) la generacion de moléculas reactivas del oxigeno y
nitrogeno con accidén nocardicida; ii) la maduracién de fagosomas que conticnen
nocardias fagocitadas; iii) la expresion de moléculas de membrana en macréfagos (como
por ejemplo CD30, CD86, CD40, MHC II, etc.) que les permiten adquinr una

competencia cfectiva como c€lula presentadoras de antigenos.

461 _-1p

[L-13 ¢s una molécula proteica que induce funciones proinflamatorias y
microbicidas en neutréfilos y actia como sefial promotora de crecimiento y
diferenciacion de células B, coestimulando de esta manera la produccién de anticuerpos.
Ademas, IL-1} regula cn forma positiva la prolifcracidn de fibroblastos y la sintesis de
coldgeno, por lo cual esta ¢itocina podria estar involucrada en los procesos fibroticos
desencadenados en enfermedades inflamatorias ¢ infecciones como es el caso de
formacién de granulomas causados por N. brasiliensis y M tuberculosis, entre otros.

No obstante que macréfagos y monacitos son productores primarios de L[L-1, esta
es también sintetizada por otras estirpes celulares, revelando un impresionante origen
multicelular para esta citocina, ademas de poseer una excepcional actividad pleiotropica
involucrada en una gran diversidad de procesos fisiolégicos notmales v,
trascendentalmeante, en condiciones patoldgicas asociadas a su elevada produccion a
nivel sistémi o durante procesos inflamatorios y/o infecciosos.

La virulencia de microorganismos patégenos se vincula a la suprcsidn o ya sea
la induccion de IL-1. Guiguére ef al. (250) reportan que dosis bajas (2-5 bacterias) de
R equi 103" (virulenta) inducen en Mps residentes menores concentraciones de 1L-1[3
en comparacion con la misma especie curada (R equi 1037} — 10-30 pg/ml vs 40-90
pg/ml. En otro estudio ({/44), dosis bajas de BCG y M. /eprae son cotejadas en cuanto a
su capacidad de inducir en monocitos humanos de sangre periférica la produccion de
IL-1PB, estableciendo que la infeccion por el agente causal de la lepra conlleva a una
minima produccidn de la citocina proinflamatoria, més sin embargo evoca la secrecion

de una sustancial cantidad del receptor antagonico para IL-1 (IL-1ra). Por otro lado,
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Méndez-Samperio e al. (257) demuestran que aln una especie relativamente inocua
para monocites humanos, como lv es BCG, puede suprimir su produccién de [L-1f3 a
través de la accion negativa de [L-10 enddgena secretada post-estimulo; en este
contexta, [L-10 recombinante (10 U/ml) previcne (18 horas) la produccion de IL-1[3 por
monacitos humanos dc sangre periférica cnfrentados a dosis bajas C. negformarns
(relaciones 2/Me y 10/M@) o C. albicans (relaciones 1/2Mgps y 2/Mg).

Shannon ef al. (258) analizan el ageate causal de la enfermedad de los
legionarios ~ en contraste a los mencionado anteriormente, observan que una cepa
virulenta de L. preumophila (M124), mas no su concurrente avirulenta (AV-M124),
origina una sustancial produccion de¢ IL-la por Mys peritoneales inducidos (relacion
infecciosa 10 bactetias/Me) a las 24 y 48 horas postinfeccion dentro del orden de 4-8
ng/ml; curiosamente, los niveles de la isoforma P (~120-350 pg/ml) son muy infetiores a
la o. En general, e independiente de la presencia o no de virulencia, los autores
evidencian una clara superioridad en las concentraciones relativas de los productas
amplificados para IL-1 sobre los obtenidos para IL-1w; sin embargo, esta desigualdad
cuantitativa es re-orientada por el dinamismo post-transcripcional de IL-1gARN que
finalmente predomina.

Por ultimo, bajo influencia patdgena de dosis bajas de M. fuberculusis H37Rv
(0.1-10 micobacterias/M¢), la expresién génica de [L-1 y traduccion de su respectivo
ARNm iz virre, pueden adoptar patrones (nicos en c¢élulas dendriticas y macrofagicas
humanas, s Jerando considerablemente estas Gltimas a las primeras en ambos
parametros durante la etapa temprana (3-24 haras) del encuentra huésped-paridsito (190,
239, 260).

La presencia de [L-1f3, asi como de TNF-«, 5 requerida en ratones BALB/c
estimulados con IL-12 para un dptimo desarrollo de la respuesta inmune tipo Thl hacia
el antigeno OVA (ovoalbimina) (205). Por otro lado, Suzuki ef al. (261) muestran que
monacitos humanos estimulados can M. feprae, en contraposicidn a los estimulados con
BCG, producen minimas concentraciones de IL-1, pero una cantidad sustancial de
1L-Ira, favorceicndo quizas la infeccion por agente causal de la lepra.

[L-10 parcce set no sdlo un mejor contrabalance fisiologico de los efectos

patologicos incitades por IL-1PB (262), sino que ¢s posible incrementar la concentracion
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de esta citerina proinflamatoria in vitre en presencia de M bovis suediante la
neutralizacion de [L-10 con anticuerpos especificos (257).

Nuestros experimentos muestran que IL-1 B es la unica citucina producida por
los macréfagos en forma constante y significativa como respuesta a la dosis baja de
N. brasiliensis (en ambas fases de crecimiento — log y estacionaria). La fase log estimula
en forma mas dindmica y sostenida 1a produccion de esta citocina, mientras que la fase
estacionaria también lo logra, pero en forma paulatina y también efectiva. Al observar
las cinéticas de la secrecion de IL-1P en respuesta a las tres dosis (estacionaria y log)
infecciosas de nocardias utilizadas, parece no existir una relacion dosis-efecto, sea esta
directa o inversa; mas bien creemos que quizas se esté llevando a cabo, al menos ca el
rango de la concentracidn bacteriana aplicada, una produccion de I1L-1P independiente

de la dosis de nocardias enfrentadas a los macréfagos.

4.71).-10

Interleucina-10 o facior inhibidor de sintesis de citocinas, fue descrito
inicialmente como una molécula proteinica secretada por células Th2 de ratdn y que
inhibe la activacion de células Thl, asi como también su peoliferacion (263).
Actualmente sabemos que esta molécula representa un excelente regulador negativo de
fendmenos iInmunoldgicos.

La produccion de IL-10 es concemitante a la produccién de quimiocinas y
citocinas proinflamatorias causada por productos bacterianos y puede prevenir o revertir
manifestaciones inmunoldgicas no deseadas, como choque séptico, enfermedad
granulomatosa de Wegener (27/), rechazo de aloimplantes (272) y psoriasis (273), entre
otros. Ademas, la presencia de LL-10 contribuye al estatus de “privilegio inmune” en el
0j0, gracias en parte a la regulacion negativa de la respuesta inmune Thl por esta
citocina — fenémeno denominado desviacidon inmune asociada a la camara anterior
(149).

La i:erleucina-10 €3 no solamente una potente citocina anti-inflamatoria
producida en diversas condiciones de estrés, sienda su induccién génica o post-
transcripeional vinculadas con la desactivacion de macréfagos, supresion de
proliferacion de células T ¢ inhibicion de praduceion de citocinas. Mds aun, bacterias,

hongos y pardsitos han desarroliade estrategias dirigidas hacia la regulacion de
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moléculas puo- y anti-inflamatorias (TNF-a, IL-1Ra, [L-12, IFN-y, sSTNF-R2) con el fin
de prolongar la presencia/produccidn de esta citecina unti-inflamatoria/desactivadora.
Los datos sefialan que células monociticas y/o macrofigicas son inducidas, bajo
el estimulo de bacterias Gram positivas, Gram oegativas, asi cormo de micobacterias,
hongos y microparasitus, a producir considerables concentraciones de IL-10 (204, 207).
La virulencia bacleriana puede ser vinculada con la capacidad intrinseca para
inducir IL-10, como ejemplifica el estudio realizado por Balcewicz-Sablinska ef ol
(226), en el que los autores hipotetizan que la reduccion de los efectos biologicos del
TNF-a (apoptosis y citotoxicidad) liberado al infectar Mes alveolares cun la cepa
virulenta H37Rv de M. tuherculosis, pero no la cepa avirulenta H37Ra, se debe, en gran
parte, a que la citocina proinflamatoria es neutralizada por motéculas del receptor
solubles para TNF-a Tipo 2, inducidas finalmente por IL-10. En el mismo tenor, se

observa una expresion diferencial de [L-10"N™

en M@s bovinos infectados con una
dusis baja (10 micobacterias/Myp) de una cepa virulenta (M. avium subespecie
paratuberculosis) o avirulenta (M. avium subespecie avium) — 12 veces mds para la
subespecie pararuberculosis vs 4.2 de la subespecie avium (con respecto al Control
Negativo) (248). De hecho, en esta (ltima investigacion citada, asi como en la realizada
por Rojas et al. (9) con Mgs de raton infectados con M. tfuberculosis virulenta), sc
subraya y refuerza el ya descrito antagonismo clasico existente entre [L-10 y TNF-a, ¥
que la produccion de ambas citocinas por el Mg infectado deriva en una relacion
cuantitativa  [L-10/TNF-ac  con poder para definicr un parametro de
resistencia/susceptibilidad del huésped. Y, efectivamente, el pretratamiento in vitro con
1L-10 de monocitos y/o macrofagos humanos activados (con 1EN-y) no sélo revierte la
activacion celular, sino que ademas promueve la multiplicacion de L. preumophila y
Coxiella burnerti. Mds aGn, M@s residentes o inducidos de raton IL-10™ captan
moléculas de IL-10 sobre su membrana que inhiben la actividad listericida y potencian
el crecimien u intracelular de L. monocytogenes.

La potenciacion de la inmunidad contra M avium in vivo se ha asociado a la
neutralizacion de IL-10 (277, 278) y se ha observado que las células T procedentes de
pacientes tuberculosos anérgicos secretan concentraciones significativas de
interleucina-10 en forma counstitutiva (279). Por otro lado, ratones C3H/HeN, con TLR-4
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funcional y productores de IL-10, mantienen en forma indefinida el virus de tumor
mamario en ratones (MMT V), mientras que mutantes para TLR-4 (de la cepa C3H/Hel)
eliminaron el virus a (ravés de una respuesta inmune citotéxica. En contraste, aunque
ratones C57BL/6 deficientes de [L-10 infectados con Leishmania amazonensiy vedujeron
la carga parasitaria en lesiones, los parasitos persisticron y su persistencia fue asociada
con el desarrollo de lesiones ¢crénicas semejantes a las ocurridas en animales control.

En honor a la imparcialidad y equidad, debemos sefialar experimentos en los que
{a infeccion de Mos residentes de raton BALB/c o Mos humanos (derivados de
monocitas) rn aislados clinicos patégenos de M. tuberculosis H37Rv y R. equi VapA',
conlleva a uns mayor multiplicidad dentro de sus respectivos huéspedes celulares, en
comparacion cun sus contraparles carentes de virulencia (M. tuberculosis H37Ra y
R equi VapA); sin embargo, la elevada viabilidad y/o crecuniento intracelular
bacterianu nu se encontrd ligado a una mayor produccidn de 1L-10 (250, 280). Por
dltimo, bajo la influencia de una mismo estimulo y de igual intensidad (es decir, igual
indice de infeccidn), el tipo de célula presentadora de antfgeno {monocito, macrofugo,
célula dendritica, linfocito B) podria determinar la presencia o ausencia de IL-10 (y otras
citocinas) (790). Confirrmacion de lo anterior es el estudio in vigro desarrollado por
Matsunaga et al. (156), en el cual la infeccion de Mos peritoneales de raton, y no
monocitos humanos, con una cepa virulenta de L. prieumophila suprime la sintesis de
[L-12, pero de manera IL-10-independiente. |

Nosotros mostramos en €l presente trabajo que [L-10 es producida en forma
rdpida y cuaatiosa por los macrofagos expuestos a la dosis baja virulenta, pero na
avirulenta, de V. brasiliensis HUJEG-1. Esta citocina, muy probablemente, actiia coma
citocina reguladora, mas no ejemplifica el prototipo riguroso de citocina tipo Th2, como
podria ser quizas bajo ciertas circunstancias [L-4. Uno de los factores que determinan la
funcion biologica de IL-10 es precisamente el tiempo de aparicion (287) con respecto a
otras citocinas y la célula blanco sobre la que actlian.

En macréfagos 1L-10 inhibe la produccién de TNF-o, [FN-y e intermediarios
reactivos del oxigeno (245), suprime la cxpresion de las moléculas de membrana CD80,
CD86, CD54 y Macl, evita la proliferacion de macrdfagos en respuesta a M-CSF (259);
el pretratamiento de monocitos humanos con IL-10 suprime la induccién de 1L-84%"™ y
su traduccién proteinica como respussta a M. bovis BCG (285). IL-10 también afecta
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negativamente a otras células integrantes del sistema inmune innato como neutréfilos y
células dendriticas, inhibiendo la actividad tagocitica ¥ bactericida de las primeras, y
suprimiendo la simtesis de [L~12 por las segundas (286, 287). Células dendriticas
estimuladas in vitro con LPS o CD40L (en presencia de anti-ITLA-DR) secretan altas
concentraciones de IL-10, pero la neutralizacion de la citocina con MAb anti-1L-10 no
sélo conlleva a la produceién de TNF- ¢ IL-12, sino que también promueve la
maduracion celular (a traves de la induccion de molévulas de superficie CD80, CD383,
CD86 y MH I) y estimulacidon alogénica de células virgen T hacia una diferenciacion
tipo Thl (258).

Bajo l4 accion de [L-10, monocitos humanos y maerdfagos residenies aumentan
la expresion de la misma IL-10, asi como de SOCS-3 (Inhibidor de la Sefializacion de
Receptores para Cilocinas) € [L-1ra (Receptor Antagénico de IL-1 soluble) que inhiben
la respuesta proinflamatoria. Mucrofagos activados con LPS en presencia de IL-10
acrecientan los transcritos de [L-4Ra, sugiriendo una mayor sensibilidad de los
fagocitos a [L-4; ambas citocinas, [L-10 e [L-4, promueven el fenotipo alternativo de
macréfagos, los cuales poseen una alta capacidad fagocitica, pero también una exigua
habilidad para destruir patdgenos. La supresién génica de citocinas proinflamatorias
(TNF-a, IT-1a, TL.-13) por IL.-10 en macréfagos primarios de ratén se lleva a caho, en
parte, a través de la desestabilizacion acelerada de sus ARNs mensajeros (289) que
contienen en su region 3° no traducida Elementos Ricos en AU (ERAs).

En una situacion in vitro, la multiplicacion de Coxiella burneti y
Legionella » ..eumophila en monocitos humanos es fomentada por el pretratamicnto con
[L-10 y este efecto se vincula a la inhibicién de la produccién de TNF-a y subversian
del efecto de [FIN+y, respectivamente. Finalmente, se ha documentado que macrofagos
no listericidos muestran altos niveles de [L-10 sobre su membrana celular en
comparacion a [os fagocitos listericidas, y esta citocina superficial de membrana es
bioldgicamente activa y regula en forma negativa [a actividad anti-Listeria in vitro (41).

Toda la evidencia mostrada hasta este punto en este trabajo parece incitar,
convincentemente, la proyeccidn de IL-10 como una molécula reguladora negativa del
proceso inflamatorio que, ante una cuyuntura de proceso infeccioso por {micro)pardsitos
intracelulares, frecuentemente parece tesultar perjudicial para el huésped in vive o in
vitro debideo a que constrifie/inhibe directa- o indirectamerte: i) la adquisicion de
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marcadores de membrana asociados a la maduracion de fagocitos; 1) la produccién de
citocinas pre . Aflamatorias y tipo Thl; iii) la generacion de metabolitos del oxigeno ¢con
actividad microbicida. No obstante, antes de asumir como correcta esta tesis sobre la
trascendencia adversa de IL-10 en la defersa anti-microorganismos a nivel celular y de
macroorganismo, quizas debiésemos cuestionar ;cémo es que la filogenia y ontogenia
no sélo han integrado, sino también preservado una caracteristica aparentemente nociva
(como lo es la produccion de altas concentraciones de [L-10 a mivel celular y
multicelulas/sistémico)?

Wagner et al. (290, 291) obscrvaron que el nimero de células que expresaban
[L-10 en el higado de ratones infectados con L. monocytegeries aumentaron durante €l
primer dia de infeccion y la positividad de c€lulas para [L-10 permanecié elevada
durante el estadio temprano de la infeccidn, cuando las bacterias se multiplican en
higado y bazo. Hasta este punto, los datos correlacionaron con la tearia que IL-10 inhibe
o retarda el surgimiento de inmunidad protectora. Sin embargo, aunque el tratamiento
con MADb anti-IL-10 potencié la resistencia de los ratones a la listeria, también provoced
una més lenta eliminacion de la infeccidn del higado; més aiin, cuando la neutralizacion
de IL-10 in vivo se realizd | a 3 dias postinfeccion, se deteriord la resistencia anti-
Listeria de los animales.

En contraposicion a la actividad reguladora negativa citada, IL-10 actia sobre
macrofagos aumentando la expresion dc CD14 (receptor para LPS), CD16 (FeyRII),
CD64 (FeyRI) y CD163 — una molécula denominada en espaiiol receptor “pepenador” y
que es regulado en forma negativa por LPS, [FN-y y TNF-o. (292, 293). Mis aur, los
equipos de investigacion de Stahl y Ezekowitz (326), Devitt et al. (294) y Platt ef al.
(295) evidencian, respectivamente, que el receptor para manosa, CDI14 y el grupo
diverso de receptores “pepenadares” (scavenger), internan particulas pero no
desencadenan inflamacion y podrian ademds suprimirla en forma activa (296). Reiling et
al (37) demuestran que, a diferencia de TLR-2 y TLR-4, el receptor CD14 no estd
involucrado en la produccidn de TNF-a € [L-12p40 por macréfagos primarios infectados
con M. tuverculosis in vitro. En adicion, trabajando con monccitos humanos,
Koppelman et al. (298) aplicaron IL-10, reducicndo asi drasticamente los clevados
niveles expresados de HLA-DP, HLA-DQ y HLA-DR a causa de [FN-y, mientras que te
Velde et al. (91) evidencian que los niveles monociticos de CD16, CD64 y TNFRp55 de
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hecho aumentaron en presencia de IL-10. Finalmente, esta citocina anti-intlamatoria
promueve in vitro en células dendriticas (CD1a'CD14") su conversion en células con
tenotipo mactofigico (CD1a’CDI14") con elevada actividad fagocitica anti-
micobacteriana (/53).

La exposicion de menocitos o macrotagos humanos a [L~4 inhibe la expresion de
los tes tipos de FeyRs y la ingestion de particulas mediada por estos receplores; sino
embargo, esta supresion fue bloqueada pre-incubando las c€lulas fagociticas con [L-10,
y la captacion de IL-10 con unticuerpos MAbs especificos para la citocina reduce
significativamente la capacidad paru intemar particulas cubiertas con [gG (299). Asf
mismo, ¢l pretcatamiento de células mononucleares de sangre periférica, monucitos y
células dendriticas con [L-10, aumenta la expresion de CD14; mas ain, en células
dendriticas este efecto se ve acompuiiudo de una elevada actividad fagocitica hacia
M. tuberculosis (153).

Pacientes con artritis reurnatoide (AR) tratados con IL-10 no mostraron mejoria
clinica, sino que hubo en ellos una signiticativa disminucion de trombocitos,
correlacionada con una elevada expresion de FeyRI y FoyRIIA sobre monocitos vy
macréfagos; en forma semejante, células monoefticas y macrofigicas de pacientes con
AR fueron inducidas ex-vivo a expresar elevados niveles de FeyR1 y FeyRIIA bajo el
efecto de interleucina-10, ademas de que aumentaron su produccion de TNF-a al ser
expuestas a Cls (301).

En sintesis, [L-10 contrarresta el desacrollo del proceso inflamatorio, asi como la
proliferacion y maduracidn celular de macrafagos y células dendriticas, mientras que por
otro lado potencia la actividad fagocitica a traves de receptores para Fey, CD14, manosa
y moléculas scavenger.

Por tanta, nuestra investigacién demuestra que Gnicamente la forma virulenta de
N. brasiliensis, en dosis baja, induce una alta concentracién de IL-10, la cual suponemos
no sélo inhibe, a excepcion de IL1-B, la preduccion de TNF-a, IL-12 e [FN+y, sino que
posiblemente acrecienta la actividad fagocitica del macréfago quizas mediante la
expresion inducida de l'cyRs y otros receptores alternativos. La actividad pro-fagocitica
de [L-10 sobre macrdfagos pudiese o no ser un fendmeno “natural” montado por la

célula huésped al enfrentarse a N. brasiliernsis, sin embargo la consecuencia de este
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hecho seria una mayor itdernacion de bacterias por el macrofago, lo cual mo significa, a
priori, una destruccién efectiva del microorganismo. En este sentido, Mowore et al. (281)
presentan una lista de patogenos intracelulares — bacterias (Salmonella choleraesius,
L. monocyivgenes, Klebsiella  pneumoniue,  Streptococcus — pneumoniue,
Staphylococcus aureus, Borrelia burgdorferi, Chlumydia trachvomatis), micobacterias
M. avium M. tuberculosis, M. buvis BCG), hongos (Candida ulbicans,
Cryptococcus neoformans, Coccidioides immitis, Aspergillus fumigatuy) y protozoarios
(L. major, Trypanosoma cruzi, T. congolense, Toxoplasma gondii), para los cuales existe
evidencia que la presencia de bajos niveles de 1L-10 aumentan la resistencia a la
infeccion en modelos experimentales en ratones, mientras que altas concentraciones de
la citocina s hacen susceptibles. Uno pudiera hipotetizar que la fagocitosis de
micropardsitos intracelulares potenciada por LL-10 es benéfica dentro de un margen
racional, pero en excesa sobrepasaria la capacidad microbicida del huésped,
contribuyendo asi a la patogénesis. Por otra parte, Kane ef al. (209) demostraron que los
amastigotes de Leishmania recubiertos de 12 y encontrados en las lesiones causadas
por el protozoario, ligaban los receptores Fcy sobre macrofagos, induciendo la
produccion de grandes cantidudes de IL-19, la cual a su veg previno la activacion de
estas células y disminuyd su produccion de IL-12 y TNF-c. M4s atn, €l pretratamiento
de células macrofégicas con IL-10 recombinaate, las vuelve refractarias a la activacion

por [FN+y.

4.8 Efecto de anticuerpos anti-Nocardia sobre la producciin de citocinas
macrofagicas.

La i1 eraccion de CIs con los receptares gamma para el componente Fc de
inmunoglobulinas de las células blanco, potencia o atenda: i) la produccidn de
quimiocinas o citocinas proinflamatarias y tipo Thl (282); ii) la fagocitosis (77); iii) la
transduccion de sefiales o proliferacion de linfocitos T/B (308); iv) la actividad
antitumoral por células T (3, 190); v) la maduracidn de macréfagos o células dendriticas
(311); vi) la presentacién de antigenos (78, 84). El efecto neto atenuante o potenciador
gjercido sobre cualquiera de estas facetas inmunolégicas depende, principalmente, del
balance cuantitativo entre <l receptor inhibitorio FeyRIIB y los receptores activadores

FeyRI, FeyRIIA y FeyRIIIL (77). Mas alin, a través de modelos experimentales ir vivo se
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ha demustrado que los Cis, en ausencia o deficiencia de FcyRIIB, aumentan
significativamente la propension a romper la tolerancia inmunoldgica y desarrollar
procesos autoinmunes como glomerulonefritis, neumonitis hemorrdgica (379), alveolitis
(346), artriti; inducida por coldgeno (321) y reacciones anafilicticas (242).

Cls [gG-OVA administrados en el momento de desafio con L. monocyrogenes,
causan en ratones A/J y CBA/J un estado transitorio de susceptibilidad a la infeccion par
éste pardsito intracelular, asociado a la supresion de la respuesta immune celular y al
bloqueo de la expresion de moleculas la (equivalente al MHC II en el humano) sobre
macrofagos in vivo (323, 324). In wvitro, Cls — 1gG-DNP;,ASB, 1gG-DNP-KLH o
IgG-FITCsASB — adheridos, pero no solubles, inhiben la induccién de moléculas
codificadas pur luci H2 (I-A, [-E y K) sobre macrofagos Watados (“primed”) con IFN-y y
posteriormente estimulados con L. monocytogenes muerta por calor; la inhibicion
involucra la presencia del compomente Fc¢ de inmunoglobulinas, mas no la porcién
F(ab’), y es independiente de <¢lulas T. En contraste a la disminucidn de expresién de
glicoproteinas [-AX, la citotoxicidad antitumoral (hacia la linea celular P-815) de
macrdfagos peritoneales (inducidos y pretratados con la combinacida [FN-y + LPS) es
potenciada prr los Cls — un efecto asociado ptobablemente al aumento de TNF-o. (324).

La ausencia de la cadena comdm 7 para los receptores FcyRI, FeyRIl y FesRI, as!
como de anticuerpos circulantes en ratones transgénicos [que contienen células B
funcionales, pero no secretan [g — migM/JHDTg - y/o secretan sélo IgM - (m+s)
IgM/JHDTg] evita que se sostenga la infeccidn cutinea causada por miembros del
complejo Leishmania mexicana (L. mexicana amazonensis y L. mexicana pifanoi) (325).
Par otro lado, ratones mutantes pMT (con fondo genético C37BL/6, pero con células B
deficientes del dominio transmembranal para Igh) son capaces de controlar y eliminar
en forma efectiva en el bazo a los parasitos de L. donovani (cepa etiopiana LV9), agente
causal de la leishmaniasis visceral, pero desarrollan una exagerada patologia hepética
destructiva (326). ‘

Los amastigotes aislados del cojinete plantar de ratones BALB/¢ infectados con
L. major mostraron niveles altos de 1gG adherida a la superficie parasitaria, mientras que
amastigotes anéxicos carccieron de ella. Asi, macrdfagos derivados de médula ésea
estimulados con amastigotes provenientes de lesiones, en conjuncion con LPS, inducen

la produccion de IL-10 que es capaz de suprimir la secrecidén de [L-12 (p70) y TNF-o
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por c€lulas macrofagicas activadas con [FN-y + LPS. Ademas, se requiere la ligacion de
FeyR en caonjunto con una sefial coestimuladora (como por ej. productos bacterianas)
para que se realice la méxima liberacidn de IL-10 por macrifagos infectados con
amastigotes "127).

Las sueras de individuos infectadas con 8. mansonii conticnen altos niveles de
CIs ASHS-anti-ASHS (ASHS — Antigenos Solubles de Huevos dc Schistaosoma), los
cuales inhiben en mayor grado [a proliferacion de linfocitos hacta SEA, en comparacion
a los sueros de sujetos sanos (328). Por otra parte, ratoncs CS7BL/6] infectados con
cercarias de S. japonica praducen un factor inhibidor especifico de linfaproliferacion
que resulté ser IgGl (329, 330). En el caso de S. mansonii se observd que los
granulomas desarrollados eran de menor tamaiio en pacientes con Cls, en comparacion
con aquellos individuos sin Cls, aunque estas diferencias no fueron estadisticamente
significativas (33/). En adicidén, lgG1 originada in vive por §. japorica y transferida en
forma pasiva a ratones infectados de manera activa, inhibe el desarrollo de granulomas
hepdticos, en comparacién con €l grupo receptor de IgG | no especifica para S Japonica
(330).

Por lo que respecta a patdgencs virales, la unién del componente Fc con su
receptor de membrana FcR sobre monocitos y macrdfagos in vitra favorece la infeccion
de éstas células fagociticas por virus ARN mortales y promueve, en forma simultdnea, |2
produccion de IL-10 y proteinas SOCS que pudiesen suprimir la respuesta antiviral del
hueésped. Ademds, un modelo de infeccidn iz vivo para el Virus Sincitial Respiratorio
(VSR) demuestra que la exacerbacion de la enfermedad en ratones es mediada por Cls,
pero es abrogada sGlo en animales deficientes de células B y componentes C3 del
complemento.

Uno de los resultades més intrigantes en nuestro estudio, junto con la inhibicién
de TNF-o por ambas fases de crecimiento de N. brasilicnsis e induccién de
concentraciones elevadas de [L-10 por la dosis baja exponencial de Nocardia, fue
indiscutiblemente el efecta supresor generalizado de nocardias opsonizadas con
anticuerpos anti-V. brasiliensis, sean estos monoclonales anti-P61 ¢ policlonales anti-
N. brasiliensis, sobre la produccidén de las cinco citocinas analizadas — IL-10, IL-12,
IFN-y, TNT & e IL-l ~ por macréfagos peritoneales no inducidos. Mds aln, este

fendmeno inhibitorio lo obscrvamos también cuando las células fagaciticas son
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pretratadas con los anticuerpos policlonales anti-Necardia y posteriormente son
expuestos a N, brusiliensis,

La manifestacion de altos miveles de anticuerpos amti-NV. drasiliensiy a mvel
sistémico en humanos infectados por esta bacteria es indicativa de un proceso infeccioso
activo, aunque sigue siendo controversial si este tipo de resistencia humoral resulta
benética 0 no para el huésped (333, 334).

Beaman y Maslan (J35) supusieron que una aplicacion i.p. unica de
ciclofosfamida a ratones suizos Webster desencadena una supresion de la respuesta
humoral mediada por ¢élulas B que explicaria la mayor susceptibilidad a la infeccion por
N. astergides (cepas 10905, 14759 y GUIIL-2) y la persistcncia de cargas bacterianas
superiores en los drganos de animales tratados, en comparacién con el grupo que no
recibid el medicamento. Sin embargo, la ciclofosfamida es tm compucste alquilante que
prcviene la divisidn celular en forma inespecifica y en un ¢studio posterior Beaman ez af.
(336) admiten que la incspecificidad de este agente anticancerigeno pudo haber afectado,
simultineamente, a otras estirpes celulares. Asi, en un esfuerzo por definir el papcl dc
anticuerpos sintetizados por células B en la respuesta inmune anti-N. asteroides, estos
investigadores utilizaron ratones CBD2/F1 {CBA/N x DBA2) machos y bembras — los
primeros portadores de células B defectuosas incapaces de praducir anticucrpos y los
scgundos productorcs normales de inmunoglobulinas. En forma incsperada, los
resultados mostraron que la presencia de anticuerpos anti-N. asteroides en las hembras
no potencid la resistencia contra la infeccién, sino que por el contrario, incrementd su
susceptibilidad a una dosis letal i.v. de N. asteroides, en comparacion a los machos que
carecian de inmunoglobulinas anti-Nocardia.

Uno de los estudios mds sugestivos acerca del papel de los inmunoglobulinas
anti- V. brasiliensis, desde nuestro punto de vista, es el realizado par Rico er al. en 1982
(337) en ratones BALB/ con N. brasiliensis UPHG-24. En esta investigacion, el
desarrollo d¢ actinomicetoma y la pérdida de los trenes infectados fueron intensificados
ya sea por la administracion de anticuerpos anti-Nocardia 0 de nocardias opsonizadas
con estas mismas opsoninas, En adicidn, la exclusién selectiva de linfocitos B con
receptores especificos para esta cepa bacteriana disminuy(0 ¢l proceso infeccioso, asi

como tambieén la amputacion espontinea de trenes infectados en ratones.
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La lesién “brasiliensis” descrita por Folb er al. (338) se caracteriza por la
presencia de macrdfagus espumosos gue contienen nocardias en diferentes ctapas de
degradacion, asi como de material hialino eosinofilico en la interfuse del granulo de
nocardias y los componentes celulares del huésped (787, 338). Conde ef al. (339)
evidencian que este material hialino se¢ debe 2 la acumulacion de complementa y,
curiosamemnte, inmunoglobulinas anti-. brasifiensis en las lesiones granulomatosas
actingmicéticas; estos anticuerpos en tejide infectado son detectados ain antes (a los 14
dias postinfeccion) de ser observados en suero (45 dias postinfeccidén). En forma
Lnteresante, estos autores sugieren que la ausencia de Igs (o complemento) ea algunos
sitios de los granulos actinomicéticos podria deberse a la tagocitosis de Cls Igs-Ags de
Nocardia mediada por receptores para el componente Fc de inmunoglobulinas sobre
células inflamatorias efectoras — entre las cuales pudiesen encontrarse, al menos,
macrofagos linfocitos B.

Finalmente surge la pregunta controversial: jSon los anticuerpos anti-Nocardia
un elemento inocuo, benéfico a detrimental para el huésped en la resistencia a la
infeccion? Nuestra hipatesis es que la supresidn de citocinas gjercida por Cls formados
entre inmunoglobulinas de clase G y N. brasiliensis podria representar una plausible
explicacion parcial del efecto negativo/inocuo de los anticuerpos anti-Nocardia
reportado por otros autorcs. De hecho, la induccion de I1L-10 observada en nucstros
experimentos en respucsta a nocardias cn estadio de crecimiento virulento (Figura 37)
pudiera elevar la expresion de los receptores Fcy que capten estos complejos inmunes,
imposibilitando asi, al menos momentineamente, no sdlo la activacion de células
macrofigicas que internan Cls, sino también de células fagociticas mooonucteares

adyacentes virgenes (Figura 38).
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Figura 37, Escenario hipotético de infeccion de M¢és con una dosis infecciosa
inicial baja de N. brasiliensis en fase de crecimiento exponencial (virulenta).
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CAPITULO 5. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

§.1 Conclusiones.
1. Nocardia brasliensis HUJEG-1 modula el perfil y cinética de produccion de

[L-12, [FN-y, TNF-a, IL-1 e [L-10.

2. La inhibicion de TNF-x fue mis marcada con la fase exponencial de

N. brasiliensis.

3. La fase de crecimiento logaritmica de nocardias desencadena una produccion

de IL-10 inversamente proparcional a la dosis.

4. Los anticuerpos policlonales anti-N. brasiliensis inducen una inhibicion casi
total de [L-12, [FN-y, TNF-q, [L-1 ¢ IL-10.

§. Los monoclonales dirigidos contra ¢l antigeno inmunodominante P61 de
N. bravilienyis, tambi¢n inducen una inhibicion general de las citocinas analizadas, asi

como de sus respectivos ARNs mensajeros.
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8.2 Perspectivas.

Es evidente que las incognitas generadas al final de este trabajo superan en [orma
cuantitativa cuulquier eventual sensacion cuncluyente. Sin embaurgo, los resultados
derivados de nuestros ensayos representan conocimiento concreto que contabuye al
esclarecimiento de la naturaleza de la consecuencia de las interacciones tempranas entre
N, brasiliensis y algunos conponentes del sistema inmuneldgico como los son ¢l
macréfago y anticuerpos especificos anti-Nocardia.

Sabemos ahora que ¢l patron y cinélica de produccion de citocinas (IL-12, IFN-y,
TNF-a, IL-1 ¢ IL-10) por macrafigos infectados in vitre con N. brasiliensis pueden
definirse en base a la combinacidn concreta de la dosis bacteriana aplicada y su fase de
crecimiento, destacando el estadio logaritmico por su singular efecto inhibitorio sobre la
produccion de INF-a y por su antipoda induccion de [L-10. Ignoramos sin embargo
cual es la naturaleza del componente o compuesto que posee la fase virulenta de
N. brasiliensis para provocar tal modulacion caracteristica, asi como la identidad de su
receptor cognado en el fagocito mononuclear. Tampoco sabemos si un campo de
cilocinas dominado por IL-10, en wusencia de 1L.-12, IFN-y y TNF-a, pudiera u no ser
nacivo para las funciones nocardicidas del macréfago y afectar negativamente también
su maduracién fagocitica, adquisiciébn de competencia antigeno-presentadora y su
funcidn de activador celular paracring.

Uno de los resultados mas excepcionales fue el hecho que la exposicién de
macrofagos a anticuerpos anti-N. brasiliensis acota la produccion de las 5 citocinas a
niveles infimos sin wwportar el tamaiio del wmdeulo bacteriano. En adicion, cuando el
factor variable es la dosis, pero la concentracion de los anticuerpos se mantiene
constante, el aumento de nocardias disponibles para formar complejos inmunes parece
conllevar a un mayor efecto inhibitorio.

Desde luego que existen reportes sobre la inhibicion de citocinas por complejos
tnmunes, mas siempre se ha tratado de un efecto parcial, ya que en todos los casos se
observd asi mismo la induccién de otras citocinas en forma simultanea. En contraparte,
nuestros exr :rimentos demuestran una inhibicion general de [L-12, [FN-y, TNF-a, IL-1
elL-10.

Ya que ¢l balance cuantitativo entre receptores para Fe inhibitorios y activadores

se ha ivolucrado e¢n la indole (proinflamatoria o anti-inflamutonia) de tareas
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inmunitarias, serfa interesante averiguar cudl es la relacion cuantitativa eatre estas dos
clases de receptores, asi como dar seguimiente a su expresion en el macréfago durante la
infeccion con distintas dosis de nocardias y en diferentes fases de crecimiento, o adn en
respuesta al tratamiento con baclerias no viables upsonizadas. Quizas sea atraclivo
también indagar si el efectu inhibitorio sobre la produccidn de citocinas se realiza por la
accion combinada de fugocitosis opsonizante (mediante FcRs) y no opsunizante
(mediante CD14, TLRs, ¢te.).

Con respecto a la activacion de macrdtagos, seria interesante investigar si,
efectivamente, durante el enfrentamiento macréfago-nocardia surgen, en forma
simultanea o alternada y en espacios adyacentes, macrofagos con diferentes fenotipos de
activacién ("ipo I, Tipo2, 'lipo altemativo) que pudieran estar involucrados en las

etapas de la formacion de granulomas.
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TABLAI

PRODUCCION DE CITOCINAS IN VITRO POR MACROFAGOS

PERITONEALES INFECTADOS CON DIFERENTES

DOSIS DE N. brasiliensis EN FASE DE

CRECIMIENTO ESTACIONARIA.

CITOCINA (pgmi+DS)

12 | Ny | TNFw | -1 | I0-10
0 | 17217 080 | 2s+11] 0z0 | e8ld
1 | 1435 | 236 020 | o0x0 | 838 -
3 982 | 3e7 | ss6 | os0 | gowa | N otiC
s | 1249 339 | 00:11| 0#0 | 38%9 |
9 | 1825 1283 | 60s5 | 00 | 28213
12 | 22812 | 40:S | 135¢30| 0x0 | _ 9311
(¢ |_ 47817 | o0s0 | 2se11| 0:0 | €8]
L | 25214 | 020 | 75&11| 823 | 14812 Baja
3 306 010 110215 | 7748 12816 (100
Tiempe | 6 | 4729 020 | 130218 | 338230 | 228%10| UFC/Mo)
4 9 | 44213 020 | 26014 | 791x12 | 23313
2 | 112412 0$0 | 155¢14 | 79221 | 143+13
incubacién [0 [ 17817 020 | 25:11| 00 | 6811
1 | 955121 | 1234212 | 18516 | 11525 | 54328 .
(oras) =T e7esia | 767e15 | 190:6 | Zo6:c | 333£20 “G;dgb‘m;":'
6 | 595230 | 511210 | 3908 | 71917 | 13310
9 | 475231 | 427815 | 550122 | 94915 | 258%19
17 | 104x1d | 224812 | 47027 | 905:13 | 193219
0 A7+17 00 2511 00 68111
1 | 1894323 [ 2500£50 | 2411211 | 193:6 | 1633235 Alta
3 2277430 | 715126 | 2023+8 | 74616 | 2012419 iz
6 | 2225+13 | 806216 | 85328 | 429576 | 1696213 | | pcumagy
9 | 1871231 | 1421223 | 1016211 | 541436 | 1012219
12 | 1486224 | 1531217 | 954210 | 462220 | 718x18

Relacién
infecciosa

(UFC'/Mg)

DS — Desviacidn estandar.
® UKC - Unidades Formadoras de Colonia.
© Mg - Macréfago.
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TABLA I

PRODUCCION DE CITQCINAS IN FITRO POR MACROFAGOS

PERITONEALES INFECTADOS CON DIFERENTES

DOSIS DE N. brasiliensis EN FASE DE
CRECIMIENTO EXPONENCIAL.

CI1ITOCIN A (pgmlzDS)

IL-12 Ny | aNEa |11 1L-10
0 9+5 00 1216 00 117£33
1 2515 2316 1315 0£0 8816 Eeai
3 18z12 | 3227 2446 0:0 78134 Negativa
6 1616 3349 29+10 0+0 5617
9 2418 1213 3315 010 39421
12 819 40£9 6817 010 7748
0 3915 010 1246 020 | 117£33
1 361219 | 231£17 | 169+1G 68+8 4601108 Baja
3 | 383247 | 31t4 | 269118 | 443222 | 122364 (100
Tiempo | 6 _| 251124 0z0 | 109410 | 933413 | 1490+26 | UFC/Mg) ;
" | ¢ | 137126 020 | 259221 | 93319 | 155721 Relacidn
12 | 151439 010 | 27210 | 933142 | 1590428 infecriesn
ineubacién | 3945 020 1246 020 | 11733 (UFCMo®
(Roras) 1 | 1399247 | 797+18 | 15917 010 00| rredia c100 )
3 | 789220 | 724419 | 505417 | 731228 | 353417 | ynemyay
6 | 599+22 | 297£20 | 479119 | 941213 | 840436 :
9 | 535¢15 | 194220 | 459110 | 945214 [ 73345
12 | 669139 | 334x20 | 382417 | 966115 | 653+36
[0 3925 010 1246 010 | 117#33
1 | 18231422 | 1667416 | 44549 | 362812 | 70+20 Rt
3 | 138511 631215 | 729118 | D05:12 | 117243 (1000
6 | 71334 | 464415 | 359:17 | 586416 | 7013 | yioeymigy
o | 43317 | 274+13 | 299226 | 945215 [ 30213

12 441+23 971414 | 16918 938136 010

“DS — Desviacion estdndar.
® UFC - Unidades Farmadoras de Colonia.
“ Mg - Macréfago.
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TABLA ITI

PRODUCCION DE CITOCINAS IN VITRO POR MACROFAGOS
PERITONEALES EXPUESTOS A DIFERENTES DOSIS DE

N. brasiliensis, EN FASE DE CRECIMIENTO
EXPONENCIAL, OPSONIZADAS CON
ANTICUERPOS MONOCLONALES
ANTI-P61.

CITOCTIN A (pg/mltDS)

12 | vy | TNFe | IL-L IL-10
0 1024 0% 00 00 | 106 P
1 2845 00 5+5 00 00 Negalivo
3 944 a4 | 1125 030 | 1212
6 916 615 646 00 | 113
U 104 00 0x0 020 | 106 Baja
Tiempe 1 2812 00 00 00 010 (100
de 3 3115 00 00 0x0 00 UFC/My) -
6 20310 | 00 | 160£14 | 114214 | 010
incubacidn 0 1044 0x0 00 00 1046
[ 3 [h3rzti | 00 | 50+10 | 2124 010 UFC/Mo)
— g1£17 | 020 | 197x11 | 190%17 | 0+0
0 1024 0£0 00 00 | 1016 s
1 | 632117 | 407120 | 40£10 | 020 00 et
3 | 298216 | 130226 | 3014 010 020 Gkca
6 | 391220 | 57#6 | 11311 0+0 010 \

Relacidn
infecciosa

(UFC’Mg")

DS — Desviacion estindar.
b JFC — Unidades Focmadoras de Colonia.
¢ Mo - Mucréfago.
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TADBLA IV

PRODU - CION DE CITOCINAS IN VITRO POR MACROFAGOS
PERITONEALES EXPUESTOS A DIFERENTES DOSIS DE
. brasiliensis, EN FASE DE CRECIMIENTO

ANTI-N. brasiliensis.

EXPONENCITAL, OPSONIZADAS CON
ANTICUERFPOS POLICLONALES

CITOCINA (pgmltDS)

m-12 | 1FfNgy | TNF-a | 11 IL-10
0 1015 020 0£0 00 0£0
1 2822 | 020 0x0 | 0+0 0+0 et
3 92 | 104 0£0 0+0 10+5 8
Tiem pa 6 9+3 138 Q=0 0+0 4045 .
e [ 1045 020 00 00 0£0 Baja Relacién
' 1124 00 020 020 0£0 {100 A Nosa
incubacidén 3 1615 0+0 0£0 040 0+0 UFC/Mgp)
(horas) 6 020 | 0#0 | 50+13 | 030 | 5:4 (UFC'/Me)
0 105 010 020 0=0 0+0 (i
1 1743 00 2316 010 0+0 (1000
3 5515 020 [ 190+10 | 020 105 1| e
6 1643 00 | 35630 | 00 4044

DS — Desviacion estindar.

® UFC — Unidades Formadaras de Colonia.

“ Mg - Macrofago.
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TABLA Y

PRODUCCION DE CITOCINAS IN VITRO POR MACROFAGOS
PERITONEALES PRETRATADOS CON ANTICUERPOS
POLICLONALES ANTI-N. brasiliensis Y EXPUESTOS A

DIFERENTES DOSIS DE N, éragsiliensis EN FASE DE
CRECIMIENTO EXPONENCIAL

CITOCIN A (pg/mltD§)

TNy | TNFa | Dota | o | m-10
0 00 0=0 1485 | 29¢7 0x0
\ . 020 | 2az7 | 2386 | 12211 | 23:7 g;';‘n’ﬂ,
e 3 010 | 10:10 | 1023 | z648 | 22:14 —
de 0 00 00 1455 | 2947 0=0 Media ‘
T— 1 010 0+0 €528 | 0218 0=0 (100 infecciusa
3 60110 | 0£0 | 305213 [ 473:13 | 00 UECMo) | (urcimed)
(boras) v 010 00 144§ 207 0+0 Alta
i 60+13 | 00 9g+14 | 365 010 (10w
3 | 60:10 | 0:0 | 133x8 | 89+ 020 UFC/M9)

DS — Desviacion estindar.

*UFC — Unidades Formadoras de Colonia.

“Mp - Macrofago.
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APENDICE A
TECNICAS

1. Determinacion de viabilidad celular por medio de La exclusion de azul de tripano.

1.

2.
3.

oo

‘Transferir 0.1 ml de la suspension celular a un tubo de 1.5 mi y afiadir 0.1 ml
{volumen igual) de azui de tripano al 0.4% (peso/vol).
Mezclar exhaustivamente.

Transferic con mictapipeta un pequeiio volumen (~20 w!) de la muestra diluida a
una de las camaras del hematocitémetro.

Permita que la camara se llene mediante accidn capilar, sin permitir la formacion
de espacios vacios 0 el sobrellenado de la camara.

Enfocar las lineas cuadniculadas de la camara usando el objetivo 10X.

Contar las ¢€lulas viables en los cuatro cuadros de las esquinas de la camara. Las
células que yacen sobre las lincas deben ser contadas sélo si estan tocando las
linea : supenior ¢ izquierda de cada cuadro. Las células no viahles se tifien de
calor azul (¥ no son confadas).

La densidad celular viable en la suspension original se determina de acuerdo a la
formula siguiente:

Células por ml = total de células viables/nimero de cuadros contados (lmm?) x 10* ml x
factor(es) de dilucion

Células pormi = x10'x1x2=

células/ml

L1, Tincion de a-naftol butirato para esterasa monocitica no especifica.

A. Reactivos

1.

2.

Fijador: vapor de tormalina.Colocar un papel humedecido con formaldehido al
7U% en el fondo de una cAmara humeda y cerrar herméticamente.
Mezzla de incubacién

a. l-naftil butirato al 9.5% en éter de dimetilo
de dietilen-glicol

2ml

0.1 M reguladar de tosfate, pH 6.0 20ml
1.90g NaHPO4
12.05g KI;PO/L

b. Pararosalinina al 3% en FHC1 2N 0.8 ml
Nitrato de sadio al 3%
Agitar la mezcla por 30 seg
Anadir KQHPOQ al 0.1M 20 ml
Combinar las soluciones a y &, ajustando el pH entee 5.8 y 6.2 con HCl o
KOH vy filtrar.

c. Contrateiiir con hematoxilina dec Mayer
Hematoxilina g
Agua

100 ml
Calentar hasta punto de ebullicion y afiadir 100 ml mas de agua.
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[odato de sodia 0.2g

Sulfato de aluminio de potasio S0g
Almacenar en un frasco oscuro a temperatura ambiente y filtrar antes de
usarsc.

B. Procedimiento.

Fijar el frotis secado al aire ¢n vapor de formalina por | minuta.
Enjuagar bien en agua corriente.

Incubar en la mezcla de reaccion par 10 minutos a temp. ambiente.
Lavar con agua corriente.

Contratefiir con hematoxilina de Mayer por 1-2 minutos.

Secar al aire y mantar en Permount (Fischer Scientific Co.)

o LAl i

C. Resultados. La actividad enzimtica estd indicada por un color café oscuro.

III. RT-PCR.

A. Extraccifu de ARN con fenol-cloroformo para anilisis por PCR.

1. Eliminar < : medio de cultivo de las células.

2. Aradir 600 pl de regulador de lisis frio y con una jeringa con aguja del 27 ¢ 20
succionar y regresar por lo menos dos veces.

REGULADOR DE LISIS
5 ml Isotiocianato de guanidina 4M
250 pl Sarcosil al 10%
125 pl Citrato de sodio [M
45 pl P-Mercaptoetanol

3. Aftadir a cada 500 pul de lisado que contiene el ARN que se va a purificar:

a) 50 ul de acetato de sodio 2M frio, agitar en virtex 30 seg.

b) 500 pl de fenol acido (pH 4.3) frio y agitar en vortex 30 seg.

c) 100 pl de cloroformo y agitar en vortex 1 mun.
4. Dejar la muestra en hielo durante 15 minutos, agitando vigorosamente cada 5 min.
5. Centrifugar a 14,000 rpm durante 5 minutos.
6. Remover la fase acuosa con sumo cuidado para no contaminar el ARN extraido con
DNA, proteinas o carbotiidratos.
7. Precipitar el ARN con un volumen igual de alcoholo isopropilico frio -
aproximadai . 2nte 400 pl.
8. Dejar la muestra a -70°C por | hora o en nitrdgeno liquido por 5 min

B. Trunscripcion inversa de ARNm.

1. Centrifugar la muestra a 11,000 g durante 10 min para concentrar et ARN.

2. Decantar el sobrenadaante, con cuidado de no llevarse el precipitado (ARN).

3. Lavar con 800 pl de etanol al $0% en agua-DEPC y agitar suavemennte.

4. Centrifugar a 11,000 g durante | min y decantar el sobrenadante y eliminar el exceso
de etanol sin tocar ¢l boton de ARN.

5. Secar en la estufa a 37°C de 10 a 15 minutos,
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6. Resuspender el precipitado seco en 13 pl de agua-DEPC, asegurdndose que el
precipitado se disuelva.

7. Aftadir 2ul del “stock” de aliga dT 2.3 (GIBCQO BRL} a una conc de 0.5 mg/ml.

8. Incubar a 65°C por 10 minutos en €] termociclador.

9. Sacar y colocar en hielo 5 minutos,

10. Agregar 15 pl de mezcla de reaccion para obtener cADN (volumen final de 30 pl).
Centrifugar durante 10 scg. para mezclar todos los componentes.

Mezcla de reaccion para cADN

Companente Volumen Concentracion final
Agua-DEPC 3.8l
5X"1st. Strand Buffer” 6.0 pl 1X
dNTPs 10 mM 1.2 ul 400 uM
MMLYV-RT 200 U/l 1.0 pl 200 U/ul
DTT 100 mM 3.0pl 10 uM
11. Continuar la reaccién en el termociclador con las siguientes temperaturas:
37°C | hora
95°C 5 minutos

12. Terminada la reaccidn agregar 70 pl de agua-DEPC para obtener un volumen final
de 100 pl; de este cADN se tomacan 5 pl para hacer el PCR.
13. Mantener en congelacion el cADN hasta su utilizacian.

C. PCR de cADN.
1. Utilizar § gl del cADN diluide y adicionar 45ul de la mezcla de reaccidn para PCR
obteniendo un volumen final de 50.0 pl.

Mezcla de reaccién para PCR

Companente Volumen Cancentracion final
Agua-DEPC 353
Regulador 10X PCR 5.0 pul 1X
MgCl; 2.5 pl 2.5 mM
dNTPs 10 mM 1.0 pl 200 pM
Inicis “or 3" 20 mM 0.5 ul 0.2 uM
Iniciador 3° 20 mM 0.5 pl 0.2 uyM
Taq polimerasa SU/ml 0.2 ul 1 Ulul
cADN SO0l

2. Llevar a cabo la reaccion de PCR en el termociclador con las siguientes
caracteristicas: 30 giclos. ..o smoines 94°C 45 seg (disociacion)
60°C 45 seg (asociacion)
72°C 90 seg (extension)
lciclo ..oioniiann, 72°C 7 min (extension fipal)

Nota: las condiciones de PCR para LL-12 son: [MgClz]=2 mM
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30 clelag. cvavmavasngas 95°C | min. (disociacion)
55°C 1 min. (asociacion)
72°C 2 min. (extension)

Lciclo  .ovvnirennnnn, 72°C 5 min, (extension final)
Lista de cebadores para citacinas:
Iniciad Secuencia bp
or
B-actina | Iniciador 5”1 GGTGGCCGCTCTAGGCACCAA-3’ 543
Iniciador 3°: CTCTTTGATGTCACGCACGATTTC-3 )
[L-1pB Imiciador 5°: ATGGCAACTGTTCCTGAACTCAACT-3" 563
Iniciador 3': CAGUGACAGGTATAGATTCTTTCCTTT-3"
IL-10 Iniciador 5": GTAAAGGCTATTCCAACC-3’ 604
Iniciador 3": GGTTGGAATAGCATTTAC-3’
IL-12 Iniciador 5': CAGAAGCTAACCATCTCCTGGTTTG-3’ 194
Iniciador 3": TCCGGAGTAATTTGGTGCTTCACA-3”
[FN-y Iniciador 5": TGCATCTTGGCTTTGCAGCTCTTCCTCATGGC-3" 365
Iniciador 3": TGGACCTGTGGGTTGTTGACCTCATTGGC-3’
TNF-a | Iniciador 5: GTTCTATGGCCCAGACCCTCACA-3' 383
Iniciador 3": CCATACTTGGGTATATGGACCCT-3"

D. Corrimiento de los productos de PCR en gel de agarosa al 2%.

1. Preparar agarosa al 2% en TBE 1X.

2. Agregar a la agarosa 5.1 de bromuro de etidio por cada 100 ml de azarosa (cong¢ final
de 10mg/ml).

3. Colocar la agarosa en la placa de electroforesis y dejar polimerizar por lo menos [
hora.

4. Llenar la cdmara con regulador TBE 1X. Por ¢ada 100 ml de TBE [X se adicionan 5
ul de bromura de etidio.

5. Mezglar 1 pl de colorante para la muestra con 5 pl de producto del PCR y colocarla
en el pozo correspondiente. Se utiliza un marcador de tamaiio wolecular como referencia
(1 Kb DNA Ladder — GIBCO BRL), del cual se colocd ipl/carril,
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APENDICE B

Evaluacidn estadistica de Mann-Whitney aplicada entre grupos control
negativo -macriofagos no infectados) y células macrofagicas infectadas con
diferentes dosis (baja, media y alta) en fase de crecimiento estacionaria o
exponencial.

Tiempo de incubacién (horas)

CITOCINA 0 1 3 6 9 12

IL-12 P>0.050 | P>0.050 | P<0.950* | P<0.050 | P<0.050 | P<0.05¢
Ctrl. Neg.

v LFN-y P>0.050 P<0.050 | P=0.050 | P<0.050 P<0.050 P<0.050
L TL-10 | P>0.050 | P<0.0356 | P>0050 | P<0.050 | P<0.050 | P>0.050
Dasis baja

FNT-a | P>0.050 | P<0.050 | Ps0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P>0.050

& IL-1 | P>0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050
IL-12_ | P>0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050

Curl. Neg. ™ 1PN, | P>0.050 | Ps0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P0.050 | P<0.050
by [ IL-10 | P>0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050 | Ps0.050 | P<0.050

edia kat. | ENT-g P>0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<D.050 | P<0.050 | P<0.050

IL-1 P>0.050 | Ps0.050 | P=0.050 | PsV.050 | Ps0.050 | P<D.050

M.-12 P>0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050

C""‘}:“’g- [FN-y | P>0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050
Dosis alta |_LrL_| P>0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P=0.050 | P<0.050
. FNT-o. | P>0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050
IL-1 | P>0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050

.12 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<U.050 | P<0.050 | P<0.050

Ctel Neg: ™ 1N, | P>0.050 | P<0.050 | P>0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050
Dosi:sbaja IL-10 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050

&xp. FNT-o_ | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<8.050

[L-1 P>0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<U.050 | P=<0.050

IL-12 P<0.050 | P<0.0350 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P=0.050

C“!;,?eg' [FN«y | P>0.050 | P<0.050 | P<0.950 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050

Dosis IL-10 P<0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050 | PsU.054 | P<0.050

media exp. FNT-o. | P<0.05¢ | P<0.050 | P<0.050 | P<U.05Q0 | P<0.050 | P<0.050

IL-1 P>(0.050 | P<0.G50 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050

IL-12 P<0.050 | P<0.0350 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050

Ct"‘}:‘e“' [FN-y | P>0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P>0.050
Dosic alta |_1L-10_| Ps0.050 | P>0.050 | P<.050 | P0.050 | P>0.050 | P<0.050

exp. FNT-a | Ps0.¢50 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.¢50 | P<0.050 | P>0.050
I1.-1 P>0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P=0.050

Ctrd. Neg. =€ wtrol negativo — macrotagos oo wfectados,

Est. = Fase d< crecimiento eswmcionans.

Dasis baja =1x10" UFC /pezo, ariginando una relacién infecciosa 10 nocandias:1 macrofago,
Dosis medis = Ix10® UFC/pozo, originando una relacién infecciosa 100 nocardias: | macrotago.
Doais alta = 1x10* UFC/pazo, originando una relacida infeccicsa 1000 nocardiss:] macrfago.
*Ps.650= Los valores significatvos de P estin en letra negrita cursiva,
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APENDICE C

Evaluacion estadistica de Mann-Whitney aplicada para la comparacion
entre macréfagos infectados con diferentes dosis de N, brasiliensis (baja, media
y alta) en una misma fase de crecimiento.

Tiempo de¢ incubacion (horas)

CITOCINA 0 1 3 6 9 12
Dosis baja IL-12 P>0.050* | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P>0.050
est, IFN-y P>0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.056
Vs IL-10 P>0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P>0.050 | P>0.050 | P<0.050
Dosis FNT-a | P>0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050

media est. IL-1 P>0.050 | P<n.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050

Dosis baja IL-12 P>0.050 | P<0.050 | P<0.05¢ | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050

est. IFN-v P>0.050 | P<0.050 | P<0.05¢0 | P<0.050 | P<0.050 | P<@0.050

Vs IL-1u P>0.050 | P<0.050 | P<0.G50 | P<0.056 | P<0.050 | P<0.050
Dosis alta FNT-o P>0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050 | PO.U5Y | P<0.050
est, IL-1 P>0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050
Daosis IL-12 P>0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<8.050 | P<0.050
media est. 1EN-y P>0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050
Vs IL-10 P>0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.058 | P<0.050 | P<0.050
Dosisalta | FNT-o | P>0.050 | P<0.650 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050
est. IL-1 P>0.050 | P<0.450 | P<0.05¢ | P<0.050 £<0.950 | P<@.050
Dosis baja IL-12 P>0.050 | P<0.450 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050 P<0.050
exp. IFN-y P>0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<¢.050
Vs IL~10 P>0.050 | P<0.030 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050
Dosia FNT-ax P>0.050 | P>0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050

mediaexp. [ [L-1 [ P>0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050

Dosis baja IL-12 P>0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050

exp. IFN-y P>0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050
Vs IL-10 P>0.050 | P<0.650 | P<0.050 | P<0.056 | P<0.050 | P<0.050
Dosisalta | FNT-a | P>0.050 | P<0.650 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050
€Xp. IL-1 P>0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P>0.050 [ P>0.050
Dosis [L-17 P>0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050
media exp. IFN-y P>0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050
Vs IL-10 P>0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<D.050 | P<0.950
Dosisalta | FNT-o | P»0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<4.050 | P<0.050 | P<0.650
€Xp- IL-1 P>0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<4.050 | P>0.050 | P>0.050

Est. = Fase de crecimientu estacionaria.

Exp. = Fase de crcimicnto cxponencial,

Dosis baja =Ix10" UFC /pozo, onginzndo una refacién infecciose 10 nocardias: | macrdfago.
Dosis media = | x10* UFC/pozo, originanda una relacion infieccioss 100 nocardias: 1 macedfago.
Dosis alta = 1x10” UFC/pozo, originando una relacidn infecciosa 1000 nocardias | macrdfago.
*P<0,050 = Lo velores sigmbicatives de I estdn cn letrm negritn cursive
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Evaluacion estadistica de Mann-Whiitney aplicada entre grupos

APENDICE D

de

macrafages infectados con diferentes dosis (baja, media y alta) em fase de

crecimiento estacionaria a exponencial.

Tiempo de incubacién (horas)

CITUCINA 0 1 3 6 9 12
Dosis baja | IL-I" P>0.050 | P>0.050 | P<0.050* | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050
est, [FN«y | P>0050 | P<0.050 | P<0.050 | P>0.050 | P>0.050 [ P>0.050
Vs IL-10 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050
Dosis baja | FNT-a | P<.050 | P<0.050 | P<0.050 | P>0.050 | P>0.050 | P<w.050
exp. X1 P>0.050 | P<U.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050
Dosis IL-12 P>0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050
medinest. | [FN-y | P>0050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050
Vs IL-10 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050
Dosis FNT-o | P<t.050 | P>0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P>0.050 |
media exp- | -] P>0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P>0.050 | P<0.050
Dosis alta | 11-12 | P>0.050 | P9.050 | P<0.050 | P<D.050 | P<0.050 | P<0.050
est. IFNsy | P>0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050
Vs IL-10 P>0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050
Dosis alt2 | FNT-a | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.059
€xp. -1 P>0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<D.050 | P=<0.050

Est. = Fase de crecimiento estacionaria
Eixp. = base de crecumnisnto exponencial.
Dosis baja=1x10’ UFC /pazo, griginamlo una reixvidm infexivse 10 nocanding: | rescrifago.
Dosis medis = x| 0" UFC/pozo, onginando una relacién infecciosa 100 nocardias:] macrdfage.
Dasis alta= [x1G” UFC/pozo, origirando una relacion infecciosa 1000 nocardias:1 macréfago.

*P0.950 - Los valores significativog de P estin en letra negrita cwrsiva.
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APENDICE E

Evaluacién estadistica de Mann-Whitney aplicada entre grupos de macrdfagos
infectados con la fase exponencial de N, brasilieneis, células macrofigicas enfrentadas a
nocardias opsomizadas con anticuerpas y macréfagos pretratados con anticuerpos
policlonales anti-Yocardia,

Tiempo de incubacion (haras)
CITOCINA 0 1 3 6
[L-12 PA.050* P<).059 P<0.050 P<0.050
Dosis baja exp. TFN-y £>0.050 P0.050 P<0.050 P>0.050
Vs I~10 P<0.050 P<0.050 P<0.050 P2.950
BEOpMAb FNI-a P>0.050 P<0.050 P<0.050 P<0.050
IL-1 P>0.050 P<0.950 P<).050 r<v.054
1 IL-12 P=9.050 P=<0.05G P<0.050 P<0.050
T fibedia Ny P>0050 | Ps0050 | P<8.050 | P<0.050
‘\‘Il: 0-10 P<0.430 P>0.050 P=<0.050 P<0.950
MEQpMAb FNT-a P>0.050 P<0.050 P<0.059 P<0.050
IL-1 P>0.050 P>0 050 Ps0.050 P<0.050
M-12 PSU.45Y P<0.050 P<0.050 P<0.050
Dosis alta exp. IFN-y P>0.050 P0.050 £<9.050 P=0.050
Vs .19 P=<0.050 P<0.050 PD.050 P<Y.050
AEOpMAD FNT-a P>0.050 P<1.050 P<0.050 £<0.050
IL-1 P>0.050 P<0.050 P<0.050 Ps0.050
[L-12 P<0.050 P<0.050 P<D.050 P=0.050
Dasis baja exp. | [FN-y £>0.050 P<0.050 P<0.050 P>0.050
Vs IL-10 P<0.050 P<D.050 P<0.050 P<0.050
BEOpPoli FNT-o. P>0.050 P<0.050 P<0.056 | P<0.050 |
IL-1 P>0.050 P=0.050 P<0.050 P<0.050
IL-12 P<0.050 P<0.050 P<0.050 P<0.050
Dosis alta exp. FN-y P>0.050 P<0.050 P<).050 P=<0.050
Vs IL-10 P<0.050 P<0.050 P<0.050 P=0.050
AEQOpPoli FNT-a P>0.050 P<D.050 P<D.U50 P>0.050
-1 P>0.050 P<0.050 P<0.050 P<0.056
. ) 0-12 N.D. N.D. N.D. N.D.
m":xm"“ IPN-y P>0.050 P.650 | P<0.050 N.D.
vi" IL-10 P<0.050 £>0.050 P<0.050 N. D.
MEPrePoli FNT-g P<0.050 P<l.050 P<5.030 N.D.
[ P<0.050 P<0.050 P=0.950 N. D.
IL-12 N.D. N.D. N.D. N.D.
Dasis alta exp. IFN-y P>0.050 P<0.050 P<0.050 N.D.
Vs IL-10 P<D.050 P<0.050 P=<0.050 N.D.
AEPrePoli FNT-a P~0.050 P>0.050 P<1.050 N.D.
IL-1 P<0.050 P<0.050 P0.050 N. D.
N.O. = No Determmada. Exp. = Fase de arecimiects evcpowuu.L
BEOpM Ab = Dmnis de Nocardra baje en fuee de P ia| apsomizada com MAb anr-P61
MEOpMAD = Desis de Mocardsa baje en Fase de crect exp 1 op da con MAb wd-Ph1.
AEOpM Ab = Dosis d¢ NMocardia bajr sn fasc de arecimicnto cap 1al izada con MAb acti-PE1.
MEPrePali = Dosis de Moomudia mediz en fase de crecimisnto :mumd mwm 2 Mgy premaundos con ace polmloulu agtl-N  Broziliens
AEPrePoli = Dosia de Nocardia alta en fiase de i ] cxpuestn s Mgs pretratados can sca policlocakey aagi-N. &rani

*P<D.258 = Los valores ngnificalivos de P estin eo lemmcmiu
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