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CAPITULO 1

INTRODUCCION

1.1 El Macréfago

La naturaleza ha provisto a los metazoarios con una célula
capaz de mantener la integridad y la homeostasis del cuerpo: el
macréfago. Los macréfagos fueron inicialmente descritos por
Metchnikoff (1, 2) como células con la habilidad para ingerir
particulas grandes, fendmeno al que le denominé “fagocitosis”.
Metchnikoff demostré que los macréfagos tenian una funcién
protectora en conira de infecciones, opuesto a la creencia de que
factores humorales en el sueroc (anticuerpos) estaban involucrados
en la resistencia natural del huésped. Los macréfagos son capaces de
reconocer y eliminar particulas que pueden ser dafinas al organismo
como bacterias, hongos, levaduras, protozoarios, eritrocitos en

degeneracién, leucocitos muertos, cuerpos extrafios, etc.



1.1.1 Origen

Los macréfagos pertenecen al sistema de fagocitos
mononucleares (SFM) (3) el cual incluye céiulas que tienen un origen
comun y que comparten caracteristicas morfoldgicas, bioquimicas y
funcionales. EI SFM reemplazé al antiguo concepto denominado
sistema reticuloendotelial (SRE) que fue descritoc por Aschoff (4) y
el cual incluia fibroblastos, células endoteliales, reticulares y
dendriticas, ademas de los macréfagos. La distincion entre el SFM y
el SRE ayuda a delinear el papel del fagocito mononuclear en |a
homeostasis y en los procesos patolégicos (5). De acuerdo con el
SFM, todos los macréfagos presentes en las cavidades serosas (por
ejemplo, los macréfagos peritoneales) y tejidos derivan de los
monocitos de la sangre que a su vez se originan de una célula
precursora de la médula ésea (6-8) (Figura 1). Sin embargo, los
macréfagos se pueden originar directamente en centros germinales
de la cavidad peritoneal (9-12). Las células de Langerhans de la piel,
las células interdigitales en los ganglios linfaticos, y las células
dendriticas en los drganos linfoides, no pertenecen al SFM debido a
gque no existe evidencia de que dichas células deriven de monocitos o

de sus precursores en la médula ¢sea y ademds, éstas ceélulas
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-cavidad peritoneal -hueso (asteoclasto)

Figura 1. Sistema de Fagocitos Moncnucleares.

(Adaptada de R. van Furth, Mononuclear Phagocytes, 1392)



difieren en muchos aspectos de los macrdfagos (8).

1.1.2 Caracterizacion

Los fagocitos mononucleares poseen propiedades especilicas o
marcadores que los caracterizan (Tabla 1). El marcador mas
confiable es la presencia de esterasa inespecifica, casi todos los
monocitos y macrdfagos reaccionan positivamente cuando se incuban

con c-naftil butirato o acetato (7, 13). Por otro lado, la presencia de

lisozima se puede demostrar mediante un métodc inmunotiucre-
scente o de peroxidasa inmune utilizando un anticuerpo anti-
lisozima (especifico de especie) (14, 15). La presencia de peroxidasa
es un marcador que permite distinguir diferentes estadios de los
fagocitos mononucleares; los grdnulos de peroxidasa se pueden
cbservar en monoblastos, promonocitos, monocitos, y macrofagos de
exudados; los macrofagos residentes son negativos para dichas
granulaciones (Tabla 2) (14), Las ectoenzimas, S'-nuclecotidasa,
aminopeptidasa de leucina y fosfodiesterasa alcalina |, que se
encuentran en la membrana plasmatica de los fagocitos mononu-
cleares, se detectan por su actividad enzimatica en lisados celulares

(16, 17). La actividad de la 5-nucleotidasa es alta en macréfa-



TABLA 1

MARCADORES PARA LA IDENTIFICACION DE FAGOCITOS

MONONUCLEARES

Estructura

Enzimas lisosamales
y citoplasmicas

Ectoenzimas

Caracteristicas de
membrana

Funcién

Proliferacion celular

caracterfsticas maorfol6gicas
al microscopio de luz, de con-
traste de fases y electrdnica

esterasa no especifica,
lisozima,
peroxidasa

nucleotidasa-3',
aminopeptidasa de leucina,
fosfodiesterasa alcalina |

receptores para Fc y C,
antigenos especificos

fagocitosis inmune,
pinacitosis

incarporacién de timidina tritiada,
cantenido de ADN del nicleo,
sobrevivencia o multiplicacién

en cultivo

(Adaptada de R, van Furth, Maronuclear Phagocytes, 1980)



TABLA 2

ACTIVIDAD DE PEROXIDASA EN FAGQCITOS MONONUCLEARES

mono- promo- mono-  macréfago
blasto  nocito cito residente
Golgi + - -
Granulos + # g -
RER " + . .
EN + + - +

RER = reticulo endoplasmico rugosc.
EN = envaltura nuclear.

{Adaptada de R. Sherwoad, Macrophage Biology, 1985)




gos residentes y extremadamente baja en macréfagos activados (18).
Otro tipo de marcadores lo constituyen los componentes del
complemento (por ejemplo, C3), ya que estas proteinas son
sintetizadas por [os monocitos y los macrofagos. Su presencia
citoplasmica se 'puede demostrar inmunoquimicamente con un
antisuero especifico (14). La presencia de receptores inmunolégicos
(para la fraccidn Fc de la IgG y para el C3) sobre la superficie
celular, y caracteristicas funcionales tales como endocitosis, son
propiedades intrinsecas de los fagocitos mononucleares (19). Otras
caracteristicas importantes de los fagocitos mononucleares son su
habilidad para ingerir bacterias opsonizadas ¢ eritrocitos cubiertos
con IgG (fagocitosis inmune) (20), y dividirse. La distincién entre
células inmaduras que se dividen (como lo son los monoblastos y los
promonocitos) de células que no se dividen {(monocifos y
macrofagos), se puede determinar en base a la incorporacion de
timidina tritiada, o mediante [a determinacién del contenido de

acido desoxirribonucléico (ADN) del nucleo (21).



1.1.3 Funciones

Los macrdfagos tienen como funcion esencial impedir el
establecimiento y la diseminacion de enfermedades microbianas (22-
24) y neoplasicas (25-27). Ademas, los macréfagos actian como
células accesorias en la induccién y expresion de las respuestas
inmunes humoral y celular (28-30). Otras funciones atribuidas a los
macréfagos incluyen la secrecion de sustancias biolégicamente
activas (26, 31), y la participacién en funciones homeostasicas no
relacionadas con la defensa del huésped, tales como la remocién de
eritrocitos en degeneracion, y resorcién y remodelaje de hueso (32,
33).

El desarrollo de macrofagos con actividad inespecifica
microbiana y/o tumoricida, definidos como macréfagos “activados’
(14, 34), en sitios de reacciones inmunes, requiere la presencia
simultanea de sefiales de activacién y fagocitos mononucleares
competentes (14, 35). La activacién de macréfagos es por etapas. Los
macréfagos se sensibilizan o preactivan después de un estimulo
incial (por ejemplo, linfocinas), y finalmente se estimulan por una
segunda sefal (por ejemplo, endotoxina) para desarrollar una

completa actividad funcional (36, 37) (Figura 2). La activacién de la



monocito O sangre periférica
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Figura 2. Activacion de Macréfagos.

(Adaptada de M. S. Meltzer, J. Reticuloendothel. Soc. 26:403-415, 1979)



funcién antimicrobiana del macréfago es esencial para la
sobrevivencia de las especies en conira de patégenos intracelulares
que causan algunas de las enfermedades infecciosas de mayor

prevalencia e importancia en el mundo (38).

1.1.4 Activacion del Macréfago

1.1.4.1 Mediadores Intracelulares en la Respuesta
Antibacteriana del Macréfago

Los principales factores antimicrobianos que son estimulados
por citocinas, se clasifican como intermediarios reactivos del
oxigeno (IRO) e intermediarios reactivos del nitrogeno (IRN) (39, 40)
(Figura 3). Los IRO (anion superoxido, peroxido de hidrogeno, radical
hidroxilo) se han asociado a la funcién antimicrobiana del macréfago
en contra de patdégenos tales como Toxoplasma gondii, Trypanosoma
cruzi, Leishmania, Candida y Micobacterias (39, 41-43). Los IRO
causan peroxidacion de cadenas insaturadas de acidos grasos de las
membranas dafiando asi sus funciones, y causando inactivacion de
proteinas, y otros efectos toxicos (44). Por lo tanto, la inmunidad

mediada por células en contra de parasitos intracelulares depende en

10



Oxigeno
NADPH,
oxidasa
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Figura 3. Vias para la Produccién de Oxidantes Inorganicos
por Macréfagos Activados.

{Adaptada de R. van Furth, Mononuclear Phagocytes, 1992)



gran parte de la produccién de IRO por macréfagos.

En 1985, Stuehr y Marletta fueron los primeros en demostrar la
sintesis de IRN por macrofagos activados (40). El dxido nitrico es el
IRN mas estudiado al cual se le ha otorgado un papel relevante enla
actividad antimicrobiana de macrdofagos murinos en contra de
infeccionaes causadas por Cryptacoccus, Schistosoma, [eishmania,
Toxoplasma, Francisella, Listeria, Mycobacterium tuberculosis y
Mycobacterium leprae (45-48). Ademas, se ha involucrado al oxido
nitrico en la respuesta antibacteriana de macrofagos murinos en
contra de Mycobacterium avium-M. intracellulare complex (MAC)
(45), y en la actividad de macrdfagos humanos en contra de
Mycobceaterium avium (49). Por el contrario, existe evidencia que
sugiere que el Oxido nitrico no participa en infecciones en contra de
MAC (50), ya que al parecer MAC es resistente a la actividad del
oxido nitrico (51). Se ha demostrado que el oxido nitrica puede matar
o inhibir el crecimiento de otros patégenos tales como ciertos
hongos (52), parasitos (53-61). Estudios recientes sugieren que el
oxido nitrico bloquea la replicacién viral (62-63) y ademas, posee
actividad antitumoral (64).

El oxido nitrica inhibe la produccian de trifostato de adenosina

12



en tres diferentes etapas, (a) bloqueando la glicdlisis mediante la
transferencia de adenosin difosfato-ribosa (ADP-ribosa) a
gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa, (b) rompiendo el ciclo de
Krebs mediante su upién al grupo hemo de la cis-aconitasa, e (¢)
inhibiendo la fosforilacién oxidativa mediante su asociacién con e
grupo hema de la ubiquinona reductasa (65). El dxido nitrico puede
también inhibir la sintesis de ADN al inactivar a la ribonucledtido
reductasa (66, €7) y puede dafiar al ADN directamente por
deaminacion (65, 68).

El oxido nitrico es un intermediario de la oxidacion del
nitrogeno guanidine de l|a L-arginina catalizada par la enzima
sintetasa de dxido nitrico (Figura 3). Dicha enzima es una
oxidoreductasa dependiente de fosfato de nicotinamina adenina
dinucleotido reducido (NADPH) que requiere de los cofactores
tetrahidrobiopterina, flavin adenin dinucledtido (FAD) y flavin
mononucledtido (FMN) (69). Existen dos clases principales de
sintetasas de oxida nitrico: fa constitutiva y la inducible (70). Las
enzimas constitutivas tienen un papel regulatorio: el ¢éxido nitrico
inducido por este tipo de enzimas, controla el tono vascular (71),

regula la agregacion plaquetaria, y actia como un neurotransmisor
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(72, 73). La activacion de la enzima inducible ocurre comunmente por
la accidn sinergistica del interferon-y, -a, o -B y el lipopolisa-
cérido, o del interferdn-y y el factor de necrosis tumoral-a sobre el

macrofage (74-77) lo cual a su vez, activa la {ranscripcion
intracelular de factores nucleares tales como el factor nuclear-xB
que participa en la produccién de la sintetasa de &xido nltrico (78,
79). La produccion de oxido nftrico que involucra a la sintetasa de

6xido nitrico, es un proceso espegcifico de c¢élulas eucaridticas (40).
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1.2 Modificadores de |la Respuesta Bioldgica

1.2.1 Interferén-y (IFN-y)

El IFN-y perlenece a una familia de proteinas que son
producidas por las células en respuesta a virus, acide ribonucléica
de daoble cadena, antigenos y mitdgenos (80-82) (Tabla 3). El IFN fue
descubierto en 1957 por Alick Isaacs y Jean Lindenmann (83) quienes
encontraron que células de embrion de pollo infectadas con virus de
influenza liberaban una sustancia que les conferia resistencia en
contra de una amplia variedad de virus. Aunque los IFNs se reconocen
por sus potentes propiedades antivirales, ellos también afectan el
metabolismo y el c¢recimiento celular, ia inmunidad y el
crecimiento tumoral (84-98). En base a ciertos criterios, los (FNs se

han dividido en tres clases distintas denominadas IFN-a, -B, y -y
(Tabla 3) (81, 82, 99, 100). La produccién de IFNs {(a, B,y 7¥) ocurre
de novo después de activacion celular, El IFN-o 6s producide por los
linfocitos T, linfocitos B y macrdfagos, mientras que el IFN-fi es

producido por fibrobiastos, células epiteliales y macrdtagos. Laos

IFN-a. y P se designan como IFNs del Tipo |, y se producen principal-
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TABLA 3

CARACTERISTICAS PRINCIPALES DE LOS INTERFERONES

Propiedad IFN-c IFN-B IFN-y
NOMENCLATURA Tipo | Tipo | Tipo It
ORIGEN CELULAR Linfacitas T, Fibroblastos Linfocitos T
linfocitas B y y células y Células NK
macrofagos epiteliales
INDUCTORES Virus Virus, LPS Antfgenas
Mitogenos
PROP(EDADES
FISICAS
Peso molecular (kDa) 20 20 17
Aminoacidos 165-166 166 143
Forma activa Monémero Mcnémero Homadimera
Estabilidad al pH Estable Estable Inestable
ESTRUCTURA
GENICA
Numero de genes 26 26 1
Localizacién cromasom.,
Muring 4 4 10
Humano 9 9 12

{Adaptada de M, A. Farrar, Annu. Rev. Immunal. 11:571-611, 1993)
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mente en respuesta a virus (81, 82).

En 1965, Wheelock fue el primero en demostrar la actividad del
IFN-y en cultives de células mononucleares de sangre periférica
humana estimuladas con fitohemaglutinina (mitégeno de células T)
(101). F‘osteriorme'nte, el IFN-y, también denominado IFN del Tipo Il o
IFN Inmune, se identifico caomo un producto de linfocitos T (THO,
células cooperadoras Tyl CD4+ y casi todas las células CD8+) y
celulas asesinas naturales (NK) estimuladas por antigenos o
mitégenos (82, 101-103). La interleucina-12 {un producto de células
B y macrofagos) también es capaz de inducir la expresion del gene
para IFN-y en células T y NK (104) (Figura 4). El IFN-yinfluye en la
clase de anticuerpos producidos por células B, regula la expresion de
antigenas de clase | y Il del complejo principal de
histocompatibilidad {MHC), e incrementa la actividad antimicrobiana
del macréfago en contra de pardsitos intracelulares (105, 106). Las
principales actividades biolégicas de los |IFNs se muestran en la
Tabla 4.

El IFN-y es codificado por un gene con tres intrones que se

localiza en el cramosoma 12. El producto del gene carece de puentes
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antlgena

MHC Il

-— e IFN-y

Macrofago
(CD4+)
a.rltlgeno

MHC |

-~ > |F N~y

Célula blanca

(CDS+)
patdgeno
microbiano producto
mlcroblano
] © > |FN-y
TNF-a, NK

Macrofago I-12

Figura 4. Qrigen Celular del IFN-y.

(Adaptada de M. A, Farrar et al,, Annu. Rev. Immunoal. 11:571-611, 1993)
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TABLA 4

ACTIVIDAD BIOLOGICA DE LOS INTERFERONES

Propiedades biclégicas Tipa de interferdn
Actividad antivical B,y
Actividad antimicrobiana 4
induccién de diferenciacion a By
Interaccién con citocinas o By
Induccion de! receptor para IL-2 Y
Inhibicién de angiogénesis @By
Activacion de monodtas/macréfagos Y

Incremento en la expresién de antigenos
de histocompatibilidad de clase | o

Incrementa en la expresién de antigenos
de histocompatibilidad de clase | Y

Incremento en la actividad de células NK of.y

Imcremento en la actividad de linfocitos Te o, B, ¥

(Adaptada de Z. Estrov, Interferons, 1993)
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disulfuro y es acido ldbil. La transcripcién del IFN-y se inicia
directamente como consequencia de activacién antigénic‘a, Yy su
produccidn se puede también promaover por las interleucinas 2 y 12.
EL IFN-y no tiene afinidad por el receptor del Tipo | y Unicamente se
asocia con receptc;res de Tipo 1l (99, 107). El receptor de Tipo Il es
una glicoproteina de 90 kDa. El IFN-y es altamente especifico de
especie cuyo receptor se expresa en todas las células, a excepcion de
los eritrocitos (108-110). La unién de [FN-y a su receptor (la forma
biologica del [FN-y es un homodimero) (111, 112), aparentemente
induce dimerizacién del receptor y activacion de las tirgsina cinasas
JAK1 y JAK2. El receptor de IFN-y y una proteina adicional llamada
STAT91 se fosforilan posteriormente. La proteina STATH

fosforilada se dimeriza y posiblemente en combinacion con otra
proteina entran al ndclec donde el complejo se une a distintos sitios
en los promatares de los genes de respuesta al IFN-y, por gjemplo, el
sitic de activacion del interferén gamma y el elemento de respuesta
estimulado por interferon (113-117), Esta unién induce la expresion
de al menos 20 proteinas distintas, 12 de las cuales son unicas de la

estimuiacion por [FN-y (118).

20



El IFN-y tiene la habilidad de estimular la actividad citocida

inespecifica del macréfaga hacia una variedad de parasitos
intracelulares y extracelulares, y células neoplasicas (119-121). Tal
actividad es mediada principalmente por IRQO, IRN, y por el factor de

necrosis tumoral-a (122). Existe una amplia variedad de patdégenos
susceptibles a macrofagos activados con IFN-y in vitro e in vivo la

cual incluye protozoarios (Toxoplasma gondii, Leishmania,
Trypanosoma cruzi, Entamoeba histolytica y Plasmodium
falciparum); helmintaos (Schistosoma mansoni); bacterias (Listeria
monocytogenes, Salmonella typhimurium, Hemophilus influenzae,
Diplococcus pneumoniae, Legionella pneumophila, Mycobacterium
tuberculosis y el complejo Mycobacterium avium-M. intracellulare);
hongos (Histoplasma capsufatum, Candida albicans, Bfastomyces
dermatiditis y Cryptococcus neoformans); clamidias (C. psittaci y C
trachomatis) y rickettsias (H. prowasekii, R. corconii y R.
tsutsugamushi) (96, 123, 124). Otro pape! impertante que juega el

IFN-y en la defensa del hueésped, es la interaccion entre el IFN.yy
otras citocinas en respuestas bioldgicas, y la interaccion del IFN-y

con células que resulita en la produccion de otras citocinas. Muchas
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de las citocinas que son importantes en la defensa del huésped, en
contra de diferentes infecciones bacterianas, son inducidas por |FN-
¥, 0 sus actividades bioldgicas son reguladas por IFN-y. Por ejemplo,
se conoce que el IFN-y modula la produccion del factor de necrosis
tumoral-a y de la interleucina-1 (IL-1) por macrdfagos (125, 126), y
a su vez, la IL-1 promueve la produccion de interleucina-2 (IL-2) por
células T cooperadoras e induce la expresion del recepter para [L-2
(antigena Tac) sobre la superficie de células T cooperadoras y
supresoras (127, 129). La IL-2 reguia [a sintesis de (FN-y en células
estimuladas con antigenos o mitégenos, sin embargo la produccian

inicial de IFN-y parece ser independiente de [L-2 (130-132).

1.2.2 Factor de Necrosis Tumoral-o (TNF-o)

William Coley fue el primero en estudiar el fendmeno de

necrosis tumoral en el contexta de una enfermedad infecciasa. El fue
capaz de inducir la involucidn de ciertos tumares en pacientes con
enfermedades neopldsicas inoperables, mediante la administracién
de un preparacion filtrada de un medio condicionada por el
crecimiento de bacterias gram-positivas y gram-negativas (133). En
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forma independiente, otros investigadores estudiaron y aislaron un
polisacarido bacteriano de Serratia marcescens, ahora conocido
como lipopolisacédrido (LPS), el cual tenia la habilidad de inducir
necrosis hemorrdgica de tumores transplantables en ratones (134).
Sin embargo, el LPS demostré tener un indice terapéutico similar al
de la preparacidn original de Coley. Por otro lado, Carswell et ai.
fueron capaces de transferir actividad necrosanie de tumores de un
animal a otra al demostrar que un factor producido en ratones
pretratados caon el bacilo de Calmette-Guerin (BCG), y
subsequentemente retades con LPS, era capaz de causar necrosis
hemorragica de! sarcoma meth A, desarrollado en la piel de un
animal receptor (135). Desde entonces, este factor se conocid comao
“factor de necrosis tumoral® o TNF.

El TNF-o es una de las citocinas mds pleiotropicas vy

pluripotentes conocidas, y comparte varias propiedades con otras

citocinas (136). Se pueden distinguir dos clases de TNF: el TNF-¢ y el
TNF-f. El TNF-a es producido principalmente por macrofagos

activados, sin embargo, las <c¢élulas NK, ciertas células
linfoblastoides-B, los linfocitos T, las células cebadas, los
astrocitos, las células de Kupffer, las células de granulosa y las
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células de musculo liso también tienen la capacidad de producirlo
(Tabla 5). El TNF-§ o linfotoxina, es producido por linfocitos
activados. La produccion de TNF-o puede ser controlada por una
variedad de agentes que incluyen a las bacterias gram-negativas,
virus, protozoarios, mitogenos, algunas citocinas, cslulas tumorales
y ésteres de forbol (136).

El TNF-a se aislo y purificd par primera vez a partir del

medio condicionado deuna linea celular promielocitica humana (HL-

60) tratada con esteres de forbol (137). El TNF-a humano tiene un

peso molecular de 17 kDa determinadoe mediante geles de
poliacrilamida conteniendo dodécilsulfato de sodio (SDS-PAGE), y de

45 kDa determinado mediante filtracion en gel. El TNF-a existe como

una proteina no glicosilada con un punto isoeléctrico de
aproximadamente 5.3. El monomero contiene 157 aminodcidos y
posee un puente disulfuro intramolecular a partir de dos cisteinas.
La molécula con actividad biolégica es un trimero compacto (138)
cuya oligomerizacion es el resultado de interacciones no covalentes

(139). Analisis recientes de la estructura terciaria del TNF-a

humano mediante cristalagrafia de rayes X, han confirmado que es
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TABLA 5

ORIGENES CELULARES, AGENTES INDUCTORES Y SUPRESORES DE

LA PRODUCCION DE TNF-a
Origen celular Agentes supresores
Manocitos/Macréfagos Ciclosporina A
Linfacitos Dexametasona
Neutréfilos Prastaglandina E2
Easindfilos Nucledtidos ciclicos
Células NK Antagonistas del receptor
Celulas endoteliales del factor activador
Células cebadas plaguetario

Células gliales

Células de Langerhans
Astrocitos

Células de Kupffer
Células de masculo liso

Inhibidores de lipooxigenasa
Factor de crecimiento
transfarmante
Interleucina-4
Interleucina-§
Interleucina-10

Agentes inductores

Endotoxina (LPS)
Pali I:C

Mitdgenos

Virus: ViH, influenza
Hongas

Parisitos
Micobacterias
Células tumorales
Factar estimulante de

calonias de macrofagos-

granulocitos

Complejos antigeno-
anticuerpag
Interleucina-1
interleucina-2
Interferones
Esteres de forbol
londforos
Indometacina

Silica

(Adaptada de B. B. Aggarwal, Tumor Necrosis Factors, 1992
y K. J. Tracey, Tumor Necrosis Factor, 1994)
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una molécula trimérica, no helicoidal, formada por hojas B

antiparalelas (140). Por ofra parte, se ha demostrado que una forma

transmembranal de TNF-o de 26 kDa, posee actividad citotdxica

durante interacciones celulares (141, 142). Esta puede también
actuar como “receptor” para la forma soluble del receptor para TNF-

o, cuya interaccion induce activacién celular similar a la inducida
directamente por citocinas (143). En €l hombre, el gene gue codifica
para TNF-a se localiza en el cromosoma 6, préximo a los genes para
el MHC y los genes para linfotoxina (144). El TNF-o. despliega su
actividad mediante su unidn a un receptor de superficie celular de
alta afinidad (145). Se han identificado dos receptores diferentes
para el TNF-a, con pesos moleculares de 55-60 kDa y de 75-85 kDa,
que se canocen también como p60 (TNF-RI o TNF-R-a) y p80 (TNF-RII
o TNF-R-B), respectivamente (146, 147). Ni el TNF-a, ni sus
receptores poseen actividad intrinseca de proteina cinasa. Una vez
que se une a su receptor especifica, el TNF-a se internaliza en

vesiculas cubiertas con clatrina, se mueve a los endosomas y a los
cuerpos multilamelares, y finalmente termina en los lisosomas en

donde se degrada (148). Hasta hoy, no se ha demostrado la presencia
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de un mensajero secundario en particular o universal para la sefal de
transducciéon del TNF-o, sin embargo existe fuerte evidencia de la
activacién de varios sistemas de mensajes (145), entre los cuales se
hallan las proteinas G (149), el monofosfato de adenosina ciclico
(AMPc), la proteina cinasa A (150), la proteina cinasa C (151), y la

fosfolipasa Az (152). Aparentemente, la induccion de TNF-a no

induce la elevacion intracelular de calcio o fosfatos de inositol
(183). Bl TNF-a puede activar o inactivar una variedad de genes;
entre los genes activados estan genes para citocinas y factores de
crecimiento, receptores, moléculas de adhesidn celular, mediadores
de inflamacion, proteinas de fase aguda, proteinas del MHC,
proteinas retrovirales, factores de transcripcion (tales como lgs
factores NF-xB, AP-1, JRF-1 y NF-GMa), factores de traduccion, y
otras proteinas (145).

E! TNF-a participa en la respuesta inmune en contra de

neoplasias y enfermedades infecciosas, en remodelaje y reparacidn
tisular, y en angiogénesis (154). Es capaz de causar hemocrragia y
necrosis de tumores sdlidos (135, 155, 156), y puede causar

caguexia, que es un estado patolagico que se observa durante
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infecciones por bacterias gram negativas, o que puede ser inducide
por inyeccién parenteral de endotoxina (157, 158).

En su papel como agente antimicrobiano, el TNF-a promueve {a
resistencia inespecifica de ratones en contra de bacterias, parasitos
y hongos (154, 15§, 160), particularmente, en contra de la inteccién
causada por MAC (49, 161). MAC es un paltdgeno que causa
infecciones crdnicas, particularmente en individuos
inmunosuprimidos (162). MAC es facilmente fagocitado par los
macréfagos en donde los bacilos sobreviven y replican. La
sobrevivencia en los macréfagos parece depender de la virulencia de
las bacterias; organismos avirulentos son eliminados mas
eficientemente por [0os macrdfagos que bacilos virulentos. La
resistencia de los macrofagos en contra de organismos avirulentos
depende, aparentemente, de la produccion de elevadas cantidades de

TNF-a; por el contrario, organismos virulentos inducen la produccion
de niveles reducidos de TNF-a par los macréfagos (163-165). Sin
embargo, s ha abservado que la produccion de TNF-a se puede

incrementar significativamente mediante la activacion de

macrofagos con (FN-y (125, 126, 161, 166).
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1.3 Complejo Mycobacterium avium-

M. intraceflulare (MAC)
1.3.1 Caracteristicas y Epidemiclagia

MAC pertenéce a un grupo de patégenos conocidos como
“‘micobacterias atipicas” que causan enfermedades cronicas en
humanos. E! términa “micobacterias atipicas™ se acund durante las
décadas de los 1940s y 1950s para designar a aquellos arganismas
diferentes a M. tubercuiosis y M. leprae (167). Las micobacterias
tienen algunas caracteristicas en comiln: son acido resistentes
(cuando se tifien con colorantes de anilina, no se decoioran
facilmente, ni con una mezcla de etanol y acido acético), son
aerdbicos, no forman esporas y nc son moétiles. Estas bacterias
miden de 0.2 a 0.6 pm de ancho por 1.0 a 10 um de largo. Sus paredes
celulares tienen un alto contenido lipidico (168).

MAC fue originalmente descrito en los 1800s como un
organismo causante de enfermedad en pollos. La bacteria se puede
aislar del agua, suelo, y de una variedad de animales que incluyen al
;:erdo, perro, gato e insectos (169-172). MAC representa a dos

organismos estrechamente relacionados, M. avium y M
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intracellulare, los cuales se pueden diferenciar mediante pruebas
seroldgicas. Dichos organismos se pueden tambiéen diferenciar
mediante el uso de cromatografia liquida de alta resotucidn (HPLC),
cromatagrafia de gases, o sondas de ADN. La terapia es
esencialmente la misma para ambas especies;, por lo tanto, la
serotipificacion se usa con fines epidemiclagicos. Sin embargo, se
ha sugerido que las serovariedades 1, 4 y 8 de M. avium (no M
intracellulare) se encuentran cominmente en pacientes con el
sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA) que estan infectados

con MAC (169).

1.3.2 Patogenicidad

MAC se considera un organisme de baja patogenicidad que en
forma ocasional causa enfermedad en humanos saludables. MAC puede
causar infecciones en pacientes que no tienen SIDA, pero que han
padecido de enfermedades pulmonares. La via mas frequente de
infeccion por MAC en estos pacienles es por aire (aerosoles) (173-
175). Sin embargo, durante las dGitimas dos décadas, el numero de

pacientes infectadas con MAC se ha incrementado notablemente
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debido a la aparicién del SIDA (176). MAC es un patdgeno intracelular
que reside y replica en los macrétagos (Figura 5). Estas células
juegan un pape! central en la inmunidad del huésped en contra de
infecciones por MAC y otros pardsitos intracelulares (174, 177,
178). En los paciehtes con SIDA, la principal via de entrada de MAC al
organismo es el intestino. MAC se puede multiplicar en la mucasa
intestinal (179), por lo tanta, la presencia de micobacterias en los
intestinos, constituye una foco permanente de infeccion vy
diseminacién de la enfermedad (180).

La patogénesis de la enfermedad por MAC no se comprende con
claridad. Si embargo, la carencia de drogas efectivas (181) es
relevante en la enfermedad causada por MAC; MAC se caracteriza par
su resistencia a drogas empleadas para tratar a la tuberculosis, por
ello, MAC es un organismo de alta patogenisidad. La severa
inmunosupresiéon que presentan los pacientes con SIDA, como
consequencia de la reduccidn en los niveles de células CD4+ a menos
de 50 celulas/mm3, facilita la progresidon de la infeccion par MAC
(167, 182). Ademas, atros factores tales como citocinas (183-185)
y etanal (186), se han asociado a la patogenicidad de este organismo.

La infeccién por MAC se caracteriza por diseminarse en macrofagos
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Figura 5. Micrografia Electrénica (8000 X) de un Macréfago
Peritoneal Infectado con MAC.
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a través del cuerpo, en particular a érganos del sistema de fagocitos
monecnucleares que incluyen al higado, bazo, pulmones,
génglioslinfaticos y médula dsea. La enfermedad ocasionada por MAC
se asocia con un alto grado de bacteremia y destruccion de los
tejidos infectados (187). Esta enfermedad se diagnoslica
antemortem en casi 30% de los pacientes con SIDA, y se detecta
postmortem en mas del 60% de dichos pacientes. Se ha observado que
los pacientes con SIDA que estan infectades con MAQC, sobreviven
menos tiempo que los pacientes que no se hallan infectadas par ésta

micobacteria (169, 172).

1.3.3 Respuesta Inmune del Huésped en contra de MAC

El indicador principal que determina el riesgo a contraer
infeccion por MAC [o constituye el numero de linfocitos T
cooperadores {CD4+) de sangre periférica; los valores promedio en
pacientes con infeccién diseminada por MAC varia de 10 a 50 células
CD4+/milimetro cubico {162). La respuesta del huésped en contra de

micobacterias depende de la produccidon de |IFN-y por parte de los

linfocitos T activados (166, 188-190). Los linfocitos T de pacientes
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con SIDA secretan cantidades reducidas de IFN-y (189, 190), cuya
praduccidn se puede estimular con citocinas (130-132, 194). Se han
reportado estudios sobre el sfecto del IFN-y scbre los macrdfago en
contra de la infgccic’m por MAC, los cuales muestran resultados
controversiales: se ha documentade que el IFN-y inhibe el
crecimiento micobacteriano (166, 188, 191-194), sin embargo,
tambien se ha observado ausencia de efecto o promocion del
crecimiento bacteriano por esta citacina (161, 195, 196). Esta
respuesta heterogénea de! macréfago en contra de MAC podria ser el
resultado de la ocurrencia de differentes eventos en macréfagos

activados con IFN-y, antes ¢ después de la infeccidon. Se considera,
sin embargo, que la produccion de TNF-a por macrotagos mediada por
IFN-v, es un factor determinante en la resistencia del huésped en
contra de MAC (49, 161). Ademads del TNF-o,, se ha reportado que el

factor estimulante de colonias de granulocitos y monocitos (GM-CSF)
tiene actividad anti-MAC in vitro e in vivo (49, 161, 197, 198). Por
otro lada, citocinas tales como el factor de crecimienta

transformante-p (TGF-8) y la IL-10, pueden comrarestar los efectos

de citocinas inmunoactivadoras, facilitando asi la sobrevivencia

34



intracelular de MAC (183, 184, 199). El TGF-§ suprime la capacidad
del macrdfago para producir TNF-o y GM-CSF, y para responder a
IFN-y, TNF-a y GM-CSF (200). Por otro lado, se ha demostrado que la

produccién de IL-6 por macrdfagos infectados suprime su actividad
antibacteriana y promueve el crecimiento intracelular y extracelular

de MAC (201).

1.3.4 Modelos de Infeccion por MAC en Macrdfagos

MAC infecta y se replica en los macréfagos. E! uso de
macréfagos para medir la actividad de drogas en contra de
organismos intracelulares, tiene sus origenes en los estudios
clasicos de Mackaness (202). Varios sistemas de macréfagos se
utilizan actualmente para estudiar aspectos diversgos de las
interacciones huésped-pardsitoc de la enfermedad ocasionada por
MAC, Para |la mayoria de Ilos estudios inmunoldgicas ¥y
quimioterapeuticos, se han utilizado macrofagos peritoneales y de
médula Gsea de raton, ya que se pueden obtener en gran numero. Por
el contrario, los estudios con macréfagos humanos han sido
(imitados debido al requerimiento de gran cantidad de celulas (203).
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Una alternativa eficaz la constituye el uso de lineas celulares de
crecimiento continuo, tales como la linea celular de macréfagos
murinos J-774, o la llnea de células monocitoides humanas U-937
(203, 204). E! modelo de macrdfagos puede sustituir a modelos
animales cuando s;e trata de predecir alguna actividad antibacteriana
intracelular de agentes quimioterapéuticos (203). Es decir, si un
compuesto no tiene actividad en algin modelo de macréfagos, a pesar
de tener actividad in vitro (sin involucrar macrofagos), es muy
improbable que dichc compuesto tenga actividad in vivo o tenga uso

cliniceo.

1.3.5 Modelos Animales de Infeccion por MAC

Los estudios sobre inteccicnes experimentales con MAC han
estado limitadas hasta hoy debido a la carencia de un modele animal
apropiado (205). Aunque se ha sugerido que el conejo es susceptible
a la infeccién por MAC (208), éste no ha resultado un modelo dtil
(207). Collins fue el primero en demostrar que el ratén puede ser
infectado con MAC (208). Sin embargo, en este modelo, la progresidn

de la enfermedad es muy lenta, tomando hasta meses para
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manifestarse. Ya que este modelo no es adecuado para estudios
quimioterapéuticos, fue necesario establecer un modelo animal de
infeccion aguda. El modelo de ratdn beige (C57BL/6/bgifbgi) resultd
ser ¢l més apropiado para estudiar la enfermedad causada por MAC,
ya que estas ratones no sclamente estan inmunosuprimidos en forma
natural, siendo altamente susceptibles a la infeccién, sino que
también son fdciles de manipular (209). El ratén beige es el modelo
clasico para la enfermedad inmunoldgica humana denominada
“sindrome de Chediak-Higashi”, la cual se caracteriza por que los
monocitaes, neutréfilos y células NK de los pacientes presentan
deficiencias funcionales (196). Sin embargo, este modelo no debe ser
visto como un modelo para el SIDA 0 de enfermedad pulmonar.

Una forma alterna de estudiar la infeccién por MAC en
animales, es la de utilizar huéspedes que han sido inmunuprimidos
artificialmente (210). Entre las estrategias para reducir los
mecanismos naturales de defensa en animales, se hallan la
administracién de agentes inmunosuprescres tales como la
ciclofosfamida (211) y la cortisona (212), o la combinacion de éstas
drogas (213); el azul tripano (214); la silica sola (215) o en

combinacién con cortisana (216); el sulfato de dextrano (217); la
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carragenina (218); las paredes celulares de algunos microorganismos
(219); y las dietas prooxidantes (220). El efecto primordial de la
mayoria de tales agentes es el de disminuir el nimero y funcién
antimicrabiana de los macréfages haciendo al huésped maés
susceptible a infecciones (213, 221, 222),

Otra alternativa de modelo animal para estudiar el efecto de
drogas en contra de la infeccion por MAC, lo constituye el raton
timectomizado deficiente en células CD4+, también !lamado ratén
desnudo (223). A diferencia del ratén desnudo, el ratdn beige se
puede mantener y crecer facilmente, sin requerir de un medio
ambiente especial, y sin riesgo de infecciones cruzadas. Ademas del
amplioc uso que se le ha dado a los ratones beige para esiudiar el
efecto de drogas para el tratamiento de infecciones por MAC, estos
ratones se han utilizade para investigar las inleracciones huésped-
parasito asociadas a infecciones por MAC (224). La via intravenosa
es la mas efectiva para infectar ratones beige con MAC, Esto resulta
en un alto grado de inteccion en bazo, higado, pulmones, ganglios
linfaticos y ofros tejidos, y en una aparicion temprana de cultivos
positivaos en sangre. Este aspecto es muy importante, ya que la

bacteremia debida a la infeccion por MAC es una caracteristica
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esencial en pacientes con SIDA. Los ratones beige también pueden
ser infectados par via rectal y oral, lo que resulta en una elevada
infecciéon en bazo y pulmones, asi como bacteremia, y ademas se
observan cambios histopatoldgicas significativos en la mucosa

intestinal (203, 225, 226).

1.4 Clofazimina

La clofazimina [3-(p-clorcanilina)-10-(p-claorofenil)-2, 10-
dihidro-2-(isopropilimino}fenazina]l] es una iminofenazina substi-
tuida que tiene un peso mclecular de 473.4 (Figura 6) (227). Se
disend originalmente para el tratamiento de la tuberculosis (228).
Esta droga posee actividad antimicrobiana e antiinflamatoria, y ha
sido utilizada para el tratamiento de la lepra (229, 230), lupus
eritematoso discoide (231), y pioderma gangrenoso (232, 233). Con
la aparicion del SIDA, la clofazimina ha sido componente esencial en
e! tratamienta con multiples drogas de la infeccion diseminada
ocasionada por MAC (234-237). La clofazimina es altamente
lipofilica y tiene la tendencia a depositarse en tejido grasc y células

del SFM, particularmente en higado, bazo, pulmanes, ganglios
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linfaticos y médula dsea (238). Es frecuente encontrar depdsitos de
cristales de clofazimina en el intesting, higada, y macrofagos de los
ganglios linfaticos. Esta droga se metabaliza muy poco; menos del
1% de la droga se puede recuperar como productos metabolicos en la
orina en un perio.do de 24 h (239, 240). Se han identificado tres
productos metabdlicos urinarios en humanos (Figura 6), pero se
desconoce si estos tienen alguna actividad farmacologica. Ademas,
se puede recuperar en las heces hasta un 50% de una dosis
administrada de la droga (241). NO se ha establecido el periodo
medio de eliminacion de la clofazimina. Aparentemente hay un fase
inicial de eliminacion de l|a droga de entre 7 a 10 dias (239). Esto es
sequido de un periodo mayor de eliminacién, coma probable resultado
de liberacion de la droga de tejido graso y del SFM, de

aproximadamente 70 dias.

1.4,1 Mecanismo de Accidon

La clofazimina inhibe el crecimiento de MAC tanto in vitro
como /n vivo (242-248). Sin embargo, se desconoce hasta ahora €l

mecanismao exacto de accion de la clofazimina. Aparentemente la
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Figura 6. Vias Metabdlicas de la Clofazimina en Humanos.

(Adaptada de M. R. Haldiness, Clin. Pharmacokinet, 16:74-85, 1989)
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antiproliferativos in vitra e in vive en contra de tumores (259-

262).

1.4.2 Efectos Colaterales

La clofazimina es bien tolerada por los pacientes a dosis < 100
mg/dia. A dosis mas altas, especialmente > 300 mg/dia, la
clofazimina puede causar reacciones adversas que afectan a la piel,
tracto gastrointestinal, y al ojo. El sintoma mas comun es la
pigmentacion de la piel a un color anaranjado-rosado (227). La
ictiosis es el segundo efecto colateral cutdéneg mas comun (263). La
clofazimina se puede excretar en varios fluidos carporales, tales
como las lagrimas, leche y esputo (264). Esta droga puede tefiir la
cornea y la conjuntiva, sin afeclar la vision (265, 266). Sin embarga,
la pigmentacién ocular o en la piel desaparece a |os pocos meses de
descontinuar la terapia (227). El! efecto secundario mas serio
ocasionado por la clotazimina lo constituye el depdsito de cristales
en la mucosa del intestino delgado, lo cual puede causar severa
enteropatia (267).

El uso de la clofazimina tiene limitaciones debido a su baja
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asimilacién y a las reacciones secundarias que ésta causa (227). Se
ha observado que el uso de liposomas para encapsular drogas, reduce
significativamente los efectos toxicos de agentes antimicrobianos y
antitumorales (268, 269), y mejora la incorporacion de las drogas
por los macréfagbs (269-271). Nuestro labaratorio ha demostradeo
que la actividad antimicrobiana de la clofazimina se puede mantener

después de su encapsulacidn en liposomas (247).

1.5 Liposomas

Los liposomas fueron descritos originalmente por Bangham en
1964 quién los llamdé “minusculas burbujas de grasa”, después de
examinar la dispersion de vesiculas de fosfolipidos en agua (272);
sin embargo, el nombre de liposomas fue acuhfado por Gerald
Weissmann. Los liposomas son vesiculas preparadas en forma
artificial, que consisten de bicapas fosfolipidicas concéntricas que
alternan con compartimientos aquosos. Los fostolipidos que forman
los liposomas son biodegradables y reciclables. Cuando los
fosfalipidos se dispersan en agua, estos se arreglan

esponténeamente en bicapas, de tal modo que los grupos de acidos
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grasos hidrofobicas se protegen del agua por cabezas hidrofilicas.
Las drogas que son sclubles en agua o lipidos se incorporan en la
fase aquosa o lipidica respectivamente, durante la formacién de los
liposomas (Figura 7). Las bicapas fosfolipldicas que forman los
liposomas en prinéipio son idénticas a las membranas biologicas de
las celulas. Algunas estructuras representativas de fosfolipidos se
muestran en la Tabla 6. El fosfolipido mas comin es Ia
fosfatidilcolina o lecitina, que es wuna molécula anfipatica en [as
cuales un puente de glicerol enlaza un par de cadenas de acidos
grasos hidrofébicos, con una cabeza polar hidrofilica de fostocolina.
Siendo el principal componente de muchas membranas celulares, la
fosfatidilcolina se usa como fosfolipido esencial en la preparacién
de liposomas (273).

Los fosfolipidos poseen una temperatura de transicién la cual
se puede detectar mediante calorimetria (274). A la temperatura de
transicion, los fosfolipidos cambian de una fase “sélida” o “de gel”,
a una fase “de cristal-liquido” (Figura 8). Las membranas adquiren
mayor fluidez, permeabilidad y estabilidad cuando los fasfolipidos
se hallan a fa temperatura de transicidn. Esta es una funcién del

tamaio de las cadenas de dcidos grasos; el fosfolipido en su estado
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Figura 7. Estructura de un Liposoma.
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(Adaptada de A. D. Bangham, Hosp. Pract. 27:51-62, 1992}
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TABLA 6

CLASES PRINCIPALES DE FOSFOLIPIDQS

Nombre
Fraccidn fosfatidil Grupa polar comun
fosfatidil-
T
O0H, OHy - Gy -calina (PC)
Chy
O-CHy-CHyNHy ™ -gtanclamina
(PE)
NHy ¥
ocu( ? -serina (PS)
VMO, m
ol W
W 0_2_
f B_ GCHyCHyBHo -glicerol (PG)
QH OM
oH dcidg fosfatidico

E

(PA)

-inositol {P1)

(Adaptada de R, R. C. New, Liposomes, 1992)
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Figura 8. Representacion Esquematica de las dos Fases
de la Bicapa Fosfolipidica. @ residuo polar:
= <~ cadenas hidrofébicas.

(Adaptada de P. Machy, Lipasomes in Cell Biclogy and Pharmacology, 1987)
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puro y compuesto de dos cadenas idénticas de acidos grasos, tendra
una temperatura de transicion qus se incrementa de 14°C a 17°C por
cada incremento de dos unidades de metileno de las dos cadenas de
dcidos grasos (Tabla 7).

El! tamano dé los liposoemas varia de decenas de nanéometros a
micrometros de diametro. Laos liposamas pueden estar constituidos
de bicapas sencillas (liposomas unilamelares), o bién, pueden estar
formados de multiples bicapas concéntricas (liposomas
multilamelares). Los liposomas uni- y multiiamelares tienen
didmetros que varian de 0.2 a 2 um, vy de 0.1 a 5 um
respectivamente. E{ didmetro de los liposomas unilamelares
pequerios es de 0.02-0.08 um (274). Sin embargo, el uso de vesiculas
multilamelares tiene la ventaja de que el material hidrosoluble o
liposoluble que contienen, puede ser liberado en forma gradual y
sostenida debido a que las bicapas tosfolipidicas se degradan una por
una en el sitio blanco (275).

Los liposomas interactian casi exclusivamente con macrdfagos
que residen en odrganos del SFM como lo son el higado, bazo,
pulmones, ganglios linfaticas y médula 6sea. Factores tales como el

tamano, la carga y la composicion de los liposomas influyen signifi-
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TABLA 7

PROPIEDADES DE LOS FOSFOUPIDOS COMUNMENTE UTILIZADOS EN LIPOSOMAS

Temperatura de

Ndmero de transicion de
Lipida carbones Abreviaciétn Carga fase (OC)

Dilauriloilfosfatidilcolina 12 DLPC 0 -1.8
Dimiristoilfosfatidilcalina 14 DOMPC 0 23
Dipalmitoilfosfatidilcolina 16 DPFC 0 41
Diestearoilfosfatidilcolina 18 DSPC 0 58
Dilauriloilfasfatidilglicercl DLPG -1 4

Dimiristoilfosfatidilglicerol DMPG -1 23
Dipalmitoilfasfatidilglicerol OPPG -1 41
Diestearoilfasfatidilgliceral D5SPG -1 55

(Adaptada de P. Machy, Liposomes in Cell Biology and Pharmacolegy,1987)
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cativamente en su incorporacién por los macréfages. Los macréfagos
en general, y los macréfagos peritoneales en particular, prefieren
lippsomas con carga neta negativa (276-280). Ademas, se ha
demostrada que la incorporacion de liposomas por los macréfagos es
mas eficiente cdando contienen foslatidilcolina; la presencia de
fosfatidilserina mejora este proceso (276). Cuando los liposomas se

inyectan en la sangre, sus membranas superficiales se cubren con

una variedad de protelnas plasmadticas que incluyen a las « y §

globulinas, inmunoglobulina G, fibronectina, factores de coagulacidn
y albumina, los cuales pueden afectar el reconocimiento de los
liposomas por los macrdfagos, y coma consecuencia el grade en el
que los liposomas son incorporados por las células del SFM (2890,
281).

Los liposomas se pueden administrar por via oral,
transdérmica, intramuscular, subcutédnea e intraperitoneal, sin
embargo, la ruta mas efectiva es la intravenosa (282). Los liposomas
se pueden utilizar en la terapia de enfermedades infecciosas
causadas por parasitos intracelulares que infectan al macrofago
como son la leishmaniasis y la micobacteriosis (275, 283, 284). Los

liposomas pueden ser efectivos también en la terapia de tumores ya
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Figura 9. Fagocitosis de Liposomas por Macréfagos.

(Adaptada de R. R. C. New, Liposomes, 1992)
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sosomales rompen a los liposomas cuyos fosfolipidos son
hidrolizados a dcidos grasos, los cuales se pueden reciclar y
reincorporar a los fosfolipidos de la célula huésped. Durante el
proceso de rompimiento de los [iposomas en los fagoscmalisosomas,
el contenido de Iés compartimientos aquoso y lipidico es liberado

lentamante y se distribuye al resto de la célula, 0 es secretado

mediante el proceso de exocitosis (292).
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1.6 Tratamiento de la Infeccién por MAC

El objetiva de la terapia en contra de MAC, as el de reducir el
numero de bacilos viables en los pacientes, o erradicar |la inteccidn,
para mejorar la calidad de vida del paciente o prolongar su
sobrevivencia. Se ha reportado que la monoterapia con drogas tales
como la azitromicina, claritromicina, clefazimina, rifampina o
etambutol, puede reducir el nuimero de bacterias en la sangre de
pacientes con SIDA (234, 293-295), sin embargo, los pacientes
experimentan relapso microbioldgico y clinico, y la aparicion de
cepas resistentes (296). Por lo tanto, una esirategia mas apropiada
en contra de la infeccidn por MAC, es el uso combinade de drogas
(234-237). Sin embargo, este tipo de régimen de mdultiples drogas
tiene efectos téxicos. La toxicidad de las drogas se puede disminuir
mediante su encapsulaciéon en liposomas (297). Las drogas
liposomaies tienen la ventaja de tener como celula blanco primario
al macrofago, en el cual residen las micobacterias (187). De ésta
forma se previene que las drogas se dirigan a siitos en donde pueden
causar efectos téxicos (296). Las formas liposomales de drogas

tales como |la amikacina, estreptomicina, ciprofloxacina,

55



claritromicina, clofazimina, ofloxacina, kanamicina y gentamicina,
han sido utilizadas independientemente ¢ en combinacidn, para
tratar infecciones por MAC en macréfagos murines (270, 298) y
humaneos (299, 300), y en el modelo de ratones beige (297, 301-305).
En este ultimo mbdelo, las combinaciones de drogas que contienen
clofazimina han demostrado ser las mds eficaces en el tratamiento
de infecciones por MAC (305). Ademas, la gentamicina liposomal se
ha utilizado recientemente para tratar infecciones por MAC en
pacientes con SIDA (306). Por otro (ado, el uso de dragas

antimicobacterianas en combinacion con citocinas tales cameo |FN-y,
TNF-a ¢ GM-CSF ha demostrado mejorar la eficacia individual de

dichos agentes en contra de MAC (198, 307-310).

La prevencidn de la infeccion causada por MAC es otro objetivo
gsencial en el control de la enfermedad, ya que dsta se asocia
frecuentemente con una alta morbilidad y mortalidad en pacientes
con SIDA (174, 177, 178). Hasta hoy, la rifabutina es la Unica droga
que ha demostrado tener efectividad en contra de la infeccidn por
MAC en estudios de profilaxis (311). Por lo tanto, es necesario
desarrollar nuevos agentes terapeuticos o mejorar los ya existentes,

para el tratamiento de infecciones por MAC.
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1.7 Sinopsis y Objetives

MAC es un patdgeno que comunmente se relaciona con una alta
mortalidad en individuos inmunocompromsetidos, especiaimente
pacientes con SIDA. En estos pacientes, MAC afecta tejidos tales
comc el bazo, higado, pulmones y ganglios linfaticos. La
sobrevivencia de dichos pacientes se reduce considerablemente una
vez que han sido infectados por MAC.

MAC es un pardsite intracelular del macréftago que es
resistente a l|as drogas utilizadas para tratar a la tuberculaosis,
Drogas tales como la clofazimina, azitromicina, rifampina,
rifabutina, amikacina, etambutol o ciprofloxacina se han empleado
en forma individual o en combinacidn, en contra de la infeccidn paor
MAC. La clofazimina ha demostrado ser una droga de imprescindible
cuando se emplean combinaciones de drogas. Sin embargo, los
regimenes de multiples drogas son poco tolerados por los pacientes,
por |o que el tratamiento de infecciones por MAC requiere de la
busqueda y aplicacion de nuevos agentes terapéuticos, ¢ de la
mejoria de la terapia ya existente. La encapsulacion de drogas en
liposomas na sdlo reduce la toxicidad de Ilos agentes
antimicobacterianos, sino que les permite acumularse en los
macréfagos en donde MAC reside y multiplica.

Por otro lado, es bien conocide que el sistema inmune de los
pacientes con SIDA se encuentra severamente deprimido debido

primordialmente a una reduccion significativa del numero de
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linfocitos T cooperadores. Ademds, la produccidén de citocinas
involucradas en la actividad antimicrobiana del macréfago, tales
como el IFN-y y el TNF-a, se halla notablemente reducida en los
pacientes con SIDA.

El presente estudio se llevd a cabo para evaluar la eficacia de
combinaciones de clofazimina con citocinas, en un intento para
potenciar sus actividades individuales en contra de la inteccién por
MAC. Los objetivos de éste estudio fueron:

n Determinar la actividad de la clofazimina libre vy

liposomal en macréfagos en contra de MAC.

2. Investigar el efecto de citocinas en:
(a) la fagocitosis de MAC por macréfagos
(b) la incorporacion de clofazimina libre y liposomal
por macrofagos
(c) la activacion de macréfagos en contra de MAC
(d) ftorma individual o en combinacion con clofazimina

libre y liposomal en contra de MAC en macrofagos.
3. Evaluar la eficacia terapéutica de la clofazimina libre y

liposomal, en forma individual o en combinacién con

citocinas, en contra de |a infeccion por MAC in vivo.

58



CAPITULO 2

MATERIALES Y METODOQOS

2.1 Reactivos, Lipidos y Medios de Cultivo

El IFN-y recombinante murino (aclividad especifica de 1 X 107
U/mg) y los medios RPM! 1640 y DMEM-F12 se obtuvieron de los
Laboratorios Gibco (Grand Island, NY, USA). El medio EX-CELL 300 se
obtuvo de JRH Biosciences (Lenexa, KS, USA). El TNF-a recombinante
murine (actividad especifica de § X 107 U/mg) fue provistoa por el
Laboratario de Investigacien sobre Citocinas del Hospital M. D.
Anderson en Houston, TX, USA. El suero hiperinmune de canejo anti
TNF-a se adquiria de Genzyme (Cambridge, MA, USA). La pentoxi-
filina fue provista por Hoechst-Roussel Pharmaceuticals Inc.
{(Somerville, NJ, USA). La NG-monomethyl-L-arginina (NMA) se
obtuvo de Calbiochem-Novabiochem Co. (La Jolla, CA, USA). La
clofazimina se obtuvo de Ciba-Geigy (Basel,Switzerliand). Los
fosfolipidos L-a-dimiristoilfostatidil-colina (DMPC) y L-a-
dimiristoilfasfatidilgliceral (DMPG) se obtuvieron de Avanti Polar-

Lipids Inc. (Alabaster, AL, USA). El suero feta! de bovino, el
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amortiguador hepes, la solucion de penicilina-estreptomicina, el
dimetilsuiféxido (DMSQ}, el NaQH, el HCI, ol Tween 80, ol metanol, el
butanol terciario, el bromuro de 3-[4,5-dimstiltiazol-2-il]-2,5-
difeniltetrazolio (MTT), el dodecil suliato de sodio (SDS), y la N,N-
dimetil-formamida'(DMF) se obtuvieron de Sigma Chemical Cao. (St.
Louis, MO, USA). El amortiguador fosfate salino (PBS) se obiuvo de
Mediatech, Hernden, VA, USA. El caldo de Middlebrook 7H3 (MBB) y el

agar 7H11 se adquirieron de Difco Laboratories (Detroit, Ml, USA).

2.2 Preparacion de MTT y Solucién de Extraccidén

El MTT se disolvié en PBS a una concentracion de 5 mg/ml a
temperatura ambiente. La salucion se esterilizd por filtracidn
(Gelman Sciences, Ann Arbor, Ml, USA) y se almacend a 4°C en tubos
de palipropileno (Becton Dickinson Co., Lincoln Park, NJ, USA)
cubiertos con papel aluminio. Se prepararon soluciones frescas de
MTT cada 15 dias. La solucién de extraccion se prepard disolviendo
20% (p/v) de SDS a 37°C en una solucion de 50% de DMF y agua

desmineralizada; finalmente el pH se ajusté a 4.7.
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2.3 Preparacion de Clofazimina Libre y Liposomal

La clofazimina (CLF) se prepard disolviendo 1 mg dse
clofazimina en 0.5 ml de DMSO, 0.5 ml de metanol y 1.5 ul de HCI 6 N,
y las diluciones se prepararon en agua. La clofazimina liposamal
(CLF-lip) se preparo disolvienda 10.5 mg de DMPC, 4.5 my de DMPG y
1 mg de clofazimina en 0.8 ml de butanol terciario y 0.2 ml de agua.
Esta solucidn se sonicd (sonicador de tipo de bano de agua, con 80
watts de fuerza, Laboratory Supplies Company, Hicksville, NY), se
congeld en hielo seco y acetona, y se liofilizéd (Labconce Co., Kansas
City, MO, USA) por dos dias. El liofilizado se almacend a una
temperatura de -20°C hasta su uso. Los liposomas se prepararon
reconstituyendo el liofilizado en 1 ml de medio EX-CELL 3Q0. La
eficiencia de encapsulacion se determind por espectrofotometria a

una longitud de onda de 284 nm, siendo ésta >95% (247).

2.4 Cultivo de Micobacterias

La cepa 101 de MAC fue proporcionada por el Hospital Infantii

en Los Angeles, CA, USA. Este organismo se cultivé y mantuvo en
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medio de Lowenstein-Jensen (Remel, Lenexa, KS, USA}. Se prepararon
suspensiones de MAC, cultivando un indculo inicial en placas de agar
7H11 (Difco) y subcultivando las bacterias en MBB (Difco) durante 72
h a 37°C. Las suspensiones se sonicaron por 15 segundos en un
ultrasonicader de tipo de bano de agua (Laboratory Supplies
Company) para deshacer los acumulos bacterianos y tener
suspensiones homogéneas. Los cultivaes se ajustaron a una
concentracion de 3 unidades Klett/ml mediante el uso de un
colorimetro  Klett-Summerson (Klett Manufacturing, Brooklyn, NY,
USA) y se congelaron a -70°C hasta su uso (se prepararon cultivos
frescos en forma mensual). Estas suspensiones se descongelaron al
momento de su uso, y se sonicaron por 90 segundos. Este proceso da
como resultado una poblacién bacilar que contiene 107 bacilos

viables/ml (determinado mediante cultivo en agar 7H11) (312).

2.5 Modelo de Infeccién por MAC en Macréfagos
2.5.1 Obtencién y Cultivo de Macrdfagos

Se utilizaron ratones suizos-ICR machos de 6 a 8 semanas de

edad, los cuales se obtuvieron de Harlan Sprague Dawley Inc.
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(Indianapolis, IN, USA). Estos se sacrificaron por dislocacidn
cervical, y las células residentes en la cavidad peritonea! se
colectaron mediante la infusion de RPMI 1640 frio. La suspension
cefular se centrifugd a 200 X g durante 10 min a 6°C y se
resuspendic en HF;MI 1640 precalentado a 37°C y conteniendo 10% de
suero fetal de boving, 1% de solucion de penicilina/estreptomicina y
1% de amortiguador hepes (a éste medio se le denominé RPMI
completo). El nimero de células se ajustd a 1.7 X 106 células/ml
utilizando un contador Coulter (Coulter Electronics, Hialeah, FL,
USA). Se transfirieron volumenes de 100 pul en placas de 96 pozas
{Becton Dickinson Co.). Después de incubar las placas durante 2 h a

37°C en un ambiente de 5% de CO,, los cultivos se lavaron dos veces

con RPMI comgpleto para remover las celulas na adherentes (313).

2.5.2 Inteccion de Macrdfagos

Los macrofagos se lavaron en dos ocasiones con medio EX-CELL
300 conteniendo 1% de amortiguador hepes, y se cullivaron en este
mismo medio. El cambic de mediao RPMI campleto por EX-CELL 300 sin

antibioticos en e€sta etapa, se debio a que se ha reportado que el
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suero inhibe el crecimiento de MAC (314); ademds, el medio EX-CELL
300 no requiere la adicion de suera para mantener cuitivos de
macrofagos. Estos cultivos se infectaron con una suspension de MAC
en una relacion de 10 bacterias:1 macrofago, durante 4 h a 37°C/5%
COsz. Después de I6 cual se lavaron 2 veces con medio EX-CELL 300
para remover los bacilos extracelulares que no fueron fagocitados.

Los cultivos se reconstituyeron con 200 pl de medio EX-CELL 300.

2.6 Efecto de Clofazimina Libre y Liposomal en las

Funciones del Macréfago
2.6.1 Determinacién de la Viabilidad

Se determind el efecto de la CLF o CLF-lip en la viabilidad de
macrdfagos residentes. Los macréfagos se incubaron por 24 h en
medio EX-CELL 300, se lavaron dos veces y se cultivaron par 24 h en
presencia o ausencia de CLF ¢ CLF-lip (0.037 a 2.5 ug/ml), liposomas
vacios (conteniendo una cantidad de lipidos eqiuivalente a la de CLF-
lip) y solvente de CLF. Posteriormente, se afiadid MTT (5 mg/ml) a
los cultivas y estos se incubaron por 4 h a 37°C. Los sobrenadantes

se remavieron y a las células se les anadieron 100 ul de DMSO/pozo
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para disolver (0s cristales de formazan, que se producen mediants [a
reduccidn del MTT por macréfagos coa un metabolismo active. La
absorbancia se leyerd a 570 nm en un lector de microplacas

{(Molecular Devices Corporation, Palo Alto, CA, USA).

2.6.2 Actividad Antibacteriana

Se evalud |la actividad antimicobacleriana de la CLFy la CLF-
lip en macrofagos. Los cultives de macrdfagos se infectaron, se
incubaron por 48 h y se trataron por 48 h adicianales con CLF o CLF-
lip (0.037-0.6 pg/ml). Después de la incubacién, los macrdofagos se

lisaron y procesaron como se explicd previamente.

2.6.2.1 Actividad Profilactica.

Se investigaron los etectos de CLF y CLF-lip utilizados como
agentes prolilacticos. Los cultivos de macréfagos se incubaron por
24 h con CLF o CLF-lip (0.075-1.2 pg/ml) e infectaron con MAC como
se describid previamente. Después de incubar por 48 h adicionales,
los macrdofagos se lisaron y procesaron para determinar la actividad

antibacteriana como se describird posteriormente.
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2.6.2.1.1 Efecto del Tiempao de Preincubacion. Estos experi-
mentos se llevaron a cabo con el aobjetc de investigar el efecto del
tiempo en la actividad de la clofazimina después de haber sido
incorporada por los macréfagos. Cultivos de macréfagos se incubaron
con CLF o CLF-lih (0.6 ug/ml) por periodos de 2, 4 y 6 dias. Al
finalizar los periodos de incubacion, los macréfagos se lavaron para
remover Ja droga extracelular y posteriormente se infectaron. Los
macréfagos infectados y pretratados con la droga, se incubaron por
48 h adicionales, después de los cual los macrdfagos se lisaron y
procesaron para determinar la actividad antibacteriana como se

describira posteriormente.

2.7 Activacién del Macréfago
2.7.1 Tratamiento con [FN-y

2.7.1.1 Determinacién de la Fagocitosis.

La fagocitosis de micobacterias por macréfagos se llevé a cabo
en camaras de cultivo montadas sobre portaobjetos (Miles
Scientific, Naperville, IL, USA). Después de transcurrido el periodo

de infeccion (4 h), los macrdfagos se lavaron dos veces con media EX-

66



CELL 300 para remover los bacilos no ingeridas, y se fijaron con 150
pl de una solucion de paraformaldehido al 4% por 10 min a
temperatura ambiente. Los cultivos se lavaron tres veces con FPBS,
se secaron al aire y se tiferon con el calorante de Ziehi-Nielsen
(315). Se determiné la distribucién de los bacilos ingeridos por los
macréfagos infectados, medianie la observacidn de 500 células por

monacapa/tratamiento.

2.7.1.2 Cuantificacion de fa fncorporacion de Clofazimina.
Se cultivaron macréfagos residentes y macrdfagos

preactivados con IFN-y (50 U/ml; 24 h) en placas de 12 pozos (Becton

Dickinson) a wuna concentracién de 2 x 106 células/pozo.
Posteriormente, éstos cultivos se infectaron e incubaron por 48 h
adicionales, despues de lo cual se trataron por 24 h con CLF o CLF-
lip (0.6 pg/ml). Después de la incubacidn, los sobrenadantes se
removieron y las celulas se colectaron utilizande 0.5 ml de agua y un
gendarme (tubo de vidrio con una terminacién de hule), repitiendo el
proceso con 0.5 ml de metanal; el material celular se disgregd en un
ultrasonicador de tipo de bafo de agua (Laboratory Supplies

Company) por 10 min. La fase aquosa se evapord en una centrifuga
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con vacio (Speedvac RC 10-10, Jouan Inc., Winchester, VA) y el
precipitado se disolvido en 0.5 mi de metanol, seguido de
centrifugacion a 200 X g/6 min. La concentracion de clofazimina se
determind en los sobrenadantes de este Ultimo paso, mediante
Cromatografia Ll'qdida de Alta Resoclucion (HPLC) siguiendo el método
de Peters (316). El andlisis se llevd a cabo ulizando un sistema de
transporte de solvente modelo 6000 A, un autoinyector Wisp modela
712, y un detector de longitud de onda variable modelo 481 (Waters
Chromatography Division, Millford, MA, USA). La clofazimina se
cuantifico utilizando una columna C18 Bondapak (Millipore
Corparation, Milltord, MA, USA). El volumen de inyeccion de la
muestra fue de 50 pl. La fase movil para la elucion consistic de
acida fosfarico 0.0425 M en metanol al 81%, pH 2.46, a un flujo de
1.0 mi/min. La deteccién de la clofazimina se llevé a cabo analizando
el etluente de la columna a 287 nm. El tiempo de caorrimiento de |as
muestras fue de 10 min y el tiempo de retencion de la clofazimina
fue de 7.2 min. Las scluciones estandar de la clofazimina (0.078-10

ug/ml) se prepararon en metanal.
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2.7.1.3 Actividad Antibacteriana del IFN-y.

Los cultivos de macréfagos se incubaron en RPM| completa en
presencia o ausencia de IFN-y (1, 10, 100 y 1000 U/ml) por 24 h, o
50 U/ml de IFN-Y_por 24, 48 y 72 h, se infectaron y se lisaran a las
48 h como se explica posteriormente. Ademas, se disefiaron otros
experimentos para determinar el efecto del IFN-y postinfeccion. Para
esto, se infectaron macrofages y se incubaron por 48 h. Después, !as
macrofagos infectados se trataron con una daosis de IFN-y (50 U/ml)
por 24, 48 y 72 h, después de lo cual se lisaron. En experimentos
adicionales, macrofagos pretratadas con IFN-y (50 U/ml) por 24 h, se
infectaron y se incubaron por 48 h, después de lo cual se trataron
con una dosis de IFN-y (50 U/ml} por 6 h, 2 dias y 6 dias. Después de
los pericdos de incubacion, las celulas infectadas se lisaron (para el
tratamiento de 6 h, las ¢eélulas se lavaron una vez para remover €l
iFN-v, y se incubaron por 24 h). Antes de lisar las celulas, se
tomaron muestras del medio condicionado (MC) de los cultivos para
determinar los niveles de nitritos, La viabilidad celular a lo largo de

este estudio se determinéd mediante la exclusién del azul tripano y

fue >95%.
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2.7.1.4 Determinacion de la Produccidon de Nitritos.

La acumulacidn de nitritos en el MC de los cultivos de
macréfagos, se utilizé ecomo un indicador de la produccién de éxido
nitrica. Se mezclaron aliquotas de 50 pl del MC con 50 ul del
reactivo de Griesé (317), se incubaron a temperatura ambiente por
10 min y se midieron las absorbancias a 540 nm en un lector de

microplacas (Molecular Devices Corporation).

2.71.41 Efecto del NG-monometil-L-arginina (NMA) en la
Producgion de Oxido Nitrico. Se utilizé NMA (un

inhibidor de la produccion de éxide nitrico) para determinar el papel
del ¢xido nitrico en la actividad del macrofago en contra de MAC.
Para esto, se desarrollaron dos series de experimentos. En uno de
estos, los macréfagos se incubaron por 24 h en presencia o ausencia

de 50 U/ml de IFN-y, se infectaron con MAC y se cultivaron por 48 h,
Posteriormente, se incubaron con o sin (FN-y (50 U/ml) por 24 h

adicionales en presencia o ausencia de NMA (200 ug/ml). En otra
serie de experimentos, macrafages residentes se infectaron,

incubaron por 48 h, y se trataron por 72 h con IFN-y (50 U/ml} en

presencia o ausencia de NMA (200 ug/ml), Los macrafagos se lisaron
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después de (os periodos de incubacidn y se determind el efecto de
dichos tratamientos en el crecimiento intracelular de MAC como se
descibirda posteriormente. Antes de lisar las células, se tomaron
muestras del MC de los cultivos y se determinaron los niveles de

nitritos.

2.7.1.5 Combinacion de IFN-y con Clofazimina Libre o
Liposomal.

Se infectaron cultivos de macrofagos residentes @

preactivados con IFN-y (60 U/m!; 24 h) y se incubaron por 48 h en

presencia a ausencia de CLF o CLF-lip (0.078 ug/ml). Esta
concentracion de clofazimina se selecciond debido a que causa entre
un 20 a 30% de inhibicion del crecimiento de MAC en los macréfagos,
de esta manera se puede observar cualquier efecto adicional debido a
IFN-y. Después de la incubacidn, los macréfagos se lisaron y se

procesaron para determinar la actividad antibacteriana como se

explicara posteriormente.
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2.7.2 Tratamiento con TNF-a

2.7.2.1 Determinacidon de la Produccidon de TNF-c.

Se obtuvo MC proveniente de cultivos de macrdfagos residentes
0 preactivados con [(FN-y (50 U/mi; 24 h), para determinar la
actividad de TNF-a después de 4 h de infeccion. Posteriormente, los

cultivos se lavaron dos veces y se reconstituyeron con medio EX-
CELL 300, despues de lo cual se tomaron muestras del MC
inmediatemente después de anadir el medio (0 h), yalas 1.5, 3y 6 h
postinfeccidn. El MC se filtré con unidades de filtracion de 0.2 pm de
tamano de poro, can baja afinidad para proteinas (Gelman Sciences),
y se mantuvieron a 4°C hasta su uso. Los niveles de TNF-a en el MC
se cuantificaron mediante el uso de células sensibles a la actividad

del TNF-o (celulas del fibrosarcoma L929) (318).

2.7.2.1.1 Analisis de la Actividad del TNF-a. La citotoxicidad
del MC contenienda TNF-a se midid de la siguiente manera. Se

sembraron 1.5 x 104 células de L929/pozo de microplacas de 96

pozos en un valumen de 150 ul y se incubaron por 18-24 h en medio
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DMEM-F12. Al finalizar este periodo de incubacion, se anadieron $0
ul de medio DMEM-Fi12 conteniendo 1% de una solucién de
penicilina/estreptomicina, y actinomicina D (concentracion final de
1 ug/mi). Después de 2 h de incubacion, se anadieron 100 ul/poza del
MC o del estandar y se hicieron diluciones 1:3 (el blanco son los
primeros tres pozos de la octava fila del estandar). Las placas se
incubaron por 18 h, después de lo cual se les afadieron 50 ul del
coloranté rojo neutro (concentracién final de 0.002%). Después, los
cultivos se incubaron por una hara y se lavaron tres veces con PBS.
Finalmente se afadieron 150 pl de una solucion conteniendo 70% de
etanol y 0.6% de 4&cido acético glacial para solubilizar el colorante
incorporado en las células. Las absorbancia se lee a 540 nm en el
lector de microplacas (Molecular Devices Corporation). El valor de la

actividad de TNF-c dado en U/ml, es el reciproco de la dilucién de 1

ml capaz de inducir 50% de lisis de las células L929.

2.7.2.2 Actividad Antibacteriana del TNF.q.
Para determinar el efecto del TNF-o en activar mecanismos

microbicidas en el macrdatago, se desarrolld el siguiente protocolo.
Se infectaron cultivos de macrdfagos @ incubaron con una dosis de
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TNF-a (30 U/ml) por 4 dias, despues de [0 cual las células se lisaron

y procesaron como se explica posteriormente.

2.7.2.2.1 Neutralizacidn de la Actividad del TNF-a. La actividad
del TNF-a en cultivos de macréfagos se neutralizé mediante el uso
de un antisuero especifico contra TNF-¢ (de acuerdo al distribuidor,

1 ul de este antisuero es suficiente para neutralizar la actividad de

1000 unidades de TNF-o). Se incubaron cultivos de macrofagos
preactivades o no con [FN-y en presencia o ausencia de anticuerpos
contra TNF-a (40-160 unidades neutralizantes de TNF-w/ml) durante

el periodo de infeccion (4 h). En otra serie de experimentos, se

trataron macrofagos infectados con TNF-a (30 U/mi) por 4 dias en
presencia o ausencia de antisuerg anti TNF-a (150-250 unidades
neutralizantes de TNF-a/ml). Se estudié¢ el efectoc de la
neutralizacién del TNF-a sobre el crecimiento intracelular de MAC,

midiendo la actividad antibacteriana del macrofago como se describe

posteriormente.
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2.7.2.2.2 Inhibicién por Pentoxifilina. Se investigé el efecto de

la pentoxifilina, un inhibidor especifico de la expresién de TNF-o. por

macréfagos (319, 320), en la respuesta del macréfago en contra de

MAC. Se infectaron macréfagos preactivados con IFN-y y se incubaron

con 1-100 pg/ml de pentoxifilina por 48 h. Posteriormente las
células se lisaron y procesaron para la determinacién de la actividad

antibacteriana como se explica posteriormente.

2.7.2.3 Combinacion de TNF-a¢ con Clofazimina Libre o
Liposomal.

Se incubaron macréfagos infectados por 4 dias en presencia o
ausencia de TNF-o (30 U/ml). A las 48 h de tratamiento con TNF-q,
los cultivos se incubaron en presencia o ausencia de CLF o CLF-lip
(0.075 pg/ml) por 48 h. Al terminar el periodo de 4 dfas de
incubacién, los macréfagos se lisaron y procesaron como se explica

posteriormente.
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2.7.3 Determinacian de la Actividad Antibacteriana

El efecto de citocinas en contra de la infeccion por MAC en
macrofagos, se determind mediante la incorporacion de glicerol
tritiado par bacterias viables en medio liquido, y mediante la
enumeracion de las wunidades formadoras de colonias de
micobacterias en agar 7H11. Después de transcurridos los periodos
de incubacidn correspondientes a los tratamientos {con o sin
citocinas o clofazimina) de macrofagos infectados descritos
previamente, el medio de cultive (EX-CELL 30Q) se remavid
completamente y se reemplazo con 100 ul/pozo de MBB (sin
glicerol). Los macrotagos infectados se lisaron mediante la adicion
de 10 pl de NaOH 1N, 10 pl de HC! 1N (para neutralizar el NaOH) y 10

ul de Tween 80 al 5% (321),

2.7.3.1 Incorporacién de Gliceral Tritiado.

Para la determinacién de la incorporaciéon de gliceral
radioactivo por micobacterias, a los lisados de macrotagos se les
anadieron 50 pCi/ml de glicerol tritiado (ICN Biochemicals, Irvine,

CA, USA) (321). Las placas se incubaron por 4 dias a 37°C. Al final de
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este periodo de incubacidn, se aradieron §0 pl/pozo de una scelucidn
de hipoclorito de sodio al 5.25% para matar a las micobacterias, y
posteriormente las bacterias muertas se colectaron en filtros de
fibora de vidrio mediante el uso de un colector celular
semiautomatico (Cambridge Technology, Inc., Watertown, MA, USA).
Los filtros se secaron toda la noche en viales individuales y se
analizéd la radicactividad incaorporada (cpm) por [as bacterias
mediante el uso de liquida de centellec (Scintiverse I, Fisher
Scientific, Fair Lawn, NJ, USA), y un contador de centelleo de
particulas beta (Packard Instrument Company, Laguna Hills, CA,

USA).

2.7.3.2 Determinacion del Numero de Colonias Bacterianas
(UFC).

Para la determinacion del numero de colonias de
micobacterias, se tomaron aliquotas de 100 pl de lisados de
macrofagos (a los cuales no se les anadio glicerol tritiado) y se
diluyeron 1:250 en PBS; posteriormente, se sembraron aliquotas de
100 ul en placas de agar 7H11 las cuales se sellaron (Scientific

Device Laboratory, Glenview, IL, USA} y se incubaron de 8 at2 dias
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hasta poder aobservar colonias bacterianas. Se tomaron comao
controles de crecimiento de MAC, a los valaores de cfu o ¢cpm de
macrdfagos infectados pero sin tratar; (a disminucién en cfu o cpm
ocasionada por cualquier tratamiento, se compard con el control y se
expresd como porbentaje de inhibicién del crecimiento intracelular

de MAC.

2.8 Estudios In Vivo

2.9.1 Efecto de la Clofazimina Liposomal y del {FN-y en forma
Individual o en Combinacién en contra de la Infeccidn por MAC

Se utilizaron ratones beige C&7BL/6 hembras (Jackson
Laboratory, Bar Harbor, ME, USA) de 6 semanas de edad como modelo
de infeccién diseminada por MAC (203, 205, 209, 211, 212, 297). Los
ratones beige se infectaron con 106 bacilos por via intravenosa.
(vena lateral de la cola) en un valumen de 0.1 ml de solucién salina.
Después de 24 h de infeccidn, i9s ratones (en grupos de 3) se
trataron cada tres dias con CLF-lip o liposomas vacios (25 mg/kg
por via intravenosa) hasta completar 6 dosis. Los ratones también se

trataron cada dos dias postinfeccién con IFN-y (6.25 X 105 U/kg por
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via intraperitoneal) en forma individual o en combinacion con NMA (2
mg/kg por via intraperitoneal) hasta completar 9 dosis. Las ratones
se sacrificaron 24 h después de la tercera y sexta dosis de CLF-lip
(a los 7 y 19 dias postinfeccidn). Se removieron asépticamente el
higado, bazo y putinones. Los drganos se pesaron y se disgregaron en
PBS utilizando un homogenizador eléctrico (Tech Quest Company,
Houston, TX, USA). Se prepararon diluciones en PBS de las
suspensiones resultantes y se cultivaron aliquotas en agar 7H11
suplementado con 10% de OADC (Remel). Se enumeraron las colonias
bacterianas después de 8-12 dias de incubacién a 37°C y se
determinaron las UFC por gramo de tejido. Ademas, se abtuvieran
macrofagos peritoneales despues de 7 y 19 dias de infeccion, y se
incubaron a 37°C por 2 h en placas de 96 pozos (Becton Dickinson) a
una concentracion de 1.7 X 106 células/ml. Después de incubar, los
macrofagos se lavaron e inmediatamente se lisaron para liberar los
bacilos intracelulares. Posteriormente, se determiné Ia
incorparacidn de gliceral radioactivo por micabacterias viables,

después de arfadir glicerol tritiado (60 pCi/ml) e incubar por 4 dias.
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2.8.2 Actividad Profilactica de la Clofazimina Liposomal y del IFN-y
en contra de la Infeccidon par MAC

Se investigd el efecto profilactico de la CLF-lip y de! IFN-y en
contra de la infeccion causada por MAC. Los ratanes beige {en grupos
de 3) se trataron con CLF-lip (25 mg/kg por via intravenogsa) ¢ con
CLF-lip {25 mg/kg par via intravenosa) en combinaciéon con IFN-y
(6.25 X 105 U/kg por via intraperitoneal) 24 h antes de la infeccidn,

Se infectaron los ratones tratados con CLF-lip, y se les

administraron 6 dosis adicionales de CLF-lip como se explicd

anteriormente. Al grupo que recibid CLF-lip e |IFN-y, se le administrd
una dosis de |IFN-y en el dia de la infeccidn, y posteriormente se

tratd con ambos agentes como se describio previamente. Al finalizar
el periodo de tratamiento (a los 7 y 19 dias postinfeccién), los
ratones se sacrificaron y se cuantificé el grado de infeccién en el
higado, bazo, pulmones y macréfagos de la cavidad peritoneal como

se explicd previamente.
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2.9 Analisls Estadistico

Los resultados que se muestran en este estudio, se expresan
como la media t la desviacién estdndar (D. E.) de al menos tres
repeticiones por tratamiento de un experimentc representativo;
todos los experimentas se hicieron tres veces. €l nivel de

significancia se determiné mediante la prueba t de Student.
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CAPITULO 3
RESULTADOS

3.1 Efecto de la Clofazimina Libre y Liposomal en las

Funciones del Macréfago

3.1.1 Viabilidad

En éste estudio se demostrd que la CLF es significativamente
mas toxica que la CLF-lip para macréfagos residentes a

concentraciones mayores que 1 ug/ml (P < 0.01; Figura 10).

3.1.2 Actividad Antibacteriana

En éste estudio se ha observado que el tratamiento de
macrofagos con CLF o CLF-lip después de Ié infeccion, inhibe
significativamente el crecimiento intracelular de MAC. Dicha
respuesta es proporcional a la dosis. Ademds, se observé que las
actividades antimicobacterianas de la CLF y CLF-lip son comparables

(Figura 11).
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3.1.2.1 Actividad Profilactica.

En este trabajo también se demostrd que la CLF y la CLF-lip
tienen actividad profilactica en contra de la infeccion por MAC en
macrofagos. Esta respuesta es proporcional a la dosis. Ademds, se
observd que las actividades de la CLF y la CLF-lip son similares. Se
abservd 50% de inhibicién del crecimiento intracelular de MAC a una

dosis de 0.075 pg/ml (Figura 12).

3.1.2.1.1 Efecto del Tiempo de Preincubacién. Con sl
objeto de determinar la capacidad del macréfago para retener a la
CLF o CLF-lip y correlacionarlo con la actividad antimicobacteriana
de la droga, los macrofagos se incubaron con CLF o CLF-lip por 2, 4 y
€ dias antes de infectar. El efectc de la droga se determind 48 h
después de la infeccidon. Como se observa en la Figura 13, la
actividad antibacleriana de la CLF disminuyd de un 62% a un 35%
(48% de reduccidn), y la actividad de |la CLF-lip se redujo de un 44% a
urt 38% (14% de disminucion) después de 6 dias de pretratamiento.
Sin embargo, > 35% de inhibicion del crecimiento fue aun evidente &
dias después de (a incorporacion de fa droga. Ademads, s¢ observaron

cristales de clofazimina en el MC de macrdfagos incubados con CLF
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por 6 dias; no se observaron cristales en el MC de macrdfagos
infectados y tratados con CLF-lip. Estos datos sugieren que ia
retencidon de la clofazimina y en consecuencia, su actividad en contra
de MAC, se mejora consoderablemente después de su encapsulacion

en liposomas.

3.2 Efecta de Citocinas
3.2.1 Tratamiento con IFN-y

3.2.1.1  Fagocitosis.
Se abservo que el pretratamiento con IFN-y no incremento o

disminuyd la habilidad del macrdéfago para ingerir micobacterias

(Figura 14),

3.2.1.2 Incorporaciéon de Clofazimina.
Se determindé la capacidad de macrofagos residentes vy
preactivados con IFN-y para incorparar CLFy CLF-lip. Como podemos

observar en la Figura 15, |la incorporacién de CLF o CLF-lip tue

similar para macrolagos residentes (79% + 15 y 92% £ 3 de incorpo-
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racion, respectivamente), sin embargo la infeccidn par MAC causd
una reduccién signiticativa (P < 0.05) en la incorporacion de CLF o
CLF-lip por los macréfagos (51% = 6.6 y 65% + 7.8, respectivaments),
No se observé diferencia significativa entre la incorporacién de CLF
o CLF-lip por rnaéréfagos infectados. Sin embargo, la preactivacion

de macrétagos con IFN-y incrementd la incorporacion de CLF-lip

por macrofagos infectados (78.6% * 4) en comparacidon con la

incorporacion de CLF (57.5% £ 6) (P < 0.05).

3.2.1.3 Actividad Antibacteriana.

El pretratamiento de macrdéfagos por 24 h con 1, 10, 100 y
1000 U/ml de IFN-yindujo 19% + 3, 27% + 9, 30% £ 10, y 38% % 14 de
inhibicion  del crecimiento intracelular de MAC, respectivamente, al
determinarse la incarporacion de glicerol tritiado por las bacilos
(Figura 16a). Estas diferencias fueron estadisticamente significati-
vas con respecto al control sin tratar (P < 0.05), sin embargo no se
chservaron diferencias significativas en la respuesta del macréfago

a diferentes dosis de (FN-y.

Ei pretratamientc de macrdfages con {FN-y (50 U/ml) por 24 y
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48 h, pero no por 72 h, antes de la infeccidn, redujo  signifi-
cativamente la incorporacién de glicerol fritiado por los bacilos (P<
0.05) (Figura 17a); tal respuesta correspondio a 37% + 11, 52% + 31,
y 3% = 1 de inhibicién del crecimiento de MAC, respectivamente
(Figura 17b).

Cuando los macrdfagos pretratados con IFN-y se infectaron, se

incubaron par 48 h, y se reconstituyeron con [FN-y.se observé dismi-

nuciéon de la respuesta antibactetiana del macréfago al comparar
dicha respuesta con la de cultivo de macréfagos no reconstituidos

con ésta citocina (P < 0.01). Los valores de inhibicion del
crecimiento de MAC para macrdfagos pretratades con IFN-y fueron de

39% £ 8, 28% £ 7, y 0%, mientras que para las ¢élulas reconstituidas

con IFN-y los valores fueron de 22% £1.8, 19% +2, y (0%, a los 2, 4

y 8 dias después de la infeccién, respectivamente (Figura 18a).

3.2.1.4 Produccion de Nitritos.
La preactivacion de macréfages infectados con IFN-y indujo la

produccidn de nitritos que fue dependiente de la dosis de la citocina.

Como se observa en la Figura 16b, dosis de 1, 10, 100 y 1000 U/mi
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de IFN-y estimuiaron la produccién de 6, 15, 20 y 30 nmol de
nitritos/10€ células, respectivamente. También se observé gue el
pretratamiento con IFN-y (50 U/ml) por 24 h fue mds efectivc en

estimular la produccion de nitritos por macréfagos infectados, que
el pretratamiento por 48 o 72 h (P < 0.01; Figura 17b). Ademas, se
observé que el tratamiento postinfecciéon con IFN-y de macréfagos
preactivados con éstacitocina, indujo un incremento significativo en
los niveles de nitritos en comparacion con células no tratadas con

IFN-y postinfeccion (P < 0.01; Figura 18b).

3.2.1.41 Inhibicion por NMA. El uso de NMA redujo
significativamente los niveles de nitritos producidaes por
macrofagos preactivadas con IFN-y, infectados y reconstituidos con
IFN-v {P < 0.01; Figura 19a). La reduccidn en la produccidn de nitritos

se asocié con wuna mejoria significativa en la actividad

antimicobacteriana del macrafago (P < 0.01; Figura 19b).
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3.2.15 Combinacion de IFN-y con Clofazimina Libre o
Liposomal.

Enla Tabla 8 se observa que el pretratamiento con [FN-y (50
U/ml), o el tratamisnto postinteccion con CLF o CLF-lip (0.075
ug/ml), en forma individual reduce significativamente el nuimero de
colonias de MAC en comparacién con cantroles sin tratar (18-27%; P
< 0.05). La combinacidn de IFN-y con CLF o CLF-lip resulté en un
reduccion adicional de 21% y 17% en el numero de colonias,
respectivamente, en comparacion con fa actividad individual del
IFN-v (P < 0.05), y una disminucidn adicianal de 21% y 29% en el
nidmero de colonias de micobacterias en comparacion con la
actividad individual de la CLF o CLF-lip, respectivamente (P <0.05).
Los controles de liposomas vacios y el solvente de la clofazimina a
dosis equivalentes, no afectaron la viabilidad del macrétago y no

tuvieron efecto en el crecimiento intracelular de MAC.

3.2.1.6 Actividad Pastinfeccion del IFN-vy.
Se infectaron cultivos de macréfagos, se incubaron por 48 h, y

se trataron con IFN-y {50 U/ml) por 24, 48 y 72 h, Después de 24 h de

tratamiento se observd sdélo un 9% de inhibicién del crecimiento de
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MAC; no se observd efecto de fratamiento después de 48 h de
tratamiento, mientras que el tratamiento de macrdfagos con IFN-y

por 72 h indujo un 32% de incremente en el crecimiento de MAC (P <
0.01) al compararse con el control sin tratar (Figura 20a). El
aumento en crecimiento intracelular de MAC que se observd después

de 72 h de tratamiento con IFN-y, correlaciond con un incremento

significativo en la produccion de nitritos por macrofagos (Figura
20b). El uso de NMA ng sélo reduje los niveles de nitritos (P < 0.01;
Figura 21a) sino que restaurd la capacidad antibacteriana del

macréfago estimulade por 72 h con [FN-y (P < 0.01; Figura 21b).

3.2.2 Tratamiento con TNF-a

3.2.2.1 Produccién de TNF-c.

En este estudio se observé que la preactivacién con IFN-y (50
U/ml) estimulé la produccion de TNF-a por macrofagos infectados
(los niveles de TNF-o que se determinaron 4 h después de la

infeccion, fueron 5§ veces mds altos que los de macrafagos sin

estimular, P < 0.01) y se asocid con inhibicion del crecimienta de
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MAC (Figura 22a). Ademas, se cobservd la preduccién de cantidades
significativas de TNF-a por macréfagos preactivados con |IFN-y en

comparacién con controles sin tratar, durante las primeras haras

posteriores a la infeccidn (P < 0.01; Figura 22b).

3.2.22 Efecto del TNF-c Exdgeno en Ila Respuesta
Antibacteriana del Macrofago.

Con ¢l objeto de investigar el efecto de TNF-a exdgeno en la

actividad antibacteriana del macréfago en contra de MAC,

macrdfagos infectados se trataron con TNF-a (30 U/ml) durante 4
dias en presencia o ausencia de anticuerpos anti TNF-a. El
tratamiento de macrdéfagos con TNF-a resultd en una reduccion

significativa del numero de colonias (125 x 103 UFC/ml) comparado
con el control sin tratar (180 x 103 UFC/ml) (P < 0.01); ésta
respuesta se suprimié mediante el uso de anticuerpos especificos

(250 unidades neutralizantes de TNF-a) (P < 0.01; Figura 23).

3.2.3 Inhibicidn por Anticuerpos contra TNF-q

Se suprimid la actividad antibacteriana del macrofago inducida
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por IFN-y, mediante el usc de anticuerpos anti TNF-a. Se observd
supresién total de la respuesta antibacteriana del macréfago, con
160 unidades neutralizantes de TNF-a que inactivaron 8000 U/mi de

TNF-a (P < 0.01; Figura 24).

3.2.4 Inhibicion pot Pentoxifilina
Igualmente se suptimié la actividad antimicobacteriana del

macréfage mediante €l uso de pentoxifilina, un inhibidor especifico
de la expresién de TNF-o. Se observd supresion total de la respuesta
del macrofago en contra de MAC con 100 ug/ml de pentoxifilina (P <

0.01; Figura 25); dicha dosis del inhibidor no fue tdéxica para el

macrofago.

3.2.5 Combinacién de TNF-a con Clofazimina Libre o Liposomal

En la Tabla 9 se observa que el tratamiento postinfeccion de
macrofagos con TNF-a (30 U/ml), CLF o CLF-lip (0.075 pg/ml), en
forma individual reduce en forma significaliva el nimero de colonias
de MAC en comparacidn con cenfroles sin tratar (25-31% P < 0.05).

La combinacion de TNF-a con CLF o CLF-lip resulté en una disminu-
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cion adicional del 23% en el numero de cclonias bacterianas en
comparacion con la actividad individual de! TNF-a (P < 0.05), o una
reduccion adicional del 26% y 29% en el nimero de colonias de MAC
en comparacion con las actividades individuales de la CLF y la CLF-

lip respectivaments (P < 0.05).

3.3 Estudias In Vivo

3.3.1 Efectos de la Clofazimina Liposomal, IFN-y y NMA en la
Infeccion por MAC in Vivo
Enlas Tabias 10 y 11 se muestran los efectos de la CLF-lip,

IFN-v y NMA en contra de la infeccion por MAC en ratones beige

despues de 7 y 19 dias de tratamiento, respectivamente, Como se
observa en la Tabla 10, el tratamiento con IFN-y por 7 dfas indujo
10% (P > 0.1), 36% (P > 0.1) y 0% de reduccidon en el numero de
colonias en el higado, bazo y pulmones, respectivamente, en
comparacién con el control sin tratar. Ei tratamiento con CLF-lip,
sin embargo, se asacidé con 54%, 64% y 81% de reduccion en el
nimero de colonias en el higado, bazo y pulmones, respectivamente,

en comparacion con el control (liposomas vacios) (P < 0.01). La
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combinacion de CLF-lip e IFN-y indujo 53%, 63% y 93% de reduccidn

en el numero de colonias en el higado, bazo y pulmones,
respectivamente, en comparacién con el control (liposomas vacios)
(P < 0.01). Esta combinacién se asocié con 60% (P < 0.01), 2% (P >
0.1) y 86% (P <.0.01) de reduccién en el ndmero de colonias de

micobacterias en el higado, bazo y pulmones, respectivamente, en
comparacién con la actividad individual del IFN-y, y con 0%, 3%
(P> 0.1) y 64% (P = 0.05) de disminucién en el nimero de colonias en
el higado, bazo y pulmones, respectivamente, en comparacién con la
actividad individual de la CLF-lip. Ademas, la combinacién de CLF-
lip, IFN-yy NMA demostré ser el tratamiento més efectivo en
contra de Ila infeccién por MAC en el bazo a los 7 dias de
tratamiento (Tabla 10), o en el higado y bazo a los 19 dias
detratamiento (Tabla 11). En este estudio se ha observado que el uso
de NMA mejora la actividad antimicrobiana del IFN-y mediante la
reduccién de los niveles de nitritos (Figuras 19 y 21); el NMA en
forma individual no tiene actividad antimicobacteriana (Figura 21).

La combinacién de CLF-lip, IFN-y y NMA se asocié con 57%, 89% y

77% de reduccion en el nuimero de colonias en el higado, bazo y
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pulmones, respectivamente, en comparacion con el caontrol
(liposomas vacios) (P < 0.01). Esta ¢ombinacidon indujo 66%, 70% y
50% de disminucién .en el numero de colonias en el higada, bazo y
pulmones, respectivamente, en comparacion con la actividad
individual del IFN;y (P <0.01),y con8% (P> 0.1), 70% (P < 0.01) y 0%
de reduccion en el numere de colonias en €l higado, bazo y pulmones,
respectivamente, en comparacién con la actividad individual de la
CLF-lip. Dicha combinacidon tambien se asocio con 14% (P > 0.1), 69%
(P < 0.01) y 0% de reduccion en el numero de colonias de
micobacterias en el higado, bazo y pulmones, respactivamente, en
comparacion con la combinacion CLF-lip/IFN-y (Tabla 10).

Ademas, se evalud el efecto de los tratamientos a los 7 dias de
infeccidén en comparacidn c¢on la infeccién a las 24 h. El IFN-y se

asocid con 19% (P > 0.1), 0% y 0% de reduccién en el nimero de
colonias en el higado, bazo y pulmones, respectivamente. La CLF-lip
indujo 70% (P < 0.01), 0% y 57% (P < 0.01) de disminucion en e
namero de colonias en el higado, bazo y pulmanes, respectivaments.

La combinacion de CLF-lip e IFN-y indujo 67% (F < 0.01), 0% y 85% (P

< 0.01) de reduccion en el numero de colonias en el higado, bazo y
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pulmones, respectivaments, y la combinacion CLF-lip, IFN-y y NMA se
asocio con 72%, €9% y 47% de reduccidn en el nimero de colonias en
el higado, bazo y pulmones, respectivamente (P < 0.01) (Tabla 10).

La Tabla 11 muestra los efectos de la CLF-lip, IFN-y y NMA a
los 19 dias postinfeccién. El tratamiento con IFN-y indujo 7% (P >
0.1), 39% (P > 0.1) y 94% (P < 0.01) de disminucion en el nimero de
colonias de micobacterias en el higado, bazo y pulmones,
respectivamente, en comparacion con el contro! sin tratar. El
tratamiento con CLF-lip, sin embargo, se asccio can 81%, 80% y 97%
de reduccion en el nimero de colonias en el higado, bazo y pulmones,
respectivamente, en comparacion con el control (liposomas vacios)
(P < 0.01). La combinacion de CLF-lip e IFN-y indujo 86%, 85% y 98%
de reduccidn en el ndmera de colonias en €l higado, bazo y pulmones,
respectivamente, en comparacidon con el control (liposomas vacios)
(P < 0.01). Esta combinacién se asocid con 67% (P < 0.01), 85% (P <
0.01) y 0% de disminucion en el numero de colonias de micobacterias
en el higado, bazo y pulmones, respectivamente, en comparacion
con la actividad individual del IFN-y, y con 27%, 25% y 32% de

reduccién en el numero de colonias en el higado, bazo y pulmones,
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respectivamente, en comparacion con la actividad individual de la
CLF-lip (P> 0.1). La combinacién de CLF-lip, IFN-y y NMA se asocié
con 90%, 90% y 99"/; de reduccion en el ndmero de colonias en el
higado, bazo y pulmones, respectivamente, en comparacién con el
control (Iiposomaé vacios) (P < 0.01). Esta combinacidn indujo 77%
(P < 0.01), 90% (P < 0.01) y 0% de disminucion en el numero de
colonias en el higado, bazo y pulmones, respectivamente, en
comparacién con la actividad individual del IFN-y (P < 0.01), y con
48% (P < 0.01), 50% (P < 0.01) y 60% (P > 0.1) de disminucién en el
nimero de colonias de micobacterias en el higado, bazo y pulmones,
respectivamente, en comparacion con la actividad individual de la
CLF-lip. Dicha combinacion también se asocid con 26% (P < 0.01),
40% (P < 0.01) y 41% (P > 0.1) de reduccion en el numero de colonias
en el higado, bazo y pulmones, respectivamente, en caomparacion

con la combinacidn CLF-lip/IFN-y (Tabla 11).

Ademas, se evalud el efectd de los tratamientos a los 19 dias

de infeccidn en camparacion con la infeccién a las 24 h. El IFN-y se

asocio con 37% (P > 0.1}, 0% y 85% (P < 0.01) de reduccidn en el

numere de colonias en el higado, bazo y pulmones, respectivaments.
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La CLF-lip indujo 72% (P < 0.01), 0% y 67% (P < 0.01) de disminucidn
en el numero de colonias en el higado, bazo y pulmanes,

respectivamente. La combinacion de CLF-lip e IFN-y indujo 79% (P <

0.01), 0% y 77% (P < 0.01) de reduccion en el numero de colonias en
el higado, bazo y pulmones, respectivamente, y la combinacion CLF-

lip, IFN-y y NMA se asacié con 86% (P < 0.01), 16% (P > 0.1) y 87% (P <

0.01) de reduccién en e! nimero de colonias en el higada, bazo y
pulmones, respectivamente (Tabla 11).
En este estudio también se investigaron los efectos in vivo de

la CLF-lip, IFN-y y NMA en contra de la infeccion por MAC en

macrofagos peritoneales. En la Tabla 12 se puede observar que @l

tratamiento con [FN-y indujo 82% y 99% de reduccion en la

incorporacion de gliceral radioactiva por los baciles, a les 7 y 19
dias pestinfeccidn, respectivamentes, en comparacidn con el contral
sin tratar (P < 0.01). La CLF-lip, se asocié con 97% y 99% de
disminucion en la incorporacién de glicerol radioactivo por las
micobacterias, a los 7 y 19 dias postinfeccidn, respectivamente, en
comparacion con el control (liposomas vacios) (P < 0.01). La

combinacién de IFN-y y CLF-lip no mejord los efectos individuales de

117



ojuaruejen F
ebleq uoyey

SBLI9I0BIO|W sobejoioew sojesuo)ad ! Y

tod [Helose06 w—  gpgisqy @ — sobejoioepy € shep6lLd L 4— A_me\\!
ep ugoeiodioou| Py ye OV

“wda 9oz oap any sopejaajul ou sobejpsoew eiud 10[EA [ Y.LON

LovelL ¥ 9512S ZYost ¥ 919¢T 20108A sewosod|
vL¥ 028 ze¥ 159 VHINA-NII + di-412
lEL ¥ 1y ZyL+ 0SS A-N31+ di-419
e¢ ¥ 99¢ 96+ S£9 Epla)
. LL¥ 988 IeT ¥ 188 AN
DEDBL ¥ 0ZEEL 001 * SOEE JBiRJ} UIS |ojuD)
sep 6l sep 2 ouNuRIBI]

(30 ¥ ipaw)

wd>

ab1og sauoiey ap sejeauoylieg scbejoioepy ue pyw 1od
uDIaaJU| B) 3P BJUOD UD YWN A A-Nd| ‘dII-37D B @p 0AIA Uf SOPEPIAIDY

il viavli

118



estos agentes (Tabia 12).

3.3.2 Actividad Profilactica de la Clofazimina Liposomal en forma
Individual o en Combinacion con IFN-y en contra de la infeccidn
por MAC

Se evaluaron los etectos profilacticas de la CLF-lip y el IFN-y

en forma individual ¢ en combinacion en contra de MAC a los 7 y 19
dias pastinfeccion. Como se muestra en ia Tabla 13, el tratamiento
con CLF-lip se asocié con 93%, 95% y 93% de reduccion en el numero
de colonias bacterianas en el higado, bazo y pulmones,
respectivamente, en comparacion con el control (liposomas vacios)
(P < 0.01) a los 7 dias postinfeccion. Ademds, la combinacion CLF-
lip/IFN-y indujo 84%, 95% y 92% de reduccion en el numero de
colonias bacterianas en el higado, bazo y pulmones, respectivamente,
en comparacion con el control (liposomas vacios) (P < 0.01). No se
observo diferencia significativa con el uso de CLF-lip en
cambinacién con IFN-y.

Ademas, la CLF-lip indujo 84% (P < 0.01), 24% (P > 0.1) y 80%
(P < 0.01) de disminucion en sl I'IL'JITIeI;O de colonias bacterianas en gl

higado, bazo y pulmones, respectivamente, en comparaciéon con la
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infeccidn a las 24 h. La combinacidon de CLF-lip e IFN-y se asacid con

65% (P < 0.01), 23% (P > 0.1) y 75% (P < 0.01) de reduccién en el
numerc de colonias bacterianas en €l higado, bazo y pulmones,
respectivamente, en comparacion con la infeccion a las 24 h. No se

observg diterencia significativa entre la actividad de la CLF-lip y la

combinacién CLF-lip/IFN-y (Tabla 13).

gualmente se determind el efecto profilactico de la CLF-lip y
del IFN-y a los 19 dias postinfeccién. En la Tabla 14 se observa que
el tratamiento con CLF-lip se asocid con 95%, 98% y 98% de
reduccion en el numerc de colonias bacterianas en el higado, bazo y
pulmones, respectivamente, en comparacion con el caontrol
(liposomas vacios) (P < 0.01). Ademas, la combinaciéon CLF-lip/IFN-y
indujo  97%, 99% y 99% de reduccion en el namero de colonias
bacterianas en el higado, bazo y pulmones, respectivamente, en
comparacion con el contral (liposomas vacios) (P < 0.01). No se
observo diferencia significativa con e! uso de CLF-lip en
combinacion con |FN-y.

Ademas, la CLF-lip indujo 77% (P < 0.01), 0% y 63% (P < C.01)

de disminucion en €! numero de colonias bacterianas en el higado,
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bazo y pulmones, respectivamente, en comparaciéon con la infeccidon a

las 24 h, La combinacién de CLF-lip e IFN-y se asocié con 84% (P <

‘

0.01), 0% y 81% (P < 0.01) de reduccidon en el nimera de colonias
bacterianas en el higado, bazo y pulmones, respectivamente, en
camparacion con la infeccion a las 24 h. No se observd diferencia
significativa entre la actividad de la CLF-lip y la combinacion CLF-
lip/IFN-y.

Se investigaran las actividades profilacticas in vivo de la CLF-
lip en forma individual o en combinacicn con IFN-y en contra de la
infeccion par MAC en macrofagos peritoneales. La Tabla 15 muestra
que el tratamiento con CLF-lip indujo 96% y 99% de reduccion en la
incarporacion de glicerol radicactivo por las micobacterias, a los 7 y
19 dias postinfeccién, respectivamente, en comparacion con el
control (lipesomas vacios) (P < 0.01). La combinacion CLF-lip/IFN-y
se asocio con 93% y 99% de disminucién en la incorporacidn de
glicerol radioactivo por las micobacterias, a los 7 y 19 dias
postinfeccidn, respectivamente, en comparacién con el control

(liposomas vacios) (P < 0.01). La combinacién CLF-lip/IFN-y ng

mejoré el efecta individual de la CLF-iip.
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CAPITULO 4

DISCUSION

MAC es un patégeno oportunista que infecta a individuos con
compromiso inmunologico, particularmente a pacientes con SIDA en
quienes causa una alta mortalidad (178). MAC es facilmente
fagocitade por los macréfages en donde los bacilos sobreviven y se
replican. Entonces, para combatir exitosamente la infeccion por MAC,
es esencial dirigir los antibidticos a los macréfagos; la
encapsulacion de drogas en Ilposomas‘ facilita dicho proceso (268,
277, 279). Sin embargo, la infeccidn por MAC es dificil de tratar
debido a la resistencia intrinseca de la bacteria a gran variedad de
antibioticos (174, 177, 178, 181, 333, 334). Por lo tanto, es
necesario contar con drogas efectivas para el tratamiento de la

infeccidn diseminada causada por MAC.

Efecto de la Clofazimina
Se ha demostrado previamente que encapsular clofazimina en

liposomas resulta muy efectivo para inhibir el crecimiento de MAC
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(247). El oabjetivo primordial del presente estudio fue el de

investigar el efecto de combinacion de citocinas (IFN-yy TNF-a) con

.

clofazimina (libre y liposomal) en contra de la infeccion causada por
MAC. Para llevar a cabo éste objetiva, fue necesario determinar el
efecto individual ae estos agentes antes de utilizar combinaciones.
Por lo tanto, se estudiaron los efectos individuales de la CLF y la
CLF-lip en las funciones del macréfago.

La viabilidad del macréfago se investigd en cultivos tratados
con varias dosis de CLF o CLF-lip. Dosis de 0.037 a 1.2 pg/ml no
afectaron |la viabilidad del macrdfago, sin embarga, dosis mayores de
1.2 ug/ml de CLF o de 2.5 pg/ml de CLF-lip fueron toxicas para los
macréfagos (Figura 10).

En los experimentos saobre la incorporacién de clofazimina por
macrofagos, se observé que la infeccidn redujo significativamente la
incorporacion de CLF o CLF-lip por macréfagos; sin embargo, la

preactivacian con IFN-y mejord la incorporacién de CLF-lip por

macrdfagos infectadas (Figura 15).
En los experimentos disefados para estudiar la actividad
antibacteriana de la clofazimina en los macrdfagos, se demostrd que

tanto la CLF como 'a CLF-lip fueron efectivas para inhibir el
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crecimiento intracelular de MAC, cuando ambas formas de {a droga
se utilizaron como agentes profilacticos y postinfeccion. LaCLF y la
CLF-lip tuvieron efe'ctos comparables para inhibir el crecimiento
intracelular de MAG (Figuras 11 y 12). Sin embarge, la retencién de
la clofazimina én los macrofagos fue mejor despues de su
encapsulacion (Figura 13), sin observar pérdida de actividad o
cristalizaciéon de la droga.

Los pacientes pueden tolerar los efectos colaterales
ocasionados por la clofazimina (330), sin embargo, es preferible
utilizar CLF-lip, ya que la droga puede ser llevada directamente a_l
macrofago infectado y asi incrementar su eficacia. Ademas, se puede
reducir la dosis de l|a droga debido a que la CLF-lip tiende a
acumularse en los macrdfagos (227). Qtra ventaja de utilizar CLF-lip

es que se puede administrar por via intravenosa facilitando asi, el

tratamiento de la infeccidn diseminada por MAC,

Efecto del IFN-y en la Actividad Antibacteriana del Macrdfago

La sobrevivencia depende aparentemente de la virulencia de los
bacilos; los organismos que no son virulentos son eliminados maés

eficientemente por los macrofagos que los virulentos. Se ha
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reportado que la resistencia de los macréfagos contra micobacterias
no virdlentas depende de la produccion de cantidades elevadas de
TNF-a (163-165). De hecho, la respuesta natural del huésped en
contra de MAC depende de las actividades de las citocinas IFN-yy
TNF-a (161, 166, -188, 191, 193, 194), ya que se ha observado que la
muerte intracelular de MAC, se asocia con la produccion de TNF-o
par macréfagos pretratados con IFN-y (161).

Aunque los macrofagos pueden ser estimulados con IFN-y para

inhibir el crecimiento de MAC (166, 188, 191, 193, 194), otros
efectos que se han observado son, la promocién del crecimiento

bacteriane o la ausencia de efecto activador del IFN-y (161, 195,

196). Las diferencias de las actividades del IFN-y en macrdfagos en
contra del crecimiento de MAC podrian estar relacionadas a varios
factores: (a) origen de los macrdfagos, (b) virulencia de las cepas de
MAC y (¢) grado de infeccidn.

En este estudio se investigd el efecto del IFN-y antes o después
de la infeccidn, en la actividad antibacteriana del macrdéfago en
contra de MAC, y su relacion con la produccion de marcadores de

activacion del macrdfago, como lo san los niveles de nitritos y TNF-
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a. Se observo que el pretratamiento de macrdfagos con varias dosis
de IFN-y redujo en forma significativa el crecimiento intracelular de
MAC. Esta respuesta, sin embargo, no dependid de la dosis de IFN-y,
no se correlaciond con la produccidn de nitritos por macréfagos, ni
se debié a una reduccién en la fagocitosis de los bacilos debido ala
preactivacién de macréfagos con IFN-y, como otros lo han sugerido
(196) (la proporcién de macréfagos residentes infectados can
micobacterias fue de 38% t 7.5, mientras que el 36% * 0.3 de los
macréfagos pretratados con |FN-y fagocitaron micobacterias.
(Figuras 14 y 16)). Se decidig utilizar la dosis de 50 U/ml de IFN-y

para los experimentos posteriore, ya que dosis mayores (se probaron
hasta 1000 U/ml) no incrementaron el efecto antibacterianc del IFN-
y en macrdofagos (Figura 16). Ademas, se observd una inhibicidn
significativa del crecimiento bacteriano cuando los macréfagos se
pretrataron con |FN-y no sélo por 24 h, sino por 48 h, pero el
pretratamiento por 72 h no tuvo efectos en la actividad
antibacteriana del macrofago (Figura 17a), Esta uGltima observacidn

ha sido reportada previamente (161). La produccidn de nitritos no se

correlaciond con la respuesta del macréfago en contra de MAC
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{Figura 17b). Por el contrario, la produccidn de elevadas cantidades
de  nitrites disminuyd significativamente la respuesta
antibacteriana del macréfago (Figura 18). La reduccién en los niveles
de nitritos por macrdfagos preactivados con IFN-y mediante el uso de
NMA, restaurd la éapacidad antibacteriana del macrofago (Figura 19).
La produccidn de oxido nitrico por macréfages activados (324, 325)
se ha asociado con inhibicidn del crecimiento intracelular de MAC
(45). Por el contrario, existe evidencia de que el dxido nitrico no
participa en contra de infecciones por MAC (50, 193), o de la
resistencia de MAC hacia el dxido nitrico (51). Ademas, se ha
observado que el dxido nitrico puede inhibir las funciones
microbicidas del macrdfage (326) y suprimir la proliferacién de
linfocitos T (327).

Por otro lado, el tratamiento postinfeccion de macrdfagos con

IFN-y causd un patrén diferente de respuesta del macréfago a la

infeccion, que el observade para macréfages preactivados con IFN-y,

Como se puede observar en (a Figura 20a, el tratamiento de

macrofagos infectados con IFN-y por 24 h indujo 9% de inhibicion det

crecimiento de MAC; no se observé actividad al tratar macréfagos
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por 48 h, sin embargo, el tratamiento de macrdfagos con IFN-y por

72 h, promovid el crecimiento bacteriano en un 32%, ésta Ultima
observacion ha sidc; previamente reportada por otros (161). La
promocion del crecimiento de MAC se asocié con el incremento en la
produccion de nitritos (Figura 20b); el uso de NMA no sdlo redujo los
niveles de nitritos, sine que restaurd la capacidad antibacteriana del
macréfago (Figura 21). Esto sugiere que el dxido nitrice puede

producirse a niveles que atectan la funcidn microbicida del

macrdtago.

Efecto del TNF-a en las Funciones del Macrofago en contra de MAC
El TNF-a ha mostrado ser esencial en |a resistencia del

huésped en contra de infecciones por MAC (161, 328). En éste estudic

se observd que la preactivacién de macrdofagos con IFN-y incrementa
en forma signiticativa la produccidn de¢ TNF-a. El aumento en los
niveles de TNF-a se correlacioné can una inhibicién significativa del

crecimiento intracelular de MAC (Figura 22). Se ha observado que las

cepas virulentas de MAC inducen bajos niveles de TNF-a por

macrofagos (163-165). En egste estudio, se demostro que los
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macréfagos producen niveles muy bajos de TNF-a después de haber

sido infectados con MAC, que es una cepa virulenta. Sin embargo, la

praduccion de TNF-qa se incrementd significativamente -mediante la
preactivacién de los macrdfagos con IFN-y (Figura 22).

La produccién de TNF-a se correlaciond con la inhibicion del
crecimientac de MAC ya que el uso de anticuerpos especificos contra
TNF-a, suprimic la respuesta antimicobacteriana del macréfago
(Figuras 23 y 24); se ha reportado que la Inactivacién de TNF-o por

su antisuero especifico, mejora la infeccidn experimental con MAC
(328). Otra estrategia que se disefic para confirmar el papel del

TNFa en la respuesta del macrétago contra MAC, fue el uso de
pentoxifilina, un inhibidor especifico de la produccion de TNF-a
(319, 320). Como se muestra en la Figura 25, la pentoxifilina
suprimid la actividad de macréfagos preactivados con IFN-y en
contra de MAC, sugiriendo que el TNF-a estaba involucrado en la

respuesta antibacteriana del macréfage. Se ha reportade
previamente que la pentoxifilina disminuye en forma significativa la
actividad del macrdfago en contra de MAC (329). Ademas, se ha

observado en éste estudio, que el uso de TNF-a exdgeno (30 U/ml)
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estimuld los mecanismos antibacterianos del macrdéfago. Esta dosis
se selecciond en base a estudios previos gue indicaron que mayores

concentraciones de TNF-a (se probaron hasta 1000 U/ml) no

mejoraran la capacidad microbicida del macrofago (estos datos no se

muestran).

Actividades del IFN-yy TNF-a en Combinacién con Clofazimina en

contra de MAC en Macrofagos

Se ostudid el electo de combinacion del IFN-yy TNF-a con la

CLF o CLF-lip con el objeto de mejorar la capacidad individual de los
mismos, para reducir el crecimiento de MAC en los macrdéfagos. Se ha
demostrado previamente que las combinaciones de citocinas con
drogas antimicrobianas, han sido efectivas en el tratamiento de
infecciones por MAC (198, 307-310). En los experimentos que se
reportan en este estudio, se observd que la respuesta de macrofagos

al pretratamiento con IFN-y, o al tratamiento con TNF-o, mejord

notabiemente la actividad de la CLF o CLF-lip en contra de MAC en
macrofagos (Tablas 8 y 9). El mecanismo exacto dé la interaccion de

estos agentes no esta claro. El IFN-y puede estimular la actividad
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antibacteriana del macréfago en contra de MAC mediante |a
induccion de TNF-a (Figura 15) (161, 166). El TNF-a, a su vez, ha
demostrado ser un factor clave en contra de MAC (161, 328).
Ademdas, se ha reportado que el TNF-a tiene la capacidad de

incrementar los efectos pro-oxidantes de la clofazimina, los cuales
pudieran estar involucrados en la actividad antimicobacteriana del

macraofago (250, 252).

Actividades In Vivo de la Clofazimina Liposomal, IFN-y y NMA en
contra de la Infeccidn por MAC
Se evaluaron los efectos del IFN-y en combinacion con CLF-lip

en ratones beige, una vez que se habia demostrado su efectividad in
vitro en contra de la infeccion por MAC. Se ha investigado

previamentie el uso de TNF-a en el tratamiento de animales
infectados con MAC (161, 328); sin embargo, los efectos toxicos del
TNF-a limitan su uso (331). Por lo tanto, se decidid utilizar IFN-y

debide a su baja toxicidad para los animales y a su capacidad de
inducir [a produccion de TNF-a por los macréfages (166). Ademas, se

selecciond a la CLF-lip en vez de la forma libre de la droga, ya que se
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pueden emplear concentraciones mayores de la droga encpasulada en
liposomas sin causar toxicidad para los animales.
Los resultados obtenidos éste estudio muestran que el uso de

CLF-lip indujo una reduccién significativa en la infeccion par MAC en

el higado, bazo y' pulmones. La combinaciéon de CLF-lip e IFN-y no

mejord el efecto individual de la CLF-lip. Sin embargo, la adicién de
NMA a dicha combinacion resultd en una disminucién significativa en
la infeccion en higado y baze, en comparacion con los efectos de la

CLF-lip y del IFN-y en forma individual o en combinacién (Tablas 10 y
11), En adicion a los probables efectos de interaccién entre el IFN-y

y la CLF-ip que se discutieron previamente, se ha observado que la

preactivacién de macrofagos con IFN-y mejora la incorporacion de

CLF-lip (Figura 15). Ademas, se ha observado que el NMA puede
regular la produccidon de niveles de &xido nitrico potencialmente
toxicos para el macrofago, que pudieran afectar la viabilidad y las
funciones micrabicidas del mismo tales como la fagocitosis y la
produccian de superoxido (326). Igualmente, se ha reportado que el
NMA reduce la produccion de dxido nitrico por macréfagos humanos

en respuesta a Mycobacterium avium lo cual parece reducir su
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crecimiento intracelular (332).
Se observd que el tratamiento con IFN-y no redujo la infeccidn
en higado y bazo. Sin embargo, los macréfagos peritoneales

respondieron bien a ésta terapia (99% de reduccion de fa infeccion en

comparacién con el control sin tratar) (Tablas 10-12). En éste
estudio se ha demostrado que el uso de IFN-y, antes o después de la
infeccion, determina el efecto de la citocina en la infeccidon por MAC
(Figuras 16 y 20). Los datos que se presentan en éste trabajo

demuestiran que la preactivacién de macrofageos con IFEN-y, induce la
produccién de TNF-a y de ésta manera se estimula la actividad
microbicida del macrofago en contra de MAC (Figuras 16 y 22). Sin
embargo, el uso de IFN-y después de la infeccion, no tuvo efecto en
contra de MAC o se asocid con un aumento signiticativo del
crecimiento intracelular de MAC (Figura 20). Por o tanto, es posible
que la ausencia de efecto que se observa con el uso de IFN-y en
contra de la infeccion por MAC en el higado y bazo, y el efecto
significativo que tiene el IFN-y en contra de MAC en macrdfagos

peritoneales, se relacione a la actividad de ésta citocina antes o

después de la infeccidn. Ademas, se observd que el tratamiento con
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IFN-y reduce en farma significativa la infeccion en los pulmones

después de 19 dias de tratamiento (Tabla 11). Esta respuesta podria

ser ¢l resultade de preactivacion de macrdfagos con IFN-y antes de

la infeccidn, como se observa en la Figura 16.

Actividad Profildctica In Vivo de la CLF-lip, IFN-yy NMA en contra
de la Infeccién por MAC

En éste estudio también se cbservd que la CLF-lip tenia efecto
profilactico en contra de la infeccion por MAC en higado, bazo y
pulmones. Sin embargo, la combinacién con IFN-y no mejord la
actividad de la CLF-lip (Tablas 13 y 14). El efecto de la CLF-lip en
profilaxis es alentador, ya que se carece de drogas efectivas en
contra de MAC. Hasta hoy, la rifabutina es la Unica draga que se ha
probado como agente profilactico en contra de la enfermedad
causada por MAC; sin embargo, |a toxicidad de ésta droga para
pacientes con SIDA limita su uso (311). Ademéds, la CLF-lip redujo la
infecciéon en macréfagos peritoneales cuando se utilizé en forma

profildctica; sin embargo, la combinacidn de CLF-lip e IFN-y no

mejord sus efectos individuales en contra de MAC (Tabla 15).
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CAPITULO 5
CONCLUSIONES

La infeccién par el complejo Mycobacterium avium-M.
intracellulare (MAC) es una de las causas mas comunes de
bacteremia en pacientes con SIDA. MAC sobrevive en los macréfagos
y la infeccion es dificil de tratar debido a la resistencia de és.te
organismo a muchos antibioticos. La severa inmunosupresidon que
padecen los pacientes con SIDA, que se asocia a niveles reducidos de
linfocitos T cooperadores y a la deficiencia de dichas células para

producir |IFN-y, constituye un factor adicional y muy significativo
involucrado en la infeccidn diseminada por MAC. El IFN-y induce la
produccidn de TNF-a y éste es un factor determinante en la

resistencia del huesped en contra de [a infeccidn por MAC. La
sobrevivencia de los pacientes con SIDA que estan infectados por
MAC es significativamenta menor que |la de los pacientes no
infectados.

Se investigd el efecta de activar macrdfagos con IFN-y o TNF-c
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en un intento de mejarar la actividad intracelular de la clofazimina
en contra de MAC. La CLF y la CLF-lip tienen actividad antibacteriana
en macrofagos, cuan;io se usan antes o después de la infeccion. A
pesar de que los pacientes pueden tolerar los efectos colaterales de
la clofazimina, la CLF-lip tiene la ventaja de acumularse en los
macréfagos y de ésta manera se incrementa su eficacia en contra de
MAC. La activacion de macréfagos con citacinas inhibid el
crecimiento de MAC. Asi, la eficacia de la CLF o CLF-lip en contra de
MAC en macréfagos, se incrementd cuando la clofazimina se combind

con IFN-y o TNF-a. La relevancia de utilizar regimenes inmunoquimio-

terapéuticos reside en atacar a MAC en forma simultdnea por
diferentes mecanismos: el antimicrobianc, por la toxicidad directa
de la droga contra MAC; y el inmunomodulador, mediante la
aclivacion de la respuesta micraobicida del macrofago.

En éste estudio se demostrd que el uso de IFN-y, antes ©

después de la infeccidon, determina el destino de MAC en macrdfagos.

Si los macrdfagos son estimulados con el IFN-y antes de ser

infectades, se inhibe el crecimiento de MAC debido a la produccidn

de TNF-a. Por el contraria, el tratamiento de macréfagos con IFN-y
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no tiene efecto antibacteriano si se usa después de la infeccion; de

hecho, en éste estudio se obsefé que el IFN-y utilizado postinfeccidn

promueve el crecimiento micobacteriano. Este efecto se debe

probablemente a la produccién de 6xido nitrico, ya que se suprimiod

mediante el uso de. NMA.

El uso in vivo de la CLF-lip, IFN-y y NMA en combinacion,
resulté en una reduccién significativa de la infecciéon en higado, bazo
y pulmones en comparacién con los efectos individuales o en
combinacién de la CLF-lip y el IFN-y. Es posible que el NMA
incremente la eficacia del IFN-y, mediante la reduccién de los
niveles de Oxido nitrico que pudieran ser toxicos para el macréfago
(326). Ademas, tanto el IFN-y como la CLF-lip redujeron en forma

significativa la infeccion in vivo en los macréfagos peritoneales.
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