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CAPITULO 1. ANTECEDENTES

1.1 Unicelularidad o Multicelularidad — [uchu y wnidad dialéctica de

contrarios.

Inmunidad y organizacion multicelular son procesos bioldgicos intimamente
ligados e int=rdependientes con peculiatidades distintivas que transitun en (sumples)
sutilezas dilerenciales; son destellos de toda una cadena evolutiva que, saturada de
intertos y fracasos, han sido eslabones forjados tan solo por unos cuantos organismas,

Durante la filogenia, un requisito indispensable hacia la multicelularidad
representaba la discriminacién diferencial intercelular. Desde luego, parte de la
prublematica que implicaba el desarrollo de mecuusmos de recunocimiento entre
organismos va se encontraba resuelta, de origen, gracias a la comunidad de los
componentes o bloques bdsicos monoméricos necesarios para la edificacion de
estructuras de membrana. No obstante, es precisamente la “promiscuidad” (comunidad)
de este lazo comun obligatorio la que posibilita a organismos ememigos‘hostiles a
desplegar ciertas tacticas antagdnicas de parasitismo.

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

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

y no simplemente sobrevivir.
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Figura 1. Unidad de fenémenos biolégicos a través de la aplicacion de

algoritmos comunes,

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

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

El parasitismo intracelular en veriebrados, ya sca obligatorio o facultativo e
independientemente de que implique una adaptacion reciente o lgjana en la Evolucion,
es una manifestacion de “arte intrépido” debido al limite tan sutil existente entre una
exitosa vida intracelular eludiendo los mecanismos inmunoldgicos de reconocimiento
del huésped, y la destruccién del parasito por estos mismos mecanismos (I, 2, 3). Sin
embargo, [a existencia, supervivencia y adaptacion de parasitos intraceludares a un
sistema inmune tan eficiente en su funcidn detensora como el de la clase de los
Vertebrados - que posee multiples niveles de defensa - nos lleva a pensar que estos
patasitos poseen los recursos suficientes para cumplir tales objetivos con un buen grado
de éxito.

Es imevitable la lucha de orgumsmos evolutivamente desiguales, con distintas
capacidades inherentes para subsistir y que, sin embargo, se encuentran intimamente
entrelazados en los aspectos estructural y funcional, El resultado final que deriva de [a
contienda puede variar desde un completo autotrofismo hasta el parasitismo total,
pudiendo existir un sinnlunerv de matices entre estos dos extremos. Asi, €l parasitismo
intracelular no es més que una faceta en tormo a la lucha desesperada y 1dgica de ciertos

organismos para preservar su integridad.

1.2 Respuesta inmune innata y adquirida.

Dos hallazgos primordiales causaron que los investigadores de la respuesta
inmune adqu.rida relegaran por afios, a un segundo plano, a la innata. El primero fue el
descubrimiento de la recombinacién de segmentos génicos (V, D, J) en linfocitos By T
para generar la inmensa diversidad y exquisita afinidad de receptores antigeno-
especificos. El segundo se constituyd a través del descubrimiento de las dos hipotéticas
subpoblaciones de linfocitos T CD4", con caracteristicos espectros de citocinas
secretadas (Thl — IFN-y, [L-2, TNF-B; Th2 — [[.-4, IL-10) y capaces de suprimirse

mutuamente y determinar tambicn el tipo de respuesta inmune — humoral o celular.
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Por un lado teniamos una estirpe celular filogenéticamente nedfita, pero mas
evolucionada y con cualidades para diferenciarse, segun las necesidades, en dos clases
de linfocitos ~ T y B — adjudicados con las herramientas suficientes para explicar
cabalmente el reconocimiento de la infinidad de formas antigénicas a las que nos
enfrentamos en el transcurso de nuestras vidas. En el otre extremo se encontraban
componentes de la respuesta inmune imnata que, a pesar de constituir las primeras lineas
de defensa contra ¢l proceso de infeceidn — macréfagos, neutrdfilos y eosindfilos -
fueran considcrados como “rigidos™ elementos accesorios que carccen de memoria y

especificidad inmunoldgica.

1.3 Heterogeneidad y renovacion de macrofagos.

En afios recientes hemos sido testigos de una intensa exploracion que,
paulatinamente, rompe la concepcion per se establecida acerca de la uniformidad de
macrotagos [neutrotilos (4) y células dendriticas (5, 6, 7)]. En efecto, constatamos no
solo una heterogeneidad fenotipica y morfolégica, sino también una diversidad en
cuanto a actividad génica y estado funcional, siendo esta dltima ligada clasicamente al
concepto de activacion, definida como la adquisicion de competencia a completar una
funcion compleja (quimiotaxis, tagocitosis, procesamiento y presentacion de antigenos,
muerte intracelular de micropardsitos, etc.}, cuaatificada por €l grado de realizacién de la
tarea dirigida durante un ensayo fisiologico (8, 9). De particular importancia es el
potencial de macrdfagos a ser activados de diversas maneras, donde cada una de ellus
representa la potenciacion de una o mas funciones y la supresion de otras.

En ba e a las condiciones de activacidn, hasta el momento han sido descritos tres
tipos de macrofagos que realizan distintas funciones inmunoldpicas: i) macréfagos
activados en forma clasica o Tipo 1 (I0, 1]); it) macrofagos activados en forma
alternutiva (10, 11, 12}, iii} aracrdfagos activados de Tipe 2 ({2, 13). Ademas, los
ensayos de mucroarreglos, RT-PCR y expresion diferencial sefialan que las
combinaciones de genes inducibles en macrdfagos son casi Guicas para cada agente
activador (virus, bacterias, hongos, levaduras, etc.), existiendo tan solo un traslape
parcial entre ellas (/4). Por otro lado, los patrones de expresidn génica pueden verse
modificados considerablemente baju los efectos combinatorios de citocinas y

compuestos quimicos (como por ejemplo [FN-y + LPS) (1.5).
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El “mito” de la inespecificidad de la respussta inmune innata comienza a ceder
paso gracias a los hallazgos de multiples receptores celulares en macrofagos [receptores
para el componente ke de lgs (IgG, IgA, Igk), complemento (C3b, C3bi, C5a, Clq),
citocinas (MIF, MAF, LIF, IL-1, IL-2, IL4, IFN-«, IFN-f, [FN-y, IL-12, TNF-u, IL-10
y otras), hormonas (insulina, angiotensina, glucocarticoesteroides), lipoproteinas (PGE,,
LTB4, LTC4 LTDy4, PAG), manosil-fucosil, residuos de galactosa] que, al unirse a sus
lisandos con estructura quimica caracteristica, fransducen seflales intracelulares que
desencadenan respuestas inmunoldgicas especificas.

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

menospreciable prolifcracion de fagocitos macrofégicos in situ (17).

1.4 Moléculas CD1 y TLR.

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

CD1 comprende un grupo de proteinas relacionadas, estructural- y
evolutivamente, con las moléculas presentadoras de antigenos codificadas por el
Complejo Mayor de Ilistocompatibilidad (MHC). En el cromosoma | del humano se
encuentran los genes para cinco tipos de moléculas CD1 (Cdia, CDlb, CDlc y CDId),
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mientras que en el raton existen dos genes que codifican proteinas homélogas al CDI
humano — mCD1d1l y mCD1d2. En farma anéloga a las moléculas MHC 1, pero a
diferencia de MHC 11, las proteinas CDl se asocian a Bz-microglobulina por medio de
interacciones no covalentes; no obstante, a nivel de secuencias aminoacidicas, CD1 se
encuentra igualmente relacionada con los dos tipos de moléculas MHC I y 1.

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

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

A través de millones de afios de Evelucidn, desde insectos hasta mamiferos, la
respuesta inmune innata ha retenido en macrofagos y otras CPAs, Ja estructura de los
receptores Toll/TLR para responder a las amenazas microbianas por medio del
reconacimicnto de sus Patrones Moleculares Asociados a Patogenos (PAMP). Cada uno
de estos patrones dc patdgenos es no sélo reconocido especificamente por uno o dos
receptores TLR |[LPS—STLR-4 (235), lipoproteinas o lipopéptidos—>ILR-2 (26),
CpGADN—-TLR-9 (27), flagelina>TLR-5 (28), péptidoglicano—»TLR-2 y TLR-6 (29,
3], sino que diferentes TLRs pueden cooperar para alcanzar un grado de especificidad
mis avanzado y descifrar las identidades de varias clases de microorganismos (3/-36).

La activacién de macrdéfagos via TLRs por micropardsitos o sus ligandos, facilita
la sintesis y secrecién dindmica de moléculas efectoras con actividad indirecta comeo
citocinas proinflamatorias {IL-[, 1.6, TNF-a (#7-39)], Th! [IL-12 (¢9, 41)] y anti-
inflamatoria- (IL-10), asi como otros compuestos con efectos antimicrobianes directos

como el ¢xido nitrico. £n reciprocidad, TLRs son inducidos bajo el efecto especifico de
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citocinas; asi, IL-2, IL-13, TNF-« e IFN-y elevan, transitoriamente, la expresion de

TLR-2"" 4 las das haoras post-estimula en la linea macréfagica RAW264.7.

1.5 Fagacitosis,

Lejos de representar un suceso estitico, pasivo v umidireccional, la interaccion
parasito—macrofago acontece de acuerdo a upa secuencia ordemada de eventos
intercelulares basados en patrones de especificidad y que vislumbran un proceso
dinamico (bidireccional) definido en cada mamento por factares del huésped y parasito.
El contacto fisico “adhesive” del microparasito con la célula huésped es uno de los
primeros eventos. Esta adhesion se lleva a cabo a través de la umidn de ligandos
pettenecientes a la bacteria, llamados adhesinas, con sus receptores de membrana que se
encuentran sobre la célula fagocitica De manera freccuente muiiltiples ligandos sabre la
superficie del patdgeno sirven para elevar la fuerza y especificidad (efecto aditivo) de
adherencia cuaiido estos ligandos son reconocidos en forma coordinada. Sin embargo, en
situaciones «'; ausencia de complementariedad, el microparasito ha tomado ventajas de
los mecanismos de sefializacion transmembranal de la célula huésped, desencadenando
el mismo el agrupamiento y activacion del portal de entrada. Alternativamente a este
mecanismo de activacion directa de la sefializacion celular via componentes bacterianos,
existe la posibilidad de una interaccidon indirecta por medio de la estimulacidn de
liberacion de factores activadores solubles celulares (como por ejemplo, citocinas), los
cuales una vez secretados actian de forma paracrina o autocrina € inducen la expresion
del receptor celular sobre la celula blanco.

La fagocitosis es un fenomeno en €l que convergen sistemas que a primera vista
parecieran distantes (proteinas del citoesqueleto, receptores de membrana, enzimas de
fosforilacion y degradacidn, citocinas, faclores de transcripeion gémica, etc.). La
wternacion en el macrofago, asi como la citostasis y destruccion microbiana, se ven

acompafiadas de la sintesis y/o liberacidn de citocinas especificas.

1.6 Rutas de internacion de particulas,
La polémica sobre el efecto de la ruta de penetracion se ha exacerbado atn més

gracias a que, como alternativa de las vias opsonizantes, existen receptores mediadores
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de fagocitosis no-opsonizante y, alin mas, a la posibilidad de combinacion simultinea
entre estas dos clases de receptores para la internacion antigénica.

Diversos autores reportan que las distintas vias de intemacion por macrotagos, la
naturaleza fisica y quimica, asi como el estado bioldgico del objeto a internalizar
[soluble, particulada (por ejemplo bacterias)] predeterminan un destino diferente del
objeto en {a respuesta inmunoldgica para cada caso (. Asi por ¢jemplo, las micobacterias
muertas fagocitadas por los macrofagos son llevadas a fagosomas que difieren
parcialmente ¢n su constitucion polipeptidica de las fagosomas que reciben a las
micobacterias vivas (48). Ademas, se ha observado que todas estas vias que son
utilizadas para lograr la penetracion infracelular de sustancias solubles u objetos
particulados cambian cuando se tratan las células con citocinas recombinantes como

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

1.6.1 Vias de internaciin de Mtb cn macréfagos.

M. tuberculosis es un microorganismo patdgeno intracelular muy estudiado con
capacidad para penctrar en macréfagos a través de al menos diez tipos de receptores
celulares — CRI, CR3, CR4, Receptor para Manosa (MR), CDI4, al menos tres
diferentes tipos de receptores para Sp-A, I'cyRs — algunos de los cuales puciiesen estar
asoclados a una internacidon microbiana que no desencadena la activacion de
mecanismos microbicidas del macrofago, como la produccion de intermediarios
reactivos del oxigeno y nitrogeno.

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

(44). Ademds, la exposicion previa (por 18 horas) de la linea macrofagica J774E (MR")
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a IL-4 (citocina prototipo 1'h2), causa una mayor fagocitosis mediada por MR; por cl
contrarig, IFN-y (citocina prototipo Thl) eleva la fagocitosis a través del componeate Fc
de inmunoglobulinas (45).

Trad wnalmente la captacidon de particulas a través de los receptores
macrofiagicos para el compunenie Fc de inmunoglobulinas se vincula con una
produccion de anidn superdxido y liberacion de citucinas proinflamatorias del fagocito
(46). Sin embargo, la ingestion de micobacterias de la cepa H37Rv opsonizada con IgG,
asi como no opsonizadas, no evita la supervivencia intracelular microbiana (47). Estos
resultados podrian indicur que, al menos en el caso de M, suberculosis, la virulencia
depende de [actores microbianos que actian nv Jdurante la intermacidon celular (vias de
penetracion), sinu mas bien en ¢l proceso de formucion y maduracion del fagolisosoma
(48).

1.6.2 Vias de entrada de otros micropardsitos intracelulares. _

Los estudios de Rathman et al (¢9) y Butcher e¢ al. (50) evidencian que el portal
de entrada de Salmonella typhimurium (cepas SL1344 y mutante BJ66) y
Toxaplasma ~ondii (taquizoitos) de la cepa virulenta RH en macréfagos de la linea
macrofigica RAWZ264.7 y macréfagos de ratdn derivados de meédula osea,
respeciivaments, no es relevante para que estas dos especies intracelulares sobrevivan y
se multipliquen. Aparentemente, el prerrequisito indispensable en ambos casos resulta
ser la viabilidad de los microparasitos, ya que la evasion del trafico endocitico y
modificacidn del fagosoma que contiene a S. fyphimurium, asi como €l efecto supresor
de T. gondii sobre la produccion de IL-12 y TNF-« estimulada por LPS, no se realizan
cuando se utilizan microorganismos muertos pot calor (no viables).

En confraste a las investigaciones arriba citadas, Drevets et al. (31) tratan de
evidenciar la existencia de al menos dos diferentes tipos de receptores que frterceden la
internacion de L. monocytogenes, uno de los cuales, CR3, es referido a una actividad
microbicida efectiva anti-Lisferia. Los autores usan macrofagos peritoncalcs inducidos
con peptona o tioglicolato, clasificados como listericidos y no-listericidos basandose en
el porcentaje de fagocitosis mediada por CR3 de Listeria opsonizada con suero — 60 y
35%, respecavamente — y en el hecho que los primeros (listericidos) no permiten el

escape de Listeria al citoplasma.
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1.7 Adhesiom,

El reconocimiento/adhesiéon de patdgenos por medio de receptores
inmunolégicos de la respuesta inmune desencadena en macréfagos la activacion de
mecanismos celulares de fosforilacion (Protein-cinasa A, Casein-cinasa I, PKCE, 1xB-
Cinasa, Akt, Fosfatidil-inositol cinasa, raf-1, cinasa dependiente de ARN de doble
cadena, etc.)). Lus sefiales generadas estimulan la induccion de los factores de
transcripeion celular NF-kB {Rel(c-Rel, RelA (p65), RelB, WF-xB1 (p5Q y su precursor
pl05) y NF-xB2 (p52 y su precursor pl100)], que regulan, en forma positiva o negativa,
una gran variedad de genes para citocinas (IL-1, IL-6, TNF-a, IL-12, IFN-y, GM-CSF),
quimiocinas (IL-8, MCP-1, MIP-1a, RANTES, eotaxina), moléculas de adhesion celular
(ICAM, VCAM, E-selectina), proteinas de fasc aguda (proteina sérica amiloide 1, factor
B del complemento, componente C3 del complemento, etc.), cnzimas efectoras (iNOS,
COX-2), pr¢ .« sinas del MHC y moléculas coestimuladoras de membrana (coma B7.1 y
B7.2).

La naturaleza de los ligandos microbianos (LPS, ARN viral de simple o doble
cadena, secuencias de ADN estimuladoras, péptidoglicanas, etc.) quc inducen la
activacion de NF-kB, sugiere que este efector juega un papel critico en la respuesta
inmune innata, Para ejernplificar lo anterior, dus estudios demostraron que macréfagos
de la linea celular P338D reaccionan a la infeccién con Listeria monocytogenes con una
inmediata induccitn transcripcional y de traduccion de las citocinas TNF-a e [L-1a/p
(40). La misma respuesta se observd cuando la internacion de L. monocytogenes por
macréfagos fue bloqucada por el tratamiento de citocalasina D, indicando que la
adhesién, pero no la fagocitosis, es requerida para la induccién de las citocinas

proinflamatorias mencionadas.

1.3 F-ceptores para el componente Fc de la inmunoglobulina G.

Los complejos inmunes (Cls) pueden potenciar o suprimir la respuesta inmune
aterente en dependencia de su combinacion precisa y modo de administracion (65). En
el humano existen tres clases de receptores celulares para ¢l componente Fo de
inmunoglobulinas de isotipo y: FcyRI o CD64 (FeyRIA, FoyRIB v FoyRIC) con alta
afinidad (Ko=10"-10"M™), FeyRII 0 CD32 (FeyRIIA, FeyRIIB y FeyRIIC, con baja

10
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afinidad (Kg<10"M") y FeRIIL 0 CD16 (FeyRIILA y FcyRILIB) con afinidades media y
alta, respectivamente (K4£3x107 y <10"M™); en el raton, sus equivalentes son FoyRI,
FeyRITIB y FeyRIIL En forma adicional se ha descrito la existencia de polimorfismo
genético para FCyRIIA, FeyRIIIA y FeyRIIB, con aparente relevancia funcional, ya que
afecta la unidén de IgG e influyen sobre la susceptibilidad a un cierto mimero de
enfermedades infecciosas y autoinmunes (64). Funcionalmente, los FeyRs pueden, a su
vez, dividirse en receptores activadores (FcyRI, FeyRILA y FCyRIITA) e inhibidores
(FeyRIIB) en base a la presencia de una secuencia aminoacidica consense ITAM
(Mativo dec activacion de inmunoreceptor dependiente de tirosina) para los primeros, y
para los segundos — ITIM (Motivo de inhibicién de inmunoreceptor dependiente de
tirosina). La excepcion a esta dicotomia funcional es el receptor FeyRIIIB sobre
neutrofilos, que carece tanto de ITAM ¢ ITIM y funciona ¢como receptor decodificador
al ligar Cls, pero sin desencadenar activacion o supresion.

FcvRs activadores se encuentran en las membranas de 1a mayoria de las c€lulas
del sistema inmune: monocitos, macrdéfagos, células WK, mastocitos, eosindfilos,
neutrofilos y solo en ciertas subpoblaciones de linfocitos. Por ofra parte, los FcyRs
inhibidores se hallan en células B, macrdfagos, neutrdfilos y mastocitos, pero no en
células T y NK.

1.8.1 FeyRs activadores.

Estos receptores carecen de actividad tirosin-cinasa intrinseca, pero su
entrecruzamiento desencadena la fosforilacidn de tirosina en ITAM por la familia de
cinasas Sr¢, gracias a lo cual se reclutan moléculas, sobre todo de la familia de las
cinasas syk, que contienen un dominio SH2 que se une al ITAM fosforilado.
Dependiendo del tipo particular de c€lula activada por el receptor Fe, se involucran
diferentes cinasas en estas vias de sefializacion posterior {en células NK: FcyRIIA—)lck;
en monocitos y mastocitoy: FeyRIIA o FeyRIIIA— lyn y hek (67, 68)). En €l mecanismo
de transduccidn posterior existe una similitud en las vias de seiializacién observadas
para otros receptores que contienen [TAM, commo BCR y TCR (69, 70).

Uno de los eventos tempranos es la activacion de P13 cinasa, la cual induce la

produccion de PIPs y el reclutamiento de meléculas que poseen el dominio PH, como lo
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son las cinasas PLCy y Tec, a través de la interaccidn PIP;-PH (71, 72). PLCy gencra
1P3, DAG y la movilizacion sostenida de calcio necesarios para (a realizacion de tareas
inmunitarias: degranulacion, fagocitosis, ADCC, transcripcion de genes para citocinas y
[iberacién de mediadores proinilamatorios (citocinas, leucotrienos, prostaglandinas,
etc.).

La activacidon mediada por FcyRs (activadures) potencia la respuesta humoral
mediada por anticuerpos a través de su internacion por CPAs y, ademas, elevan el
procesamiento de antigenos ¢ influencian en forma selectiva la presentacion de ciertos
epitopes antigénicos internados por FcyRIIL, mas no aquellos presentados a traves de
FeyRil (77).

1.8.2 FeyRs imhibideres.

FcyRIIB establece umbrales de activacion de células B en el momento del
entrecruzamienta de [gs de superticie, un mecanismo mediante el cual Cls pueden
supnimir [a produccion de anticuerpos, disminuyendo par tanto la movilizacidén de calcio
en linfocitos B y su posterior proliferacion celular.

La fosforilacion de ITTM genera un dominio de reconocimiento SH2 que es el
sitio de union pars la molécula de sefializacion inhibitoria SHIP (SH2-containing
Inositol 5 -Phosphute) que bluquea la activacion de ITAM a través de la hidrdlisis de
PIPy a fosfatidilinositol 3,4-bifosfato [PL(3,4)P;]. Estudios en ratones knockout para
SHIP coinciden que la deficiencia en células sanguineas de esta proteina de sefializacion
negativa resulta en mieloproliferacion e hiperrespuesta a la estimulacion con factores de
crecimientc 74). En ausencia de PIP3, las proteinas con dominio PH (por ¢j. Btk y
PLCy) son liberadas de la membrana celular y se anula la sefial impartida por caicio al
prevenir el influjo de este cation extracelular, obstruyendo asi las funciones inmunitarias
ya mencionadas.

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

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

de citocinas (76).

1.9 Inmunoglobulinas intravenosas.

A mas de cincuenta afios de su aplicacidn terapéutica, Samuelssan et al. (77)
evidenciarcs que el mecanismo molecular de la propicdad anti-inflamatoria de [VIG en
desordenes autoinmunes se basa en la induccidn del receptor inhibidor FcyRIIB sobre
celulas efectoras macrofagicas. Los autores se apoyaron en un modelo de
trombocitopenia inmune en ratones BALB/c, en el que la inyeccion del anticuerpo
monoclonal de subclase 1gG2a anti-plaquetas 6A6 (MAb 6A6) desencadena el rapido
consumo de plaquetas a través de receptores FoyRIIL Mientras que la participacion de
neutréfilos en el efecto negativo de MAb 6A6 e¢ra minima, existia una aparente
implicacion de células efectoras esplénicas macrofigicas. La proteccion de IVIG contra
el efecto de destruccidn plaquetaria fue dosis-dependiente y conferida por la porcion Fe,
pero no Fab, de los anticuerpos contenidos; ademds, la proteccidn a través de IVIG fue
defectuosa en animales FeyRIIB-deficientes (vs normales) o al bloquear en forma
especifica el receptor FeyRIIB en rutones normales. Finalmente, el trutamiento de
ratones con IVIG origind un aumento de 60% en el mitmero de macréfagos esplénicos
que expresa: altos niveles de FeyRIIB. Como ya sc ha explicado, el entrecruzamiento
simultineo de receptores FcyRIIL y FeyRIIB por Cls mduce el reclutamiento de la
rmolécula SHIP, una fostatasa de inositol que hidroliza PIP;, abortando una de las fases
esenciales en la via de seiializacidn para fagocitosis y, por tanto, evitando la destruccion
de plaquetas.

La unidn de receptores FeyRIIB logra no sélo disminuir la expresion de MHC II
inducida por IFN-y en manocitos humanos (78), sino que también puede suprimir la
respuesta de anticuerpos antigeno-especificos (79), la actividad fagocitica, y la
produccida de acido araquiddnico y perdxido de hidedgeno por macrofagos. Asi mismo,
[a captacion de Cls tformados por 1gG y eritrocitos de carnero u ovoalbamina (IgG-E e
IgG-OVA) pur FeyRs de macrdfagos activados (con [FN-y + LPS) resulta en una
marcada reduccién especifica de I[L-12p35*""™" v 1L-12p40*""®  pero sin alterar la

expresion de los ARNs mensajeros para IL-1a, IL-1@, IL-6, y elevando la de IL-10%*"™
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(80, 81). Es iotable que, a nivel prateico, la inhibicidn de la produccién de [I.-12 por
IeG-E o IgG-OVA par macrofagas activados, no vuelve estas células refractarias a la
produccion de [L-~10 y otras citocinas proinflamatorias (TNF-a. ¢ IL-1, por ejemplo) (82,
87).

Huemophilus influenzae tipo b muerta pur calor es capaz de inducir IL-12p40 y
niveles relativos de [L-10 ~5060 pg/ml, pero el complejo A influenzae-1gG estimula
aun mas la produccion de esta citocina anti-inflamatoria (~15000 pg/mi). In vivo, no sélo
s¢ acelera ¢l ntmo de eliminacion de [gG-LPS a través de FeyR, sino que también
disminuye la produccion de [L-12p40 (34).

Los estudios demuestran que la activacién in virro de macréfagos derivados de
médula dsea por IFN-y (“priming”) y expuestos a LPS, dirige los fagocitos hacia una
respuesta tipo Thi a través de la respuesta inmune innata, ya que macrofagos de raton
MyD88" (proteina adaptadora que interviene en la sefial de transduccion por TLRs), no
logran prodi .ir citocinas tipo Tht (83). Ademas, la ligacion subsiguiente de Cls, ain
cuando fueran estos irrelevantes, modifica en forma dramatica estos macréfagos tipo
Thl (secretores excelentes de 1L-12) a tipo Th2 - productores de elevadas
concentraciones de [L-10 (86, §7). Mas aiin, el encuentro de estos macréfagos activados
tipo Th2Z con células virgenes T, genera clonus Tipo Th2 (IFN-yeone < IL-dcone) que
mantienen este fenotipo estable durante una respuesta inmune secundaria in vitro (88).

Eo forma reciproca, existen citocinas que poseen la capacidad de regular
positiva- @ negativamente la cxpresion genética y proteinica de los receptores para Fey
en dependencia muy estrecha de la célula blanco y cronologia de las citocinas y otras
estimulos aplicados. LFN-y aumenta la transcripcion del gen para FcyRI (89) asi como la
estabilidad de su respectivo ARNm ¢n monocitos humanos de adultos y recién nacidos,
mientras que la expresion de FeyRIA™™ se eleva s6lo en los monocitos de recién
nacidos (90). Por otra parte, la expresion de las proteinas FcyRIIA sobre membranas de
monocitos ¢ culantes fue potenciada bajo el efecto de [FN-y, mientras que FcyRIIB se
glevd al tratar las células manogiticas con [L4.

El estudio de te Velde et al. (91) resulta sobre manera interesante, ya que estos
autores reportan que IL-10 regula en forma negativa la expresion de MHC I, pero
estimula, en forma comparable con [FN-y, la actividad citotéxica dependiente de
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anticuerpos y la expresién de FeyRI sobre monocitos humanos, El tratamiento de
monocitos con 1L-10 previene la disminucién causada por [L-4 de los tres tipos de

recepiores Fey.

1.10 Maduracién del fagosoma.

Después de su fagecitosis, el nicleo estratégico de los patdgenos intracelulares
(Chiamydia, Legionella, Mycobacterium spp., Toxoplasma gondii, Coxiella burnetti,
Leishmania spp., rickettsias, Tripanosoma cruzi, L. monocytogenes, Shigella spp.) se
transfiere ahora a la evasién de una correcta maduracion del fagosoma y formacion de
una estructura fagolisosomal en la cual se combinan pH 4acido, metabolitos reactivos del
oxigeno y nitrdgeno, enzimas hidroliticas y proteinas catiGnicas, entre otras, para
degradar las particulas fagocitadas. De hecho, ¢l fagosoma es una estructura altamente
dinamica que mantiene una considerable serie de proteinas (>200 en el caso de
particulas de l4tex contenidas en fagosomas de la linea celular U937) (52) que le
permiten interactuar con el citoesqueleto y la via endocitica; por si fuera poco, la
naturaleza de [a particula contenida ¢n el fagosoma hace mdas complejas estas
interacciones (J3).

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

durante la maduracion fagolisosomal (54).

1.11 Imhibicién de la maduracion fagolisosamal.

En cste contexto, aunque la patogénesis de M. tuberculosis cra referida
clasicamente a la inhibicién de la fusion fagosomea-lisosoma (55, 54), la nueva
informacién generada sobre el trafico de membranas en células eucariotas ha permitido
establecer que los fagosomas micobacterianos muestran: 1) una disminuida acidificacién
debida a la escasez de H'ATPasa (37); 2) adquisicidn {imitada de marcadores tardios

endosomales; 3) prescncia de una forma intermedia, parcialmente procesada, de
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catepsina D (J2); 4) ausencia de receptores para manosa-6-fosfato (58) y 5) expresion
elevada de protcinas fagosomales tempranas, como por ejemplo coronina (59). Las
micobacteriz: inhiben la maduracion fagolisosomal, sobreviviendo de facte en un
compartimiento con caracteristicas endosomales tempranas,

Fratti er ol (60) van mds alld y presentan evidencias sobre mecanismos
moleculares que pueden explicar, en parte, la inhibicion de la maduracidn del fagosoma
que contiene a la micobacteria (“fagosoma micobacteriano™). Estos investigadores
infectan macrofagos con M. tuberculosis y observan que, a diferencia de los fagosomas
que contienen perlas de litex, los fagosomas micobacterianos no adquieren niveles
considerables del marcador temprano EEA] (Autoantigeno Endosomal Tetnprano 1), el
cual es reclutado normalmente en organelos endociticos mediante la union a fosfatidil-
inositol-3-fosfato (Ptdins[3]P) (67). La inhibicién de la enzima fosfatidilinosital 3(OH)-
cinasa (PI3K) con wortmanina y 1.Y294002 (§2) disminuy$ el reclutamiento dc EEAl a
los fagosomas con particulas de litex y bloqued también la adquisicion de marcadares
endociticos tardios, indicando que la generacion de PtdIns[3]P por PI3K juega un papel
en la madracién del fagosoma. Por ditimo, particulas de latex cubiertas con
lipoarabinomanano-manosa (ManLAM), pero no aquellas cubiertas con su precursor
manosida de fosfatidilinositol (PIM), redujeron la colocalizacion de EEAL <n los
fagosomas con litex. En cste sentido, Beatty et al (63) demostraron que lipidos
micobacterianos, incluyendo ManLAM y PIM, son liberados por las micobacterias
fagocitadas y se intercalan en varios compartimientos membranosos de la célula
huésped.

Por otra parte, Zhang ef al. {64) reportaron que, durante su fase de crecimiento
logaritmica, varias especies bacterianas comeoe  Salmonella  typhimurium,
Yersinia enterocolitica y algunas cepas de Escherichia cali, liberan lipoproteina; mas
aln, en comparacion con el contral negativo, las cepas utilizadas de E. coli tratadas con
el antibidtica ceftazidima, secretan una cantidad 9 veces mayor de lipoprotei’na, la cual
induce la produccién dec IL-6 por macréfagos peritoncales de la cepa dc ratones
C3H/HzJ (no respondedora a LPS), sugiriendo ademads que [a activacion de los fagocitos
profesionales mononucleares se realiza a través de vias de seflalizacidn diferentes a la
usada por LPS.
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1.12 Citocinas.

Las citocinas (92) son proteinas o glicoproteinas con peso molecular de alrededor
de 10-24 kDa, y son secretadas por células para producir su efecto de transduccion de
sefiales sobre sus blancos en forma paracrina, autocrina, yuxtacrina, retrocrina e
intracrina. En condiciones fisiologicas normales, €stas actiian en conceniraciones que
van de femtomoles (10°M) a nanomoles (10"M); hecho que se hace atin més evidente
en patologias o sindromes que son ocasionados, en gran parte, por la sobreprdduccién de
ciertas citocinas [por ejempla: IL-1 (93, 94), TNF-g (95, 96}, IL.-6 (97, 958), IL-12 (99}],
0 por la citotaxicidad culateral en la aplicacidn de citocinas recumbinantes en la terapia
cliica de enfermedades inmunes y neopldsicas, En condiciones anocmales, algunas de
estus glicoproteinus pueden llegar a ser secretadas en grandes cantidades, de tal manera
que pucden alcanzar una alta concentracion a nivel sistémico y tener, como en los casos
de sepsis bacteriana y choque endotdxicu, un efecto endocrino.

Es un hecho que estas protelnas son parte de uno de los sistemas mds complejos
_y eficaces, dotado con capacidad para dirigir y modular un gran namero de fendmenos
biuldgicos celulares, tales como activacion, diferenciacion, movimiento, crecimiento,
colonizacion, muerte  programada  (apoptosis),  coordinacion  del  gje
neuroendocrinoinmunoldgico, ete. (Figura 2). En adicidn, la patobivlogia que acompafia
a procesos infecciosos ocasionados por microotganismos patdgenos como
Mycobacterium, Listeria, Trypanosoma, Shigella, Leishmania (100), Plasmodium (101),
s frecuentemente correlacionada con la presencia, exceso de expresion o supresion de
ciertas citocinas [por ¢jemplo [L-la, IL-1P (102, 103), IL-4, IL-5, IL-6, IL10, [FN-y,
TNF-o, TGI -3, etc].
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Figura 2. Algunes fenémenos biolégicos en los que intervienen las citocinas
como moléculas reguladoras decisivas.

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

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

El plefotropismo es también ofro atributo distintivo de las citocinas, pues cada
una de estas moléculas puede abarcar un amplio espectro de efectos biologicos, en
ocasiones d¢ naturaleza diametralmente opuesta gracias al contexto en que se sitiia su
accion y dependiendo del tipo de c¢€lula blanco sobre la cual actian, asi como de su
estado de diferenciacion celular.

1.13 Citocinas proinflamatorias.

De un modo distintivo, las citocinas activan y reprimen diversos mecarismos
protectores que integran el sistema immunologico en vertebrados. Andlisis quimicos y
estructurales sugieren que estas glicoproteipas, principalmente las de naturaleza
proinflamatoria, se caracterizan por su origen filogenético temprano y alto grado de
conservatismu a traves de la Evolucidn, Mas adn, la continuidad evolutiva de las
citovinas promotoras del proceso inflamatorio es evidenciada por el hecho que, al ser
transferidas a sistemus de ensayo de vertebrados, las moléculas proinflamatorias aisladas
de invertebrados son capaves de desencadenar respuestas inmunoldgicas similares a las
encontradas -1 sus cunirapartes de la Clase superior,

La respuesta de fase aguda es iniciada y courdinada por mediadores inflamatorios
cotno citocinas, quimioccinas, anafilotoxinas, glucocorticoides, componentes del
complemento, factores de la coagulacidn, etc. Las citocinas proinflamatorias (IL-1a,
IL-13, TL-6, TNF-a) son producidas principalmente por células fagociticas
mononucleares, pero también por linfocitos, neutrdfilos y ofra gran variedad de células

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

Las citocinas proinflamatorias conforman una de las primeras lincas de defensa
del organismo contra agentes infecciosos y actian antes de la aparicion de la respuesta
inmune mediada por anticuerpos. Sus principales funciones bioldgicas son desencadenar
y dirigir los procesos inflamatorios, induciendo o suprimiendo la sintesis y/o produccién
dc reactantes dc fase aguda (C2, C3, C4, C4bp, Protcina C-reactiva, Proteina Amiloide
Sérica A, hantoglobulina, ctc.), el reclutamicnto de células (neutréfilos, linfocitos T,
monaocitos) 4 los sitios de inflamacion y la activacion de mecanismos microbicidas y
destructivos antibacterianos necesarios para la eliminacion efectiva del agente
inflamatorio.

Interleucina-12 ([L-12) ¢ IFN-y, consideradas principalmente como citocinas
Thl, sun agrupadas entre las proinfiamatorias por algunos investigadores debido a que
s¢ ha observado su produccion en la fase uguda de las infecciones y poseen, ademads,

ciertas funciones bioldygicus que comparten con las otras citocinas de este grupo.

1.13.1 laterleucina-1.

La intesleucina-1 fue descrita originalmente en la década de los afios 40 del siglo
XX como una proteina termolabil y que, inyectada en animales o humands, causaba
fiebre (llamada por esa causa pirdgeno enddgeno). Posteriormente se supo que los
factores activadores de linfocitos descubiertos por Gery y Waksman (104), asi como por
Bach er al. 103), y que potenciaban la respuesta proliferativa de linfocitos T hacia
mitdgenos, eran idénticos a IL-1. Ademdas, como respuesta a un proceso activo de
infeccidn, toxinas microbianas, agemtes inflamatorios, productos de linfocitos activados
(citocinas), complemento, Cls, ésteres de forbol y factores de la coagulacion,
virtualmente toda célula nucleada es capaz de sintetizar IL-1.

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

encuentran sobre el brazo largo del cromosoma 2 (de tamafio 10.5 Kb para [L-1a v 7.8
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Kb para 1L-18) y la homologia nucleotidica entre los dos genes es de 45%.
Aparentemente existen mecanismos separados de control de transcripcidon de los genes
para IL-1, los cuales sin embargo dan resultado a moléculas proteinicas precursoras de
31 kDa que son escindidas proteoliticamente para formar cadenas polipeptidicas de peso
17 kDa para ambas formas de 1L-1, pero que difieren en su punto isoeléctrico (pl de 5.0
y 7.0 para IL - o € [L- I B, respectivamente).

La (ranscripeién de los genes para IL-1 no presupone, todavia, la sintesis y
secrecién proteinica, pues es necesario un segundo estimulo desencadenante (por ¢j.
LPS, endotoxina, etc.) para ¢llo. En células monociticas bhumanas ambes genes son
transcritos en los primeros 15 minutos después de ser estimuladas con LPS, mientras que
el PMA (Forbol Miristato Acetato) induce la transcripcion de [L-1B, pero no dc [L-1a.
En general, existe una expresidn diferencial génica de IL-1a e IL-1B, dependiendo del
tipo de célula que se wate — monocitos (JL-1Bcaone. > IL-10tconc ), macréfagos sinoviales
(IL-1P dnicamente), efc. De hecho, la traduccion de ARNm a proteina no garantiza su
secrecion al medio extracelular, pues se ha encontrado que [L-1a puede permanecer ¢n
forma intra<citopldsmica, hipotéticamente adquiriendo de esta manera una funcién
intracrina. Mas adn, IL-1a ha sido detectada por medio de inmunofluorcsecncia anclada
a la membrana celular, fungiendo asi quizas un papel yuxtacrino (también ¢jemplificado
por otras ci*inas como IL-10 y TNF-o) hacia las células adyacentes con las que

eftchien contactos,

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

E! periodo comprendido entre el siglo XVIII hasta los afios 70°s del siglo XX fue
testigo de multiples reportes, muchos de ellos mds precisamente anccdéticos, acerca del
tratamiento anticancerigeno exitoso mediade por una infeccion inducida al paciente.
Estas “descripciones” instaron a que William B. Coley (/06) utilizara preparaciones que
contenian filtrados de Streptococcus spp. y Serratia marcescens como terapia
antineoplasica.

En 1975 Carswell et al. (107) describieron una proteina en el suero de ratones
inyectados con endotoxina y que previamente habian sido tr‘al.;ados con

Mycobacterium bovis (cepa Bacillus Calmette-Giierin; BCG); la proteina encantrada
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causaba, in vive, necrosis hemorrdgica de tumores de sarcoma inducidos por
metilcolantreno-A, leucemia por EL4 y mastocitoma por P-815 y, ademas, en
condiciones 1 vitro tenia un efecto citostatico y actividad citocida sobre células
tumorales.

A finales de los 30's del siglo pasado, los estudios de Cerami y col. (108) sobre
el desgaste severo o “caquexia” causado en animales dehido a la infeccidn eranica
(persistente) por Treponema brucei, condujeron al descubrimiento e identificacion de un
factor sérico nombrado “caquetina”, el cual resultéd ser idéntico al TNF-a.

Bajo el efecto de un estimulo adecuado, la principal c€lula productora de TNF-a
es el macrofago, aunque también puede ser sintetizada por otras células como linfocitos,
leucocitos polimorfonucleares, eosinofilos, astrocitos, células NK, fibroblastos, etc. El
lipopolisacanido (LPS) es el compuesto con mayor capacidad para inducir [a biosintesis
y liberacion cxtracelular de TNF-a. Sin embargo, viros (VIH, virus Sendai, virus de
influenza), micobacterias, hongos, parasitos (Trypanosoma spp.), complejos antigeno-
anticuerpo e, importantemente, otras citocinas (como IL-2, GM-CSF, IL-1a, IL-13)
representan wa estimulo adecuado para la sintesis de TNF-c..

El TNF-o. maduro (peso molecular de 17 kD)a) se forma a partir de un precursor
proteica que porta una secuencia adicional de 76 aa en el término aminu. La proteina
con actividad bioldgica completa es una molécula no glicosilada con un peso molecular
de 17 kDa (157 aa) ¥ un punto isoeléctrico (pI) de 5.3. A diferencia de la mayoria de las
proteinas que son secretadas, esta citocina carece de un fragmento (secuercia sefial) de
aa con comportamiento hidrofobico para su secrecion extracelular.

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

La actividad citalitica y citostitica in vitro del TNF-a frentc a muchas lineas
celulares tumorales es, quizis, la principal peculiandad de esta citocina. Basicamente su
efecto biolén, co de citotoxicidad se utiliza como método para detectar y determinar, en
forma semi-cuantitativa, la presencia de TNF-o en muestras de suero, plasma, cultivo

celular, etc. Las lincas celulares clasicas para detectar esta citocina es la linea L1929
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(fibrosarcomiaj y la clona celular WEHI 164 cl 13, Despugs que las células son expuestas
a concentraciones de picomoles de TNF-o, las sensibles comienzan a mortr en cuestion
de horus, debido en parte quizds al efecto destructivo de los radicales derivados del
oxigeno que son generados bajo el efecto de esta citocina. Las especies reactivas del
oxigeno pugden originarse como resuitado de [a rotura del transporte de electrones en las
mitocondrias cuando las células son expuestas al TNF-a (aprox. 1.5 — 2 hrs. después del
tratamiento). En consecuencia, los electrones reducen el oxigeno, formando el anién
superdxido (0;7). En ausencia de proteinas de defensa capaces de inhibir o ncutralizar
estas maléculas oxidativas altamente reactivas, estas Ultimas pueden causar dafios a
proteinas, lipidas y acidos nucleicos.

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

tevertirla,

1.14 Citocinas anti-inflamatorias.

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

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

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

Tnterleacina-190.
La interleucina-10 (IL-10) es uma molécula proteinica compuesta por 160 aa y
con peso molecular de 18.5 kDa. IL-10 tiene poco o ningin grado de glicosilacidn,

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

Los genes codificadores para hiL-10 y milL-10 se encuentran sobre el
cromosoma 1. En el humano se han observado varios polimorfismos en la secuencia
génica de [L-10 que colinda con el extremo 5°; los palimortismos incluyen dos édreas de
polimortismos microsatélites con repeticiones multiples (CA)n rio arriba ~1.2 kb y ~4
kb del sitio de inicio de la transcripcién y también muestran tres mutaciones puntuales
umdas en tandem en los sitios -1082 (G/A), -819 (C/T) y 592 (C/A). Se piensa que
estos polimorfismos acontecen dentro de la region promotora del gen para hiL-10 y en
apoyo de esta suposicion se ha observado una correlacion entre ciertos polimorfismos
(macrosatélites) y la secrecion de IL-10 por monocites inducida por LPS.
Adicionalmente, uwna induccion mas elevada de IL-10 por células T y monocitos
estimulados con ConA fue tambi€n asociada, a su vez, con el alelo —1082 (G) (109). Es
necesario afiadir que, a pesar de que la variacion ertre individuos en estos estudios fue
considerable, las tendencias no tueron estadisticamente significativas.

Para la deteccion y cuantificacion de IL-10 se han implementado ensayos
inmunoenzimaticos, técnicas de RT-PCR y pruebas de actividad biolégica que se basan
en la proliferacion de la linea celular de mastocitos D36 de ratén en respuesta a IL-1G
humana o d¢ -aton (en presencia de [L-4). La interleucina-10 es producida por linfocitos
CD4+, Tho, Th2, B, asi como por ¢élulas cebadas, eosindfilos, monocitos, macrofagos y

gueratinocitos.

1.15 Granulomas.

El dafic sobre un tejido desencadena una secuencia de respuestas complejas
denominada inflamacion aguda, con el fin de neutralizar al agente “ofensivo™ y
restaurar el tejido dafiado a su funcionamiento fisicldgico normal, En ¢l transcurso de la
reparacion tisular, el sitiv afectado por el proceso inflamatorio agudo €s ocupado por una
composicién variable de elementos en proceso de proliferacion — capilares, fibrublastos,
macrofagos, células linfoides, componentes de la matriz extracelular — confo;mando asi

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

1) que ocurran en forma sirultdnea y corcorrente, pera no secuencial, los
procesas de dafio tisular, inflamacién aguda, formacion de tejido granuloso y reparacion
tisular;

2} la respuesta inflamatoia aguda (no especifica) es suplementada con una
respuesta de tipo especifico, evidenciandose esta 1ltima, en parte, por la proliferacidn de
altas cantidades de células linfoides en los tejidos en destruccion. -

De esta manera, ¢l intento de resalucidn y delimitacion de a lesidn por medio de
una respuesta inflamatoria aguda, se convierte en un praceso inflammatoerio crénico que
es incapaz d. restringir la ala necrdtica tisular extrema coma reflejo de la lucha cntre la
reparacidén y destruccion de tejido.

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

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

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

una elevada »~tividad enzimdtica respiratoria y lisosomal.

1.15.1 Formacion de granulomas — un fenémeno multifactorial.

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

presencia prominente de maceéfagos espumosos, células epiteloides y CMGs.

A. Factor cuerda.

El 6,6 -dimicolate de trehalosa (DMT) o cominmente llamado “factor cuerda”,
es un glicolipido de superficie identificado en especies de los géneros Nocardia,
Mycobacterium, Rhodococcus y Corynebacterium. DMT es una sustancia toxica, aunque
también posce una potente actividad adyuvante al ser coadmimistrada con un antigeno
proteinico, estimulando asi la inmunidad mediada por células (4 10).

DMT de M. bovis BCG o M tuberculosis inducen en cabayos y conejos,
respectivamente, la formacion de granulomas que incluyen linfocitos y macrofagos
epiteloides (J/7). Por otra parte, la administracion i.v. de DMT de M fuberculosis a
ratones C57BL/6 provoca la formacion de granulomas pulmonares, aunque en forma

extrafia la aplicacion de RT-PCR in situ no detectd ARNm para [FN-y, IL-2, IL-5, IL-10
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e IL-12 (p40). No obstante que IL-6"™"" [L-1"" y TNF-a*™™® aumentaron su
expresion relativa significativamente durante ¢l desarrollo granulomatoso, solumente los
niveles proteicos de caquetina en tejido pulmonar correlacionaron estrechamente con la
inflamacion. Adicionalmente, macrofagos derivados de médula ésea expuestos a DMT

estimularon la produccion de TNF-a, IL-18 e -6 (112, 113).

B. IFN-y.

La administracion intravenosa de Propionibacterium acnes muerta por calor en
ratones BA[.B/c normales desencadena la estructuracion de granulomas distintivos
principalmente por la presencia de una gran cantidad de macréfagos y células epiteloides
en higado ({74). En contraste, ¢l tejido hepatico de animales deficientes de [FN-y (IFN-
y") fue infiltrado por una menor cantidad de células macrofigicas y epiteloides,
prevaleciendo en su lugar linfocitos y ncutréfilos; més ain, el tamafio de los granulomas
en este grupo de animales fue menor al observado en sus contrapartes con genotipo
IFN-y™" y el nimero de estas estructuras complejas fue reducido en un 80%.

Hogun er af. (115) utilizaron la via intraperitoneal para inducir con una dosis no
letal de M. bovis BCG (Pasteur) viable una maxima produccidn de granulomas hepaticos
en ratones C57BL/6 que son resueltos con el tiempo. En comparacion a los bien
estructurados y compactos granulomas en ratones IFN-y™, los animales knockout
IFN-y" también exhibicron lesiones granulomatosas bien formadas, pero en mayor
ninlero y tamaiio, las cuales asi mismo contenian superiores concentraciones de
bacterias. E:. contraposicion, ratones C57BL/6 TNF-w™” desarrollaron extensas lesiones
con una escasa y difusa organizacién tisular que no contuvieron en forma efectiva la

infeccion bacteriana.

C. IL-10.

A diferencia de los ratones normales CS7RL/6 (IL-10™), el inéculo intranasal de
Chlamydia trachomatis en sus contrapartes [L-10 KO no ocasioné que se formaran
granulomas en pulmén, lo cual aparentemente correlaciond con una elevada produccidn
de IFN-y, robusta respuesta de hipcrsensibilidad tardia, asi como con una mds rapida

¢liminacién de organismos (/!6). Por otra parte, células mononucleares procedentes de
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la parte ceatral del granuloma pulmonar causado por Echinococcus muldtiocularis 'y
estimuladas in vifro con antigenos del mismo agente infeccioso, secretan una mayor
cantidad de TL-10 y mcnos [FN-y, en comparacion con las provenientes del tejido
periférico granulomataso ({!7).

OtrG aspecta que ha captado la atencién de investigadores es la identidad de las
estirpes celulares, asi como la contribucion relativa de estas, en la generacion de

granulomas.

D. Células T.

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

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

1.16 Macrdfages activados en forma alternativa.

L-arginina es un substrato comin de arginasa-1 (Arg-1) y sintasa de Oxido
nitrico-2 (NOS-2) que compiten por este aminodcido par ya sea hidrolizarlo hasta
grnitina y urea, u oxidarlo a L-citrulina y éxido nitrico (NO), respectivamente (Figura
J). Ambas enzimas se expresan en macréfagos activados, pero poseen cualidades
bioldgicas opuestas: la expresion de NOS-2 favorece la bacteriostasis ¢ muerte
microbiana y vasodilatacion en etapas tempranas del proceso inflamatorio, mientras que
la manifestacion de Arg-1 favorece la sintesis de poliaminas, proliferacion de
fibroblastos € induccion de colageno (119).

Mills er al. (13) prolongan el alcance del paradigma Thi/Th2 a células
macrofigicas, mostrando que macrofagos peritonsales residentes de cepas de raton
clasificadas como Thl (cepas de ratones C37BL/6 y B10D2), producen en forma
preferencial NO en respuesta a IFIN-y o LPS y son catalogados como macrofagos M-1,

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

En 1992 Stein ef al. (J20) observaron que el tratamiento de macrofagos
intlamatorios con IL-4 induce un fenotipo “alternativo” de activacion caracterizado por
una ¢levada capacidad para eliminar [igandos manosilados y con reducida expresion de
MHC Il y produccion de citocinas proinflamatorias. Hesse et ol. (121) mostraron que los
macrotagos activados en forma alternativa regulan positivamente la induccidn de
arginasa, conllevando a [a biosintesis de poliaminas y prolina, fendémenos bioldgicos
involucrados con la formacion de granulomas a través de la proliferacian celular,
deposicidn de colageno y reparacion tisular (I/9, 12!1). Por otra parte, el fenotipo de
activacion “clasico” en macrotagos inflamatorios es originado bajo gl electo conjunto de
[FN-y y TNF-0. (0 TLRs) ({7), en el cual estas células mononucleares se distinguen por
su débil av’lez fagocitica, pero también por su excelente habilidad para matar y

degradar microorganismos patogenos, especialmente intracelulares.

Oxido

nitrico
IFN-y, TNF-a, IL-1 L-hidroxiarginina ZD&L» Citrulina

Poliaminas—™Proliferacion
cclular

L~ornitina

Urea \’
Prolina— Produccidn
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IL4, IL-10,
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Figura 3. Competencia entre las emzimas Sintasa de Oxido Nitrico y

Arginasa en el metabolismo de L-arginina (J Irmmunol, 2001;167(11):6533-44).
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El término macréfago activado Tipo 11 (M-2) fue acufiado por Mosser ef af. (i 1),
aunque ¢l fenotipo fue en si descnto inicialmente por Sutterwala et af. (84), quienes
observaron que el ligamiento de los receptores Foy sabre macréfagos activados con LPS
(en presencia de JFN-y) induce una elevada produccion de IL-10 y también la supresién
selectiva de IL-12 (a nivel de transcripeién y traduccién para ambas citocinas), aunque
en forma notable permanece intacta la concentracion de TNF-c, [L-1 e IL-6. Los niveles
de IL-10 enddgena producida por la unidn de Cls a sus receptores macrofigicos son
capaces de L 'ubir en forma notoria la secrecion de IL-12 inducida por IFN-y + LPS (&84,
88). De hecho, la generacion de macréfagos con fenotipo M-2 se atribuye en forma
directa (J22) a la ausencia de IL-12 bioactiva, 0 quizas de manera indirecta debido a la
induccidn deficiente de IFN-y efector por IL-12 (3). Ya en 1985 Unanue ef al. (J23)
habian reportado que Cls absortos que contenian la porcion Foy intacta eran capaces de
suprimir la produccidn de IFN-y, asi como también la expresidn de moléculas Ia sobre
macrofagos in vitro.

[Los trabajos de Mosser et al. demastraron, por una parte, que: i) el ligamiento de
FcyRs es suficiente para la inhibicidn de IL-12, sin necesitar su internacion; sin
embargo, se requiere ku presencia de un co-estimulo pro-intlamatorio como LPS, unido a
los Cls, para inducic IL-10 ({24); ii) los macréfagos activados en forma clisica, que
polarizan la respuesta de células T hacia el tipo Thl (IL-4cue < IFN=Ycon ), revierten la
direccian de la respuesta inmune hacia un tipo Th2 (.-4conc. > IFN-Ycone.) cuando son
expuestos a ~ s (34).

Las investigaciones realizadas por Bactselier ef al. (10) y Hamerman ef af. (125)
describen una transicion de fenotipos macrofagicos durante el desarrollo de modelos
infecciosos i vivo, En el primer estudio (/7), los macrofagos de ratones infectados con
T. brucei brucei deficiente de fosfolipasa C muestran un fenotipo de activacion clasica,
con una preponderante produccion de PG y NO, que se desarrolla en un ambiente de
citocinas tipo Thl (IEN-vcone>1L-10¢onc ), mientras que en la fase tardia se observd un
fenotipo macrofigico alternative, con menos formacion de PG y NO, asi como una
mayor produccion de IL-10 con respecto a IFN-y. En forma notable, durante la fase
temprana de la infeccion se establecid una inhibicidn de la activacion de células T por

mitégeno (Con-A), superantigeno (enterotoxina estafilocdcica B — SEB) ¥y por un
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antigeno especifico (lisozima de huevo de gallina — LHG), micntras que en la fase tardia
siguen siendo operables séla la activacion de células T por mitégeno o superantigeno,
mas no la causada por LHG. En cl scgundo reporte analizado (/26), y como
consecuencia a la infeccion de ratones C57BL/6 por M. bovis BCG, los autores reficren
la presencia ‘2mprana de macréfagos quc expresan bajos mniveles de IA® ¢ incapaces de
secretar compuestos reactivos del nitrdgeno (RNI), pero altamente activos para fagocitar
particulas opsonizadas con [gG y C3bi (en comparacién con macrdfagos residentes y
tardios); a les 12 dias postinfeccién, los macréfagos (tardios) regularon en forma
positiva la expresion de IA® y produjeron en forma activa RNI, pero su capacidad
fagocitica habia disminuido sensiblemente y era igual a la de los macrofagos en reposo.
Es interesante el hecho que, en los macréfagos tardios (I2 dias postinfeccién) se

determind una mayor expresion relativa de TNF-a**"™ ¢ [P [ARN™

en comparacion con
los niveles observados en macrofagos tempranos (2 dias postinfeccidn), a pesar que no
se analizod la traduccion efectiva del ARNm.

Ratones C57BL/6 infectados con Schistosoma mansoni montan una reaccion
granulomatosa semejante a la observada en humanos, en la que huevos del bara’.sito se
incrustan en el higado, desencadenando la incorporacion intensa de macrdfagos,
eosinofilia, deposicion de coligeno y, en algunos casos, fibresis hepatica severa e
hipertension portal (121). Este estudio realizado por Hesse ef ol sugiere que las
actividades de Arg-1 y NOS-2 macrofagicas estin funcionalmente relacionados con el
desarrollo de la patologia granulomatosa causada por S. rmarson:. Por otra parte, in vivo
demuestran una aparente exigencia de citocinas tipo Th2, [L-4 e [L-13, en la expresidn
inducible y activacion de Arg-1. Sin embargo es obligatorio enfatizar que el papel de
IL-10, clasificada como citocina tipo ThZ también, rompe el esquema, ya que esta
molécula, en apariencia relevante para la polarizacidn de la respuesta inmune contra el
parasito hacia el tipo Th2, resultd ser prescindible para la generacion de células
macrofagicas activadas en forma alternativa que expresan Arg-1; aln mas, in vitro 1L-10
sélo fue capaz de inducir en macréfagos derivados de meédula osea una produccién
marginal de prolina, la cual es requerida para la sintesis de colageno. En forma
destacada, el nivel maximo de formacién de granulomas correlaciond siempre con una
elevada actividad de Arg-1, mientras que ratones pretratados con una combinacion de

IL-12 + hw-/os del parasito antes de la infeccion, expresaron NUOS-2Z y rnostraron
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granulomas mis pequefios y mucho menos fibrdticos, presuntamente gracias. en parte al

surgimiento de macrdfagos activados en torma clasica bajo el efecto de IL-12.

1.17 }ocardia brasiliensits.

N. brasiliensis es agente etiologico del actinomicetoma (micetoma) y esta
catalogado comno un microorganismo infeccioso primario {(no oportunista) que actaa
sobre hospederos que poseen un sistema inmune con nivel protector *“‘adecuado”.
N. brasiliensis se encuentra en todo nuestro alrededor — donde sea necesario degradar
material bioldgico. Asi que, por lo general, la infeccion actinomicoética se lleva a cabo
cuando la integridad de la piel es traspasada ~ por medio de una puncidn ¢on una espina,
traummatismo con algiin objeto punzo-cortante o raspaduras; razones por las cuales los
micetomas se desarrollan a nivel subcutaneo y frecuentemente en el pie, piema, brazos y
manos; aunque también puede darse en cualquier parte del cuerpo como la e¢spalda,
hombro, cabeza, ojos. Casi siempre cuando se desarrolla, €l micetoma comienza con la
aparicion de tumefaccion dura. Al mismgo tiempo se forrman abscesos a través de los
cuales se expele pus. La fase crénica del micetoma se caracteriza por la ocurrencia
repetitiva de granulomas inflamatorios que se multiplican y avanzan progresivamente a
areas adyacentes, formando nodulos secundarios y nuevos abscesos. El exudado de estos
abscesos representa pequefias colonias del agente infeccioso rodeado por grandes
cantidades de células inflamatorias: neutrdfilos (en su mayoria), macrdtagos, lintocitos,
fibroblastos (127).

Una vez que la bacteria ha penetrado la piel del hospedero, la inoculacidn pueden
proseguir por dos vias: 1) la bacteria es eliminada por las defensas del sistema inmune y
la infeccion se resuelve 2) la infeccion no se resuelve favorablemente, sino que la
bacteria modifica la respuesta inmunoldgica del huésped de tal manera que esta empieza
a multiplicarse paru entrar en la fuse aguda del micetoma. El desarrollo de algunos casos
clinicos de micetoma evidencia un tercer camino posible resultante de la interaccion
concrefa entre N. brasiliensis y su huésped, ya que esta bacteria {asi como otras del
género Nocardia) tiene mecanismos, no establecidos hasta ahora, que [e permiten
permanecer en el organismo parasitado durante un periodo indeterminado (que puede

variar de m Jes a afos) de latencia o “hibernacion” sin poder ser detectado por los
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mecanismas de defensa intnunoldgicos. La(s) sefial(es) o estimulo(s) que interrurupen la
“letargia” y reactivan a N. brasiliensis también son desconocidos.

Como fue mencionado antes, N. brasiliemsis se encuentra en todo nuestro
alrededor vy, practicamente, todos hemos sido inoculados con esta bacteria al suftir
(repetitivamente) algan trauma. Sin embargo, relativamente pocas de las personas
desarrollan micetoma, ain en las regiones consideradas endémicas para esta
enfermedad. Hoy es un hecho indudable el aumento de datos que documentan una
posible correlacion  entre  los factores que provocan  hipersensihilidad,
inmunodeficiencia, enfermedades autoinmunes y haplotipos genomicos especificos. Un
ejemplo representativo es la diversa susceptibilidad de las distintas cepas de ratones
hacia la infeccion por M. tuberculosis y otros agentes infecciosas. Podria ser que, de a
misma manera, ¢l fondo genético influya de manera importante sobre el grado de
permisibilida 1 o resistencia que prcsenta un determinado organismo/individuo hacia
N. brasiliensis (128, 129).

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

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

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

sistemna complejo de elementos defensivos que predeterminan, en Ultima instancia, su
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grado de virulencia. Estos elementos son, en otras palabras, los factores de virulencia
que son activados con una coordinacion especifica - de acuerdo a la etapa de infeccidon
en la que en se encuentra la bacteria. De acuerdo a los resultados experimentales
obtentdos hasta ahora sobre Nocardia, podemos destacar varios mecanismos (factores de
virulencia) que son cortelacionados con su patogenicidad: '

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

2.- Presencia de complejos moleculares inertes, como en Mycobacterium, sobre
la pared ceiwiar y que pueden regular, desde el citosol, la respuesta inmune de la célula
hospedera (130, 131).

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

4.- Inhibicidon de la fusion entre tagosomas y lisosomas (1 38).

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

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

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

Los cambios dindmicos ininterrumpidos en la microestructura y composicidon
quimica de la pared celular durante su desarrollo son, muy probablemente, -otro facter
determinante en la virulencia y toxicidad de Nocurdia spp. Distintas cepas de una misma
especie pueden tener diversos grados de patogenicidad y, adernas, experimentos in vitro
€ in vivo har lemostrado que las formas cucoides, caracteristicas de la fase estacionaria,
son menos virulentas que las filamentosas que se desarrollan en la fase logaritmica.

Distintos investigadores han analizado uno u otro factor de virulencia en
Nocardia, y en verdad, los resultados conducen a una posible correlacion entre el grado
de patogenicidad y diversos factores como el contenido de catalasa y superdxido
dismutasa, la habilidad de evitar la fusién entre fagosoma y lisosoma, asi com la sintesis
de 4cidos micolicos y GPLs una vez que las nocardias han sido fagocitadas por
macréfagos. Sin embargo, hasta el momento no ha sido posible identificar un factor de
virulencia que de manera exclusiva determuine la patogenicidad de MNocardia. Las hectios
experimentales mas bien nos indican que la virulencia en Nocardia estd codificada por
un grupo de elementos de virulencia que quizis se activan en una cronologia

determinada y ordenada.
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Los peptidoglucanos de Nocardia spp. son semejantes estructuralmente a los
encontrados en las géneros Mycabacterium y Rhodocaccus. Los glicanos elementales
consisten en acido P-N-glucolilmuramirico con L-alanina, que a su vez estan unidos al
grupo carboxilico del 4cido N-glucolilmuramirico. Los residuos laterales de los aa estan
compuestos por tripéptidos di-amidados L-alanina-D-o-glutamina-mesg-DAP  y
tetrapéptidos de L-alanina-D-c-glutamina-meso-DADP-D-alanina, Los tetrapéptidos son
entrelazados por medio de¢ uniones directas entre la D-alanina de un polimero al
meso-DAP del polimero adyacente; o por uniones entre dos residuos vecinos de
meso-DAP. Como en Mycobacterium ¢l peptidoglucano de Nocardia estd anclado a la
pared celular a través del enlace fosfodiéster dingido a la arabinosa del polimera
arabinogalactano. Algunos de los residuos de arabinosa de arabinogalactano estan
esterificados con una molécula de 4cido micélico, formando de esta manera un largo
complejo de peptidaglucano-arabinogalactano-acide micélico. Los peptidogalactanas de
Nocardia spp. muestran epitopes comunes y propiedades inmunogénicas con estos
compuestos provenientes de Mycobacterium, Rhodacoccus, Corynebatcerium spp.

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

N. rubra (ahora clasificada como Rhodococcus rubra) es la especia mas
analizada del géncro en cuanto a su inmunomodulacidn de los componentes de la pared
celular como causa de la produccion de citocinas (/42). Asi pues, €l aumento de IL-1 y
de ahi la fiebre, provocados por la pared celular de N. rubra son inhibidos por la
prostaglandina E, (PGEz) y potenciado alGn mdas por la indometacina (743).
Aparentemente ciertas fracciones de la pared celular de N. opaca estimulan la
produccion de los interferones o y B, los cuales a su vez activan a las células asesinas
NK. Por otra parte, se ha observado que un extracto de N. brasiliensis resultd ser
mitogénico para linfocitos B de ratdn y Silva y col. anunciaron la presencia de TNF-a
en sueros dc ratones y €l aumento de las Unidades Formadoras de Colonias (UFC) coma

etecto de la aplicacidn de urna anticuerpo anti-1TNF-a (/44).
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Existc una cvidcnte escasez de datos que permitan integrar una mejor imagen
sobre la interaccion nocardias-macréfago. En este sentido, se desconoce la manera en
que, cicrtos ~aramctros de V. brasiliensis (dosis y fase de crecimiento) y la presencia de
anticuerpos  anti-Nocardia, influyen sobte el perfil de citocinas macrofagicas.
Recordemos que la presencia de ciertos patrones de citocinas, asi como su cinética de
produccién, han sido indicadas y correlacionadas con etapas decisivas de procesos

infecciosos causados por otros microparasitos.

36



Hipétesiy, Dbjetivo General y Objetivos Especificos
Efccto de mediadores inmunolégicos 30bre fa produccido de cifocinas por macrifagos iufectados con Nocenba brasfiensis

1.18 Hipotesis:
Los macrofagos de ratones BALB/c infectados con . brasiliensiy presentan un
perfil de citocinas que se modifica en presencia de mediadores de la respuesta inmune

humoral.

1.19 Objetive General:
Determinar el perfil de citocinas sintetizadas por macrdfagos infectados por
N. brasilien-is 'y analizar el efecto que sobre €l tienen diversos mediadores

inmanoldgicos.

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

produccidn de citocinas por macrdfagos de ratones BALB/c.

2.- Determinar la cingtica de produceidn de citocinas por macrdfagos infectados

can N. brasiliensiy.

3.- Identificar ARNs mensajeros para citocinas en macrdfagos infectados con

N. brasiliensis.

4.- Analizar el efecto del complemento scobre la produccion de citocinas de

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

monoclonales anti-P24 y anti-P61, en la produccidn de citocinas por maccdfagos
infectadas con ¥, brasiliensis.
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CAPITULO 2. MATERIAL Y METODOS

2.1 Estrategia general.

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

relativa de sus respectivos ARNs mensajeros.

2.2 Raton¢s.

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

2.3 Preparacién de las dosis infectantes de V. brasiliensis HUJEG-1 en
diferentes etapas dc crecimiento. ‘

La cepa de N. brasiliensis utilizada en este trabajo fue obtenida de un pacieate
con micetoma dorsal que acudid al Hospital Dr. José Eleuterio Gonzdlez. La bacteria fue
identificada wnediante pruebas microbioldgicas y bioquimicas por el Dr. Manuel A.
Rodriguez Quintanilla del Depto. de Microbiologia de la Fac. de Medicina de la UANL
en Monterrey, N. L. y enviada bajo ¢l nombre de N. brasiliensis HUIEG-1 a la Dra. J.
Brown dcl Center for Infectious Discasc de Atlanta (USA) para su confirmacion.
Posteriormente la cepa fue etiquetada bajo el niimero 700358 en la ATCC.
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ESTRATEGIA GENERAL
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Figura 4. Estrategia general aplicada en la realizacién de los objetivos.
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2.3.1 N. brasiliensis en etapa de crecimiento fogaritmica.

La cepa de N. brasiliensis, mantenida en un medio semisélido de dextrosa-
Sabouraud, fue transferida a matraces Erlemmeyer de 125 ml que contenian 30 ml de
medio de caldo BH! (Brain Heart Infusion, Ditco, Detroit, MI} y se tncubd en
condiciones aerdbicas durante 48 hrs, a2 37°C en bafio de agua con agitacion (Dubonoff
Metabolic Shaking Incubator GCA/Precision Scientific). Después de este tiempo, los
cultivos se colocaron en tubos estériles de 50 ml y se centrifugd a 166g durante 10
minutos; el precipitado (masa bacteriana) se lavi dos veces con solucion salina estéril
0.85% (peso/volumen). Las bacterias se disgregan con ayuda de un homogenizador y
tueron resuspendidas en solucién salina, obteniéndose de esta manera una solucion stock
(concentrada® de nuestra bacteria en fase de crecimiento log (48 h). La concentracion de
nuestro indculo de partida (stock) se calculd en base a la curva estandar de calibracion
espectrofotométrica (325 nm) para el crecimiento de la cepa HUIEG-1 de M. brasiliensis
establecida ya en nuestro laboratorio. Las dosis infectantes deseadas (1x107, 1x10° y
1x10° UFQC) se prepararon diluyendo nuestra solucida stock en solucidn saling o en
medio RPMI-1640.

2.3.2 N. brasiliensis en etapa de crecimiento estacionaria.

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

de las res dosis infectantes fue idéntica.

2.4 Reta/infeccion de macréfagos.

2.4.1 JIbtencion, purificacidn de macrifagoy peritoneales (no inducidos) de
ratén BALB/c y su infeccidon con V. brasiléersis en etapa exponencial o estacionaria.

Los ratones BALB/c fueron sacrificados por dislocacion cervical y se desinfectd
la piel con alcohol etilico al 98% antes de seguir con el procedinuento denfro de una
campana de fluyjo laminar. Todos los insttumentos de diseccion fueron previamente
esterilizados. Se nyectan 10 ml de medio RPMI-1640 frio (sin agente inductur y sin
heparima) en la cavidad peritoneal colocando la aguja de la jeringa en un angulo de 35-

40 gradus con respecto u la supetficie posterior del peritoneo, por debajo del estermnon.
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La inyeccion se hace a través de la linea media-anterior, tomando precaucion de evitar
una puncién del intestino; cuando esto ocurria, €l raton, jeringa y aguja eran desechados.
La cantidad inyectada de RPMI-1640 debe ser suficiente para tender la cavidad
peritoneal, pero no tanto como para diluir las células peritoneales debajo de [.5x10°
células/ml. El lavado peritoncal fue aspirado gentilmente y transferido a un tubo conico
estéril de SO ml, colocado en hielo, donde se recolectaban las lavados de los ratones. Las
cuentas de células nucleadas variaba generalmente entre [x10° y 3x10° células totales/ml
de lavado peritoneal/raton (y su viabilidad fue evaluada de acuerdo a la técnica de
exlusion de azul de tripano.

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

2.4.2 Viabilidad celular.

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

2.4.3 Tincién de esterasa no especifica y fagocitosis.
La funcionalidad fagocitica se verificd por medio de la captacién e internacion de
eritrocitos de carnero sensibilizados (Ver Figura 6 en seccion de Resultados), mientras

que como indicia del grado de pureza del cutivo macrofigico se utilizd 14 tincidn de a-
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naftol butirato para esterasa monocitica no especifica (Fer Figura 7 en seccién de
Resuliados).

2.4.4 Enfrentamiento entre nocardias opsonizadas y macréfagos.

2.4.4.1 Nocardias opsonizadas con anticuerpos policlonales anti-
N. brasiliensis.

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

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

2.4.4 ” Noeardias opsonizadas con anticuerpos monoclonales anti-P61

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

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

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

2.4.5 Pretratamiento de macrdéfagos con amticuerpos policlonales anti-
N. brasliliensis.

Una vez aislados y purificados loes macrofagos peritoncales, estos fuecron
incubados durante | hora con suero policlonal anti-N. brasiliensis - procedente de
ratones BALB/c con micetoma - previamente inactivado a bafio maria durante 20
minutos a 56°C, filtrado a través de un filtro MILLIPORE de 0.22 p y mantenido a 4°C
hasta su usu. Antes de ser usado, se venficd a través de la técnica de ELISA la
presencia de IL-l1a, IL-1(3, IL-10, IFN-y € IL-12 en el suero inactivado y filtrado, no
lograndosce detectar estas citocinas. Las células macrofigicas peritoneales aisladas y
purificadas fueron incubadas durante | hora con un 10% {vol/vol) del suero inactivado y
filtrado; los cultivos celulares sc lavaron tres veces cn forma enérgica con medio RPMI-
1640 y se afiadieron, en pozos respectivos, las dosis baja y media de nocardias por un
periodo de 3 horas; se tomaron muestras del cultivo después de 1 y 3 horas de

incubacidn,

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

Se utilizd el sistema discontinuo de Laemli con un gel de concentracion al 8% y
un gel de separacién al 12%. El gel se montd en un sistema de electroforesis Mini-
protean Il (BIORAD) y se aplicd el amortiguador de corrimiento (Tris-HCl 25 mM,
glicina 12M, pH $.3) en la camara de corrimiento. Antes de aplicar el gel, a las muestras
se adiciond amortiguador de muestra 23X (Tris-HCI 125 mM pH 6.8, sacarasa al 50%
vol/vol, con azul de bromofenol al 0.0005%, p/v, como indicador del frente de corrida).
La muestra se aplicd cuidadosamente en cada carril con una pipeta automatica. El gel se
commid a S0V por 20 minutos con ayuda de una fuente de poder modelo 1000/500
(BIORAD). Una vez que el frente alcanzd el limite del gel de separacion, el voltaje se

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

extracto de N. brasilienyiy, se corrd una mezcla de marcadores de peso molecular.

2.6 Tincion de Coomussie.

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

por 1-3 hora=

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

La IET se realizd de acuerdo a la técnica de Towbin. Se prepard un minigel de
poliacrilamida, sin SDS ni 2-ME, lineal al 12%, pH 6.8. S¢ colocd ua peine con dos
carriles de 3 cm cada uno, La muestra fue un extructo celular cruda de Y. brasitiensis, en
fase crecimiento exponencial, cultivada en medio BHI. Al término de la electroforesis se
elimino el gel cuncentrador y el gel de comimiento fue dividido en dos partes (de 3 cm
cada una) — una para realizar la [ET, y otra para ser teiiida con azul de Coomassie y
observar el patrén proteinico del extracto. La transferencia se realizd sobre un papel de
nitrocelulosa con un poro de 0.45um, utilizando para este objetivo una solucion
amortiguadora (trizina-base de 25 mM, glicina 192 mM, pH 8.3, con 20% de metanol) y
camaras Mini Trans Blot [ y Trans Blot (BIORAD). El extracto de N. brasiliensis fue
transferido mediante la aplicacion de un voltaje constante de 100 V durante 1 hora.
Después de este tiempo, ¢l papel se bloqued con leche Svelty® (Nestlé) al 3% en PBS,
pH 7.4) por dos horas a 37°C en agitacidn gentil y posteriormente se realizaron tres
lavados de 10 minutos cada la solucién de lavado (PBS 0.1 M, pH 7.4, con Tween 20 en
una proporcidn vol/vol 1:1000). Después del bloqueo, ¢l papel de nitrocelulosa se cortd
en tiras de 0.3 c¢m ¢/u y se congelaron, envueitas en papel Parafilm, a —20°C hasta su
usa. Los sobrenadantes de hibridomas fueron usados sin diluir, mientras que los sueros
de raton BALB/c fueron diluidos 1:235 en leche Svelty al 1% en PBS 0.1 M, pH 7.4, con
Tween 20 (1:1000). Las tiras de nitrocelulosa electrotransferidas fueron incubadas con

los sobrenadantes o sueros por 1 horas a 37°C en agitacién gentil. Posteriormente se lavé
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tres veces (10 minutos/lavado) con la solucién de lavado mencionada wrriba. Después se
incubarun las tiras durante 1 hora con anti-gammaglobulinas de raton (producidas en
coneja) conjugadas con peraxidasa y diluidas 1:6000 en leche Svelty al 1% en PBS 0.1
M, pH 7.4, con Tween 20 diluido 1:1000, Al término de la incubacion con el conjugado,
las tiras Breron expuestas @ una solucion del cromégeno (10 mg de 373-
diaminobenzidina en 20 ml de PBS 0.1 M, pH 7.4, con 40 ml de perdxido de hidrégeno
al 30%). La reaccion de revelado fue detemda con HCL IN. Al final, las tiras se
enjuagaron con agua destilada y se colocaron sobre papel absorbente hasta su

secamiento.

2.8 Muestreo de cultives macrofagicos.

Una vez que los macrdfagos se habian adhendou a lu placa, se cambid el medio de
cultivo RPMI-1640 (Iml/pozo) y se permitid la estabilizacion del medio por 2 horas.
Posteriormente se afiadid €l volumen necesariv de indculo bacteriano para obtener las
relaciones nocardias:macrofagos deseadas — baja (10:1), media (100:1} y alta (1000:1).
Paralelamente se realizaron cultivos de macrofagos sin infectar (control negativo) para
averiguar si, durante ¢l intervalo de nuestro experimento, existia liberacion espontanea
de citocinas al medio de cultivo. El volumen total final de trabajo por pozo siempre fue |
ml. El intervalo del experimento efectivo fue de 12 horas, empezando desde el momento
del enfrentamienty entre macrdfagos y nocardias. Se tomaron muestras de los pozos a
los siguientes intervalos de tiempo (horas): 1, 3, 6, 9, 12. Las muestras fueron
centrifugadas por [0 minutos a 20000 rpm, filtrudas a través de un filtro MILLIPORE d¢
0.22p ¥ fueron después congeladas a —70°C hasta la posterior determinacidn de citocinas
por medio de la técnica de ELISA siguiendo las instrucciones del fabricante de los kits
utilizados (PIERCE ENDOGEN). La sensibilidad de los kits fue: IL-10 < 12 pg/ml,
[FN-y < 10 pg/mi, FNT-a < 9 pg/ml, IL-12 (p70, biolégicamente activa) < 5 pg/ml,
[L-1a < 6 pg/ml e [L-1B < 3 pg/ml.

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

a través del :nétodo de la extraccidn con isotivcianato de guanidina-fenol-cloroformo
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(Ver APENDICES al final de lu tesis). Se elimind ¢l medio de cultive de los macréfagos
peritoneales. Se afiadieron 600 pl de solucidn de lisis y se almacensd la muestfa a —70°C,
para después procesarla. Durante el procesamiento de muestras, de manera consecutiva
se afiadieron 50 pl de acetato de sodio, 500 pl de fenol acide y 100 pl de cloroformo. La
muestra se dejd en hielo durante 15 minutos, agitano en vortex cada 5 minutos, y
después se centrifugd. La fase acuosa fue removida (aspirando 2 veces 200 ul al
introducir la punta de la pipeta por la superficie de la interfase) y precipitada con un
volumen igual dg alcohol isopropilico a —=70°C por una hora. El ARN ¢btenido se seco,
se resuspendié en agua-DEPC y se realiz6 la transcripcion reversa (RT) usando un
primer Qligo-dT para obtener cADN total. La Reaccion en Cadena de Polimerasa (PCR)
se llevd a cabo utilizando cebadores especificos de los extremnos 57y 37 para los genes de
fas citocinas de interés. El producto de amplificacion fue corrido en un gel de agarosa al
2% tefiido con bromuro de etidio y comparudo con el producto de un gen expresado de
manera constitutiva por células eucariotas — en nuestro caso - B-actina. De esta manera
se obtuvieron resultados de expresion semicuantitativos (Ver Apéndices al final de la

fesis).

2.16 Analisis estadistico.

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

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

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

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

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

P61

Figura 8. PAGE del extracto
celular de Nocardia brasiliensis
HUJEG-1 en gradiente de 8.75-18% en
condiciones no desnaturalizantes. Carril
A: Marcadores de peso molecular
comocido. Carril B: Extracto celular de
N. brasiliensis. Tinciébn con azul de
Coomassie R-250.
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P61

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

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

[Mg”'] (mM)
051015202530

1018

— D TS W e 543 bp

Figura 10. Titulacién de [Mg’'] para las condiciones de PCR usando
cebadores para B-actina (543 bp).
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Mds no estimulados Mds infectados con dosis baja

IL1p IL10 TFNy TNFa IL-12B-act.  JpL1f TL10 IFNyTNFa IL-12 B-act. RT(-)

B Marcadores
8 de peso
N molecular

Figura 11. RT-PCR de ARNs mensajeros para las citocinas IL-1B, IL-10,
IFN-y, TNF-a e IL-12 en macrbfagos peritoneales infectados con N. brasiliensis
(relacién 10 nocardias: 1 M¢).
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Figura 12. Expresiéon relativa de ARNm para IL-10 a través de RT-PCR y
su traduccién proteica (secrecién) por Mes infectados con una dosis alta de
N. brasiliensis en fase estacionaria.
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3.1 Reto de macréfagos con N, brasiliensis.

3.1.11L-12

En nucstros experimentos se observé una sccrecion de [L-12 ¢ [FN-y por
macrofagos directamente proporcional al indculo de nocardias utilizado en fase de
crecimiento estacionaria; de hecho hay una excelente concordancia cuantitativa entre
IL-12 ¢ [FN-y (¥iguras 134 y 14A). Nuestra dosis bacteriana baja estacionaria, en
cualquiera de las dos tases de crecimiento, carece de potencial inductor de estas dos
citocinas en ¢l wntervalo de 12 horas analizado (Figuras 134 y 14A4), a pesar de que s
detectan iufi :10s niveles de sus respectivos ARNms (Figuras 138 y 148).

Evidentemente este “bajo” indice de infeccion en fase de crecimiento sea
logaritmica (virulenta) o estacionaria, 0 ya sea no viable (muerta por calor — datos no
mostrados), no es capaz de estimular una considerable secrecion de estas citocinas {(con
excepeion de IL-1P para ambas fases de crecimiento € [L-10 para la fase exponencial) al
medio de cultivo (Figuras 134, 144, 154, 184, 204, 214, 22A4). Desde luego, ¢l
criterio de infecciosidad para determinar una dosis baja (infecciosa) de un
microorganismo patdgeno, depende de la virulencia del patogeno y de la susceptibilidad
de la célula blanco a ser parasitada intracelularmente — para M. ruberculosis una relacidn
(baja) de 1 Mo:1 micobactcria puede considerarse infecciosa, mientras que para la
mayoria de los casos la minima dasis usada in vitro s¢ enmarca entre 4-10 bacterias por
My.
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Figura 13. Secrecién (A) y transcripcién (B) de IL-12 por Més peritoneales
de ratén BALB/c expuestos a V. brasiliensis en fase estacionaria.
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Figura 14. Secrecién (A) y transcripcién (B) de IFN-y por Més peritoneales
de ratén BALB/c expuestos a N. brasiliensis en fase estacionaria.
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En general, nuestros resultados demuestran una buena concordancia entre los
niveles de ARNm pura IL-12 y la secrecion de su respectiva proteina (bioldgicamente
activa) por los Mgs peritoneales residentes (no inducidos) [(Figuras 134 y 13B (fase
est.); Figur:z ISA y I5B (fase exp.)]; lo mismo puede abservarse para las demas
citocinas - [L-1 [Figuras 16A y 168 (fase est.) y Figuras 174 y 178 (fase exp )], [L-10
[Figuras 184 y 188 (tase est.) y Figuras I94 y 198 (tase exp.)], TNF-o (Figaras 204
¥ 20B (fase est)) y Figuras 214 y 21B (fase exp.)] e IFN-y [Figuras 14A y 14B (fase
est.) y Figuras 224 y 22B (fase cxp.)]. Observamos, sin embargo, cxcepciones de esta
concordancia ARNm-proteina, para las cuales no obstante los bajos o no detectables
niveles de expresion relativa de ARN para alguna de las citocinas, evidenciamos la
presencia de altas cancetraciones proteicas cn el medio de cultivo. En estos casos,
puediera tratarse de mecanismos de regulacidn post-transcripcional, post-traduceidn, o
bien durante de los mecanismos que regulan la liberacidn extracelular de las proteinas

correspondientes.
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Figura 15, Secrecién (A) y transcripcién (B) de IL-12 por Més peritoneales
de ratén BALB/c expuestos a N. brasiliensis en fase exponencial.
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Figura 16. Secrecién (A) y transcripcibn (B) de IL-1B por Mé¢s
peritoneales de ratén BALB/c expuestos a N. brasiliensis en fase estacionaria.
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Figura 17. Secrecibn (A) y transcripciéon (B) de IL-1B por Més
peritoneales de ratén BALB/c expuestos a N. brasiliensis en fase exponencial.
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