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postinfeccion, la expresidn y traduccion de IFN-y**® (e [1-12) en Mps humanos
derivados de sangre periférica dentro de uma amplio indice de infeccién — 5-50
micobacterias/Meo ({43). Salins e al. (211) demucstran que la multiplicacién de
L. pneumophila en Mos (inducidos con tioglicolato) de la cepa de raton BALB/c o AJ,
puede 0 no ser respectivamente acompafiada por la expresion de [FN-y*™™ y una
efectiva traduccidn proteinica a las 24 y 28 horas postinfeccion en dependencia del
fondo genético; mas aun, el inicio de la actividad macrofdgica anti-L. preumophila y la
restriccidn del crecimiemnto imtracelular de la bacteria, coinciden cronoldgicamente con la

produccién de! interferdn.

4.5 TNF-a

Compuestos quimicos microbianos con diversa composicidén y estructura son
inductores en monocitos/macrofagos de TNI-a, citocina privilegiada por estar
involucrada en la degradacién de particulas internadas en las células fagociticas
mononucleares, asi como en su posterior procesamiento y presentacion antigénica a
células accesorias T, contribuyendo al desarrollo operativo innato y adquirido de la
respuesta inmunoldgica (278). La ausencia o neutralizacidn de esta <citocina
proinflamatoria — ya sea como consecuencia de la estrategia de virulencia de patdgenos
infecciosos v sea par factores intrinsecos al huésped uni- 0 multicclular, o atin quizés
debido al acoplamiento de estos das grupos de factores — ha sido coligada en forma
reiterada a la susceptibilidad a infeeciones 2 vivo € in vitro (219, 222-225).

El factor de necrosis tumoral alfa es uno de los puntos neurélgicos en la discordia
existente entre patdgenos y huésped. Por un lado, los efectos bioldgicos de esta citocina
prototipo proinflamatoria [apoptosis de células infectadas (9), sinergismo microbicida
con [FN-y, produccion de NO (2/9), induccion de TLR-24%N (237), degradacién de I-
xB y activacion del factor de transcnpeidn NF-«B (233), induccion de quituocinas
(234), induccidn de la enzima sintasa de oxido nitrico NOS2 en macrdfagos en
combinacion con [FN-y, amplificacién de la produccion de metabolitos del O; por
neutrdfilos y macrofagos (10, 233), ete.] se vinculan, clisicamente, con una actividad
citostatica y/o citocida in vive contra microorganismas intracelulares. Por otra parte, los

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

Underhill ez al. (242) observaron que los companentes de la pared bacteriana de
M. tuberculosis interactian con TLR-2 en macréfagos para promover la produccion de
TNF-a, micnteas que, en el caso de la pared celular de M. bovis BCG, Tsuji er al. (243)
demostraron que sus estructuras contactan via TLR-2 y TLR4 para inducir en células
dendriticas la sintesis de caquetina, la cual a su vez causé la maduracion de estas células
(clevando la expresion de CD40, CD80, CD83 y CD386). Par otro lado, células
dendriticas derivadas de médula dsca do ratones TNFKO infectadas con un adenovirus
recombinante no lograron madurar lo suficiente (en base a los niveles de MHC II,
CD86/B7-2 y CD40) en comparacion a células dendriticas provenientes de animales
normales (239). Asi mismo, ratones TNF" infectados con M fuberculosis no formaron
tejidos linfoides ni granulomas bien estructurados y compactos, y fueron deficientes en
la neutralizacién del bacilo (240), aunque fue notable el hecho que la actividad
fagocitica de macréfagos permanecié normal. Brodskyn et al. (165) notaron que los
glucoinositolfosfolipidos de 7. cruzi inhiben en forma impertante la maduracién causada
pur LPS o CD40L in vifro en células macrofagicas (disminuyendo la expresion de
CD80, CD83, CD86, HLA-DR, CD40 y CDS57) y dendriticas (disminuyendo la
expresion CD80, CD83, CD36, HLA-DR y CD-40) a través de la inhibicién de TNF-q.

En el Gltimo estudio citado {J6J3), los autores demostraron que es precisamente la
porcion de ceramida de los glucoingsitolfosfolipidos el principal responsable de la
inhibicion de la sintesis de TNF-a macrofagico. Barber et al. (246) describen que los
macrétagos procedentes de ratones no responsivos a LPS (fps®) no son capaces de
montar una ;.spuesta contra la ceramida. Fratti et al. (39) evidenciaron que la manosida
de lipoarabinomanano (ManLAM) aislado de M tuberculosis H37Rv, otro cotnpuesto
lipidico glicosilado con grupo acilo ceramida, interficre ¢l reclutamiento dc EEAl a
fagosomas de macrofagos que contienen particulas de [dtex fagocitadas, reduciendo asi

la maduracién fagolisosomal. A su vez, Dahl ef al. (/67) muestran que ManL.AM
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proveniente ae cepas virulentas de M. wberculosis (cepas Erdman v H37Rv) es incapaz
de inducir cantidades significativas de TNF-x in vitro por monocitos humanos de sangre
periférica.

Una parte substancial de estudios in vitre apoyan la tesis que el desarrollo de
factores de virulencia por micropardsitos intracelulares se ha encaminado, al menos
parcialmente en Mes, a suprimir la transcripcion del gen para TNF-a 0 su efectiva
traduccion proteinica, o ya sca para reducir su bioactividad y/o neutralizar sus efectos
biologicos como activadores de Mps. Murthy ef al. (247) observaron (a la 48 horas) que
la produccidn de TNF-o por células monociticas humanas de la linea THP-1 (pretratadas
con Vitamina D;), disminuia (de ~1600 a 280 pg/ml) al aumertar la concentracién (10°,
l(]ﬁ, 107, 103; relaciones respectivas parasito:Me 1:10; 1:1; 10:1 v [00:1) de " Borrelia
burgdorferi {(cepa JD1). Tal disminucidén podria ser causada, segin los autores, por la
liberacidon de TNF-R55 y TNF-R75 que neutralizan la citocina. Por su parte, ¢l grupo de
Balcewicz-Sablinska et al. (150), hacen una conexion entre la virulencia o avirulencia de
dosis bajas (15 bacterias/My) de M (uberculosis (cepas H37Rv y H37Ra,
respectivamente) y la presencia fisica de TNF-o, asi como con la citotoxicidad y
apoptosis celular inducidas por la caquetina. Los mencionados autores detectaron niveles
semejantes de TNF-o (~1-1.7 ng/ml para ambas cepas) al tratar Mgs alveolares
humanos (6-24 horas postinfeccion); sin embargo, los ensayos de citotoxicidad ¥y
apoptosis determinaron una actividad aprox. dos veces mayor en los sobrenadantes de
Mps infectados con la cepa avirulenta de M. tuberculosis (H37Ra); mas adm,
nuevamente se observd una correlacion entre la virulencia/uvirulencia y la secrecion de
altos/bajos niveles de sSTNF-R2 (pero no de sSTNF-R1) en el medio de cultivo.

Sarmento et af. (240) utilizaron sobre Megs peritoneales residentes de raton
BALB/c relaciones infecciosas bajas (10 bacterias/M) para cl andlisis de virulencia de
dos cepas de M. qvium {(cepas 25291 y 1983, respectivamente virulenta y avirulenta); 7
dias postinteccion se detectd una mayor bicactividad T- y NK-independiente de TNF-a
en cultivos de Mos infectados con la copa avirulenta de M. aviwm en contraste con la
virulenta (~250 U/ml vs 15 U/ml, respectivamentc), lo cual correlaciona inversamente
con el crecimiento micobacteriano en Mgs — aprox. 14 veces mayor proliferacion bacilar

de la cepa 25291 (virulenta) en comparacion cun la cepa 1983 (avirulenta).
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Las estudious realizados por Reiling e al. (37) y Greenwell-Wild ef al. (215) se
basaron en Mes humanos (derivados de monocitos de sangre periférica) infectados
M. bovis (cepa 2701 y una c¢epa suave transparente; ambas <on capacidad de infectar
humanos/animales inmunodeficientes). A pesar de la diversidal de las cantidades
absalutas de TNF-a encontradas en cultivo debido a la variabilidad cntre los donadorcs,
el grupo de Reiling observo que, a 12 horas postinfeccidén, un indice infeccioso de 10
micobacterias/Me induce elevadas concentraciones de TNF-w (~11000-15000 pg/ml).
Greenwell-Wild ef al, por su parte, registran un awnento de 140 veces en la
transcripeidn del gen para TNF-a al aplicar una dosis infecciosa de 5 micobacterias/Me;
esta elevada actividad transcripcional (2 horas post-estimulacién) se ve acompailada de
una efectiva secrecion proteica de >2000 pg/ml. El grupo de Reiling también detecta
niveles muy semcjantes de TNF-a a las & horas postestimulo con una relacidn infecciosa
de 3 micobacterias/Me. Al unificar los datos de ambos estudios, se deduce que la
aplicacion de una rango de indices “bajos™ de infeccion micobacterias:Mges (MOLs de
1:1; 3:15 5:1 y 10:1) desencadenan una inicial (2-24 horas) y dramética produccion de
TINF-a., pero incapaz de sostenerse ulteriormente.

La susceptibilidad y resistencia de ganado bovino a M. aviumm subespecie
paratuberculosis y M. avium subespecie aviam, respectivamente, fue tomada como base
para el estudio realizada por Weiss et al (248). Los autores encontraron (6 horas
postinteccion) una expresién de INF-o*®™ dos veces menor en Mgs bavinos de sangre
periférica expuestos a una dosis bacteriana baja (10 bacterias/Mop) de la subespecie
virulenta (paratuberculosis); asi mismo, la bioactividad (citotoxicidad) del TNF-a fue el
doble para los cultivos celulares expuestos a la subespecie aviurm, en cotnparacion con la
subespecic p ratuberculosis.

A simple vista, algunos investigadorcs han planteado en ciertos estudios in vitro
la hipdtesis de la existencia de un vinculo, directamemte proporcional, entre la virulencia
micrabiana y la produccion de TNF-a por células macrofigicas.

En el estudio de McHugh et al. (157) parece haber una correlacion inversa entre
la habilidad de multiplicacion de una cepa virulemta de L. preumophila en Mgs
inducidos de ratén A/ y la reduccién de elevados niveles de TNF-a y su respectivo
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ARN mensajcrao. Ademas, el aumento de la dosis de infeccion (1:1; 10:1 y 100:1)
conllevd, al mismo tiempo, a un incremento de la citocina secretada al medio de cultivo.

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

Teniendo en cuenta lo anterior, asi como los multiples mecanismos de
retroalimentacion negativa que existen para regular la red de citocinas y sus receptores,
seria aventwudu referise a un efecto estimuludor directo del TNF-q para la
protiferacién bacteriana intracelular en Mes. Mas admisihle seria inferir una secuela
indirecta mediada por segundos o terceros elementos elementos mensajeros que, ahora
si, acthian sobre el My, permitiendo una mayor proliferacion bacteriana. En este
contexto, y a pesar de tratarse de un modelo experimental basado en wna agente
infeccioso extracelular, resulta interesante que Ma er al. (249) pretratan Mgs humanos
(derivados de monocitos de sangre periférica) con TNF-a recombinante, inhibiendo asi
en forma especifica la produccién de IL-12 (p40 y p70) causada normalmente por una
alta dosis de S. qureus (relacion 10000 bacterias:1 Mo) con o sin IFN-y; dicha inhibicion
parece caraclerizarse por su independencia de [L- [0, pues anticuerpos neutralizadores de
esta citucina anti-inflamatoria no logran restaurar la sintesis de IL-12, y por el
requerimiento de un perfodo considerable (- 16 horas) de pre-incubacidén con TNF-a, lo
cual sugiere que el TNF-a pudiera estar induciendo procesos de sintesis proteinica e
novo necesaios para sus actividades inhibitorias indirectas.

Finalmente debemos mencionar un tercer grupo de resultados experimentales,
como el de Guiguére y Prescott (230), en el cual dosis bajas de una cepa virulenta de
R equi (103" o su variante sin plismido (103) interactdan con Mes residentes
peritoneales sin lograr discernir alguna tendencia, y mucho menos divergencias
estadisticamente significativas en la expresién de TNF-*™ ™ y su traduccitn proteica

{causados por cualquiera de los dos grupos).
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De lo expuesto anteriormente se puede deducir que existe un consenso en que la
presencia fisica y/o bioactividad in vitre o in vivo de TNF-¢ son parametros asociados a
un estatus inmunitario del huésped (uni- 0 multicelular) que determinaria, en parte, el
grado de permisividad o resistencia hacia pardsitos intracelulares infecciosos; sin
embargo los datos empiricos no logran apoyar en forma conclusiva esta hipoitesis y mds
bien los ante-edentes de experimentos in vitro sustentan una controversia en tomo a la
relacion que guarda la génesis de TNF-@ y la virulencia microbiana:

1) Existe una correlacidn inversamente proporcional cntre la virulencia

(grado de patogenicidad) y la produccién de TNIF-a (por Mes).

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

3) No hay relacion causal entre virulencia/avirulencia y la cantidad de
TNE-a producida in vifro.

En nuestro laboratorio, Salinas ef al. (/82) detectaron niveles séricos
considerables de citocinas [tipo Thl (IFN-y), tipo ThZ (IL-4 e [L-10) y proinflamatorias
(IL-6)] a las 24 horas postinfeccién con la fase de crecimiento logaritmica (virulenta) de
N. brasilient’'s HUJEG-1 via s.c.; sin embargo, curiosamente, las concentraciones de
TNF-a. ¢ IL-2 permanccicron inalteradas durante la infeccion.

Ratones BALB/c infectados por via i.v. con la fase estacionaria de N. brasiliensis
cepa 519, eliminaron la carga bacteriana cn un intervalo de § semanas, y esta resolucion
de la infeccidn correlaciona con un aumento del titulo sérico de TNF-; la neutralizacion
especifica de la citocina prointlamatoria conllevd a una significativa proliferacion de
nocardias. Ademas, macrofagos peritoneales provenientes de animales infectados, al ser
estimulados in vitro con LPS, secretan concentraciones mayores de TNF-a con actividad
citotdxica, en comparacion a macrdfagos de ratones no infectados (183).

Una de las caracteristicas més sobresalientes de N. brasiliensis HUIEG-1 es su
capacidad para restringir i vitro la produccion de TNF-a por macrofagos peritoneales
residentes en un amplio diapasén de carga bacteriana — 1x10" a 1x10° UFC.
Encontréndose en fase estacionara (avirulenta), la dosis baja (10 UFC/M@) y media
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(100 UFC/Mq) utilizadas en nuestros experimentos no fuerom capaces de inducir
elevados miveles de TNF-a; unicamente el estimulo de una dosis mucho mas clevada -
1000 UFC/My - logré desencadenar una secrecion destacada de esta citocina a partir de
una hora postinfeccion (22400 pg/ml). Mdas notable atn fue el hecho que la fase
filamentosa ('og) de nocardias posee una mayor facultad de modulacion negativa sobre
TNF-a, ya que w siquiera la carga de nocardias alta (1000 UFC/Mg) causé una
destacada presencia de esta citocina proinflamatoria; de hecho, €] efecto maximo de la
dosis alta log se situd a 3 horas postinfeccion con un nivel moderado de TNF-a - =750
pg/ml — para posteriormente disminuir definitivamente a <400 pg/ml.

A nuestro juicio, un indculo de 10 UFC de N. brasiliensis con respecto a cuda
macrdfago residente, debiera representar en st un suficiente estimulo para la produccion
de citocinas proinflamatorias al menos. El amplio uso de macrdfugos pre-activados
(inducidos) en la experimentacion in vitro dificulta considerablemente la comparacion
de nuestros resultados, ya que es claro que las células fagociticas inducidas muestran un
sesgy, ya sea este negativo o positivu, de la respuesta normal bivlogica como secuela a
ua estimulo inductor (74). Sin embargo, los estudios de Greenwell-Wild et al. 215) y
Weiss ¢t al. (70) evidenciaron que macrofagos residentes infectados con dosis baja de
M avium (5 bacterias/Mq), asi como de M avium paratuberculosis (relacion 10
bacterias/M@) y M. avium avium (relacién 10 bacterias/Mg), inducen, en un intervalo de
2-6 horas postinfeccién, = 2000 pg/ml de TNF-o. in virro.

Rciling et al. (37) sometieron Mes derivados de médula ésea, provenientes de las
cepas normalcs de ratén BALB/c, C57BL/6 y C3IIlIeN, a un diapasén infeccioso
relativamente bajo de M. fuberculosis cepa H37Rv — relaciones bacterias/Me 1:1; 3:1 y
10:1. Sin importar el fondo genético de las células macrofagicas, la dosis infectante
10:1, en contraste a lo que observamos en ¢l caso de la misma relacion infecciosa de
N. brasiliensis, fue siempre un potente estimulo para la produccion (24 horas
postinfeccién) de considerables cantidades de TNF-a (~1500 pg/ml para las cepas
BALB/¢ y C57BL/6; ~4700 pg/ml para C3H HeN).

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

fases de crecimiento (log y estacionaria) y dentro de un amplio rango de dosis infecciosa
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(10-1000 UFC/Mo). Nuestra hipdtesis es que la ausencia o secrecion insuficiente de
TNF-¢ macrofagica podria beneficiar la supervivencia intracelular de N brasiliensis
mediante la restriccion de: i) la generacion de moléculas reactivas del oxigeno y
nitrogeno con accidn nocardicida; ii) l maduracidn de fagosomas que contienen
nocardias fagocitadas; iii) la expresion de moléculas de membrana en macréfagos (como
por ejemplo CD80, CD386, CD40, MHC II, etc.) que les permiten adquirir una

competencia cfectiva como célula presentadoras de antigenos.

461 _-1p

[L-1B es una molécula proteica que induce funciones proinflamatorias y
microbicidas en neutrdfilos y actia como sefial promotora de crecimiento y
diferenciacidn de células B, coestimulando de esta manera la produccion de anticuerpos.
Ademas, IL-1 rcgula cn forma positiva la proliferacién de fibroblastos y la sintesis de
coldgeno, por lo cual esta citocina podria estar involucrada en los procesos fibrdticos
desencadenados en enfermedades inflamatorias e infeccionss como es el casa de
formacion de granulomas causados por N. brasiliensis y M. tuberculosis, entre otros.

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

La virulencia d¢ microorganismos patdgenos se vincula a la suprcsion o ya sea
la induccidn de IL-1. Guiguére ef al. (250) reportan que dosis bajas (2-5 bacterias) de
R equi 103* (virulenta) inducen en Meps residentes menores concentraciones de LL~1[3
en comparacion con la misma especie curada (R equi 1037) — 10-30 pg/ml vs 40-90
pg/ml. En otro estudio ({44), dosis bajas de BCG y M. leprae son cotejadas en cuanto a
su capacidad de inducir en monocitos humanos de sangre periférica la produccion de
IL-1B, estableciendo que la infeccion por el agente causal de la lepra conlleva a una
minima produccion de la citocina proinflamatoria. mas sin embargo evoca la secrecion

de una sustancial cantidad del receptor antagdénico para IL-1 (IL-1ra). Por otro lado,
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Mendez-Samperio e/ al. (257) demuestran que aln una especie relativamente inocua
para monocitos humanos, como lv es BCG, puede suprimir su produccidn de IL-13 a
través de la accidn negativa de IL-10 enddgena secretada post-estimulo; ¢n este
contexta, [L.-10 recombinante (10 U/ml) previcne (18 horas) la produccion de IL-13 por
monocitos humanos dc sangre periférica cnfrentados a dosis bajas C. neaformans
(relaciones 2/Mq y 10/M@) o C. albicans (telaciones 1/2Mps y 2/Myg).

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

Por dltimo, bajo influencia patdgena de dosis bajas de M. fuberculusis H37Rv
(0.1-10 micobacterias/Mg), la expresidn génica de [L-1 y traduccion de su respectivo
ARNm in virre, pueden adoptar patrones (nicos en células dendriticas y macrofagicas
humanas, s 2erando considerablemente estas Gltimas a las primeras en ambos
parametros durante la etapa temprana (3-24 haras) del encuentro huésped-parasito (190,
259, 260).

La presencia de [L-1f3, asi como de TNF-a, es requerida en ratones BALB/c
estimulados con IL-12 para un dptimo desarrollo de la respuesta inmune tipo Thl hacia
el antigeno OV A (ovoalbimina) (205). Por otro lado, Suzuki et al. (261) muestran que
monacitos humanos estimulados con M. leprae, en contraposicidn a los estimulados con
BCG, producen minimas concentraciones de IL-1, pero una cantidad sustancial de
1L-1ra, favorccicndo quizas la infeccién por agente causal de la lepra.

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

patologicas incitados por IL-1P (262), sino que es posible incrementar la concentracion
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de esta citodina proinflamatoria in vitre en presencia de M bovis mediante la
neutrslizacion de [L-10 con anticuerpus especificos (257).

Nuestros experimentos muestran que IL-1  es la nica citocina producida por
los macréfagos en forma constante y significativa como respuesta a la dosis baja de
N. brasiliensis (en ambas fases de crecimiento — log y estacionaria). La fase log estimula
en forma mas dindmica y sostenida la produccidn de esta citocina, mientras que la fase
estacionaria también lo logra, pero en forma paulatina y también efectiva. Al observar
las cinéticas de la secrecion de IL-1P en respuesta a las tres dosis (estacionaria y log)
infecciosas de nocardias utilizadas, parece no existir una relacion dosis-efecto, sea esta
directa 0 inversa; mds bien creemos que quizas s¢ esté llevando a cabo, al menos cn el
rango de la concentracidén bacteriana aplicada, una produccion de 1L-13 independiente

de la dosis de nocardias enfrentadas a los macréfagos.

4.711-10

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

La produccion de IL-10 es concomitante a la produccion de quimiocinas y
citocinas proinflamatorias causada por productos bacterianos y puede prevenir o revertir
manifestaciones inmunolégicas no deseadas, como choque séptico, enfermedad
granulomatosa de Wegener (27/), rechazo de aloimplantes (272) y psoriasis {273), entre
otros. Ademds, la presencia de 1L-10 contribuye al estatus de “privilegio inmune” en el
o0jo, gracias en parte a la regulacidn negativa de la respuesta inmune Thl por esta
citocina — fenémeno demominado desviacion inmune asociada a la cdmara anterior
(i49).

La i:erleucina-10 es no solamente una potente citocina anti-inflamatoria
producida en diversas condiciones de estrés, siendo su induccién génica o post-
transcripcional vinculadas con la desactivacidon de macréfagos, supresion de
proliferacidn de células T e inhibicidn de praduccion de citocinas. Mds aun, bacterias,

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

observa una expresion diferencial de [L-10A%""

en Mos bovinos infectados con una
dusis baja (10 micobacterias/Myp) de una cepa virulenta (M avium subespecie
paratuberculosis) o avirulenta (M. avium subespecie avium) — 12 veces mds para la
subespecie paratuberculosis vs 4.2 de la subespecie avium (con respecto al Control
Negativo) (248). De hecho, en esta Gltima investigacidn citada, asi como en la realizada
por Rojas et al. {9) con Mes de ratén infectados con M. ftuberculosis virulenta), sc
subraya y refuerza el ya descrito antagonismo clasico existente entre [L-10 y TNF-o, ¥
que la produccion de ambas citocinas por el Mg infectado deriva en una relacidn
cuantitativa [L-10/TNF-o. con poder para definic wun pardmetro de
resistencia/susceptibilidad del huésped. Y, efectivamente, el pretratamiento in vifre con
IL-10 de monocitos y/o macrofagos humanos activados (con 1FN-y) no sdlo revierte la
activacion celular, sino que ademas promueve la multiplicacion de L. pneumophila y
Coxielia burnerri. Mds ain, Mgs residentes o inducidos de ratén IL-107" captan
moléculas de IL-10 sobre su metnbrana que inhiben la actividad listericida y potencian
el crecimier:. & intracelular de L. monocytogenes.

La potenciacion de la inmunidad contra M. avium in vivo se ha asociado a la
neutralizacion de 1L-10 (277, 278) y se ha observado que las células T procedentes de
pecientes tuberculosos anérgicos secretan concentraciones significativas de
interleucina-10 en forma constitutiva (279). Por otro lado, ratones C3H/HeN, con TLR-4
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funcional y productores de IL-10, mantienen en forma indefinida el virus de tumor
mamario en ratones (MMTV), mientras que mutantes para TLR-4 (de la cepa C3H/Hel)
eliminaron el virus a través de una respuesta inmune citotéxica. En contraste, aunque
ratones C57BL/6 deficientes de IL-10 infectados con Leishmania amazonensis redujeron
la carga parasitaria en lesiones, los parasitos persisticron ¥ su persistencia fue asociada
con el desarrollo de lesiones crdnicas semejantes a las ocurridas en animales control.

En honor a la imparcialidad y equidad, debemos sefialar experimentos en los que
la infeccion de Mos residentes de raton BALB/c o Mos humanos (derivados de
monocitos) rn aislados clinicos patogenos de M. tuberculosis H3TRv y R. equi VapA~,
conlleva a una mayor multiplicidad dentro de sus respectivos huéspedes celulares, en
comparacion con sus contrapartes carentes de virulencia (M. tuberculosis H37Ra y
R equi VapA’), sin embargo, la elevada viabilidad y/o creciniento intracelular
bacterianu no se encontrd ligado a una mayor produccign de 1IL-10 (250, 280), Por
dltimo, bajo la influencia de una mismo estimulo y de igual intensidad (es decir, igual
indice de infeccion), ¢l tipo de célula presentadora de antfgeno (monocito, macrofago,
célula dendritica, linfocito B) podria determinar la presencia o ausencia de IL-10 (y otras
citocinas) (/90). Confirmacion de lo anterior es el estudio in vitro desarrollado por
Matsunaga ef al. (156), en el cual la infeccion de Mos peritoneales de raton, y no
monocitos humanos, con una cepa virulenta de L. preumophila suprime la sintesis de
[L-12, pero de manera IL-10-independiente. -

Nosotros mostramos en el presente trabajo que [L-10 es producida en forma
rapida y cuaatiosa por los macrofagos expuestos a la dosis baja virulenta, pero no
avirulenta, ae &, brasiliensis HUJEG-1. Esta citocina, muy probablemente, acttia coma
citocina reguladora, mas no ejemplifica el prototipo riguroso de citocina tipo Th2, como
podria ser quizas bajo ciertas circunstancias IL-4. Uno de los factores que determinan la
funcion biolagica de IL-10 es precisamente el tiempo de aparicion (2§1) con respecto a
otras citocinas y la célula blanco sobre la que actlan.

En macréfagos 1L-10 inhibe la produccién de TNF-, [FN-y e intermediarios
reactivos del oxigeno (245), suprime la cxpresion de las moléculas de membrana CD30,
CD86, CD54 y Macl, evita la proliferacion de macréfagos en respuesta a M-CSF (259);
el pretratamiento de monocitos humanos con IL-10 suprire la induccion de IL-8*F"™ y
su traduccion proteinica como respussta a M. bovis BCG (287). IL-10 también afecta
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negativamente a otras células integrantes del sistema inmune innato como neutréfilos y
células dendriticas, inhibiendo la actividad fagocitica y bactericida de las primeras, y
suprimiendo la simtesis de IL~-12 por las segundas (236, 247). Células dendriticas
estimuladas in vitro con LPS o CD40L (en presencia de anti-IILA-DR) secretan altas
concentraciones de IL-10, pero la neutralizacion de la citocina con MAb anti-1L-10 no
sdlo conlleva a la produccién de TNF-a e IL-12, sino que también pr;:omueve la
maduracion celular (a través de la induccion de moléculus de superficie CD80, CD83,
CD86 y MH(_ I) y estimulacion alogénica de células virgen T hacia una diferenciacion
tipo Thl (258).

Bajou lu accion de [L-10, monocitos humanos y macrGfagos residentes aumentan
la expresion de la misma IL-10, asi como de SOCS-3 (Inhibidor de la Sefializacion de
Receptores para Citocinus) e [L-1ra (Receptor Antagbmico de IL-1 soluble) que inhiben
la respuesta proinflamatonia. Macrdfagos activados con LPS en presencia de IL-10
acrecientan los transcritos de [L-4Ra, sugiriendo una mayor sensibilidad de los
fagocitos a [L-4; ambas citocinas, [L-10 e IL-4, promueven el fenotipo alternative de
macrofagos, los cuales posgen una alta capacidad fagocitica, pero también una exigua
habilidad para destruir patdgenos. La supresidon génica de citocinas proinflamatorias
(TNF-a, I1.-1a, TL.-13) por IL-10 en macréfagos primarios de raton se lleva a caho, en
parte, a través de la desestabilizacién acelerada de sus ARNs mensajeros (289) que
contienen en su region 3” no traducida Elementos Ricos en AU (ERAs).

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

Toda la evidencia mostrada hasta este punto en este trabajo parece incitar,
convincentemente, la proyeccion de IL-10 como una molécula reguladora negativa del
proceso inflamatorio que, ante una cuyuntura de proceso infeccioso por (micro)pardsitos
intracelulares, frecuentemente parece tesultar perjudicial para el huésped in vive o in
vitro debido a3 que constrifie/inhibe directa- o indirectamente: i) la adqusicion de
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marcadores de membrana asociados a la maduracién de fagocitos; ii) la produccion de
citocinas pre. aflamatorias y tipo Thl; iii) la generacidon de metabolitos del oxigeno con
actividad microbicida. No obstaate, antes de asumir como correcta esta tesis sobre la
trascendencia adversa de IL-10 en la defensa anti-microorganismos a nivel celular y de
macroorganismo, quizas debié¢semos cuestionar jcé6mo es que la filogenia y ontogenia
no solo han integrado, sino también preservado una caracteristica aparentemente nociva
(como lo es la produccion de altas concentraciones de [L-10 a mivel celular y
multicelulae/sistémico)?

Wagner et al. (290, 291) obscrvaron que el nimero de células que expresaban
[L-10 en el higado de ratones infectados con L. morocytogenes aumentaron durante €l
primer dia de infeccion y la positividad de ¢€lulas para IL-10 permanecié elevada
durante el estadio temprano de la infeccion, cuando [as bacterias se multiplican en
higado y bazo. Hasta este punto, los datos correlacionaron con la tearia que IL-10 inhibe
o retarda el surgimiento de inmunidad protectora. Sin embargo, aunque el tratamierito
con MADb anti-IL-10 potencié la resistencia de los ratones a la listeria, también provocé
una mas lenta eliminacion de la infeccidn del higado; més ain, cuando la neutralizacion
de IL-10 in vivo se realizé 1 a 3 dias postinfeccion, se deteriord la resistencia anti-
Listeria de los animales.

En contraposicion a la actividad reguladara negativa citada, IL-10 actda sobre
macrdfagos aumentando la expresion de CD14 (rcceptor para LPS), CD16 (FeyRID),
CD64 (FeyRl) y CD163 — una molécula denominada en espaiiol receptor “pepenador” y
que es regulade en forma negativa por LPS, IFN-y y TNF-o (292, 293). Mds aun, los
equipos de investigacion de Stahl y Ezekowitz (326), Devitt et al. (294) y Platt er al.
(295) evidencian, respectivamente, que el receptor para manosa, CD14 y el grupo
diverso de receptores “pepenadares” (scavenger), internan particulas pero no
desencadenan inflamacion y podrian ademds suprimirla en forma activa (296); Reiling et
al (37) demuestran que, a diferencia de TLR-2 y TLR-4, el receptor CDI14 no esta
involucrado en la produccion de TNF-a € [L-12p40 por macrofagos primarios infectados
con M luverculosis in vitro. En adicion, trabajando con monocitos humanos,
Koppelman et al. (295) aplicaron [L-10, reduciendo asi drasticamente los clevados
niveles expresados de HLA-DP, HLA-DQ y HLA-DR a causa de [FN-y, mientras que te
Velde et al. (Y1) evidencian que los niveles monociticos de CD16, CD64 y TNFRp55 de
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hecho aumentaron en presencia de IL-10. Finalmente, esta citocina anti-intlamatoria
promueve in vitro en células dendriticas (CD1a'CD14") su conversion en células con
fenotipo macrofagico (CD1a’CDI14") con elevada actividad tagocitica anti-
micobacteriana (133).

La exposicion de monocitos o macrotagos humanos a [L-4 inhibe la expresion de
los tres tipos de FeyRs y la ingestion de particulas mediada por estos receptores; sin
embargo, esta supresion fue bloqueada pre-incubando las c€lulas fagociticas con IL-10,
¥ la captacion de IL-10 con unticuerpos MAbs especificos para la citocina reduce
significativamente Ja capacidad para internar particulas cubiertas con [gG (299). Asi
mismo, el pretratamiento de células mononucleares de sangre periférica, monucitos y
células dendriticas con [L-10, aumenta la expresion de CDI4; mas ain, en células
dendriticas este efecto se ve acompuiiudo de una elevada actividad fagocitica hacia
M. tuberculosis (153).

Pacientes con artritis reurnatoide (AR) tratados con IL-10 no mostraron mejoria
clinica, sino que hubo en ellos una signiticativa disminucion de trombocitos,
correlacionada con una elevada expresion de FeyRI y FeyRIIA sobre monocitos y
macréfagos; en forma semejante, células monoceiticas y macrofigicas de pacientes con
AR fueron inducidas ex-vivo a expresar elevados niveles de FeyRl y FeyRIIA bajo el
etecto de interleucina-10, ademas de que aumentaron su produccion de TNF-a al ser
expuestas a Cls (307).

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

Por tanto, nuestra investigacidon demuestra que Unicamente la forma virulenta de
N. brasiliensis, en dosis baja, induce una alta concentracién de IL-10, la cual suponemos
no sélo inhibe, a excepcion de IL1-B, la produccion de TNF-at, IL-12 ¢ [FN-y, sino que
posiblemente acrecienta la actividad fagocitica del macréfago quizas mediante la
expresion inducida de l'cyRs y otros receptores altemnativos. La actividad pro-tagocitica
de [L.-10 sobre macrétagos pudiese o no ser un fendmeno “natural” montado por la

célula huésped al enfrentarse a N. brasiliensis, sin embargo la consecuencia de este
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hecho seria una mayor internacion de bacterias por el macrofago, lo cual re significa, g
priori, una destruccidn efectiva del microorganismo. En este sentido, Moure e al. (281)
presentan una lista de patOgenos intracelulares — bacterias (Salmonella choleraesius,
L. monocyiugenes, Klebsiella  preumoniae,  Streptococcus — pmeumoniue,
Staphylococcus aureus, Borrelia burydorferi, Chlumydiu trachomatis), micobucterias
M avium M. tuberculvsis, M. buvis BCG), hongos (Candida albicans,
Cryptococeus neoformans, Coccidioidey immitis, Aspergillus fumigatuy) y protozoarigs
(L. major, Trypanosema cruzi, T. congolense, Toxoplasma gondii), para los cuales existe
evidencia que la presencia de bajos niveles de lL-10 aumentan la resistencia a la
infeccion en modelos experimentales en ratones, mientras que altas concentraciones de
la citocina mws hacen susceptibles. Uno pudiera hipotetizar que la fagocitosis de
microparasitos intracelulares potenciada por LL-10 es benéfica dentro de un margen
racional, pero en exceso sobrepasaria la capacidad microbicida del huésped,
confribuyendo asi a la patogénesis. Por otra parte, Kane et al. (209) demostraron que los
amastigotes de Lefshmania recubiertos de 1gG y encontrados en las lesiones causadas
por el protozoario, ligaban los receptores Fcy sobre macrofagos, induciendo la
produccion de grandes cantidudes de IL-10, la cual a su vez previno [a activacion de
estas células y disminuyd su produccion de IL-12 y TNF-a. Mis atn, ¢l pretratamiento
de c€lulas macrofigicas con IL-10 recombinante, las vuelve refractarias a la activaciéon

por IFN-y.

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

La i1 -eraccion de CIs con los receptores gamma para el componente Fe de
inmunoglobulinas de las c€lulas blanco, potencia o atentia: i) la produccidn de
quimiocinas o citocinas proinflamatarias y tipe Thl (282); ii) la fagocitosis (77); iii) [a
transduccion de sefiales o proliferacion de linfocitos T/B (308); iv) la actividad
antitumoral por células T (3, 790); v) la maduracidn de macrdfagos o células dendriticas
(311); vi) la presentacion de antigenos (78, 84). El efecto neto atenuante o potenciador
ejercido sobre cualquiera de estas facetas inmunolégicas depende, principalmente, del
balance cuantitativo entre ¢l receptor inhibitorio FeyRIIB y los receptores activadores

FeyRI, FeyRIIA y FeyRII (77). Mas ain, a traves de modelos experimentales i vivo se
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ha demostrado que los Cls, en ausencia o deficiencia de FcyRIIB, aumentan
significativamente la propension a romper la tolerancia inmunoldgica y desarrollar
procesos autoicmunes como glomerulonefritis, neumonitis hemorragica (319), alveolitis
{346), artriti: inducida por coldgeno (321) v reacciones anafilicticas (242).

ClIs [gG-OVA administrados en €l momento de desafie con L. monacyrogenes,
causan en ratones A/J y CBA/J un estado transitorio de susceptibilidad a la infeccion por
¢éste parasito intracelular, asociado a la supresion de la respuesta inmune celular y al
bloqueo de la expresion de moleculas Ia (equivalente al MHC II en ¢l humano) sobre
macrdfagos in vivo (323, 324). In vitro, Cls — lgG-DNP3,ASB, [gG-DNP-KLH o
IgG-FITCsASB — adheridos, pero no solubles, inhiben la induccion de moléculas
codificadas pur loci H2 (I-A, [-E y K) sobre macrofagos tratados (“primed™) con IFN-y y
posteriormente estimulados con L. monocytogenes muerta por calor; la inhibicion
involucra la presencia del componente Fc de inmunoglobulinas, mas no la porcién
F(ab’); y es independiente de c¢lulas T. En contraste a la disminucién de expresion de
glicoproteinas [-AX, la citotoxicidad antitumoral (hacia la linea celular P-815) de
macrdfagos peritoneales (inducidos y pretratados con la combinacidén [FN-y + LPS) es
potenciada pr-r los Cls — un efecto asociado probablemente al aumeanto de TNF-o (324).

La ausencia de la cadena comin v para los receptores FcyRI, FeyRIl y FeeRI, asf
como de anticuerpos circulantes en ratones transgénicos [que contienen células B
funcionales, pero no secretan [g — mIgM/JHDTg — y/o secretan sélo IgM — (m+s)
IgM/JHDTg] evita que se sostenga la infeccidn cutdinea causada por miembros del
complejo Leishmania mexicana (L. mexicana amazonensis y L. mexicana pifanoi) (327).
Par otro lado, ratones mutantes pWMT {con fonde genético C57BL/6, pero con células B
deficientes del domimo transmembranal para IgM) son capaces de controlar y eliminar
en forma efectiva en el bazo a los parasitos de L. donovani (cepa etiopiana LV9), agente
causal de la leishmaniasis visceral, pero desarrollan una exagerada patologia hepética
destructiva (3.26). ‘

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

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

Los sueros de individuos infectadas con S. mansonii conticnen altos miveles de
CIs ASHS-anti-ASHS (ASHS — Antigenos Solubles de Huevos dc Schistosoma), los
cuales inhiben en mayor grado la proliferacion de linfocitos hacia SEA, en comparacion
a los sueros de sujetos sanos (328). Por otra patte, ratorics CS7BL/6J infectados con
cercarias de S. japonica producen un factor inhibidor especifico de linfoproliferacion
que resultd ser IgGl (329, 330). En el caso de S. mansonii se observé que los
granulomas desarrollados eran de menor tamafio en pacientes con Cls, en comparacion
con aquellos individuos sin Cls, aunque estas diferencias no fueron estadisticamente
significativas (33/). En adicion, [gG1 originada in vive por S. japowica y transferida en
forma pasiva a ratones infectados de manera activa, inhibe el desarrollo de granulomas
hepaticos, en comparacidn con €l grupo receptor de IgG L no especifica para S Japonica
330).

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

Uno de los resultados miés intrigantes en nuestre estudio, junto con la inhibicidén
de TNF-o por ambas fases de crecimiento de N. brasiliensis e induccién de
concentraciones elevadas de [L-10 por la dosis baja exponencial de Nocardia, fue
indiscutiblemente el efectac supresor generalizado de nocardias opsonizadas con
anticuerpos anti-V. brasiliensis, sean estos monoclonales anti-P61 o policionales anti-
N. brasiliensis, sobre ]a produccidén de las cinco citocinas analizadas — IL-10, IL-12,
[FN-y, TN¥ & e IL-1 ~ por macrofagos peritoneales no inducidos. Mds afn, este

fendmeno inhibitorio lo obscrvamos también cuando las células fagociticas son
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pretratadas con los anticuerpos policlonales anti-Nocardia y posteriormente son
expuestos a N. brasiliensis,

La manifestacion de altos mniveles de anticuerpos anii-N. brasiliensis a nivel
sistémico en hamanos infectados por esta bacteria es indicativa de un proceso infeccioso
activo, aunque sigue siendo controversial si este tipo de resistencia humoral resulta
benética o no para el huésped (333, 334).

Beaman y Maslan (J335) supusieron que una aplicacidn i.p. (ulca de
ciclofostamida a ratones suizos Webster desencadena una supresion de la respuesta
humoral mediada por células B que explicaria la mayor susceptibilidad a la infeccion por
N. asteroides {cepas 10905, 14759 y GUII-2) y la persistencia de cargas bacterianas
superiares en los 6rganos de animales tratados, en comparaciéon con el grﬁpo que no
recibid el medicamento. Sin embargo, la ciclofosfamida es un compuecsto alquilante que
previene la divisidn celular en forma inespecifica y en un estudio posterior Beaman et al.
{336) admiten que la incspecificidad de este agente anticancerigeno pudo haber afectado,
simultineamente, a otras estirpes celulares. Asi, en un esfuerzo por definir el papel dec
anticuerpos sintetizados por células B en la respuesta inmune anti-N. asteroides, estos
investigadores utilizaron ratones CBD2/F1 (CBA/N x DBA2) machos y hcmbras — los
primeros portadores de células B defectuosas incapaces de producir anticuerpos y los
segundos productorcs normales de inmunoglobulinas. En forma inesperada, los
resultados mostraron que la presencia de anticuerpos anti-V. asteroides en las hembras
no potencié la resistencia contra la infeccidn, sino que por el contrario, incrementd su
susceptibilidad a una dosis letal i.v. de N. asteroides, en comparacion a los machos que
carecian de inmunoglobulinas anti-Nocardia.

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

como tambien la amputacidn espontinea de trenes infectados en ratones.
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La lesidn “brasiliensis” descrita por Folb er al. (338) se caracteriza por la
presencia de macrdfagus espurnosos que contienen nocardias en diferentes etapas de
degradacion, asi como de material hialino eosinofilico en la interfuse del granulo de
nocardias y los componentes celulares del huésped (787, 338). Conde ef al. (339)
evidencian que este material hialino se debe a la acumulacion de complemento vy,
curiosamemnte, inmunoglobulinas anti-V. brasiliensis en las lesiones granulomatosas
actinomicGticas; estos anticuerpos en tejido infectado son detectados adn antes (a los 14
dias postinfeccion) de ser observados en suero (45 dias postinfeccidn). En forma
uteresante, estos autores sugieren que la ausencia de Igs (0 complemento) en algunos
sitios de los granulos actinomicticos podria deberse a la tagocitosis de Cls Igs-Ags de
Nocardia mediada por receptores para el componente F¢ de inmunoglobulinas sobre
células inflamatorias efectoras — entre las cuales pudiesen encontrarse, al menos,
macrofagos linfocitos B.

Finalmente surge la pregunta controversial: ;Son los anticuerpos anti-Nocardia
un elemento inocuo, benéfico o detrimental para el huésped en la resistencia a la
infeccion? Nuestra hipatesis es que la supresidn de citoctnas ejercida por CIs formados
entre inmunoglobulinas de clasc G y N. brasiliensis podria representar una plausible
explicacién parcial del efecto negativofinocuo de los anticuerpos anti-Nocardia
reportado por otros autores. De hecho, la induccion de IL-10 observada en nucstros
experimentos en respucsta a nocardias cn estadio de crecimiento virulento (Figura 37)
pudiera elevar la expresidon de los receptores Fcy que capten estos complejos inmunes,
imposibilitando asi, al menos momentineamente, no sdlo la activacion de célulus
macrofagicas que interman Cls, sino también de células fagociticas mononucleares

adyacentes virgenes (Figura 38).
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CAPITULO 5. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

5.1 Conclusiones.
1. Nocardia brasiiensis HUJEG-1 modula el perfil ¥ cinética de produccion de

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

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

N, brasiliensis.,

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

de IL-10 inversamente proporcional a la dosis.

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

5. Los monoclonales dirigidos contra ¢l antigeno inmunodominante P6l de
N. brasiliensis, también inducen una inhibicién general de las citocinas anulizadas, asi

como de sus respectivos ARNs mensajeros.
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5.2 Perspectivas.

Es evidente que las incognitas generadas al final de este trabajo superan en forma
cuantitativa cualquier eventual sensacion comcluyente. Sin emburgo, los resultados
derivados de nuestros ensayos representan conocimiento concreto que contribuye al
esclarecimiento de la naturaleza de la consecuencia de las interacciones tempranas entce
N. brasiliensis y algunos componentes del sistema inmuneldgico como los son el
macrofago y anticuerpos especificos anti-Vocardia.

Sabemos ahora que ¢l patrén y cinélica de produccion de citocinas (IL-12, IFN-y,
TNF-a, IL-1 e IL-10) por macrofigos infectados in vitre con N. brasiliensis pueden
definirse en base a la combinacidn concreta de la dosis bacteriana aplicada y su fase de
crecimiento, destacando el estadio logaritmico por su singular efecto inhibitorio sobre la
produccidn de INF-¢ y por su antipoda induccion de IL-10. Ignoramos sin embargo
cudl es la naturaleza del componente o compuesto que posee la fase virulenta de
N. brasiliensis para provocar tal modulacion caracteristica, asi como la identidad de su
receptor cognado en el tagocito mononuclear. Tampoco sabemos si un campo de
cilocinas dominado por IL-10, en ausencia de IL-12, IFN-y y TNF-q, pudiera v no ser
nocivo para las funciones nocardicidas del macréfago y afectar negativamente también
su maduracidn fagocitica, adquisicion de competencia antigeno-presentadora y su
funcion de activador celular paracrino.

Uno de los resultados mas excepcionales fue el hecho que la exposicidon de
macrofagos a anticuerpos anti-N. brasiliensis acota la produccion de las 5 citocinas a
niveles infimos sin wmportar el tamafio del indculo bacteriano. En adicion, cuando el
factor variable es la dosis, pero la concentracion de los anticuerpos se mantiene
constante, €l aumento de nocardias disponibles para tormar complejos inmunes parece
conllevar a un mayor efecto inhibitotio.

Desde luego que existen reportes sobre la inhibicion de citocinas por complejos
nmurnes, mas siempre se ha tratado de un efecto parcial, ya que en todos los casos se
observd asi rnisimo la induceidn de otras citocinas en forma simultinea. En contraparte,
nuestros exr rimentos demuestran una inhibicidn general de [L-12, IFN-y, TNF-c, IL-1
e IL-10.

Ya que ¢l balance cuantitative entre receptores para Fo inhubitorios y activadores

s¢ ha involucrado e¢n la indole (proinflamatoria o anti-inflamutoria) de tareas
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inmunitarias, seria interesante averiguar cudl es la relacion cuantitativa entre estas dos
clases de receptores, asi como dar seguimiento a su expresion en el macréfago durante la
infeccion con distintas dosis de nocardias y en diferentes fases de crecimiento, 0 ain en
respuesta al tratamiento con baclerias no viables upsonizadas. Quizds sea atraclivo
también indagar si el efectu inhibitorio sobre la produccidn de citocinas se realiza por la
accion combinada de fugocitosis opsonizante (mediante FcRs) y no opsonizante
(mediante CD14, TLRs, ¢tc.).

Con respecto a la activacidon de macrdfagos, seria interesante investigar si,
cfectivamente, durante el enfrentamiento macréfago-nocardia surgen, en forma
simultanea o alternada y en espacios adyacentes, macréfagos con diferentes fenotipos de
activacion ("ipo 1, Tipo2, 'lipo alternativo) que pudieran estar involucradgs en las

etapas de la formacion de granulomas.
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TABLAI

PRODUCCION DE CITOCINAS IN VITRO POR MACROFAGOS

PERITONEALLES INFECTADOS CON DIFERENTES

DOSIS DE N. brasiliensis EN FASE DE

CRECIMIENTO ESTACIONARIA.

CITOCINA (pgmiztDSy

12 | IFNoy | TNFw | I-1 | Ii-10
0| 17217 010 25t11] 010 g8E11
1 1425 2316 00 0£0 8346 Control
3 912 3247 1516 00 CEEZI (e
s | 1250 33:9 | 6011 | 00 38x9 |
9 | 1815 1283 50+5 00 28+13
12 | 22¢12 | 40t9 | 135¢30| 020 93111
¢ |_ar 010 25:11 | 00 6811
LT 25214 0+0 75&11 | 83 | 14812 Baja
3 3046 010 110£15 | 7728 12816 (100
Tiempo 6 4719 010 13018 | 33830 | 228410 | UFC/Meo)
de 9 | 44x13 020 | 260z14 | 791x12 | 233x18
12 | 112¢12 010 | 155x14 | 792:21 | 143+13
incubacién 0 17417 010 25411 040 68111
1 | 955221 | 123412 | 185216 | 11555 | 543:8 .
(horas) 3 | 678114 | 767+15 | 19016 | 266:8 | 33320 n;;f'(':ml:)"
6 | 595230 | 511210 | 39029 | 71917 | 183£10
9 | 47531 | 427415 | 550122 | 94915 | 258419
17 | 104214 | 294213 | 470z7 905213 ) 193z19
0| 7el7 0+0 25£11 ] 020 68111
1 | 7894123 [ 2500850 | 2411211 | 193:6 | 1633235 Alta
3 | 2277430 | 7151426 | 20238 | 14616 | 2012419 (1000
6 2225213 | 1806316 | 85328 | 420226 | 1666213 | |;rymiey
9 | 1671231 | 1421223 | 1016211 | 54136 | 1012419
12 | 1486224 | 1531217 | 954210 | 462220 | 718218

Relacion
infecciosa

(UFC*/Mg")

DS — Desviacidn estandar.
* UKC = Unidades Formadoras de Colonia.
* Me - Macrdéfago.
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TABLA 11

PRODUCCION DE CITOCINAS IN VITRO POR MACROFAGQOS

PERITONEALES INFECTADOS CON DIFERENTES

DOSIS DE N. brasiliensis EN FASE DE

CRECIMIENTO EXPONENCTAL.

CITOOCIN A (pgmltDs)

IL-12 Ny | inEo |- IL-10

0 9+5 020 1216 00 | 117432

1 2515 2316 1315 010 8816 Control

3 18212 3217 2446 010 7834 Negativo

6 1616 3319 29110 0+0 56417

9 2418 1213 3315 010 39421

12 819 4019 6817 00 7748

¢ 395 00 1216 010 | 117133

1 | 361+19 | 231:17 | 169+1G | 68+:8 | 4601108 Baja

3 ] 383247 | 3144 | 269118 | 443222 | 1223164 (100
Tiempo | 6 | 251124 0+0 | 109410 ] 933+13 | 1490126 | uFC/Mg) N

de [ ¢ | 137126 020 | 259+21 | 933419 | 1657221 Relacién

12 | 151139 010 | 272210 | 933142 | 159028 infecciosa
incubacion | ¢ 3945 00 1216 010 117233 p——
(horas) 1 11399447 | 797418 | 15947 010 040 | nrredia (100 (UFC'/Mo’)

3 | 789220 | 724219 | 505417 | 731228 | 353217 UFCMa)

6 | 599422 | 297+20 | 479419 | 941413 | 840436

9 | 535¢15 | 194220 | 45910 | 045214 | 73315

12 | 669139 ] 334220 | 382417 | 966115 | 653136

0 3945 010 1236 010 | 11733

|1 | 1823122 | 1667416 | 445+9 | 362¢12 | 70420 Alta

3 | 1385211 | 631215 | 729418 | 906:x12 | 117143 (1000

g 713434 | 464415 | 359417 | 986416 | 70413 | \pong,

433217 | 274213 | 299426 | 945215 30+13

12 441123 97414 | 16913 938136 010

“DS — Desviacion estdndar.
® UFC — Unidades Formadoras de Colonia.
“ Mg - Macréfago.,
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TABLA ITT

PRODUCCION DE CITOCINAS IN VITRO POR MACROFAGOS
PERITONEALES EXPUESTOS A DIFERENTES DOSIS DE
N. brasiliensis, EN FASE DE CRECIMIENTO
EXPONENCIAL, OPSONIZADAS CON
ANTICUERPOS MONOCLONALES
ANTI-P6l.

CITOGCTIN A (pg/mliDS)

12 | o’Ny | TNFo | IL1 | IL-10
0 1024 00 00 00 | 1016 Contral
1 2845 00 515 010 00 Negative
3 944 8xd4 | 1125 010 | 1222
G 916 615 646 0:0 | 1123
0 104 00 00 00 | 1016 Baja
Tiempu 1 2812 00 00 00 010 (100
de 3 3215 00 00 010 010 UFC/Mp) - | Relaciin
6 20210 | 020 [ 160£14 | 114214 | 040 infecciosn
incubacion 0 104 0xQ 020 Q+Q 10165
(horus) (| 25:4 | 0:0 | 0:0 | 00 | 020 | Mediaroo | (UFC'/Mg?)
3 |ha7eii |00 | 50x10 | Zixa 010 UFC/Mg)
. B1£17 | 00 | 197:11 [ 190817 | 00
0 104 00 00 00| 1016 s
1 | 632417 [ 407+20 | 40:10 | 020 0+0 2900
3 | 29816 [ 130226 | 3014 00 00 UFC/M
¢ 391220 | 5746 [ 113z11 010 010 )

“DS - Desviacion estdndar.
b UFC — Unidades Formadoras de Colonia,

¢ Mg - Macrdfago.
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TABLA IV

PRODIU “CION DE CITOCINAS IN VITRO POR MACROFAGOS
PERITONEALES EXPUESTOS A DIFERENTES DOSIS DE

ANTI-N. brasiliensis.

N. brasiliensis, EN FASE DE CRECIMIENTO
EXPONENCIAL, OPSONIZADAS CON
ANTICUERFPOS POLICLONALES

CITOCIN A (pg/mltDs
-12 | IFN4 | TNFa | IL-1 IL-10
0 105 00 00 00 010 Control
1 28+2 | 00 00 020 0+0 Negativo
3 9+2 | 104 0£0 0+0 | 10+5
Tiempo 3 g£3 | 1315 0x0 00 | 40+5 _
de [ 1025 00 00 010 0x0 Baja Relacidn
' 1124 | 020 00 00 0£0 (100 infecciosa
incubacién 3 1645 | 00 00 00 0+0 UFC/Mgp)
(horas) 6 020 | 0+0 | 50413 | 0s0 | 54 (UFC’/Me)
0 10t5 | 00 00 00 00 Alta
1 1743 | 040 | 2348 00 00 (1000
3 55¢5 | 0+0 [ 19010 | 020 1081 | yecmo)
6 1643 | 0+0 ]| 356430 | 020 4044

? DS — Desviacidn estidndar.

% JFC — Unidades Formadoras de Colonia.

* Mg - Macrofago.
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TABLA YV

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

DIFERENTES DOSIS DE N, brasiliensis EN FASE DE
CRECIMIENTO EXPONENCIAL

C I TOCIN A (pgmultDS)

JFN-y | TNF-a M-1o -1 IL-10
e 00 0=0 1485 | 29+7 00
, : 020 | 2427 | 2386 | t2xtl | 23s7 ;‘;‘;ﬁf}

Tiempo 3 030 | 10£10 | 10:3 | 2618 | 22:14 Relucitn
de 0 0+0 Q10 14+5 2947 00 Media . )
abacidn 1 010 0£0 6328 | 9218 020 (100 infecciosa

3 6010 | 00 | 305+13 | 473:13 | 00 VFCMo) | wFctMed)
(boras) v 040 00 1445 29+7 0+0 Alta

1 60113 | 00 99414 | 3615 00 (100

3 | 60£10 | 0:0 | 13318 | 898 00 UFC/Mo)

DS — Desviacion estindar,

* UFC — Unidades Formadoras de Calonia.

“ My - Macrotago.
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1.

APENDICE A
TECNICAS

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

2.
3.
4,

5.
6.

7.

Transtenir 0.1 ml de la suspension cetular a un tubo de 1.5 mi y afiadir 0.1 ml
{volumen igual) de azd de tripano al 0.4% (peso/vol).
Mezclar exhaustivamente.

Transferic con micrapipeta un pequenc volumen (~20 wl) de la muestru diluida a
una de las camaras del hematocitometro,

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

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

Contar las c€lulas viables en los cuatro cuadros de las esquinas de la camara. Las
células que yacen sobre las lineas deben ser contadas sélo si estan tocando las
linea : superior € izquierda de cada cuadro. Las células no viables se tifien de
calor azul (y no son contadas).

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

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

Células porml = x10'x1x2=

celulas/ml

1. Tincion de c-naftol butirato para esterasa mounocitica no especifica.

A. Reactivos

1.

2,

Fijador: vapor de tormalina.Colocar un papel humedecido con formaldehido al
T0% en el fondo de una camara hameda y cerrar herméticamente.
Mezcla de incubacion

a. l-naftil butirato al 0.5% en &er de dimetilo

de dietilen-glicol Zml
0.1 M regulador de fostato, pH 6.0 20ml
1.90g NaHPO,
12.05g KI;PO4/L

b. Pararosalinina al 3% en HC1 2N 0.8 ml
Nitrato de sodio al 3%
Agitar la mezcla por 30 seg
Anadir K;HPO4 al 0.1M 20 ml

Combinar las soluciones a y &, ajustando <l pH entre 5.8 y 6.2 con HCl o
KOH vy filtrar.

c. Contratefiir con hematoxilina de Mayer
Hematoxilina lg
Agua 100 ml
Calentar hasta punto de ebullicion y afiadir 100 ml mas de agua.

154



Apéndicey

Efecte de mediadores inmanokigicos sobre la produccida de citocinas por macréIngos infectados con Nocandic brasiliensis

lodato de sodio 0.2g

Sulfato de aluminio de potasio 50g
Almacenar en un frasco oscuro a temperatura ambiente y filtrar antes de
usarse.

B. Procedimiento.

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

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

Contratefiir con hematoxilina de Mayer por 1-2 minutos.

Secar al aire y montar en Permount (Fischer Scientific Cao.)

th bW -

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

III. RT-PCR.

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

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

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

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

3. Affadir a cada 500 ul de lisado que contiene el ARN que se va a purificar:

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

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

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

B. Transcripcion inversa de ARNm.

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

2. Decantar el sobrenadante, con cuidado de no llevarse €l precipitado (ARN).

3. Lavar con 800 pl de etanol al 30% en agua-DEPC y agitar suavemerte.

4. Centrifugara 11,000 g durante | min y decantar ¢l socbrenadante y eliminar el exceso
de etanol sin tocar ¢l botdn de ARN,

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

7. Aftadir 2l del “stock™ de alige dTy2.13 (GIBCO BRL) a una cone de 0.5 mg/ml.

8. Incubar a 65°C por 10 minutos en ¢l termociclador.

9. Sacar y colocar en hielo 5 minutos,

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

Mezcla de reaccion para ¢cADN

Companente Volumen Concentracion final
Agua-DEPC 3.8 ul
5X"1st. Strand Buffer” 6.0 pl 1X
dNTPs 10 mM 1.2 pl 400 uM
MMLV-RT 200 U/ul 1.0 ul 200 U/ul
DTT 100 mM 30pu 10 pM
11. Continuar la reaccion en el termociclador con las siguientes temperaturas:
37°C | hora
95°C 5 minutos

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

C. PCR de cADN.

1. Utilizar 5 pl del cADN diluido y adicionar 45ul de la mezcla de reaccién para PCR
obteniendo un volumen final de 50.0 pl.

Mezcla de reaccion para PCR

Compaonente Volumen Cancentracidn final
Agua-DEPC 353
Regulador 10X PCR 5.0 pl 1X
MgCl, 2.5l 25 mM
dNTPs 10 mM 1.0 pl 200 pM
Inicis “or 3’ 20 mM 0.5 pl 0.2 uM
Iniciador 3° 20 mM 0.5 pl 0.2 pM
Taq polimerasa 5U/ml 0.2 ul 1 U/ul
¢ADN 5.0

2. Llevar a cabo la reaccion de PCR en el termociclador con las siguientes
caracteristicas: 30 ciclos................ 94°C 45 sep (disociacion)
60°C 45 seg (asociacion)
72°C 90 seg (extensidn)
leciclo ................ 72°C 7 min (extensidn final)

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

Loiclo  corvvniiennnnn. 72°C 5 min. (extension final)
Lista de cebadores para citacinas:
Iniciad Secuencia bp
or

P-actina | Iniciador 5°: GGTGGCCGCTCTAGGCACCAA-Y’ 543
Iniciador 3: CTCTTTGATGTCACGCACGATTTC-3 .

IL-1p Iniciador §": ATGGCAACTGTTCCTGAACTCAACT-3" 563
Iniciador 3': CAGGACAGGTATAGATTCTTTCCTTT-3"

IL-10 Iniciador 5°: GTAAAGGCTATTCCAACC-3’ 604
Iniciador 3": GGTTGGAATAGCATTTAC-3"

IL-12 Iniciador §': CAGAAGCTAACCATCTCCTGGTTTG-3" 394
Iniciador 3": TCCGGAGTAATTTGGTGCTTCACA-3’

[FN-y Iniciador 5": TGCATCTTGGCTTTGCAGCTCTTCCTCATGGC-3’ 365
Iniciador 3": TGGACCTGTGGGTTGTTGACCTCATTGGC-3"

TNF-a | Iniciador §°: GTTCTATGGCCCAGACCCTCACA-3’ 383
Iniciador 3°: CCATACTTGGGTATATGGACCCT-3”

D. Corrimiento de los productes de PCR en gel de agaresa al 2%.

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

2. Agregar a la agarosa Sl de bromuro de etidio por cada 100 ml de azarosa {conc final
de 10mg/ml).

3. Colocar la agarosa en la placa de electroforesis y dejar polimerizar por lo menos 1
hora.

4, Llenar la camara con regulador TBE 1X. Por cada 100 ml de TBE L X se adicionan 5
ul de bromura de etidio.

3. Mezclar | ul de colorante para la muestra con 5 pl de producto del PCR y colocarla
en ¢l pozo correspondiente. Se utiliza un marcador de tamaiio molecular como referencia
(1 Kb DNA Ladder — GIBCO BRL), del cual se colocd Ipl/carril,
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APENDICE B

Evaluacion estadistica de Mann-Whitney aplicada entre grupos control
negativo -macrifagos na infectados) y células macrofigicas infectadas con
diferentes dosis (baja, media y alta) en fase de crecimiento estacionaria o

exponencial.
Tiempo de incubacion (horas)
CITOCINA 0 1 3 6 92 12
IL-12 P>0.050 | P>0.050 | P<p.050* | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050
Ctrl. Neg.

LFN-y P>0.050 | P<0.050 | P0.050 | P<9.050 | P0.05) | P<D.050

Dos;ﬁmia IL-10 | P>0.050 | P=0.050 | P>0050 | P<0.050 | P<0.050 | P>0.050

out FNT-a._| P>0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P>0.050

L1 | P>0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<.050 | P<0.050 | P<0.050

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

Cul Neg. ™ pNL, | P>0.050 | P<0.050 | Ps0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050

Dos IL-10 | P>0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050

Codin st | FNT-a_| P>0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050

IL-1 | P-0.050 | P<0.050 | Ps0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050

.12 | P>0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<.050

Ctb Nt TNy | P0.050 | Px0.050 | Ps0.0S0 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050

Dosic alta |_L=1+_| P~0.050 | P<0.050 | P<0.050 | Ps0.050 | P=0.050 | P<0.050

st FNT-o. | P>0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<.050

IL-1 | P>0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050

IL-12 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<U.050 | P<0.050 | P=0.050

Ctrl. Neg. ™[Ny, | P>0.050 | P<0.050 | P>0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P=<0.050

Dosts paig |10 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050
osis baja

exp. FNT-o | P<0.650 | P<0.050 | P<0.050 | P<D.050 | P<0.050 | P=<0.050

IL-1 P>0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050

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

C"’"',Neg' IFN«y | P>0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050
Docks IL-10 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050

media exp, |_FNT-¢_| P<0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050

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

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

Ct“",:‘eg' IFN-y | P>0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P>0.050
Dosic alta |_1L-10_| Ps0.050 | P>0.050 | Pxy.050 | P<0.050 | P>0.050 | P<0.050

exp. FNT-a | P<0.g50 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.¢50 | P=0.050 [ P>0.030
I1.-1 P>0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0).050 | P<0.050 | P=<0.050

Ctrl. Neg. =€ wrol negativo — macrotagos no infectados,

Est. = Fase g crecimiento gstacionans.

Dasis baya =1x 107 UFC /pozo, originando una telacién infecciosa 10 wocardias:1 macréfago.
Dosis media = [x10* UFC/pozo, originando una relacidn infecciosa 100 nocardias: | macrétago.
Dosis alta = 1x10° UFC/pozo, originendo una relacion infecciosa 1000 nocardias:1 macrofago.
*Psp.050= Los valores significativos de P estin en letra negrita cursiva,
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APENDICE C

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

Tiempo de¢ incubacion (horas)

CITOCINA 0 1 3 o 9 12
Dosis baja 1L-12 P>0050* | P<0.050 | P<0.050 | P<0.054 | P<0.054 | P>())50
est, IFN-y P=0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050
Vs IL-10 P>0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P>0.050 | P=0.050 | P<#.050
Dosis FNT-o P>0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050 P<0.05¢

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

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

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

Vs IL-1uU P>0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050
Dosis alta FNT-a P>0.050 | P<O.050 | P<O.050 | P<O.050 | P<0.050 | P<0.050
cst, IL-1 P>0.050 [ P<0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050
Dosis IL-12 P>0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<6.050 | P<0.050
media est, 1IFN-y P>0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050
Vs IL-10 P>0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<d.050
Dosis alta FNT-¢ P>0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050
est. IL-1 P>0.050 | P<0.6050 | P<0.8030 | P<0.050 | P<0.8%9 | P<4.0508
Daosis baja IL-12 P>0.050 P<0.4050 P<0.050 P<0.050 P<0.050 P<0.050
exp. IFN-y P>0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<@.050
Vs IL~10 P>0.050 [ P<0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050
Dosis INT-a P>0.050 | P>0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050

media exp. IL-1 P>0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050

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

exp. IFN-y P>0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<4.050
Vs IL-10 P>0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P=0.050
Dosisalta | FNT-a | P>0.050 | P<0.650 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050
€xp- IL-1 P>0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P>0.050 | P>0.050
Dosis IL-17 P>0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.05¢
media exp. IFN-y P>0.050 [ P<0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<4.050 | P<i.a50
Vs IL-10 P>0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050
Dosisalta | FNT-¢ | P>0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<4.050 | P<0.050 | P<0.050
€Xp. IL-1 P>0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<4.950 | P>0.050 | P>0.050

Est. = Fase de crecimiento esiacionaria.

Exp. = Fase de cracimisnto cxponencial,

Dosis baja =1x 10" UFC /pozo, originando una relacidn infecciosa 10 nocardiag: | macrdfago.
Dosis media = | x10* UFC/pozo, originando una relacion infiecciosa 100 nocardias: 1 macréfago.
Dosis alta = 1x 10" UFC/po=o, originando una relagién infocciosa 1000 nocardias: | macréfage.
*P<0.750 = Los valores significativos de P ¢stdn cn letra negrita cursiva
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crecimiento estacionaria a exponencial.

APENDICE D

Evaluacion estadistica de Mann-Whitney aplicada entre grupos de
macrdfages infectados con diferentes dosis (baja, media y alta) en fase de

Tiempo de incubacion (horas)

CITOCUINA, 0 1 3 6 9 12
Dosis baja | IL-1" P>0.050 | P>0.050 | P<0.050% | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050
est. [FN-y P>0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P>0.050 | P>0.050 | P>0.050
Vs IL-10 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050
Dosis baja | FNT-a | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P>0.050 | P>0.050 | P<w.050
exp. IL-1 P>0.050 | P<U.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050
Dosis IL-12 P>0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050
media est. | [FN-y P>0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050
Vs IL-10 | P<0.050 | P<0.G50 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050
Dosis FNT-o | P<.g50 | P>0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P>0.050 |
media exp. | [L-] P>0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P>0.050 | P<0.050
Dosis alta | 11-12 P>0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050
est. IFNwy | P>0.050 | P<0.050 | P<0.050 | F<0.050 | P<0.050 | P<0.050
Vs IL-10 P>0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050
Dosis alta | FNT-a | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050
€xp. IL-1 P>0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050 | P<0.050

Est. = Fase de crecimiento estacionaria.
bxp. = lage do crecimiento exponencial.
Dosis baja=1x10" UFC fpozo, originando una relavion infezivsa 10 nocanling: | oscroFago.
Dosis media = x| 0" UFC/pozo, onginando una relacién infecciosa 100 nocardias: ] macrdfago.
Dasis alta = | x10* UFC/pozo, originando una relacion infecciosa 1000 nocardias:] macréfago.

*Px.950 Lo valores significativog de P esehn en letra negrita cursiva.
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APENDICE E

Evaluacién estadistica de Mano-Whitoey aplicada entre grupos de macrdfagos
infectados con la fase exponencial de N. brasilieneis, células macrofigicas enfrentadas a
nocardias opsonizadas con anticuerpos y macrifagos pretratados con anticuerpos
policlonales anti-Vocardia,

Tiempo de incubacion (horus)
CITOCINA 0 1 3 6
[L-12 P<0.050* P<1.050 P<0.050 P<0.050
Dosis baja exp. TFN-y P>0.050 P=0,050 P<0.050 P>0.050
Vs IL-10 P<0.050 P<0.050 P<0.050 P0.950
BEOpMAb FNT-a P>0.050 P<0.050 P<0.050 P<0.050
IL-1 P>0,050 P<0.050 P<1.050 P<0.050
L-12 P=9.050 P<0.050 P=0.050 P<0.050
Dasis media [EN-y P>0.050 PD.050 | P=<0.050 P=0.050
°“;';‘ 10 P<0.050 P>0.050 P<0.050 P<0.950
MEQpMAb FNT-a P>0.050 P<1.050 P<0.050 P<0.050
-1 P>0.050 P>0.050 Ps9.050 P<0.050
L-12 P<0.050 P<0.050 P<0.050 P=<0.050
Dwsis alta exp. IFN-y P>0.050 P=0.050 F=30.050 P=0.050
Vs IL-10 P<0.050 P<0.050 P.950 P<U.050
AEOpMAbD FNT-o P>0.050 P<U.050 P<0.050 P<0.050
IL-1 P>0.050 P<0.050 P<1.050 P<0,050
L-12 P<0.050 P<0.050 P<0.050 P=0.050
Daosis baja exp. | [EN-y P>0.050 P<0.050 P<0.050 P>0.050
Vs IL-10 P<0.050 Ps.050 P<0.050 P<0.050 |
BEOpPoli FNT- P>0.050 P<0.050 | P<0.050 P<0.050
IL-1 P>0.050 P=<0.050 P<0.050 P<0.050
IL-12 P<0,050 P<0.050 P<0.050 P<0.050
Dosis alta exp. LEN-y P>0.050 P<1,050 P<0.050 P=<0.050
Vs IL-10 P<8.050 P<0.050 P<0,050 P<0,950
AEQpPoli FNT-a P>0.050 P<.050 P<0.050 P=0.050
-1 P>0.050 P<0,059 P<0.050 P<0.050
) IL-12 N.D. N.D. N.D. N.D
D"’i:xmed“ IFN-y P>0.050 P<.050 | P<v.as0 N.D
vr: IL-10 P<0.050 70,050 P<0.050 N.D
MEPrePoli FNT-g P<0.050 P<1).050 P<0.030 N.D
-1 P<0.050 P<0,050 P=0.050 N.D
IL-12 N.D. N.D. N.D. N.D
Danis alta exp. IFN-¥ P>0.050 P<0.050 P=0.050 N.D
Vs IL-10 P<p.050 P=0.05¢ P=0.050 N.D
AEPrePoli FNT-o P>0.050 P>0.050 P<.050 N. D,
-1 P<0.050 P<0,050 P<0,050 N.D
M.D. = Ha Detertunada. Exp. = Fase de crecimicoto expollen&ul.
BEOpM Ab = Dosis de Necardio baja en fase de X inl ap izada con MAb anhi-PAT.
MEQpMAL = Dasis de Nocardia baja en Fase de crecimi P ial opsonizada con MAb aut-Pé 1.
AEOpM Ab = Dosia de Nocardia baja cn Rsc de K P 1al opsonizada con MAb aoti-PS1.
MEPrePali = Dosis de ¥orvrlia media en fase de crecimi exp ial exp a Mgy rios con ace. policlonates sovl-M
AEPrePoll = Dosia do Mocardro dta co fc do o ial cap & Mos pretratados con sox policloankss aati-MN. &

AP 58 = Los velores signifcativos da P estinen Ietrlmemni
1al









