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INTRODUCCION

La respuesta inmune en un contexto general consis

te de una serie de eventos iniciados por la interacci6n de

las células inmunocompetentes con el antígeno ( Ag). En la

áltima década ha sido esclarecido el papel de los linfocitos

en la iniciaci6n de este tipo de respuesta y se han clasifi- 

cado en dos tipos: ( i) Linfocitos T que derivan del timo y

son los responsables de las reacciones de hipersensibilidad

de tipo tardío, inmunidad a transplantes y tumores, resis- 

tencia celular a numerosos mieroorganismos y algunas formas

de autoinnunidad y ( ii) linfocitos B derivados de médula

6sea, que producen moléculas de inmunoglobulinas ( Ig) lla- 

madas anticuerpos que son secretadas al suero. 

Otros tipos de células tales como monocitos, ma- 

cr6fagos, granulocitosq etc., juegan también un papel impor- 

tante en la respuesta inmune, aunque estas células no estan

involucradas al inicio en el reconocimiento específico del

Ag, están relacionadas con la captura o manejo de éste. Cuan

do los linfocitos reaccionan con el antígeno, se diferenclan

y proliferan para producir una progenia de células efectoras, 

las cuales ejecutan la respuesta inmune y de células de memo

ria o comprometidas que son las responsables de una respues- 

ta inmune aumentada ( respuesta secundaria), que se origina

cuando el organismo se pone por segunda vez en contacto con

e 1 Ag. 
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1RESPUBESTA IlUZUTITE CELULAR

Por estudios hechos in vitro se sabe que la inmu

nidad mediada por células ( CIJI) depende de la interacci6n

entre los linfocitos T y los fa¿gocitos mononueleares. Este

tipo de respuesta se inicia cuando el Ag o el mit6geno es

reconocido por la célula T, la cual lleva a cabo procesos de

diferenciación y proliferación que se reflejan en una acti- 

vaci6n que induce la producción de varios factores con acti- 

vidad biológica, denominados por Dumonde y col. ( 1 ) " media

dores", productos de linfocitos activados ( PLAs) o Olinfoci- 

nas". 

Dentro de estos mediadores o linfocínas se encuen

tran: el factor' inhibidor de la migración ( MIF) descrito por

George y Vaughan ( 2 ) y más directamente en 1966 por Bloom

y Bennett ( 3 ) y David ( 4 ). Los factores quimiotácticOs

descritos porViard y David ( 5 ), el factor estfinulante de la

función del maer6fago ( 1 IAF) descrito por llooney y Waksman

6 ), el factor blastogénico descrito por Valentine y Law- 

rence ( 7 ) p el factor reactivo de la piel descrito por Bloom

y Bennett el factor linfot6xico de Granger y colabora

dores ( 9 ), el factor de transferencia descrito por Lawrence

lo, 11 ) y el factor tipo interfer6n ( 12 ).. Todos estos

factores reclutan y estimulan linfocitos y monocitos. Los

monocitos que son transformados a macr6fagos activos muestran

un aumento en su actividad fagocítica y mierobicida debido a
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un incremento en su actividad enzimática ( lisosomal). 

Otra de las manifestaciones de la inmunidad celu

lar es la de destruir células blanco ( que pueden o no conte- 

ner al antígeno en su superficie). Estas reacciones citot6xi

cas parecen estar en el umbral de una reacci6n específica

entre un lifocito T y su Ag. Se han propuesto varios modelos

para explicar como estas reacciones pueden llevarse a cabo: 

el primero indica que, las células blanco son destruídas por

un contacto específico con el linfocito T ( muerte por contac

to); otro postula, que una substancia t6xica, liberada por la

célula T activada por el Aj, lisa a las células blanco y a cé

lulas no relacionadas; un tercer modelo describe que, las cé- 

lulas linfoides normales destruyen células blanco que están

unidas a moléculas de anticuerpo ( citotoxicidad mediada por

células dependiente de anticuerpo) ( 13, 14 ). Cada uno de

estos mecanismos han sido definidos por sistemas in vitro y

se desconoce cual de ellos es más importante in vivo. 

La CLII finalmente alcanza el nivel de inflamaci6n

alérgica, producida al menos en parte por la liberaci6n de

substancias flogísticas derivadas del macr6fago atraído y

activado localmente, durante las etapas mencionadas anterior

mente ( 15 ). 

RESPUESTA LJIMTE 1IMORAL
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Este tipo de inmunidad está determinado por los

linfocitos B que tienen receptores tipo inmunoglobulínico

en su superficie y son los precursores de las células forma

doras de anticuerpo ( 16, 17 ). Estas células B, bajo el es

tímulo antigénico, son activadas y diferenciadas a células

plasmáticas ( formadoras de anticuerpo), las que se caracte- 

rizan por presentar un retículo endoplásmico muy abundante, 

estructura celular fundamental para que la célula lleve a

cabo la síntesis de inmunoglobulina. 

Se han encontrado antígenos poliméricos como: 

polisacárido III del pneumococo, levanas7 lipopolisacárido

LPS) de Lscherichia col¡, polivinil pirrolidona, flagelina

polimerizada, e te., que act—dan directamente sobre la célula

B; estos antígenos se caracterizan no s6lo por la presencia

de determinantes repetitivos idénticos, sino también porque

son lentamente metabolizados y producen en su mayoría res- 

puestas de tipo I ZI. Ya que inducen una respuesta normal de

las células B en animales carentes de células T, se les han

denominado antígenos timo -independientes. 

En cambio, otros antígenos no presentan estas ca

racteristicas y se les llama antígenos timo -dependientes, 

los cuales generalmente inducen en un individuo una respues- 

ta de tipo IghT seguida de IgG. Es necesario mencionar que en

un rat6n deprimido de células T, la respuesta de tipo IgM es

menor que la observada en animales normales y la de IgG está, 

la mayoría de las veces ausente ( 18 ). Se ha demostrado que



la uni6n de estos antígenos timo -dependientes con los recep- 

tores de la célula B se lleva a cabo, pero esto no parece ser

suficiente para que la célula se diferencle, lo cual puede de

berse a que estos antIjenos sean rápidamente metabolizados y

no persistan el tiempo reqUerido para los eventos de inicia

ci6n. además de que carecen de unidades repetitivas lo cual

no les permite enlazarse en forma multivalente a los recepto

tes inmunoglobulínicos. Miller y Llitchell ( 17 ) han demos- 

trado que las células T son necesarias para que estos antíg1

nos disparen a la célula B a formar anticuerpos. Por lo tanto, 

en necesario una cooperaci6n de las células T y B para respqn

der a esta clase de antígenos. 

Actualmente se considera a la respuesta inmune no

s6lo como un mecanismo de defensa, sino también homeostático, 

el cual provee resistencia a infecciones como bacterias facul

tativas intracelulares, hongos, virus y además mantiene la in

tegridad funcional del organismo eliminando células anormales

y potencialmente malipTias ( 15

YITOGENOS

Desde el descubrimiento de Nowell ( 19 ) se sabe

que la fitoheina7,lutinina ( PFIA), lectina de Phaseolus vulga- 

ris, induce una transformaci6n blastoide en linfocitos norma

les, por lo cual la estimulaci6n mitogénica de estas células

5



ha. sido estudiada extensamente como un modelo de activaci6n

antigénica y control de crecimiento. 

Una amplia variedad de agentes químicos diversos, 

que varían desde iones metálicos hasta macromoléculas como

anticuerpos y lectinas, han mostrado ser rait6genos ( 20 ); 

además los componentes celulares con los cuales estos mit6- 

genos pueden interactuar son muy variados e incluyen inmuno- 

globulinas de superficie, beta2--mieroglobulinas, carbohidra- 

tos, glicoproteínas, glicolípidos y posiblemente enzimas de

membrana tal como la adenil ciclasa y la guanidil cielasa. 

También se ha demostrado que algunos compuestos tales como el

metaperyodato de sodio ( 21, 22 ), Concanavalina A ( Con A) 

23 ) y FHA ( 24 ) estimulan especificamente linfocitos T, 

mientras que otras substancias mitogénicas como LIIS de bac- 

terias Gram. negativas ( 25 ), levanas, flagelina polimeriza- 

da ( 26 ) y anti beta2--m' croglobulina ( 27 ) estimulan sola- 

mente lifocitos B; en cambio, la Phytolacc americana ( F.V7,1) 

28 ) puede esti7niflar a ambas poblaciones. 

Se ha demostrado en varios sistemas y especies de

animales que los mit6genos de los lifocitos B activan adecua

damente a estas células en ausencia de células accesorias, 

linfocitos T ( 25, 29 ) y maer6fagos ( 30 ); sin embargo, e l

to no excluye la posibilidad de que estos liGandos puedan te

ner propiedades para activar a otras células tipo macr6faGo

31 ) y al5n fibroblastos ( 32 ). 

El hecho de que tanto los antígenos como mit6genos
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de diferente especificidad y estructura puedan estimular a

los linfocitos, swiere que la inducci6n de la mitosis no es
u

absolutamente dependiente de la especificidad de los recep- 

tores de membrana para varios ligandos y que el proceso de

disparo por diferentes mit6Genos pueden compartir una vía fi

nal comilui. Se asume que los eventos de superficie inducidos

por la uni6n de los mit6genos a sus receptores específicos

son los responsables de la iniciaci6n de la estimulaci6n de

los linfocitos ( 23, 24 ). 

Se ha demostrado que los linfocitos pueden ser ac

tivados por PHA o FM1,1 covalentemente unidos a perlas de se- 

pIliarosa ( 24 ) o también con Con A unida a cajas Petri ( 23

o a partículas polinéricas acrílicas ( 33 ), indicando que

para la activaci6n no es necesario que el estimulante pene- 

tre a la célula. Aunque hay evidencias de que algunos estimu

lantes pueden entrar al linfocito, se considera que este paso

es irrelevante en la activaci6n. Estudios más recientes mues- 

tran que mientras la uni6n del mit6geno ocurre inicialmente

en muchos sitios alrededor de la periferia de la célula, sub

secuentemente llega a concentrarse en un casquete de uno de

los polos de la célula y es entonces interíorizado por pinoci

tosis ( 34, 35 ). Estos estudios indican que inicialmente los

receptores estan dispersos en la membrana celular y que pueden

moverse bajo la influencia del estimulante, probablemente esto

se deba a que el mit6geno sea multivalente y pueda unir a más

de un receptor formando finalmente el casquete; una vez den - 
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tro de la célula parece que se concentra en las vacuo1as e¡— 

toplasmáticas las cuales son probablemente lisohomas ( 34 ), 

pudiendo ser degradado por las enzimas que contienen, aunque

esto último solo se ha demostrado en el caso de anti—inmuno— 

globulina ( 36 ). 

La uni6n del estimulante causa muchas alteracio— 

nes tempranas en las propiedades de la membrana celular, ta— 

les como un aumento en la incorporaci6n de metabolitos y de

iones, especialmente el calcio ( 29 ); un incremento del

guanosin 3151--monofosfato ( GMP cíclico) ( 37 ) así como del

metabolismo de los fosfolípidos ( 33 particularmente en

recambio de fosfatidil inositol ( 39 Aunque la secuencia

de estos eventos no ha sido aún definida, hay evidencias de

que la transformaci6n linfocítica depende de la presencia de

calcio extracelular ( 40, 41 ) y de que el recambio de fosfa

tidil inositol es un evento ubicuo en la activaci6n de muchos

tipos de células. Por lo que respecta al adenosin 3151 - mono - 

fosfato ( AMP cíclico) y -al GMPc, éstos han sido ¡ mplicados

como reguladores intracelulares del crecimiento y diferencia

ci6n de las células ( 37, 42 ). 

El ADIPc es sintetizado a partir del ATI> por la

enzima adenil ciclasa que se encuentra localizada en la mem— 

brana plasmática, en respuesta a la uni6n del mit6geno u hor

mona con su receptor. El rompimiento del AMTe a AMP es cata— 

lizado por una fosfodiesterasa localizada, al menos en los

linfocitos, en la membrana nuclear ( 43 ). Se propone que la
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interacci6n ligando—receptor induce un cambio en el receptor

que resulta en un incremento en la actividad del sistema de

la adenil cielasa, la cual actáa como un segundo mensajero

que transmite informaci6n desde la membrana hasta el inte— 

rior de la célula ( 44 ). Sin embargo, ni el ALIPc, ni nin— 

g-5n agente que cause un incremento de su concentraci6n en

los linfocitos, causa un aumento en la estimulaci6n; más aán, 

parece que niveles altos de AMTe inhiben los estados prolife

rativos de la respuesta a mit6genos. 

Recientemente, ha llamado la atenci6n el otro nu

ele6tido cíclico ( Gi7,12c). Su concentraci6n en la célula es

mucho más baja que la del ALIPc, pero Hadden ( 37 ) encontró

que se incrementaba entre 10 a 50 veces en los Drimeros 20

minutos después de adicionar Con A o P11A a los 4 ultivOss 10

que sugiere que este nuele6tido actile corno un mediador intra

celular por acci6n de los ajentes mitogénicos. 

Entre la secuencia de cambios bioquInicos que pi e

ceden a la síntesis de DNA, se encuentran: la síntesis acele— 

rada de ( 45, 46 ) y proteínas ( 47, 48 ), el incremento

en la actividad de enzimas tales como la timidina cinasa, la

desoxicitidina cinasa y la desoxicitidilato desaminasa ( 49

ACTIVADORES POLICLONALBS

Mientras que los mit6genos son substancias que in

ducen solamente mitosis, los activadores polielonales son
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substancias que por sí mismas pueden activar directamente a

los linfocitos D e inducir la síntesis de anticixerpos de va— 

rias especificidades inmunol6Gicas. La lista de estos activa

dores incluyen varios Dolisacáridos bacterianos, como son: el

LPS, los polisacáridos del pneumococo, el derivado proteico

purificado ( PPD), las dextranas, las levanas, el micoplasma

y una gran variedad de otros productos bacterianos, así como

también substancias de bajo peso molecular como polienos. La

mayoría de los activadores qUe se conocen son polisacáriosp

pero ésto no es necesariamente una característica primordial. 

Estas substancias activan a las células B para lle

var a cabo la funci6n para la cual han sido genéticanente pro

gr iyn;-idas y que. pueden desempeflar de acuerdo a su estado de

diferencíaci6ny' es decir, nue un activador polielonal revela

no s6lo el repertorio genético del linfocito sino también su

estado de diferenciaci6n. La respuesta de una célula en par— 

ticular, puede ser la inducci6n de síntesis de anticuerpo

con poca o nula síntesis de DII-A ( 26 ), mientras que otras

células pueden activarse s6lo a síntesis de DITA ( 50, 51 ); 

aunque se ha encontrado que después de la activaci6n la may.2

ría de las células expresan ambos parámetros ( 52 ). 

Se ha observado que estas substancias no se unen

a los receptores inmunoglobulínicos del lirifoc to y sin em— 

barZo, tienen la habilidad de iniciar la síntesis de anticuer

po en estas células. Se piensa que al menos la regi6n varia

ble de estos receptores no es necesaria para que ocurra la
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activaci6n celular. 1,115ller ( 53 ) ha propuesto que el papel

de los receptores es unir al m-itíC;eno con la célula correcta, 

mientras que las seiÍales de activaci6n son proporcionadas por

otras estructuras de la molécula antigénica. 

Coutinho j LI3ller ( 26 ) han demostrado experimen

talmente que todos los antIgenos timo—independientes se com— 

portan como activadores polielonales; por lo tanto, los acti

vadores policlonales y los antígenos timo—independientes tie— 

nen la capacidad de activar directamente a las células B, sin

necesidad de células accesorias y la diferencia entre ellos

consiste en nue los antíjenos independientes de timo inducen

una respuesta inmune específica, mientras que los activado— 

reS Dolielonales pueden activar las células B de todas las

especificidades' inmunol6gicas. Coutinho y Li8ller ( 54 ) pro— 

pusieron que la diferencia depende de la uni6n específica

del antígeno timo—independiente con el receptor inmunoglobu— 

línico; es decir, a bajas concentraciones de ant geno, éste

se concentra en las células correctas, las cuales serán ac— 

tivadas por las seíiales. intrínsecas de este antígeno; a

estas bajas concentraciones las otras células B no son capa— 

ces de unir suficiente cantidad de antígeno en su superficie

para lleZar a activarse. Sin embargo, a altas concentraciones

de antígeno, las células no específicas son capaces de acti— 

varse ya que acumulan suficiente cantidad del mismo en su su

perficie, mientras que las células específi cae se encuentran

paralizadas" por contener concentraciones super6ptilnq del
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antígeno. Esta hip6tesis de una sefial no específica propor- 

ciona un papel totalmente pasivo a los receptores in:wanoglo- 

bulínicos. 

Se ha propuesto en el caso de los antigenos timo - 

dependientes, que la- célula T* y/ o macr6fagos son capaces de

proporcionar seffales para activar a la célula D respondedora; 

aquí los receptores servirími s6lo como puente entre la célu

la B y T ( 53 ). 

Gronowiez y Coutilillo ( 55 ) han encontrado además

que cada activador policlonal actiía sobre subpoblaciones de

linfocitos B que pueden estar Darcialmente interrelacionadas. 

También se ha observado que algunos activadores como el LPS

actila sobre una Doblaci6n comparativamente j-rande, mientras

que otros ac-bIa'n en poblaciones más pequeúas. Además se ha

visto que cada subpoblaci6n de células D estimulada difiere

con respecto a su estado de diferenciaci6n y que ésto condi

ciona nue cada una de ellas tenga su propio estereotipo de

respuesta al ser estimulada por el actívador correspondiente. 

Así, la dextrana sulfatada acti5a sobre células inmaduras o

precursoras; el IXS sobre células más maduras; el PPD sobre

las más diferenciadas C51 ) y la polivinj-Ipirrolidona ( PVP) 

sobre* las totalmente maduras ( 26, 56 ). 

Primi y col. ( 57, 58 ) haciendo uso de los acti

vadores policlonales, han demostrado la existencia en el or

ganismo de células 3 autorreactivas, que existen en un estado

de reposo y que al ser activadas por este tipo de substancias
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secretan sus productos genéticos en la misma forma que las

demás células. Esto implica que la discriminaci6n de lo pi o

pio y lo extraílo está dada por la célula T y que la falta de

respuesta a los antígenos propios no existe a nivel de la ed

lula B. En condiciones normales, la prevenci6n de la forma- 

ci6n de autoanticuerpos se debe probablemente a la ausencia

de células T reactivas a sí mismo, ya que todos los ant genos

aut6logos son timo -dependientes; consecuentemente la célula

B que reconoce a los antígenos propios no puede ser activada

debido a la falta de cooperaci6n entre la célula T y 7- ( 59

Es importante mencionar que tanto en la initogeni

cidad como en la potencia de estos activadores influyen: la

cantidad de células en el cultivo, la afinidad Ue la uni6n de

los activadores a los receDtores celulares y la dosis. Por lo

tanto, el comi5n denominador de estas substancias ( mit6geno y

activador policlonal) es el hecho de que pueden activar diree

tamente a las células B sin importar la especificidad inmuno- 

globulínica de su superficie. 
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AITITECEDEITTES

En el orden de los Actinomicetales se encuentran

agrupados aquellos microorganismos que poseen característi- 

cas que los semejan tanto a bacterias como a los hongos. Uno

de los géneros incluidos dentro de este orden es Nocardi , 

el cual incluye a organismos pleom6rficos que se caracteri- 

zan por ser: bacilos ácido -alcohol resistentes, aerobios, 

Gram positivos, no esporulados y por formar micelios aéreos

rudimentarios que se fragmentan en cuerpos bacilares o coco¡ 

des. Debido a su heterogeneidad, su posici6n taxon6mica ha

sido objeto de estudios que van desde sus características

morfol6gicas, bioquímicas, serol6- ícas, hasta el conocimiento
0

de sus requerimientos nutricionales , 
su composici6n química

e hibridizaci6n de sus DITAs ( 60 ). 

El género ITocardia fué descrito por Trevisan en

1889 ( 61 ), quien le di6 este nombre en honor a Nocard pri- 

mero en describir el agente etiol6gico de la enfermedad lla- 

mada farcinosis en el ganado bovino ( 62 ). 

Dentro de los mieroorganismos que se encuentran

en este género hay tres, especies oue son pat6genas para el

hombre y son: N. brasiliensís, LT. caviae y LI. 1qteroi es. las

dos primeras producen micetomas que son tumoraciones fistul_0
sas, en las que el agente causal se encuentra presente en

forma de acumulos miceliales o mierocolonías conocidos como

gránulos, los cuales son irregulares, están rodeados por
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16bulos o clavas, en las que la hifa esta rodeada por mate- 

rial amorfo como fosfato de calcio y a veces por leucocitos

polimorfonueleares del huésped ( 63, 64 ). En cambio, LT. 2- 

teoides es el aGente causal de la nocardiosis Dulmonar o pseu

dotuberculosis que se produce como consecuencia de la inhala

ci6n del microorganismo, el cual se establace en los pulno- 

nes originando un cuadro clínico muy semejante a la tuber- 

culosis. 

Se desconoce por completo la evoluci6n de la in- 

fecci6n causada por N. brasilíensis, que bién podría estar

modulada por el tipo de respuesta inmune que se presente, ya

que durante largos periodos después de la infecci6n se han

detectado niveles altos de anticuerpos y se ha e,-aostrado la

existencia de inmunidad celular ( 65, 66 ). Ija respuesta hu- 

moral que se presenta en individuos o animales infectados con

N. brasiliensis ha sido estudiada por varios autores ( 67

así como también la presencia de hipersensibilidad de tiDo

tardío ( DTII), que como se sabe es una de las manifestaciones

de la ¡ nmunidad mediada por células ( 63, 69, 70 y 71 ). 

Varios autores han demostrado la existencia de

1Y. -OH a antígenos de liocardia. El primero en demostrarlo fué

Area LeRo en 1928 ( 72 ), posteriormente Lacaz en 1945 ( 73

Glover y col. en 1948 ( 74 ), González -Ochoa y Baranda en

1953 ( 75 ), Magnusson en 1961 ( 76 ) y Bojalil y Magnusson

en 1963 ( 77 ) trabajando con antígenos del medio de cultivo

de Nocardia encontraron reacciones cruzadas con sueros de
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pacientes tuberculosos. Posteriormente Ortiz -Ortiz, Contreras

y Bojalil ( 68, 69, 70 y 71 ) utilizando diferentes antígenos

obtenidos de material somático tales como un extracto cito- 

plasmático purificado ( 68 ), una proteína ribosomal ( 69 ) 

y un polisacárido ( 70 ) demostraron la presencia de DTH en

cobayos iii: ectados con ` 1. brasiliensis y N. asteroides; con

estos antíjenos se obtuvo una mayor especificidad tanto in

vivo como in vitro, que con los preparados a partir del medio

de cultivo. 

Ortiz -Ortiz, Contreras y Llelendro ( 78 ), lleva- 

ron a cabo estudios sobre la dinámica de la CIII en animales

infectados con Nocardia. En este estudio se utiliz6 la prueba

cutánea ( PC) para medir DTH y se observ6 que la reacci6n era

de mayor intensidad alrededor de los días 20 a 25 y que pos- 

teriormente disminuía. Por otro lado, Melendro y col. ( 79 ) 

midieron cambios en la resistencia del huésped infectado con

LI. brasiliensis, contra un organismo no relacionado Listeria

monocytogenes y observaron un aumento en la fagocitosis líni

camente en el día 20; la capacidad de aigesti6n intracelular

se vi6 incremeiltada en los animales infectados a partir del

día 15 después de la infecci6n. 

C01,íPOSICION DE W. PA= ED DE LA ITOCARDIA

Con el fin de determinar las relaciones taxon6mi
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cas existentes entre la 11ocardia y otros actinomicetos rela- 

cionados, se ha tratado ae estudiar la composici6n de la

pared celular. La pared de los géneros clasificados como

lTocardia esta formada por una estructura compleja que consis

te de un peptidoglucano, constituyentes lipídicos y otros COM

puestos polisacáridos o peptídicos. 

PEPTIDOGLUCANO

Llamado también mucopéptido o mureína, es un cons

tituyente comi5n de todas las bacterias. En el caso del Géne- 

ro Nocardia, la parte glucano es lineal y consiste de unida- 

des disacáridas de I- D- 11- acetilglucosamina y & cido -.T- Glucolil

muránico unidas por enlaces Bl— 4. El ácido nurámico está

unido por su parte carboxílica a una cadena tetrapeptídica

con la secuencia L- alanina- D- glucasamina- ácido meso- diamino- 

pimélico- D- alanina. Dos subunidades peptídicas pueden estar

unidas directanente por la uni6n ( dia= inopimélico- D- 
2) 

alanina para formar un complejo con estructura reticular

SO, 81 y 32 ) ( Fig. l). 

Lechevalier y Lechevalier ( 83 ) y otros investi

gadores ( 84, 85 y. 86 ) basándose en la composici6n de la

pared celular, han logrado clasificar a las paredes celula- 

res de los actinomicetales en 7 tipos ( Tabla l); el género

llocardia quedo comprendido dentro del tipo IV el cual se
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caracteriza por contener ácido meso- 2, 6- diaminopimélico, 

arabinosa y galactosa. 

Un efecto biol6gico comAn a los géneros Mycobacte

rium y Nocardia es su acci6n adyuvante. Preund y Walter ( 87

encontraron que la incorporaci6n de wi antígeno en fase acuo- 

sa y células muertas de 15ycobacterium o Nocardia en fase oleo

sa, es un método efectivo para producir una intensa y prolon- 

gada respuesta de anticuerpos, así como una hipersensibilidad

de tipo tardío. La naturaleza química del principio activo de

estos mieroorganismos ha sido objeto de varias investigacio- 

nes que han llegado a determinar que el principal componente

es el peptidoglucanol el cual incorporado en una emulsi6n

agua -aceite produce un granuloma, incrementa el título de

anticuerpos e induce un alto nivel de CI.:I en contra del antí

geno. Se ha demostrado que, ai5n pequefías fracciones del pep- 

tidoglucano, como el 1,'-,- lucolil-murami.-1- L- alanina- D- isoglu- 

tamina ( muramil dipéptido), conserva esta actividad adyuva 
4

te ( 88, 39 ). 

Varios investigadores ( 90, 91, 92 y 93 ) encon- 

traron aue un extracto soluble obtenido a partir de la pared

celular de varias cepas de ITocardia no pat6genas ( J. opaca, 

U. rubra y 11. corallina) induce una fuerte activaci6n mito- 

Sénica en las células B de conejos, de ratones y de humanos, 

aderiás de que posee características de activador polielonc-d. 

En un estudio reciente realizado en nuestro labo

ratorio ( 94 ) usando células de bazo de animales normales
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cultivadas en presencia de un extracto de N. brasiliensis se

encontr6 un aumento en la incorporaci6n de timidina; esto

nos su,-,iri6 que probablemente existiera en este mieroorganis

mo un componente celular mito0nico semejante en su funci6n

biol6,-,ica al descrito en el caso de las cepas de Nocardia no

pat6- enas, lo cual sería de interés para tratar de explicar

las alteraciones que causa este organismo en el huésped. 

En este reporte, se describe la actividad mitogé

nica y polielonal QUe ejerce un extracto de N. brasiliensis

sobre los linfocitos mur¡ nos. Así mismo, se presenta un es- 

tuú¡ o del efecto ad mvante de este extracto en un sistema

in vitro de formaci6n de anticuerpos. 
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MATERIAISS Y METODOS

Animales. Se usaron ratones de cuando menos 6 se

manas de nacidos de las cepas jVJ; 03H/ HeJ; AVSt; BAIM/ C; 

03H/ St; AIMP; C57BL/ 1OSn; BlO. BR/ SgSn y BlO. D2/ oSnp así co- 

mo C3H/ HeJ atímicos ( nu/ nu) y heterozigotos ( nu/+). Los ani- 

males se mantuvieron en cajas de acrílico con tapa de rejilla

y se alimentaron con Purina ( Purina- de Lléxico, S. A_ de C. V.) 

y agua ad libitum. 

Nocardia brasiliensis. Se us6 la cepa de 11. bra- 

siliensis U-PHG- 24 mantenida en el Instituto de Investigacio- 

nes Biomédicas, UNA1-1. 

I.ledio de cultivo para la N. brasiliensis. La bac

teria se cultiv6 a 37 0 C en medio de Proskauer -Beck, modifica- 

do por Youmans y Karlson ( PBY) ( 95 ), con una concentraci6n

de 5;. de glicerol que permite el máximo desarrollo del in6cu- 

lo en 25 a 30 días de incubaci6n y cuya f6rmula por litro es

la siEuiente: 

L- asparagina 5. 0000 e

citrato de sodio - 2 H20 0. 6176 g

cloruro de magnesio - 6 H20 0. 1974 g

fosfato monobásico de potasio 5. 0000 9

sulfato de potasio 0. 5000 9

glicerol
50 Lil

4_1



agua destilada e. b. P. 1000 mi

Se disuelven por separado cada una ae las saleso

se nezclan y por último se ap_wega el glicerol, se ajusta el

pH a 6. 8 con bicarbonato de sodio. Se esteriliza en autocla- 

ve a 1200 C durante 15 min. 

Obtenci6n del extracto de rocardia. El método de

extracci6n previamente reportado para N. opaca ( 88, 90 ) se

aplic6 a 1.1. brasiliensis. La bacteria se cosech6, sec6 con

acetona y homogeneiz6 en mortero. Se deslipid6 a temperatura

ambiente 3 veces con acetona, alcohol -éter ( 1: 1) y clorofor- 

mo. Las células se lavaron con acetona y se deslipidaron nue

vamente en un extractor Soxhlet durante 12 a 15 horas conti- 

nuas con cada uno de los siguientes solventes: acetona, éter, 

cloroformo, etanol y cloroformo- metanol ( 87: 13). Las células

dealipidadas se lavaron con éter y secaron a temperatura am- 

biente; 15 gramos de estas células secas se lavaron 3 veces

con 100 veces su peso en ajua y 2 veces con acetato de amo- 

nio 0. 1 11 pH 6. 2 y se recuperaron por centrifugaci6n a 27, 000

X j, por 60 min a 4 00. Pinalmente, se resuspendieron en 100

veces su peso inicial seco de acetato de amonio 0. 1 W pH 6. 2

conteniendo 0. 01% de lisozima; se incub6 por 18 horas a 370C

con ligera agitaci6n. Se recuperó el sobrenadante por filtra

ci6n en un eL.bulo poroso y las células se trataron nuevamen- 

te con lisozima. Los dos sobrenadantes se mezclaron y liofi- 

21



lizaron varias veces llasta eliminar el acetato de amonio. A

este filtrado se le llam6 extracto de Nocardia. 

1.LLt6p,,enos. Se usaron el LPS de Escherichia col¡ 

serotipo 0127: B8, el WS de E. col¡ serotipo 0111: B4 obteni— 

dos de Difco Laboratories, Detroit, IdI y la Concanavalina A

obtenida de Sigma Chemical Co., St. Louis, 1W. 

Preparaci6n del medio de cultivo para células es— 

plénicas. las células se cultivaron en medio RPLII- 1640 ( cat. 

H- 18, Gibco, Gr=. -id islandy ITY) adicionando 2. 2 g de bicarbo— 

nato de sodio por litro. Cada 100 m1 de medio contienen: 

1 ml de soluci6n de sninodcidos no esenciales, 100 X

cat. 114, Gibco) 

1 ml de piruvato de sodio, 100 X ( cat. 136, Gibco) 

1 m1 de una mezcla de penicilina y estreptomicina con

10, 000 U y 10, 000 jig respectivamente. 

0. 1 ml de L—glutamina, 200 m1,1 ( cat. 503, Gibeo) 

5 m1 de suero fetal de ternera ( cat. 614, Gibco) 

Pre araci6n db la mezcla nutricional Para el cul

tivo de células esplérnícas. Esta mezcla contiene por cada

100 M1: 

dextrosa 1. 0 g

medio RPIU- 1640 70 m1

22



aminoácidos esenciales, 50 X

cat. 113, Gibeo) ló wi

aminoácidos no esenciales, 

100 X ( cat. 114, Gibeo) 5 Ld

1,-(,, lutamina, 200 mid 5 m1

Se ajusta el pil a 7. 0 con líaOH 1. 0 IT

13 m1Adicionar 1,laHO03 al 7. 5-. 

Se filtra en forma estIril por membrana Dlillipore

de 0. 45P y se almacena consjelado. Antes de adicionar a los

cultivos, la mezcla se diluye 1: 3 con suero fetal de ternera. 

Pre-paraci6n del cultivo de células de bazo. 

1. Ijos bazos se removieron asépticamente y

se colocaron en cajas de Petrí de plástico estériles de 60 X

15 m= ( cat. 5220, Lu:: Scientific Co., Hew1bury Park, CA) que

contenían de 6 a 10 rril de soluci6n salina balanceada de HanIrs

DSS) estéril con 100 U de penicilina y 100 iiU, de. estreptomi- 

cina por cada 100 ml de BSS. 

2. Se obtuvo una suspensi6n celular del

bazo, dissgre.. luidolo con pinzas de diente de rat6n. 

3. jia.s células se transfirieron a tubos de

plástico estériles ( cat. 2057, llalcon Plastics, Oxnard, CA). 

Se dejaron 5 min en hielo para que las partículas más gruesas

sedimentaran y se transfiri6 el sobrenadante con una pipeta

Pasteur a tubos de plástico c6nicos estériles de 50 m1 de ca- 

pacidad ( cat. 2070t Falcon )- 
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4. Las células se lavaron 3 veces con BSS, 

recuperándolas por centrifu_-aci6n a 750 X g por 10 min a 400

y se resuspendieron finalmente en medio de cultivo. 
5. Se cont6 el niSmero de células viables

por medio del método de exclusi6n del azul tripano ( 96 ). 

6. Se ajust6 el número de células con Eiedio

de cultivo a la cantidad requerida para cada experimento. 

Efecto mitogénico. Los linfocitos fueron cultiva

dos en placas Falcon para rlicrocultivo ( cat. 3040, Falcon), 

en un volumen final de 0. 2 m1 conteniendo 5 X 10
5

células. 

Los cultivos se incubaron a 37 0 C en atm6sfera hi5neda de 10'¡j

de CO en aire y diariamente se adicion6 una g2
sota de la imez- 

cla nutricional con una pipeta Pasteur ( aprox. 30 ill). Para

determinar el grado de estímulaci6n de las células, se adicio

n6 antes de finalizar lar. -dltimas 24 horas de cultivo 1 V' Ci

de 31-1- TdR ( UET- 027, liew England Nuclear, ILL, con una activi

dad específica de 6. 7 Ci/ mmol.). Posteriormente las células

se cosecharon colocándolas en filtros de papel _¡Ihatman No. 3, 

los que se colocaron por 1 hora en una soluci6n de ácido tri

eloroacético ( TCA) al 10110 conteniendo 20 mg de timidina frIa

por 100 m1 de soluci6n. Los filtros se lavaron 2 veces con

TCA al 5' por 20 min y finalmente 2 veces más con metanol por

10 min. Los filtros se secaron, se colocaron en frascos via- 

les que contenían 8 m1 de líquido de centelleo y se contaron

en un ap < arato IZark III (,'nersham/ Searle CO. ILL). 
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Determinaci6n de células formadoras de anticuerpo

Jgg_Al. Se us6 una modificaci6n de la técnica- de hem6lisis lo- 

calizada en - el, previwiente descrita por Jerne y 1, ordin ( 97

de acuerdo al siguiente protocolo: 

1. Las células de 4 cultivos se mezclaron

en tubos de 15 m1 ( cat. 2087, Palcon), las cajas se lavaron

con medio de cultivo utilizando un gendarme para separar las

células adherentes. 

2. La suspensi6n celular se centrifuf 6 a

750 X g por 10 min a 40C, se resuspendi6 en 12 m1 de medio

de cultivo y se centrifug6 nuevamente. Esta operaci6n se re- 

pitíd 2 veces más y finalmente las células se resuspendieron

en 0. 7 m1 de medio. 

5. Se adicion6 0. 1 m1 de la suspensi6n ce

lular y 0. 05 m1 de eritrocitos ajustados al lQ, a tubos de

ensaye de 12 X 75 mn colocados en baño Llaría a 450C, que con

tenían 0. 5 m1 de aGarosa al 0. 5 i, y 0. 2 m1 de suero fetal de

ternera. 

4. Después de mezclarlos, se virti6 su con

tenido en portaobjetos previamente barnizados con agarosa al

0. 11,. Las preparaciones se colocaron en soportes especiales

y se incubaron durante 1 hora a 370 C en cámara húmeda. 
5. Se cubrieron con complemento de cobayo

previamente absorbido con los eritrocitos correspondientes y

diluído 1: 10 con BSS, incubándose nuevamente por 2 horas. 

6. Finalmente se determin6 el ni5nero de
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plac,-ts ', emoliticas en cada laminilla, usando un contador de

colonias Quebec ( Imerican Optical Corporation, Bufallo, 1,7). 

Las CTj'¡ contra trinitrofenil ( TITP) se deternina- 

ron acoplando este hapteno a eritrocitos de burro ( 9j ), I a

ciendo reaccionar una soluci6n de 130 mS de deido 2, 4, 6- tri- 

nitrobencen sulf6nico (. utritional Biochemical Corp., Cleve- 

land, OH) con 1 ml de paquete de eritrocitos per 30 min. La

zar.ma globulina Iiumana (' IGG) se acop16 a eritrocitos de burro

usar -do 1- etil-3( 3- di.,aetil- ai.iinopropil) carbodir-aida ( Carbiochem, 

an Die -o, CA) ( 99 ). 

ctivaci6n -Polielonal. Para la detenainaci6n de

la activaci6n policlonal, 10 , 106 linfocitos viables de bazo

en - Lu-, volumen de 1 rtl se incubaron a 37 0 0 en una, atm6sfera de

j3.., de 7.29 1Q; de 00. y 7, de 0 2; a los cultivos se les adi- 

cion6 diariamente 120 Pl de la mezcla nutricional sin suero

fetal. !; stas células se cosecharon a la 48, ' 72 y 1,20 horas

y se determin6 el nl5mero de C2?A contra iLna variedad de untí

genos. 

Producci3n primaria de anticuerpos. Para observar

este efecto se us6 el método descrito por 1,1lishell y Dutton

100 ). Las células de bazo de ratones se cultivaron a una

concentraci6n de 10 X- 10 6 células viables por m1 de medio de

cultivo, el cual contenía ademi5s 50 pl de 2- mercaptoetanol al

0. 01 1,1 ( cat. 161- 0710, Dio -Rad Lab.) por cada 100 ml. Los
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cultivos se estimularon con una gota ( aprox. 30 pl) de una

suspensi3n al l', de eritrocitos de carnero, se incubaron a

370C en atm6sfera h-ámeda con 10,15 de 002 en aire y diariamen

te se adicion6 120 Pl de la mezcla nutricional. Se determin6

el nl5mero de CPA contra los eritrocitos de carnero. 

Tratamiento con suero anti- tinocitO. Se trataron

1013 células de bazo de ratones C311/ 1: eJ con 1 ml de suero an- 

ti~timocito ( Lot. 150389 lAcrobiological Associates, Bethes- 

da, I:J) diluido 1: 100 y previamente absorbido con células de

mieloma de rat6n XS - 63 y eritrocitos- de ratones C311/ HeJ por

30 min a 370C ( 101 ). DesDués de la i.ncubaci6ng las células

se centrifuzaron y resuspendieron a la -misma concentraci6n en

complemento diluido 1: 6 con BSS; se incubaron nuevamente por

30 = in a 37 0C. Las células tratadas se lavaron y cultivaron

como se describi6 anteriormente. 
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IIESULTADOS

Dosis respuesta de células normales. células nor— 

males tratadas con suero anti—timocito Y células de ratones

atlinicon al extracto de Nocardia. Se estudi6 la capacidad

del extracto de --. brasiliensis de producir una respuesta mi1 — 

togénica en las células li-nfoides de bazo de ratones C311P.EleJ

convencionales (+/+). Se cultivaron 5 X 10 5 células durante

72 horas e_a presencía de varias concentraciones del extracto

de !-, ocardia así como de WS. Como se muestra en la Pie. 2, 

los cultivos que conte -11= el extracto de jíocardia nostraron

una mayor incorporaci6n de -.- Td2 a dosis entre 100 a 200

p.r1:ml. En cambio, el L2S produjo una ma-jor resDuesta mitoJé- 

nica a dos¡-- de las que se llan reportado como50 z3 10.0 u - 

6Dtimas ( 102 ). Esto nos indica nue el extracto de ¡ Tocardia

puede inducir una - jctivaci6n en las células de bazo de rat6n. 

l ste e. tracto también produce un aumento en la in

corporaci6n de ) H- J2<Ll en células esplénicas de ratones tra- 

tadas' con suero anti- timocito ( ATS) mas complemento y en cé- 

lulas de ratones att-nicos ( r.ii/ r-u), es decir, en poblaciones

constituídas s6lo Dor linfocitos D. La Pie. 3 muestra que

cultivos de 72 horas de estas células son estimulados 6pti- 

namente a concentraciones de 100 ug/ ml del extracto de ' Tocar

dia. El LFS que es un mit6.-eno de células B produce una buena

respuesta a la dosis de 50 P9/ M1- Estos datos indican que el

extracto de Nocardia es ún mitdgeno para las células espléni- 
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cas y que la síntesis de DITA ocurre principalmente, si no ex

clusivamente, en los linfocitos B. 

Cinética de la respuesta mitoMénica del extracto

de llocardia. Con el fin de determinar la cinótica de la

respuesta mitogénica producida por el extracto de Nocardia, 

se cultivaron células de bazo a diferentes concentraciones

del extracto y se determin6 la incorporaci6n de 3H- TdR a

diferentes tiempos. En la Fig. 4 se observa que diferentes

dosis del extracto de Nocardia inducen una activaci6n de lin

focitos tanto de ratones C3HPrT-eJ como de A/ St a las 48 horas

de cultivo. La mayor estimulaci6n se obtuvo con 100 a 200

Pg/ m1 del extracto en estudio. En cambio, la respuesta mito- 

génica máxina del LPS siempre se observ6 a las 72 horas de

cultivo ( dato no incluido, pero citado en numerosas referen- 

cias, ver 102 y 103). 

Estimulaci6n de timocitos con LPS. Con A y extrac

to de Nocardia. Aunque el extracto de Nocardia estimula a

las células de bazo depletadas de linfocitos T y a células de

ratones atímicos, indicando aue no es necesaria esta célula

para llevar a cabo la activaci6ny se hicieron estudios para

determinar si este extracto estimulaba también a las células

T. Esto se investiG6 usando timocitos de ratones A/ St o

Bi=/ c de 6 semanas de nacidos. Los cultivos se incubaron

por 48 y 72 horas en presencia de 1 wg/ m1 de Con A, 100 wg/ m1
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de LPS 6 100 w&/ m1 del extracto de Nocardia. 

Como se muestra en la Tabla II, el extracto de

Nocardia no indujo una respuesta mitoSénica en los timocitos

a la dosis 6ptima de estimulaci6n; en cambio, la Con A produ

jo una fuerte síntesis de DITUk. La respuesta del MIS fué si=¡ 

lar al control y a la obtenida er- los cultivos que contenían

el extracto de Hocardia. 

0studio de la respuesta mitog6nica al extracto

de ' Tocardia en variascepas de ratones. Con el fin de deter— 

minar la capacidad del extracto de líocardia de estimular a

los linfocitos nurinos, se usaron diferentes cepas de rato— 

nes. Con este DroD6sito 5 X 106 células murinas de bazo/ m1

de las cepas AJ/ Jj BlO. A genotipo 11-
2a; 

C57BL/ 10 genotipo

H- 2b ; BAIMB/ o o 310. D2 jenotipo H- 2d ; AIM, C311/ St o BlO. BR

Genotipo 11—
c, 

se cultivaron durante 43 horas en presencia de

100 y¡ g/ ml del extracto de llocardia o de LPS. La Fic. 5 mues— 

tra que las células de las diferentes cepas de ratones respcng

den al extracto, aunque la magnitud de esta respuesta varía

grandemente. También puede observarse que, bajo las mismas

condiciones de cultivo,' 1a magnitud de la respuesta entre es

tas cepas no correlaciona con la respuesta al LPS. 

Activaci6n policlonal del extracto de Nocardia en

ratones C3H/ lIeJ y C311/ St. Ya que la habilidad de algunas

substancias que actilan como mitdgenos de células B está ín- 
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timamente relacionada con la capacidad de funcionar como ac- 

tivadores policlonales ( 103, 104 ), se investig6 si. este ex

tracto podía también actuar como tal. Se cultivaron 10 X 10
6

células de bazo de ratones C3H/ HeJ o C3H/ St por 2 días en

presencia o ausencia de 100 pg/:ml del extracto de ITocardia

o lo Vg/ m1 de MIS. Como se observa en la Tabla III, el ex- 

tracto de I-Tocardia causa una activaci6n policlonal en ambas

cepas de ratones, contra eritrocitos de carnero, cabra y el

hapteno TITP, la cual es mayor que la respuesta obtenida con

el LPS. 

tctivacién policlonal por el extracto de llocardio

en células de ratones C3FIAleJ desnudos ( nu/ jiu) y de ratones

heterozigotos ( nuí+). je prob6 la capacidad Lel e.xtracto de

Hocardia de actuar como activador policlonal en células de

bazo de ratones nu/ nu 0 de ratones heterozijotos (-nL',/'+). 

Primero se hizo una cinética de la respuesta, para lo cual

se cultivaron 107 células de bazo de estos ratones por 4-, 

72 6 120 horzas en presencia o ausencia del extracto de Hocar

dia o LPS. La Tabla IV muestra que los cultivos obtenidos de

ambas cepas- de ratones que se estimulan con el extracto de

ocardia incrementan la presencia de anticuerpos contra eri

trocitos de e=- ero, cabra, burro, y HGG. Esta activaci6n

policlonal es similar a la inducida por LBS en caibas cepas. 

Sin embarjo, es importmte mencionar que mientras el extrac

to de Nocardia estimula la -formaci6n de anticuerpos contra
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HGG, el 123 no induce CPA contra el mismo antí£;eno, a pesar

de nue la dosis ensayada na sido reportada como' 6ptima para

la activaci6n policlonal in vitro ( 103 ). La respuesta poli

clonal en -ambas ce -Pas tanto para- el extracto de Nocardia co- 

mo para el LPS parece ser m& xima a las 72 horas de cultivo. 

El extracto de llocardia soslaya el requisito de

linfocitos 10 en un sistema in vitro de formaci6n de anticuer

pos. Ya que el extracto de llocardia mostr6 poseer una acti- 

vidad policlonal, se llev6 an cabo un eXDerimento para deter- 

minar si este extraCtO DOdía c:uplir la necesidad de las célu

las T en la respuesta a un ant:[Zeno timo -dependiente, el

eritrocito de carnero. La Tabla V muestra que las células de

bazo de ratones' desprovistos de células T ( nu/ nu) en cultivos

de 4 días, responden muy pobremente al eritrocito en compax a

ci6n con los ratones heteroziE,-otos; sin embargo, la adici6n

del extracto de Focardia a las células de ratones nu/ nu in- 

crerienta aproximadamente 6 veces la respuesta anti- eritroci- 

tos de carnero. Esta respuesta no puede atribuírse a una es- 

timulaci6n no específicap ya que la activaci6n polielonal

producida por el extracto en ausencia de eritrocitos es sola

mente del 57% de la respuesta dada por los cultivos que

contienen el extracto y el antígeno. El LFS como se sabe, es

capaz de reemplazar también el requerimiento de la célula T

de ayuda en ratones desnudos ( 105 ); sin embargoy este efeo

to, así como la activaci6n policlonal que produce es menor

32



ciue las obtenidas con el extracto de Nocardia. 

Los cultivos de células de animales heteroziGotos

contienen células T y B y no requieren del extracto de Ilocar

dia o de IXS para Generar una respuesta específica contra los

eritrocitos de carnero. Sin embargo, se observa que los culti

vos que contienen estas substancias desarrollan máls CFA Que

los cultivos que s6lo contienen el antIgeno eritrocítico; 
es

te aumento parece deberse a un efecto adyuvante proporciona— 

do por estas substancias. 

Efecto del extracto de jocardia sobre la formacion

de anticuerpos in vitro contra eritrocitos de carnero. Con

el fin de observar si este extracto de Nocardia posee un efec

to adyuvante se realizaron cultivos de células de bazo de ra

tones A/ St estimillados con eritrocitos de carnero en presen

cia o ausencia de diferentes concentraciones del extracto

bacteriano. A diferentes intervales se determin6 el niSmero

de CPA contra este antíGeno. La 2ig. 6 muestra que el n-ámero

de OFA contra el eritrocito se ve notablemente incrementado

en todos los cultivos que contienen el extracto de ITocardia. 

Adamás con dosis entre 50 y 400 PE/ Cultivo se observa un ma— 

yor efecto adyuvante que el mostrado por el LPS. La respues— 

ta 6ptima producida por el extracto de Nocardia se presenta

entre los días 3 y 4 de cultivo. Por otra parte, la respues— 

ta contra los eritrocitos de carnero solos o en presencia de

LPS, se encontr6 más elevada a los 4 días de cultivo. 
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Ya que 1,i respuesta producida por el extracto de

ocardi,i en presencia de los eritrocitos puede ' deberse tanto

a un efecto adyuvante como a la activaci6n policlonal no es— 

pecífica nUe posee, se hizo otro experimento donde se proba— 

ron las misnas dosis del extracto de llocardia en presencia o

ausencia del eritrocito a los días 3 y 4 de cultivog que re— 

sultaron ser 6ptimos Dara la formaci6n de anticuerpos contra

los eritrocitos. En la Tabla VI se muestra que el extracto

de Nocardia es capaz de incrementar sijnificativamente la

respuesta contra el antíZe-no, la cual es varias veces mayor

que la excpansi6n policlonal obtenida a la misma concentraci6n

del extracto en ausencia del antígeno. Este aumento de la

formaci6n de anticuerpos es mayor que el inducido por el LPS

y antíSeno, particularmente a las dosis de 50 a 400 i1g. Por

lo tanto, el extracto de Nocardia posee también la caracterís

tica de ser un adyuvante. 
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DISCUSIOIT

Los resultados obtenidos en el presente trabajo

indican que el extracto de llocardia induce mitogénesis y ac- 

tivaci6n policlonal inespecífica de linfocitos B murinos. La

activaci6n de los linfocitos es máxima a las 48 horas de cul

tivo y a concentraciones que varían desde 100 hasta 200 Ugial

del extracto. Este tipo de cinética es similar a la que pre- 

senta el FPD ( 106 ); en contraste, tanto el LPS como la Con
1

A muestran un mU¡:mo de activaci6n a las 72 horas, lo cual

sugiere que la respuesta obtenida por el extracto de Nocardia

no se debe a contaminaci6n con LPS y que Drobablemente estos

mit6genos estimulen a diferentes subspoblaciones de linfocitos. 

En apoyo de lo anterior, un an&lisis de nuestro extracto para

determinar la presencia de LPS por medio del Limulus polyphe- 

inuS ( 107 ), mostr6 resultados negativos ( dato no reportado). 

Por otrr D= te, el extracto de ocardia no es mi- 

t6geno para las células T, como lo demuestra la falta de es- 

timulaci6n de los timocitos, los cuales responden fuertemen- 

te a la Con 1, pero no al LPS. Este mismo comportamiento lo

muestran los extractos obtenidos de las diferentes ceDas de

Ilocardia no pat6Genas ( 91, 108 ). 

El extracto de ! Tocardia fué capaz de producir una

respuesta mitpGénica en todas las cepas de ratones examina- 

das, la cual difiri6 de cepa a capa, debido probablemente a

la variaci6n en el nilmero de células de la subpoblaci6n que
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responde al est:fmulo del extracto. Además, como ya se mencio

n6, esta respuesta no se correlaciona con la obtenida con el

IPS debido Dosiblemente a que estimillan subpoblaciones de

linfocitos B diferentes. Las células esplénicas de ratones

que muestran el genotipo H~ 2
a

y H— c parecen estimularse más

eficien-temente aue las células de ratones con otros eenotipos

y aunque sus diferencias no son significativas, swieren que

la respuesta mitogénica a Nocardia pueda estar bajo la influ

encia de productos del complejo 11- 1- 2; sin embarjo, serán 2,iece

sarios más estudios para determinar si ésto es válido. 

La habilidad del e -x -tracto de - Nocardia a inducir

una activaci6n polielonal de las células de bazo de ratones

C3H/ lleJ y C3! --/St correlaciona con su capacidad. mitogénica. 

La presencia de células T no parece ser requerida para esta

respuesta clonal in vitro, ya qUe no se observan diferencias

apreciables en la reSDuesta de ratones C311/ HeJ atImicos ( nu/ 

nu) y los heterozigotos ( nu/+). Nuestros experimentos como

los de otros ( 101, 109 ), concuerdan en que la célula T no

parece ser relevante en la activaci6n policlonal de las cé— 

lulas de bazo murinas, como se ha implicado opuestamente en

otros sistemas ( 110 ). 

La capacidad de los mit6genos de células B, tales

como el extracto de Nocardia, para activar a las células pi:e

cursoras de las formadoras de anticuerpo y a estimular la di

visi6n de células D, ocasiona un estímulo y un incremento en

el ni5mero de c lulas que sintetizan anticuerpo contra muchos

36



anti, enos , que no presentan características de reacci6n cruza

da. Este fen6meno puede tener - ran relevancia en ciertos pa- 

decimientos autoinmunes. El extracto de 11ocardia adicionado

a los cultivos de células espld-nicas normales que se incuba

ron durante 72 horas, incre-nent6 el námero de CrA contra eri

trocitos de carnero, cabra, burro y el hapteno TITP. Es impgr

tante hacer notar que en ratones C3H/ lleJ el extracto de Nocar

dia induce una respuesta de anticuerpos a la HGG, mientras

que ésta no se presenta con el LPS. La habilidad del extrac

to para activar más eficientemente que el LPS a las células

3 con receptores para HGG, suSiere que la estimulaci6n por

llocardia en respuesta a la infecci6n puede constituir un mo- 

delo de activaci6n celular en la cual la célula B secretaría

factores tipo reumatoide ( 111 ). Aunque bajo las condiciones

experimentales empleadas aquí, el LFS no indujo una respues- 

ta de anticuerpos contra HGG, se ha reportado que estimula

la producci3n de anticuerpos IGIi. ( 19S) de baja afinidad a

proteínas séricas del rat6n ( 112

Pw? otra parte, los datos que aquí se presentan

indican nue además de su actividad mitogdnica y policlonal, 

el extracto de liocardia' puede substituir el requerimiento de

células T en una respuesta a un antígeno dependiente de T co

no el eritrocito de carnero. Los resultados obtenidos demues

tran que las células de bazo de ratones nu/ nu no producen

anticuerpo cuando se estinulan in vitro con los eritrocitos

de carnero. Sin embarGo, la adici6n del extracto de Nocardia
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activa la producci6n del anticuerpo en contra de este antIgeZ. 

no, indicando que el extracto de Nocardia puede. reemplazar

in vitro la funci6n de la célula T en la elaboraci6n de una

respuesta a antígenos dependientes de timo. Sj3berg y col. 

105 ) han sugerido que el reemplazo de la : unci6n de la ed

lula T se debe a un subproducto liberado por la célula B du

rante la activaci6n inespecífica. 

Finalmente, se encontr6 que la adici6n de este

extracto de llocardia a cultivos de células esplénicas estimu

ladas con eritrocitos de carnero, potencia la formaci6n de

anticuerpos específicos en contra del antígeno y que este

efecto adyuvante no se debe a la acci6n policlonal que t¿u-a- 

bién posee este extracto, ya que como se observa en los cul- 

tivos estimulados durante 3 y 4 días, el efecto* adyuvante es

varias veces mayor que el e-.L' ecto policlonal obtenido a l_" 

mismas concentraciones del extracto. 

eno
n resumen, un extracto del actinomiceto Dat6, 

brasiliensis presenta: ( i) efecto mito, nico para línfoci

tos 3 murinos; ( ii) actividad de expansi6n polielonal B a

diferentes antíjenos; ( iii) activaci6n inespecifica de célu

las- B in vitro soslayando el requisito de la célula T en un

sistema de formaci6n de - anticuerDOS y ( iv) efecto adyuvante

en un sistema de formaci6n de anticuerpos in vitro. 
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