
• 

,, 
1¡ 
¡! 

' 11 

! 1 :.1 
!: 1 

1: ·¡ 
I' 1 

¡ ;¡ 
i I¡ 

1! :1 

4 • • /4-/ .2 

UNIVERSIDAD NACIONAL AOTONOIIA DE MEIIOO 
llcaala Haeional de latadim Profasiolalaa 

7.aragoza 

FSI'IMOLACION LINFOCITARIA KN AtfIMAl.a 
INFKCT ADOS CON Nocardia brasiliensis 

T E S I S 
Presentada por: 

GUCIELA MARIA IUGIHIA LITICBIPIA VALLEJO 
Para obleuar al tít1lo de: 
OUJIOCO F ARlfACKUTICO BIOLOGO 

1981 



 

UNAM – Dirección General de Bibliotecas 

Tesis Digitales 

Restricciones de uso 
  

DERECHOS RESERVADOS © 

PROHIBIDA SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL 
  

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal 
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México). 

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y demás material que sea 
objeto de protección de los derechos de autor, será exclusivamente para 
fines educativos e informativos y deberá citar la fuente donde la obtuvo 
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro, 
reproducción, edición o modificación, será perseguido y sancionado por el 
respectivo titular de los Derechos de Autor. 

 

  

 



• .. • 
1 N D I C E 

Introduce 16n 

Mi<ot011a 

As entes et lol6sicos 

Nocardla braslliensh 

Respuesta IN1Une 

Respuesta lnauno Cr.lular 

Respuesta Inmune Huaoral 

llacr6fa¡os 

Funduento del Toan 

lntervenc 16n de la respuesta inaune en 

ln!ecc Iones por ~ 

Hlpersenslbll !dad retardada a ant I

R eno s de ~ 

11 Respuesta lnaune en lnfecc lone• por 

~ braslliensls 

Planteulento del Probleaa 

ObjetlYO 

Hip6te1l1 

9 

IS 

1 S 

16 

• 



• • 
llater lales y Hltocloa 

Anlaalos do a:pOTlaantac Uln 

~ bruiliensis 

Coapoaici6n 7 ¡,reparaci6n del aadio da 

cultlYO PBY 

Soluc 16n Hllna balanceada 

Hed lo de cul tlYo para cHulu da bazo 

Praparac itln de Concanan 1 ina A 

Preparac i6n de Lipopoll Hcir Ido 

Liquido de Centelleo 

CUltiYo de ~ br11IU001J1 pan la 

preparaci6n de antlseno 

Preparaciln del antl¡eno citoplaaltlco 

purificado de l!R5u4.l, br11illtD1l1 

(A1Nb) 

lnfeccl6n de les anbules 

ETaluac 16n de la infecc 16n 

Estlaulaci6n Unfoc ltar ia 

Prueba cutlnea 

Anll !sil estad htlco 

le11Dltade1 

Ctnettca de la infecc 16n 

• 
17 

Z9 



• • 
Estiaulacl6n llnfocltarla en ratones 

Infectados con ~ braslliensh 

No:cla do c6lulas 

Evalu1cl6n de la respuesta celular In Y! 

vo on anlaales Infectados con ~ 

brasllionsls 

D1scusl6n 

Conclusiones 

Propuestas y Recoaendac iones 

Anexo 

Est iaulac 16n linfoc ltar la 

Bi bl lograf1a 

Tablas y Fl11uras 

3Z 

'º 
4Z 

46 

sz 

68 

• 



• • 
INTIODUCCION 

El alcet1111a OI una lnfecci6n cr6nlca que se caracteriza -

por la proaencla de loalones localizadas, Indoloras y su~ 

rentos quo involucran toj Ido cutineo, 111bcut&neo y oseo. -

Las 1ecreclo11e1 son de tipo purulento o. ser0Hn9uinolento 

en las cua los pueden encontrarse 1rlnulos plpentado1 do 

diversos colores. Bstos ar,nulos son aicrocolonias del -

a1ente causal (1, Z). El ed .. , flbrosls y deatrucci6n del 

hueso provoca la deforuc 16n de la extr .. idad afectada. ~ 

periaontalaente se ha obsorYado ouo la aputac i6n es espo!!_ 

t&nea (3). La lnfoccl6n no se dls .. ina a otras partes del 

cuerpo. Puede presentarse la auerte por lnfecc 16n bacteri!. 

u secundarla (4). Esta enfenedad es de dlstribucl6n aun

dial prlnclpalaento en aquellas zonas de el laa tropical y 

111btroplcal. Se ha observado una uyor Incidencia en Aah'! 

ca Central y del Sur, India y Africa Tropical (5, 6). Eate 

padecialente afecta principalaente a lndlYlduos de edad ª! 

dla (Z0-50 alloa) y es de 3 a S TOCOS ah frecuente en h1111· 

bres que en mujeres (1, S). Todas las razas aon taualaonte 

111eeptibles (1, S). En cuanto a ocupacU!n, es caracterbt! 

co de cupoalnos que no utilizan zapatos al realizar sus -

labores (1, 5). Aproxiaadaaonte el 60\ de los casos de al· 

cet- en el aundo u debido e bacterias (alcetou actino· 
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alc6ttco) y el rosto a honaos (alcetoaa 01111ic6tlco o Ple • 

do aadura) (1). Los actlnoatcetos Junto con las alcobacte· 

rlu y otros alnoros constituyen ol 6rdon Actln-,cetales. 

Se t.an reconocido nuno espoctOI do actlnoatcotos responS!_ 

blos del alcetoaa actlnoatc6tlco. Tres forun parte al 16-

noro ~: asteroides, brasillonsls y mi!!. dos al 1! 
nero Streptoayees: saullensls y paruuarensls; dos al 16· 

nero Actlnoaadun: ~ y palletlerll y dos al g6nero · 

Actinoavces: fil!! o !!!!.!!1! (7 • 10), Todos son habitan·· 

tes del suelo y penetran a los teJ idos del pie descalzo y 

de la pierna postbl .. onte dospu&, d" tra1111&tlsaos. La pa·· 

rl>d del t6ru se infecta por los costalu contuinados con 

tierra y qu" son lltl'fados sobro el boabro. El abdlla"n y • • 

los bra~o, son otras reaiones que taabltn nsultan infect! 

Los alcrooraanisaos del alnoro ~. son aerobios, cr! 

cen con fac illdad a diferentes t .. peraturas y "ª •"dios r! 

letlnaente slaplos (7). En Hhico, Nocardia brasUiensls, 

es el ruponsable d"1 90 de los casos de aicotoaa (11). En 

las lesiones los arhulos de !!.• brasil iensls son blancos 6 

blanco usr U lento (1, 2), Cuando crecen en asar, las col! 

nlu do N, braslllonsts son ruaosas con una superficie · -

aterciopelada debida a la existencia de aicoltos aereos ~ 
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dlaontarlos. Bl creclalonto en aodlo ltquldo orlaina habl

tua laonto la fon,ac 16n do una peltcula superflc ia l seca y 

c6roa. Al alcroscoplo se obsenan coao filaentos Hnos 

que se frapentan en fon,u bac llaras. Bs una bacteria 

Graa po11tha y ,cldoalcoholrreslatente (7 • 9). 

RBSPIIBSTA IIOIINE 

La respuosta lnauno prote1e al organlao de Infecciones -

cau1ad1, por bacterias, bonaos, virus y otros a1entes pat! 

aenos. Tublfn desarrolla aecanisaos de vlallancia respon

sables del reconoclalento y destruccl6n de cflulas altera

das del propio individuo. Gracias a esto alsteaa se nita 

el desarrollo de tuaores (1 Z}. Es IJlportante sella lar que -

la respuesta lnauno untlone un estado de toleranc la bacla 

los anttaenos propios o Interviene en el recha:o de lnjer· 

tos (ll, 14). En ocasiones la respuesta lnaune puedo cau-· 

sar dallo al oraaniao, tal os el caso de los fen6aenos de 

hlpor1enlibllldad y autolmaunldad (15 • 17). 

El slsteaa lnauno se ha dividido en dos grandes partes: la 

respueeu lnaune huaorel (RIHJ y la respuesta lnaune celu· 

lar (RIC}. En la prlaera, Intervienen linfocitos B, aten-· 

tras qae la seaunda esta aodiada por llnfec ltos T. Sin .,.. 

bario esta d lvilUln ha sido considerada artlflc lal por au· 
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chas razones, antro otras porquo H ha d.,..,strado la lnto!. 

dependencia que existe ontre aabos tipos do rospuesta (18· 

ZO). 

RESPIIBSTA DIIUNE CEWLAR 

Todos los linfocitos provienen de cfluln prlaordlales de 

la aldula osea (13); • aedlda que oaeraen de este slt lo, · 

una proporcl6n considerable do ellos penetra al tlao. Una 

voz en ol tlao, estas c61ulas sufren diversos ca11blos fun· 

cionales y en las propiodades de su suporflcle, por ln· • · 

fluencia hon,onal. Al salir estas cflulas del tlao reciben 

ol noabre de linfocitos T o linfocitos derivados del tlao. 

Los linfocitos T presentan sobre sus anbranas ant1genos • 

caractertstlcos. En linfocitos T de rat6n se han daostra· 

do la presencia del anttgono thota, anttaeno TI y ant1aeno 

Ly (21). Los linfocitos T humanos tienen la propiedad de 

fon,ar rosetas con los eritrocitos do carnero y por este 

aedlo son ldontlflcados los I infocitos hullanos (22). Los 

linfocitos T so dividen on diferentes subpoblaclones, cada 

una de las cualos presentan distintas funciones y anttao·· 

nos do superficie. Existo una poblacl6n do linfocitos T •!!. 

prosores que intervienen en el aantonilllonto de la tolera!!. 

el• l ... unol61ica, en el control do reacc lonos do hiper sen· 
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slbllldod tradla y en la l lllltaci6n de la respuesta de an

ticuerpos a antl1enos tillo dependlentos, tlao llldependlen· 

tes y olera•nos (23, 24). Por el contrario, loa llnfocltoa 

T cooperadores, son requorldoa c•o c6lulu aaxlllares que 

estl•lan a los llllfocl toa I para que se diferencian en e! 

lulas productoras de anticuerpo• (11 • 20). Otra do las •· 

nlfeataclones de la RIC es llevada a cabo por el 11.Jlfoclto 

T citot6:lllco. Esta funcl6n consiste en destruir a la "c61!!. 

la blanco" contra la cual ha sido senalbll hado. La "c6lu· 

la blanco" puede ser, por ejnplo, una bacteria, una c61u

la de un tejido injertado, o una c6lula del propio or1anl!. 

ao en el caso de las enfeniedades autolmmnes. El llnfocl· 

to T el tot6x leo cumple su func l6n, ya Ha por contacto d 1 • 

recto con dicha c6lula, o aediante una substancia t6xica • 

para esta Clltlu (25, 26). Por Clltlllo, los linfocitos T •• 

efectores, defienden al or1anlsao contra el antt1eno, •e·· 

diente la stntesis y secreci6n de una serle de substancias 

n•bradas por Duaonde, llnfoclnas (27). Las llnfoclllas son 

111b1tanclas que aedian la RIC, al alsao tlnpo que la aa· · 

pllflcan. Dentro de lu ah lllportantes se encuentran, el 

factor lnhlbldor da la al1racl6n de los aacr6fa1os (MIF); 

factor actlndor de los aacr6fagos (NAF), factor de trans· 

ferencia, capaz de senaibllhar linfocitos aCln no activa·· 
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doa; llnfotoxina, con ofecto cltot6xlco; factor alto16nlco 

llnfocltarlo e lntorfer6n (Z7 - 36). 

Rl!SPIJBSTA INIIIINB IIIMORAL 

Las cflulas quo lntorvlenen on la RIH se donaalnan linfoc! 

tas B. Eatas llnfacltas se derlnn do la aldula aaea. En -

las awes la uduracl6n de astas c6lulas depende do un 6r1! 

na llnfaldo situada en la parte posterior del lntest lna y 

denaalnado Bursa do Fabricla. En las antferos, las placas 

de Peyor, las utgdalas y el ap6ndice parecen representar 

el equlnlente do la Bursa do Fabrlcio (13). Las llnfacl·· 

tas B paseen en su aabrana receptores para ol antlgeno de 

tlpa inaunoalobultna (37). El anttaena so caabina can los 

receptares dol linfocito B espectflco para el anttaena, y 

una nz coa binadas eaiaran hac la un pala do la cflula y • • 

par endocitasis penetran al citaplasu del linfocito (31). 

Bl linfocito B al ser actiTada de esta unera sufro ta•· • 

bi6n un aran cubia aotab6llca, se multiplica y posterior· 

aente se transforma en c6lula pla•ltica productora de an

ticuerpos (13). La vta de activacl6n del linfocito B varta 

dependiendo del tipa de anttaena del quo se trate. Si ol • 

antt1ono es tiaa independiente, es decir, aquel cuyas de·· 

terainantos antf1enicas •• repiten peri6dicuente, la act! 
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nc16n ao ofectda al c,.blnarso los rocoptoros dol Unfoc! 

to B a dicho ant11ono (ZO). Poro, si H trata do un ant11!. 

no tiao dopendlonto on el cual los dote .. lllantH a11t11tnl

cos en,n dispersos por toda la aolkula, la activaci611 -

dol linfocito B ose, •odiada por el linfocito T y ol ucr{ 

faao (ZO). 

NACROFAGOS 

Los faaoc ltos aononucleares proYionen do cl!lulu precurso

ras de la a6dula osea. Estas cl!lulas on sanare reciben el 

noabre do aonocitos. Al pasar a los tejidos se conocen co

ao ucr6fa1os tisulares o bistlocitos, aunque tublfn pue

den recibir otros noabros soaGn soa el tejido donde so lo

cal icen (39). Los ucr6fa9os constituyen una iaportanto 11!_ 

rrora inHpec1flca do protecc16n para ol lul!spod. Estas cf. 

lulas fa1ocitan y di9ieren hongos, bacterias y cl!lulas tu

llOl'ales. Adais ol aacr6fa10 participa en fo .. • auy iapor

tante on la Induce i6n de la respuesta imuno tanto blmoral 

e- celular. So ha comprobado aperiaentaleaonto quo pro

cesan de cierto aodo al antlaeno para posterio .. ente pre-

sentarlo a las c6lulas inaunoc,.petontes. En realidad la -

uyor1a de los ant11enos lle1an al listaa i1111unltarlo 81'!. 

etas a la fa1ocitoai1 del ant11ono por el ucr6fago (40). 
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Ciertos antlcuorpos, clasificados funclonalaonte coao ºP'!!. 

nlna1, auaentan la velocidad con que son raaocitados las · 

bacterias y otros aaontos lnfoctantes. La opsonlna se coa

bina por aodlo do la porcl6n Pab con los anttaonos superf! 

c la los de la bacteria. La porcl6n Fe do la aoJecula, so • · 

adhiero a los receptores para Fe que posee ol íaaoclto so· 

bre su aeabrana. En esta foru la opsonina sirve coao un · 

puonte entre la bacteria y el faaoclto (39, 40). 

La necesidad de cooperacl6n entre aacr6faaos, linfocitos T 

y l lnfocitos B en la respuesta inauno, ha sido reconocida 

desde hace t leapo, aunque los aecanl•os Involucrados en · 

estas Interacciones no se conocen porfectuente (18). 
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FUNDAlll!NTO DEL TBIA 

lntorvoaciOa do la roapuest• i111111ne en infoccionoa 

por~ 

9 

Hiporsoasibilldad retardada • anttaono• do ~

Desdo 1921 so ha intoatado producir un antfaoao do ~ 

adecuado para efectuar una prueba cutboa que llrv• para el 

dia1nOstlco, pronl5stico y epidoaiolo1t• do infecciones por 

aicrooraanlsaos do esu 16aoro. Area Loao (41) utlll:O un· 

filtrado de cultlTo de ActinoaYCos ~ pan realinr una 

prueba entino• en pacientes coa aicotoaa, obteniendo rosul • 

tados positivos. Postorloraeato Lacu da Silva (41) preparo 

un 1ntf1eno derivado do 26 especies do actinoaycotes, y lo 

prob6 en un paciente infectado por !!_. brasllieasis. La pru!. 

be rosultl5 no1ativa. Se ensayaron otros antf1ono1 do !!!!5!!.· 
~ que indujeron rosul tados nriablos en la prueba cutboa 

(42·44). Por esto aotiTo so han preparado antt1onos con un 

arado uyor do pureza. Gonz'1oz Ocboa y cols. (11, 45) ais

laron un polisac,rldo crudo do !!_. brasilionsis que indujo • 

en llullanos una roacci6n do biporsonslbil idad tardta oapocff! 

ca. 

Ortb-Ortb y cols (46 - 49) dnostraron la existencia do h! 
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poTSoneibll ldad tard1a !!!. ~ o !!!. ~ en coba)'OI lnfec · 

tado1 con !!· brasUionsb o !!• utcroldoa. Para olio apl•!. 

ron, prote1nas rlbo1aaales, ant11ono citopla ... tlco purlfl· 

cado {A¡Nb y A1Ha, respectlnaonte) y pol1sadrldo1 pron· · 

nientoa do aabos alcroor1anisaos. Bstos antf1enos presenta· 

ron una Intensa reaccl6n en aniaales Infectados con el al·· 

cooraanisao boa&Ioao que poraltla dlforonc lar!A do una df· · 

bU roaccl6n cruzada. 

Ortiz·Ortlz y Bojalil (47) realharon estudios dla1n6st!co1 

y epidaiol61lcos en huaanos eaploando los ant11eno1 A1Nb y 

A¡Na. Daostraron que en zonas donde so habfa aislado !!• · · 
bruiUenais del suelo (zonas ond6alcas) presentaron react! 

Yldad al A1Nb. En pacientes Infectados con ~ ble le-

ron pruebas cut,noas con aabos antf1onos. Encontraron reac • 

clones cru:adas, poro fuf uyor la respuesta en pacientes • 

infectados con el alcroor1anlsao b .. 61010. Adoab, al ensa

yarlo en pacientes con tuberculosis, lepra o Individuos sa

nos, la respuesta fue aenor o nula, a pesar de la relaci6n 

filo1enl!tlca que nlste ontre los atnoros Nycobacteriua y • 

!!!!5.!!:!l!.. 

U Re1puosu lnauno en infoccionea por ~ l!!:!!!.- • 
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!..l.!.!!!..!..· 
So han real hado estudios on huaanos para dotoralnar ol pa· 

pol quo dosapolla la reapuesta i,-no en la lnfeccl6n. Gon· 

dloi Ochoa y cols. (11) ob1onaron quo aquollos pacientes 

con loslonos 1ra•es pord1an au capacidad do rospondor a la 

prueba cuUnea induc Ida con un pollsacarido crudo de !!.• l!r! 

slllonsls. Por ol contrario, cuando las condicionos dol pa· 

ciente aojoraron, la roactlYldad cutinea roaparecl6 (11). • 

En otros estudios, Bojalll y Zaaora (SO) dcaostraron la pr! 

sencla de precipltlnas en pacientes con aicetoaa causado •• 

por !!.• braslllensls, utlll:ando para ello pollsacarido HP! 

cffico aislado del •i•o alcroor¡anl•o. 

El prlaer aodelo experlaontal ful dlsellado por Gondle: • • 

Ocboa (51) El l1i6 al rat&i amo aniul de exporlaentaci6n y la 

lnfeccl6n se lley6 a cabo inoculando ol coj lnete plantar 

con Z x 108 bacterias snspondldas en adyuvante lacaapleto • 

de Freund. Teniendo ccao bue este aodelo, se han efectuado 

diYersos estudios para detoralnar la partlclpacl6n de la •• 

respuesta lnauno tanto hmloral ccao celular en infecciones 

con !!.· braslllensls. 

Molondro y coll. (52) utilizaron!!!!!!!!. aonocytogenes pa· 
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ra 01tudiar la cin6tlca do aparicUln y persistencia de la • 

resistencia antillicrobiana orl1i1111da en ratones infectados 

con !!• brasUionlis. Obsenaron que la actividad aicrobicl· 

da de los ucr&faaos se Ye auaentada en ratones i11fectado1 

con oste aicroorsanlsao. 1!11 osta infeccl611 oxporillontal se 

enlu6 la RIC por aedio do pruebas de hiponenllbil idad ta!_ 

db con el A1Nb. Los resultados que obtuvieron Indican que 

la respuesta celular lle16 a w, ah lao aprax ludaaente a · · 

los 2S dtas de infecci6n, alentras c¡ue la dillensi6n del ai· 

cetou ful alnlaa. Posteriormente esta relac 16n se lDYirt 16 

es dec Ir, el tuaor auaont6 de taaallo proaresivnente y la 

reactlvldad celular dinlnuy6. Al cuaatlflcar anticuerpos 

en el anillal Infectado observaron que el nivel de htos au· 

aent6 prosreslvuente desde el dta IS hasta alcan:ar un tt· 

tulo llhillo a los 45 dtas de lnfecci6n. (52). Este trabajo 

Indica la illportancia do la RIC, ya que .•!entras osta se e!!. 

cuentra en una fase 6ptllla, el alcetou es controlado. Por 

el contrario, la RIH y el taullo del alcetOIUI proaresan si· 

mi tb ... ente. 

1!11 otro trabajo (l), ratones a• y ratones norules fueron • 

infectados con!!• brasillensls. Los resultados •estran c¡ue 

la rospuHta de t lpo celular juosa un papel deflnltlYo 011 os· 

• 



• • 
13 

ta lnfeccl6n, ya que aquellos anhlllles dooprovlatos do lln

foc lto1 T (ratones B) presentaron un aayor dallo, U osando 

en al1uno, casos a la aaputacl6n osponUnea del •l•bro -

afectado. en este trabajo taabHn ao ostudl6 la participa-· 

cl6n de la RIH en la lnfecci6n. So 1dalnl1traron antlcuor-

pos anti N. bruiliensis o ae:cla de bacterias opsonl:adu 

y anticuerpos a ratones •- Este trataionto no Indujo la - • 

disainuci6n de la infecct6n, por ol contrario, en los ania!, 

les que recibieron cualquiera de los trataalentos con anti

cuerpo, pudo observa no que la evoluc 16n del alcetoaa fut • 

ab rapida que la observada en los teati1os, y que adeah, 

el ndaero de aaputaclones fut taabltn aayor. Por lo unto 

este trabajo su1iere que el anticuerpo facilita la infec

cl6n. 

Por otro lado, Xia6nez y col,. (53) deaostraron qae la i~ 

nlzaci6n con !!.· brasillensls es capa: de prote1er a ratones 

frente a un desafto con el aicroorganisao hoa6lo¡o, aejora!!. 

do su respuesta celular, sin encontrar cHblos iaportantes 

en los tttulos de anticuerpo,. 

en Infecciones ah recientes, el aodelo experiaental se ao

diflc6. Conde (54) inocu16 bae;terlas Yiables, suspendidas -
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an soluci6n salina isot6nic:a~ El caplco dr soluci6n salina. 

íuE con el objeto de hacer .. , parecido el aodrlo cxpcri•c!!. 

tal .:1 los caso, reales de infecci6n. La prcst'nci3 de anti·· 

cuerpo, solo fuf detectada hasta los SO dta'° >· en t ftulos -

no aayores de 1:16, por acdio de la tEcnica de hc•aglutina

ci6n pu !va. 

• Aniulcs t iaect011i::1dos, irradiados a 851'.' rads ~· rccont 1 • 

tu1dos con c~lul:as de aEdula 6!tea, pre\·1am('nte trata.das con 

,ucro citot6xico para linfocitos Ton prc,rncia de coaplC"·· 

aento. 
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PLAll'Tl!AMJENTO DEL PROBLEMA 

La rospuosta colular en lnfocclones producidas por !!• l!!:!.· 
silionsis desnpafta un papol auy iaportanto on el control 

do la onforaedad. Los antocedontos softalan quo ol llhiao • 

do reactlvidad celular conllov6 a la reduce i6n del aiceto· 

u. Sln nbar10, postorlor • esto porlodo, se obsorv6 una 

dhainuci6n con,idorable do la respuesta colular. Esto OC!. 

sion6 el aumento en taaafto del aicetoaa con el consecuente 

eapeoraaiento del aniaal de oxperiaentaci6n. En las infec

ciones inducidas con bacterias suspendidas en soluci6n sa

lina, la RIH, aodida por ol nivel do anticuerpos circulan· 

tes, se encontr6 auy baja. 

De lo anterior se puede pensar que en infecciones experi·· 

aentales con !!• braslllensls, tanto la respuesta inaune ~ 

aoral coao celular, no se encuentran en las condiciones 62, 

Uau de reactlvldad. 

OBJETIVOS 

El objetivo fundaaental de esto trabajo, es conocer el es

tado funcional de los linfocitos T y B a lo largo de la i!!. 

fecci6n experiaonul con !!· brullionais. 

La RIC es aodlda !!!. !.!!! por aedio de pruebas de hlporson· 
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• lbll !dad urd1a con el AsNb. 

La reactlrldad do los linfocitos T y 8 es estudiada !! !!· 
~ por aedlo do la t6cnlca do estlaulacl6n llnfocltarla. 

Los alt6aenos oloaldos para este fin, son Concanavalina A 

para linfocitos T y llpopollsaclrldo de Escberlcbia !:!!J. 

para linfocitos B, 

HIPOTESIS 

Dado que ol parecer oxlste un estado lnaune hiporreactlro 

durante la lnfecc 16n con !!• brasllienais, es de suponer 

que aedlanto la dcnica do estiaulacl6n llnfocltaria se de 

tecte alsdn defecto en los linfocitos. Es posible que a •!. 

aejan:a de otras Infecciones, se deauestre un estado de 

lnhlblci6n de la respuesta I la estlaulacl6n con alt6senos 

(55 - 57). 

• 



• • 
17 

MATERIALES Y METODOS 

ANIMALES !!J! IIXPERDIEHTACIOH: Se, utilizaron ratones de un · 

alsao 1oao de la cepa BALB/C de 6 a 8 seaanas de edad. Los 

anlaalu se aantuYleron en jaulas de acrtl leo cubiertas • • 

con rej lllu do acoro lnoaldable y se allaentaron con pur! 

na. (Purlna de Mfdco, S.A. de c.v.) y a,:ua ~ ~

~ BRA.SILIBNSIS: Se, ut 11 i:6 la cepa UPHG-24 aanteni • 

da en el Instituto de Investia•cionea BloaHica!., aediante 

pases en aedlo de cultivo ltquido y s6lldo. Los aodios ut! 

11:ados fueron tnfusi6n de Cerebro y Cora:6n ( ICC) y el a~ 

d lo de Prosltauer y lleck 11odlflcado por Youaas y Carlson · • 

(PBY) (58) cuya coaposicl6n •• describe abajo: 

CIIIPOSICIOH ! PREPA.RA.CION DEL ~ !!! 9!.!:!!!!! ill• 
L • asparaglna 

Citrato do sodio dlhldratado 

Cloruro do aa1neslo hexahldratado 

Fosfato aonobhlco de potasio 

Sulfato de potasio 

Gl lcerol 

A1ua destilada c.b.p. 

5.0000 1 

0.6176 1 

0.1974 g 

s. 0000 1 

o. 5000 1 

SO al 

1000 al 

Las sales se disolvieron por separado, se aozclaron y en • 
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seaulda se •1rog6 el ¡llcorol. Postorloraente •• ajust6 el 

pll a 6.8 con bicarbonato do sodio. So distribuyeron 1000 · 

al del aedlo en aatraces Erlenaeyor do Z 1 itros y se este

rlllz6 en autoclave a 121ºC durante 15 ain. 

~ ~ BALANCEADA: (SSB) 

SOWCION 

D alucosa o dextrosa 10.000 1 

Fosfato aonobhlco de potasio anhidro 0.600 a 
Fosfato dlbhico do sodio anhidro 

Rojo de fenol 

Aaua de,t liada e. b.p. 

1.850 g 

0.010 1 

1000 al 

Las sales se disolvieron por separada, se ae:claron y en -

seauida se afor6 a 1000 al con aaua d•st liada. 

SOWCION II 

Cloruro d• cale lo dihldratado 

Cloruro do potasio 

Cloruro de sodio 

Cloruro de ••ánulo 

Sulfato de ••anesto heptahidratado 

Aaua dostllada c. b.p. 

1.s60 1 

'· ººº 1 
80. 000 g 

2. 000 1 

2. 000 g 

1000 •l 

• 
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Soluc 16n de trabajo: 
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A 100 111 de la aolucl6n se le a1re1aron aprosludaonte 

100 al do aaua don liada; a esta aozcla H lo aladleron 

100 al de la soluc Uln II y flnalaonte se af'or6 con aaua 

destilada a 1000 al. 

A la 1olucl6n de trabajo ae le alladleron 10 U de hoparlu 

s6dlca por all llitro de 1oluci6n. Posteriormente se ester! 

li:6 por liltracl6n Milllporo con 11eabrana1 de 0.45 u. An· 

tes de eaploarse, se adlcion6 1 al de ao:cla de antibl6ti· 

cos (penicilina y estreptoalclna con 10,000 U y 10,000 u1 

respect lvaente) por cada 100 al de soluc i6n de trabajo. 

!!§?!2 !!& 9!.ll!!ll ~ ~ ~ ~: Se elial6 el aedio 

de cultivo RPIIJ 1640 (Glbco, Grand Jsland Nev York U.S.A. 

cat. No. H·18) adicionado con 2 1 de bicarbonato de sodio 

por litro. Se esterill:6 por flltracl6n Mllllpore con aoa· 

bran.as de 0.45 u y se alucon6 a una temperatura de 4°C. • 

En el a-nto de oaploarse, se onrlquecl6 al n con sol u·· 

e iones de ulnoac idos no indlsponsables, 100 x (Glbco, • • 

Gran Jsland N.Y. U.S.A. Cat. No. 114), plrunto de sodio, 

100 x (Glbco, Grand lsland, N.Y. U.S.A. Cat. No. 136) y •• 

aezcla de penicilina 7 estnptoalcln.a con 10,000 u 'f • • • 
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10,000 u¡/al rospectivueate; al o. 1\ con soluci6n de L- -

alutulna 200 nM (Glbco, Grand laland N, Y. U.S.A. Cat. No. 

503). y al S\ con suero fetal bovino (Gibco, Grand lsland 

N.Y. U.S.S. Cat. No. 614), 

PREPARACION J!! CONCAHAVALINA !: A ua tubo que coMen1a 10 

al de una soluci6n de cloruro de sodio 6, I H, se a1re1aron 

O. ZOO a de Concanavallna A (Sipa c.healcal Co. Cat. No, -

ZOIO). Se ccntrlfuR6 a 330 x a durante IS ala a 4°C · ola 

descartar el sobrenadante, el aiDO tubo se ceatrifu16 nu!_ 

naeate a 3000 x B durante 90 ain. a 4 •c. El aobreaadante 

que se obtuvo se esterill:6 por filtraci6n Milllpore coa • 

aeabraaas de 0.45 u. Se toa6, una altcuota, est6rilaeate, 

y se prepar6 una d1luci6n 1 :100 en soluci6n de hidr6x1do • 

de sodio 1 N. la dilucUia se ley6 en un espectrofotdaetro 

Zeiss PMQ II a una lonaitud de onda de 280 na. La coacen·· 

trac16n de protelna se calcul6 considerando que uaa Densi

dad Optlca de 1. 5 equivale a I aa de prote1na por ailill·· 

tro de solucl6n. 

PREPARACIOH J!! LJPOPOLISACAllJDO: Se pesaron 0,200 1 de ll· 

popoliudrldo de Escherichia coU sorot ipo 0111; 14 (Dlf· 

co laboratorlea, Detroit, Mi,) que se disolvieron en 200 • 
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•1 de 1oluc 16n salina lsot6nica (551). la 1oluc 16n ae est!. 

ril h6 por exposlcl6n a una lbpara de Ju: ultraYloleta, 

por un periodo de ZO ain. a waa distancia de zs· ca. 

LIQUIDO !!! Cl!Hl'BLLEO: 

PPO (Z, 5, dlfenlloxazole scentillations arado) 

POPOP (Bh·Z, 5-pehnlloxa:olylbenzene 

IZ.00 1 

l.ZOO 1 

Los reactivos se adicionaron a tres litros de tolueno. Pa· 

ra dilolvern, se ogit6 por Jo aenos durante 3 brs. 

f!!il!!2 DEHOCARDIA BRASILll!NS[S ~ ,!:! PREPARAC[OH !!! !!!· 
~: La bacteria se cultiv6 en .. traces Erl-yer de Z 

litros que contentan 1000 al PBY cada m10. Se incubaron • 

37°C por un periodo aproxiudo de 30 dtas. 

PREPARACION !!!!, ~ C[TOPLASIIAHCO PlllllFICADO !!! !!!!: • 
~ BRAS[LIENSIS (~): El a6todo que se si111i6 para • 

la preparacl6n del antlaeno fuf el descrito por Ortb·Or·· 

th (o). La peltcula de creciaiento de ~ l!!:!!!l!e~ 

!!.! cosech6 y se hoaogeneiz6 en aortero; .., eliainaron los 

1 tpidos con acetona (3 veces) y despu&s con una aezcla de 

etanol • 6ter et U leo (1: 1) hasta que se obtuYo un sobran!. 

dante transparente. La bacteria se dej6 secar • teaperatu· 
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ra aabtonto dentro do una caapana de extracctCln, se tritu· 

rCI flnuonto y se suspondiCI on una soluctCln uortiauadora 

do trh·hldroztaetilutnoaotano (TRIS) 0.01 M, pff 7.4, la 

cual contenta 0.01 M do· acetato do uanuto. La susponstCln 

se hizo on una proporciCln aprozillada do 50 a do bacteria• 

por cada ZOO al do la soluciCln uortlauadora. Esta suspon· 

si6n se procese! on un hoaoaenizador, despuh se pu6 a un 

fracclonador de cllulas Sorvall Ribi (aodelo IF-1), y se • 

soaotlCI a pres Iones de 15,000 a 30,000 1 b/pula Z. Postor lor 

aente se aarea6 dosolli ·ribonucleua (Sipa Cheaical Co.) a 

una concentrac iCln de Z u¡/al y se dej6 reposar por toda la 

noche a 4"C. A fin de separar las c4!lulas coapletas, las • 

paredes y los desechos celulares, la suspenstCln celular se 

centrifua6 a 30ZOx 8 por 15 ala. El sobrenadante se centr! 

fu¡6 socuenctalaonte a 12,000 x a durante 30 ata.; 48,000 

x I por 15 aln. y por Gltblo a 144,000 x a por 3 hrs., pa· 

ra elillinar la uyor parto do kido desoxirribonucleico •• 

(DNA) altuento polillerizado y los ribos-s. El sobrena·· 

dante que rosul t6 de la Gl tlu contrifuaac iCln es el A¡Nb; 

ene se d lallzCI contra apa destilada durante una seaana • 

(tres cubios diarios on un voldllen aproxludo de Z litros) 

•• llofll lz6 y se alucenCI en conaelador • • zo•c. 
Para su uso, el A¡Nb se resu1pendl6 en SSI, so osterilizCI 
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por flltraci6n Millipore con aoabranas de 0.45 u y se le • 

deteratn6 el contenido de protelnu por el altodo de Lowry 

(59). 

INFECCION ª !:!!! ANIICALl!S: El proceso so lln6 a cabo en • 

condiciono do osurUtdad. 

PREPAIACION DBL INOCULO, Se soabraron ••traces Brlemoyor 

de 500 al que contenfan aproxilladuento Z50 al de aed to do 

cultiYo. Estos fueron incubados durante siete dfu, ea •a! 
taci6a constante (ZOOO r¡a) y • una temperatura do 37ºC. · 

Cuapltdo e·1 periodo de incubact6n, el contenido do los ••· 

traces so transf1Ti6 • botellas do ZSO al, y se conttifuRII 

• 330 x I durante 15 aln. • 4ºC, el sobronadante se dese·· 

ch6 y el sediaento so doposit6 on un aortero, y en frto so 

i-01oni:6 durante 1 O atn. La susponsi6n resultan tao se C!!, 

lect6 en tubos de 13 x 100 • con tap6n do rosca, Para el! 

ainar los 1ruaos de aayor tautlo, so centrifu16 • 100 x a 
durute 15 atn. El sobrenadante .., extrajo cuidadosaaonte 

y H transflrl6 a nuno1 tubos, los cuales so centrifn1•·· 

ron a 330 x I durante 15 aln. • 4°C. 1!1 sobronadante se d! 

sech6 y ol slllllaonto so rosuspondi6 en Z al do SSI ostl!rll. 

De osta nspensi6n se toa6 una aUcuota con la que so hho 

una dllucl6n 1 :100. Esta dlluci6n se loy6 en ospectrofot6· 

metro (lau1b • Loab) a una lon1ttud do onda do 500 a. Co!!. 
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sldorando que una Densidad Optica do 0.14 equivale • 4 x 

106 bacterias, so calcul6 la concontracl6n to6rlca de bac· 

terlas de la susponsl6n. La lnfoccl6n de los aniaalcs so -

llov6 a cabo cuando la concentraci6n de bacterlu de la 

susponsl6n fuera l1ual o uyor a Z x 109 bacteriu/al. 

INOCULACION DE LOS ANIMALES: Para la lnfc,ccl6n de los ani

ulcs htos so dividieron en dos arupos, cuya diferencia 

radlc6 en la dosis lnfectante. Los dos ¡rupos de ratones 

!Ir iníectaron en e-1 coj lncte plantar. inytttando O.OS al 

de la suspensl6n, 6 de una dllucl6n 1 :10 a partir de hta, 

respect lvuente. El 1rupo control estuvo const ltuldo por 

ratones sanos de la ai ... cepa y edad que se untuvleron 

bajo la"aluas condiciones que los ratones infectados. 

• VIABILIDAD DEL INOCULO, A partir de la suspensUln que se 

ut il i:6 para lo lnfecc 16n so prepararon dos d lluc Iones que 

contentan aprox IHduente I x I o4 bacterlu/al y I x I ol 

bacterias/al rcspectlvuente, Se sembraron por duplicado 

O, I al de cada una de estas diluciones en aedio de cultivo 

s6lido. Ln cajas se Incubaron durante una seaana a 37"C y 

H cont6 el na.ero do colonias que se hablan desarrollado. 

Lo anterior so hizo para conocer ol ndaero de alcrooraanl! 

aes viable, que fueron Inoculados al rat6n. 

EYAWACJON DE .!,! JNPBCCJON: Snanalaonto se aldl6 el grosor 
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del coj lnete plantar Infectado, con un alcrocallbrador 

(The L. S, Starret Co. A thol NaH). 

zs 

ESI'DIILAClON LINJ'OCITARIA: La UCDlca ae llnl! a cabo en -

condiciones de esterilidad. 

• PREPARAClON DE LA SUSPENSION DB CEWLAS: Se sacrificaron 

101 ratones por dlslocac Uln cervical. El bazo se en rajo 

as6pt lcaaonto y se colocl! en 5 al de SSB, en una caja do 

Petrl dosechablo do 60 x 15 • (Lux, Sclentiflc Co. Nevbu

ry hrk Callf. u.s.A. Cat. No, 52?6). Con pinzas de disec

cll!n de punta roaa, esterilizadas a la flaa, el bazo se -

dls1re16 suaYaente. La suspensll!n do c61ulas obtenida, so 

transfirll! a tubos est6rlles desechables de 17 x 100 • 

(Falcon, Oxnard Calif. U.S.A. Cat. No. 2057). Se dejaron • 

reposar sobre hielo duran to 1 O alnutos para que las part f -

culo 1ruoas sediaentaran. El sobrenadante que contonfa ; 

las c61ulu se transflri6 a otro tubo. Las c6lulu se lav!. 

ron con 551 esttrll dos veces, contrlfuaando a 250 x I por 

10 alnutos a ••c. El paquete de c61ulas que result6 se SU,! 

pendil! 011 2 al de aedlo do cultiYo enriquecido, De la sus· 

pen1t6n anter lor so toal5 una alfcuota para cuantificar el 

ndaero de lencocltos por allllltro por el a6tedo de Turk, 

haciendo un control de Ylabllldad de Ju cllulu por el •! 
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todo do oxclusl6n do a:ul trlpano (60). Se ajust6 ol nGae· 

ro de c61ulu a una concentracl6n de 5 z 106 c61ulas Tia·· 

blos por allllltra. 

• CULTIVO Y l!STlllUL'CIOH LINFOCJTARJA: !1 cul tlyo se llev6 

a cabo on placas Falcon para alcrocul tlva (Cat. 3040 Fal - • 

con). Lo d!lulas de anlaalos controleo e Infectados se • • 

cultivaron en un voldaen final de O.Z al que contento 5 z 

105 c61ulu. Los cultivos se hicieron por cuadruplicado on 

presencia de: 

a) Medio RPMJ 1640 enriquecido, c~a testlao. 

b) Concanavalina A a ana concentrac 16n do O. Z ua por • 

cultlYo. 

c) Lipopollsadrldo do J!. ~ a una concontacl6n de • 

10 ua por cultivo, 

Lu placas para alcrocult IYo se Incubaron a 37•c on ata6s · 

fera hdaeda y can 5\ de COz por un periodo de 7Z brs. 

Los cul t lvos se aarcaron 18 a ZO horas antes de cuaplldo 

el periodo do lncubacl6n con 1 uCI de tlaldlna trltlada •• 

(lHTdR) (NET·OZ7, New Enaland Nuclear 111, con una actiYI· 

dad especfflca de 6. 7 Cl/•ol) Las c&lulas se cosecharon · 

autoaitlcaento y loe filtros se secaron por uposlcl6n a 

una 1'apara de rayo Infrarrojos. Una vei secos los filtros 

H dopo91taron on frascos Ylalee que contentan 3 al de 11 • 
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quldo de centelleo y so contaron en un aparato Mari< 111 -

(Allershan/Searle Co. 11 l.). 

~ !!! ~: se cultlY6 la ae:cla do cflulas do ani

ulos Infectados y de animales teat laos, cada uno contrlll!!, 

y6 con Z.S x 105 cHulu. Adeab, se cultlnron por sopar! 

do po:os test lgo que contenfan Z. S x 105 cflulu, tanto de 

los anlaales Infectados coao do· los anlules testigos. Es

tos cultivos fueron estimulados y procesados de unera si· 

ailar • los cultivos anteriores. Los datos obtenidos de la 

ae:cla de c&lulos se compararon con la S1matorla de los 

cultivos testigos. 

PRUEBA CJTA!IEA: El AsNb se prepar6 a una concentraci6n de 

1 aa/•1 en SSI utfril. Para reali:ar la prueba cut4nea - · 

(PC) se lnyect6 O.OS al del antfaeno en el cojinete plan-· 

tar del rat6n. Para valorar lo PC se aldl6 el grosor del -

coj lnete con un alcrocalibrador (Mitutoyo, Mfa. Co. Ltd., 

No. Z41 Z, Jap6n), prnlaente a la lnoculac Uln y a las Z4 

horas dupuh de la lnoculacl6n del ant (geno. La PC do hl· 

penenslbil ldad tardfa, se conslder6 posit IYa cuando exls

tl6 una diferencia estadbtlcaonte sl1nlflcat1Ya entre la 

lectul'a de 101 anlulea Infectados y anlulos test11os a • 

lu Z4 horas. 
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~ ESTADISTICO: Pan deterainor 13 hoaageneidad de • 

la varian:a en los vrupos estudiado~. se utili:6 la prueba 

de F isher (61) . Para est laar la s lgn I ficonc ia se ut il 1:6 -

la prueba de !. de Student an el caso de que las varian:as 

resultaran ha11ogEncas (61). Cuando las v.irurn:as fueron h! 

trrog6neas la si¡zniítcancia se dctcrain6 por la prueba U -

de Hann-lfhithey (6!)" 
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La lafacc16n ful! evaluada par aedia do la aedici6a pari6d! 

ca dal grosor dal cojineta plantar infectada. En la fisura 

l se auestra el auaento en el 1ro1or del coj iaete plantar 

infectado con respecto al tieapo de infecci6n. los anlaa·· 

les Infectados con !!.• bruilien1is, prosentaron un auaento 

considerable a los 10 d1as do la inoculacl6n. Postariorae~ 

te se observ6 una diS11lnuc 16n proirosln que alcanz6 un •! 
niao a los 30 d1as. Despub de este periodo la infecci&n • 

se untuvo estable. 

ESTDOJLACION LINFOCITARIA ~ ~ INFECTADOS 9!J!. !!!19!· 
!!! IRASILIENSIS. 

El estado funcional de los linfocitos fu, evaluado perl6d! 

c .. ente aediante la tl!cnlca de estiaulacl6n llnfocltarla. 

Respuesta de c&lulas de bezo de ratones Infectados • la •! 

tlaulaci6n con Concanavallna A. 

Lo1 linfocitos provenientes de anlaales infectados y anf.a!. 

les testigos fuaron utiaulados con 0,2 u1 de Concanavall· 

na A par cultiYo a diferentes lntenalos de la infecci&n. 
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Los rosultado1 indican quo durante 101 priaoro1 d!u de i!!. 

focci6n los linfocitos do anwlos infectado• •estran una 

incorporaci6n de 3HTdr slailar a la do 101 linfocitos de • 

anlllalos tost110. (tabla 1}. A partir do la cuarta -• 

do infecc i6n so obsorr6 una di .. tnuc i6n si1nificat1va do • 

la respuesta a la estlllulaci6n con Concanavallna A on los 

linfoc ltos do los anilla In infectados (Tabla 1}. 

En infecciones Inducidas con Dltas concentraciones do al·· 

crooraanlsaos (107) se obserr6 una lnhibic 16n a la estlau· 

lac 16n con Con A continua. 

Respuesta de linfocitos de ratones infectados a la estlllu· 

lacl6n con llpopnllsaclrido de !• f.2!!. 

So ostudl6 la funcionalidad do los linfocitos B do ratone1 

infectados y ratones tosti10 a diferentes lnterralos de la 

infocci6n; para ollo se eaple6 ZO u1 de lipopolisacarido • 

de!• f.2!!_ por cultivo. Los resultados sollalan una inhibl· 

ci6n si1ntflcativa de la respuesta a LPS en los linfocitos 

do anwlos infectados desdo la c1111rta seaana de infecci6n 

(Tabla Z}. 

l!n infecciones con dosis altu (107) H obtuvo una inhlbi· 
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cl6n duradera y que auaont6 en arado de slgnlficancla con 

respecto Al t11111po. (Tabla 2 y 3). La respuesta a LPS es -

Inestable a dosis bajas de alcroorganlmos (Tabla 3). En 

la tabla 4 se auestre el proaedlo de lnhlblcl5n a la res-· 

puesta a LPS obtenida do tres oxperlaentos efectuados con 

una dosis aedla de 2.66 x 107 bacterias. Esta lnblblcl6n • 

es persistente y estable. 

~M~ 

En cuanto a los cultivos de ae:cla de cetulas, solo se ob· 

sen6 en algunas fechas que la presenc la de las cetulas do 

ratones Infectados dlainuyeron la respuesta a la estillul!. 

cl5n con ait61enos de las celulas de ratones tosti10 (Ta·· 

blas 5 y 6). 

ETaluacl6n ~!!.respuesta ill!!!!.!. !!!. ~ ~ !!!!!!!!_ !!!.· 
~ !:!!J!. ~ braslliensis. 

La respuesta celular se evelu6 !!!. !.!!2 por aodlo de lntra

deraorreacci6n; para ello se 1111ple6 el A1Nb. En la flpra 

11 se obsena que la hiporsonsibll idad de tipo tardlo ful! 

positiva durante los prlaeros dtas de lnfeccl6n y poste·· 

rloraeato so vo1Yl6 neeatlva. 
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DISQJSION 

Los resultados obtenidos en el presente trabajo indican •• 

que los I infoc itos provenientes de aniJlalu Infectados con 

~ brasiliensls 1111estran una incorporac U!n de 3HTdr 

sianlflcatlvuente aenor a la de los aniJlales norules, · -

cuando aabos fueron estlaulados con aitll1enos. Lo anterior 

bace suponer que la funcionalidad do los linfocitos de an! 

aales infectados se encuentra dlalnuida inespectficuente. 

Esta lnhibic U!n de la respuesta a aitll1enos sipill cierto 

patrdn. Se deaostr6 que el estado inaunocoapetento do los 

llnfoc itos B y T del rat6n infectado se oncontrll siailar a 

el de los aniJlalos testi10 a los pocos dias de infeccidn. 

En al.,.nas lnfocc Iones la respuesta a LPS descend id en los 

prlaeros dla, y poco despu6s ap&Tecid diainuida la ros- • 

puesta a Con A. 

Al relacionar la cin6tica de la lnfeccl6n con los resulta· 

dos de estiJlulacl6n llnfocitaria (fia. I y tablas 1 y 2), 

se obsend lo sl1ulente: El descenso proareslYo en la tua2, 

racilln corresponde al periodo en el cual los linfocitos se 

encuentran funcionalaente noraales. Cuando los linfocitos 

prHeataron una lahlbicidn de la respuesta a la estiJlula·· 
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c Uln con ait6aenos, el aroaor del cojinete plantar se un

tuvo estable durante 01ta otapa. 

A saejan:a de los resultado• obtenidos con Con A, la res

puesto de tipo tardto al AaNb fu6 positiH en los priaeros 

d111 de lnfecci6n (fig. Il y Tabla 1). Despuh se torn6 n! 

1at in coinc ldiendo este pertodo con la fue de inhibic 16n 

a la respuesta a Con A. De lo anterior se concluye que el 

estado lnaune a los aniallles Infectados con !!.· brasilien--

111 no solo se encuentra afectado en cuanto a la respuesta 

al AaNb (respuesta especifica) sino tubifn se observa una 

aodificaci6n en la respuesta a la estiaulacl6n con ait61e

nos (respuesta inospectfica). Bs iaportante aencionar que 

la c ln6tica de abos tipos de respuesta es aiailar. 

Aparentaente ex lste cierta rolac 16n entre la respuesta a 

la ostiaulaci6n con ait6genos y la dosis lnfectante. Pare

ce ser que una dosis elnada de aicrooraanimos (107) ind~ 

Jo una lnhibici6n en la respuesta a LPS estable (tablas 3 

y 4). Cuando se aplearon dosis aenores la lnhiblci6n a 

LPS fut auy Inestable (tabla 3). 

l!n e1te trabajo el cultiTo de la aezcla de c6lulas de ani-
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aales infectados y anlllalu tesUao suaieren la parUclpa• 

ctcln do cllulu 1111pro110ras coao rosponublu del Htado •• 

inhibitorio (tablu 5 '1 6). 

Por lo tanto, ol presente trabajo supone la al.stencia do 

diferentes etapas a lo lar10 do la infecc tela: 

En la pr !llera etapa so d•ostr6 por intrado .. o rncc 16n '1 

ostlllulaci6n llnfocitaria que la funcionalidad do loa lin· 

focitos T '1 B, so aantuvo dentto de los 1 taites noraalos, 

aientras que la infocci6n present6 un descenso proarosi'ro. 

En la sopada etapa nbos tipos de respuesta decayeron si&, 

nificatinaente '1 on este perlodo el tuaflo del aicet- • 

H aant1no estable. 

Haciendo un anUilis de los resultados, se ob1ena11 tres • 

aapectos lllportantes: 

1 • lnhibici6n de la respuesta a la ostiaalaci6n con • 

att61eaos. 

21 Influencia de la do1is de bacterias inoculadas 011 

la reapuuca a la estlllalaci6n con a1td1ono1. 
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31 Bstabll ldad del aranul- a el periodo en el qao 

101 Unfoc lto1 presentan una rHpuosta diainulda 

a la ostiaulac16n con alt61enos. 

Cada uno de estos aspectos 1er& diacuUdo a contlnuac16n: 

11 Jnblblc 16n do la rHpuosta a la ost laulac16n con -

a1t6aonos. La 1nbibic16n do la rospuoata a ConcananUa.a A 

y LlpopoUsac&rldo de !· 5.!!!!. en aniaales infectados con -

!!.• brasUionsis puede deberse a: 1) Presencia de c61ulas -

supresoras (o sus productos) que proYoquen una 1nbibic16n 

de la respuesta a ait61enos. ll) La bacteria o alpno do 

1us productos coao responsables de eato estado de lnbib1-

c16n. 111) l!xpansi6n poUclonal inducida por el aicroor1!. 

nlao. 

El aftoclo •ploado para deaostrar la presencia de c6lula1 

supresoru consiste en culUnr la ae:cla de linfocitos de 

aniaales infectados y anlaales testiao. Sin en el anlaal -

infectado se han aenorado c6lulas supresoras, estas provo• 

can ana 1nblblc16n do la respuesta a ait6gonot por parte -

do los linfocitos do anlaalos testlao. En cliYersas parasl

tosh ha siclo cleaostracla la partlcipac16n do dlulu supr! 

soru. Bstucllos rNlhados por Ja,..rdona y cols (55) y Ra-
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aos y col1 (63) han encontrado que las c6lulu de bazo de 

ratonoa Infectados con Trypano,au !!!!!E!! y ! cru:i resp~ 

tlYaaonto, son capaces de inhibir m ~ la produccUln 

de cllulas forudoru do anticuerpo y la ostlmllacl6n por 

ait61onos de linfocitos T y B de aniaalos norules. En In· 

fecc iones producidas por Histoplam capsulanm (56) se "!!. 

1iere la existencia de una poblaci6n hmunoroguladora. La 

respuesta imlune do tipo celular de ratones con hlstoplu· 

ao1ls se encuentra Inhibida entre la prillera y tercera so

aana do la lnfocc 16n. Para la octava s .. ana cuando ba sido 

resuelta so aprecia la participaci6n do una poblacl6n coo

peradora, ya que el estado hmunosuprillldo desaparece. En 

osquiatoaoaiasls producida en rata (57) se obsona que al 

inicio de la infeccl6n existe u11a respuesta de prolifera-· 

cl6n 1l1nlflcativa al antl1eno de Scbistosau !!!i!!m!. asl 

coao u11a hipersensibilidad cudnea do tipo tardlo al aisao. 

Sin abar10, entro la cuarta y sEptilla saanas de infec:

cl6n, abas respuestas disminuyeron. Al buscar un aotivo -

de esta roducci6n se dnostrll dnlcuente a los 35 d1as de 

infecci6n, la partlcipacllln do cElulas supresoras. 

Coao lo auestran las tablas S y 6, en el presento trabajo 

ae 1111iere la particlpaci6n de cElulas !lllprosoru. Sin ... 
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barao estas solo fueron d•ostradas en al1una1 ocasioDes. 

La presenc la do c6lulaa supresoras d•ostrada ~ ~ po

dr1a sor el aotlyo de ol estado laauno doflc Ion te que ao -

aproe la on los aniaalos Infectados con !!_. bruUlen9la. 

Es posible que la bacteria o alguno do sus producto• soaa 

los responsables de el estado de inhl ble ldn a la respuesta 

a altdaenos. QUld el pat6aono lndusca la lnhlblclda de la 

respuesta inaune para evitar ,or atacado y de esta foraa .. 

perunecor lndoliatdnente en _el huhped. Collo se sabe el 

aicet011a es una lnfecci6n de tipo cr6nlco y por lo tanto 

el aaente causal peraanece por un periodo proloa¡ado. En 

lo que respecta a infecciones producidas por !!_. brasillea· 

!!.!. es posible que osta y/o al¡uno de sus productos ¡ene-· 

ren un estado 1-.ne deficiente. En esquistos011luls ha •! 

do deaostrada esta hlp6tosis. Cums y cols (57) de.ostra·· 

ron que un extracto de i• ~ lnhibi6 la respuesta do 

prollferacl6n do llafocttos tanto al anttgeno de i• ~

!!i coao a alt611e11os. 

La lnbl ble 16n de la respuesta a altd¡enos tublEn puede d~ 

berae a la expansi6n pollclonal. Se ha d•ostrado que ala!!. 

noa par6sitos aear••n substanc las con propiedades alto18-
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alcu (64·66). !etas aubstanclas tubl6a aon conocidas co· 

ao act IYadores pollclonalea de llnfoc !tos 1, )'11 que pueden 

eatiaularlos directa e lnespoclflcuente a proliferar. El· 

to podr1a ocasionar un a1otaalento de clonas trayendo coao 

consocuenc la la falta de partlc lpac 16n de los llafoc I tos 1 

en la respuesta lrmune y por lo tanto la aparlcl6n de un 

estado h lporreac tlvo. Ortl z •Ort h y co ls ( 65) y Lapez y • • 

cols (66) deaostraron que un extracto de !!_. braslllensil 

actln lnospecfflcaaente linfocitos B do rat6n. 

En el presente trabajo, los resultados setlalan uaa lnhlbl· 

c 16n de la respuesta a LPS desde los 11 d las de lnfecc 16n 

ea alsunos exper!Jlento1. Esto su11lere que alsunas aubstaa· 

c las se11regadas por la bacteria ocasionaran una expansl6n 

pollc lona l , y por este aotivo se observara una falta de • • 

respuesta a LPS. 

zt Influencia de la dosis de bacterias Inoculadas en 

la respuesta a la est!Jlulacl6n con ait6genos. Otro aspecto 

Interesante de este trabajo, es la Influencia de la dosis 

de bacter las en la respuesta a LPS, Una dosis elevada de • 

alcroor1anlaos provoca una lnhlblcUln perdurable a la es· 

tbnalacl6n por LPS. 
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en otras lnfecc Iones se ha obserndo esta aiaa relac i6n -

(55, 56, 67), Artz y Bullock (56) supulieron que UD uyor 

eatfaulo ant116nlco actl,ra de cierto aoclo aecani...,, resJ!_ 

!adores de la respuesta launa. Esta actiYidad inhibito- -

ria puedo explicarse coao un aocaniao do protecci6n para 

ol huhpod, Es decir, on ol caso do quo la rospaesta imu

nct no tuviera control, se PTOYOCar1a una aran necrosis del 

tej Ido coao consecuonc la do la defensa contra un elendo • 

na.ero de aicroarsantsios. 

31 Estabilidad del granuloaa on ol porfodo en el c¡ue 

los linfocitos presentan una respuesta dlsainutda a la es· 

t laulac i6n con al t6gonos. Es interesante sellalar que el · • 

arosor del coj lnote plantar Infectado se aantUYo estable -

durante la etapa on c¡ue la funcionalidad do los linfocitos 

se encontr6 1 laitada. Este rosul tado dlflore con el encon

traio on la lnfecci6n uporlaental inducida con bacterias 

suspendidas en ad:,unnte (5Z). En este trabajo, la RIC DY!. 

luada por lntradonorreacci6n, lle16 a UD .axiao aprox!Jla

d-nte a los Z5 dfas de infeccl6n, aiontras que la dlaen

si6n del aicetoaa fue atntaa. Posterioraonte ·1a RIC dial· 

nay6 y el aicetoaa aaent6 do t ... 110 considerabl•onte. 
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Poaibl•ente en el prHente trabajo mceda alao silliler a 

lo reportado por Cbenme y cola (68). Es decir, al existir 

una inhiblcUln lnespectficlca de loa linfocitos, no bay 

una produccUln adecuada de Unfoclnas y por lo tanto se 

evita que el aranul•a proarue. Otra explicaci6n qae se -

podr1a dar es la slaulente: os posible c¡ue el rosponMble 

de controlar el alcetoaa sea el ucr6fa10, ya que c•o ae 

ha deaostrado los aacr6fa1os de los anlaales Infectados -

con !!.• bruiliensis obsorTan un auaento de actlYldad faso· 

chica y dlaenlYa a los 25 dtas de lnfeccllln y se untle· 

nen fuiscionalaente norules a lo larao de hta (52, 69). 

En tuberculosis hay evidencias que Indican que los ucr6f!, 

aos son actiYados prlnclpalaente en donde se locall:a el -

bacilo. El ucr6faao se actiYa bajo el est!llulo del bacilo 

y sus productos. Esta activacl6n se ac•palla de una dlsai

nuc llln en el nllaero de bac Uos presentes (70, 71). 

Por lo tanto queda deaostrado que en e lerto por1odo de la 

infeccllln los linfocitos de ratones infectados con !!• !!!!,

siliensh se encuentran funcionalaente deficientes. falta 

lllin por d•ostrar cual es el Yerdadero aecanlao responsa· 

ble de esta alterac16n. 
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CONCWSJONES 

• Se, deaostr&, que los linfocitos de ratones infectados con 

l!- brulltensil, de unen slallar a otras Infecciones, pr!. 

Hntan un estado de lnhlblcl&n hacia la respaesta a la est! 

aulacl6n con aitd¡enos. 

• 1.11 funcionalidad de los linfocitos prorenlenteo de rato·· 

nes Infectados con !!- braslllensis se encuentra dlaim,lda 

inespectficaaente con respocto :a los ani.aales testi¡o, du-

rante algunas etapas de la lnfecc i&n. 

• Este estado de inhiblcl&n de la respuesta a ait6¡enos se 

aprecia prillero en los linfocitos B y posterlon,ente en los 

linfoc I tos T. 

- Los resultados dauestran que dosis lnfectantes elevadas, 

inducen un estado persistente de lnhlbic 115n a la rupuesta 

a al t61enos. 

- Los resultados ele estl.allaci6n llnfocltaria eapleando Co!!. 

canavallna A se correlacionan bien con los resultados de la 

prueba de hipersensibilidad tarta con el A1llb, Es decir, la 

respuesta lnespectflca (Con A) y la eapec1flca (Aallb) 1010 
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fueron positivas en los prilleros dbs de la lnfecci&n r des 

puh de tornaron ne1at has a lo ln10 de la infeccl&n. 

· El descenso progresivo en la tuaoracl6n conespoade al pe 

rfodo en el cual los linfocitos de ratones Infectados se •!!. 

cuentran runcionalaente noraales. 
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Se daostr6 quo los linfocitos do aniaales Infectados con 

!!• brulllonsll presentan un funcionulento ano ... 1 on -

ciorta etapa do la infoccl6n. Sin abuao, aCln queda por 

doaostrar ol o los aocaniaos rosponsables de esu altora

c 16n. A contlnuaci6n se proponen diversas alternativas a -

seguir para alcanzar este objetivo. 

supon lendo que se trate do una poblac 16n supreaora, seria 

Interesante caracteri:arla. Para ello, las diversas subpo

blaclones (linfocitos T, By aacr6fa9os provenientes de •• 

animales infectados) so purifican en baso a sus propieda-

dos 'f postor loraonto cada una do estas subpoblac iones se -

cultiYan en presencia de c6lulas de animales normales. Si

•ltlnouonte so preparan cultivos testigo, y todos son ~ 

aetldoa a la osti•laci6n con ait6aenos. Por loa resulta-

dos se detecta cual de estas subpoblaciones tiene un efec

to supresor sobre las c6lulas normales. De este aodo, so -

identifica la poblaci6n responsable. Es probable que la •• 

inblblci6n de la respuesta a ait69enos este dada por alaCln 

producto do la c61ula supresora que ao encuentre en el SU!. 

ro del aniaal infectado. Para probar esta posibilidad, las 
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cflulu de anlaalee nonoalu se cultlYan en proH11cia de -

suero de HIJlales infecudo1, y se est IJlulan con ait61enos 

apropiados. SI existe un factor supreaor en el suero, la -

reapueau de las c6lulas de 101 anlJlales normales se enco!!. 

trar, dlnlnuida. 

Tubl6n se sugirl6 en la discustlln de los ronltados la P!!. 

sibil !dad do que la bacteria o alguno de sus productos fu!. 

ran los nsponsablos de este estado de lnhlblci6n. En esto 

caso, 1e cultivan cflulas de antaales nonoales en presen-

cia de bacterias o el sobrenadante de un cultiYo de las -

•i•as. Otra poslbll ldad es cultivar cflulas de antaales 

nonoalea en presencia de bacterias 1111ortas. Esto dltiao es 

con el objeto de descartar definitlvuonte la posibilidad 

de que algdn producto del aetaboll•o bacteriano sea el -

cau1ante del efecto supresor. Los cultivos ad preparados 

se saeten a la tfcnica de est illulac 16n linfoc ltar la con • 

los alt61enos adecuados. 

' En la dlscusi6n de los resultado• tubl8n so habl6 de la -

po1ibtl !dad de una expansi6n policlonal. Para daostrar e!. 

to se pueden H1Uir diYeraas alternativas. Una do ollas es 

preparar cul tlvo1 de cflula s do aniaaln nanoalos con o 
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sin bactorlas, SI la bacteria tiene un efecto altoalntco • 

sobre los llnfoc ltos de anlaales norules, estos presenta• 

rb una lncorporac Uln de 3HTdr super lor a la de loa cal ti· 

vos testlao. 

Otra alternatlYa a seaulr es bacer un onsa:,n de ctlalaa -

foraadoras do anticuerpo en animales Infectados con !!• l!r!. 
llUonsh. SI existo una expansl6n pollclonal el ndaero de 

placas hoaoltt leas so nr4 dlsalnuldo en e lerto periodo de 

la lnfecc 16n con rospocto a las obtenidas de los anlaales 

testiao. 

Ccmo so aenc lon6 en la lntroducci6n, !!· brasillensis tiene 

la caractorlstlca de crecer en foru de pequellos amaos al 

cultlnrse en un aedio liquido. Esto dificulta en cierto -

arado el procedialento para infectar a los anlaales, ya •• 

que debe emplearse un in6culopaoatneo tanto en concentr!. 

cl6n coao en consistencia. Por este aotlvo, el in6culo se 

prepara hoaoaenl:ando en aortero la peHcula de crecialen· 

to de la bacteria. Este a6todo ofrece diversas dificulta·· 

des. Entre ellas, hay un aa:,nr rlesao de contalnacl6n, el 

proceso es larao y tedioso, adoais la excesiva unipala- • 

cl6n de la bacteria probabl•ente oculone una dlsalnucl6n 
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de la viabilidad de hu. Para resolver este problma, se 

pueden soaulr lu 1laulento1 olteraativas: Nodlllcar el •! 

dio de cultivo de tal unera c¡ue la bacteria se desarrolle 

hoao¡lneuento, es decir, c¡ue se evite la foruci6n de • • 

a¡ro¡ados. Otra posibilidad os separar por centr1fu1acl6n 

los ¡ruaos de cree laten to y ut 111:u el sobrea.adanto. Este 

se centrlfu1arta • una velocidad apropiada para recuperar 

las bacterias y eaplearlas para la lnoculocl6n. Sin eabar· 

¡o, os probable c¡ue por este attodo no se alcance lo con·· 

centrac 16n adecuado de bacterias. 

Otra aonero de aejorar el aEtodo de prepanc 16n del tn6cu· 

lo, serta eapleando un hoao¡ent:ador autoaittco. De esto • 

foru, se abonarta tieape, adeab de facilitar el proceso 

aunque adn perststtrta el rtesao de cenuataaci6n y la po· 

slbllldad de dlsaiouir en uyor grado la viabilidad del •• 

ln6culo. 
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de la viabilidad de 61ta. Para resolver este probl ... , se 

pueden se111lr lu 1!1ulentes alternativas: Modificar el •! 

dio de cultivo de tal unera que la bacteria se desarrolle 

hoao16neuente, es decir, que se nito la forucUln de - -

a1re1ados. Otra posibilidad es separar por centrlfu1aci6n 

101 ll"UIIOS de crecialonto y utilizar el sobrenadante. Este 

se contrlfu1arta a una velocidad apropiada para recuperar 

las bacterias y emplearlas para la lnoculacl6n. Sin eabar· 

10, os probable que por este a6todo no se alcance la con·· 

centrac 16n adecuada de bacterias. 

Otra aanera de aejorar el aEtodo de preparacl6n del ln6cu

lo, serta empleando un hoao1enl:ador autOldtico. De esta -

foran, se ahorrarla ttapo, adeah de facilitar el proceso 

aunque adn perslstlr1a el desao de contninacl6n y la po

sibilidad de dlsainuir en uyor arado la viabilidad del -

in6culo. 
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IHTROIIICCION: 

47 

La actividad o ostiaulacl6n llnfocltarla (EL) es una tknl· 

ca que aldo la capacidad funcional de 101 Unfoc lto• para . 

proliferar c .. o respuesta a la induce l6n por antf1enos o •! 

t61enos (7Z • 75). 

En 1960 Novel (76) descubrl6 que la fitoh111U1lutlnina PIIA • 

transforaaba los llnfoc ltos en Unfablastos proliferantes. 

Desde entonces la EL lnduclda por alt61enos o antf1enos ha 

sido una tknlca aapliuente usada en diversos capos de la 

Blolo1ta. 

La EL es un aodlo prfctlco para naluar doflcienclas i11m1no 

l61icas adqairldu o de or1aen aenEtlco (77). Tablan puede 

ser eapleada para vl1llar los efectos de diversas quialote· 

raplas (78 • 82). Peny y col s. (78) descubrieron por aedlo 

de esta tknlca, que un flraaco oapleado para el tratulen· 

to de lníecciones virales en buunos, (rlbavirln) suprime • 

basta en un 901 la respuesta linfoproUferatlva noraal. As! 

aiao, Hersch y Oppenheia, (79) dnostraron una diainucl6n 

de la respuesta a ait61onos en pac iontes con onfllflledades • 
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oculares y aal ianas que habfan ~ec ibido quiaioterapia. Otro, 

estudios realizados por Oppenheia (80, 81) y Aisenber1 (12) 

Indican que en diversos sfndroaeo, los pacientes auestran -

una EL diainuida. 

NETODOLOG 1A: 

Para obtener resultados 6ptiaos en el uso de la EL es nece· 

sarlo trabajar en condiciones estrictas de esterll idad; adt 

lli s es de suaa iaportanc la establecer las cond le iones de · -

trabajo coao la cin&tica del cultivo, la densidad celular, 

el aedio de cultivo, loa ostiaulantes a eaplcar y las con-

centraciones de los aisaos, y el tipo de uterial para el • 

cultivo. Tubten es iaporunte cultinr cElulas de sujetos 

noraalea al aisao ticapo que de sujetos experiaentales coao 

control. 

Los llníoc ltos huaanos son purificados a partir de sangre -

per!Hrica heparinl%8da, por centrifuaacl6n en aradlente de 

densidad sobre Flcoll-Hypaque. En el caso de que los llnfo

c !tos provengan de 6raanos linfoides, las suspensiones cel!!. 

lares se preparan dlaareaando suaveaente • los aisaos, y se 

parando los desechos celulares (83). 
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1,4 11upenal6n de c6lulas se ajusta a una concentnci6n apr~ 

xiaada a I z 106 linfocitos, SI la concentraci6n do c6lulas 

os auy olnada o auy baja, la roapuesta al Htiaulanu no.· 

es la 6pt iaa. Los cul t iYos son hechos por triplicado o cua

druplicado on tubos do ensayo (ucroensaro) o placas para • 

alcroculti'ro (alcroonsaya). Los aodlos do cultlYo usualaen

te empleados son el aodlo atn:blo esencial Ea1le y ol aedlo 

Rl'III 1640 suplementado con S a 20\ de suero, ya sea hoa6lo· 

ao o hoter61oao, Los estimulantes (alt61onos o antfaenos) 

se alladen a la concontracUln provluonte establecida. Los -

cul tlYos ad preparados se Incuban por lo aonoral durante 2 

a 4 dtas. Cuando so emplean ait6aonos poco pountes o antt-

1enos se requieren do 5 a 7 dtas de lncubacl6n. Los Unfoc! 

tos so Incuban en ata6sfora bdada suplaontada con S\ de COz 

para Mntener el pll apropiado a los cul tll'os, 

La ..elocidad de stntosis del ,cldo desoxirribonucleico (DNA) 

fuf calculada orl1lnalaente por enluacl6n aorfol61lca del 

porcentaje de llnfoblaatos presentes en el cultlYo, Sin ea

barao ene aftodo ba dejado de eaplearse debido a la nrla· 

billdad de los resultados (74), 

La aran ntllidad y apllo uso do la oat:blulacten Unfoctca-
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ria ba sido posible por ol do .. rrollo de ensayos cuantitU! 

vos de incorporaci8n do radioh8topos. Los b8topos .. s •· 

pleados son la tiaidina urcada con tritio o cubono 14 pa· 

ra deto .. inar la sfntesis do DNA. Al1uno1 invostiaadoro • 

utlli:an 125 1·5-yodo desoxiuridina. Tubltn la transfoma· 

cien se puedo evaluar dotorainando la incorporacten de ui· 

nolcidoa radioactivos durante la sfnteah de prote1nas. Sin 

eabarao esto Gltlao a6todo es aenos sensible. Los cultivos 

son urcados de 4 a 18 horas antos de ser cosechados. Ante· 

rloraonte las c6lulas oran cosechadas por altodos laborlo·· 

sos. Actualaente el aploo do .. qainaa cosechadoras autoal· 

ticu facilita ol procosaaiento do los cultivos, adah de 

obtenerse rosul tados .. s reproducibles. Estas .aqainas asp! 

ran r lavan las celulas sobre filtros do fibra de vidrio.· 

Estos filtros tlonon la propiedad do rotonor ucrcaolkulas, 

entre ellas ol DNA, y pomltir ol paso de aolfc:alas peque·· 

llu. Los filtros so secan a 60°C por 15 ainutos, se colocan 

on viales, so les adiciona ol Uquido do centelleo y final· 

aonte so caontan en un contador de centelleo, para detorai· 

nar la radioactividad Incorporada a el DNA, expresada en •• 

cuentas por ainnto (epa}. 

Lo• datos so expresan do la siplento unera: so dividen •• 

• 
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la• epa del cultho utlaulado entre las epa del cnltiYo -

control, lo cual proporciona un cociente coaumente referi

do caao el Indice do estlaulacl6n. Otro altodo frecuento·· 

aente •ploado conshto on obtener ol proaedio do las epa 

de cada ano de los grupos a analizar. Posterloraento los d!, 

to• H s .. oten a un adllsis estadtstlco adecuado para de·· 

teraiur •I exhto alauna diferencia slanlficatln entre 
1 

lo• grupos estudiados. e-ente se eaploan las pruebas e! 

tadbtlcn t do Student o U do Nann lflthney. 

ESTDIII.\HTES ESPECrPICOS E IHESPECIPICOS PARA LINFOCITOS: 

Existe una serie do ostlaulantes c¡ue se eaplean para eva- -

luar la reactiYldad llnfocltarla. Los est11111lantes lnespec! 

ficos son los ait6genos ya c¡uo ellos est IJlulan de 60 a 90\ 

de los linfocitos de 1111jetos noraales, ya sea adultos o re

cih nacidos, Los antlaeno• solo estilllllan 101 linfocitos • 

upectficos de sujetos prnlaente sensibill:ados. Por esta 

ru611 el porcentaje de linfocitos estiaulados es 11117 bajo. 

Se plenN c¡ue los estiaalantes se unon a receptores presen

to• on la auperflcle de los linfocitos, Subsocaenteaente, • 

ello• actiyan a lo• linfocltoa para ul prOYocar 1111 trans-

foraaclln. Loa e1tfaalutes •• caracterizan por el tipo de 
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poblacUln quo activan, E1to1 puade11 en iaulu solo a los -

ll11focltos T 6 a los linfocitos B. 

Los alt61onos coaunaente aaploados 1011 fltolu,aa1lutlnlna -

(PHA, S u1/•l) y Concanavalina A (ConA, 10 a1/al) aabos son 

alt61onos para linfocitos T, y el alt61ono fltolaca aaerlc!. 

na (Plll) que estiaala tanto llnfoc !tos T coao l. Des1rac la· 

daaente los alt6gonos als conocidos para I lnfoc !tos B aurl· 

nos, tales coao ondotoxlnas y anticuerpos ant I IISJno¡lobul! 

nas, no son est lllulantes potentes para I iníocltos 8 -anos. 

Los anttaonos c011Unaento eapleados son el derlndo protetn! 

co parificado (PPD), ostroptollsina O, un extracto do ~d! 

!!!_ ~ y el toxoide tet4nlco. En 1eneral los ,ujetos · 

noraales auestran concordancia entre los resul t1dos de las 

pruebas cut4neas do hipersensibilidad tardta )" la activa· 

cl6n llnfoc ltarla Inducida por anttaenos o alt61ono1 para 

llnfoc I tos T (80). Una vez que ba sido activado el llnfoc 1 • 

to T por el estlaulante apropiado, este slntetl:a y se1re1a 

una serle do linfoclnas, entre ellas el factor alto¡llnlco, 

que Induce la transfonaci6n de otros linfocitos aOn no os· 

t lallados. 

• 
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TABLAS Y FIGURAS 

Clnotlca de la lnfeccl6n. 

Pruoba cut,nea do hlpersonslbllldad tard1a al 

AgNb. 

lnhlblc 16n de la respuesta a Concananl lna A 

en anlaales infectados con 1.6 x 107 bacte· -

rias viables. 

lnhlbici6n de la respuesta a Lipopolisac&rido 

en anl.aales infectados con 1.6 x 107 bacte- -

rias viables. 

Respuesta a la estlaulaci6n con Lipopollsac&

rldo do !• ~ en anlaales infectados con d! 

ferentes dosis de !i• brasillensls. 

Tabla 4 Inhiblc U5n do la respuesta a Lipopol lsadrido 

de!•~-

Tabla 5 y 6 efecto lnhibidor do c6lulas de bazo do anilla-
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los lnfec todos con !!• bras l llona Is sobro la 

respuesta a altdaono, por c6lulas norules. 
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Fi1un 1. CINETICA DE LA INFECCION, La 

lnfeccien fue evaluada poT aed lo de la 

aedlci6n pul6dlca del gToSoT del coj.!_ 

nete plantar Infectado. 

• 



• 
! 
= . . ... • :; 3.0 

1 

1 
120 
• 
~ 

1 
~ 1.0 
R 

• 1 
:t 
1 

o 

• • 
CINETICA DE LA INFECCION 

-t 

!\ 

+.:: ..... . 
'f, ..• -+, ••• .+ 

....... º." "••··+~~··. 8 ..... ~····· .... ··"· 

'º O 50 40 60 70 110 90 
DIAi DI ,.,.cc,o• 

c1•1TICA it•o••••• DI T•11 .• ,,cc10•1• 

PIIUIA 1 



• • 
73 

Figura 2. PRUEBA CIITANEA DE HIPEllSU· 

SIBILIDAD TARDIA AL A~ Nb. La rospuo! 

u celular fu~ evaluada !!!. vivo por 

aed lo do lnt radenoroacc IC!n. 
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TABLA 1 

INHIBICION DE LA RESPUESTA A CONCANAVALINA A EN ANDIALES 

INFECTADOS CON 1 .6 x 107 BACTBRJAS VIABLES. 

JAS DE MEDIO Con A 

NPECCJON o epa b epa ! e e 

4 N 1690 105327 2917 

6140 179955 U26 

24 N 8810 202905 5535 

2427 18564 574 

31 N 3180 102655 12066 

1370 24050 1705 

Media de la respuesta de 3 anlaales controles. 

Media de la respuesta de s anlaales infectados. 

p 

ns 

co.001 

<O.OS 

Respuesta normal de las e6lulas cultiYadas en ausencia de aitd· 

senos. 

lespuesta de las clllulas a Concanavalina A. 

¡a cuentu por ainuto (aedia de cada srupo). 

¡a e e 

dar. 

Cuentas por ainuto (aedia de cada srupo) y error estan· 
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TABLA Z 

INIIJBJCJON DE LA Rl!SPUl!STA A LIPOPOLJSACARJDO 1!11 ANDIALES 

JNPECTADOS CON 1,6 x 107 BACTl!RIAS VIABLES, 

DJAS DE a N!DJO b LPS 
IHFECCJON epa + e e epa p 

4 H 1690 42400 4700 

6840 21316 8394 ns 

Z4 H 8810 44260 2751 

2427 9222 350 di.O! 

31 H 3180 19015 635 

1370 2972 525 co,001 

54 H 4397 43683 2115 

3202 17852 1079 <(0.001 

H Media de la respuesta de 3 anlllales contToles. 

Media de la respuesta de 5 anlllalos infectados. 

a Respuesta nonul de las c&lulu cultindas en ausencia de ait6· 

1eno1. 

b Re1pae1ta do las dlulu a Llpopollsacbido de !, ~
epa CuentH por alnuto (aeclla de cada 1rupo). 

• 

epa : e e Cuontas por alnuto (aedia do cada arupo) y error 1tandar, 
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TABLA 3 

RESPUESTA A LA BSTDIILACION CON LIPOPOLJSACARIDO DB !• 9!!,! 

EN ANDIALBS INPBCTADOS CON DIFBRIINTES DOSIS DE !!.• IRASILIBNSIS 

DOSIS DIAS DE ' ' INFBCCION RESPUESTA INHIIICIOII p 

7 :r 10• 11 65.21 34.79 <0.0Z 
19 75.05 z•.9• 
•1 113.02 6.97 

7 :r 105 11 31.33 68.67 <0.001 
19 106.0Z 
40 127.90 

1.6 :r 106 4 39.86 60.13 c0.005 
31 63.30 36.60 
54 28.96 71.03 c0.001 
59 80.47 19.50 

7 X 106 28 44.00 56.00 co.oos 
35 aa.oo 12.00 

1.6 X 107 • 50.20 0.7 
z• 20.83 79.16 4.01 
31 15.62 84.30 (0.001 
54 40.86 SIi. 10 <C0.001 

El porcentaje de respuesta e, el resultado do la c011paracl6n de la 
aedla de 5 anlule1 infectados con la aedia do 3 anillalea nonales. 

La respuHta de los antaales nonalu es considerada coao el 1 OOI de 
respue1ta a alt6¡enos. 



• • 
78 

TABLA 4 

INHIIICION DE LA RESPUESTA A LIPOPOLISACARIDO DE !.• ~ 

DIAS DE 

INPECCION 

Z6 

33 

53 

RESPUESTA INHIBICION 

29.31 70.67 

Zl .81 78.15 

Z6.15 73.83 

Praaedio de tres experl.llentos efectuados con una dosis ae

dia de Z,6 x 107 bacterias viables. 
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TABLA 5 y 6 

EFECTO INIIIBIDOR DI CEWLAS DE BAZO DI ANDIALES INFECTADOS 

CON ~ BWILIENSIS SOBRB LA RESPUESTA A NITOGENOS • 

POR CEWLAS NOIIIIALES. 

CCBIPOSJCIOH DIL IHCORPOIIACION DE PORCIIHl'AJJI DE aJLTIVO CBWLAR TINmtNA (PRCBIE· 
(cels/al DIO c .. ) 

HOR!IAL IHPECTADO LPS 

2.5 X 106 70 160 
2.5 X 106 32 920 

5 X 106 94 095 

5 X 106 37 537 

2.5 X 106 2.5 X 106 51 410 

Dosis lnfectante: 7.5 x 106 bactorlas/Tat6n. 

D!as de lnfecc 16n: 11 

tllHrBICIOH 

' 
53 

60 

so 

C..poslcl6n del cultiYo: c81ulas provenientes de 3 aniaales 

nonales y 5 aniaales infectados. 

• 
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TABLA S y 6 

(COHl'IIIUACION) 

IO 

IFBCTO IIGIIIIDOR DB CBWLAS DE BAZO DE ANDIALBS INFECTADOS 

CON .!!!!iY!ll! IRASILJBNSJS SOBRE LA USPDl!STA A NITOGl!IIOS • 

POR CBWLAS NOIUIALBS, 

CCIIPOSICIOH DBL INCORPORACION DE 
aJLTIYO CBWLAR TIHIDINA 

(coll/al) (PRCIIEDIO epa) 

NOIIL\L INFECTADO Con A 

Z.S X 106 aa oso 
l,S X 106 Z6 677 

s X 106 132 685 

5 X 106 61 162 

2,5 X 106 2.5 X 106 64 268 

Dosis infectante: 7 x 105 bacterias/rat6n. 

Dtas de infeccih: 40 

POIICl!HTAJE DI! 
INHIBICION 

70 

54 

49 

Caposict6n del cultiYo celular: clllulas prenniontos de 3 

anillales no1"1111le1 y 5 •n! 
ules infectados. 

• 
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