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INTRODUCCION. .

Elbgénerd Nocardfé"forha parfe"dg los Actincmicetales; organjsmos pleé- |
mérficos que se'cafécterfzan por ser:béci|o§ icido-alcohol resistentes, aero-
bios, Gram positivos, no esporuiados y por formar micelios aereos. El género
Nocardia fué descrito por primera vez en 1888 por Mocard (1), para designar
a un organismo aislado de una lesién en el ganado bovino que Trevisan habia

referido como Nocardia farcinica (2). Posteriormente del mismo tipo de lesio-

nes se aislaron otros actinomicetos como Nocardia brasiliensis , Nocardia

mexicana y Nocardia pelletieri. Sin embargo Gonzdlez-Ochoa y col. (3) encon-

traron que los cultivos de N. brasiliensis y N. mexicana eran morfoldgica y

biolégicamente idénticos lo cual permitid considerar a N. mexicana como un
sinénimo de la forma sudamericana previamente .descrita, Dentro de este género
existen tres especies que son patdgenas para el hombre, ellas son Nocardia |

brasiliensis, Nocardia caviae y Mocardia asteroides, Las dos primeras indu-

cen los micetomas que serdn descritos posteriormente.N. asteriodes es res-
ponsable de la nocardiosis pulmonar o pseudotuberculosis que se produce por
la inhalacién del microorganismo,el cual se establece en los pulimones origi-
nando un cuadro clinico semejante a la tuberculosis, Estos microorganismos
han sido aislados del suelo en diferentes estados de la Replblica Mexicana
(4,5,6,7,8,) y aunque son capaces de infectar animales de experimentacién,
las manifestaciones clinicas son diferentes de las que se presentan cuando se
inocula un microorganismo aislado de un paciente infectado (9).

N. brasiliensis, microorganismo que nos ocupa, es el agente causal del
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micetoma~§ue ééﬁdﬁsefvé no solamente en paises de América del Sur y México,
sino famgfén éh‘Afrfca. El micetoma es una infeccidn destructiva y crénica de
la’piel;zféjiao subcuténeo, fascias y hueso, que produce una tumefaccién loca-
lizada. ‘

N, brasiliensis.presente en la tierra (5), probablemente penetre en
los tejidos del pie descalzo y de la pierna, después de traumatismos. En el
individuo las lesiones se ven mis frecuentemente en pie, pierna, rodilla y
musculo y con menor frecuencia en las extremidades superiores. En México se
han visto pocos casos con localizaciones dorsolumbares, escapulares, pectora-
les y con diseminacién a pulmdn y médula espinal(9). La patologfa gruesa del
micetoma depende del drea anatdémica afectada por la enfermedad y el agente
etioldgico involucrado, Hay algunas diferencias importantes en la apariencia
de las ffstulés, la reaccidn tisular y la invasién a otros tejidos; el drena--
je de los trayectos fistulosos es caracteristicamente seroso o serosanguino-
lento, aunque se pueden agregar infecciones bacterianas, en cuyo caso la se-
crecidn es de caracterfsticas purulentas, complicindose con ello el aspecto
clinico y patolégico de la enfermedad, A pesar del agente etioldgico implica-
do las lesiones son histolégicamente similares; los grdnulos se observan gene-
.ralmente en el centro del absceso, el cual se encuentra rodeado por una gran
acumulacidn de neutréfilos en diferentes estados de degeneraci6n, Alrededor
del absceso hay una gran zona de fibrosis y tejido de granulacidn, el cual es
rico en capilares, células epitelioides, macrdfagos y células gigantes multi-
nucleadas. Los gréanulos Actinomicésicos particularmente los producidos por

N. brasiliensis, se caracterizan por su coloracién blanca, en ocasfones a-
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marillenta, los cuales miden generalmente menos de un mm de didmetro, son
suaves,ylobuladbs y pueden algunas veces presentar en su periferia la organi-
zaci6én de los filamentos que a la microscopTa se observan como clavas; dichos
granulos se pueden encontrar aislados o formando conglomerados. Es posible
también observar filamentos &dcido-alcohol resistentes que se fragmentan,
dando lugar a los conocidos cuerpos bacilares (9),

Se desconoce con exactitud la evolucién de la enfermedad asi como el pa-
pel que juega la respuesta inmune en el huesped infectado, Reportes varios
indican que la Nocardia es fagocitada por células polimérfonucleares y por
macréfagos. Teoficamente la Nocardia fagocitada puede también ser digerida
y eliminada o bien puede permanecer viable y persistir o adn replicarse den-
tro de las células e iniciar una respuesta inmune celular o humoral {10,11).
Los organismos que crecen intracelularmente, estdn protegidos de factores
humorales y frecuentemente puedeﬁ estimular una inmunidad celular (12),

Tanto la respuesta humoral como la celular que se presenta en individuos
o animales infectados con N. brasiliensis ha sido estudiada por varios auto-
res (13,14). Asi, se ha reportado ta hipersensibilidad de tipo tardfo{HTT) a
diferentes antigenos obtenidos de Nocardia. Globe y col. (15) y Bojalil y
Magnusson (16), realizaron experimentos donde usaron antTgenos obtenidos de}l
medio de cultivo de Nocardia y se observaron reacciones cruzadas en pacientes
tuberculosos. Asimismo, Ortiz-Ortiz y col. (17,18,19,), utilizando antigenos
obtenidos del material somitico (extracto citoplasmatico purificado,proteina
ribosomal y polisacdridos),lograron distinguir animales sensibilizados con N.

brasiliensis de aquellos sensibilizados con M. asteroides, Posteriormente
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Ortiz-Ortiz y Bbjalil,(zo)fehéaQann estos extractos por intradermoreaccidn

en pacnentes con lepra tuberculosns y ‘en” individuos sanos, y no cbservaron
reacciones |nf1amatorlas demostrando de esta manera su especificidad para

N. brasiliensis. Con estos antlgenos se obtuvo tanto in-vitro como in-vivo,

una mayor especificidad que la observada con los preparados a partir del me-
dio de cultivo. Se ha investigado también la participacién de los mecanismos
de inmunidad celular en animales infectados con N. brasiliensis y se ha re-
portado un aumento en la actividad fagocitica y en Ya digestidn intracelular
de los macréfagos inmunes (21),

Ortiz—Ortiz; Contreras y Melendro (22), realizaron estudios sobre la
dindmica de la HTT en animales infectados con Nocardia, por medio de la prue-
ba cutdnea (PC) observando que la reacci6n alcanzaba su mayor intensidad al-
rededor de los dias 20 a 25 después de la infeccidn y posteriormente dismi-
nufa. El miximo de reactividad celular encontrada en estos experimentos coin-
cidia con la reduccién del tamafio del micetoma; de la misma manera, la reduc-
cién de la HTT se asociaba con un aumento en el tamafic del tumor, concluyen-
do en muchos casos con la esfacelacidn del miembro infectado, Asimismo, Me-
lendro y col. (21) midieron cambios en la resistencia del huesped infectado
con M. brasiliensis, usando como indicador de esta propiedad la fagocitosis,

la digestién intracelular de Listeria monocytogenes de los macréfagos de ani-

males infectados. En este estudio de proteccidén cruzada se encontrd inicial-
mente en el dia 15, un aumento en la digestidn intracelular y posteriormente,
en el dfa 20, un aumento en la fagocitosis. Los resultados muestran que los

animales infectados con Mocardia presentan una estrecha relacién entre la
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reaccidn de HTT al antigeno de Nocardia y el incremento en la resistencia

cruzada a L. monocytogenes, sugiriendo una refaclén'enﬁre estas caracterfs;
ticas y la fnmunidad mediada por células (23),

En 1o que respecta a la inmunidad humorél, se ha demostrado la presen -
cia de anticuerpos tanto en animales infectados con N. brasiliensis como en
pacientes con micetoma actinomicésico. Bojalil y col. (23,24) demostraron
por precipitacién la presencia de anticuerpos contra el polisacarido de N,
brasiliensis. Gonzilez-Ochoa y col. (25) hicieron una correlacién entre los
titulos de anticuerpos detectados por fijacién de complemento y la evolucidn
clinica de pacientes con micetoma; los autores observaron que el aumento de
los anticuerpos acompafiaba a un mal prondstico de la enfermedad; por el con-
trario una disminucién de los mismos era indicativo de un buen prondstico, '

Ximenez y col. (26) encontraron que la vacunacién de ratones con Nocar-
dia o con Bacilo Calmette-Guerin (BCG) resulta en la formacidn de anticuerf
pos contra los antfgenos de Mocardia (26). Estos datos indican -la existencia
de una reactividad cruzada entre los antigenos de ambos organismos. Sin embar-
go, un hallazgo importante es que solamente el grupo inmunizado con Nocardia
es resistente a la infeccidn por Nocardia. Esta resistencia correlaciona con
.una mayor HTT a los antigenos de Nocardia.que a los de BCG, lo cual pone de
manifiesto la importancia de la inmunidad mediada por células { IMC ) en la

proteccién contra las infecciones por Nocardia (21). Los resultados son si-
milares a los que se presentan en otras infecciones causadas tanto por bacte-
rias como por pardsitos intracelulares (27,28,29).

Las evidencias anteriores sugieren que alteraciones en la IMC pueden ser
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importantes en la patogﬁnesis'de la infeccidn por Nocardia (30?. AsT, se
ha encontrado que ratones atimicos ( desnudos), infectados con N.brasiliensis,
mueren mas rapido que los ratones normales, lo que apoya la importancia de
los linfocitos T en la resistencia a la infeccidén por Nocardia (30)‘. Sin
embargo, la falta de células T en los ratones desnudos afecta no sélo la
respuesta de INC, sino también Ja respuesta de tipo humoral,

El objetivo de este estudio es determinar el papel que el anticuerpo y
la céiula T tienen en la resistencia a la infeccién experimental por N.brasi-

liensis.
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~MATER_II.ALES_: Y NETODOS.

Animales.”Seﬂgéérdn]}étoﬁes hémbrasbBALB7cbsfn§énico§ de 4 2 6 semanas
de edad, dé‘una'colonia'hgnteﬁfda en el |ﬁstitut0~&é‘ihvestigaciones Biomédi~
cas, de la Universidad Nacional Autdnoma de México. Los animales se alimenta-
ron con tabletas de Purina (Purina de México, S.A. de C.V.), y agua ad libitum.v
Los animales se distfibuyeron en diferentes grupos procurando que su peso fue-
ra homogéneo.

N. brasiliensis.Se usé 1a cepa de M. brasiliensis UPHG-2k, obtenida de
un cultivo mantenido en el Instituto de Investigaciones Biomédicas, (31).la
bacteria se propagd en un medio de Proskauer y Beck modificado por Youmans
y Karlson (32).

Obtencidn del antigeno. El antigeno utilizado se prepard de acuerdo a

los métodos previamente reportados (20). El proceso consiste en lo siguiente:
La cepa de ﬂ.brasil?ensii se crecid en medio de Proskauer y Beck modificado
por Youmans {32) a 37°C. Las bacterias se cosecharon 21 dias después de la.
incubacién, se lavaron con agua destilada caliente y se desengrasaron con

una mezcla de alcohol-&ter {1:1), los organismos se secaron y se suspendieron
en una solucién amortiguadora de tris-hidroximeti) aminometano (Tris) 0.01M,
pH 7.4, que contenfa .01 M de acetato de magnesio (aproximadamente 50 g de
Nocardia en 200 ﬁl de Tris). Se agregd desoxirribonuclessa a una concentra-
cibén de 2 ug/ml y la suspensidn se fracciond en un aparato Sorvall-Ribi
(modelo RF-1) a una presién de 15000~ 30000 psi, Esta suspensidn se mantuvo
toda la noche a 4°C. Posteriormente las célu]as se separaron de los restos

celulares por centrifugacién a 3020 g durante 60 min., el sobrenadante se cen-
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trufugo de nuevo a 12000 q- por 30 mln Y despues a 48000 g por 15 min.

Finalmente el sobrenadante se centrlfug ‘a’ lhhoo g_por 3 h. -El sobre -

nadante obtenido se dtalizo contra agua Se‘lloflllzé y se congeld a -20°C,

Este antigeno se usd en la tltulacion de antlcuerpos contra Nocardia y en
la prueba de HYT (14).

Ratones depletados de células T (B). Para eliminar las células. T, los

animales de 4 semanas se timectomizaron, posteriormente se {rradlaron letal-
mente (900 R) (33) y finalmente se reconstituyeron por via intravenosa con

5 x 107 células de médula dsea contenida en 0.3 ml de Solucidén Salina Balan-
ceada ( SSB ), obtenidas de ratones normales singénicos de la misma cepa

que habfan sido previamente tratadas con suero anti-timocito y complemento
(34) .A1 mismo tiempo se irradiaron los animales controles. Los animales se
infectaron una semana después de ia transfFerencia celular, Cuando los ani--
males B se sacrificaron se verificd la presencia de residuos de tejido timico;

si se encontraban, eran excluidos del experinento,

Infeccién con Nocardia. Los animales se inocularon en el cojinete plan-

8

tar con 0,05m) de upa emulsidn que contenia 2 x 10” células de N, brasilien-
sis viables en solucién de Na €1 0.15 M, incorporada en adyuvante incomple-

"to de Freund ( AIF ) (Difcq Laboratories, Detroit, Mich ) como se ha descri-
to previamente (35), Los cojinetes infectados se midieron y examinaron perio-
dicamente para determinar la presencia del micetoma, E| grosor se midié con
un microcalibrador {The L.S. Starret Co, Athol, Mass). las lecturas se compa-

raron con las obtenidas en animales inyectados solamente con el adyuvante.

Los valores fueron expresados en mm.La respuesta inflamatoria en los animales

:
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fnfcctados con Nocardia se midié de la misma manera; Lasygyajﬁatiénés finalés
se realizaron gencralmente 3 semanas después de la infecéégagxﬁétf65puesta‘
inflamatoria se evalud en una escala de 0-4 (36) cpmé se deséribe en la ta-
bla I, ‘ e

Histologia.En cada animal se hicieron-estudios histol6gicos del miembro
infectado . Para su observacién los cortes se‘tfﬁeron;con hematoxilina-eosina
(36).

Obtencidn de anticuerpos. El suero anti-Nocardia se prepardé inoculando
8

lotes de ratones con 2 x 10° células de Nocardia viables suspendidas en AIF.
La-ihmunizaciéﬁ se realizd inyectando 0,05 ml en el cojinete plantar; 10
dias después se repitié la ddsis en el otro cojinete plantar, usando ahora
N. brasiliensis muerta. A diferentes intervalos se tomaron muestras de san-
gre del plexo retro-orbital y se detectd la presencia de anticuerpos anti-Ho-
cardia mediante la prueba de doble difusidn en agar (23,37)., La prueba fué
positiva en el perfodo comprendido entre los dias 25 y 45 despuég de ta inmu-
nizacién, Los animales se sangraron 40 dias después de la infeccién y los

anticuerpos se precipitaron con una solucién de sulfato de amonio (38,39).

Mocardia opsonizada. Se preparé mezclando 2 x 108 células de N. brasi-

liensis viables con 3 mg de anticuerpo especifico (ya que se vid que era la
concentracidn que mejor opsonizaba ). Para su inoculacién la Nocardia se la-
v6 3 veces y se resuspendib en solucién de Na C] 0,15 M. Este método resultd
adecuado para cubrir a la Nocardia ya que bajo condiciones similares el anti-

cuerpo marcado con isotiocianato de fluoresceina (40,41) se combind con la

Nocardia in-vitro, como pudo evidenciarse al microscopio de fluorescencia.la
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. . . ’
bacteria asT tratada se InoculS a cada ratdn en un volumen de 0.05 ml .

Conjugacidn del anticuerpo anti-Nocardia con isotiocianato de fluores-

ggigg;El anticuerpo anti-Nocardia se harcéAcon isotiocianato de fluoréscefna
( 41°). La reaccidn entre e! isotiocianato de fluorescefna y el anticuerpo se
1lev6 a cabo mezclandolos en una proporcién de 1:20 (1a concentracién del
anticuerpo fué de 1%) respectivamente, usando una solucién amortiguadora de
carbonatos 0.5 M pH 9; la mezcla se incubd 60 min a 4°C con agitacién cons-
tante. La proteina conjugada se dializd contra un amortiguador de fosfatos
isotdnico 0.15 ¥ pH 7, hasta que el Iiquido dializado estuvo libre de colo-
rante.

Determinacidn de anticuerpos. Se usd hemaglutinacién indirecta para ti-

tular los anticuerpos en sangre obtenidos del plexo retro-orbital de animales
infectados con Nocardia, Se sensibilizaron e{itrocitos de carnero (SRBC) con
un extracto de Nocardia {EN), por medio de glutaraldehido y dcido ténico
como ha sidq previamente descrito {42). Con este objeto, se traté uﬁ volu-
men de una suspensidh: de SRBC al 5% con glutaraldehido y acido tanico (5 mg/
100 m! de PBS 0.01 M pH 7.2), se mezcld con un volumen igual de EN que conte-
nfa Img/ml de protéfna. Las células se agitaron 60 min a 24°C y se lavaron

4 veces con un amortiguador de fosfato isoténico 0.01 M pH 7.2 . Se coloca-
ron volumenes de 0.1 ml de la suspensién de SRBC en placas de hemaglutina-
cién (Cooke Engineering Co; Alexandria VA) y se agregé 0,1 ml de las diferen-
tes diluciones del suero en estudio. Las placas se incubaron a 4°C durante 2k

h y se determinaron los titulos de hemaglutinacién,
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Eliminacidn de linfocitos con receptores para Nocardia. Con el objeto de

eliminar gspecfficamente la poblacién de linfocitos con receptores para EN se
siguid el método descrito previamente-por Walker y col. (43). La técnica con-
siste en incubar 1 x 10 9 SRBC cubiertos con efAEﬂ {SRBC-EN) con 5 x 107 cé-
lulas de bazo suspendidas en un ml de Bss enriquecida con 5% de suero fetal
bovino {BSS-S) durante 30 min ., Después de la incubacién las células se cen-
trifugan a 140 g por 3 min a 4°C y se dejan por 30 min a 4°C; Finalmente el
paquete celular se resuspende suavemente con una pipeta Pasteur. Las.células
que forman rosetas con SRBC-EN se separan de las células que no forman rosetas
por centrifugacién en un gradiente de Ficoll-hypaque (44) a 200 g por 8 min

a 20 °C. las células que forman rosetas se van al fondo del gradiente mientras
las que no hacen, es decir , las células que no Ilevan inmunoglobulina espe~
cifica para el EN, permanecen en la interfase del gradiente. Las células que
permanecen en la interfase se aspiran y se lavan dos veces con BSS-S, Esta
poblacidon de linfocitos carénte solamente de aquellos con receptores para el
EN se usd en los estudios de transferencia. Esta Gltima fué incapdz Je for-
mar rosetas con SRBC-EN.

Determinacion de linfocitos formadores de rosetas con SRBC-EN. La cuan-

tificacion de estos linfocitos se hizo por medio de examen microscopico consl-
derando como roseta a aquel linfocito que tuviera 3 o mds SRBC unidos a su
superficie. El nimero de rosetas se determind por cuenta total en la cdmara
de Heubauer.

Reaccidn de HTT. Se inocularon 50 ug de EN en 50 ul, en el cojinete

plantar derecho de los animales normales; en los animales infectados con N.
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brasiliensis la prueba se reallié;eﬁ;él;cq}iqete“nofiﬁfectado,Para exclulr la
posibilidad de una reaccién inmediata el éitio de inyeccion se examind 6y 8
horas después. A las 24 h , nuevamente se midié el grosor del cojinete inocu-
lado,con un microcalibrador. Se hicieron también estudios histoldgicos de los
cojinetes inoculados (17, 36).

Andlisis estadistico. Se usaron Iasrprucbas de Fisher (L7)para determi-

nar la homogeneidad de las varianzas de ambos grupos. Cuando fueron homogé-
neas se aplicd la prueba t de Student {47) para estimar la significancia de
las diferencias. Cuando las varianzas fueron heterogéneas se uso la prueba

U de Hann-¥hitney (47) con el fin de evaluar las diferencias.
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RESULTADOS ~

Infeccidn con Nocardia. Ratones jnoculados en el cojinete plantar con

2 x 108 célulag de Nocardia vfables incorporadas en AIF, presentaron una reac-
cidn inflamatoria inespecifica la cual también se evidencid en los ratones
controles, inoculados solamente con AIF. Sin embargo, los animales infectados
con Nocardia mantuvieron una inflamacidn significativa, la cual fué mucho
mayor que la de los animales que recibieron solamente el adyuvante, La res-
puesta inflamatoria subsecuente y la presencia de micetoma se analizé des-
pués de 3 semanas de la infeccién,

Los estudios histolégicos de la zona infectada mostraron inicialmente un
infiltrado de células polimorfonucleares, Despudés de una semana los cortes
mostraron una reaccidn inflamatoria de tipo granulematoso, sin grénulos acti-
nomicésicos. Sin embargo, los esgudios real izados después del dfa 14 mostra-
ron la presencia de micetoma, que consistid escencialmente de un granuloma
en cuyo centro se apreciaban pequeiios abscesos rodeados de granulos actinomi-
césicos; en algunos casos se aprecid caries en el hueso que contenia el infil-
trado granulomatoso. Las lesiones multilobulares presentaron zonas bien defi-
nidas con una masa central de organismos &cido-alcohol resistentes formando
un granulo, rodeado por granulocitos e histiocitos. El ndmero de 16bulos au-
mentd a lo largo de la infeccidn y después de 2 semanas de la infeccidn se
observaron a su alrededor macréfagos espumosos, los cuales aumentaron después
de tres semanas de infeccién, En el citoplasma de los macréfagos se encontrd

gran niimero de microorganismos, Los animales control que recibieron Gnicamente
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salina en AIF mostraron Inicialmente una reaccidén inflamatoria Inespecifica
caracterizada por un infiltrado celular de polimorfonucleares que generalmen-
te desaparecid después de 2 semanas.

Efecto de la eliminacién de células T sobre la resistencia a la infec-

cién por N. brasiliensis. Las células T de ratones se eliminaron por timec-

tomfa (Tx), irradiacidn y reconstitucién con células de médula ésea (ratones
B), los ratones B no formaron anticuerpos cuando se les inoculd un antigeno
timo dependiente (eritrocitos de burro), Estos ratones B se infectafon con

2 x 108 organismos de Hocardia. La alta susceptibilidad de estos animales

a la infeccion por Nocardia se manifestd por la pérdida espontdnea de la pa-
ta infectada. A los 14 dias post infeccion, 7 de los 14 ratones infectados
habfan perdido la pata infectada y para el dia 21, otros 5 animales la per-
dieron. Estos animales no presentaron anticuerpos hemaglutinantes anti- No-
cardia a lo largo del experimento., Histoldgicamente no hubo diferencias
cualitakivas con aquellos animales que perdieron el miembro infectado, aunque
el infiltrado celular fué de menor magnitud, Por otro lado, el grupo control
no timectomizado, reconstitufdo con células B e infectado con Nocardia, sdlo
presentd pérdida del miembro en 2 animales y todos presentaron anticuerpos
. hemaglutinantes a Nocardia y a EB (Tabla Il). Histoldgicamente todos los ani-
males mostraron micetoma. Los ratones B, sin células T parecen ser mis suscep-
tibles a la infecci6n por Nocardia que aquellos animales que presentaron su
aparato inmunolfgico intacto.

Los ratones B que récibieron solamente el AlF mostraron una reaccién

inflamatoria de mayor magnitud que los animales normales, Sin embargo, la
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inflamacidn sélo fué significativa a 195‘7 djas después de -1a inoculacidn.

Estos resultados sugleren que las'céiyias:T ya sea>§or medio de la
inmunidad humoral! o celular jueéan'hn“pépglifhﬁortante en la resistencia a
la infeccién por Nocardia. o B |

Papel del anticuerpo en la infeccidn por Hocardia, Con el objeto de

determinar el papel que el anticuerpo tiene durante la infeccidn por N.bra-
siliensis, se realizaron estudios en los cuales se administrd pasivamente
anticuerpo anti-Nocardia en el curso de la infeccidn de ratones con N. bra-
siliensis. Inicialmente se realizd un experimento en el cual se administré
pasivamente ant}cuerpo anti-Nocardia un dfa antes, 7 vy 14 después de la
infeccidn con N. brasiliensis( con el objeto de mantener elevado el nivel de
anticuerpo). En los ratones que recibieron pasivamente el anticuerpo, se en-
contraron anticuerpos anti-Nocardia hemaglutinantes. Los titulos de anticuer-
pos en los ratones B y los normales se determinaron los dias 0, 6, 13y 20
después de la infeccién y fueron similares en ambos grupos (Tabla 1), €l
rango de los titulos de anticuerpos varié entre 1:64 y 1:512, Los resulta-
dos obtenidos indican que el anticuerpo no parece tener un efecto protector,
sino por el contrario,parece favorecer la infeccidn, ya que los animales B
que recibieron anticuerpo presentaron una pérdida de la bata infectada en
menos tiempo que los animales similarmente tratados (Tabla 1V),

Se hicieron otros estudios para determinar si ¢l anticuerpd anti-Nocar-
dia podfa proteger. Estos consistieron en administrar el anticuerpo pasive
en forma similar al experimento anterior y ademas infectar con Nocardia pe-

ro ahora opsonizada. Como puede cbservarse en la Tabla V, e] tratamiento

(15)



combinado de‘aﬁticﬂefpé.pasivd y de Nocardia opsonizada, no fué mis efectivo
en la inducéién dé fesis;encia que la sola transferencia de anticuerpo e in-
feccfén con Ndéérdfa viable sin cubrir con_el anticuerpo. Por.el contrario,
los animales normales y B asf tratados tendieron a auméntar la pérdidal es-
pontdnea del miembro infectado. Asi, después de 12 dias de infeccién, el 50%
de los ratones B perdieron la extremidad infectada, y'el 100% de ellos la
habian perdido para el dia 18. Los ratones normales tratados idénticamente
tuvieron después de tres semanas de la infeccidén con Nocardia un 80% de pér-
dida del miembro infectado, Sin embargo, ni el anticuerpo administrado pasi-
vamente al hues;ed, ni la bacteria cubierta con anticuerpo, disminuyeron la
presencia del micetoma, por el contrario ambos favorecieron la infeccion y
la pérdida de la pata infectada.

HTT en ratones infectados con N.brasiliensis.Esta prueba se hizo a in-

tervalos de 5 dias despuds de la infeccién. La reaccién tardia aumentd hasta
alcanzar su mdximo en los dias 20-25, Posteriormente la HTT disminuyé, Los
ratones normales no mostraron ninguna respuesta al antigeno de Nocardia,

Respuesta inmune contra EB en ratones normales y B, Para comprobar si

los ratones B estaban desprovistos de céiulas de timo se procedid a inmuni-
zarlos con un antigeno timo dépendiente y a determinar su capacidad de for-
mar anticuerpos contra el mismo, La determinacién de anticuerpos se realizd
por el método de Jerne (45,46). Comparativamente se inmunizé un grupo de ra-
tones normales, Como puede verse en la Tabla VIl, los ratones B fueron inca-
paces de formar anticuerpos contra EB, Por otra parte los ratones normales

formaron anticuerpos contra dicho antigeno,

(16)



Efecto de la ellmlnac!on *‘especifica de linfocitos B con receptores para

Nocardla. Celulas de bazo de ratdn con receptores para EN se “alslaron de ani-
males normales por medio dc incubacién con SRBC cubiertos con el extracto de
Nocardia, Las celulas B con estos receptores formaron rosetas con SREC-EN,
permitiendo de esa manera su separacidn en un gradiente de densidad. Todas
las demds células como son:linfocitos B no especificos para Nocardia y linfo-
citos T permanecieron en la interfase, La idea presuponfa que este procedi-
miento podria prevenir la formacidn de anticuerpos contra EN permitiendo la
produccidn de otras inmunoglobulinas no alteradas,

Después de la irradiacién letal(900 R) un grupo de ratones se reconsti-

. 7

tuyd por via {.v. con 5 x 10’ células de bazo de las cuales se habfan elimi-
nado linfocitos con receptores especificos para EN y otro con células de bazo
totales {no tratadas). Una semana despuds los ratones se inyectaron en el co-
jinete plantar con 2 X 108 organismos de locardia. Se puede observar que los
ratones que se inocularon cén células sin linfocitos B con receptores especi-
ficos para EN tuvieron menor inflamacién en la pata infectada que aqqellos
ratones no tratados e infectados con Nocardia en la misma forma.

A los 50 dias de iniciado e) experimento, los ratones reconstitufdos con
células sin linfocitos B especificos péra Nocardia no ﬁresentaron micetoma,
de acuerdo al criterio histolégico( Tabla VI), Por otro lado los ratones con-
troles que recibieron células de bazo totales desarrollaron un micetoma tipi-
co y cinco perdieron el miembro infectado(Tabla Vi),

La Tabla VI muestra que los sueros de los ratones irradiados y recons-

titufdos con células 1infoides que no contenfan células B especlficas para

(17



Nocardié no produéen anticuerpés'ﬁémsglht}héntés’cohtra*EH ‘después de 50
dias de la lnfeccion. En camblo ]os sueros de Ios ratones reconstituidos
con celulas totales de bazo tlenen tltulos de antlcuerpos hemaglutinantes
en un rango de 1:16 a 1:64, despues de 25 dias de la infeccidn y estos titu-
los permanecen asi hasta !os 50 dlas. Es necesario mencionar que los ratones
reconstituidos con células de bazo sin linfocitos B con receptores para EN

o
responden normalmente a otros antigenos no relacionados, como por ejemplio
EB (TablaVl!). Las células formadoras de anticuerpos contra EB fueron simi-
lares en los ratones reconstituidos con células linfoides sin células B espe-
cificas para Nocardia o en los transferidos con células totales de bazo y
posteriormente inmunizados con EB, lo cual nos indica que no existe ninguna
alteracién en la respuesta inmune a antigenos no relacionados. A continuacién
se determino si los ratones que no formaron anticuerpos después de la infec-
cidn podian producir reacciones de HTT. La prueba se hizo inoculando EN en
el cojinete plantar de los ratones. Los ratones para la prueba se escogieron
arbitrariamente. Una se realizd el dfa25, tiempo en el que se ha reportado
que la respuesta de HTT es mas alta(l4); la otra se hizo 50 dias despues de
la infeccidn. Ambos grupos presentaron una reaccidn de HTT positiva en los
dias 25 y 50 después de la infeccidn (Tabla VIl), mostrando asi que la reac-
tividad de las células T para el EN era normal y que Ja presencia o ausencia
del anticuerpo‘contra EN, no afecta significativamente la induccidn o la ex-

presion de Ya IMC a Nocardia,

" (18)



DISCUSION e

Los datos que aquf sérpﬁésenfaﬁ‘sébre la caractarizacién de la respuesta
inmune en animales infectados con N, brasiliénsJS‘indi;an que, la inmunidad
) ————
por linfocitos T es importante en el mecanismo de defensa de tales huespedes
infectados y que el anticuerpo no parece participar de una manera significa-
tiva en el mismo. Los resultados iniciales que involucran a las células T
provienen de experimentos con ratones deficientes en estas células y que se
infectaron con N, brasiliensis y en donde se vi6 que la proteccion a la in-
feccidn era casi nula. Llos resultados indican que ratones B (deficientes en
células T) son mas susceptibles a la infeccién por N, brasiliensis que aque-
llos con aparato inmune completo. Aunque los ratones B muestran una reaccidn
inflamatoria de menor intensidad que los animales normales, sus lesiones
tienden a ser mis destructivas.

Estos resultados correlacionan con los de Folb y col, (30), donde se
usaron ratones atimicos (desnudos nu/nu). Sin embargo, en ambos experimentos
la carencia de células T es capaz de afectar no solamente la inmunidad celu-
lar sino también la inmunidad humoral. Cuando los ratonmes B, incapaces de
formar anticuerpo contra Nocardia, se transfiricron pasivamente con tales
anticuerpos, ellos fueron totalmente incapaces de controlar la infeccidn,En
tales animales la infecci6n progresé rapidamente, y ?' miembro infectado con
la bacteria sufridé una esfacelacidn, Esto ocurrid mis répido que en los ra-
tones B y los normales que no habfan recibido anticuerpo pasivamente (Tabla

iy,
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Los résu]tados_dbtenfdosl;on la’Nocardia opsonizada son inféresaﬁtes
(Tabla III).4Uno’ésperéffé‘qgeﬂia Nocardia opsonizada seffa,méﬁjfapiaamente
fagocitada, y prﬁmé&érféylgifuéién del fagpsoma con:él“iigésbmé, lo que oca-
sionarfa la destruccién.del organismo dentro del macréfago} Sin embargo, en
la presencia ‘de anticuerpo ta Nocardia prolifera y produce lesiones en el
miembro infectado, Sugiriendo que la fagocitosis y la fusién fagosoma-lisoso-
ma no son suficientes para destruir a este microorganismo acido-resistente.
Folb y col.(30) han reportado que aunque en los animales infectados no se
observa la fusidn del fagosoma-lisosoma, si se presentan cambios progresi-
vos y degenerativos de la Nocardia. Los hallazgos en pacientes con micetoma
no difierep de los aqui reportados, ya que el anticuerpo anti-Nocardia no pa-
rece ser protector sino por el contrario de mal prondstico (25). Los experi-
mentos discutidos anteriormente no demuestran que el anticuerpo tenga ningin
papel importante en la protecci6n contra Nocardia; asimismo, tampoco apoyan
la participacion directa de células T en tal resistencia. -

Todo parece indicar que bajo las condiciones estudiadas el anticuerpo
facilita la infeccidn, Este mecanismn de accién ha sido descrito en sistemas
tumorales (48) y la explicacidn que se ha dado es que el anticuerpo enmascara
los determinantes antigénicos de las células tumorales, evitanto tanto el es=-
timule antigénico del aparato-inmunocompetente como el reconocimiento inmuno-
16gico de dichas cédlulas{49), lo que resulta en la sobrevida de las células
tumorales, En los experimentos que nos ocupan, un mecanismo similar puede es-
tar evitando el reconocimiento de la Nocardia por las células inmunocompeten=

tes una vez que se ha combinado con el anticuerpo especifico, facilitando as?

(20).



su desarrollo en el sitlo de anoculacron -

Los antigenos de Nocardla pueden inducnr un bloqueo fnmunologlco Incre-

mentando la produccuon de antlcuerpos, como ocurre ‘con otros lnmunogenos, o
con antfgenos tumorales o de teJido(hB)._Asi; el anticuerpo puede abolir la
IMC al unirse a ]a Nocardia bloqueando de esa manera su reconocimientoe por
las células inmunocompetentes del hu@sped. En los ratones la transferencia
pasiva de anticuerpos a Nocardia aumenta el crecimiento del microorganismo y
los conduce a la pérdida espontanea del miembro infectado, proporcionando de
esa manera una prueba adicional para el Gltimo mecanismo de facilitacién pro-
puesto. Sin embargo no se sabe con certeza si la infeccidn por Nocardia estad
realmente asociada con la presencia de anticuerpos bloqueadores.

Otra posibilidad para explicar la falta de proteccidn puede ser la for-
macion de complejos antfgeno anticuerpo, que interfieren con la funcidn de
linfocitos T; o bien que existe una.regulacfén en la produccién y funcidn de
las células mediadoras de HTT,

Aunque en el huésped el uso de adyuvantes aumenta la susceptibilidad a
la infeccién por Nocardia, el desarrollo de Ta infeccidn es el mismo que el
observado en los ratones infectados con N, brasiliensis en solucién salina;
ambos presentan el mismo patrdn histolégico y no existen diferencias en la
aparicidn de! micetoma. Adem3s las caracteristicas histoldgicas son similares
a las que se observan en humanos infectados con N. brasiliensis.

Los resultados presentados aquf también indican.que la respuesta humoral
no contribuye significativamente al mecanismo de resistencia contra Nocardia.

La respuesta de los animales a Nocardia se determind por hemaglutinacién.
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Los titulos de‘anﬁi;uérpo éhfel;;uefo‘ho correspondieron a lo esperado,con-
- siderando que.Noéardia'ésicomp'Hicobacterium,un buen adyuvante y que contie-
ne substancias que le dan tales propledades (50,51), ademds también es un ac-
tivador policlonal.

Sin embargo existen varias posibilidades que expliquen los titulos ba-
jos de anticuerpos en animales infectados con N. brasiliensis,la primera es
que el EN utilizado para sensibilizar a los SRBC no contenga todos los anti-
genos presentes en el microorganismo. La scgunda, es que la Hocardia propi-
cie la formacién de células T supresoras, lo cual puede alterar la respuesta
inmune del huéspéd infectado {manuscrito en preparacién). La tercera es que
el anticuerpo circulante se enlace al sitio de infeccidn donde se encuentra
la Nocardia, como ocurre en otras condiciones patoldgicas,

Experimentalmente se ha encontrado que ratones inmunizados con BCG o
con Nocardia,presentan tTtulos de anticuerpos similares (50).A pesar de la
similitud en titulos de anticuerpo se ha visto que estos animales tienen un
comportamiento diferente en la resistencia al desafio con Nocardia., Los rato-
nes inmunizados con Nocardia son mis resistentes a la infeccidn con el orga-
nismo homGlogo que aquellos inmunizados con BCG, ya que los mecanismos de
resistencia que se desarrollan durante las reinfecciones homSlogas con micro-
organismos intracelulares, son mas potentes debido a que se encuentran inti-
mamente ligados con un evento inmunoldgico especifico que és el desarrollo
de la hipersensibilidad .La idea.erared iminar Tavpespuesta humaral especifi-
ca a Nocardia por medio de la remosidn de las células B especificas para tal

microorganismo, Nuestros estudios de eliminacidn de clonas especificas para
9
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Nocardia apoyan'la hipéteéiﬁfde‘dy¢fe]'anticherpo contra Nocardia facilita

la infeccidn.en Ei:nimero de células que formaron rosetas no

vérfafdé‘ ) «otrps*éistéﬁas,(h3), si se considera que el ex-
tractofdé;Nocardia contiene VSfiéQ antigenos y que cada uno de estos contri-
buye-éﬁja}fgrm;c}éh:dé.ias mismas por las células linfoides, Como ya se men-
Eioné el EN usado en la formacidn de rosetas B, puede no contener todos los
antigenos del microorganismo; sin embargo, los resultados obtenidos permiten
aseverar que los antigenos importantes estan presentes en el mismo, ya gue
la eliminacion de las c&lulas B con receptores para Nocardia protege al ani-
mal contra la infeccidn. A pesar de su incapacidad para formar anticuerpos,
los animales transferidos con la poblacidn depletada en células B fueron ca-
paces de dar una respuesta de HTT al antfgeno de Nocardia,similar a la pre-
sentada por los animales normales infectados, Sin embargo, a diferencia de
los Gitimos, los ratones transferidos~ con la poblacidn depletada fueron ca-.
paces de controlar la infeccidn por Nocardia., Estos resu)tados apoyan el pa-
pel facilitador del anticuerpo y sugieren que la HTT, en ausencia de anti-"
cuerpo parece ser efectiva en controlar la Infeccidn, estableciendo la im-
portancia de la IMC en esta enfermedad, €l cojinete plantar de los ratones
que recibieron células de bazo sin linfocitos con receptores para locardia
vy que se infectaron con Noca%dia, no presentaron ninguna caracterfstica ma=
cro o microscdpica de micetoma. Por otro lado, los ratones transferidos con
la poblacidn total del bazo presentaron gridnulos actinomicdsicos caracteris-

ticos de la infeccidn,

La importancia de la IMC y del anticuerpo en el huésped infectado con
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N. brasiliensis est3 delineada.en nuesérosreXperimgntps con ratones depleta-
.dos de c€lulas T y en aguellos depletados‘de‘¢élula§ B especificas para No-
cardia. Los resultados indican que la IMC es esencial en la infeccion produ-
cida por Nocardia y que el anticuerpo facilita el crecimiento de este orga-

nismo en el huésped infectado.
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TABLA |

. *
Induccidén de micetoma en ratones

infectados con N. brasiliensis,

Y| . ) Pérdida espontanea del
Infla@?géén Histologia miembro infectado
Inécuto 2 7 16 21 positiva/total 14 21
Nocardia-AIF 3.4 3.8 3.0 3.3 10/10 o/10 2/10
Salina-AlF 1.3 t.1 0 0 0/10 0/10 0/10

a. La evaluacién se hizo en una escala de 0-4; 0,sin inflamacién; 1, lesidn

inflamatoria media; 2, inflamaci6n moderada, la pata muestra una inflama-

cién mayor que la pata normal, la cual no 1lega al doble de la dltima; 3,

inflamacion que es dos veces el tamafio de la pata de los ratones no in-

fectados; 4, inflamacidn tres 6 mds veces el tamafio de la pata infectada

6 pérdida espontdnea del miembro infectado,

b, Es positiva cuando hay infiltrado celular con caracterfsticas de un gra-

nuloma, grinulos actinomicSticos y/o hueso daiado,

-



TABLA 1 T , ' .
Efecto de la eLimihacién de células T en la resistencia de

ratones a Infecciones por Nocardia®

Pérdida espontdnea del
miembro infectado

HistologTa DIAS
Ratones Inéeulo InFlamaciénb positiva/total ? 14 21
Nocardia-AlF 3.4 15/14 O/14  7/14 10/14
B
Salina-AIF 0 0/15 0/5 0/5 0/5
Nocardia-AlF 3.2 10/10 0/10 0/10  2/10
Normales

Satina-AlF 0 ‘ 0/5 0/5 0/5 0/5

a. Los ratones se inocularon en el cojinete plantar con 2x108 organismos
de Nocardia incorporados en AIF. Los ratones no infectados se inocularon
con solucion salina 0.15M incorporada en AlF,

b. La inflamacidn se midié en el dia 21 en una escala de 0-4(Tabla I).



TABLA 111
Determinacion de anticuerpos antieNocardia en ratones transferidos

. . X .. a
pasivamente con anticuerpo anti-Nocardia .

Detgrminacién de anti-ENb Titulos de hemaglutinacié n¢
D1AS RATONES
B NORMALES
-2 0 0
od 322- 76 230 * 25
6 76 * 12 140 + 31
13 . 115 £ 37 217 ¥ 80
20 281 + 62 473 161

Los ratones se inyectaron ip con 1 mg de anticuerpo anti-Nocardia los dfas

=1, 7y 14 despuds de ia infeccién con 2x108 organismos de Nocardia.
El suerc se obtuvo del plexo retroorbital de los animales,

La prueba de hemaglutinacién se hizo con SRBC-EN preparada como se descri-

be en Material y Métcdos. Los valores representan la reciproca de los tf-

tulos promedios ¥ ES del suero obtenido de 5 ratones .

La prueba se hizo una hora antes de la infeccién con Nocardia,



TABLA 1V .
Efecto en ratones de la transferencia pasiva de anticuerpos

R . . . . ‘s a
anti-Nocardia sobre la resistencia a la infeccién por Nocardia.

. HistologTa Pérdida espontanea del miembro
Ratones Inflamaciénb positivo/total infectado
DITAS
7 14 21
B 3.8 77 0/7 k/7 6/7
Normales 3.4 10/10 0/10 0/10 L/10

a. Los ratones recibieron tres inoculaciones de 1 mg de anticuerpo anti-Nocardia
en los dias -1, 7y 14 después de la infeccién con 2x108 organismos de Neear-

dia.

b. La evaluacidn final de la inflamacién se hizo 3 semanas después de la infec~

cidén como se describe en la Tabla |,



TABLA V B R S R
Efecto del-anticuerpo anti-Nocardia sobre la resistencia a la

infeccidn por Nocardia previamentes opsonizada con anticuerpo

especifico.
Pérdida espontinea del
Histologia miembro infectado
Ratonesd InF]amadiénb positiva /total DIAS
7 12 18 22
8 k.o 12/12 0/12 6/12 12/32 -
Normales 3.0 10/10 0/10 0/10 2/10 8/10

Los ratones se inyectaron ip con 1 mg de anticuerpo anti-Nocardia los

dfas -1, 7 y 14 después de la infeccidn con 2 x 108 organismos de Nocar-

dia opsonizada previamente con anticuerpo especifico como se describe

en Material y Métodos.

La evaluacién final de la inflamacidn se hizo 3 semanas despuds de la

infeccion como se describe en la Tabla I.



TABLA VI

£fecto en ratones de la eliminacidn de linfocitos B con

receptores para Nocardia sobre la infeccidon por Nocardia.

InGeulo transferido

Inflamacion

Histologia

positiva/total

Pérdida esponténea del
miembro infectado

DI AS
25 30 50

télulas linfoides sin
células B especificas
para Nocardia.

Células totales de bazo

0.5

2.6

0/10

10/10

0/10 0/10  0/10

2/10 2/10 5/10

“a. Se transfirieron ratones irradiados letalmente (9Q0R) con 5 x 107 células

totales de bazo o bién con células linfoides sin c€lulas B con receptores

para Nocardia, Una semana después se les inyectd con 2 x 108 organismos

de Nocardia.

b. Los animales se observaron 50 dfas antes de sacrificarlqs para los estu=

dios histolbgicos.



TABLA VII - o
‘Eliminacién de linfocitos B con receptores especificos para

Nocardia: Efecto sobre la respuesta inmune después de la

infeccidn con Nocardia.®

In6culo transferide Anticuerpos a ENb EBC HTT a ENY
BTAS . (Prc/106) positiva/total
25 30 50 25 50

Células linfoides
sin células B espe- 0/5 0/5 0/5 290t 35 5/5 5/5
cificas para Nocardia

Células totales de
bazo 5/5 5/5 5/5 252 * 60 5/5 5/5

a. Ver leyenda de !a Tabla I.
La reciproca de los titulos de hemaglutinacién T ES de Jos sueros de 5 ratones
transferidos con células totales dé bazo fueron: dia 25, 32 * 9; dia 30,
35 t 8; dfa 50, 51 £ 8, Los ratones transferidos con células linfoides sin
células B especfficas para Nocardia no formaron anticuerpos hemaglutinan-
tes a EN.

c. Los ratones se inmunizaron con 1 x 103 EB ip en 0.2 ml se solucién salina y
§ dfas mas tarde se sacrificaron para determinar la presencia de anticuerpos,
La evaluacién de células formadoras de anticuerpo se Ilevé a cabo el dia 50

post-infeccion,



El promedic del grosor del cojinete plantar TEs (mm) de los ratones
normales que recibieron 50 pg de EN fué.dc 0.070 * 0,0017. Una res-
puesta HTT positiva, fué significativamente diferente de la obtenida

en los controles normales. El promedio del grosor del cojinete plantar
t ES de los ratones transferidos con células linfoides que no tenfan
células B especificas para Nocardia fué de 0.100 £ 0,0032 y la de los
ratones que recibieron células totales de bazo fué 'de 0.109 f 0,0035.
No hubo diferencias significativas entre ambos grupos en los diferentes

dfas ensayados,
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