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RESUMEN. 

  

El objetivo  del  presente estudio es determinar la mejor formulación de nanopartículas de quitosán y 

etil-2-cianoacrilato para encapsular y presentar adecuadamente a las MVs de B. ovis para inducir la 

respuesta TH1 ó TH2, para el desarrollo de Inmunidad Protectora contra B. ovis. La determinación de 

este estudio se realizó por Microscopia Electrónica de Barrido, las nanopartículas resultaron ser de 

morfología esférica y con tamaños similares (≈500 ηm). Se evaluó la concentración de producción de 

interlucinas por  Linfocitos T en cultivo celular, que previamente fueron sensibilizados (Quitosan-MVs 

exteriores, Etil-2-Cianoacrilato-MVs interiores y Etil-2-Cianoacrilato-MVs exteriores). En general, 

tanto el antígeno (MVs) en combinación de los  adyuvantes (Quitosan y Etil-2-Cianoacrilato) mostraron 

excelentes niveles de producción de citocinas. En donde se demuestra que las nanopartículas de Etil-2-

Cianoacrilato-MVs exteriores inducen una excelente respuesta de INF-γ iniciando a las 48hrs. Por otro 

lado, las nanopartículas de Etil-2-Cianoacrilato-MVs interiores inducen una excelente respuesta de IL-2 

iniciando a las 24hrs. A demás, las nanopartículas de Quitosán-MVs exteriores inducen una buena respuesta 

de IL-4 iniciando a las 24hrs. Respectivamente en cada una de las nanopartículas mencionadas la duración 

de su respuesta fue de 144hrs. En la brucelosis, una inmunidad protectora está dada por una respuesta 

celular (TH1) y humoral (TH2). Considerándose que la combinación de las tres formulaciones de 

nanopartículas resultan como un excelente inmunógeno, como posible “Vacuna Subcelular” al modular la 

respuesta TH1 y TH2, su eficacia deberá ser evaluada a campo en el hospedero susceptible (ganado ovino) 

en contra de la infección por Brucella ovis.           

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



1.0 INTRODUCCIÓN. 
 

La brucelosis es una enfermedad originada, tanto en el hombre como en los animales, por 

microorganismos del genero Brucella. Son cocobacilos Gram negativos, pequeños, aerobios. Aunque 

se reconocen seis especies, los estudios de hibridación de ADN demuestran que solo se trata de una 

especie, Brucella melitensis, con seis biovariedades. De estas seis especies, solo cuatro producen 

enfermedad en el humano: B. melitensis, B. abortus, B. suis, B. canis; las especies B. ovis y B. 

neotomae no son patógenas en el hombre (Timoney, et al., 1992). 
 

Brucella ovis produce una enfermedad clínica o subclínica en ovinos llamada epididimitis 

contagiosa del carnero, que esta caracterizada por lesiones genitales en carneros y placentitis en ovejas. 

Las principales consecuencias de la enfermedad son infertilidad en carneros, abortos infrecuentes en 

ovejas y una mortalidad perinatal incrementada (Bulguin and Anderson. 1983). No existen reportes de 

infección de B. ovis en humanos (Hausler, et. al., 1991). 
 

Se han evaluado las proteínas de membrana externa (outer membrane proteins) de Brucella como posibles 

antígenos para pruebas de diagnóstico y elaboración de inmunógenos biosintéticos (Santos, et.al., 1984). El papel 

de los grupos principales de OMP, en la inmunidad protectiva contra las infecciones de Brucella, está actualmente 

bajo investigación por varios grupos de investigadores (Azftal and Scott, 1987).  
 

La protección conferida por vacunas contra la epididimitis ovina no ha resultado exitosa 

(Blasco, 1997; Jiménez de Bagües, et.al., 1995), de allí que exista gran preocupación por los 

investigadores en obtener un inmunógeno que funcione en campañas de control y erradicación. El 

desarrollo de nuevas vacunas que no posean los inconvenientes del empleo de las vacunas vivas ha 

llevado a diversas investigaciones. Los nuevos inmunógenos se han basado en la utilización de 

distintos componentes de fracciones subcelulares, además de la utilización de diversos adyuvantes 

(Murillo, et.al., 2002). Un adyuvante es cualquier sustancia que incrementa la capacidad del antígeno 

de presentar una respuesta inmune. Un adyuvante “ideal” es aquel que provoca una respuesta inmune 

prolongada y de calidad, no tóxico, biodegradable, no inmunogénico y que cuyo método de fabricación 

pueda ser reproducible (Zaharoff et. al. 2006). Diversos estudios han establecido que el efecto 

inmunopotenciador de la respuesta inmune es dependiente del tipo de adyuvante utilizado, y en algunos 

casos, su presencia incrementa la magnitud de la respuesta en comparación de cuando no se usan (Salas 

et. al., 2005).  



La utilización de sistemas de nanopartículas formados por polímeros naturales y sintéticos como 

adyuvantes para facilitar la presentación de antígenos es un campo que ha sido muy estudiado desde hace ya 

varios años. Un gran número de polímeros como componentes de sistemas de nanopartículas han sido 

probados, para demostrar sus efectividades como adyuvantes, mientras minimizan los efectos adversos. Las 

nanopartículas incrementan la estabilidad, proveen biodisponibilidad y disminuyen efectos colaterales, 

además de otros importantes beneficios. Esto ha llevado a emplearlas para distribuir fármacos, en sistemas de 

liberación controlada, en vacunas, terapia génica y un gran número de aplicaciones.  

 

Polímeros como los cianoacrilatos, fueron sintetizados por primera vez en 1949 y su uso clínico fue 

reportado hasta finales de los 50´s. Estos polímeros están lejos de ser tóxicos, debido a que permanecen 

químicamente intactos. Aunque es conocido que pueden degradarse a cianoacetato y formaldehído. Sin embargo, 

el grado de degradación está relacionado a la longitud de la cadena. Debido a su gran estabilidad, se está estudiando 

la posibilidad de utilizarlos como acarreadores de fármacos en el organismo (Díaz Torres et. al., 2005). 

 

Existen otros polímeros naturales como el quitosán, un polisacárido catiónico derivado de la 

deacetilación de la quitina, un material natural encontrado en los exoesqueletos de varios crustáceos. Los 

derivados del quitosán han demostrado poseer muchos efectos benéficos incluyendo propiedades curativas en 

heridas (Biagini, et.al., 1991), fungicida (Susuki, et.al., 1987)  y actividades antivirales. También puede 

conferir protección contra el virus Sendai e infecciones por E. coli. El quitosán no es tóxico en humanos y 

estudios han demostrado que cuando se administra en vías como la nasal, no presenta daño permanente en el 

sistema inmune (Aspden  et. al. 1997). Además presenta la capacidad de liberar fármacos a través de la 

cavidad nasal y tiene un gran potencial adyuvante, haciéndolo un buen candidato para el desarrollo de vacunas 

(Jabbal, et. al.,  1998).              

  

Estudios previos han demostrado la protección conferida por el antígeno HS (Hot Saline) de Brucella 

ovis en el modelo murino, ante el desafío de B. ovis. (Riezu-Boj, et.al., 1986; Gamazo, et.al., 1989;  Murillo, et. 

al.,  2001) reportaron que el antígeno HS encapsulado en micropartículas del polímero poli-ε-caprolactona, 

activa una respuesta de citocinas responsables de la inmunidad celular, además señalan la importancia del 

adyuvante en el desarrollo de una respuesta celular y humoral. Estudios realizados (Salas et. al. 2005), 

demostraron que empleando diferentes fracciones subcelulares de B. ovis: proteínas de membrana externa 

(Omp), proteínas de membrana interna (Imp) y proteínas de citosol (Cit), las que mejor respuesta inmune celular 

produjeron in vitro fueron las Omp, comportamiento que también encontraron en  microvesículas (MVs).    



B. ovis es una bacteria intracelular facultativa que puede sobrevivir dentro de los fagocitos 

mononucleares utilizando diversos mecanismos de evasión como: 1) la resistencia a enzimas 

lisosomales y a los productos de oxígeno reactivo, 2) el impedimento de la unión fagosoma – lisosoma 

y por ultimo,  3) el escape del fagosoma dentro del citoplasma, debido a la formación de 

microvesículas. Las vesículas (MVs) de B. ovis, micrométricas, cuyo contenido no está bien 

establecido, han sido utilizadas como inmunógenos contra el microorganismo demostrando que pueden 

provocar una respuesta de tipo celular en el organismo confiriendo inmunidad protectora (Salas et. al., 

2005).    

 

Los linfocitos T se diferencian en dos subclases, Th1 y Th2. Los Th1 principalmente secretan 

IL-2, IFN-γ y TNF-β, los cuales participan en la inmunidad celular, mientras que los Th2 secretan IL-4, 

IL-5 e IL-10, los que promueven una respuesta inmune humoral. Se ha reportado que células vivas de 

Brucella abortus inducen la producción de IFN-γ, sin embargo, células muertas o fracciones 

subcelulares inducen la IL-4 (Zhan and Cheers, 1995). La respuesta inmune celular es crucial para la 

defensa del huésped contra bacterias intracelulares. Ha significado un paradigma el explicar como la 

bacteria induce la respuesta inmune celular en el huésped (Cheers, 1997). Existen pocos estudios 

relacionados con la respuesta inmune celular en ovinos y ratones inducida por Brucella ovis (Murillo, 

et.al., 2001). 

 

Debido a que B. ovis es la bacteria causante de la epididimitis contagiosa del carnero, una 

enfermedad que produce un decremento de la fertilidad y posible esterilidad del carnero provocando 

grandes pérdidas económicas a los ganaderos, esta tesis tiene como objetivo estudiar la respuesta 

inmune celular empleando el modelo murino, de las microvesículas (MVs) de B. ovis en polímeros 

como el quitosán y el etil-2-cianoacrilato como adyuvantes en sistemas nanoparticulados para una 

mejor presentación del antígeno y como potenciadores de la respuesta inmune.  

 

 

 

 

 

 

 

 



1.1.1 GENERALIDADES 

  

La brucelosis es una enfermedad infecto-contagiosa de distribución mundial que afecta a 

especies animales domesticas, de vida silvestre y al hombre; cuyos agentes etiológicos son las bacterias 

del género Brucella. 

 

En el género se reconocen seis especies clásicas, cada una de las cuales tiene un hospedador 

principal: 

B. abortus (bovinos), B. canis (caninos), B. melitensis (caprinos), B. neotomae (rata del desierto), B. 

ovis (ovinos) y B. suis (porcinos). Recientemente se han identificado nuevas variantes de Brucella 

aisladas de mamíferos marinos que se ha sugerido sean incorporadas como dos nuevas especies: B. 

cetaceae y B. pinnipediae (Moreno, et. al., 2002). 

 

El hombre contrae la enfermedad por contagio directo, durante el manejo de los animales 

infectados o por ingestión de productos lácteos frescos contaminados, pero no es fuente de contagio. 

 

     En el Manual de Bergey de Bacteriología Sistemática 1984, se reconoce la existencia de seis 

especies del género Brucella, de las que cuatro son de interés económico: B. abortus, que afecta al 

ganado bovino; B. melitensis, que afecta al ganado caprino y ovino; B. suis, que afecta al ganado 

porcino; y B. ovis, que afecta al ganado ovino (Salas et. al., 2005).          

 

La brucelosis de los ovinos es una enfermedad infecciosa de curso crónico producido por 

Brucella ovis ya que impacta de manera negativa en los establecimientos de cría ovina ya que infecta 

principalmente a los machos ovinos y es el agente etiológico de la  epididimitis  contagiosa del carnero. 

 

La epididimitis contagiosa del carnero es una enfermedad que se caracteriza por una 

inflamación del epidídimo en los carneros, con la consiguiente disminución de la fertilidad, baja 

calidad del semen, presencia de granulomas espermáticos y fibrosis progresiva del epidídimo, además 

puede producir abortos tardíos en las hembras y un aumento de la mortalidad  perinatal (Robles, 1998).  

 

 

 



1.1.2 ANTECEDENTES HISTÓRICOS  

En el Cuadro. 1 resume los diversos eventos relevantes en la historia de la Brucella ovis.  

 

Año Evento Bibliografía 
1952 Se aísla un Bacilo Gram (-) a partir de carneros afectados 

de epididimitis.  
Mc Farland et. al., 1952 

1953 Se describe un microorganismo semejante en Australia y 
Nueva Zelanda.  

Simmons and Hall. 1953 
Buddle and Boyes. 1953 

1953 El microorganismo se considera una mutante de Brucella 
melitensis. 

Buddle and Boyes. 1953 

1955 Se denomina Brucella ovis porque contiene antígenos 
comunes con cepas rugosas de Brucella abortus y 
Brucella melitensis, sin poseer antígenos A y M. Este 
mismo autor propone la denominación alternativa de 
“Brucella brucei  variedad ovis australasiae”. 

Buddle, 1955 

1956 Se incluye dentro del género Neisseria o dentro del 
género Haemophilus, debido a la existencia de ciertas 
propiedades comunes.    

Meyer and Cameron. 1956 
Kennedy et. al., 1956 

1962 
y 

1966 

El subcomité de Taxonomía del género Brucella de la 
ASM, rehusó admitir este microorganismo como 
Brucella.   

Jones, 1967 

1967 Con base en las relaciones antigénicas de Brucella ovis 
con Brucella melitensis, se recomienda su inclusión en el 
género Brucella.  

Díaz et. al., 1967 

1968 Debido al análisis de los ácidos nucleicos  propone que 
Brucella ovis pertenece al genero Brucella.  

Hoyer and Mc Cullough, 1968

1974 Se describe por primera vez en México la presencia de 
anticuerpos contra Brucella ovis. 

Suárez et. al., 1974 

1976 Es aceptada la inclusión de Brucella ovis dentro del 
genero Brucella por el Subcomité de Taxonomia.  

Alton et. al., 1976 

1979 Se realiza el primer aislamiento de Brucella ovis en 
México a partir de sementales Suffolk importados de 
USA. 

Pérez et. al., 1979 

1983 La epididimitis se describe en numerosos países. Blasco, 1983 
1997 Se considera importante la presencia de la enfermedad en 

México, al reportarse el 2.4% de reactores positivos en 
sementales jóvenes. 

Núñez et. al., 1997 

Cuadro. 1 Antecedentes Históricos de Brucella ovis  (Salas et. al., 2004).    

 

 

 

 

 



1.1.3 ASPECTOS GENERALES 

En el Cuadro.2 resume las propiedades bioquímicas entre los principales microorganismos asociados 

con la epididimitis ovina. 

 

Pruebas Bioquímicas Brucella ovis Actinobacillus seminis Histophilus ovis 

Gram - - - 

Catalasa + -/+ - 

Oxidasa - - + 

Motilidad - - - 

Hemólisis - -/+ - 

Nitratos - - + 

Indol - - -/+ 

Urea - - - 

Rojo de Metilo - - - 

Voges-Prokauer - - - 

Arabinosa - - - 

Ramnosa - - - 

Xilosa - - + 

Glucosa - - + 

Fructuosa - - + 

Galactosa - - - 

Sucrosa - - - 

Lactosa - - - 

Trealosa - - - 

Glicerol - - - 

Dulcitol - - - 

Manitol - - -/+ 

Sorbitol - - -/+ 

Maltosa - - - 

Gelatina - - - 

Ziehl-Neelsen - - - 

Ziehl-Neelsen 

modificado Stamp 

Cocobacilos de color 

Azul 

Cocobacilos color 

Rojo 

- 

Cuadro. 2 Pruebas Bioquímicas de los principales microorganismos asociados con                                

Epididimitis Ovina (Bergey, 1984). 

 



Brucella ovis crece adecuadamente en el medio Thayer-Martín  modificado mediante la adicción de 

diversos antimicrobianos: Nitrofurantoina, Vancomicina, Colistina y Nitastina agregados a la base de Agar 

Sangre o Agar Soya Tripticaseina enriquecida con un 5 % al 10% de Suero animal (Thayer and Martín, 1964). 

 

El primo aislamiento debe hacerse a 37°C en una estufa con 10% al 20% de CO2 o bien carecer de éste si 

se trata de cepas previamente acondicionadas (cepa REO 198 de Brucella ovis). En el primo aislamiento las 

colonias pueden aparecer aproximadamente entre los 4-7dias. Estas son grisáceas y circulares, con bordes enteros y 

regulares, convexas y de superficie brillante; el centro es opaco y la periferia translúcida y morfológicamente es 

prácticamente imposible distinguirlas de las  colonias de otras especies lisas del género Brucella. 

 

Además Brucella ovis no produce H2S, su crecimiento es inhibido por el violeta de metilo, pero se 

multiplica en presencia de fucsina y tionina. Oxida a los aminoácidos L y D-alanina, L-asparagina, L-ácido 

glutámico, L y D-serina. No oxida a los aminoácidos L-arginina, L y D-citrulina, L y D-ornitina y L-lisina. 

Los cultivos no son lisados por los fagos Tb, WB, M-51-5708, Fz, Bk, MC-75, D y R. Sin embargo, los fagos 

R/O – R/C son líticos para Brucella  ovis. Es sensible “in vitro” a la penicilina, estreptomicina y tetraciclina 

(Corbel and Brinley, 1975). 

 

En la Figura. 1 se observa el  crecimiento característico de  Brucella ovis cepa Reo 198 independiente 

de CO2. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA. 1 Crecimiento en Agar Sangre de Brucella ovis a las 72hrs a 37°C. 



1.1.4 COMPOSICIÓN ANTIGÉNICA 

  

Los microorganismos del género Brucella son cocobacilos Gram negativos, no esporulados, 

acapsulados, carentes de pilis o flagelos. Poseen una envoltura celular característica: la membrana 

externa (OM), la membrana interna (IMP) y un espacio periplásmico intermedio (SIP). En el 

periplasma hay proteínas y un gel glucopeptídico denominado peptidoglicano (PG) responsable de la 

forma e integridad osmótica de la bacteria. El citoplasma es rico en ADN, ARN y proteínas citosólicas, 

algunas de ellas importantes desde el punto de vista del diagnóstico. 

 

1.1.4.1 Antígenos de la membrana externa (OM) 

Los antígenos de la membrana externa de Brucella han sido objeto de investigación desde el 

punto de vista del diagnóstico y de la inmunoprofilaxis, considerando que representan el punto de 

contacto inicial entre el patógeno y el hospedador. Las moléculas mejor caracterizadas corresponden a 

dos grupos: el lipopolisacárido (LPS) y las proteínas de la membrana externa (outer membrane proteins 

“OMP”) (Robinson and Melling, 1993). 

 

1.1.4.1.1 Lipopolisacárido (LPS) 

Las especies de Brucella pueden ser clasificadas como “lisas y rugosas” de acuerdo al aspecto 

de las colonias en medio sólido. El aspecto diferente de estas colonias reside en el tipo de LPS 

expresando en mayor proporción en la superficie: LPS-S (Lisas) y LPS-R (rugosas). 

 

El LPS-S consta de una parte glicolipídica (lípido A) inserta en la membrana externa y otra 

polisacarídica expuesta hacia el interior, esta se divide en dos secciones: el núcleo más interno o core y 

la cadena-O (polisacarido O: PSO). Esta cadena es un homopolímero lineal de perosamina que se 

encuentra ausente en el LPS-R de la especie rugosas (B. ovis y B. canis) (Moreno, et. al., 1984). 

 

El PSO es el antígeno inmunodominante de superficie, capaz de inducir una respuesta 

inmunológica en la mayoría de los animales en contacto con especies lisas de Brucella (B. abortus, B. 

melitensis y B. suis); además es la estructura antigénica más expuesta (Díaz and Lévieux, 1972) y 

blanco de anticuerpos protectores (Plommet, 1987). 

 

 



Por otro lado, el PSO posee epitopes compartidos con otras especies bacterianas como: Yersinia  

enterocolitica  O: 9, Vibrio cholerae, Salmonella landau, Escherichia coli O: 157 H7 responsables de 

reactividad cruzada en las pruebas serológicas que se basan en la detección de Anticuerpos hacia este 

Antígeno. 

 

1.1.4.1.2 Proteínas de la membrana externa (OMP) 

Las OMP de Brucella se clasifican en mayores y menores de acuerdo con su abundancia 

relativa, hallándose ambas intercaladas en la membrana y estrechamente unidas al LPS por fuerzas 

hidrofóbicas. Muchas de estas OMPs han sido caracterizadas desde el punto de vista genético, 

inmunológico, estructural y funcional (Cloeckaert, et al., 2002).      

  

1.1.4.1.2.1 OMP mayores 

Las OMP mayores son insolubles en disolventes acuosos y para su estudio ha sido necesario el 

empleo de detergentes u otros agentes surfactantes. 

 

En la década de los 80´s estas proteínas fueron identificadas por primera vez en Brucella 

abortus en una fracción insoluble en Dodesilsulfato de Sodio extraída a partir de la envoltura celular 

(SDS-I) (Dubray and Bezard, 1980) (Dubray and Charriaut, 1983). 

 

Dicha fracción contiene 2 de las OMP mayores: una de 25-27 KDa y otra de 36-38 KDa y 

mostró tener actividad protectora parcial en el ratón (Dubray, et.al, 1987). Ambas OMP también fueron 

identificadas mediante extracción con otros detergentes y designadas como grupo 3 y grupo 2. Cuando 

la fracción SDS-I se obtuvo a partir de Brucella melitensis se identificó adicionalmente una proteína de 

31-34 KDa, (Cloeckaert, et.al., 2002) hoy denominada Omp31 y ausente en Brucella abortus 

(Vizcaíno, et. al, 1997). 

 

1.1.4.1.2.2 OMP menores 

Los OMP menores son Omp1 y las Lipoproteínas Omp10, Omp16, Omp19 que a diferencia de 

las OMP mayores, no se encuentran asociadas al Peptidoglicano. (Cloeckaert, et. al., 1996) Entre otras 

proteínas minoritarias, se han descrito una Lipoproteína de 8KDa unida en forma covalente  al  

Peptidoglicano que posee epitopes comunes con la Lipoproteína Braun de E.-coli (Gómez, et. al., 1987)  

(Gómez and Moriyón, 1986). 



1.1.4.2 Antígenos del espacio periplásmico intermedio (SIP) 

1.1.4.2.1 Proteínas periplásmaticas 

En Brucella han sido identificados varias proteínas periplasmáticas inmunogénicas cuyos genes 

han sido clonados, tales como la Superóxido Dismutasa (SOD) dependiente de Cu+2 y Zn+2 y BP26 o 

Omp28 (Bricker, et. al., 1990). 

 

En particular, parece ser que BP26 u Omp28 posee propiedades diagnósticas ya que se han 

encontrado que son inmunodominantes en animales infectados: vacas, borregos, cabras, incluyendo al 

ser humano. De estas proteínas no se ha llegado a evaluar su actividad protectiva. 

 

La inmunización con SOD dependiente Cu+2/Zn+2 no produce protección contra Brucella 

abortus, sin embargo, la inmunización con un péptido sintético derivado de SOD dependiente 

Cu+2/Zn+2 confiere protección en el modelo murino (Cloeckaert, 1997).           

 

1.1.4.3 Antígenos del citoplasma (CP)  

1.1.4.3.1 Proteínas citoplasmáticas  

Entre las proteínas Citosólicas se han caracterizado las proteínas del estrés térmico: GroEL, 

GroES, DnaK, HtrA; las proteínas Ribosomales: L7/L12;  las proteínas YajC, UvrA; la 

Bacterioferritina (BFR), la gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH); proteínas con funciones 

denominadas p15, p17, p39 y cp24.  

       

También se han identificado y purificado proteínas de actividad desconocida con pesos 

moleculares de 14kDa, 22.9kDa y 32.2kDa. La actividad inmunogénica y protectora de estas proteínas 

recombinantes en el Modelo Murino en el ratón Balb-c (Cloeckaert, 1997). 

 

 

 

 

 

 

 

 



1.1.4.4 Otros Antígenos 

1.1.4.4.1 Vesículas de Membrana Externa (MVs) 

Son estructuras presentes en diferentes géneros de Bacterias Gram (-), el fenómeno por el cual 

estas Vesículas se forman en la Membrana Externa de las bacterias aun se desconoce, algunas 

características importantes que se consideran:  

  

Es una fuente de caracterización y aislamiento de componentes celulares ya que pueden estar 

formadas por: Lipopolisacaridos, Proteínas Periplasmáticas, Proteínas de la Membrana Externa, 

Fosfolípidos, Enzimas, ADN e incluso Toxinas. Lo cual ha sido demostrado en algunos géneros de 

Bacterias Gram (-). Las Vesículas de Membrana Externa pueden presentar diferentes actividades  

biológicas: bactericidas, proteolíticas e inmunogénicas. 

 

Las Vesículas son pequeñas esferas cerradas que derivan de la membrana externa por 

fragmentación seguida por cierre hermético, probablemente son el resultado de la expulsión de la 

membrana celular. Estas estructuras tienen un tamaño aproximado de 200-500nm, se han encontrado en 

diferentes géneros: Bacteroides, Pseudomonas, Actinobacillus, Escherichia, Haemophilus, Neisseria y 

recientemente Brucella.  

 

Estas Vesículas pueden actuar como Factores de Virulencia, su pequeño tamaño puede 

permitirles fácilmente cruzar barreras del epitelio que son impermeables a bacterias enteras, también 

puede servir como un vehículo para toxinas y enzimas proteolíticas, además puede producir una 

respuesta inmunológica semejante o igual a la bacteria completa. 

 

1.1.4.4.2 Actividad bactericida de MVs 

Las Vesículas de Membrana Externa de  Bacterias Gram (-) (Citrobacter, Enterobacter, 

Escherichia, Pseudomonas, Klebsiella, Morganella, Proteus, Salmonella y Shigella) poseen varios 

tipos de hidrolasas de mureina (Autolisinas)  que se unen covalentemente al Peptidoglicano de la Pared 

Celular de Bacterias Gram (+),  hidrolizándolo y causando la inestabilidad de la  integridad celular. 

 

 

 

 

 



1.1.4.4.3 Actividad proteolítica de MVs 

Es posible que otras enzimas proteolíticas  se encuentren en las MVs localizadas en la 

superficie. Por ejemplo: Proteasas, Lipasas, Fosfolipasa C pueden facilitar la digestión por hidrólisis de 

moléculas complejas originando fragmentos pequeños empleados en la nutrición de la bacteria.  

  

1.1.4.4.4 Actividad inmunogénica de MVs 

Las MVs de Brucella ovis muestra una protección eficiente ya que contienen Omp31 y LPS-R 

que potencializa la respuesta inmune celular, induciendo citocinas Th1 (Reyes, 2002). 

 

 Cabe mencionar,  que la  protección adquirida en el modelo murino  por las MVs de Brucella 

ovis son dependiente del tipo de Adyuvante, Ruta de administración y la Cepa de desafío (Salas et. al., 

2005).  

 

En la Figura. 2 se observa la composición antigénica de Brucella ssp implicados en la patogénesis y de 

la inducción de la respuesta inmune en el hospedero.    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA. 2 Representación esquemática estructural de la envoltura celular de Brucella ssp (Venegas, 2007). 

 

 

 



1.1.5 RESPUESTA INMUNE  

Brucella es un microorganismo intracelular facultativo capaz de sobrevivir y multiplicarse dentro de 

las Células del Sistema Retículo-Endotelial y desencadenando en el huésped susceptible una Respuesta 

Inmune Innata y Respuesta Inmune Adaptativa.  
 

1.1.5.1 Inmunidad Innata. 

Son los primeros mecanismos en activarse ante la entrada de los agentes infecciosos, reduce el número 

inicial de bacterias y prepara para la activación de los mecanismos de la Inmunidad Adaptativa. (Ko and 

Splitter, 2003). 
 

1.1.5.1.1 Células Efectoras de la Inmunidad Innata  

Las bacterias del genero Brucella ingresan al Hospedador susceptible por las Vías Oral, Vía Nasal, 

Vía Conjuntival y Vía Genital. La vía genital es la principal para el contagio con Brucella ovis, luego de la 

infección, la bacteria es rápidamente fagocitada por los Leucocitos Polimorfonucleares Neutrófilos (PMNN) 

en los que sobrevive y se multiplica (Enright, 1990). 
 

Los PMNN  facilitan la diseminación de las bacterias por 2 mecanismos:             

1. Sirviendo de protección frente a las actividades bactericidas de Anticuerpos y Complemento. 

2. Transportándolas hacia los Tejidos Linfoides y los Órganos del Sistema Retículo-Endotelial 

donde la bacteria infecta a los Macrófagos y se multiplica en su interior. 
 

Se ha demostrado que los macrófagos y los neutrófilos poseen la capacidad de destruir, aunque no 

completamente a las Brucellas fagocitadas. Los mecanismos activados son para inhibir la multiplicación de 

la Brucella o destruirla, incluyen la estimulación del estallido respiratorio y la producción de radicales libres 

de oxigeno en los PMNN (Canning et.al., 1988). Se ha demostrado que la ingestión y el estallido 

respiratorio dependen de la opsonización específica con anticuerpos y/o inespecífica con C3b, además de 

citocinas como Interferón-γ (INF-γ) y Factor de Necrosis Tumoral-α (TNF-α) que influyen el proceso de 

Fagocitosis (Canning, 1988 y Eze et. al., 2000). 

                   

Los Linfocitos NK no cumplen una función importante en el control de la infección aguda con 

Brucella, al menos en el modelo murino. Otras células de la inmunidad innata involucradas en la 

protección  son los Linfocitos T γ/δ, sin embargo el rol de estas células in vivo aun no ha sido 

caracterizado (Wyckoff, 2002). 



1.1.5.1.2 El Sistema del Complemento  

Entre los mecanismos de la respuesta humoral Innata, el Complemento tiene un papel 

importante en la defensa contra Brucella cuando esta se encuentra en el compartimiento extracelular y 

en bajo número. Estudios realizados en Bovinos indican que Brucella abortus puede ser destruida por 

el Complemento, está involucrada en la lisis de la bacteria, que fueron por la Vía Clásica y Vía de las 

Lectinas (mediada por la Proteína Fijadora de Manosa “MBP”) (Fernández and Nikolich, 2001). 

 

1.1.5.2 Mecanismos de la Inmunidad Adaptativa. 

Contra Brucella se conocen 3 mecanismos que actúan  en diferentes etapas de la infección: 

1. La generación de una respuesta humoral con producción de anticuerpos 

2. La activación de la función bactericida de los macrófagos por acción de INF-γ producido por 

Linfocitos T CD4+ y Linfocitos T CD8+ 

3. La lisis de células infectadas por Linfocitos CD8+ 

 

1.1.5.2.1 Inmunidad Humoral  

Quizás Brucella ssp, en mayor grado que otros microorganismos intracelulares facultativos, inducen la 

producción de anticuerpos. Estos pueden otorgar alguna protección en las etapas iniciales de la infección pero 

la fase bactericida coincide con el inicio de la Inmunidad Mediada por Células (IMC). 

 

La participación de los anticuerpos en la inmunidad innata contra Brucella se ha estudiado en 

animales de laboratorio, principalmente en el ratón. En esta especie, el suero es capaz de limitar la 

infección por 2 mecanismos: 

1. Transferencia de las bacterias al hígado y fagocitosis por células Kuppfer 

2. Bloqueo de la diseminación  

 

En rumiantes, la participación de los Anticuerpos en la protección es difícil de evaluar. Los 

animales en contacto con Brucella Lisa responden con la producción de anticuerpos dirigidos  contra 

los diferentes componentes del microorganismo., pero especialmente contra los antígenos de superficie, 

en particular contra Lipopolisacárido-S (LPS-S). 

 

 

 



Estos Anticuerpos aparecen en los estadios tempranos de la infección y suelen permanecer 

detectables en el suero durante años. Los anticuerpos producidos colaboran en la lucha del hospedero 

contra el patógeno pero no son suficientes para evitar la enfermedad. Sin embargo, la detección de 

anticuerpos dirigidos contra el LPS es útil para el diagnóstico, pronóstico y curso de la infección.  

 

Así mismo, se ha comprobado que la respuesta humoral  a diferentes OMP (Proteínas de 

Membrana Externa) en bovinos y ovinos infectados naturalmente con B. abortus  y B. melitensis, 

respectivamente es muy pobre y heterogénea. (Zygmunt et. al, 1994). En ovinos, aunque no se ha 

evaluado el rol de los anticuerpos en la protección, se ha demostrado que las proteínas del grupo3: 

Omp25, Omp31, Omp16 y LPS-R son antígenos inmunodominantes en el curso de la infección por 

Brucella ovis (Kittelberger et. al., 1998). 

 

1.1.5.2.2 Inmunidad Mediada por Células (IMC) 

La participación de los Linfocitos T  en la respuesta inmune en Brucella ha sido principalmente 

en el modelo murino en ratón Balb-c  y la  transferencia de suero y Linfocitos T  han demostrado que la 

protección es debida en parte a los anticuerpos  y en parte a los Linfocitos T con efectos no aditivos 

(Araya and Winter, 1990).    

      

En infecciones con Brucella Lisas,  los Linfocitos T  parecen pesar más que los anticuerpos, 

esto indica que ambas poblaciones de Linfocitos T  CD4+ y CD8+  actúan en la protección, señalando 

que ambas subpoblaciones tienen una participación comparable en la protección contra Brucella 

abortus. 

 

La resistencia a los patógenos intracelulares como Brucella abortus depende de la activación de 

la inmunidad mediada por células. El principal activador de los macrófagos es el IFN-γ secretado por 

Linfocitos CD4+ y CD8+. En efecto, in vitro, el tratamiento de Macrófagos murinos con IFN-γ  controla 

la multiplicación de Brucella abortus y favorece su muerte activando la producción de intermediarios 

oxidativos y otras moléculas microbicidas. 

 

 

 

 



Además la inyección  de INF-γ recombinante  en ratones, se observa  resistencia a Brucella en 

macrófagos esplénicos y peritoneales, mientras que la inyección de anticuerpos-M anti IFN-γ exacerba 

la infección por Brucella abortus y favorece la esplenomegalia, el principal signo patológico de la 

Brucelosis en ratones y en el hombre. Así mismo, se ha demostrado la activación específica in vitro de 

Linfocitos de bovinos infectados o inmunizados con bacterias atenuadas o fracciones de Brucella y la 

producción de Interlucina-2 e INF-γ (Wyckoff et. al., 1993).             

 

Los estudios realizados con Brucella abortus señalan que solo estas bacterias vivas son capaces 

de inducir inmunidad mediada por células (IMC), activando a las células Th1 a producir INFγ e IL-2 

favoreciendo de este modo la síntesis de IgG2a y el fenómeno de hipersensibilidad retardada (DTH) en 

ratón (Jiang et. al., 1993). 

        

En contraposición demostraron que la inyección de extractos de Brucella ricos en proteínas o 

bacteria muerta, estimulan la población Th2 con la producción de IL-4 e IgG1 (Zhan and Cheers, 

1995). 

 

Sin embargo recientemente indican que Brucella abortus inactivada estimula la activación de 

células dendríticas, la secreción de IL-2 se ha dilucidado la respuesta hacia un perfil Th1 y que además 

activa la población de Linfocitos citotóxicos (Golding et. al., 2001; Inoue et. al., 2005). 

 

Varias citocinas y en especial TFN e IL-12 juegan un rol principal in vivo e in vitro en la 

secreción de IFN-γ por Linfocitos CD4+. Estas citocinas secretadas por el macrófago, también 

participan en la activación de Linfocitos NK, aunque tienen actividad inespecífica, estos contribuyen 

con los Linfocitos T al control de la infección por microorganismos intracelulares. 

 

Recientemente se ha estudiado el rol de las Opsoninas en la interacción Brucella melitensis y 

macrófago, cuando Brucella es opsonizada por anticuerpos o por el Complemento, la activación  del 

macrófago por el INF-γ inhibe la multiplicación  de Brucella pero no la destruye, sugieren la necesidad 

de otros mecanismos celulares como acción citotóxica de Linfocitos CD8+ que destruirán el macrófago 

infectado liberando a las bacterias al medio extracelular donde serán blanco  de los anticuerpos o del 

Complemento (Eze et. al., 2000). 

 



A diferencia de lo que ocurre con las especies Brucella Lisas (B. ovis y B. canis), la respuesta 

inmune humoral tendrá un rol más importante que la respuesta inmune celular  en la protección de 

Brucella ovis: 

• La transferencia de suero de ratón convaleciente confirió una protección mayor a aquella 

obtenida por la transferencia de  Linfocitos T sensibilizados,  extraídos a partir de bazo o 

ganglio linfático (Jiménez et. al.,  1994) 

• La infección por Brucella ovis indujo principalmente los isótopos de IgG2a e IgG3 sobre IgG1 

se ha inferido que esta bacteria estimularía principalmente la población de Linfocitos T (Th1) 

productores  de INF-γ (Jiménez et. al.,  1994). 

 

En la Figura 3 se resume el destino de los linfocitos tras su encuentro con los antígenos. En una 

respuesta inmune normal, un antígeno inmunógeno estimula la proliferación y diferenciación de 

linfocitos específicos para ese antígeno desencadenando una inmunidad celular y humoral. Los 

antígenos tolerógenos  pueden inducir una respuesta no funcional o la muerte de linfocitos específicos, 

lo que los hace incapaces de responder al antígeno desencadenando una regulación inmune.    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA. 3 Respuesta Inmune Celular y Humoral en Brucella ovis (Martínez, 2008).  



1.1.6 VACUNAS  

Suspensión de microorganismos vivos o fracciones del mismo, generalmente atenuadas o 

inactivas, cuya administración induce respuesta inmunológica frente a alguna enfermedad. 

 

1.1.6.1 Vacunas Celulares:  

Estas cepas son capaces de establecer  una infección limitada imitando el proceso de infección 

natural por cepas silvestres y confiriendo de esta manera protección contra el aborto y la infección. Sin 

embargo, el empleo de estas vacunas puede ocasionar abortos en las hembras gestantes e infertilidad 

por infección genital. 

  

1.1.6.1.1 Vacunas de microorganismos vivos atenuados. 

Asegura la inducción de una respuesta inmune completa contra un gran número de componentes 

y una re-estimulación del sistema inmune gracias a la replicación de la bacteria.    

 

Las vacunas vivas atenuadas son patógenas para el hombre, debe haber precauciones 

particulares durante la manipulación de la vacuna, lo cual introduce un importante problema de salud 

pública (Blasco and Díaz, 1993). 

     

1.1.6.1.1.1  Vacunas Aglutinógenas. 

Inducen anticuerpos que interfieren contra las pruebas serológicas de rutina, impidiendo la 

diferenciación entre animales infectados y vacunados.    

 

Se han implementado modificaciones en la forma de administración:  

• La reducción de la dosis inyectada, permitiendo vacunar animales púberes sin consecuencias 

serológicas duraderas. 

• El uso de la vía conjuntival ha mostrado inducir buena inmunidad con una respuesta serológica de 

corta duración. 

 

En el Cuadro. 3 resume las principales vacunas celulares de microorganismos vivos atenuados 

aglutinógenas desarrollados contra la brucelosis en animales. 

 

 



 

Cepa 

 

Características 

Vía de Administración 

y 

Confiere Protección 

B. abortus S19 

(Cepa Lisa) 

Presenta características   muy estables.  *Vía Subcutánea   

*Ganado bovino νs B. 

abortus 

 

 

 

 

 

B. melitensis Rev1 

(Cepa Lisa) 

Presenta características muy inestables: 

• Puede derivar hacia formas o variantes indeseables, 

una disociación hacia el fenotipo rugoso o hacia 

fenotipos lisos de mayor virulencia. 

• Es una cepa resistente a estreptomicina, uno de los 

antibióticos de elección para el tratamiento de 

brucelosis humana. 

• La Vacuna es capaz de inducir protección y estimular 

el desarrollo de Anticuerpos, la desventaja que puede 

interferir con las pruebas serológicas utilizadas para 

detectar animales infectados con Brucella ovis.        

*Vía Subcutánea 

*Ganado caprino νs B. 

melitensis 

*Ganado ovino νs B. 

ovis   

 

 

B. suis 2 

(Cepa Lisa) 

Presenta características muy estables. 

• Se ha determinada resultados pobres obtenidos en  

ratón y en ovejas. 

• Su virulencia no supera a la de la cepa B. abortus S19. 

• La protección que confiere a ovejas preñadas contra B. 

melitensis y a carneros contra B. ovis es escasa   

*Vía Oral 

*Ganado caprino νs B. 

melitensis 

*Ganado ovino νs 

B.ovis 

Cuadro. 3  Principales Vacunas Celulares de microorganismos vivos atenuados aglutinógenas (Chávez, 

2004). 

 

1.1.6.1.1.2  Vacunas No Aglutinógenas.  

Son Cepas rugosas, con expresión limitada de Polisacárido-O (PSO), poseen una alteración en 

el gen rfbU que codifica para Enzima manosil-tranferasa, necesaria para el ensamblaje de la Cadena-O 

que forma parte del LPS de  Brucella por ende no inducen Anticuerpos  que interfieran con las pruebas 

serológicas de rutina y si diferencia entre animales infectados y animales vacunados.   

 



En el Cuadro. 4 resume las principales vacunas celulares de microorganismos vivos atenuados no 

aglutinógenas desarrollados contra la brucelosis en animales. 

 

 

Cepa 

 

Características 

Vía de Administración

y 

Confiere Protección 

 

 

B. abortus 45/20 

(Cepa Rugosa) 

Presenta características poco estables. 

• Con capacidad de revertir a formas virulentas, por 

esta razón se uso como vacuna muerta. 

• Ensayos realizados mostraron que su poder protector 

era mediocre y que sus lotes presentaban variación 

difícil de controlar. 

*Vía Intravenosa 

*Ganado bovino νs B. 

abortus 

 

 

 

B. abortus RB51 

(Cepa Rugosa) 

Presenta Características muy estables. 

• Es un derivado obtenido B. abortus 2308 resistente 

en presencia de rifampicina. 

• La cepa RB51 se transformó para incrementar la 

Cadena-O, esto no induce Anticuerpos Anti-Cadena-

O detectables por las pruebas serológicas en él 

diagnostico de brucelosis a pesar de la edad, dosis y 

aplicaciones. Además ha perdido características 

abortivas.   

*Vía intravenosa  

*Ganado bovino νs B. 

abortus 

*Ganado porcino νs 

B. suis 

*Ganado caprino νs B. 

melitensis 

*Ganado ovino νs B. 

ovis  

 Cuadro. 4  Principales Vacunas Celulares de microorganismos vivos atenuados no aglutinógenas 

(Chávez, 2004). 

 

1.1.6.1.2 Vacunas de microorganismos enteros inactivados.  

Suspensión bacteriana muerta por acción de desinfectantes (fenol) necesitando varias dosis (en 

mayor concentración) en diferentes periodos de tiempo para inducir inmunidad. 

 

En el Cuadro. 5 resume las principales vacunas celulares de microorganismos enteros inactivados 

desarrollados contra la brucelosis en animales. 

 

  



Cepa Características Vía de administración y 

Confiere Protección 

 

 

 

 

B. melitensis H38 

(Cepa Lisa) 

*Presenta características estables. 

• Induce niveles de protección contra la infección y el aborto 

similares a la vacunación con la Cepa B. abortus S19. 

• Se ha demostrado que en Ovinos no existe diferencia en la 

protección conferida por B. melitensis H38 y B. melitensis 

Rev1 

• El empleo de esta vacuna inactivada no ha tenido consenso 

debido a las reacciones locales en el punto de inyección 

(Inflamación local)  por el adyuvante oleoso 

(Mayolina/Arlacel A) incorporado y a la seropositividad 

persistente generada. 

*Vía Subcutánea   

*Ganado caprino νs B. 

melitensis 

*Ganado ovino νs B. 

ovis 

 

 

B. abortus 45/20 

(Cepa Rugosa) 

*Presenta características inestables  

• Es una cepa poco inmunogénica con variaciones en los 

lotes de producción. 

• El empleo de esta vacuna inactivada no ha tenido 

consenso debido a las reacciones locales en el punto de 

inyección (Inflamación local) por el adyuvante oleoso 

(Lanolina/Parafina) incorporado.    

*Vía Subcutánea 

*Ganado bovino νs B. 

abortus 

Cuadro. 5 Principales Vacunas Celulares de microorganismos enteros inactivados (Chávez, 2004). 
 

1.1.6.2 Identificación de Antígenos protectores (Determinantes Antigénicos o Epitopes) contra 

Brucella ssp. 

La fuerte asociación entre el LPS y las OMP  de Brucella impide que estas moléculas puedan 

ser purificadas a menos que se utilicen técnicas desnaturalizantes. Por ello se han empleado diferentes 

estrategias para la identificación de los Antígenos comprometidos en la protección mediada por 

Anticuerpos o por Células: 
 

1. Ensayos de protección pasiva, mediante la administración de AcM / sueros policlonales  o 

transferencia adaptativa de Linfocitos sensibilizados respectivamente. 

2. Ensayos de Linfoproliferación o pruebas de Hipersensibilidad retardada con extractos citosólicos. 

3. Inmunización activa con fracciones más o menos purificadas. 



En la Brucelosis, la investigación de antígenos que induzcan inmunidad protectora, se han 

realizado en su mayoría a través de experimentos en el modelo murino en ratón Balb-c (Sulitzeanu, 

1955). 

 

Este modelo ha sido utilizado para describir los complejos mecanismos inmunitarios y para 

estimar la protección conferida, medida en términos de reducción significativa del número de unidades 

formadoras de colonia (UFC) de Brucella  presentes en el bazo o hígado, respecto de un control no 

inmunizado. 

 

Cabe destacar que en el ratón Balb/c, las bacterias del género Brucella se replican en el bazo y 

en el hígado, provocando una infección crónica y asintomática. La actividad protectora en el ratón ha 

mostrado estar bien correlacionada con la observada en los animales destinatarios de las vacunas y esto, 

tanto con las vacunas vivas (Brucella abortus B19, Brucella melitensis Rev1, Brucella suis 2) como 

inactivadas (Brucella melitensis H38). El desarrollo de este modelo junto con las “Vacunas Patrón de 

Referencia” ha permitido valorar la actividad no solo de “Vacunas Celulares Completas” si no también 

de “Vacunas Subcelulares” (Bosseray and Plommet, 1984). 

                  

1.1.6.3 Vacunas Subcelulares. 

1. Son seguras e inocuas, ya que no existe posible reversión a la forma silvestre (Salvaje) como en las 

vacunas vivas atenuadas, ni peligro de transmisión a animales salvajes. 

2. Son más específicas, ya que en su diseño deberán ser incluidos antígenos diferentes  de los 

empleados en el Serodiagnóstico para poder distinguir de animales infectados de animales 

vacunados. 

3. Son eficaces, debido a que solo incluyen aquellos antígenos capaces de inducir inmunidad 

protectora, adyuvantes y citocinas que mejoren su presentación, dirigiendo así mismo el impacto 

sobre el sistema inmune.   

 

1.1.6.3.1  Vacunas No Recombinantes.  

Se han identificado en el género Brucella antígenos capaces de inducir inmunidad protectora 

como LPS y OMPs que son potenciales inmunógenos vacunales, que han sido probados en el modelo 

murino.   

 



En el Cuadro. 6 resume las principales vacunas subcelulares no recombinantes desarrollados contra la 

brucelosis en animales. 

Inmunógeno Características Referencia 

 

 

 

 

 

 

Fracción SDS-I 
 

 

 

 

 

 

• Contiene OMP mayores (50%), PG (30%) y LPS-S (1%) e 

induce una actividad protectora en Modelo de ratón Balb-c 

comparable a la de B. melitensis H38 (S) inactivada. Dado que 

su principal componente son Proteínas, se atribuye a las OMP 

la capacidad de conferir protección.   

• La Fracción SDS-I obtenida de Cepas Rugosas  de Brucella 

resulta menos protectora, las cuales indujeron elevados títulos 

Anticuerpos anti-LPS-S.  

• En bovinos, la inmunogenicidad de la Fracción SDS-I parece 

ser diferente de la observada en el Modelo ratón Balb-c ya que 

su poder protector en animales gestantes es inferior al obtenido 

con B. abortus S19.  

*Dubray, 1987. 
 

 

 

 

*Limet  et. al., 1987. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Extracto HS 

(“Hot Saline”) 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

• Es obtenido a partir de Brucella ovis  compuesto por OMP del 

grupo3 (55%) por LPS-R (33%) muestra eficacia próxima con 

B. melitensis Rev1 tanto Modelo ratón Balb-c como en ovinos.   

• La evaluación de la respuesta inmune contra Extracto HS 

demuestra que la transferencia Suero Hiper-inmune anti-HS 

confiere una protección mayor a aquella obtenida por la 

transferencia Linfocitos T sensibilizados obtenidos de Bazo. 

• Ensayos realizados en carneros se han demostrado la actividad 

inmunogénica y protectora del Extracto HS y OMP que lo 

componen, además se le atribuye al LPS-R en la protección B. 

ovis  

• Recientemente, se ha confirmado en ovinos la seguridad y 

eficacia del Extracto HS formulado en micropartículas respecto 

a B. melitensis Rev1. 

• Además, recientemente, se ha demostrado que el Extracto HS 

de B. ovis encapsulado en micropartículas confiere protección 

cruzada contra B. melitensis         

*Gamazo et. al., 1989. 

*Murillo et. al., 2001. 
 

*Jiménez et. al., 1994. 
 

 

 

*Blasco et. al., 1993. 
 

 

 

*Muños et. al., 2005. 
 

 

*Estevan et. al., 2006 

Cuadro. 6 Principales Vacunas Subcelulares no recombinantes.  

 



1.1.6.3.2 Vacunas Recombinantes. 

Se han identificado en el género Brucella varias proteínas periplasmáticas y citoplasmáticas 

inmunogénicas del que genes ya han sido clonados, expresados en vectores adecuados. Estas proteínas 

recombinantes purificadas y formuladas con adyuvantes y/o citocinas estimulatorias, son potenciales 

inmunógenos vacunales, que han sido estudiados en el modelo murino. 
 

Entre ellas, una proteína cuya función y estructura ha sido caracterizada es: p18 o BLS 

(Lumazina Sintetaza de Brucella). Esta proteína decamérica constituye un excelente acarreador para las 

vacunas de subunidades, ya que acepta la inserción de péptidos o proteínas en el extremo amino 

terminal (NT) de cada monómero sin alterar el plegamiento o la estabilidad de la quimera.  
 

Por otro lado el p18 o BLS es un potente estimulador de células presentadoras de antígeno 

(APC) siendo el principal blanco las células Dendríticas (Berguer et. al., 2006). 
 

En el Cuadro. 7 resume las principales proteínas utilizadas en vacunas subcelulares recombinantes  

desarrollados contra la brucelosis en animales. 
 

Proteína 

recombinante 

Tipo de respuesta Protección conferida Referencia 

*SOD Cu+2/Zn+2 

*HtrA 

*GroEL 

*GroES 

*UvrA 

*L7/L12 

*YajC 

*Proteína 22.9KDa 

*BFR 

*P39+CpG 

*cp24 

*GAPDH+IL-12 

*BLS 

*Omp31   

IMAC 

IMAC 

IMC 

IMC 

IMC 

IMC 

IMC 

IMC 

IMC 

IMAC e IMC 

IMC 

IMC 

IMAC e IMC 

IMAC e IMC 

No 

No 

No 

-- 

-- 

Si 

-- 

Si 

No 

Sí 

No 

Sí 

Sí 

Sí 

Tabatabai and Pugh, 1994 

Roop et al., 1994 

Lin et al., 1996 

Oliveira et al., 1996 

Olivieira et al., 1996 

Olivieria et al, 1994 

Vemulapalli et al., 1998 

Céspedes et al., 2000 

Al-Mariri et al., 2001 

Al-Mariri et al., 2001 

Cassataro et al., 2002 

Rosinha et al., 2002 

Velikovsky et al., 2003 

Cassataro et al., 2005 

Cuadro. 7 Principales Vacunas Subcelulares  recombinantes. 

IMAC = Inmunidad Mediada por Anticuerpos  
IMC   = Inmunidad Mediada por Células   



En la formulación de estas vacunas se han utilizado diferentes adyuvantes para potenciar la 
respuesta inmune. Entre ellos pueden mencionarse: 
• Adyuvante Incompleto Freud (AFI) 

• Dimicolato de Trealosa (DMT) 

• Muramil Dipéptido (MDP)  

• Monofosforil Lípido A (MPL) 

• Bromuro Dimetil-Dioctadecil Amonio (DDA) 

 

Todos son estimulantes de la respuesta Th1. Con el mismo propósito se han empleado las 

proteínas asociadas a dinucleótidos CpG no metilados de ADN bacteriano o genes que codifican para 

citocinas estimulantes (IL-12) (Schurig et al., 2002).  

 

1.1.6.4 Vacunas de Nueva Generación       

El aporte de la Biotecnología y la Ingeniería Genética  a la Inmunología, han sido cruciales para 

el desarrollo de estas vacunas, se conciben a partir de un conocimiento detallado de los mecanismos de 

patogenicidad de los microorganismos y de la respuesta inmune del huésped susceptible. 

 

1.1.6.4.1 Vacunas de microorganismos vivos atenuados genéticamente. 

Implica la obtención de mutantes atenuadas a partir de mutaciones en genes de metabolismo o 

factores de virulencia presentes en cepas virulentas. 

 

En el Cuadro. 8 resume las principales vacunas de nueva generación de microorganismos vivos 

atenuados genéticamente desarrollados contra la brucelosis en animales. 

 

Cepa Características Referencia  
B. melitensis purE201 
(Aromático-dependiente) 

• Es una mutante de B. melitensis 16M a pesar de su 
inmunogenicidad, resulto virulenta para pequeños 
rumiantes.   

*Cheville et al., 1996

 
B. melitensis VTRM1 

• Usando la secuencia gen rfbU se han construido 
mutantes rugosos de B. melitensis 16M  

• La inmunización con la mutante VTRM1 protege 
parcialmente contra la infección y el aborto de 
cabras preñadas.  

 

*Elzer et al., 1998 

 
 

B. melitensis WR201 

• La administración parenteral y/o enteral de la mutante 
autotrófica WR201 protege contra el desafío intranasal 
con B. melitensis 16M. 

*Izadjoo et al., 2004 



• Cabe destacar que la administración enteral estimuló 
la respuesta inmune sistémica y una protección 
adicional a nivel de sistema inmune de mucosas.   

 
 
 
 

B. abortus  pgm 

 
•  A partir de B. abortus 2308 mediante una deleción 

en el gen que codifica para la fosfoglucomutasa 
(pgm). 

• Esta vacuna ensayada Modelo ratón Balb-c estimula 
una respuesta Th1 confiriendo una protección 
similar a B. abortus S19 y además no induce 
Anticuerpos contra el PSO. 

 

*Ugalde et al., 2003 

 
*Mutantes gen Omp25: 

B. abortus BA25 
B. melitensis BM25 

B. ovis BO25 
 

• Se han desarrollado mutantes en genes que codifican 
para LPS y OMPs que resultaron atenuadas en el 
Modelo de ratón Balb-c. 

 

*Edmonds et al., 2002

Cuadro. 8 Principales Vacunas de Nueva Generación de microorganismos vivos atenuados genéticamente. 

 

1.1.6.4.2 Vacunas de ADN. 

La inmunización con ácido desoxirribonucleico (ADN) representa el enfoque para el desarrollo 

de vacunas. En la inmunización genética, el antígeno es naturalmente procesado y presentado por las 

vías endosómica y citosólica, promoviendo así respuestas mediadas por anticuerpos y células (Babiuk 

et. al., 1999). 

 

Al inyectar el ADN las células del organismo vacunado son transfectadas con el plásmido in 

vivo e inician la síntesis del Antígeno en cuestión, cuyo nivel de expresión esta en el orden nanogramos 

y picogramos. 

 

El empleo de estas vacunas tiene la ventaja de generar una respuesta específica contra la(s)  

proteína(s) codificadas por el ADN en la célula, eliminando por lo tanto el riesgo de infección; son muy 

estables y resistentes a los cambios de temperatura a diferencia de las vacunas convencionales. 

 

En la brucelosis, el empleo experimental de este tipo de vacunas incluye estudios de protección 

utilizando el modelo de ratón Balb-c con plásmidos codificando para: L7/L2, P39, BFR, SOD 

Cu+2/Zn+2-IL-2 y Omp31. Aunque estas vacunas inducen una respuesta inmune de perfil Th1 no se han 

logrado los niveles de protección obtenidos con las vacunas vivas atenuadas (Schurig et al., 2002).          



1.1.7 ADYUVANTES 

La clásica definición de adyuvante “como sustancias que se emplean en combinación con un antígeno 

específico que produce una respuesta inmune más robusta que el antígeno por sí solo”. 

 

Unos de los retos más importantes en el campo de la “Vacunología” es la selección adecuada de los 

adyuvantes y sistemas de liberación (emulsiones, micropartículas y liposomas). Las “Vacunas tradicionales”  

a menudo contienen elementos que pueden activar al sistema inmune y mejorar la respuesta inmune contra 

antígenos de la vacuna, incluyendo una variedad de componentes celulares de bacterias. Sin embargo, estos  

se han eliminado a partir de las “Vacunas de nueva generación” para mejorar la seguridad y reducir su 

reactogenicidad. 

 

Los adyuvantes actualmente aprobados para el uso humano son de Aluminio basados en sales 

minerales (Alumbre) y  MF59 (es parte de la vacuna de subunidades de la influenza) en una emulsión de 

escualeno/aceite/agua.     

   

El  Aluminio es el único adyuvante aprobado por la FDA en  EE.UU. aunque tiene un excelente 

historial de seguridad, estudios comparativos muestran que es un adyuvante pobre para la inducción de 

anticuerpos en proteínas recombinantes y en vacunas DNA. Induce más bien una respuesta de citocinas Th2 

que Th1. Además, el aluminio no es efectivo para la inducción de una respuesta de anticuerpos IgA  de 

mucosas y estar asociado con reacciones alérgicas en algunos casos. 

 

Una cuestión clave en el desarrollo de los adyuvantes es su toxicidad. Por norma de inmunización 

profiláctica en individuos sanos, solo los adyuvantes que induzcan efectos adversos mínimos serán aceptados. 

Adicionalmente las cuestiones prácticas que son importantes para el desarrollo de adyuvantes incluyen: 

biodegradable, estabilidad, costos de manufactura y aplicable a una amplia gama de vacunas. 

 

El mecanismo de la mayoría de los adyuvantes aun se desconoce, ya que a menudo la inmunización 

activa una cascada compleja de respuestas y el principal elemento del adyuvante es a menudo difícil de 

discernir con claridad. Sin embargo, si es aceptado el concepto de “reactividad inmune” (en la que los 

antígenos que no lleguen a los ganglios linfáticos locales no inducen respuesta). Se hace más fácil proponer la 

interpretación del mecanismo de los adyuvantes, en particular en los basados en los “sistemas de liberación” 

tales como las “nanopartículas y micropartículas”.  



Si el antígeno no llega al ganglio linfático local, por lo tanto, no induce respuesta alguna, entonces 

cualquier adyuvante que mejore la liberación del antígeno en las células, en el que el tráfico al ganglio 

linfático puede aumentar la respuesta. Un subconjunto de células dendríticas (DCs)  son las principales 

células que circulan en los tejidos periféricos y actúan como “centinelas” que se encargan de la captación 

del antígeno y su traslado a los ganglios linfáticos, en el que se presentan a los linfocitos T. Las DCs 

inmaduras circulantes son eficientes para la captación de antígenos, mientras maduran las  DCs  son 

eficientes en la presentación del antígeno a los linfocitos T. Por lo tanto, la promoción de captación de 

antígenos en DCs, el tráfico a los ganglios linfáticos y la maduración DCs   se consideran los componentes 

clave para la generación de respuestas inmunes potentes. DCs se consideran las más eficientes células 

presentadoras de antígenos (APCs), aunque los macrófagos también pueden desempeñar esta función 

(Gupta et. al., 1995). 

 

Se puede argumentar que la función de los adyuvantes para vacunas recombinantes es garantizar 

que la vacuna se asemeje a la infección suficientemente cerca como para iniciar una respuesta inmune 

potente. Además, el sistema inmune innato dirige el equilibrio mediado por la inmunidad celular y humoral 

y los adyuvantes controlan el tipo de respuesta inmune adquirida que es inducida. Los adyuvantes pueden  

ser clasificados en términos generales en dos categorías basados en su modo principal de acción, que 

depende de si tienen o no efectos inmunoestimulatorios directos sobre APCs o función como sistemas de 

liberación promotores de captación de antígeno. Las partículas (adyuvantes) son: emulsiones, 

micropartículas, nanopartículas, liposomas, icosomas, virosomas, partículas parecidas a virus, tienen 

dimensiones comparables a los patógenos  que el sistema inmune ha evolucionado para combatirlos (Gupta 

et. al., 1995). 

 

Los adyuvantes inmunoestimulatorios  también pueden incluirse en los “sistemas de liberación” de 

partículas para mejorar el nivel de respuesta o centrar la respuesta a través de una ruta deseada como es 

Th1. Además, la formulación de adyuvantes inmuestimulatorios potentes en los sistemas de liberación a 

través de la restricción de la circulación sistémica de los adyuvantes pueden limitar los efectos adversos. Su 

función principal de las micropartículas y nanopartículas como un “sistema de liberación”, aunque los 

materiales con los que están hechos, pueden tener algunos de los efectos de adyuvantes (Manmohan et. al., 

2007).                

            

En el Cuadro. 9 resume los diversos métodos de preparación de nanopartículas usando polímeros 

diferentes utilizados en  vacunas de adyuvantes.  



Material Métodos Rango de tamaño Tipo de antígeno Comentarios 

PLG o PLA 
Evaporación y 

emulsificación 
200nm-10µm 

DNA, proteínas, 

moléculas pequeñas 

Partículas pequeñas 

con incremento de 

concentración de 

surfactante  

PLG o PLA 
Desplazamiento del 

solvente 
80nm-500nm 

Proteínas, moléculas 

pequeñas 

Partículas pequeñas 

con menor 

concentración de 

polímero  

Poli(cianoacrilato) 
Polimerización en 

cadena 
90nm-800nm Proteínas  

Biovectores 

supramoleculares 
Entrecruzamiento 60nm Proteínas.  

Quitosán 
Precipitación con 

sulfato de sodio 
300nm-1µm Proteínas.  

Fosfato de calcio Varios 100nm-1.2µm DNA, proteínas  

CUADRO. 9 Métodos de preparación de diversas partículas usando polímeros diferentes (Manmohan  et. al., 2007). 

Nota: PLG = Poli (láctico-co-glicólico)   
PLA = Ácido poli-láctico  

 

En el Cuadro. 10 resume las principales características ideales de una vacuna frente a las enfermedades 

infecciosas.   

 

o Que muestre un perfil de seguridad impecable en todas las poblaciones. 

o Que provoque un nivel alto de eficacia de larga vida. 

o Que solo requiera de una dosis única para conferir protección. 

o Que proporciones una protección estimulada dentro de las 2 semanas de administración. 

o Que su administración sin una aguja y jeringa; que sea oral, nasal, transcutánea o con un dispositivo 

libre de inyección de aguja. 

o Que se administre en combinación con (en la misma fórmula) con otras vacunas. 

o Que se puedan fabricar en gran escala y con un control de calidad, por relativamente sencillo y de 

procesos económicos. 

o Que su producción en la formulación sea resistente a altas y bajas temperaturas y por lo tanto, libre de 

estrictos requisitos de almacenamiento.       

CUADRO. 10 Características de una Vacuna Ideal (Levine et. al., 2004). 



      1.2 JUSTIFICACIÓN. 

Brucella ovis es el agente causal de la epididimitis contagiosa del carnero, es una enfermedad 

infecciosa de distribución mundial que causa un decremento en la fertilidad y finalmente causándole 

esterilidad del carnero con severas pérdidas económicas. 

  

El empleo de inmunógenos contra Brucella ovis y el desarrollo de nuevas vacunas, ha tomado 

gran relevancia en cuanto a las campañas de erradicación y control de la enfermedad. 

 

El empleo de diversos antígenos, entre los que se encuentran las vesículas de membrana externa 

(MVs) compuesto principalmente de Omp31 y LPS-R junto con la combinación de adyuvantes 

adecuados (quitosán y etil-2-cianoacrilato) que potencializen la respuesta inmune celular, induciendo 

citocinas Th1 y logren una adecuada protección del ganado ovino, sin que existan los inconvenientes de 

las cepas lisas de Brucella, empleadas en el pasado como inmunógenos.  

 

 

1.3 HIPÓTESIS. 

Si se inmuniza a un grupo de ratones Balb-c con vesículas de membrana  externa junto con la 

combinación de adyuvantes (quitosán y etil-2-cianoacrilato) se incrementará la respuesta inmune 

celular  y humoral, para la protección contra Brucella ovis.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



2.0 OBJETIVOS. 

 

2.1 OBJETIVO GENERAL: 

Desarrollar nuevos adyuvantes como sistemas de liberación para vacunas mediante un sistema 

nanoparticulado utilizando microvesículas de Brucella ovis para el estudio de la respuesta immune 

celular en el modelo murino.  

 

2.2 OBJETIVOS PARTICULARES:  

 

1. Obtener microvesículas de membrana externa de Brucella ovis mediante el método de Sarcosyl 

determinando su perfil electroforético en PAGE-SDS. 

 

2. Obtener un sistema nanoparticulado conteniendo microvesículas de membrana externa  de 

Brucella ovis mediante la técnica de ión-gelación utilizando el polímero quitosán.  

 

3. Obtener un sistema nanoparticulado conteniendo microvesículas de membrana externa de 

Brucella ovis mediante la técnica de polimerización utilizando el polímero etil-2-cianoacrilato.  

 

4. Determinar la eficacia del proceso de encapsulación y morfología de los sistemas 

nanoparticulados preparados con proporciones de los polímeros.  

 

5. Realizar la inmunización y preparación del cultivo celular a partir de células de bazo utilizando 

ratones de la cepa Balb/C.  

 

6. Evaluar la respuesta inmune celular mediante la técnica de ELISA-DUOSET de los sistemas 

nanoparticulados en el modelo murino y determinar el posible uso de los polímeros como 

adyuvantes del inmunógeno.  

                

 

 

 

 



3.0 MATERIAL Y MÉTODOS. 

Microorganismo: Brucella ovis cepa Reo 198, una cepa de crecimiento independiente de CO2, 

proporcionada por el Instituto Nacional de Investigaciones Forestales Agropecuarias-SAGARPA: 

Carretera México-Toluca Km 15.5, Cuajimalpa, México, D.F  Código postal 05110.    

 

3.1 Obtención de vesículas de membrana externa de Brucella ovis. 

a) Cepa: Se empleó la cepa de Brucella ovis REO198, la cual se mantuvo y desarrolló para la 

obtención de microvesículas en agar sangre (DIFCO) durante 40 horas a 37°C.    
 

b) Microvesículas: Las bacterias se cosecharon de las placas de agar sangre a 50 ml de caldo soya-

tripticasa y se mantuvieron en agitación 24 horas a 37°C. Después los 50 ml de caldo se transvasaron a 450 

ml del mismo caldo para un volumen final de 500ml, el cual se mantuvo en agitación por 24 horas a 37°C. 

Posteriormente se centrifugó todo el volumen a 10,000 X g por 15 minutos. Se desechó la pastilla y se 

recolectó el sobrenadante. El sobrenadante se filtró a vacío con filtros de 0.22 µm. Después se 

ultracentrifugó a 150,000 X g por una hora a 4°C. Se desechó el sobrenadante y se conservó la pastilla en la 

cual están contenidas las microvesículas. Se resuspendió la pastilla con el mínimo volumen posible de agua 

desionizada. Se guardó en congelación hasta su uso.  

 

3.2 Determinación de proteínas de Vesículas de Membrana Externa por el Método de Bradford. 

Se empleó el Método de Bradford para conocer la concentración de las proteínas de las vesículas de 

Membrana Externa (Bradford, 1976).  

• Se preparó una Curva de Calibración de Albúmina utilizando los reactivos en las cantidades que se 

incluyen a continuación: 

Tubo Blanco 1 2 3 4 5 6 Sol. 

Problema

Std. BSA  

0.01% 

******* 10 20 40 60 80 100 ******* 

Muestra ******* ******* ******* ******* ******* ****** ****** 100 

H2O 

destilada 

100 90 80 60 40 20 ******* ******* 

Reactivo 

Bradford 

1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 

Nota: Todas las cantidades están referidas en  µl 



• A continuación los tubos se dejaron en reposo durante 10 min. a temperatura ambiente y se midió 

su absorbancia a 595nm. 

 

La unión del colorante a la proteína es un proceso muy rápido, aproximadamente 2min y el complejo colorante-

proteína permanece estable en solución por un tiempo relativamente largo, aproximadamente 60min.   

 

3.3 Electroforesis en Gel de Poliacrilamida de las proteínas de Vesículas de Membrana Externa. 

Se empleó el Método Estándar de Laemmli para la separación de proteínas de Vesículas de Membrana 

Externa por tipo SDS-PAGE (Laemmli, 1970). 

 

a) Preparación del Gel: 

 Para la preparación de los Geles se calculó el volumen de la Cámara  Bio-Rad y basándose en el volumen (ml 

o cm3) se utilizaron las siguientes: 

 
Reactivo 

Gel 
Concentrador 

[5%] 

Gel 
Separador 

[10%]  
BAG 0.490 1.140 
H2O 1.810 1.410 

Tris 6.8/8.8 0.620 0.860 
SDS 10% 0.052 0.070 

PSA 0.023 0.019 
TEMED 0.007 0.002 
Volumen 

Total 
3.002ml 3.501ml 

 

 Adicionar la mezcla del Gel Separador al  10% en la Cámara de Electroforesis aproximadamente 2cm del 

borde superior y posteriormente adicionar un pequeño volumen de Alcohol Isopropílico, evita el contacto con 

el Aire y además ayuda a que el gel no tenga bordes irregulares, una vez  que gelifique la mezcla, se elimina el 

Alcohol Isopropílico.   

 
 Adicionar la mezcla del Gel Concentrador al 8% en la Cámara de Electroforesis sobre el Gel Separador, 

posteriormente se colocara  la Peineta para formar los Pozos y esperar a que Gelifique el Gel Concentrador 

para extraer la Peineta. 

 
 
 
 
 



b) Tratamiento de la Muestra: 

  Se prepara la Muestra y los Marcadores PM, siguiendo los pasos  siguientes: 

Tubo Muestra  
(µL) 

Regulador 
Muestra (µL) 

1 50 50 
2 10 µl de Marcador PM 

 

 Los tubos se ponen a hervir durante 5min. Se llena la Cámara de Electroforesis con la  Solución de 

Corrimiento, cuidando que el  Gel este completamente cubierto con la  solución.     

 

 

 

 

 

 

 

 

 

REGULADOR DE CORRIMIENTO 
(Tris 25mM, Glicina 192mM, SDS 0.1%)  pH=8.3 

 
 Trizma-Base ..................................... 3.02gr 
 Glicina  ............................................. 14.4gr 
 SDS al 10%   ................................... 10ml 
 H2O  bidestilada  ............................. 1000ml 

No se debe de ajustar el pH. El regulador del 
tanque inferior puede reutilizarse 4-5 veces. El 
regulador del tanque superior debe desecharse 
cada vez. 

 Se agrega 10 µl del Marcador de Pesos Moleculares en un extremo del Gel (Lado Izquierdo) y posteriormente 

adicionan 20 µl  de las Muestras (Lado Derecho). 

 
c)  Corrimiento del Gel 

 Se conecta el Aparato a una Fuente de poder y se enciende, siguiendo las siguientes condiciones: 

• Voltaje de 120 Volts (Tiempo de 1hrs. Aproximado) 

 

 Transcurrido este tiempo, se desconecta la Fuente de poder y se desmonta el Aparato, se extrae el Gel cuidando 

de hacer una marca en la parte superior y recordando de qué lado se realizo. 

 

d) Tinción  con Azul de Coomasie 

Al  Gel extraído se le realiza la tinción con Azul de Coomasie  que contenga 20ml del Colorante y dejar reposar 

24hrs. Esto es para que se haga evidente las Bandas de Separación de las Muestras, esta tinción sirve para teñir 

proteínas a concentraciones altas o normales.  

 

 



 
COLORANTE DE TRABAJO PARA 
TINCION DE PROTEINAS (AZUL DE 
COOMASIE 0.125%) 

 Solución Madre AC R250 ............. 62.5ml 
 Metanol Absoluto .......................... 250ml 
 Ácido acético glacial  ....................  50 ml 

H2O bidestilada   .................................. 500ml 

 

 

 

 

 

 

e) Destinción del Gel 

Una vez transcurrido el tiempo de la Tinción,  retirar el colorante y adicionar 20ml de Decolorante I, agitar cuantas 

veces sea necesario, hasta que el Gel se observe transparente y se observe la aparición de las Bandas. 

Posteriormente adicionar  20ml de  Decolorante II  para rehidratar el Gel. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
DECOLORANTE I 

 Metanol Absoluto ......................... 0.5ml 
 Ácido acético glacial  ................... 100ml 

H2O bidestilada   .................................. 1000ml 
 

12. DECOLORANTE II 
 Ácido acético glacial ................... 7.0ml 

H2O bidestilada  ................................. 100ml 

 

 Retirar el Decolorante II del Gel y adicionar 20ml H2O destilada para preservar el Gel y posteriormente medir 

cada una de las Bandas obtenidas mediante un Vernier. 

 

3.4 Formación de un sistema nanoparticulado con inmunógeno de Brucella ovis mediante la 

técnica de ión-gelación utilizando el polímero quitosán.  

El sistema nanoparticulado de quitosán fue proporcionado por el Laboratorio de Biotecnología. 

Coordinación de Estudios de Posgrado. Facultad de Estudios Superiores Cuautitlán. Campo 1, para 

posteriormente integrarlo con las microvesículas de Brucella ovis. 

 

 

 

 

 



3.5 Formación de un sistema nanoparticulado con inmunógeno de Brucella ovis mediante la 

técnica de polimerización continua utilizando el polímero etil-2-cianoacrilato.  
 

a) Preparación del sistema nanoparticulado encapsulando inmunógeno de Brucella ovis.- En 10 

ml de medio conteniendo las microvesículas de Brucella ovis se agregó una proporción de 5% de 

tensoactivo PLURONIC F-68 (SIGMA). Este se mantuvo 2 horas para una humectación total a 

temperatura ambiente. Se homogeneizó cuidando que la agitación no generara espuma. Se tomó una 

muestra de 300µl que se utilizó para calcular la eficiencia de encapsulación. Después se agregó 50 µl 

del polímero etil-2-cianoacrilato (SIGMA) gota a gota cuidando que cayera directamente en el medio 

sin tocar propela o vaso. Se homogeneizó 20 minutos con agitación leve cuidando no generar espuma 

ni corriente turbulenta (Díaz et. al., 2005).   

   

b) Preparación del sistema nanoparticulado con inmunógeno de Brucella ovis adherido 

exteriormente.- En 9 ml de medio se agregó una proporción de 5% de tensoactivo PLURONIC F-68 

(SIGMA). Este se mantuvo 2 horas para una humectación total a temperatura ambiente. Se 

homogeneizó cuidando que la agitación no generara espuma. Después se agregó 50 µl del polímero 

etil-2-cianoacrilato (SIGMA) gota a gota cuidando que cayera directamente en el medio sin tocar 

propela o vaso. Se homogeneizó 20 minutos con agitación leve cuidando no generar espuma ni 

corriente turbulenta. Por ultimo se agregó 1 ml  de suspensión de microvesículas de Brucella ovis para 

un volumen final de 10ml. Se homogeneizó otros 20 minutos con agitación leve-moderada (Díaz et. al., 

2005). 

 

c) Evaluación de la eficacia de encapsulación de inmunógeno de Brucella ovis en el sistema 

nanoparticulado.- El sistema nanoparticulado con inmunógeno de Brucella ovis encapsulado se 

centrifugó a 10,000 X g por una hora. Se desechó la pastilla y se recolectó el sobrenadante. Con esto 

nos aseguramos de separar las nanopartículas con el inmunógeno encapsulado, de las microvesículas de 

Brucella ovis que permanecieron en el sobrenadante y que no fueron encapsuladas, ya que estas a 

velocidades de centrifugación tan bajas no son capaces de sedimentarse. Se realizó la cuantificación de 

proteínas mediante el método de Bradford (Bradford, 1976) a las muestras que se tomaron antes de 

encapsular (inciso a) y a las muestras que se tomaron después de haber centrifugado y separado el 

paquete nanoparticulado. Se realizó el cálculo de % de proteína encapsulada y el cálculo de µg de 

proteína encapsulada por 100µl de polímero utilizado mediante la diferencia de concentraciones entre 

ambas muestras. 



3.6 Evaluación de la eficacia del proceso de encapsulación y morfología de los sistemas 

nanoparticulados preparados con los polímeros.  

Se determinó la estabilidad y tamaño de partícula de los sistemas nanoparticulados mediante el aparato 

ZetaSizer® o por técnicas de Microscopia Electrónica de Barrido.  
 

a) Microscopía Electrónica de Barrido.- Se tomaron muestras de los sistemas nanoparticulados 

conteniendo microvesículas de Brucella ovis de los polímeros quitosán y etil-2-cianoacrilato. Si las 

muestras se encuentran muy concentradas se debe efectuar una dilución 1/50 - 1/100. Posteriormente se 

les fijó con gluteraldehído al 3% durante dos horas. Se aplicó una gota a través de un filtro millipore de 

0.1µm. Posteriormente se dejaron secar a temperatura ambiente por 24 horas bien cubiertas para evitar 

contaminación por polvo o partículas del medio ambiente. Después se cubrieron con una capa de oro 

para su observación en el microscopio electrónico de barrido JEOL JSM-25SII (González et. al., 2003).  
 

b) Determinación del tamaño de partícula por medio del aparato Zetasizer®.- Se tomaron 

muestras de los sistemas nanoparticulados de los polímeros quitosán y etil-2-cianoacrilato y de las 

microvesículas de Brucella ovis. Si las muestras se encuentran muy concentradas se debe realizar 

diluciones. Se evaluó el tamaño de partícula por medio del aparato Zetasizer®.  

 

3.7 Inmunización y preparación del cultivo celular de células de bazo utilizando ratones de la 

cepa Balb/C.  
 

a) Protocolo de inmunización y sangrado.- Se inmunizaron 4 grupos con 5 ratones c/u de la cepa Balb/C, 

hembras de 4 a 8 semanas de edad, los grupos se constituyeron de la manera siguiente: 1) con solución 

salina fisiológica, 2) microvesículas de Brucella ovis, 3) sistema nanoparticulado de quitosán y el 4) sistema 

nanoparticulado de quitosán conteniendo microvesículas de Brucella ovis adheridas exteriormente, todos 

fueron inoculados por vía intramuscular. Se inmunizaron otros 5 lotes con 5 ratones c/u de la cepa Balb/C, 

pero ahora con las muestras del polímero etil-2-cianoacrilato, los grupos se constituyeron de la manera 

siguiente: 1) con solución salina fisiológica, 2) microvesículas de Brucella ovis, 3) sistema nanoparticulado 

de etil-2-cianoacrilato, 4) sistema nanoparticulado de etil-2-cianoacrilato conteniendo microvesículas de 

Brucella ovis adheridas exteriormente y 5) sistema nanoparticulado de etil-2-cianoacrilato conteniendo 

microvesículas de Brucella ovis encapsuladas. La dosis única fue de 0.25 ml. Se sangraron los ratones a 

partir de la vena plexo retro orbital del ojo. Los lotes de ratones se conservaron durante 15 días con dieta 

normal para realizar después el sacrificio y posteriormente el cultivo celular. 

 



b) Preparación del cultivo primario de células de ratón Balb/c.- La preparación de linfocitos se 

llevó a cabo de la siguiente manera: se disecaron los bazos de los ratones singénicos (de la cepa Balb/c) 

para la obtención de células presentadoras de antígeno (CPA), todo el procedimiento se llevó a cabo 

bajo condiciones de esterilidad en campanas de flujo laminar. Los bazos se lavaron por lo menos 3 

veces con solución balanceada de Hanks (HBSS), posteriormente se colocaron en una caja de petri que 

contenía 5 ml de medio RPMI 1640 (Gibco) con 100 U/ml de penicilina, 100 µg/ml de estreptomicina 

(Gibco), y con un pedazo de gasa, los bazos se envolvieron totalmente, la cual sirvió como tamiz para 

retener los restos de tejido. Los bazos se maceraron cuidadosamente con el émbolo de una jeringa 

estéril con el fin de disgregarlos; la suspensión celular se colocó en un tubo cónico estéril de 15 ml y se 

le agregó 5 ml de medio RPMI con antibióticos; se dejaron 5 minutos en reposo para que sedimenten 

los restos de tejidos, posteriormente se pasaron a otro tubo cónico teniendo en cuenta no tomar el 

sedimento y escurriendo la suspensión de células por las paredes del tubo para no maltratarlas, se 

centrifugó 10 minutos a 400 x g a temperatura ambiente; se decantó el sobrenadante y el botón celular 

se resuspendió con 1 ml de Cloruro de amonio 0.17 M (NH4Cl) por cada bazo, durante 5 minutos a 4°C 

para lisar los eritrocitos. Se centrifugó nuevamente y el botón celular se resuspendió en medio RPMI 

con antibióticos y se hicieron dos lavados más, después del último lavado el botón se resuspendió en 

medio RPMI con antibióticos. Se debe estandarizar el número de linfocitos por pozo a una 

concentración de 6.5X106 linfocitos/ml. 

 

c) Inoculación del cultivo primario de células del bazo de ratón Balb/c: Cada pozo de la placa de 

cultivo celular se inoculó con 10 µl de microvesículas y la placa se incubó a 37°C con 5% CO2. Un 

control positivo se incubó con concanavalina A. Los sobrenadantes se colectaron a las 24, 48, 72, 96, 

120 y 144 horas post-inoculación y se congelaron hasta su uso.                

 

3.8 Cuantificación de IL-2, IL-4 e IFN-γ por el Sistema ELISA Duo Set® para cada sistema 

nanoparticulado. 

Para la medición de citocinas se empleó los estuches comerciales (DUOSET Mouse IFN-γ, DUOSET 

Mouse IL-2, DUOSET Mouse IL-4) de ELISA Development System (R&D System) y a continuación 

se describe brevemente la técnica ya establecida: 
 

 

 

 

 



a) Preparación de la placa. 

1. Diluya el anticuerpo de captura a la concentración de trabajo en PBS sin proteína acarreadora. 

Inmediatamente cubra una placa de 96 pozos con 100µl por pozo del anticuerpo de captura 

diluido. Selle la placa e incube toda la noche a temperatura ambiente.  

 

2. Aspire cada pozo y lave con buffer de lavado, repitiendo el proceso 2 veces para un total de 3 

lavados. Lave llenando cada pozo con buffer de lavado (400µl). La remoción completa de 

líquido para cada paso es esencial para buenos resultados. Después del último lavado, remueva 

el buffer de lavado que queda aspirando o por inversión de la placa y secando con una toalla de 

papel limpia.  

 

3. Bloquee las placas añadiendo 300 µl de buffer bloqueador a cada pozo. Incubar a temperatura 

ambiente por un mínimo de 1 hora.    

 

4. Repita la aspiración / lavado como el paso 2. Las placas ahora están listas para la adición de las 

muestras. Alternadamente, el buffer bloqueador puede ser aspirado después del paso 3 y las 

placas pueden ser secadas bajo vacío. Cuando se sella, las placas pueden ser almacenadas de 2-

8°C por lo menos 2 meses. 

 

b) Procedimiento del ensayo.   

1. Añada 100 µl de muestra o Standard en reagente diluente, o en un diluente apropiado. Cubra 

con una tira adhesiva e incube 2 horas a temperatura ambiente.  

 

2. Repita la aspiración / lavado como en el paso 2 de la preparación de la placa.  

 

3. Añada 100 µl del anticuerpo de detección, diluido con agente diluyente a cada pozo. Cubra con 

nueva cinta adhesiva e incube 2 horas a temperatura ambiente.   

 

4. Repita la aspiración / lavado como en el paso 2 de la preparación de la placa.  

 

 

 



5. Añada 100 µl de la dilución de trabajo de Streptavidin–HRP a cada pozo. Cubra la placa e 

incube por 20 minutos a temperatura ambiente. Evite poner la placa en la luz directa.  

 

6. Repita la aspiración / lavado como en el paso 2 de la preparación de la placa.  

 

7. Añada 100 µl de la solución de sustrato a cada pozo. Incubar por 20 minutos a temperatura 

ambiente. Evite poner la placa en la luz directa. 

 

8. Añada 50 µl de la solución stop a cada pozo. Cuidadosamente golpee la placa para asegurar una 

mezcla minuciosa. 

 

9. Determine la densidad óptica de cada pozo inmediatamente, usando un lector micro placa a 450 

nm. Si la longitud de onda está disponible, lea a 540nm o 570nm. Si la corrección de la longitud 

de onda no está disponible, reste lecturas a 540nm o 570 nm de las lecturas a 450 nm. Esta resta 

corregirá imperfecciones ópticas en la placa. Las lecturas hechas directamente a 540nm sin 

corrección pueden ser altas y menos precisas.   

 

 

4.0 RESULTADOS. 

 

4.1 Determinación de la Concentración de la Curva Estándar de Interlucinas (IL-2, IL4, INF-γ) 

de los Adyuvantes (Quitosán y Etil-2-Cianoacrilato).  

En todos los casos se realizó una curva patrón de cada estándar de citocinas (IL-2, IL4, INF-γ), 

para después extrapolar los resultados. Los datos obtenidos pueden linearizarse usando papel log-log y 

el análisis de regresión puede ser aplicado por la transformación log o la regresión  por computadora 

mediante Microsoft Office Excel 2007 puede ser aplicada.  

 

Se determinaron  las concentraciones de IL-2, IL-4 e IFN-γ de cada muestra, primero se 

encontraron los valores de absorbancia en el eje de las Y y se extrapolaron en el eje de las X. Si las 

concentraciones son diluidas, se debe multiplicar por el factor de dilución. Como se muestran a 

continuación: Gráfica.1, Gráfica.2 y Tabla. 1. 

 
 



  
 
 

INF - γ 

 Quitosán Etil-2-Cianoacrilato 

CONCENTRACIÓN [pg/ml]  DENSIDAD ÓPTICA 

2000 0.007 0.0007 

1000 0.013 0.0019 

500 0.027 0.0053 

250 0.045 0.015 

125 0.102 0.035 

62.5 0.214 0.107 

31.2 0.544 0.280 
COEFICIENTE CORRELACION LINEAL r = 0.98 r = 0.99 

IL – 2 
 Quitosán Etil-2-Cianoacrilato 

CONCENTRACIÓN [pg/ml]  DENSIDAD ÓPTICA 

980 0.002 0.001 

490 0.005 0.003 

245 0.011 0.008 

122.5 0.027 0.021 

61.25 0.075 0.087 

30.62 0.313 0.203 

15.31 0.713 0.522 
COEFICIENTE CORRELACION LINEAL r = 0.99 r = 0.99 

IL – 4 
 Quitosán Etil-2-Cianoacrilato 

CONCENTRACIÓN [pg/ml]  DENSIDAD ÓPTICA 

990 0.0002 0.0002 

495 0.0006 0.0006 

247.5 0.002 0.002 

123.7 0.007 0.007 

61.87 0.018 0.018 

30.93 0.073 0.073 

15.46 0.180 0.180 
COEFICIENTE CORRELACION LINEAL r = 0.99 r = 0.99 

TABLA. 1 Concentración de la Curva Estándar de Interlucinas (IL-2, IL-4, INF-γ) de los Adyuvantes. 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

GRÁFICA. 1 Curva Estándar de Interlucinas (IL-2, IL-4, INF-γ) del Quitosán. 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

GRÁFICA. 2 Curva Estándar de Interlucinas (IL-2, IL-4, INF-γ) del Etil-2-Cianoacrilato. 

 

 



4.2 Evaluación de las  Vesículas de Membrana Externa (MVs) de Brucella ovis.  

Para determinar el perfil proteico de MVs de Brucella ovis se realizó la Cuantificación de 

Proteínas por el Método de Bradford [Gráfica. 3]. Para corroborar la presencia y los Pesos Moleculares 

correspondientes y compararlos con los reportados en la literatura (Cloeckaert, et al., 2002) se realizó 

Electroforesis SDS-PAGE al 12% y su posterior Tinción con Azul de Coomasie [Figura. 4]. 

Específicamente en los “Carriles 2,  3 y 4” se observan el patrón de proteínas de las MVs en donde puede 

notarse la presencia de Proteínas de Membrana Externa (OMP) del Grupo 3 (OMP de 25-27KDa, OMP 

de 31-34KDa),  OMP del Grupo 2 (OMP de 36-38KDa), y OMP del Grupo 1 (OMP de 88-94KDa). La 

concentración de proteína presente en la muestra fue de 107.13µg/ml y 66.28µg/ml respectivamente, a 

partir de ellas se elaboró el inmunógeno que se evaluó en el Modelo Murino [Tabla. 2] . 
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GRÁFICA. 3 Cuantificación de Proteínas por el Método de Bradford 
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FIGURA. 4 Electroforesis SDS-PAGE al 12% de Vesículas de Membrana Externa (MVs) de Brucella 

ovis. Las flechas indican los Marcadores de Peso Molecular (     ) y las OMP (         ). 

 

 

Nanopartículas 
 

Colocación del 
Antígeno (MVs) 

 
Dilución 

 
Concentración 
Final [µg/ml] 

Quitosán 
[107.13µg/ml] 

 

 
Exteriores 

 

1ml de vesículas / 1ml de Nanopartículas de 
Quitosán 

53.56 
 

Exteriores 
 

1ml de vesículas / 10 ml de Nanopartículas de 
Etilcianoacrilato 

10.71 
 

Etilcianoacrilato 
[66.28µg/ml] 

 
 
 Interiores 1ml de vesículas / 5ml de Nanopartículas de 

Etilcianoacrilato 
17.34 

 

Tabla. 2 Concentración de proteína (MVs) contenida en las diferentes Nanopartículas evaluadas 

mediante el Modelo Murino.    

 

 



4.3 Determinación del Tamaño de Partícula y Morfología: a) Del Antígeno “Vesículas de 

Membrana Externa de Brucella ovis”  b) De los Adyuvantes “Quitosán y Etil-2-Cianoacrilato”   

c) Del Inmunógeno “MVs-Quitosán y MVs-Etil-2-Cianoacrilato”.   

Las características Físico-Químicas de las partículas (Antígeno, Adyuvantes e Inmunógenos) 

son descritos en la Tabla. 3. La determinación de este estudio se realizó por Microscopía Electrónica 

[Figura. 5], las partículas resultaron ser de morfología esférica y con tamaños de media similares como 

aquellos obtenidos por el Aparato Zetasizer®. Las partículas de MVs (350 ηm) resultaron ser de  

tamaños parecidos a las partículas de Quitosán (700 ηm) y de partículas de Etil-2-Cianoacrilato (431 

ηm).   La eficiencia de encapsulación de las partículas interiores de MVs-Etil-2-Cianoacrilatos fue del 

42% (µg/ml de MVs-Etil-2-Cianoacrilatos). Por otra parte, la adhesión de las partículas de MVs a las 

partículas de Quitosán (partículas exteriores MVs-Quitosán) y Etil-2-Cianoacrilato (partículas 

exteriores MVs-Etil-2-Cianoacrilato) se realizó por medio de cargas electrostáticas de ambas partículas. 

 

Nanopartículas pH del Medio 
Tamaño (ηm) por el 

Aparato Zetasizer® 

% Eficiencia de 

Encapsulación 

MVs 6.65 350 NPD 

Quitosán 5.50 700 NPD 

Quitosán-MVs 

[Exterior] 
6.10 NPD NPD 

Etil-2-Cianoacrilato 6.82 431 NPD 

Etil-2-Cianoacrilato 

[Interiores] 
6.56 ND 42 

Etil-2-Cianoacrilato 

[Exteriores] 
ND NPD NPD 

TABLA. 3 Propiedades Físico-Químicas de las partículas determinadas (Antígeno, Adyuvante, 

Inmunógeno). 
 

Nota: 100 µl de polímero etil-2-cianoacrilato (SIGMA) encapsulan 910 µg de proteína para las nanopartículas interiores de  

MVs-Etil-2-Cianoacrilatos. 

 

ND   = No se Determinó.  

NPD =  No se Puede Determinar. 
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10000x, 500 nm      10000x, 500 nm 

a) ETILCIANOACRILATO-MVs Int       d) ETILCIANOACRILATO-M
FIGURA. 5 Microscopía Electrónica de Barrido de las partículas.  
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a) MVs (Vesículas de B. ovis conglomeradas en forma de malla, donde se puede observar s
ovalada) b) Quitosán-MVs Exterior (Se puede observar en la parte central una solitaria vesícu
ovis de un tamaño aproximado a 1µm posada sobre restos del polímero quitosán, que fo
mancha oscura) c) Etilcianoacrilato-MVs Interior (Nanopartículas interiores de etilcianoacrila
tamaño aprox. a 500 nm sobre el campo) d) Etilcianoacrilato-MVs Exterior (Se puede observ
parte central nanopartículas de etilcianoacrilato de tamaño aproximado a 500 nm de color blan
junto con un cúmulo de vesículas de B.ovis en la parte inferior).    
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4.4 Perfil de Citocinas producidas por las Partículas (Antígeno, Adyuvantes e Inmunógeno

ratones inmunizados por Vía Intramuscular.    

Todas las bacterias patógenas para el hombre y animales en cierto grado poseen es

antigénicas que activan el “Sistema Inmune” generando respuesta ante el estimulo antigénico, lo

permitido conocer los mecanismos de defensa que se activan al ingresar al organismo. Al ev

concentración de la cantidad de producción de interlucinas por células derivadas del bazo de ratón  (L

T) en cultivo celular, que previamente fueron sensibilizados (MVs, Quitosán, Etil-2-Cianoacrilat

Quitosán, MVs-Etil-2-Cianoacrilato), el comportamiento de las concentraciones de interlucinas pres

los sobrenadantes recolectados a las 24, 48, 72, 96, 120 y 144 horas se muestran en las Tabla. 4 y Tab

INF - γ 

 Quitosán  Quitosán-MVs Ext. MVs 

HORAS  CONCENTRACIÓN [ pg / ml ] 

24 62.50 34.72 141.2 

48 64.81 104.1 46.29 

72 43.98 25.46 78.70 

96 111.1 90.27 97.22 

IL – 2 
 Quitosán Quitosán-MVs Ext. MVs 

HORAS CONCENTRACIÓN [ pg / ml ] 

24 ---------- ---------- 29.29 

48 ---------- 7.98 77.22 

72 15.9 6.54 31.95 

96 5.32 5.32 ---------- 

120 ---------- ---------- ---------- 

IL – 4 

 Quitosán Quitosán-MVs Ext. MVs 

HORAS CONCENTRACIÓN [ pg / ml ] 

24 100.19 20.50 --------- 

48 ---------- 87.78 --------- 

72 ---------- 72.86 ---------- 

96 ---------- 105.7 92.13 

120 --------- 100.1 --------- 

TABLA. 4 Concentración de Interlucinas obtenidas del sobrenadante de células de bazo de r

Balb/c estimuladas con MVs,  nanopartículas de Quitosán y Quitosán-MVs exteriores. 
s) en 
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INF - γ 

 Etil-2-Cianoacrilato MVs Etil-2-Cianoacrilato-MVs Int. Etil-2-Cianoacrilato-MVs Ext. 

HORAS CONCENTRACIÓN [ pg / ml ]   

24 65.25 ---------- 178.3 ---------- 

48 156.2 303.7 132.9 83.87 

72 94.52 214.7 ---------- 90.20 

96 ---------- 144.7 ---------- 93.43 

120 ---------- 65.25 ---------- 119.9 

144 ---------- 244.1 --------- 234.2 

IL - 2 
 Etil-2-Cianoacrilato MVs Etil-2-Cianoacrilato-MVs Int. Etil-2-Cianoacrilato-MVs Ext. 

HORAS CONCENTRACIÓN [ pg / ml ] 

24 120.9 206.7 214.2 ---------- 

48 160.0 222.8 253.4 48.74 

72 199.0 188.6 222.8 70.68 

96 137.0 80.67 200.3 56.87 

120 49.30 137.0 201.6 56.87 

144 138.6 248.8 72.24 ---------- 

IL - 4 
 Etil-2-Cianoacrilato MVs Etil-2-Cianoacrilato-MVs Int. Etil-2-Cianoacrilato-MVs Ext. 

HORAS CONCENTRACIÓN [ pg / ml ] 

24 ---------- 105.6 ---------- ---------- 

48 39.43 ---------- ---------- 77.26 

72 60.28 ---------- ---------- ---------- 

96 ---------- ---------- ---------- ---------- 

120 ---------- ---------- ---------- ---------- 

144 ---------- ---------- ----------  

TABLA. 5 Concentración de Interlucinas obtenidas del sobrenadante de células de bazo de ratón 

Balb/c estimuladas con  MVs, nanopartículas de Etil-2-Cianoacrilato y Etil-2-Cianoacrilato-MVs 

(interiores y exteriores). 

  

 

 

 

 



4.4.1 EMPLEO  DE QUITOSÁN COMO ADYUVANTE. 

 

4.4.1.1 Vesículas de Membrana Externa (MVs). 

Las  Nanopartículas de MVs inducen una fuerte y rápida respuesta de INF-γ a las 24 hrs, existe 

una ligera disminución a las 48 hrs, sin embargo, se mantiene estable la respuesta hasta las 120 hrs 

[Gráfica. 4A]. En el caso de IL-2 muestra concentraciones bajas a las 24 hrs, obteniendo su máxima 

concentración a las 48 hrs, disminuyendo drásticamente la respuesta a las 72 hrs y su desaparición 

posterior a las 96 hrs [Gráfica. 4B]. Se observó una respuesta de IL-4 la cual  se presentó a las 96 hrs 

durante todo el muestreo [Gráfica. 4C]. 

 

4.4.1.2 Nanopartículas de Quitosán. 

Las Nanopartículas de Quitosán inducen una pobre respuesta de INF-γ a las 24 hrs, 

manteniéndose estable hasta las 72 hrs, posteriormente se incrementó gradualmente a las 96 hrs, 

obteniendo su máximo nivel a las 120 horas [Gráfica. 4A]. Se observó una pobre respuesta de IL-2 

iniciando a las 72 hrs y manteniéndose constante hasta las 96 hrs [Gráfica. 4B]. En el caso de IL-4 

muestra concentraciones altas a las 24 hrs y su desaparición posterior [Gráfica. 4C].  

 

4.4.1.3 Nanopartículas de Quitosán con MVs exteriores. 

Las Nanopartículas de MVs-Quitosán inducen una pobre respuesta de INF-γ a las 24 hrs, 

obteniendo su máxima concentración a las 48 hrs, disminuyendo drásticamente la respuesta a las 72 hrs 

e incrementando de nuevo la respuesta a las 96 hrs y posteriormente su disminución de la respuesta a 

las 120 hrs [Gráfica. 4A]. Se observó una pobre respuesta de IL-2 la cual inicio a las 48 hrs y 

permaneció constante a concentraciones bajas hasta las 96 hrs [Gráfica. 4B]. En el caso de IL-4 

muestra concentraciones bajas a las 24 hrs e incrementado considerablemente las concentraciones a las 

48 horas y posteriormente manteniéndose constante hasta las 120 hrs [Gráfica. 4C].     

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

GRÁFICA. 4 Inducción de [A] INF-γ, [B] IL-2 e [C] IL-4 en células de bazo de ratón Balb/c 

estimuladas con MVs, nanopartículas de Quitosán y Quitosán-MVs exteriores. 

 



4.4.2 EMPLEO DE ETIL-2-CIANOACRILATO COMO ADYUVANTE. 

 

4.4.2.1 Vesículas de Membrana Externa (MVs). 

Las Nanopartículas de MVs inducen una fuerte y rápida respuesta de INF-γ a las 48 horas 

alcanzando su máximo nivel, posteriormente sufre un decremento gradual hasta las 120 hrs e 

incrementando considerable las concentraciones a las 144 hrs [Gráfica. 5A]. Sin embargo, IL-2 

muestra excelentes concentraciones iniciando a las 24 hrs, manteniéndose constante hasta las 72 hrs y 

posteriormente  sufre una disminución drástica a las 96 hrs e incrementado gradualmente a las 120 hrs, 

obteniéndose el máximo nivel a las 144 hrs [Gráfica. 5B]. Se observó una buena respuesta de IL-4 la 

cual solo se presentó a las 24 hrs durante todo el muestreo [Gráfica. 5C]. 

 

4.4.2.2 Nanopartículas de Etil-2-Cianoacrilato. 

Las Nanopartículas de Etil-2-Cianoacrilato inducen una buena respuesta de INF-γ a las 24 horas, 

alcanzando su máximo nivel a las 48 hrs y un decremento significativo a las 72 hrs [Gráfica. 5A]. En el caso 

de IL-2 muestra excelentes concentraciones iniciando a las 24 hrs, manteniéndose constante sus 

concentraciones hasta las 144 hrs [Gráfica. 5B]. Sin embargo, IL-4 muestra concentraciones buenas a las 48 

hrs e incrementando considerablemente a las 72 hrs para su posterior desaparición [Gráfica. 5C].             

 

4.4.2.3 Nanopartículas de Etil-2-Cianoacrilato con MVs interiores. 

Las Nanopartículas de MVs-Etil-2-Cianoacrilato inducen una fuerte y rápida respuesta de INF-γ 

alcanzando su máximo nivel a las 24 hrs, manteniéndose constante hasta las 48 hrs para su posterior 

desaparición [Gráfica. 5A]. Se observó excelentes concentraciones de IL-2 a las 24 hrs y se mantuvo 

constante hasta las 120 hrs, posteriormente un decremento de la concentración a las 144 hrs [Gráfica. 

5B]. No obstante, no hay inducción en la respuesta de IL-4 [Gráfica. 5C].      

 

4.4.2.4 Nanopartículas de Etil-2-Cianoacrilato con MVs exteriores. 

Las Nanopartículas de MVs-Etil-2-Cianoacrilato inducen una buena respuesta de INF-γ 

iniciando a las 48 hrs, manteniéndose constante hasta las 120 horas y alcanzando su máximo nivel a las 

144 hrs [Gráfica. 5A]. En el caso de IL-2 muestra buenas concentraciones iniciando a las 48 hrs y 

manteniéndose estable hasta las 120 hrs para su posterior desaparición [Gráfica. 5B]. Sin embargo, se 

observó una buena respuesta de IL-4 la cual solo se presentó a las 48 hrs durante todo el muestreo 

[Gráfica. 5C].    



 

               

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

          

              

 

GRÁFICA. 5 Inducción de [A] INF-γ, [B] IL-2 e [C] IL-4 en células de bazo de ratón Balb/c estimuladas 

con MVs, nanopartículas de Etil-2-Cianoacrilato y Etil-2-Cianoacrilato-MVs (interiores y exteriores). 

 



5.0 DISCUSIÓN. 

 

La brucelosis es una enfermedad infectocontagiosa de distribución mundial que afecta a especies 

animales domésticos, animales de vida silvestre y al hombre, cuyos agentes etiológicos son las bacterias del 

género Brucella (Cloeckaert et al. 2002). Brucella ovis es una bacteria intracelular que se replica 

efectivamente en bazo para producir una infección crónica y asintomática que puede ser combatida a través de 

una respuesta inmune, induciendo un perfil de citocinas TH1 en el Modelo Murino (ratones Balb-c) en 

Linfocitos T (LT) de ovinos y humanos (Jiménez et al., 1994). Por lo tanto, la activación de Linfocitos T (LT) 

que promueve niveles de IL-2 e INFγ  para la vacunación, parece ser un decisivo mecanismo mediado por 

células que proporciona resistencia a la infección por Brucella. Preferentemente en  Brucella ovis suscita la 

producción de IL-2 e INF-γ  pero no la producción de IL-4 (Murillo et al., 2002). 

 

Por lo tanto, el propósito de este estudio fue determinar la mejor formulación de nanopartículas 

de quitosán y etil-2-cianoacrilato para encapsular y presentar adecuadamente a las Vesículas de 

Membrana Externa (MVs) para inducir una respuesta inmune, en el desarrollo de una inmunidad 

protectora contra Brucella ovis.   

 

En recientes investigaciones en Brucella ovis se han tenido que encontrar el “Inmunógeno 

Ideal”, el cual produzca un alto nivel de protección, sin producir efectos indeseables. En el desarrollo 

de nuevas vacunas contra la brucelosis, se desea evitar los inconvenientes de la “Vacunas de 

microorganismos vivos atenuados” (como su baja virulencia en el Modelo de ratón y la interferencia en 

el diagnostico con pruebas serológicas) (Bowden et al., 2000). Uno de los requerimientos para diseñar 

y preparar una nueva vacuna, que resulte segura e eficiente, debe estar basado en el empleo de 

componentes subcelulares y utilizando adyuvantes adecuados. Los antígenos protectores contra esta 

enfermedad se han definido en el modelo de ratón y se han localizado en la membrana externa de otras 

especies de Brucella (Murillo et al., 2001). 

 

Los perfiles de proteínas de las Vesículas de Membrana Externa (MVs) de Brucella ovis  

obtenidos en este  estudio fueron similares a los reportados en la literatura (Salas et al., 2005). Por lo 

cual, ellos demuestran la efectividad de las MVs en cuanto a la activación de un perfil de citocinas tipo 

TH1 (Respuesta Inmune Celular in vitro) y el grado de protección obtenido (Inmunidad Protectora).  

 



Las MVs (solas) de Brucella ovis que se emplearon en este estudio mostraron una importante 

inducción de citocinas en el modelo de ratón. Se obtuvo una fuerte y rápida respuesta de INF-γ a las 48 horas 

alcanzando su máximo nivel de 303.78 pg/ml, posteriormente sufre un decremento gradual hasta las 120 hrs 

de 65.25 pg/ml e incrementando considerable las concentraciones a las 144 hrs de 244.17 pg/ml. Sin embargo, 

IL-2 muestra excelentes concentraciones de 206.74 pg/ml iniciando a las 24 hrs, manteniéndose constante 

hasta las 72 hrs de 188pg/ml  y posteriormente  sufre una disminución drástica a las 96 hrs de 80.67 pg/ml e 

incrementado gradualmente a las 120 hrs de 137.09 pg/ml, obteniéndose el máximo nivel a las 144 hrs de 

248.89 pg/ml. Este perfil de citocinas se considera una respuesta clásica de Linfocitos TH1, la cual está 

directamente involucrada en la respuesta inmune celular y en la hipersensibilidad retardada (DTH) (Salas et 

al., 2005). Posteriormente, se observó una buena respuesta de IL-4 la cual solo se presentó a las 24 hrs de 

105.61 pg/ml durante todo el muestreo, demostrando una activación de Linfocitos TH2, los cuales están 

involucrados en la respuesta inmune humoral, debido a que las Vesículas de Membrana Externa (MVs) están  

compuestas principalmente de Omp-31 y LPS-R ya que ambos producen anticuerpos anti-Omp-31 

(Cloeckaert et al., 1990) y anti-LPS-R (Murillo et al., 2002). La OMP-31 aparece como  “Antígeno 

Inmunodominante” en el curso de la infección por Brucella ovis en carneros y han resultado ser   ”Antígeno 

Protector” en el Modelo Murino desafiado con Brucella ovis (Cloeckaert et al., 1990). Además, se han 

encontrado anticuerpos circulantes contra el LPS-R durante la enfermedad y juegan un papel en la inmunidad 

dependiente de anticuerpos (Bowden et al., 1995).   

 

Con base en la capacidad de inducir una excelente producción de citocinas (INF-γ, IL-2, IL-4)  

y promover la respuesta de hipersensibilidad retardada (DTH), se considera que las MVs  de Brucella 

ovis funciona como un excelente Antígeno, por lo que se decidió combinarlo con el adyuvante 

(Quitosán ó Etil-2-Cianoacrilato) y evaluarlo en el Modelo de ratón.           

         

El Antígeno especifico (MVs) y la combinación del Adyuvante (Quitosán ó Etil-2-

Cianoacrilato) debe ser capaz de inducir preferentemente una respuesta de citocinas del tipo TH1 ó 

TH2. El subgrupo TH1, asiste en la respuesta inmune celular y la secreción de citocinas, incluyendo 

IL-2 y INF-γ que contribuye a la generación de opsoninas del isotipo IgG2a. El subgrupo  TH2, asiste 

preferentemente la respuesta inmune humoral y la secreción de citocinas incluyendo IL-4 y IL-10. La 

naturaleza de la progresión del proceso infeccioso realiza un equilibrio TH1-TH2 para su control. En la 

brucelosis, la inmunidad protectora es conferida por Anticuerpos opsonizantes (respuesta TH2) y  

Celular (respuesta TH1) (Murillo et al., 2002).       



 En los estudios de  Kreuter et al., 1976 describe el uso de nanopartículas poliméricas (50-300nm) como 

adyuvantes para la adsorción y encapsulación de vacunas (Manmohan et. al., 2007). Como un clásico inmune-

adyuvante, las nanopartículas pueden modular el tipo de respuesta inmune (TH1 y TH2) dirigida al 

acompañamiento del antígeno. Es decir, el uso de nanopartículas como adyuvantes de vacunas y de sistemas de 

liberación. Una respuesta inmune fuerte se suscita cuando un antígeno es asociado con nanopartículas en 

comparación con un antígeno soluble. Por lo tanto, estos polímeros (Quitosán y Etil-2-Cianoacrilato) juegan un 

importante papel en la determinación de la “Inmunidad Conferida” por una vacuna basada en nanopartículas. Los 

polímeros no solo afectan a la encapsulación del antígeno, sino también interactúan con macrófagos y otras células 

presentadoras de antígeno (APC), que conduzca a una presentación antigénica. En consecuencia, la promoción de 

inducción de un tipo diferente de respuesta inmune con perfiles de citocinas característicos (Murillo et al., 2002).      

 

Cabe mencionar, que el efecto de tamaño de partícula sobre la inmunogenicidad, probablemente, 

puede ser una consecuencia de mayor captación en los ganglios linfáticos y mayor captación en células 

presentadoras de antígeno (APCs) de las partículas de menor tamaño, ya que solo las partículas menores de 

5µm serán trasportadas al bazo. Debido a que las nanopartículas poseen una mayor área de superficie de 

adsorción, permitiendo un mayor radio antígeno-polímero y su posible aumento de la inmunogenicidad (la 

eficacia de partículas submicromicras de 200-500nm en comparación con partículas submicromicras de 1-

2µm) (Manmohan et. al., 2007). Nuestros resultados indican el tamaño de partículas que poseen: las 

nanopartículas de quitosán (≈700nm); las nanopartículas de etilcianoacrilato (431nm) y  por lo cual permite 

inducir una respuesta inmune especifica  detectable (inmunogenicidad), cuando se mezclan con un antígeno 

(MVs)  y se administra  por vía intramuscular (i. m) con él, mejoran la inmunogenicidad del antígeno. 

 

Las nanopartículas podrían servir para orientar a las Células Dendríticas (DCs) y de liberar 

localmente, por lo tanto, la eliminación de efectos secundarios sistémicos. Las nanopartículas de Poli (láctico-

co-glicólico) (PLG) de 511.7-533.4nm que encapsula TT (toxoide tetánico) y CpG, se utilizaron para 

inmunizar a ratones Balb/c e inducir una respuesta fuerte de linfocitos T en dosis tan bajas como 500ng. La 

inmunización con una mezcla de nanopartículas de TT y CpG ODN en solución (5µg) mostro una activación 

de linfocitos T con un índice de estimulación de 100 y niveles de INF-γ de 95.9±9.0pg/ml mientras que la 

misma dosis de CpG cuando se encapsula con TT en nanopartículas de PLG mostraron un índice de 

estimulación de 248 y niveles de 207.8±8.3pg/ml. Además de 3-5 veces mayores niveles de TNF-β e IL-2 

fueron observados con el sistema de liberación de las nanopartículas (Diwan  et. al., 2004). 



Esto indica que existe la posibilidad de utilizar a las nanopartículas como adyuvantes como 

sistema de liberación localizables y para obtener una mayor respuesta inmune a bajas dosis de 

adyuvante y limitar los efectos secundarios sistémicos (Diwan  et. al., 2004). 

    

La inducción de la respuesta inmune mediante citocinas (INF-γ, IL-2 e IL-4) por Brucella ovis ha sido 

estudiado por Murillo et. al.,  2002. Donde  el antígeno HS (Hot Saline) fue encapsulado en micropartículas 

con tamaños de 5µm de poly-ε-caprolactona (HS-PEC) de 5.2µg/mg y poly-láctico-co-ácido glicólico (HS-

PLGA) de 3.8µg/mg que fueron administrados por vía subcutánea/vía oral en ratones Balb/c  y se probó como 

vacuna contra  Brucella ovis y Brucella abortus. Por consiguiente, la inmunización por vía oral con HS-

PLGA induce una respuesta inmune insignificante mientras con HS-PEC se obtiene una respuesta TH1 de 

baja intensidad. La inmunización por vía subcutánea con HS-PEC induce altos niveles  de INF-γ e IL-2 en 

cambio las micropartículas de HS-PLGA inducen perfiles característicos de TH2 con importantes niveles de 

IL-4. Estos resultados sugieren que el HS posee por si mismo propiedades immunopotenciadoras TH1 

necesarias para el control de la brucelosis, que pueden ser específicamente incrementadas por la encapsulación 

en micropartículas de PEC en contraste las microparticulas de PLGA y su respuesta hacia el tipo TH2.          

 

En 2005 el grupo de Salas et. al., probaron a las MVs resultando como un immunopotenciador 

de la respuesta inmune. En contraste, nosotros empleamos mismo antígeno (MVs) pero en combinación 

de un diferente adyuvante (Quitosán ó Etil-2-Cianoacrilato), para inducir la respuesta de citocinas 

(INF-γ, IL-2, IL-4), además los tiempos de evaluación fueron más largos (24 hrs a 144 hrs). Los 

resultados aportan un mayor conocimiento con respecto a los efectos que se producen a largo tiempo en 

la respuesta inmune celular y humoral contra Brucella ovis.    

 

En este trabajo el antígeno MVs fue encapsulado (42% de eficiencia) en nanopartículas con 

tamaños de ≈500nm de Etil-2-Cianoacrilato (Etil-2-Cianoacrilato-MVs interiores) de 17.34µg/ml de 

proteína que fueron administrados por vía intramuscular en ratones Balb/c, induciendo una fuerte y 

rápida respuesta de INF-γ alcanzando su máximo nivel a las 24 hrs de 178.37pg/ml, manteniéndose 

constante hasta las 48 hrs de 132.92pg/ml para su posterior desaparición. Se observó excelentes 

concentraciones de IL-2 a las 24 hrs de 214.26pg/ml y se mantuvo constante hasta las 120 hrs de 

201.65pg/ml, posteriormente un decremento de la concentración a las 144 hrs de 72.24pg/ml. No 

obstante, no hay inducción en la respuesta de IL-4. Estos resultados sugieren  las nanopartículas de 

Etil- 2-Cianoacrilato-MVs interiores, modula la respuesta hacia la respuesta inmune celular (tipo TH1).       



Debido a la importancia fundamental de nuevas vacunas terapéuticas para el tratamiento del 

cáncer y enfermedades virales, una serie de sistemas basados en partículas coloidales son considerados 

como vehículos para la liberación de agentes antitumorales y antivirales. Los sistemas estudiados en 

este trabajo son las nanopartículas de poli(etil-2-cianoacrilato) de gran interés por la elevada 

reactividad de sus monómeros de acrilatos capaces de polimerizar fácilmente en agua, a sus 

propiedades mecánicas, a su biocompatibilidad y compatibilidad con fármacos, a su permeabilidad, a 

su baja toxicidad (DL50 en ratas de 242 mg/kg), a su rápida velocidad de degradación comparado con 

otros polímeros utilizados en el transporte de fármacos como el PLA y PLGA (Arias et. al., 2008). 

Estudios sugieren que la administración vía transcutánea (TC) pueden ser pertinentes en la inducción 

de la respuesta inmune celular. Anteriormente se ha demostrado que la vía transcutánea en la aplicación 

de nanopartículas de poli (alquilcianoacrilatos) en explantes de piel humana, permite la orientación de 

células dendríticas epidérmicas, posiblemente a través de los folículos pilosos. En este estudio, se 

investigó la respuesta inmune celular contra una proteína de influenza, basada como vacuna por vía 

transcutánea, en comparación con la vacunación por vía intramuscular (i. m.) en humanos. Se encontró 

un aumento significativo de INF-γ que producen los linfocitos T específicos para la vacuna contra la 

influenza. Curiosamente, la vacuna por vía transcutánea induce ambos efectores CD4+ y CD8+ 

(respuesta de células T), mientras que la vía intramuscular induce la inyección de fuertes efectores de 

linfocitos T CD4+ en ausencia de linfocitos T CD8+, proponiendo nuevas perspectivas para el desarrollo 

de nuevas estrategias de vacunación que activan la respuesta inmune de células T en humanos (Vogt et. 

al., 2008). 

 

No existe  un solo informe, acerca del uso de las nanopartículas de poli (etil-2-cianoacrilato) como 

posible vacuna terapéutica por vía intramuscular (i.m)  para enfermedades bacterianas y  de la inducción 

de la respuesta inmune mediante citocinas (INF-γ, IL-2,  IL-4) por Brucella ovis. En este trabajo se observó 

que las nanopartículas de Etil-2-Cianoacrilato-MVs exteriores de 10.71µg/ml de proteína, inducen una 

buena respuesta de INF-γ iniciando a las 48 hrs de 83.87pg/ml, manteniéndose constante hasta las 120 

horas de 119.94pg/ml y alcanzando su máximo nivel a las 144 hrs de 234.21pg/ml. En el caso de IL-2 

muestra buenas concentraciones iniciando a las 48 hrs de 48.74pg/ml y manteniéndose estable hasta las 

120 hrs de 56.87pg/ml para su posterior desaparición. Sin embargo, se observo una respuesta de IL-4 

solo a las 48 hrs de 77.26pg/ml durante todo el muestreo. Estos resultados sugieren  las nanopartículas 

de Etil-2-Cianoacrilato-MVs exteriores modula preferentemente la respuesta hacia la respuesta inmune 

celular (tipo TH1).                                     



En las condiciones de seguridad, en el desarrollo de nuevos adyuvantes, es necesario maximizar 

la eficacia de nuevas y/o vacunas disponibles. El quitosán es un polímero biocompatible, 

biodegradable, polisacárido natural de exoesqueletos de crustáceos e insectos y su baja toxicidad (DL50 

en ratas de >16gr/Kg). Además es usado como excipiente farmacéutico, su alta viscosidad y su 

actividad inmunológica, lo convierten en un excelente candidato como adyuvante para la vacunación 

(I.M. van der Lubben. Et. al., 2001). En estudios recientes, sugieren el uso del quitosán en solución 

como adyuvante para la vacunación vía subcutánea en ratones con el modelo antígeno proteico (β-

galactosidasa 2µg/µl). Se encontró un aumento de títulos de anticuerpos de más de 5 veces y la 

proliferación de linfocitos T CD4+ de más de 6 veces, junto con una respuesta de hipersensibilidad 

retardada (DTH), reveló que el quitosán induce tanto una respuesta inmune celular como humoral. En 

comparación con los adyuvantes tradicionales, el quitosán es equipotente al Adyuvante Incompleto de 

Freud (IFA) y superior al Hidróxido de Aluminio (David A. Zaharoff. et al., 2007). 

 

En este trabajo se observó que las nanopartículas de Quitosán-MVs exteriores de 56.53µg/ml de 

proteína inducen una pobre respuesta de INF-γ a las 24 hrs de 34.72pg/ml, obteniendo su máxima 

concentración a las 48 hrs de 104.16pg/ml, disminuyendo drásticamente la respuesta a las 72 hrs de 

25.76pg/ml e incrementando de nuevo la respuesta a las 96 hrs de 90.27pg/ml y posteriormente su 

disminución de la respuesta a las 120 hrs de 48.61pg/ml. Se observó una pobre respuesta de IL-2 la 

cual inicio a las 48 hrs de 7.98pg/ml y permaneció constante a concentraciones bajas hasta las 96 hrs de 

5.32pg/ml. En el caso de IL-4 muestra concentraciones bajas a las 24 hrs de 20.5pg/ml e incrementado 

considerablemente las concentraciones a las 48 horas de 87.78pg/ml y posteriormente manteniéndose 

constante hasta las 120 hrs de 100.19pg/ml. Estos resultados sugieren  que las nanopartículas de 

Quitosán-MVs exteriores modulan ambas,  tanto la respuesta inmune celular (tipo TH1) y la humoral 

(tipo TH2). 

 

Por último, cabe destacar el uso de nanopartículas que permitan una presentación y una 

liberación controlada del antígeno que han tenido buenos resultados en el grado de protección conferida 

contra el desafío de Brucella ovis en el modelo murino, resta comprobar si se comporta de forma igual 

en el hospedero natural (Salas et. al., 2005). El éxito de una vacuna subcelular dependerá de tipo de 

adyuvante, el tamaño de la partícula, el antígeno, la ruta de administración y el punto exacto del estudio 

(Manmohan et. al., 2007).           

 



6.0 CONCLUSIONES. 

 

1. La vacunación es probablemente la medida de control más eficaz contra la brucelosis. En el 

desarrollo de nuevas vacunas, el problema con los antígenos recombinantes y los antígenos 

sintéticos, utilizados en las vacunas de hoy en día, es que son en general mucho menos 

inmunogénicos al igual que los antígenos provenientes de fracciones subcelulares del patógeno, 

es decir, las vacunas subcelulares formuladas con antígenos que inducen una respuesta inmune 

protectora. Por lo que se requieren desarrollar nuevos adyuvantes que en combinación con el 

antígeno puedan evocar y aumentar una respuesta inmune que pueda ser modulada de manera 

selectiva hacia TH1 (respuesta celular) o TH2 (respuesta humoral). 

 

2. En general, las vesículas de membrana externa (MVs) fueron capaces de inducir in vitro la 

respuesta inmune celular (tipo TH1), al estimular la producción de IL-2  y posteriormente la de 

INF-γ . Además, se observó una buena respuesta de IL-4, demostrando una activación de 

Linfocitos TH2, los cuales están involucrados en la respuesta inmune humoral. Esto demuestra que 

las MVs  por si solas son inmunogénicas capaces de inducir una respuesta inmune protectora contra  

Brucella ovis en el modelo murino.  

 

3. En consecuencia, tanto el antígeno (MVs) en combinación de los adyuvantes (Quitosán y Etil-2-

Cianoacrilato) al ser administrados por vía intramuscular, mostraron excelentes niveles de 

producción de citocinas. En donde se demuestra que las nanopartículas de Etil-2-Cianoacrilato-

MVs exteriores inducen una buena respuesta de INF-γ. Por otro lado, las nanopartículas de Etil-

2-Cianoacrilato-MVs interiores inducen una excelente respuesta de IL-2. Además, las 

nanopartículas de Quitosán-MVs exteriores inducen una buena respuesta de IL-4. Puede resultar 

que la combinación de las tres formulaciones de nanopartículas sirvan como un excelente 

inmunógeno como posible “Vacuna Subcelular” y su eficacia deberá ser evaluada a campo en el 

hospedero susceptible (ganado ovino) en contra de la infección por Brucella ovis.           
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