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INTRODUCCTION

Bl micotoma os una infeccién crénica que se caracterizs --
por la prescncis de losiones localizadas, indoloras y supu
rantes que involucran tejido cuténeo, subcuténeo y oseo. -
Las secrecionos son de tipo purulento o serosanguinolento

en las cuales pueden encontrarse grinulos pigmentados de -
diversos colores. Bstos grénulos son microcolonias del - -
agente causal (1, 2). El edema, fibrosis y destruccibm del
hueso provoca 1a deformacién de la extremidad afectada. Ex
perimentalmente s¢ ha observado que la amputacién es espon
ténea (3). La infeccién no se disemina a otras psrtes del

cuerpo. Puede presentarse la muertc por infeccibn bacteria
na socundaria (4). Esta enfermedad es de distribucién mun-
disl principslmente en aquellas zonas de clima tropical y

subtropical. Se ha observado una mayor incidencia en Améri
cs Central y del Sur, India y Africa Tropical (S5, 6). Este
padecimiento afecta principalmente a individuos de edad me
dia (20-50 afios) y es de 3 a S veces mis frecuente en hom-
bres que en mujeres (1, S). Todas las razas son iguslmente
suceptibles (1, S). En cusnto a ocupacifn, es caracteristi
co de campesinos que no utilizan zapatos sl realizar sus -
labores (1, S). Aproximadamente el 60% de los casos de mi-

cetoms en el mundo es debido a bacterias (micetoms actino-
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micbtico) y el resto a hongos (micetoms cumic6tico o Pie -
de madura) (1). Los actinomicetos junto con las micobacte-
rias y otros génoros constituyen el érden Actinomycetsles.
Se han reconocido nuove especios de actinomicetos responsa
bles del micetoma actinomicético. Tres forman parte al gé-

nero Nocardia: asteroides, brasiliensis y caviac dos al gé

nero Streptomyces: somaliensis y paraguayensis; dos sl gé-
nero Actinomadura: madurae y palletierii y dos al género -

Actinomyces: bovis e israelii (7 - 10). Todos son habitan--

tes dol suelo y penotran a los tejidos del pic descalzo y
de la pierna posiblemento después de traumstismos. Ls pa--
red del térax se infecta por los costales contaminados con
tierra y que son llevados sobre el hombro. El abdémen y --
los brazos son otras regiones que también resultan infecta
das (4).

Los microorganismos del género Nocardia, son acrobios, cre

cen con facilidad s diferentes temperaturas y en medios re
1stivamente simples (7). En México, Nocardia brasiliensis,
es el responsable del 94% de loscasos de micotoma (11). En

las lesiones los grénulos de N. brasiliensis son blancos 6

blanco amsrillento (1, 2). Cuando crecen en agar, las colo
nias do N. brasiliensis son rugosas con una superficie - -

sterciopelads dobida s 1a existencia do micelios aercos ru
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dimontarios. El crecimionto en medio 1iquido origina habi-
tuslmento la formaci6n de una pelicula superficisl seca y
céroa. Al microscopio so observan como filamentos finos -
que se fragmontan cn formas bacilares. Bs una bacteris ---

Gram positiva y fcidoalcoholrresistonte (7 - 9).

RESPUBSTA INMUNE

La respuosta inmunc protege al organismo de infecciones --
causadas por bactorias, hongos, virus y otros agentcs pats
genos. También desarrolla mecanismos de vigilancia rospon-
sables del reconocimiento y destruccibn de c€lulas altera-
das del propio individuo. Gracias a este sistema se evita

el desarrollo de tumores (12). Es importante sefialar que -
1s respuesta inmune mantiene un estado de tolerancia hacia
los antigenos propios ¢ interviene en ¢l rechazo de injer-
tos (13, 14). En ocasiones la respuesta inmune puede cau--
ssr dafio al organismo, tal c¢s el caso de los fenbmenos de

hipersensibilidad y sutoimeunidad (15 - 17).

El sistems inmune se ha dividido en dos grandes partes: la
respuesta inmune humoral (RIH) y la respuesta inmune celu-
lsr (RIC). En la primers, intervienen linfocitos B, mien--
tras que ls segunda esta mediada por linfocitos T. Sin em-

bergo ests divisién ha sido considerada artificial por mu-
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chas razones, ontrc otras porque se¢ ha demostrado la inter
dependenc ia que existe entre ambos tipos de respuesta (18-
20).

RESPUESTA INHUNE CELULAR

Todos los linfocitos provienen de células primordiales de

la médula osea (13); a medida que emergen de este sitio, -
una proporcibn considerable de ellos penectrs al timo. Una

vez en o] timo, estas cé&lulas sufren diversos cambios fun-
cionales y en las propicdades de su superficie, por in- --
fluencia hormonal. Al salir estas células del timo reciben
ol nombre de linfocitos T o linfocitos derivados del timo.
Los linfocitos T presentan sobre sus membranas antfgenos -
caracteristicos. En linfocitos T de rat6én sc¢ han demostra-
do 1a presencia del antfgeno theta, sntigeno T1 y antigeno
Ly (21). Los linfocitos T humanos tienen la propiedad de -
formar rosetas con los eritrocitos de carnero y por este -
medio son idontificados los linfocitos humanos (22). Los -
linfocitos T se dividen on diferentes subpoblacioncs, cada
una de las cusles presontan distintas funciones y antfge--
nos de superficie. Existe una poblacién de linfocitos T su
presores que intervicnen en el mantonimicnto de la toloran

cis inmunolbgica, en el control de reaccionos de hipersen-
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sibflidad tradia y en 1a limitacién de 1a respucsta de an-
ticuerpos a antfgenos timo dopendientos, timo independien-
tes y alergénos (23, 24). Por el contrario, los linfocitos
T cooporadores, son requoridos como células auxiliares que
estimulan a los linfocitos B para que so diferencion en c§
lulas productoras de anticuerpos (18 - 20). Otrs de las ma-
nifestaciones de 1a RIC es llevada s cabo por el linfocito
T citot6xico. Esta funcibn consiste en destruir a 1a "célu
la blanco™ contra la cual ha sido sensibflizado. La "c8lu-
1a blanco” puede ser, por ejemplo, una bacteria, una célu-
1a de un tojido injertado, o una célula del propio organis
mo en ol caso de las onfermedades autoinmunes. El linfoci-
to T citotéxico cumple su funcidn, ya sea por contacto di-
recto con dicha célula, o mediante uns substancia téxica -
para ests Gltima (25, 26). Por Gltimo, los linfocitos T --
efectores, defienden al organismo contra el antigeno, me--
diante 1a sintesis y secrecifn de una serie de substancias
nombradss por Dumonde, linfocinas (27). Las linfocinas son
substanciss que median 1a RIC, al mismo tiempo que la am--
plifican. Dentro de las mfs importantes se encuontran, el

factor inhibidor de la migracibén de los macr6fagos (NIF):

factor activador do los macr8fagos (MAF), factor de trans-

forencis, capaz de sensibilizar linfocitos aGn no activa--
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dos; linfotoxina, con ofecto citotéxico; factor mitogénico

linfocitario e interferén (27 - 36).

RESPUESTA INMUNE HUMORAL

Las células que intorvienmen en la RIH se denominan linfoci
tos B. Estos linfocitos se derivan de la médula osca. En -
las aves la maduracibn de estas células dopende de un 6rga
no linfoide situado en la parte posterior del intestino y

denominado Bursa de¢ Fabricio. En los mamiferos, las placas
de Peyer, las amigdalas y el apéndice parecen representar

el equivalente de la Bursa de Fabricio (13). Los linfoci--
tos B poseen en su membrana receptores para ol antfgeno de
tipo inmunoglobulina (37). El antigeno se combina con los

receptores del linfocito B especifico para el antigeno, y

uns vez combinados emigran hacia un polo de la célula y --
por endocitosis penetran al citoplasma del linfocito (38).
El 1linfocito B al ser activado de esta manera sufre tam- -
bién un gran cambio motab8lico, se multiplica y posterior-
mente so transforma en c6lula plasmftica productors de an-
ticuerpos (13). La vSa de activacibn del linfocito B varSa
dependiendo del tipo de antfgeno del que se¢ trate. Si el -
sntfgeno es timo independiente, es decir, aquel cuyos de--

tersinantes antigenicos se repiten peribédicamente, la acti
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vacién so ofectda al binarse los r ptores del linfoci

to B a dicho antigeno (20). Pero, si so trata de un antfgo
no timo dopendiente on el cusl los determinantes antigéni-
cos estfn dispersos por toda la moléculs, la sctivacién --
del linfocito B ostf mediads por el linfocito T y ol macr§
fago (20).

MACROFAGOS

Los fagocitos mononuclearcs provionen de células precurso-
ras de la médula osea. Estas células en sangre reciben el

nombre de monocitos. Al pasar a los tejidos se conocen co-
mo macr6fagos tisulares o histiocitos, aunque también pue-
den recibir otros nombres segGn sea el tejido donde se lo-
calicen (39). Los macr8fagos constituyen una importanto ba
rreras inespecifica de proteccién para ¢l huésped. Estas cé&
lulas fagocitan y digieren hongos, bacterias y células tu-
morales. Ademfs ol macr6fago participa en forma muy impor-
tante on 1s induccibn de 1a respuesta immunc tanto humoral
como celular. Se ha comprobado experimentalemente que pro-
cesan de cierto modo al sntfgeno para posteriormente pre--
sentarlo a las célulss inmunocompetontes. En realidad la -
msyorfs de los antfgenos 1legan al sistema inmunitario gra

ciss a 1a fagocitosis del antigeno por el macrbfago (40).



Ciertos anticuerpos, clasificados funcionalmente como opso
ninas, aumentan la velocidad con que son fagocitados las -
bacterias y otros agentes infectantes. La opsonina se com-
bina por medfo de la porcibn Fab con los antfgenos superfi
ciales de la bacteria. La porcibn Fc de la molécula, se --
adhiere a los receptores para Fc que posec el fagocito so-
brc su membrana. En esta forma la opsonina sirve como un -
puente entre la bacteria y el fagocito (39, 40).

La necesidad de cooperacién entre macrb6fsgos, linfocitos T
y linfocitos B en la respuesta inmune, ha sido reconocida
desde hace tiempo, aunque los mecanismos involucrados en -

estas interacciones no se conocen perfectamente (18).



FUNDANENTO DEL TEMA
Intorvencién de la respuesta inmune en infecciones

por Nocardia

1 Hiporsensibilidad retardads a antfgenos do Nocardia.
Desde 1928 sc ha intentado producir un antfgeno de Nocardia

adecuado para efectuar una prueba cutfnea que sirva para el
diagnéstico, pronéstico y epidemiologfs de infecciones por
microorganismos de este género. Area Leao (41) utilizé un -

filtrado de cultivo de Actinomyces bovis para realizar una

pruebs cutfnca en pacientes con micetoma, obteniendo resul-
tados positivos. Posteriormente Lacaz da Silva (41) prepard
un antfgeno derivado de 26 especies de actinomycotes, y lo

probS en un paciente infectado por N. brasiliensis. La prue

ba resulté negativa. Se ensayaron otros antfgenos de Nocar-
dia que indujeron resultados variables en la prucba cuténea
(42-44). Por este motivo se han preparado antigenos con un
grado mayor de pureza. Gonzflez Ochoa y cols. (11, 45) ais-

laron un polisacfrido crudo de N. brasiliensis que indujo -

en humsnos unas reaccibn de hipersensibilidad tardfa especSfi

cs.

Ortiz-Ortiz y cols (46 - 49) demostraron la existencia de hi
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porsonsibilidad tardias in vivo ¢ in vitro on cobayos infec-

tados con N. brasiliensis o N. astcroides. Para cllo emples

ron, protefnas ribosomales, antfgeno citoplasmftico purifi-
cado (AgNb y AgNs, respectivamente) y polisacéridos prove--
nientes do ambos microorgsnismos. Bstos antfigenos presents-
ron una intensa reaccién en animales infectados con el mi--
coorganismo hom8logo que permitis diferenciarla de una dé--

bil reaccién cruzada.

Ortiz-Ortiz y Bojalil (47) rcalizaron estudios diagnésticos
y epidemiolSgicos en mmanos empleando los ant{genos AgNb y
AgNs. Demostraron que en zonas donde se habfa aislado N. --

brasiliensis del suelo (zonas endémicas) presentaron reacti

vidad al AgNb. En pacientes infectados con Nocardia hicie--

ron pruebas cutfneas con ambos antfgenos. Encontraron reac-
ciones cruzadss, pero fué mayor la respucsta en pacientes -
infectados con el microorganismo hom6logo. Ademfs, al ensa-
yarlo en pacientes con tuberculosis, lepra o individuos sa-
nos, la respuosts fué monor o nula, a pesar de la relacibn
filogenética que cxiste entre los géneros Mycobacterium y -

Nocardia.

11 Respuesta immune on infecciones por Nocardia brasi- -
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lionsis.
So han realizado estudios en lumanos para doterminar el pa-

pel quo desempofia la resp i en la infeccibn. Gon-

z6l0z Ochoa y cols. (11) observaron que aquellos pacientes

con lesiones graves perdian su capacidad do responder a la

pruoba cutfnea inducida con un polisacérido crudo de N. brs
silionsis. Por ol contrario, cuando las condicionos del pa-
ciente mejoraron, 1a roactividad cuténea reaparecid (11). -
En otros estudios, Bojalil y Zamora (50) demostraron la pre
sencia de precipitinas en pacientes con micetoma causado --

por N. brasiliensis, utilizando para ello polisacérido espe

cffico aislado del mismo microorganismo.

El primer modelo experimental fué disefiado por Gonzfle:z - -
Ochoa (51) Eligi6 al ratén como animal de experimentacibn y la
infeccién se 1llevé a cabo inoculando el cojinete plantar --
con 2 x 108 bacterias suspendidas en adyuvante incompleto -
de Freund. Teniendo como base este modelo, se¢ han ofectuado
diversos estudios pars determinar la participacién de ls --
respuests inmune tanto humoral como celular en infecciones

con N. brasiliensis.

Melendro y cols. (52) utilizaron Listeria monocytogenes pa-
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ra ostudiar la cinética de aparicibn y persistencia de 1a -
resistencia antimicrobiana originada en ratones infectados
con N. brasiliensis. Observaron que la actividad microbici-
da de los macr8fagos se¢ ve aumentads on ratonos infectados
con oste microorganismo. En osta infeccifn exporimontsl se
evalué 1a RIC por medio de pruebas de hipersensidbilidad tar
dia con el AgNb. Los rosultados que obtuvieron indican que
la respuesta celular lleg6 a un mfximo aproxisadamente a --
los 25 dfas de infeccibn, mientras que la dimensibn del mi-
cetoma fué minima. Posteriormente osta relacién se invirtié
es decir, el tumor aument$§ de¢ tamafio progresivamente y la -
reactividad celular disminuy6. Al cuantificar anticuerpos -
en el animal infectado observaron que ¢l nivel de éstos su-
menté progresivamente desde ¢l dfa 15 hasta alcanzar un tf§-
tulo mfximo a los 45 dfas de infeccibn. (52). Este trabajo
indica 1s importancia de 1a RIC, ya que mientras esta se en
cuentra en una fase 6ptima, el micetoma es controlado. Por
el contrario, 1a RIH y el tamafio del micetoma progresan si-

sulténeamente.

En otro trabsjo (3), ratones B* y ratones normales fueron -

infectados con N. brasiliensis. Los resultados muestran que

1a respuests de tipo celular juega un papel definitivo en eos-
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ta infeccibn, ya que aquellos animales desprovistos de 1in-

focitos T (ratones B) presentaron un mayor dafio, llegando -

en algunos casos s la amp i6n espontd del miembro - -

afectado. En este trabajo también se cstudié la participa--
cién de 1a RIH on la infeccién. So administraron anticuer--

pos anti N. brasiliensis o mezcla de bactorias opsonizadas

y anticuerpos a ratones B. Este tratamiento no indujo la --
disminucibn de la infeccibn, por ¢l contrario, en los anims
les que recibieron cuslquiera de los tratamientos con anti-
cuerpo, pudo observarse que la evolucibn del micetoma fué -
mis répida que la observada en los testigos, y que ademfs,
el n(mero de amputaciones fué también mayor. Por lo tanto -
este trabajo sugiere que cl anticuerpo facilita la infec- -
cibn.

Por otro lado, Ximénez y cols. (53) demostraron que la immu

nizacién con N. brasiliensis es capa: de proteger a ratoncs

frente a un desaffo con el microorganismo homélogo, mejoran
do su respuesta celular, sin encontrar cambios importantes

en los tftulos de anticuerpos.

En infecciones mfs recientes, el modelo experimental se mo-

dific6. Conde (54) inoculS bacterias viables, suspendidas -



‘ ‘I’

14

on solucibn salina jsoténica. El cmplco de solucién salina

fué con cl objeto de hacer mfs parecido cl modclo cxperimen
tal a los casos rcales de infeccibn. La presencia de anta--
cucrpos solo fué dotectada hasta los 50 dfas y en tftulos -
no mayores de 1:16, por medio de la técnica de hemaglutina-

cibén pasiva.

* Animales timectomizados, jirradiados a 850 rads y reconti-
tuidos con células dc m&dula 6sca, previamente tratadas con
suero citotéxico para linfocitos T en presencia de comple--

mento.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La rospuesta colular on infecciones producidas por N. bra-

silionsis desompofia un papeol muy importante en el control

de la enformedad. Los anteccdentos seflalan que el mfximo -
de reactividad celular conllevd a la reduccibn del miceto-
ma. Sin embargo, postorior a esto perfodo, se¢ observé una
disminucién considerable do la respuesta colular. Esto oca
siond el aumento en tamafio del nmicetoma con ¢l consecuente
empeoramiento del animal de experimentacién. En las infec-
ciones inducidas con bacterias suspendidas en solucibn sa-
lina, 1a RIH, medida por el nivel de anticuerpos circulan-
tes, se encontrd muy baja.

De lo anterior se puede pensar que on infecciones experi--

mentales con N. brasiliensis, tanto la respuesta insune hu

moral como cclular, no sc¢ encuentran en las condiciones 6p

timas de reactividad.

OBJETIVOS
El objetivo fundamental de este trabajo, es conocer el es-
tado funcional de los linfocitos T y B a lo largo de la in

feccibn experimental con N. brasiliensis.

Ls RIC es medida in vivo por medio de pruebas de hipersen-
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sibilidad tardfa con el AgNb.

La reactividad de los linfocitos T y B es estudiads in vi-
tro por medio de la técnica de estimulacién linfocitaria.

Los mit6genos elegidos para este fin, son Concanavalina A
para linfocitos T y lipopolisacrido de Escherichis coli

para linfocitos B.

HIPOTESIS
Dado que al parecer existe un estado inmunec hiporreactivo

durante 1a infeccifn con N. brasiliensis, ¢s de suponer --

que medianto la técnica de ostisulacién linfocitaria se de
tecte algGn defecto en los linfocitos. Es posible que a se
mejanzs de otras infecciones, se demuestre un estado de --
inhibicién de la respuesta a la estimulacién con mit6genos

(55 - 57).
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MATERIALES Y METODOS
ANIMALES DE EXPERIMENTACION: Se utilizaron ratones de un -

mismo soxo de 1a copa BALB/C de 6 a 8 semanas de edad., Los
animales so mantuvicron cn jaulas de acrilico cubiertas --
con rejillas de acoro inoxidable y se alimentaron con puri
na. (Purina de México, S.A. de C.V.) y agus ad libitum.

NOCARDIA BRASILIENSIS: Se utilizé la cepa UPHG-24 manteni-

da en cl Instituto de Investigaciones Biomédicas, mediante
pases en medio de cultivo 1fquido y sélido. Los medios uti
1izados fueron Infusién dc Cerebro y Corazén (ICC) y el me
dio de Prosksuer y Beck modificado por Youmas y Carlson --
(PBY) (58) cuya composicidn se describe abajo:

COMPOSICION Y PREPARACION DEL MEDIO DE CULTIVO PBY:

L - asparagina $.0000 g
Citrato de sodio dihidratado 0.6176 g
Cloruro de magnesio hexahidratado 0.1974 g
8
B

Fosfato monobisico dc potasio $.0000
Sulfato dc potasio 0.5000
Glicerol 50 nl
Agus destilada c.b.p. 1000 m}

Las sales se disolvieron por separado, sc mezclaron y en -
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scguida sc agregd cl glicerol. Posteriormente sc ajusté el
pll a 6.8 con bicarbonato de sodio. Sc distribuyeron 1000 -
ml del medio en matraces Erlenmeyor do 2 litros y se este-

riliz6 en autoclave a 121°C durante 15 min.

SOLUCION SALINA BALANCEADA: (SSB)
SOLUCTON I
D glucosa o dextrosa 10.000 g

Fosfato monobdsico de potasio anhidro 0.600 g

Fosfato dibésico do sodio anhidro 1.850 g
Rojo de fenol 0.010 g
Agua destilada c.b.p. 1000 =l

Las sales se disolvieron por separado, sc mesclaron y en -

seguida se aforé a 1000 m1 con agua destilada.

SOLUCION II
Cloruro de calcio dihidratado 1.860 g
Cloruro de potasio 1.000 g
Cloruro de sodio 80.000 g
Cloruro de magnesio 2,000 g

Sulfato de magnesio heptahidratado 2,000 g
Agus destilada c.b.p. 1000 =l



So prepar6 de la misma forma quo 1s solucién I.

Solucién do trabajo:

A 100 nl1 de la solucibén I se le agregaron sproximadamento

100 m1 do sgua destilada; a esta mezcla se le sfiadieron --
100 m1 do la solucibén Il y finalmente se afor6 con agus --
destilada a 1000 ml.

A la solucién do trabajo se le afadieron 10 U de heparina

s6dica por mililitro de solucién. Posteriormente se esteri
1126 por filtracibn Millipore con membranas de 0.45S u. An-
tes de emploarse, se adicion6 | ml de mozcla de antibibti-
cos (penicilina y estreptomicina con 10,000 U y 10,000 ug

respectivamente) por cada 100 ml de solucibén de trabajo.

MEDIO DE CULTIVO PARA CELULAS DE BAZO: Se oligis el medio
de cultivo RPNI 1640 (Gibco, Grand Island New York U.S.A.

cat. No. H-18) adicionado con 2 g de bicarbonato de sodio

por litro. Sc esterili:6 por filtracién Nillipore con mem-
branas de 0.45 u y so almacen a una temperatura de 4°C. -
En el momento de cmplearse, se enriqueci6 al 1% con solu--
ciones de aminoacidos no indispensables, 100 x (Gibco, - -
Gran Island N.Y, U.S.A. Cat. No. 114), piruvato de sodio,

100 x (Gibco, Grand Island, N.Y. U.S.A. Cat. No. 136) y --
mezcls de penicilina y estreptomicina con 10,000U y - - -
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10,000 ug/m] rospectivamente; al 0.1% con solucién de L- -
glutamina 200 nM (Gibco, Grand Island N.Y. U.S.A. Cat. No.
$03). y al 5% con suero fetal bovino (Gibco, Grand Island
N.Y. U.S.S. Cat. No. 614).

PREPARACION DE CONCANAVALINA A: A un tubo que contenfa 10
ml de una solucibn de cloruro de sodio 6.1 M, se sgregaron
0.200 g de Concanavalina A (Sigma C_helir.nl Co. Cat. No. --
2010). Se centrifugd a 330 x g durante 15 min a 4°C - sin
descartar el sobrenadante, ¢l mismo tubo se centrifugb nue
vaaente a 3000 x g durante 90 min. a 4°C. El sobrenadante
que se obtuvo se esteriliz6 por filtracibén Nillipore con -
membranas de 0.45 u. Se tom6, una alfcuota, estérilmente,
y se prepar6 una diluci8n 1:100 en solucién de hidréxido -
de sodio 1 N. 1a dilucibn se ley6 en un espectrofotémetro
Zeiss PMQ II a una longitud de onda de 280 nm. La concen--
tracibn de protefna se calcul§ considerando que una Densi-
dad Optics do 1.5 equivale s | mg de protcfna por milili--

tro de solucién.

PREPARACION DE LIPOPOLISACARIDO: Se pesaron 0.200 g de 1i-
popolisacfrido de Escherichia coli serotipo 0111; B4 (Dif-
co laboratories, Detroit, Mi.) que se disolvieron en 200 -
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ml de solucién salina isot6nica (SSI). la solucibn se oste
rili126 por exposici6n s una lfmpsra de luz ultraviolots, -

por un periodo de 20 min. a una distancia de 25 cm.

LIQUIDO DE CENTELLEO:

PPO (2, S, difeniloxazole scentillations grade) 12.00 g
POPOP (Bis-2, S-pehniloxazolylbenzene 1.200 g
Los reactivos se adicionaron a tres litros de tolueno. Pa-

ra disolverse, se agité por 1o menos durante 3 hrs.

CULTIVO DE NOCARDIA BRASILIENSIS PARA LA PREPARACION DE AN-

TIGENO: La bacteria se¢ cultivé en matraces Erlemmeyer de 2
litros que contenfan 1000 =1 PBY cada uno. Se incubaron a
37°C por un perfodo aproximado de 30 dfas.

PREPARACION DEL ANTIGENO CITOPLASMATICO PURIFICADO DE NO- -
CARDIA BRASILIENSIS (AgNb): El método que sc siguié para -

la preparacién del antfgeno fué el descrito por Ortiz-Or--
tfz (48). La pelfcula de crecimiento de Nocardia Brasilien

sis cosech6 y se homogeneiz6 en mortero; se oliminaron los
1fpidos con acotona (3 veces) y despubs con una mezcla de
etanol - 6ter etflico (1:1) hasta que so obtuvo un sobrona

dsnte transparento. La bacteria se dejé secar a temperatu-
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ra ambiente dentro de una campans de extraccifn, se tritu-

ré fi ey se pendi6 en una solucibn amortiguadors

de tris-hidroximetilaminomotano (TRIS) 0.01 N, pH 7.4, la
cual contenfs 0.01 M de' acotato de magnesio. La suspensifn
se hizo en una proporcién aproximada do SO0 g de bacterias

a

por cads 200 ml de la solucién amortig;

a. Esta pen-
sién so procesé en un homogenizador, después se pasé a un
fraccionador de células Sorvall Ribi (modelo RF-1), y se -
somoti6 a presiones de 15,000 a 30,000 1b/pulg2. Poster for
mente se agregh desoxi-ribonucleasa (Sigms Chemical Co.) s
una concentracifn de 2 ug/ml y se dej6 roposar por toda ls
noche a 4°C. A £in de separar las células completas, las -
paredes y los desechos celulares, la suspensién celular se
centrifugé a 3020x g por 15 min. El sobrensdante se centri
fugb secuencialmente a 12,000 x g durante 30 min.; 48,000
x g por 15 min. y por Gitinmo a 144,000 x g por 3 hrs., pa-
ra eliminar la mayor parte de ficido desoxirribonucleico --
(DNA) altamente polimerizado y los ribosomas. El sobrena--
dante que rosulté de la Gltima centrifugacién es el AgNb;
éste so dializ6 contrs agua dostilada durante una semans -
(tres cambios diarios en un voldmen aproximado de 2 litros)
se 1i0f11126 y se almacené en congelador a - 20°C.

Para su uso, el AgNb se rosuspendi6 en SSI, se ostorilizé
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por filtracién Millipore con membranas de 0.45 u y se le -
determiné ol contonido de protefnas por ¢l método de Lowry
(59).

INFECCION DE LOS ANIMALES: El proceso so 1l1cvS a cabo en -
condicionos de ostorilidad.

PREPARACION DBL INOCULO: Se sembraron mstraces Erlemmeyer
de 500 ml que contenfan aproximsdamente 250 ml de medio de

cultivo. Estos fueron incubados durante siete dfas, en agi
tacién constante (2000 rpm) y a una temperatura de 37°C. -
Cumplido ¢1 perfodo de incubacifn, el contenido dec 10s ma-
traces so transfiri6 a botellas do 250 ml, y se coentrifugé
a 330 x g durante 15 min. a 4°C, el sobrenadantc se dese--
ché y el sedimento se deposité en un mortero, y en frio se
homogeniz6 durante 10 min. La suspensién resultantece se co
lectS en tubos de 13 x 100 mm con tapén de rosca. Para eli
minar los grumos de mayor tamsfio, se centrifugé a 100 x g
durante 15 min. El sobrenadante se extrajo cuidadosamente
y se transfiri6 a nuevos tubos, los cuales se centrifuga--
ron s 330 x g durante 15 min. a 4°C. E] sobrenadante sc de
sech8 y el sedimento se resuspendié en 2 ml de SSI estéril.
De osts suspensién se tom6 una alfcuota con la que se hizo
uns dilucién 1:100. Ests dilucién se leyS en espectrofot6-
metro (Bsush § Lomb) a una longitud de onda de 500 mm. Con
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siderando que una Densidad Optica de 0.14 equivale a 4 x
106 bacterias, se calculé la concentracibn tebrics de bac-
terias de la suspensién. La infeccién de los animales se -
l1lové a cabo cuando la concentracifn de bacterias de la --
suspensidn fuera igual o mayor a 2 x 109 bacterias/al.
INOCULACION DE LOS ANTMALES: Para la infeccibén dec los ani-
males &stos se dividieron en dos grupos, cuya diferencia -
radicS en la dosis infectante. Los dos grupos de ratones -
se infectaron cn ¢l cojinete plantar, inyectando 0.05 al -
de la suspensibn, 8 de una dilucién 1:10 a partir de €sta,
respectivamente. El grupo control estuvo constituido por -
ratones sanos de la misma cepa y edad que se¢ mantuvieron -
bajo lasymismas condiciones que los ratones infectados.

- VIABILIDAD DEL INOCULO: A partir de la suspensibn que se
utilizé para ls infeccién se prepararon dos diluciones que
contenfan aproximadamente 1 x 104 bacterias/ml y 1 x 103 -
bacterias/ml respectivamente. Se sembraron por duplicado -
0.1 m} de cada una de estas diluciones e¢n medio de cultivo
sélido. Las cajas se incubaron durante una scmana a 37°C y
se contS ¢l nGmero de colonias que se habfan desarrollado.
Lo snterior se hizo para conocer ol nGmero de microorganis
mos visbles que fueron inoculados al ratén.

EVALUACION DE LA INFECCION: Somanalmente so midié el grosor
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del cojinete plantar infectado, con un microcalibrador - -
(The L. S. Starret Co. A thol Mass).

ESTIMULACION LINFOCITARIA: Ls técnica so llevé a cabo en -
condicionos de esterilidad.
- PREPARACION DE LA SUSPENSION DB CELULAS: Se sacrificaron

los ratones por dislocacién cervical. El bazo se extrajo -
asépticamonto y se colocd en S ml de SSB, en una caja de -
Petri dosechable do 60 x 15 mm (Lux, Scientific Co. Newbu-
ry Park Calif. U,S.A. Cat. No. 5226). Con pinzas de discc-
cién de punta roma, esterilizadas a la flama, el bazo sec -
disgregé suavemente. La suspensién de c6lulas obtenida, se
transfirié a tubos estériles desochables dc 17 x 100 mm --
(Falcon, Oxnard Calif. U.S.A. Cat. No. 2057). Se dejaron -
reposar sobre hielo durante 10 minutos para que las part§-
culss gruesas sedimentaran. El sobrenadante que contenfa -
las c8lulas se transfirid a otro tubo. Las células se lava
ron con SSB estéril dos veces, centrifugando a 250 x g por
10 minutos a 4°C. El paquete de células que results se sus
pendib en 2 ml de modio de cultivo enriquecido. De la sus-
pensibn anterior so tom6 uns alfcuota para cusntificar el

nfmero de leucocitos por mililitro por ol método de Turk,

haciendo un control de viabilidad de las células por el m¢
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todo do oxclusién do azul tripsno (60). Se ajusté el nfme-
ro de c8lulas s uns concentracibn dc S x 106 c6lulas via--
bles por mililitro.
- CULTIVO Y ESTIMULACION LINFOCITARIA: El cultivo se llevé
a cabo en placas Falcon para microcultivo (Cat. 3040 Fal--
con). Las células de animales controles e infectados se --
cultivaron en un voldmen final de 0.2 m) que contenfan $ x
105 células. Los cultivos se hicieron por cuadruplicado en
presencia de:

a) Medio RPMI 1640 enriquecido, como testigo.

b) Concanavalina A a una concentracién de 0.2 ug por -

cultivo.

c) Lipopolisacérido de E. coli a una concentacién de -

10 ug por cultivo,

Las placas pars microcultivo se incubaron a 37°C en atmbs-
fera himeds y con S% de CO, por un perfodo de 72 hrs.

Los cultivos se marcaron 18 a 20 horas antes de cumplido -
el perfodo do incubacibén con 1 uCi de timidina tritisds --
(SHTAR) (NET-027, New England Nuclear I11. con una activi-
dad especifica de 6.7 Ci/mmol) Las células se cosecharon -
sutomft icemente y los filtros se secaron por exposicién a
uns lémpars de rayo infrarrojos. Una vez secos los filtros

se dopositaron en frascos viales que contenfan 3 ml de 11-
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quido de centellco y so contaron en un aparato Mark III --
(Amershan/Searle Co. I11.).

ME2CLA DE CELULAS: Se cultivé la mezcla de células do ani-
malos infectados y de animales testigos, cada uno contribu
y6 con 2.5 x 105 células. Ademfis, se cultivaron por separa
do pozos testigo que contenfan 2.5 x 108 células, tanto de
1os animales infectados como do los animales testigos. Es-
tos cultivos fueron cstimulados y procesados de msnera si-
milar a los cultivos anteriores. Los datos obtenidos de la
mezcla de células se compararoh con la sumatoria de los --
cultivos testigos.

PRUEBA CUTANEA: El1 AgNd se preparS a una concentracifn de

1 mg/ml en SSI estéril, Para realizar 1s prucba cuténea --
(PC) sc inyecté 0.05 ml del antfgeno en el cojinete plan--
tar del ratén. Para valorar la PC sc midib el grosor del -
cojinete con un microcalibrador (Mitutoyo, Mfg. Co. Ltd.,

No. 2412, Japbn), previamente a la inoculacién y a las 24

horas después de 1a inoculacibn del antfgeno. La PC de hi-
persensibilidad tardfa, se considerd positiva cuando exis-
ti6 una diferencis estadisticamente significativa entre ls
lectura de los snimsles infectados y animaleos testigos a -
las 24 horass.
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ANALISIS ESTADISTICO: Para detcrminar la homogeneidad de -
la varian:a cn los prupos cstudiados, se utilizé la pruebs
de Fisher (61). Para estimar la significancia sc utilizé -
la prucba de t de Student cn el caso de que las varianzas

resultaran homogéncas (61). Cuando las varianzas fueron he
terogéneas la significancia se determiné por la prueba U -

de Mann-Whithey (62).
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RESULTADOS

CINETICA DE LA INPECCION
La infocci6n fué evaluada por medio do l1a medici6n peribdi

ca dol grosor del cojinete plantar infectado. En la figurs
1 se muestra el aumento en el grosor del cojinete plantar
infectado con rospecto al tiempo de infeccibén. los anima--

les infectados con N. brasiliensis, presentaron un aumento

considerable a los 10 dfas do la inoculacibén. Posteriormen
te se¢ observé una disminucién progresiva que alcanzé un m§
nimo a los 30 dfas. Despuds de cste periodo la infeccibn -

se mantuvo establo.

ESTIMULACION LINFOCITARIA EN RATONES INFECTADOS CON
DIA BRASILIENSIS.
El estado funcional de los linfocitos fud evaluado periddi

NOCAR-

camente mediante la técnica de estimulacién linfocitaris.

Respuesta de células de bazo de ratones infectados a la es

timulacibn con Concanavalina A.

Los l1infocitos provenientes de animales infectados y anima
les testigos fueron ostimulados con 0.2 ug de Concanavali-

ns A por cultivo a diferentes intervalos de la infeccibn.
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Los rosultados indican quo durante los primoros dfas de in
feccibn los 1infocitos de animales infectados muostran una
incorporacién de SHTdr similar a 1a de los linfocitos de -
animales testigo. (tabla 1). A partir de la cuarta semans
de infeccibn se obsorvé una disminucibn significativa de -
la rospuesta a la estimulacién con Concanavalina A en los
linfocitos de los animalcs infectados (Tabls 1).

En infecciones inducidas con altas concentraciones de mi--
croorganismos (107) s¢ observd una inhidbicibn a la estimu-

lacién con Con A continua.

Respucsta de linfocitos de ratones infectados a 1a estimu-

lacién con 1lipopolisacfirido de E. coli

So estudi6 la funcionslidad de los linfocitos B de ratones

infectados y ratonos testigo a diferentes intervalos de la

infeccibn; para ello se emple6 20 ug de lipopolisacérido -

de E. coli por cultivo. Los resultados seflalan uns inhibi-

cibn significative de la rospuesta a LPS en los linfocitos

de snimsles infectados desde la cuarta semana de infeccibn

(Tabla 2).

Bn infecciones con dosis altas (107) se obtuvo una inhibi-
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cibn duradera y que aumonté en grado de significancia con
respecto al tiempo. (Tabla 2 y 3). La respuesta a LPS es -
inestable a dosis bajas de microorganismos (Tabls 3). En -
1a tabla 4 sc muestra ¢l promedio de inhibicibn a 1a res--
puesta a LPS obtenida de tres experimentos efectuados con
una dosis media de 2.66 x 107 bacterias. Esta inhibicién -

es persistente y estable.

MEZCLA DE CELULAS

En cuanto a los cultivos de mozcla de células, solo se ob-
servé en algunas fechas que la presencia de las células de
ratones infectados disminuyeron la respuesta a la estimuls
cién con mitSgenos de las células de ratones testigo (Ta--

blas S y 6).

fectados con Nocardia brasiliensis.

Ls respucsta celular se evelub in vivo por medio de intra-
dermorreaccifn; para ello se empleS el Aghb. En la figura
II se observa que la hipersensibilidad de tipo tardfo fué
positiva durante los primeros dfas de infeccién y poste- -

riormente se volvié negativa.
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DISCUSION
Los rosultados obtenidos en el presente trabajo indican --

que los linfocitos provenientes de animales infectados con

Nocardia brasiliensis muestran una incorporacién de Sutar

significativamente menor a la de los animales normales, --
cuando ambos fueron estimulados con mitégenos. Lo anterior
hace suponer que la funcionalidad de los linfocitos dc ani
males infectados se encuentra disminuida inespecificamente.

Esta inhibicién de la respuesta a mitégenos siguib cierto

patrén. Se demostré que el do i omp o de los
l1infocitos B y T del ratén infectado se encontr§ similar a
el do los animales tostigo a los pocos dfas de infeccién.
En slgunas infecciones la rosp a LPSd di6 en los

primeros dfas y poco después apareci disminuida la res- -

puesta & Con A.

Al relacionar la cinética de 1a infeccién con los resulta-
dos de ecstimulacibn linfocitaria (fig. I y tablas 1 y 2),
se observS 1o siguiente: El dosceonso progresivo en la tumo
racibn corresponde al perfodo en el cual los linfocitos se
encuentran foncionslmente normsles. Cuando los linfocitos

presentaron uns inhibicién de la respuosta s la estimula--
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ci6n con mit6genos, ol grosor del cojinete plantar so man-

tuvo ostable duranto osta otapa.

A semojanza de los resultados obtenidos con Con A, la res-
puestas do tipo tardfo al AgNb fué positiva en los primeros
dfas do infeccibn (fig. IT y Tabla 1). Dospubs se torné ne
gativa coincidiendo este perfodo con la fase de inhibicién
a la respuosta a Con A. De lo anterior se concluye que el

estado inmune a los animales infectados con N. brasilien--
3is no solo se encuentra afectado en cuanto a la respuesta
al AgNdb (respuesta especifica) sino también se observa uns
modificacién on la respuesta a la ostimulacién con mitége-
nos (respuests inespecffica). Es importante mencionar que

1a cinética de ambos tipos de respuesta es similar.

Aparentemente existe cierta rolacién entre la respuesta a
1a estimulacibn con mitégenos y la dosis infectanto. Pare-
ce ser que una dosis olevada de microorganismos 107) indu
jo una inhibicién en la respuesta a LPS estable (tablas 3
y 4). Cuando se cmplearon dosis menores la inhibicién a --

LPS fué muy inestable (tabls 3).

En este trabsjo el cultivo de la mezcla de células de ani-
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males infectados y animales testigo sugioren la participa-
cibn de células supresorss como resp bles del do --
inhibitorio (tablas 5 y 6).

Por lo tanto, el pr trabajo sup la existencis do

diferentes ctapas a 1o largo de la infeccifn:

En la primera etapa se demostrS por intradermo reaccibn y
estimulacibn linfocitaria que la funcionslidad de los lin-
focitos T y B, se mantuvo dentro de los 1imites normales,
mientras que 1a infeccién presenté un descenso progresivo.
En 1a segunda etapa ambos tipos de respuesta decayeron sig
nificativamente y en este perfodo el tamafio dol micetoms -

se mantuvo estable.

Haciendo un anflisis de los resultados, se observan tres -
sspectos importantes:
12 Inhibicién de la respuesta s la estimulacibn con -
aitdgenos.

2% [Influencia de la dosis de bacterias inoculadas en
1a respuests a la estimulacién con mitégenos.
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3* Bstabilidad del granuloms en ¢l perfodo en ol que

los linfocitos pr una resp disminuida

a 1a ostimulacibén con mitégenos.

Cada uno de estos aspectos serf discutido a continuacién:
1* Inhibicién de la respucsta a la estimulacibm con -
mitégenos. La inhibicién de 1la r

y Lipopolisacérido de E. coli en animales infectados con -

a0 lina A

iy

N. brasiliensis puede deberse a: i) Presencia de células -
supresoras (o sus productos) que provoquen una inhibicién
de 1a respuesta a mitégenos. ii) La bacteria o alguno de
sus productos como responsables de este estado de inhibi--
cién. 1ii) Expansién policlonal inducida por el microorga

nismo.

El método empleado para demostrar la presencia de c6lulas
supresoras consiste en cultivar la mezcla de linfocitos de
animsles infectados y animales testigo. Sin en el animal -
infectado se han generado células supresoras, estas provo-

can una inhibicién de la rosp a mitég por parte -

de 1o0s linfocitos do animales testigo. En diversas parasi-
tosis ha sido demostrada la participacién de células supre

soras. Estudios reslizados por Jawardena y cols (55) y Ra-
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mos y cols (63) han encontrado que las células de bazo de
ratones infectados con Trypanosoma brucei y T cruzi respec
ti , son cap de inhibir in vitro la produccién

de c6lulas formadoras de anticuerpo y la ostimulacién por
mitégonos de linfocitos T y B de animales normsles. En in-
fecciones producidas por Histoplasma capsulatum (56) se su
glere la existencis de una poblacién inmunoreguladora. La
respuesta inmune de tipo celular de ratones con histoplas-
mosis se encuentra inhidbidas entre la primera y tercera se-
mana de la infeccién. Para la octava scmana cuando ha sido
resuelta se aprecis la participacién de una poblacién coo-
peradora, ya que el estado immunosuprimido desaparece. En
osquistosomiasis producida en rata (57) sc observa que al
inicio de la infeccibn existe una respuesta de prolifera--

cién significativa al antfgeno do Schistosoma marnisoni asf

como uns hipersensibilidad cutfnea do tipo tardfo al mismo.
Sin embargo, entro la cuarta y séptima semanas de infec- -
ci6n, smbas respuestas disminuyeron. Al buscar un motivo -
de esta reduccibén se demostr8 dnicamente a los 35 dias de

infeccibn, 1a participacibn de c€lulas supresoras.

Como 1o muestran lss tablas S y 6, en el presente trabajo

so sugiore la participacién de célulss suprcsoras. Sin em-
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‘ bargo estas solo fueron demostradas on algunas ocasiones.
| La presencio do c6lulas supresoras demostrada in vitro po-
, dria sor el motivo do ol estado immune deficiente que so -

aprecis en los animales infectados con N. brasiliensis.

Es posible que la bacteria o alguno de sus productos scan
los responsables de el estado de inhibicién a la respuesta
a mitégenos, Quizé el patégeno indusca la inhibicibn de 1a
respuesta inmunc para evitar secr atacado y de esta forms -
permanecor indefinidamente en el huésped. Como se sabe el
micetoma es una infeccibn de tipo crénico y por lo tanto -
el agente causal permanece por un perfodo prolongado. En -

lo que respecta a infecciones producidas por N. brasilien-

sis es posible que osta y/o alguno de sus productos gene--
ren un estado inmunc deficiente. En esquistosomiasis ha si
do demostrada esta hip6tesis. Camus y cols (57) demostra--
Ton que un extracto de S. mansoni inhibié la respuesta de

proliferacién de linfocitos tanto al antigeno de S. manso-

ni como a mit6genos.

La inhibicién de la respuesta a mitégenos también puede de
borse s 1s expansifbn policlonal. Se ha demostrado que algu

nos parfsitos sogregan substancias con propiedades mitogé-
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nicas (64-66). Estas substancias también son conocidas co-
mo activadores policlonales de linfocitos B, ya que pueden
estimularlos dirocta o inespecificamente a proliferar. Es-
to podrfia ocasionar un agotamiento do clonas trayendo como
consecuenc ia la falta de participacisn de los linfocitos B
en la rospuesta immune y por lo tanto la aparicién de un -
estado hiporreactivo. Ortiz-Ortiz y cols (6S) y Lépez y --
cols (66) demostraron que un extracto de N. brasiliensis -

activa incspecfficamente linfocitos B de ratén.

En el presente trabajo, los resultados sefialan una inhibi-
cibn de la respucsta a LPS desde los 11 dfas de infeccibn
en algunos experimentos. Esto sugiere que algunas substan-
cias segregadas por la bacteria ocasionaran una expansién
policlonal, y por este motivo so observara una falts de --

respuesta a LPS.

2® Influencia de la dosis de bacterias inoculadas en
1s respuesta a la estimulacién con mitégenos. Otro aspecto
interesante de oste trabajo, os la influencia de 1a dosis
de bacteriss en la respuesta a LPS. Una dosis elevads de -
sicroorganismos provocé uns inhibicifn perdurable a la es-
timulacién por LPS.
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En otras infecciones sc ha observado esta misms relacién -
(55, 56, 67). Artz y Bullock (56) supusieron que un mayor
estimulo antigénico activa de cierto modo mecanismos regu
ladores de la respucsta inmunc. Esta actividad inhibito--
ria puede explicarse como un mecanismo de proteccibn pars
ol huésped. Es decir, en el caso do que la respuesta inmu-
ne no tuviera control, s¢ provocarfs una gran necrosis del
tejido como consecuencia de la defonsa contra un elevado -

ntmero de microorganisios.

3t Estabilidad del granuloma en ol perfodo en el que
los linfocitos presentan una respuesta disminuida a la es-
timulacibn con mitégenos. Es interesante sefialar que el --
grosor del cojinote plantar infectado se mantuvo estable -
durante la ctapa en que la funcionalidad de los linfocitos
se encontr6 limitada. Bste resultado difiore con el encon-

trado en la infeccibn experimental inducida con bacterias

pendidas en ady (52). En este trabajo, la RIC eva
luada por intrsdermorreaccibn, llegé a un méximo aproxima-
damente a los 25 dfas de infeccién, mientras que la dimen-
s46n del micetoms fué minims. Posteriormente 1a RIC dismi-

nuyé y el micetoms aument$ do tamafio considorablemonte.
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Posibl te en ol pr trabsjo suceda algo similar a

1o reportado por Chensue y cols (68). Es decir, al existir
una inhibici6n inespecificica de los linfocitos, no hay --
una produccién adecuads de linfocinas y por lo tanto se --
evits que ¢l granuloma progrese. Otra explicacién que se -
podria dar es la siguiente: es posible que el responsabdle
de controlar el micetoma sea el macréfago, ya que como se
ha demostrado los macr6fagos de los snimales infectados --

con N. brasiliensis observan un aumento de actividad fago-

citica y digestiva a los 25 dfas de infeccibn y so mantie-
nen funcionalmente normales s lo largo de &sta (52, 69).

En tuberculosis hay evidencias que indican que los macréfa
gos son activados principalmente en donde se localiza el -
bacilo. El macr6fago se activa bajo el estfmulo del bacilo
y sus productos. Esta activacién se acompafia de una dismi-

nucién en el nGmero de bacilos presentes (70, 71).

Por lo tanto queds demostrado que en cierto porfodo de la
infecci6n los linfocitos de ratones infectados con N. bra-

siliensis se encuentran funcionalmente deficientes. Falta

sGn por demostrar cusl es el verdadero mecanismo rosponsa-

ble de osts alteracifn.
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CONCLUSIONES
- Se demostrS, que los linfocitos de ratones infectados con
N. brasiliensis, de manera similar a otras infecciones, pre
sentan un estado de inhibici6n hacia la respuesta a la esti

mulacién con mitégenos.

- Ls funcionalidad de los linfocitos provenientes de rato--

nes infectados con N. brasiliensis se encuentra disminuida

inespecfficamente con respecto a los animales testigo, du--

rante algunas etapas de la infoccibn.

- Este estado de inhibicibn de la resp a a mitég se

aprecia primero en los linfocitos B y posteriormente en los

linfocitos T.

- Los resultados demuestran que dosis infectantes elevadas,
inducen un estado persistente de inhibiciSn a la respuesta

s mit6genos.

- Los resultados de estimnlacibn linfocitaria empleando Con
censvalina A se correlscionan bien con los resultados de la
pruebs de hipersensibilidad taria con el AgNb. Es decir, la
respuests inespecifics (Con A) y la especifica (AgNb) solo
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fueron positivas en los primeros dias de la infeccibn y des

pués de tornaron negativas a lo largo de la infeccifn.

- El descenso progresivo en la tumoracién corresponde al pe
rfodo en el cual los linfocitos de ratones infectados se en

cuentran funcionalmente normales.
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PROPUESTAS Y RECOMENDACIONES

Sc demostré quo los linfocitos de animales infectados con
N. brasiliensis presentan un funcionamiento anormal en - -
cierta etapa de la infeccifn. Sin embargo, sln queda por -
demostrar el o los mecanismos responsables de esta altera-
cién. A continuacién se proponen diversas alternativas a -

seguir para alcanzar este objetivo.

Suponiendo que se trate de una poblacibn supresors, serfa

interesante caracterizarla. Para ello, las diversas subpo-
blaciones (linfocitos T, B y macr8fagos provenientes de --
animales infectados) se purifican en basc a sus propieda--
des y posteriormente cada una de cstas subpoblaciones se -
cultivan en presencia de células de animales normales. Si-
sulténeamente se preparan cultivos testigo, y todos son so
metidos s 1a estimulacibn con mit6genos. Por los resulta--
dos se detecta cual de estas subpoblaciones tiecne un efec-
to supresor sobre las células normales. De este modo, se -

identifica la poblacién responsable. Es probable que la --

inhibicién de 1a resp s mitég esté dada por algln
producto do 1s c6luls supresors que se encuentre en el sue

ro del animsl infectado. Para probar esta posibilidad, las
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c6lulas de animales normales sc cultivan on prosencis de -
suero dec animales infectados, y se estimulan con mitSgenos
apropiasdos. Si existe un factor supresor cn el suoro, la -
respuests de las cdlulas do los animales normales se encon

trarf disminuida.

También se sugirié en la discusibn dc los rosultados la po
sibilidad do que la bacteria o alguno de sus productos fue
ran los responsables de este estado de inhibici6n. En esto
caso, se cultivan células de animales normales en presen--
cia de bacterias o el sobrenadante de un cultivo de las --
mismas. Otra posibilidad es cultivar células de animales

normales en presencia de bacterias muertas. Esto dltimo es
con el objeto de descartar definitivamente la posibilidad
de que algin producto del metabolismo bacteriano sea ¢l --
csusante del efecto supresor. Los cultivos asf preparados
se somoten 8 la técnica do estimulacién linfocitaria con -

los mitégenos adecuados.

En 1a discusibn de los resultados tembién sec habl6 de 1la -
posibilidad de uns expansibn policlonal. Para demostrar es
to se pueden seguir diversss alternativas. Una de cllas es

preparar cultivos de células do animales normales con o --
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sin bactoriss. Si la bacteria tiene un efecto mitogénico -
sobre los linfocitos de animales normales, ostos presenta-
rén una incorporacién de SHrdr superior a la de los culti-

vos testigo.

Otra alternativa a seguir es hacer un onsayo de células --
formadoras de¢ anticuerpo en animales infoctados con N. bra

siliensis. Si existe una oxpansién policlonal el nfdmero de

placas hemolfticas sc ver§ disminuido en cierto perfodo de
1a infeccibn con respecto a las obtenidas de los animales

testigo.

Como so mencion6 en la introduccibn, N. brasiliensis tiene

1a caracteristica de crecer en forma dec pequefios grumos al
cultivarse en un medio 1fquido. Esto dificulta en cierto -
grado ¢l procedimionto para infectar a los animales, ya --
que debe emplearse un inbculo ghomogéneo tanto en concentra
c16n como en consistencia. Por este motivo, el infculo se

prepara homogenizando en mortero la pelfcula de crecimien-
to de 1s bacteris. Este método ofrece diversas dificulta--
des. Entre ellas, hay un mayor riesgo de contaminacibn, el
proceso es largo y tedioso, ademfs la excosiva manipula- -

ci6n de la bacteris probsblemente ocasione una disminucibn
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de 1a viabilidad de ésta. Para rosolver coste problema, so
pueden seguir las siguientos alternativas: Modificar el ae
dio de cultivo de tal manera que la bacteria se desarrolle
homogéncamente, es decir, que se evite la formacibn de - -
agrogados. Otra posibilidad os separar por centrifugscibn
los grumos de crecimiento y utilizar el sobrenadante. Este
se centrifugarfa a una velocided apropiads para recuperar
las bacterias y emplearlas para la inoculacibn. Sin embar-
g0, ©s probable que por este método no se alcance la ‘con--

centrac i6n adecuada de bacterias.

Otra manera de mejorar el método de preparacién del inbcu-
lo, seris empleando un homogenizador automftico. De esta -
forma, se ahorrarfa tiempo, ademfs de facilitar el proceso
aunque adn persistirfa el riesgo de contaminacién y la po-
sibilidad de disminuir en mayor grado la viabilidad del --
inbculo.
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forma, se ahorrarfa tiempo, ademfs de facilitar el proceso
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sibilidad de disminuir en mayor grado la viabilidad del --
in6culo.
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ANEXO
ESTIMULACION LINFOCITARIA
INTRODUCCION:
La actividad o estimulacién linfocitaris (EL) es una técni-
ca que mide la capacidad funcional de los linfocitos para -

proliferar como rosp a la ind 16n por antfgenos o mi
tégenos (72 - 75).

En 1960 Nowel (76) descudbrid que la fitohemaglutinina PHA -
transformaba los linfocitos en linfablastos proliferantes.
Desde entonces la EL inducida por mitégenos o antigenos ha
sido una técnica ampliamente usada en diversos campos de la

Biologfa.

La EL es un medio préctico para evaluar doficiencias inmuno
16gicas adquiridas o de origen genético (77). También puede
ser empleads para vigilar los efectos de diversas quimiote-
rapiss (78 - 82). Peavy y cols. (78) descubrieron por medio
de esta técnica, que un flrmaco cmpleado pars el tratamien-
to de infecciones virales en humanos, (ribavirin) suprime -
hasta en un 90% la respuesta linfoproliferativa normal. Asi
mismo, Hersch y Oppenheim, (79) demostraron una diminucién

de la respuesta s mit6gonos on pacientes con enformedades -
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oculares y malignas que habfan recibido quimioterapia. Otros
estudios realizados por Oppenheim (80, 81) y Aisendberg (82)
indican que en diversos sfindromes, los pacientes muostran -

uns EL disminuida.

METODOLOGIA:

Para obtoner resultados Sptimos on ¢l uso de la EL es nece-
sario trabajar en condiciones estrictas de esterilidad; ade
nfs es de suma importancia establecor las condiciones de --
trabajo como la cinftica del cultivo, la densidad colular,

el medio de cultivo, los cstimulantes a emplcar y las con--
contraciones de los mismos, y el tipo de material para el -
cultivo. También es importante cultivar células de sujetos

normales al mismo tiempo que de sujotos experimentales como

control.

Los linfocitos humanos son purificados a partir de sangre -
periférica heparinizada, por centrifugacién en gradiente de
densidad sobre Ficoll-Hypaque. En ol caso de que los linfo-
citos provengan de Srganos linfoides, las suspensiones celu
lares se proparan disgrcgando suavemente 2 los mismos, y se

psrando los desechos celulares (83).
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Ly susponsifén de c6lulas so ajusta a una concentracién apro
ximada a2 1 x 106 1infocitos. Si la concentracibn de c6lulas
es muy olevada o muy baja, la rospuosta al estimulante no -
es la Optima. Los cultivos son hechos por triplicado o cua-
druplicado en tubos de ensayo (macroensayo) o placas para -
microcultivo (microensayo). Los medios de cultivo ususlmen-
te empleados son ¢l medio mfnimo esencial Esgle y ol medio
RPHI 1640 suplementado con S a 20% de suero, ya sea homblo-
go o hoter6logo. Los estimulantes (mitégonos o antfgenos) -
se afiaden a la concentracifn previamente ostablecida. los -
cultivos as{ preparados se incuban por lo general durante 2

s 4 dias. Cuando se emplean mitég poco p o antf-

genos se requieren de 5 a 7 dias de incubacién. Los linfoci
tos se incuban en atmésfers himda suplementada con 5% de CO,
para mantener ol pH apropiado a los cultivos.

Ls velocidad de sintesis del fcido desoxirribonucleico (DNA)
fué cslculads originalmente por evaluacién morfollgica del
porcentsje de 1linfoblastos presentes en el cultivo. Sin em-
bergo este método ha dejado de emplearse debido a la varia-
bilidad de los resultados (74).

Ls gran utilidad y smplio uso do la estimulacién linfocita-



ria ha sido posible por el desarrollo de ensayos cuantitati
vos de incorporacifn do radiois6topos. Los is6topos més em-
pleados son la timidina marcada con tritfo o carbono 14 pa-
ra detorminar la sintesis do DNA. Algunos investigadores -
utilizan 125 I-S-yodo desoxiuridina. También la transforma-
cién se puede cvaluar detorminando 1a incorporacifn de ami-
noficidos radioactivos durante la sfntesis de protefnas. Sin
embargo esto Gltimo método es menos sensible. Los cultivos
son marcados de 4 a 18 horas antos de ser cosechados. Ante-
riormente las células eran cosechadas por métodos laborio--
sos. Actualmente el empleo do mfquinas cosechadoras sutoms-
ticas facilita el procosamiento de los cultivos, ademfs de
obtenerse resultados mfs reproducibles. Estas mfquinas aspi
ran y lavan las células sobre filtros de fidbra de vidrio. -
Estos filtros tienen la propiedad de retener macromoléculas,
entre ellas el DNA, y permitir ol paso de moléculas peque--
fias. Los filtros se secan a 60°C por 15 minutos, se colocan
en visles, se les adiciona el 1fquido de centelleo y final-

mente se en un dor de centelleo, para determi-

nar ls radiosctividad incorporada a el DNA, expresada en --

cuentas por minuto (cpm).

Los dstos se exprosan de la siguiente manora: se dividen --
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las cpm del cultivo estimulado entre las cpm del cultivo --
control, lo cual proporciona un cociento comunmente referi-
do como ol fndice de ostimulacién. Otro método frecuonte--

mente emploado consiste en obtener el promedio de las cpm

de cada uno de los grupos a analizar. Posteriormente los da
tos se somoten a un anflisis estadistico adecuado para de--
terminar si existe alguna diferencia significativa entre --
los grupos estudiados. Comunmente se empleoan las prucbas es

tadisticas t de Student o U do Nann Withney.

ESTIMULANTES ESPECIFICOS E INBSPECIFICOS PARA LINFOCITOS:

Existe una serie de estimulantes que se emplean para eva- -
lusr 1a resctividad linfocitaria. Los estimulantes inespec{
ficos son los mitégenos ya que cllos estimulan de 60 a 90%
de los linfocitos de¢ sujetos normales, ya sea adultos o re-
cién nacidos. Los antigenos solo estimulan los linfocitos -
especificos de sujetos proviamente sensidbilizados. Por esta

razén el porcentaje de linfocitos estimulados es muy bajo.

Se pienss que los estimulantes se unen a recoptores presen-
tes en la superficic de los linfocitos. Subsecuentemente, -
ellos activan a los linfocitos para asf provocar su trans--

formscién. Los estimulantes se caracterizan por el tipo de
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poblacién que sctivan. Estos pucden estimular solo a los --

linfocitos T 6 a los linfocitos B.

Los mitégenos comunmente ciploldos son fitohemaglutinina --
(PHA, S ug/ml) y Concanavalina A (ConA, 10 ug/ml) ambos son
mitégenos para linfocitos T, y el mit6geno fitolaca america
na (PWM) que eostimula tanto linfocitos T como B. Desgracia-
damente los mitdgenos més conocidos para linfocitos B muri-
nos, tales como ondotoxinas y anticuerpos antiimmunoglobuli

nas, no son estimulantes potentes para linfocitos B humanos.

Los antfgonos comunmento empleados son el derivado protefni
co purificado (PPD), estroptolisina O, un extracto de Candi
da albicans y el toxoide tetdnico. En general los sujetos -
normales muestran concordancia entre los resultados de las

prucbas cutdneas de¢ hiporsensibilidad tardfa y la activa- -
ci6n linfocitaria inducida por antfgenos o mit6genos para -
linfocitos T (80). Una ve: que ha sido activado el linfoci-
to T por el estimulante apropiado, este sinteti:a y segrega
uns serie de linfocinas, entre ellas el factor mitogénico,

que induce ls transformacién de otros linfocitos afin no es-

timulados.
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TABLAS Y FIGURAS
Cinotica de la infeccibn.

Pruoba cuténea de hipersensibilidad tardfa al
AgNb.

Inhibicibn de 1a respuesta a Concanavalina A
en animales infectados con 1.6 x 107 bacte- -

rias viables.

Inhibicién de 1a respuesta a Lipopolisacérido
en animales infectados con 1.6 x 107 bacte- -

rias viasbles.

Respuesta a 1a estimulacién con Lipopolisac§-
rido de E. coli en animales infectados con di

ferentes dosis de N. brasiliensis.

Inhibici6n de la respuesta a Lipopolisacérido

de E. coli.

Efecto inhibidor de células de bazo de snima-



) o

70

les infectados con N. brasilionsis sobre la -

respuesta a mitégenos por células normales.
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Figura 1. CINETICA DE LA INFECCION. La
infecci6n fué evaluada por medio de 1a
medicibn peribdica del grosor del coji

nete plantar infectado. ‘
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Figura 2. PRUEBA CUTANEA DE HIPERSEN-
SIBILIDAD TARDIA AL Ag Nb. La respues
ta celular fué evaluada in vivo por -

medio de intradermorcaccién.
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TABLA 1
INHIBICION DE LA RESPUESTA A CONCANAVALINA A EN ANIMALES
INFECTADOS CON 1.6 x 107 BACTERTAS VIABLES.

IAS DE MEDIO Con A
NFECCION a cpm b cpm ¢t eo P
4 N 1690 105327 2017
1 6840 179955 4426 ns
28 N 8810 202905 §535
1 2427 18564 574 €0.001
31 N 3180 102655 12066
’ 1 1370 24050 1708 <0.05

Medis de la respuesta de 3 animales controles.
Medis de 1a rospuesta de S animales infectados.
Respuesta normal de las células cultivadas en ausencia de mité-
genos.
Respuesta de 1ss células a Concanavalins A.
Mm cuentss por minuto (media de cads grupo).
m * e e Cuentss por minuto (media de cada grupo) y error estan-
dar.
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TABLA 2
INHIBICION DE LA RESPUESTA A LIPOPOLISACARIDO EN ANIMALES
INFECTADOS CON 1.6 x 107 BACTERTAS VIABLES.

DIAS DE [ NEDIO b LPS
INFECCION cpm cpm : ee P
4 N 1690 42400 4700
I 6840 21316 8394 ns
24 N 8810 44260 2751
T 2427 9222 350 <0.01
3 N 3180 19015 635
1370 2972 528 <0.001
54 N 4397 43683 2115
1 3202 17852 1079 <0.001

N MHedis de 1a respuests de 3 animales controles.

I MNedia do 1a respuests de $ animalos infectados.

s Respuests normsl de las células cultivadas en ausencia de mit6-
genos.

b Respucsta de las células s Lipopolisacfirido de E, coli.

cpe Cuentss por minuto (media deo cads grupo).

cpm : © ¢ Cuentss por minuto (media de cada grupo) y error standar,
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RESPUESTA A LA ESTINULACION CON LIPOPOLISACARIDO DE E. COLI
EN ANINALBS INFECTADOS CON DIFERENTES DOSIS DE N. BRASILIENSIS

DOSIS DIAS DE [} [}
INFECCION RESPUESTA INHIBICION P

7x 104 1 65.21 34.79 <0.02
19 75.05 24,94
a7 93.02 6.97

7 x 105 1 31.33 68.67 <0.001
19 106.02
40 127.90

1.6 x 100 4 39.86 60.13 <0.005
31 63.30 36.60
1] 28.96 71.03 <0.001
9 80.47 19.50

7 x 106 28 44.00 56.00 <0.005
35 88.00 12.00

1.6 x 107 4 50.20 49.7
24 20.83 79.16 <0.01
31 15.62 84.30 <0.,001
54 40.86 59,10 <0.001

El porcentsje de respuesta es el resultado do la comparacibn de la
medis de S animsles infectsdos con la media de 3 animales normales.

Ls respuesta de los animales normales es considerada como el 100% de
respuests s mitégenos.
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TABLA 4
INHIBICION DE LA RESPUESTA A LIPOPOLISACARIDO DE E. COLI

DIAS DE ) )
INPECCION RESPUESTA INHIBICION
26 29.31 70.67
33 21.81 78.15
53 26.15 73.83

Promedio de tres experimentos efectuados con una dosis me-
dia de 2.6 x 107 bacterias viables.



79

TABLA 5 y 6
EFPECTO INHIBIDOR DE CELULAS DE BAZ0 DE ANINALES INFECTADOS
CON NOCARDIA BRASILIENSIS SOBRE LA RESPUESTA A NITOGENOS -
POR CELULAS NORMALES.

CONPOSICION DEL INCORPORACION DE
CULTIVO CELULAR INIDINA (PRGOME-  PIRGENTATE DB
(cels/ml l cpm)

NORMAL INFECTADO LPS 1
2.5 x 106 70 160

2.5 x 108 32 920 s3
s x 106 94 095

5 x 106 37 537 60
2.5 x 106 2.5 x 108 51 410 50

Dosis infectante: 7.5 x 10° bacterias/ratén.

Dias de infeccibn: 11

Composicifn del cultivo: c6lulas provenientes de 3 animales
normales y 5 animales infectados.



TABLA S y 6
(CONTINUACION)

EFECTO INHIBIDOR DE CELULAS DE BAZO DE ANIMALES INFECTADOS
CON NOCARDIA BRASILIENSIS SOBRE LA RESPUESTA A MITOGENOS -
POR CELULAS NORMALES.

COMPOSICION DEL INCORPORACION DE
CQULTIVO CELULAR TINIDINA b
(cels/ml) (PROMEDIO cpm)
NORMAL INFECTADO Con A '
2.5 x 108 88 050
1.5 x 106 26 677 70
s x 106 132 685
s x 108 61 162 54
2.5 x 10° 2.5 x 108 64 268 4

Dosis infectsnte: 7 x 105 bacterias/ratén.

Dias de infeccibn: 40

Composicién del cultivo celular: células provenicntes de 3
snimales normales y § ani
males infectados.
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