INTRODUCCION

Los actinomicetos representan un conjunto de bacterias grande y diverso, ubicuos en la
naturaleza. Como saprofitos del suelo participan en la descomposicion del material organico
y producen antibiticos y enzimas de valor industrial. Algunos son agentes de enfermedad en
¢l hombre, los animales y las plantas. Aunque mfrecuentemente reportados en la practica
clinica en €l pasado, actualmente se reconocen como causa de morbilidad significativa que
puede resultar en incapacidad y muerte, tanto en huéspedes inmunocomprometidos como en
inmunocompetentes (1-7).

Los actinomicetos patagenos se han clasificado en 2 grupos generales, de acuerda con la
estructura quimica de su pared celular: aquéllos con pared celular “rara” (1), tipo IV, y los
que carecen de tales cormponentes estructurales, a los pnmeros pertenece €l género Nocardia.
La pared celular tipo IV estd compuesta de un péptidoglicano con dcido meso-
diaminopimélico, un polimero de arabinosa-galactosa, acidos micolicos complejos con
longitud de cadena de 44 a 64 dtomos de carbong, icidos grasos saturados e insaturados,
dcido 10-metil estedrico (tuberculoestedrico), fosfolipidos que incluyen difosfatidilglicerol,
fosfatidiletanolamina, fosfatidilinositol y  fosfatidilinositol-mandsidos 'y,  ademas,
menaquinonas tetrahidrogenadas con 8 unidades isopreno o dihidrogenadas con 9 unidades
isopreno. El porcentaje molar G+HC del DNA esta en el rango de 64 a 72 (1,3.4,7).

El género Nocardia y bacterias relacionadas, igual que los actinomicetos en general, son
microorganismos saprofitos del suelo, donde desdoblan productos organicos complejos tales
como celulosa, proteinas, polisacaridos, lipidos, parafinas y otras fuentes de carbono y
energia. Es precisamente ¢ suelo €l reservorio prncipal de nocardias potencialmente
patogenas pars los seres vivos (1,3-5).

Algunas especies de Nocardia patogenas para e hombre se han detectade en polvo
doméstico, arena de playa, tierra de jardin, agua de albercas y de Iz lave. Se han reportado
como causa de mfeccion en ganado bovino, en equinos, porcinos, caprinos, ovinos, en



diversos amimales domesticos, silvestres y marinos. N. asteroides es la Nocardia patdgena
mis cominmente reconocida, aunque N. brasiliensis y N. ofitidiscaviarum también se han
recuperado de infecciones en muchas de estas especies animales (3-6).

Las nocardias ocurren como patdgeno primario en poblacion sana y como patogeno
oportunista en individuos con factores predisponentes. Contraric a la percepcion general de
que las infecciones humanas por nocardias son raras, se presentan en todo el munde con
cierta frecuencia, son de diagnostico dificil y por lo tanto de incidencia subestimada, afectan a
multiples drganos y tejidos, frecuentemente no responden a la terapia y producen una alta
tasa de incapacidad y mortalidad (1-4).

No hay manifestaciones clinicas especificas o patognomanicas de las infecciones por
Nocardia. La enfermedad puede variar desde un proceso autolimitado, berugno o subclinico,
no diagnosticado, hasta una infeccion aguda, agresivamente destructora, fulminamte. Puede
presentarse como un absceso cronico, una infeccion fibronodular crénica, 0 mas raramente
como un granuloma (2-4,8). De acuerda a la via de infeccion y subsecuente patologia del
huesped, las nocardiosis fueron agrupadas en 4 (0 6 segin Beaman) amplias categorias:
nocardiosis pulmonar y sisténuca, nocardiosis subcutanea y cutanea localizadas, infecciones
linfocutaneas (o enfermedad esporotricoide) y actinomicetomas (3,4). En gencral la
nocardiosis en cualquiera de sus formas se reconoce coma una infeccidon esporadica,
adquirida en la comunidad; no obstante, las nocardiasis de ornigen hospitalario son cada vez
mas frecuentes, particularmente en pacientes inmunocomprometidos. Se han seflalado como
sitios de riesgo mayor las umdades de trasplante, de terapia oncoldgica y de enfermedades
hepiticas, asi como los quiréfanos, almacenes y laboratorios de analisis clinicos (2-4).

Segun Sandoval-Trujillo (1) tres especies de Nocardia caunsan la mayoria de las
infecciones en el hombre: V. asteroides (al parecer mis comin en Estados Unidos y agente
etiologico principal de las nocardiosis pulmonar y sistémica), N. brasiliensis (mas frecuente
en Brasil y México y agente causal predominante del micetoma actinomicdsico) y N.
otitidiscaviarum o N. caviae (generalmente asociada a nocardiosis extrapulmonar, y sin
predileccion geografica aparente). McNeil (4) considera que N. transvalensis también es
patogeno importante para el hombre. En general, [as infecciones por N, astervides parecen
ser de prevalencia mayor en las regiones templadas muentras que las causadas por V.
brasiliensis predominan en las dreas calidas, tropical y subtropical (1-4,7).



Nocardia brasiliensis es una bacteria aerobia, no movil, con forma esférica, ovoide o
cocobacilar, que mide aproximadamente de 0.5 a lpum de diametro y hasta 20um de longitud
y que tiende a formar cadenas o filamentos de células que pueden semejar al micelio fungico,
tipicamente es Gram positiva y parcialmente acido-alcohol resistente. Las colonias de la
bacteria pueden tener una apariencia de superficie lisa 0 completamente irregular (de roseta
de maiz), con pigmemo que varia del gris, al amarilio, al naranja segin el metabalito
sintetizado {carotenoides, o tipo tmelanina). Pertenece al Orden Actinomycetales, a la Familia
Nocardiaceae, al Género Nocardia, con mas de 30 especies descritas; de acuerdo con los
actuales métodos de analisis taxonomico (composicion de su pared celular en aminoécidos y
azucares de péptidoglicanos, acidos grasos, particularmente acidos micolicos,
menaquinonas y fosfolipidos, asi como constitucion de su DNA), tiene muchas caracteristicas
en comun con miembros de los géneros Rhodococcus, Gordonma, Tsukamurella,
Mycobacterium y Corynebacterium (1,3-5,7).

El micetoma es la manifestacion clinica tardia (sermanas o meses, incluso afios) de una
infeccion resultado de la inoculacion traumitica repetida en 1a piel y tejido subcutaneo, de un
actinomiceto, comummente N. brasiliensis en nuestro medio; usualmente afecta a las
extremidades inferiores. El proceso inicia con lesion ulcerativa subcutanea, localizada,
frecuentemente sin dalor, que tiende a la cronicidad y progresa lentamente a dafio mayor, se
caracteriza por nddulos subcutaneos que semejan tumefaccion de expansion lenta, con
deformidad y fistulas que exudan liquide viscoso seiopurulento y serosanguineo que
generalmente contiene particulas granulares (“granulos") macroscopicamente visibles, de
tamaiio (cercano & un mm de diametro) y color vaniables, y células inflamatorias que rodean
las colonizs microscopicas del organismo infectante. El estudio histologico de la lesion
muestra infiltracion de polimorfonucleares (PMN) neutréfilos, de linfocitos y de fagocitos
mononucleares (MN) activados, asi como fibroblastos que circunseriben Ia lesion (2,3,8,9).

Los micetomas, cominmente progresivos, permanecen activos durante la vida del
individuo causando tal dafio que puede llegar a requerirse amputacion del miembro afectado.
No responden facilmente a la quimioterapia y pueden resultar en significativo debilitamiento
del paciente (2-4).

La incidencia mundial mds alta de micetoma se focaliza alrededor del Tropico de Cancer,
entre las latitudes 15°S y 30°N. Los paises mas afectados son India, Sudan, Senegal, Somalia,



Venezuela, Colombia, Brasd y México, entre otros (1,3-5). Seglin Beaman (3), de acuerdo
con una estimacion conservadora varios miles de personas cada afio son infectadas con
Nocardia en los Estados Unidos de Norteaménica y varios cientos de miles de infecciones
ocurren en ¢l mundo. En México se considera que € 98% de los micetomas es debido a
actinomicetos, de los cuales el 86% corresponde a N. brasiliensis. Los estados de la
Repuiblica Mexicana con mayor reporte de casos son Morelos, México, Jalisco, Veracruz,
Oaxaca, Michoacan, Guerrero, Hidalgo y Nuevo Ledn (1,5).

El interés cientifico por la patologia y la patogenia asociadas a V. brasiffensis es reciente.
En 1883 Rabe introdujo la exploracion experimental de [a patogenia de V. astervides en el
perro, en 1391 Eppinger empled conejos y cobayos y, en 1956 se iniciaron los estudios corn
N. brasiliensis en ratones y cobayos. No fue sino hasta hace 20-25 afios que se comenza @
adquirir informacion confiable de los mecanismas de patogénesis y de inmunidad de! huésped
en las infecciones por Nocardia (1,3,4). Ea los modelos animales se han reportado cepas de
Nocardia notablemente virulentas, o resistemtes a los agemtes anmtimicrobianos asi como
condiciones de inmunosupresion © inmunodeficiencia del ammal como factores
predisponentes a la mfeccion. También se tiene evidencia de resistencia natural del hésped
animal a la enfermedad (3,4,9).

En mtones, la patogenia del micetoma por N. brasiliensis descrita por Gonzalez-Ochoa
en 1973, por Folb et al. en 1976 y por Ortiz-Ortiz y cols. en 1982 (1,9-13), comprende una
respuesta inflamatona inicial constituida predominantemente por infiltrado de leucocitos
PMN. Una semana mas tarde el sitio de inoculacion (comunmente cojunete plantar) muestra
una reaccion inflamatoria granulomatosa. Después de los 14 dias aparece el micetoma
caracteristico con granuloma, pequefios abscesos con granulos actinomicdsicos, rodeados de
numerosos granulocitos y restos celulares que forman un microabsceso. Los cortes
histoldgicos revelan un anillo de fustiocitos y granulocitos que circunscriben €l microabsceso
¥, €n una tercera zona excéntrica un infiltrado inflamaionio que contiene macrofagos con
abundante citoplasma granular, linfocitos y células epiteliales y plasmaticas .

Para la defensa del huésped contra la infeccion por Nocardia se han propuesto como
escnciales tanto los efectares de resistencia innata come los de inmunidad adquirida especifica
(2-4,9,11-15).

Resistencia Innata. La piel constituye la barrera fisica primordial contra Nocardia,



Estos organismos al parecer son incapaces de desarrollar infecciones cutinea y subcutinea
sin ruptura de la integridad de la piel; més ain, las nocardias no permanecen en [a piel sang
por pericdos extensos. Se sugiere que €l moco secretado en las superficies internas del
cuerpo bloquea la adherencia de nocardias a las células epiteliales, y que las bacteriap
atrapadas son elimicadas por accion de los cilios de células epiteliales, mediante el estormudo
y la tos. Los fluidos corporales (lagrimas, saliva, secreciones nasales, orina) proporcionan una
accion de lavada y una fuente de diversos productos microbicidas. La flara bacteriana normal
suprime el crecimiento de Nocardia mediante produccién de sustancias inhibidoras,
competencia por nutrientes, bloqueo de los sitios de adherencia y favorecimiento de ia
activacion no especifica de las células fagociticas del huésped (14).

Una vez que las nocardias rompen las barreras fisicas y quitnicas del cuerpo encuentran
fagocitos "profesionales”, ésto es, neutrofilos y MN. A medida que la célula de Nocardia se
vuelve adherente a la superficie, puede iniciar crecimiento, del cual, a su vez, resulta atraccion
de células fagociticas. Si biery, las nocardias son fagocitadas con relativa facilidad, no siempre
son destruidas (15-18) y, consecuentemente pueden desarrollarse especialmente dentro del
macrofago. A medida que este proceso progresa se establece una respuesta inflamatona con
infiltracién de PMNSs, macrofagos y linfocitos; si la respuesta no es suficiente para impedir el
crecimiento de Nocardia, se desarrolla una infeccion progresiva circunscrita a una lesion
local, o diseminada (por via hematica cominmente) que afecta otras regiones del cuerpo (2-
4,15-18).

Si bien, todas las cepas de Nocardia son fagocitadas, ain en ausencia de componentes
séncos (particularmente aaticuerpos y complemento), su destino intracelular depende de
caracteristicas propias de Ia cepa microbiana, (tales como e grado de virulencia y ias
condiciones metabolicas en el momento de acurrir la fagocitosis), asi como de la célula
huésped. Con N. astervides se ha observado que las cepas virulentas crecen rapidamente
dentro de los fagocitos (y ocwre destruccion del macrofago infectado), mientras que las
cepas menos virulentas pueden morir dentro del fagocito (en tanto que las sobrevivientes
crecen intracelularmente), y que cepas de baja virulencia, y avirulentas, cominmente mueren
después de la fagocitosis. Con algunas cepas de Nocardia la pared celular es dafiada y estas
bacterias pueden persistir por largos periodas dentro del macréfago (1-4). Se ha sefialado que
las bacterias virulentas son toxicas para los fagocitos ya que; intuben la fusion fagosoma-



lisosoma, bloquean o neutralizan la acidificacion fagosomal y modulan el conteido
enzimatico lisosomal. Cepas menos vimalentas manifiestan capacidad intermedia para alterar
tales actividades del fagocito mientras que las relativamente avirulentas no lo hacen (24,15-
20).

Por otra parte, se sabe que macrofagos de distirtos siios anatomicos ditieren en sus
interacciones con Nocardia. Asi, las células de Kupffer de ratones no inmunizados muestran
capacidad menor para la fusion fagosoma-tisosoma y permiten el crecimiento de cepas de
Nocardia de virulencia alta e imtermedia, en tanto que los macréfagos de peritoneo y de bazo
expresan capacidad mayor para fagocitar las células microbianas, para la fusion fagosoma-
lisosoma y para la actividad nocardicida. Las cepas de virulencia alta ¢ intermedia también
crecen dentro de los macrofagos alveolares, no asi las cepas relativamente avirulentas. En
cuanto a los neutrdfilos de sangre periférica, aunque fagocitan faciimente células de Nocardia,
las bacterias no son muertas, incluso las cepas virulentas crecen dentro de estas células
huésped. De aqui se ha sugerido que los PMN retardan el crecimiento de Nocardia lo
suficiente para permitir que los macrofagos se activen y muestren su capacidad microbicida
contra la bactena a través de los productos bacteriotoxicos del metabolismo oxidativo
(radical superoxido, 16n hidroxilo, oxigeno singulete y peroxido de hidrogeno), y la potente
accion microbicida del haluro oxidada liberado durante la actividad de la mieloperoxidasa (2-
4). Por lo tanto, para que el microorganismo crezca dentro del PMIN debe ser capaz de
bloquear, neutralizar o resistir el amnbiente toxico del neutrofilo. A este respecto se sugiere
que cepas virulentas de N. asteroides que contienen altos niveles de catalasa citopldsmica y
de una superoxido dismutasa (SQD) unica asociada a superficie celular, y secretada, son
protegidas por ambas enzimas de la muerte oxidativa por los PMN (20-22).

Inmunidad Adquirida anti-Nocardia. En humanos y en animales se han demostrado -
anticuerpos anti-Nocardia y respuesta de hipersensibilidad tardia hacia antigenos de la
bacteria, después de infeccion por Nucardia, si bien su papel en la resistencia del huésped ain
no es claro.

Respuesta Humoral. Diversos grupos de investigacion, entre ellos nuestro laboratorio
(14,24), han identificado inmunoglobulinas de los isotipos M, G y A, taato en la infeccion
experimental en animales como en la infeccion progresiva en humanos (2,3,13,14,23 24).
Con estudios de inmunofluorescencia se han detectado anticuerpos en grinulos y células



plasméticas de las lesiones de ratones infectados con N. brasiliensis a las 2 semanas y en
suero a los 3045 dias post-infeccion (13,14). Sin embargo, la inmunizacién pasiva por
inyeccion de sueros hiperinmunes a ratones no inmunizados, no ha conferido proteccion
significativa contra el reto con células virulentas de N. brasiliensiy (24-26), ni ha mostrado, in
vitro, actividades opsonica ¢ microbicida significativas en presencia o ausencia de neutrdfilos,
monocitos, macrofagos o complemento (no obstante la presencia de depésitos de C3 en el
granulo) (3,4,10,15,24,25); y no solo ésto, sino que se ha generado controversia, asi, diversos
reportes indican que los anticuerpos pueden incrementar la enfermedad nocardica progresiva.
En lesiones cronicas inducidas por Nocardia se han identificado cantidades elevadas de
complejos antigeno-anticuerpo los cuales, se sugiere, exacerban la severidad y cronicidad de
las lesiones y juegan algin papel en el extenso dafio tisular caracteristico (2,13,25,26). Asi
mismo, la presencia de anticuerpos fijadores de complemento a titulos altos en pacientes con
micetomna por N. brasiliensis se ha asociado con lesiones tisulares mas extensas, mala
comdicidon general y cronicidad, mientras que los titulos bajos se han detectado en pacientes
con infeccion benigna (3,13,26). En ratones CBN (genéticamente deficientes en células B) en
los cuales no se han identificado anticuerpos después de inrmunizacion con células virulentas
de N. asteraides, se ha demostrado mayor resistencia a [a infeccion por Nocardia, que en
ratones con respuesta humoral normal (2).

Ahora bien, puesto que se ha aislado un extracto de N. brasiliersts con efecto mitogenico
y de activacion policlonal para linfocitos B de raton, al parecer independiente de linfocitos T
(10,27,28), Beaman y McNeil (3,4) hacen notar que no obstante los titulos altos de
anticuerpos que se encuentran en la recuperacion de una infeccion o después de inmunizacion
esténdar, los amicuerpos realmente son escasos para el efecto que se pretende demostrar, y/o
pueden estar dirigidos contra antigenos no relevantes a la virulencia o a 2 patogemicidad de [a
cepa de Nocardia de interés (3,4). Asi, anticuerpos purificados para antigenos definidos de
superficie celular, parecen ser protectores para el huésped: i vitro, 1gG policlonal (de
conejo) neutralizante de la actividad de SOD de Nocardia, incremento en los PMN la muerte
de células virulentas de N. asteroides, e IgM monoclonal (de raton) neutralizante de la misma
actividad, por transferencia pasiva aument$ la capacidad de los ratones para retardar el
crecinuento de la bacteria (2,22).

Respuesta Celular. Contrario a las evidencias y opiniones sobre respuesta inmune



humoral y susceptibilidad o resistencia al desarrollo de nocardiosis y de micetoma, las
evidencias y opiniones sobre la respuesta inmune mediada por células tienden a concordar en
que la deficiencia en la inmunidad celular se acompafia de susceptibilidad mayor al desarrollo
de nocardiosis y de mucetoma progresivos. Los resultados de la investigacion en diversos
modelos animales indican que, asi como para las bacterias y protozoarios intracelulares mas
conocidos, la inmunidad mediada por células es el mecanismo por e cual el huésped resiste la
infeccién por Nocardias (2-4,11,12,15-19,26 29-32).

En 1953 Gonzdlez-Ochoa mostrd que las Nocardias inducen no solo reacciones de
hipersensibilidad inmediata, reportadas en 1943 por Drake y Henrici para V. asteroides, sino
también de hipersensibilidad tardia (1-3); asi mismo dié a conocer una prueba cutdnea para el
diagnostico de micetoma por N. brasiliensis con la aplicacion de antigenos que
posteriormente utilizé6 en estudios epidemiologicos (1,3). A partic de 1963 los grupos de
Boyalil-Jaber y de Dyson y Slack presentaron un conjunto de trabajos sobre la obtencion de
antigenos para el diagnostico diferencial de micetoma (producido por N. brasiliensis) y de
nocardiosis (por N. asteroides) mediante prueba cutinea de hipersensibilidad tardia (1-3), y
en la década de los afios 1970 Ortiz-Ortiz y cols. publicaron aportaciones semejantes para
antigenos de Nocardia y de Mycobacterium (1,11,12). Los resultados de esta serie de
trabajos fueron practicamente los mismos: los antigenos obtenidos eran mezclas de proteinas,
polisacaridos, lipidos y acidos nucleicos, inadecuados para diferenciar infeccion no solo entre
las distintas nacardias, sino también entre Nocardia y Mycobacterium. Entre 1967 y 1972
Kingsbury y Slack dieron a conocer su estudio sobre la induccién de reaccion de
transformacion blastoide de linfocitos de cobayos sensibilizados con N. asteroides, para lo
cual utilizaron una nocardina (péptido active con lipidos y carbohidratos) aislada de A
asteroides, que en altas concentraciones presentaba reaccion cruzada con cepas de M.
brasiliensis y de N. ofitidiscavierum (1). En 1992 Salinas, Vera y Welsh (5,14) reportaron la
identificacion de 3 proteinas inmunodominantes de N. brasiliensis v el aislamiento de 2 de
ellas con las cuales Salinas, Casillas y Welsh (23) desarrollaron un ELISA para detectar la
presencia de anticuerpos séricos anti-p24 y anti-p26 de N. brasiliensis, ensayo que se ha
constituido en una prueba diagnéstica de micetoma por N. brasiliensis. Estos antigenos, que
¢l mismo grupo ha demostrado son inmuncdominantes en el ratén, el conejo y el hombre

{23,24), se emplean en nuestro laboratorio para inducir la transformacion blastoide de



linfocitos de ratones primoinmunizados con diversos antigenos de N. brasiliensis.

A partir de la década de los afios 1980 los investigadores han empleado con mayor
frecuencia el estudio de Leishmaniasis como sistema modelo para evaluar la respuesta inmune
mediada por células en infecciones por microorganismos intracelulares. Si bien es cierto
Leishmania no es una bacteria, si es un microorganismo que en una etapa de su ciclo de vida
ocurre como forma intracelular obligada y que, ademas, desencadena una patologia muy
semejante a aquéllas relacionadas con nocardias y micobacterias (16,18,33-36). Los
resultados en esta linea de investigacion evidencian la actividad no solo de la poblacion
celular T como un todo, sino la participacion diferencial de las subpoblaciones T en las
distintas etapas del proceso infeccioso, al parecer en estrecha dependencia de las
caracteristicas fisico-quimicas de los estimulos antigénicos. Asi, no solo las subpoblaciones
TCD4+ y TCD8+ son selectivamente activadas, sino también las subpoblaciones CD4-1 y 2
(Thl, Th2) o bien, las CD8 citotoxicas o CD8 supresoras, manifestandose en cada caso
efectos caracteristicos sobre la patologia del misino proceso infeccioso, que varian desde el
proceso autolimitante, curativo, hasta el no limitante, progresivo. Para algunos
microorganismos (Plasmodium chabaudi chabaudi, P. falciparum, P. vinckei, Leishmania
major, Listeria monocytogenes, M. tuberculosis, M. leprae y T. pallidum) el primer proceso
se asocia con respuesta de células Thl en tanto que el segundo lo esta con la participacion de
células Th2 (15-19,32-38).

Aunque no se conoce informacién tan especifica para el caso particular del micetoma
producido por N. brasiliensis, en ratones y en ratas deficientes en células T se ha demostrado
la importancia de esta poblacion celular para proteger contra la infeccion, aguda o crénica,
por Nocardia y microorganismos relacionados: Animales deficientes en células T infectados
con N. brasiliensis desarrollan infeccion diseminada grave y persistente, mientras que en los
normales ocurre infeccion localizada de menor duracion (2-4,26,29), con N. asteroides se
demostro en roedores deficientes en linfocitos T, sometidos a transferencia adoptiva de
subpoblaciones celulares T obtenidas de animales normales inmunizados, incremento en la
capacidad del huésped para eliminar las cepas virulentas de la bacteria (2). Mediante
microscopia electronica se observé adherencia de células de Nocardia a la superficie de la
membrana de linfocitos T de ratones inmunizados, y daiio en el pared celular

de la punto de contacto de la bacteria previo a la lisis bacteriana; este mecanismo de
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muerte directa por células T mostro ser especifico para el microorganismo sensibilizante,
independiente de anticuerpos e incrementable por primoinmunizacion in vitre de los linfocitos
con fragmentos de pared celular de Nocardia (2,32).

Con Rhodococcus equi, microorganismo muy relacionado filogenéticamente con
Nocardia, se demostro la eliminacion de las bacterias de bazo, higado y pulmones en el curso
de 3 semanas en ratones normales, mientras que los atimicos fueron incapaces de hacerlo, y
mediante agotamiento celular in vivo se mostrd la participacion de las subpoblaciones
TCD4+ y TCD8+ en la eliminacidén de las bacterias. Se observd que al abatirse Unicamente la
subpoblacion CD8+ ocurria un incremento marcado de umidades formadoras de colonias de
la bacteria en higado y en bazo, por lo cual se sugirid que esta subpoblacion de células T
pudiera jugar un papel mas importante en la erradicacion de Rhodococcus equi que las
células CD4+ (4). Para Nocardia, las observaciones en pacientes con SIDA apuntan en la
misma direccion. En una reciente revision del tema (4) McNeil sefiala que a pesar de la severa
inmunodeficiencia celular caracteristicamente encontrada en las personas infectadas con VIH,
las infecciones oportunistas por especies de Nocardia no son frecuentes en ellas, no obstante
la ubicuidad de estos microorganismos, y propone que “mecanismos inmunes especificos no
celulares pueden ser activos contra estas infecciones, como si la deficiencia en c€lulas TCD4+
favoreciera la resistencia contra la infeccion por Nocardia, asi como la proporcién mayor de
linfocitos TCD8+, ademas de los macréfagos y los factores humorales™. Ivanyi, en 1993, ha
sefialado que "mientras que las células CD4+ podrian ser la fuente principal de IFN gamma
(como representante de la activacion de macrofagos), las células CD8+ podrian lisar, en
forma restringida por moléculas MHC clase I, a los macrofagos superinfectados refractarios y
liberar su contenido bacteriano para ser sometido por los macréfagos recién reclutados de la
médula dsea, y por lo tanto con nueva actividad bactericida. Alternativamente las células
CD8+ podrian mediar la proteccién por un mecanismo no restringido por MHC con
participacion de mediadores humorales con blanco en los macrofagos” (17).

Por otra parte, las evidencias experimentales sefialan que la actividad de las células T no
ocurre aisladamente. Ensayos /» vifro con macrOfagos alveolares de conejos normales e
inmunizados mostraron que los macréfagos solos, ain activados, no mataban a las células
ingeridas de cepas virulentas de N. asteroides, y que la actividad mas efectiva ocurtia cuando

los macrofagos activados eran incubados con células T primoinmunizadas, ademas de suero
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mmune y material de revestimiento alveolar (4). Para Rhodococcus equi, Hietala y Ardans
encontraron que |4 actividad bactericida de los macrofagos se incrementa en presencia de
factores derivados de Linfocitos de sangre periférica seasibilizados iz vitro con antigenos de
superficie del microorganismo (4). A este respecto, el papel que las citocinas en general, y las
linfocinas en particular, desempefian en la respuesta inmune subsiguiente a la exposicion a
Nocardia, se desconoce, pero las evidencias con otros microorganismos indican que es
mediante citocinas que se activan y suprimen las funciones de las diversas poblaciones de
celulas que participan en los mecanismos de inmunidad (39-45). En una revisién reciente
sobre induccion de respuestas de células T CD4+ Thl y Th2 Constant y Bottomly citan que,
mediante estudios in vive e in vitro se ha estimado que se requiersn tan solo unos dias
después del contacto con el antigeno para que una célula precursora Th sea destinada hacia
un fenotipo efector particular, Thl o Th2 (46).

Por lo tanto, elementos diversos y especificos de la respuesta inmune mediada por
células, son necesarios para controlar un cierto proceso infeccioso, de tal manera que su éxito
depende tanto de las caracteristicas mucrobianas como de la capacidad de respuesta del
huéped al patogeno. Es creciente la evidencia experimental que apova las propuestas de que
un cierto mimero de contactas entre grupos quimicos particulares de la c€lula microbiana y
de las células efectoras de la inmunidad determina los fendmenos moleculares y celulares
subsecuentes, as{ coma el éxito o el fracaso en el control de un proceso infeccioso. En
general se acepta que son factores que influyen en la progresion de enfermedad por
exposicion 2 Nocardia: las caracteristicas fisicas, quimicas y genéticas del microorganismo, su
estado metabolico durante su permanencia en ¢l huésped, su cantidad introducida al huésped
¥ su via de entrada al mismo; la susceptibilidad del huésped en el momemto de la exposicion a
la bacteria, durante la colonizacion y el desarrallo de ia misma, asi como la capacidad de
respuesta inmune, genéticamente determinada, del huésped (1-4,9,15,20-22,25-32). Por lo
tanto, la mvestigacion actual de la relacion huésped/pardsito ha Hamado la atencion a
reconsiderar que factores tan elementales como tamafio, estado fisico, cantidad, naturaleza
quimica y caracteristicas biologicas de los microorganismos en general, o de un antigeno o de
un determinante antigénico particular, no solo afectan, sino que determinan los mecanismos
mediante los cuales las defensas inmunes y naturales del huésped interaccionan con el agente
microbiano para su cootrol y/o eliminacion de los tejidos infectados (3,16-19,30-33,35,37-
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61). Kjelstrom y Beaman para Nocardia (2,3), Nordmann er al. para Rhodococcus equi (3,4)
y otros autores para diversos patogenos intracelulares (19,30,33,42,51,52,58) encontraron,
en modelos animales, un hecho conocido desde el siglo pasado: que la vacunacion con
bacterias muertas o con algunos productos bactenanos confiere un grado de inmmnidad
menor, o no la confiere, con respecto a la vacuna de bacterias vivas. Por lo que respecta a las
caracteristicas fisicas del antigeno, es clisico el e¢jemplo de la gamma-globulina como
inmunégeno en su forma agregada o como tolerdgeno en su forma soluble (51,52,58,59); asi,
un medio de uso comuin para tratar de incrementar la inmunogenicidad de un agente proteico
es someterlo a calentamiento para favorecer la formacion de agregados o bien, precipitarlo o
adsorberlo a algin soporte para insclubilizarlo, Recientemente, durante la preparacion de
antigenos de Strepfococcus mutans, Challacombe encontréd que la inmunizacion por ingestion
de antigenos estreptocdccicos presentados como particulas (bacterias completas) inducia
sintesis de anticuerpos secretorios y sensibilizacién sistémica, en tanto que en la forma soluble
aunque inducia sintesis de IgAs provocaba tolerancia sistémica (61). Con antigenos de
protozoarios en su forma nativa (particulados) y solubles, ademas de observarse este
comportamienta variable en la respuesta de anticuerpos en funcidn del estado fisico del
antigeno, s¢ ha hecho aparente una selectividad en la activacion de las subpoblaciones T,
CD4+ y CD8+ (49,50,57). Otras evidencias al respecto han sido publicadas en una revision
reciente por Constant y Bottomly (46).

El efecto de la dosis de antigeno en la induccidén de respuesta inmune no puede ser
generalizado ni a todos los antigenos ni a todas las especies receptoras, en virtud de que
ocurren variaciones considerables en la respuesta inmune segun la cantidad de antigeno, las
caracteristicas del mismo y de {a especie receptora. Aunque comiinmente las concentraciones
bajas inducen tolerancia y las dosis altas pardlisis inmunologijca, el efecto de dosis de antigeno -
no es directamente predecible. Asi, con dosis bajas de algunos antigenos lejos de inducirse
tolerancia se logra la formacion de cantidades pequetias de anticuerpos de gran afinidad y
espectificidad alta para su antigeno o bien, la estinulacion preferencial de células T (58),
también se ha reportado que una cantidad aparentemente pequeila de antigeno puede ser rica
en epitopes inmunodominantes y ejercer un verdadero efecto estimulante (46). Por otra parte,
una dosis alta de algiin antigeno en lugar de conducir a pardlisis inmunoldgica, puede inducir
sintesis de anticuerpos de baja afinidad y espexificidad, ¢ bien, en €l curso del tiempo puede
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dar tugar a una respuesta inmune efectiva (62). En 1964 Mitchinson demostrd que la
inyeccion repetida a ratones adultos de albiimina sérica de bovino (ASB) en dosis inferiores a
las Imunogénicas, podia provocar estado de tolerancia; resultados similares se observaron
con seroalbiimina humana en congjo y con flagelina en ratén (58). Por su parte, Mond y cols.
en un esquema de inmunizacion de una sola daosis de gamma-globulina bovina dinitrofenilada
(DNP-BGG) encontraron que si bien [a afinidad del amticuerpo era inversamente
proporcional a la dosis de antigeno empleada, la afinidad mejoraba con el tiempo de manera
que las dosis mayores de antigeno finalmente resultaban en cantidades importantes de
anticuerpos de aita afinidad en comparacion con las dosis mas pequefias (62-64). Parish y
Liew al primoinmunizar ratas con desis altas de flagelina indujeron respuestas humorales
mientras que con dosis bajas despertaron inmunidad mediada por células (46). Bretscher ef
al. por inyeccion de ratones BALB/c con una cantidad pequefia (10% unidades) del parésito L.
major indujeron respuesta de hipersensibilidad tardia que disminuia al aumentar el mimero de
parasitos (10°) (46). Desde la década de los afios 1970 Unanue identificé una relacion directa
entre la captacion de antigeno por el sistema fagocitico y el grado de ia respuesta inmune, de
manera que cambios en [a molécula antigénica que aumentaban ¢ dismimiian la captacion del
amtigeno por los fagocitos, resultaban en respuesta inmune superior © inferior
respectivamente (65). Los trabajos de glicosilacion de antigenos y de identificacion de los
receptores respectivos en las células presentadoras de antigeno (CPA) confirmaron los
hallazgos de Unanue y permitieron a los autores concluir que una dosis pequefia de un
antigeno rico en grupos que facilitan la fagocitosis puede ejercer €l mismo efecto que una
dosis mayor con un nimero mencr de grupes de reconocimiento por las CPA (46,57,66).
Por otra parte, con €l descubrimiento de las linfocinas un nuevo efecto se ha asociado a dosis
de antigeno; Seder y Paul en su revision sobre adquisicion de un fenotipo productor de
lirfocinas por células TCD4+ (45), citan que la dasis de antigeno es un factor que influye en
a determinacion del fenotipa celular productor de un cierto patron de linfocinas,
particularmente en las células TCD4+ tipos 1 y 2.

Por lo tanto, no hay una cantidad fija, predeterminada, de antigeno soluble o particulado
para todos los potenciales intminogenos, menos aun para los diferentes sistemas
inmunocompetentes. Recientemente se ha propuesto, con base en la evidencia experimental,
que el concepto de dosis debe referirse 2 la cantidad del epitope que al cubrir un mimero
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critico de receptares quimicamente especificos desenicadena Ia respuesta total de [a célula de
interés (61).

Dadas, la importandia clinica de N. brasifiensis como ageate etiolégico de micetoma
actinonﬁcésicoene!hombmylaescasainfomaciénsobrelabactaiaywhue'sped, en el
contexta previamente expuesto, en ¢ presente trabajo de tesis se propuso evaluar el efecto
que la dosis de antigeno y la forma fisica, soluble o particulada, del mismo egjercen sobre la
capacidad de produccion de anticuerpos anti-N. brasiliensis circulantes en sangre, sobre la
capacidad de respuesta de linfocitos hacia la bacteria y sobre el fenotipo de tales linfocitos, en
un modelo experimental, ratones BALB/c.



HIPOTESIS

LOS ANTIGENOS PARTICULADOS DE Nocardia brasiliensis,
BACTERIAS COMPLETAS, INDUCEN MAYOR RESPUESTA
INMUNE TANTO HUMORAL COMO CELULAR,

QUE EL ANTIGENO SOLUBLE, EN FORMA

DEPENDIENTE DE LA DOSIS
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

DETERMINAR LA INFLUENCIA DE LA DOSIS Y DEL ESTADQ SOLUBLE
O PARTICULADQ DEL ANTIGENO EN LA RESPUESTA INMUNE
CONTRA UNA FRACCION INMUNODOMINANTE DE
Nocardia brasiliensis

EN UN MODELO EXPERIMENTAL

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Obtener los Antigenos de V. brasiliensis.
1.1 Particulados :
L.1.1 M. brasiliensis Muerta por Calor.
1.1.2 N. brasiliensis Muerta por Radiacion UV,
1.2 Solubles:
1.2.1 Extracto Celular Cruda (EC)

1.2.2 Fraccion Inmunodominante (fID)

2. Cuantificar [a Respuesta de Anticuerpos anti-fID en el Suero Proveniente de

16
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Ratones BALB/c, a Diferentes Tiernpos de la Inmunizacién con las Distintas Dosis de

los Antigenos Soluble y Particulados de N. brasiliensis.

3. Determinar la Dosis Optima de fID para Inducir in vitro 1a Respuesta Proliferativa de
Linfocitos Provenientes de Ratones BALB/¢c Inmunizados con los Antigenos Soluble v

Particuladas de N. brasiliensis.

4. Estudiar la Cinética de la Respuesta Proliferativa de Linfocitos de Bazo y de Ganglio
Linfatico Popliteo Provenientes de Ratones BALB/c Inmunizados con Diferentes Dosis

de los Antigenos Soluble y Particulados de N. brasifiensis.

8. Identificar, Antes y Después del Reto Antigénice in vitro, las Poblaciones de
Linfocitos TCD4+, TCD8+ y BCD45R+, Provenientes de Ratones BALB/c
Inmunizados con Diferentes Dosis de los Antigenos Soluble y Particulados de N.

hrasiliens



MATERIAL Y METODOS

1. Material Bioldgico.

1.1 Animales de Experimentacién, Se utilizaron ratones cepa BALB/c, hembras y
machos de 12 & 16 semanas de edad, del bioterio del Depto. de Inmunalagia de la
Facultad de Medicina de la UANL, dervados a su vez de la cepa BALB/c de los
Institutos Nacionales de Salud de los Estados Unidos de Norteamérica (NTH, Bethesda
MD). Fueron alimentados ad libiturn con agua y nutricubos para roedores.

1.2 Antigenos. Los antigenos fueron obtemidos de subcultivos de la cepa “Hospital
Universitario José Eleuterio Gonzdlez-17 (HUJEG-1) de N. brasiliensis. La cepa se aisld
de las lesiones de un paciente con micetoma dorsal, se identificc mediante pruebas
bioquimicas en el Depto. de Microbiologia del mismo Hospital y fue confirmada por la
Dra. June Brown ¢en los Centros de Control de Enfermedades de los Estados Unidos de
Norteamérica (CDC, Atlanta GA). La cepa se conserva en nuestro laboratorio mediante

pases en agar-dextrosa Sabouraud (Bioxon).

2. Obtencion de los Antigenas de N. brasiliensis cepa HUJEG-1.

2.1 Obtencion de Suspension Unicelular de N. brasiliensis cepa HUJEG-1 (67).
Con colonias de N. brasiliensis cepa HUJEG-1 conservada en medio de cultivo agar-
dextrosa Sabouraud se inoculd caldo infusion cerebro c¢orazon (BHI, DIFCO), en
volimenes de 30ml contenidos en matraces Erlenmeyer de 125ml de capacidad. Despuds
de 48 horas de incubacién & 37°C, en agitacion continua (Dubnoff Metabolic Shaking
Incubator, GCA/Precision Scientific), se transfirié el contenido de los matraces a tubos
conicos de 50ml de capacidad, se recupero la masa bacteriana por centrifiugacién durante
10 min a 1500xg (centrifuga Beckman modelo TJ-6), se lavo con solucion salina estéril
(s.s.e., cloruro de sodio 0.85% p/v} y se disgregod coa agitador de vidrio. Coa alicuotas
de 0.2ml de esta suspension bacteriana se inocularon volimenes de 30ml de BHI

contenidos en matraces Erlenmeyer de 250ml de capacidad;, después de un periodo de
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incubacion igual al anterior, se lavo la biomasa con s.s.e., se resuspendid con 10ml de
s.5.6. y se disgregd a nivel unicelular mediante 4 pases en homogenizador Potter-
Elvelhem. Se comprobd el grado de disgregacian mediante observacion al microscopio de
luz (con objetivo 100x) de una alicuota tefiida segin el procedimiento de Kinyoun (68).
Por otra parte, se estind densidad celular de la suspension de N. brasiliensis por
determinacion del nimero de Unidades Formadoras de Colonias (UFC) por el
micrométodo de Miles y Misra (69) y por medicion de turbidez (densidad Optica) a
325nm (espectrofotémetro Beckman madelo DU-6).

Todo el trabajo se efectud en esterilidad y los productos de desecho, solidos y
liquidos, fueron esterilizados antes de ser reutilizados o eluninados.

2.1.1 Tincion de Kinyoun (68). En un portacbjetos se prepard una extension de la
suspension de N. brasiliensis, y se fijo con calor suave, una vez a la temperatura
ambiente, s¢ cubrio con carbol-fucsing de Kinyoun {ver apéndice), durante 5 min, S¢
eliminé el exceso de colorante, se cubrio con etanol (Baker) al 50% e inmediatamente se
lavd con agua. Se decolord con acido sulfurico (CTR) al 1% (en agua) y se lavd
inmediatamente con agua. Para contratefiir se cubrié con solucidn de azul de metileno
(ver apéndice), durante un minuto y se lavd con agua. Se dejo secar al ambiente y se

examind con objetivo 100x (micrascopio Karl Zeiss).

2.1.2 Micrométodo de Miles y Misra (69). Con alicuotas de la suspension unicelular
de N. brasiliensis se prepararon diluciones seriadas 1:10, en s.s.e. En la superficie de una
placa de agar granulado (BBL) 2% p/v en BHI se depositaron 3 alicuotas de 20ul de
cada una de las diluciones de la bacteria, en cada placa 2 muestras (diluciones) distintas.
Después de 3 dias de incubacion a 37°C (Incubadora Microbiologica J.M.Ortiz, México),
se registré el nimero de UFC presentes en cada alicuota (com ayuda de un cuenta
colonias Quebec Darkfield, Reichert-Jung) y se estimé la cantidad de UFC/ml por
multiplicacion del mimero promedio de colonias desarrolladas en las 3 alicuotas de una

misma dilucion por 50 (factor de volumen de muestra) y por el factor de dilucion.

2.1.3 Método de Vaciado em Placa (70). De una suspension unicelular de N.

brasiliensis se prepararon diluciones seriadas 1:10, en 3 s.e. En caja Petri estéril se
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mezclaron, con la mayor homogeneidad posible, un ml de una difucion de la bactena y
18ml de agar-BHI liquido; lo mismo se hizo con cada una de las restantes diluciones de la
serte, Una vez solidificado el medio las placas fueron incubadas a 37°C por 3 dias. El
mimero de colonias en cada placa se contd con ayuda de un cuenta-colonias (Quebec
Darkfield Colony Counter, Reichert-Jung), y la cantidad de UFC/ml se determiné par
multiplicacién del ndmero promedio de colonias desarrolladas en una superficie de un cm’

por el area de la placa utilizada.

2.1.4 Medicion de la Turbidez.

2.1.4.1 Densidad Optica. Se determind la longitud de onda de méaxima densidad Optica
(D.0Q.) de las suspensiones de N. drasiliensis con un volumen de 3ml de una dilucion
1:100 en s.s.e. de una suspension unicelular de la bacteria, recién obtenida; se registraron
sus valores de D.O. a diferentes longitudes de onda en el rango de 300 a 8300nm.
Posteriormente las determinaciones de D.O. de las distintas diluciones de las suspensiones

de N. brasiliensis se efectuaron a 325nm, longitud de onda de mayor D.Q.

2.1.42 Nefelometria, De una suspension unicelular de N, brasiliensis se prepard en
s.s.e. una serie de diluciones 1:10, desde 1:10 hasta 1:10°. De cada dilucién se
transfirieron volamenes de 700ul a celdas del nefelometro (Nefeldmetro Laser, Behring),
para medir la turbidez de la suspension celular en funcion del voltaje registrado por el

nefelometro.

2.2 Obtencida de los Antigenos Particulados de N. brasiliensis cepa HUJEG-1,

2.2.1 Obtencion de N. brasiliensis Muerta por Calor (24). Alicuotas de suspension
unicelular de la bacteria de densidad celular conocida fueron sometidas a el autoclave
(NAPCO modelo 9000-D), 121°C, 15lb/pulg®, 20 min. La ausencia de viabilidad (prueba
de esterilidad) se determind mediante cultive de muestras tratadas y control, tanto en
medio solido (agar-BHI) como liquido (caldo BHI), inmediatamente despues del
tratamiento y cada 5 dias durante un mes.

2.2.1.1 Determinacién de Peso Seco y de Proteina en la Dosis 10° UFC de Antigeno

Particulado IV, brasiliensis Muerta por Calor, En recipientes de papel aluminio, de
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peso conocido (levados a peso constante por calentamiento a 90°C durante 2 horas), se
colocaron alicuotas de 100l de paquete de células de N. brasifiensis muerta por calor,
que contenian 3.307x10° UFC de la bacteda, y se someticron a tratamiento para
determinacion de peso seco: calentamiento a 90°C por periodos de 2 horas hasta obtener
peso constante. En fracciones de este producto se llevd a cabo la determinacion de
proteinas totales por el método de Bradford (71).

2.2.1.2 Deslipidizacién del Antigeno Particulado V. brasiliensis Muerta por Calar.
La suspension unicelular de N. brasiliensis fue sometida a extraccion sucesivamente con
etanol/éter etilico 1:1, 1:2 y 1.3 {seccién 2.3.1 de matenial y métodos); se dej¢ secar a la

temperatura ambiente,

222 Obtencién de N, brasiliensis Muerta par Radiacion Ultravicleta. Con
suspensiones unicejulares de N. brasiliensis de diferente densidad celular se probaron
varias condiciones de tratamiento tales como tiempo de radiacion, densidad y volumen de
la suspension de células de la bacteria, el efecto de la radiacion se estimé por
comparacion a simple vista del desarrollo, en medio sdlido, de colonias de la bacteria en
muestras radiada y no radiada, asignandose 5+ al desarrollo del control, muestra no
radiada (tablas Nos.2-5), Se defini¢ el siguiente procedimiento: alicuotas de suspension
unicelular de la bactena con densidad celular en el rango de 1.5 a 2.0 unidades de D.O. a
325nm, se dispersaron en el fonda de recipientes de boca ancha con formacion de una
capa rectangular de liquido de 2-3mm de espesor; los recipientes, sin tapa, fueron
colocados en una cimara para radiacion U.V. (Salanes de Belleza y Equipos, S.A.,
Mexico) , 8.5cm abajo de la lampara (lampara cilindrica de 22 watts, de 40.5cm de
longitud y 2.2cm de diametro), emisora de longitud de onda entre 250 y 265nm. Las
suspensiones celulares fueron radiadas en estas condiciones durante 90 min a fin de
obtener 100% de muerte celular. La ausencia de viabilidad se determing mediante cultivo
de muestras de la suspensién radiada, en medios sdlido (agar-BHI) y liquido (caldo-BHI)

en diferentes tiempaos después del tratamiento, durante un mes.

2.3, Obtencién de los Antigenos Solubles de N. brasiliensis cepa HUJEG-1.
2.3.1 Extracto Celular Crudao (E.C.) (67). Con la suspension unicelular de M
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brasiliensis se inoculd caldo BHI contenido en matraces Erienmeyer de un litro, 400ul de
suspension bacteriana/160 ml de BHI estéril. La incubacion se lleva a cabo a 37°C por 7
dias, en condiciones estacionarias. Concluido el periodo de desarrollo del cultivo, la
biomasa se cosechd en embudo Buchner, sobre papel filtro previamente pesado y
esterilizado; ahi mismo se lavod con agua destilada estéril, a temperatura de 40-45°C. En
seguida se deslipidiz0 suspendi¢ndola en eaceso, primero de etanol-éter etilico (Baker)
1:1, en seguida 1.2 y finalmente 1:3; cada mezcla de solventes se agregéd cuantas veces
fue necesario para que el extracto respectivo resultase incoloro. Se dejd secar en el
mismo embudo, cubierto con una delgada pelicula de plastico perforada, y finalmente se
transfirié en el papel filtro a desecador a vacio. En mortero estéril, la biomasa seca se
mezcld con un volumen igual de polvo de vidno estéril y se sometio a trituracion y
pulverizacion durante 90 min. El producto fue mezclado en matraz Erlenmeyer de 250ml
con amortiguador Tris-HCI (Sigma) 10mM, Acetato de magnesio (Mallinckrodt) 10mM,
pH 7 4, en una relacian de 15ml de amortiguador por cada gramo de peso seco; se dejd
en agitacion a 4°C durante 12 horas. Se centrifugé en tubos conicos de S0ml durante 30
mun a 1500xg (centrifuga Beckman TJ-6}, se recuperaron los sobrenadantes (extractos) y
los sdlidos fueron sometidos una vez mas al mismo proceso de extraccion. Los extractos
fueron centrifugados a 144,000xg (rotor tipo 70Ti, ultracentrifuga Beckman L8-60M})
durante 3 horas a 4°C. En seguida el extracto fue dializado (membrana Sigma 250-90,
12-14 kDa) contra agua por 12 horas a 4°C y liofilizado (Freeze Mobile 12 VirTis,
Gardiner NY). La determinacion de la concentracion de proteinas se realizo mediante el

procedimiento de Bradford (71).

2.3.1.1 Determinacion de Proteina por el Procedimiento de Bradford (71). Un
estandar de albumina sérica de bovino (Sigma) de concentracion un mg/ml de agua, fue
diluido 1:50, Se construyd una curva de calibracion con concentraciones del estandar de
proteina de 2 2 18 pg/ml, que se levaron a un volumen final de 500ul con agua y que se
hicieron reaccionar con 500ul de reactivo de Bradford (ver apéndice). Transcurridos 30

min a temperatura ambiente se registro la absorbancia & 595nm.

2.3.1.2 Imsolubilizacion del E.C. (72,73). A 10mg de proteina de E.C. disueltos en un
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ml de PBS 0.1M, pH 7 (ver apeéndice), se les mezcld poco a poco 120l de
glutaraldehido 25% (Sigma) y se dejé en reposo a temperatura ambiente durante 24
horas. Se lavé con PBS 0.1M, pH7 por centrifugacion a 3200rpm durante 20 min, se
incubd con PBS/glicina (Sigma) Z00mM durante una hora en agitacion, se lavo en PBS y
se resuspendio en el volumen adecuado de s.s.e. para aplicarse en el protocolo de

inmunizacion.

2.3.2 Fraccién Inmunodominante (fID) (67). En este trabajo llamamos fID al extracto
de N. brasiliensis enriquecido en el antigeno inmunodominante, previamente (23,24,67)
denominado extracto semipurificado. Para obtener la fID, 50mg de proteina (Bradford)
de E.C. de N. brasiliensis disueltos en 12ml de PBS 0.1M, pH 7.2, fueron transferidos a
matraz Erlenmeyer de 50ml en hiclo donde se mezclé gota a gota y en agitacion
constante, con un volumen igual de sulfato de amonio (Baker) saturado, pH 7.2. Después
de 30 min en agitacidn, a 4°C, la mezcla se centrifugd a 3200rpm por 30 min y se dializo
¢l sobrenadante (SN) contra solucion salina isotonica (s.s.) hasta eliminar sulfato de
amonio (prueba con cloruro de bario); se estimo cantidad de proteina por Bradford, se
dializd y luego se liofiliz6. El SN liofilizado se resuspendio en un ml de PBS 0.1M, pH
7.2 y se incubd por 2 horas a 37°C con DNasa I, un pg de enzima por mg de proteina
{DNasa I, EC 3.1.21.1 de pancreas de bovino, Sigma). Concluida la digestion con DNasa
se centrifugé a 3200rpm por 5 min y €l SN se dializ6 contra agua, por 24 horas a 4°C, se
mezcld con glicerol (concentracion final 5% v/v, Sigma) y se centrifugd a 3200rpm por
un min. El SN se aplicéd a columna de Sephadex G-100, previamente calibrada, de donde
fue efuido con PBS 0.IM, pH 7.2 a una velocidad de fiujo de 0.5ml/min; se colectaron
fracciones de 2ml, en las cuales se midi¢ absorbancia a 280nm, se cuantifico proteina por
Bradford y se efectud analisis electroforético en geles de poliacrilamida en gradiente de
concentracion (10-18%T) y en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) para
seleccionar las fracciones que contenian fID de N. brasiliensis. Tales fracciones se

mezclaron, se estimé concentracion de proteina (Bradford), se dializaron y se liofilizaron.

2.3.2.1 Calibracion de la Columna con Sephadex G-100 (67). Una columna de
vidno (Wheaton Scientific) de 23 cm de longitud y 2.5 cm de diametro interno (volumen



24

de 112.90m}) se empacod con Sephadex G-100 (limite de exclusion para proteinas 150kDa
de peso molecular promedio, Pharmacia Fine Chemicals), previamente hidratado y
estabilizado con PBS 0.1M, pH 7.2. Se determino volumen vacio (Vo) de la columna por
aplicacion de dextrin azul (peso molecular 2,000kDa, Sigma), asi como volumen de
elucion (Ve) de 3 estindares de peso molecular: Citocromo c (12.4kDa, Sigma),
Anhidrasa carbonica (29kDa, Sigma), Alcohol deshidrogenasa (150kDa, Sigma).

2.3.2.2, Electroforesis en Gel de Poliacrilamida (67). La electroforesis se llevd a
cabo en geles de poliacrilamida de acuerdo al sistema discontinuo de Laemmli (74) con
las modificaciones siguientes: Se utilizd gel concentrador al 5%T, 2.7%C y gel de
separacion en gradiente 10-18%T, 2.7%C (ver apéndice), los geles fueron construidos en
los moldes del equipo de electroforesis Mimi-Protean II (BIO RAD) con ayuda del
formador de gradiente BIQ RAD modelo 385, y pre-corridos a 50 volts por 20 min
(fuente de poder BIO RAD modelo 1000/500). Como amortiguador de corrimiento se
utilizd Glicina 192mM, Trizma base 25mM, SDS 0.1% p/v, pH 8.3 (reactivos Sigma).
Las muestras (volimenes no mayores de 40ul) se mezclaron en proporcion 3:1v/v, con
amortiguador de muestra 4x que contenia SDS y 2-mercaptoetanol (ver apéndice) y se
sometuon a calentamiento en agua a ebullicion por 2 minutos, los marcadores de peso
molecular (7H, Sigma) solo por un minuto; en seguida fueron aplicadas en el gel (pre-
corrido), se agregd el amortiguador de corrimiento (ver apéndice) y [a electroforesis se
efectud a 80 volts durante una hora y luego a 150 volts por 3.5 horas, commiento de la
muestra en el gel concentrador y en el gel de separacion respectivamente. Una vez
retirado el gel de su molde fue revelado con azul de Coomassie y/o con tincion argéntica.
La banda correspondiente a la fID de N. brasiliensis fue identificada con referencia a los -
marcadores de peso molecular: Albamina sérica bovina 66kDa, Ovalbimina 45kDa,
Cliceraldehido-3P deshidrogenasa 36kDa, Anhidrasa carbonica 29kDa, Tripsindgeno
24KkDa, alfa-Lactalbumina 14kDa (reactivos Sigma).

2.3.2.2.1 Tincion de Coomassie (67). Se sumergid el gel en azul de Coomassie R (azul
de Coomassie R, Sigma, al 0.1% p/v en metanol, Baker, 40% v/v, acido acetico, Baker,

10% w/v), durante 30 min en movimiento suave. Se retird el colorante y se agregd
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solucion para destefur {(metanol 40% v/v, acido acético 10% v/v) en cantidad suficiente

para eliminar el exceso de colorante, Finalmente se transfirio a agua destilada.

2.3.2.2.2 Tincién Argéntica (67). Se sumergid el gel en solucion fijadora (metanal
50% viv, acido acético glacial 12% v/v) durante 20 min. Se retirg la solucion fijadora y se
efectuaron 3 lavados de 10 min cada uno, ¢on etanol 10% v/v, acido acético glacial 5%
viv. Se colocd en solucion oxidante (dicromato de potasio 3.4mM, acido nitrico
3.22mM) durante 5 min y se lavd 3 veces, 10 min cada vez, con agua. Se sumergio en
solucion de nitrato de plata (AgNQ; 12mM en agua) inicialmente durante 5 min en
presencia de luz intensa y posteriormente 253 min en presencia de luz normal. Se retird la
solucion de plata v se agregd solucion reveladara (carbonato de sodio 0.28M, formol
0.125ml, disueltos y aforados a 250ml de agua) en presencia de luz intensa hasta
aparicion de las bandas; rdpidamente se retird la solucion reveladora y se afiadié acido

acético 1% v/v para detener la reaccion.

Los geles fueron conservados en glicerol (Sigma) 10% v/v 0 bien, deshidratados (secador
de geles Ephortec).

3. Determioacion del Efecto de la Concentracion y del Estado Fisico de Antigenos
de Nocardia brasiliensis en 1as Respuestas Humoral y Celular Contra Una Fraccion
Inmunodominante en Ratones BALB/c.

3.1 Inmunizacién de Ratones BALB/c, En todos los casos la via de admumistracidn del
antigeno fue subcutanea, en un cojinete plantar trasero, aplicindose cada antigeno por
una sola ocasion. Los ratones no recibieron tratamiento especial ni antes ni después de la
inmunizacion.

Los antigenos y sus dosis fueron:

a. N. brasiliensis muerta por calor, 10, 107, 10° UFC/70 ul s.s.e. Se inmunizaron 30
ratones con cada una de las dosis y en cada muestreo (a los 7, 15, 30, 90 y 150 dias post-
inmunizacion) se procesaron S ratones de cada dosis.

b. N. brasiliensis muerta por radiacion U.V,, 10°, 107, 10° UFC/70 pl sse. Se
procedio igual que con la bacteria muerta por celor.
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¢. E.C de N brasiliensis, 5, 40, 100 y 300ug de proteina/60 pl s.s.e. Se procedid
igual que con los 2 antigenos anteriores.
Cada grupo en tratamiento tuvo un grupo control (ademas del tiempo cero): ratones sin

tratamiento inyectados con 70l de s.s.e. (s.c. en cojinete plantar trasero).

3.2 Determinacion del Efecto de la Concentracién y del Estado Fisico de Antigenas
de Nocardia brasiliensis en la Respuesta Humoral.

3.2.1 Cuantificacion por ELISA de Anticuerpos Séricos anti-fID de la Bacteria

(67).

3.2.1.1 Obtencién de Suero. De ratones inmunizados y sin inmunizar (inyectados con

5.5.€.), se extrajo sangre mediante puncion cardiaca, los dias asignados por el protocolo

de muestreo, el suero se obtuvo por centrifugacion a 1500xg por 5 min y se conservg a -
~20°C hasta su analisis.

3.2.1.2 Desarrollo del ELISA. La fID (fracciones p24 y p26) de N. brasiliensis se unio
a placas de poliestireno (pozos fondo plano de 300pl de capacidad, Costar EIA-RIA),
mediante la adicion a cada pozo de reaccion de 0.5pg de proteina de fID en 200ul de
amortiguador de acetatos pHS (ver apéndice) e incubacion por 24 horas a 4°C; se lavd
con PBS-<tween (ver apéndice) 3 veces, 10 min cada vez.

La placa con el antigeno fID, después del Gltimo lavado (inciso anterior), recibid
200pl/pozo de solucion bloqueadora (ver apéndice) y se incubd a 37°C por 2 horas. Se
lavd con PBS-tween, a temperatura ambiente, por 3 veces (2 durante 5 min cada una y la
tercera durante un minuto). Se adicion¢ 4 cada pozo de reaccion 200ul de suero de raton
en estudio diluido 1:50 con solucion bloqueadora y se incubd a 37°C durante una hora.
Se lavd con PBS-tween por 5 veces (2 durante 5 min cada una y 3 de un min cada una).
Se agregd a cada pozo de reaccion 200pul de antisuero comjugado a peroxidasa (ver
apéndice) y se incubd a 37°C por una hora. Se lavd con PBS-tween por 3 veces (una de 5
min y 2 de un mun cada una). La reaccion antigeno-anticuerpo se revel¢ con solucion
substrato/cromogeno, 160ul por pozo (ver apéndice), por incubacion durante 30 min, en
obscuridad, a temperatura ambiente. La reaccion se did por terminada con la adicion de
40ul/pozo de acido sulfurico IN. El resultado se obtuvo en unidades de absorbancia a
492nm (DIA MEDIX BP-96 Microassay Reader). Coma controles se utilizaron sueros de



27

ratones con micetoma y no inmunizados, asi como los controles de reactivos (reaccion en
ausencia de solucion bloqueadora, en ausencia de suero y en ausencia de antisuero

comugado).

3.3. Determinacion del Efecto de la Concentracién y del Estade Fisico de Antigenos
de N. brasiliensis en la Respuesta Celular.

3.3.1 Ensayg de Respuesta Proliferativa de U¢lulas de Bazo y de GLP.

3.3.1.1 Obtencion de Suspensiones de Células de Bazo y de GLF de Ratoues
{75,76). Los ratones se sacrficaron por dislocacion cervical y en condiciones de asepsia
se extrajeron bazo y GLP recibiéndose en un frasco de vidrio con Sml de medio de
cultiva RPMI o Iscove para transporte, estéril, (ver apéndice). En condiciones de
esterilidad se disgregaron los organos, con ayuda de un cedazo y un émbolo de plastico,
en caja Petri que contenia 5ml de medio de cultivo Iscove para suspension celular (ver
apéndice); se transfind la suspension celular a tubo cénico de 15ml de capacidad, que
contenia Sml de medio para suspension celular y se centrifugd por 5 min a S00xg, 4°C
(centrifuga Beckman modele TJ-6). Se lavaron las células con el medio, en iguales
condiciones de centrifugacion, y se resuspendieron con el mismo medio: a un volumen de
3ml las células de bazo y de un ml las de GLP. Una alicuota de la suspension celular se
diluyé 1:50 con acide acético al 2% v/v en agua (que contenia 0.1% p/v de azul de
metileno, Sigma), se contd el nimero de células (con ayuda de un hematimetro y
microscopio de luz, objetiva 10x) y se estimd la densidad celular. En otra alicuota de la
suspension celular se efectu¢ prueba de viabilidad celular mediante incubacion por 10 min
con azul tripano (Sigma) 0.2% p/v en PBS 0.1M, pH 7.2

3.3.1.2 Respuesta Proliferativa a Mitogenos y Autigenos, de Linfocitos de Bazo y
de GLP de Ratoues (75,76). El ensayo se llevd a cabo mediante cultivo de las células en
pozos de fondo plano, de 300pul de capacidad (placas de poliestirena tratado para cultivo
celular, Corning 25860}, de la siguicate manera: En cada pozo se colocaron 200u] de
medio RPMI para cultivo (ver apéndice) que contenian 2x10° células y 0.5ug de
Cancanavalina A (DIFCO) 6 0.6ug de fiD de N. brasiliensis, se dejaron en incubacion a
37°C y en atmosfera can 5% de CO; y 95% de humedad relativa, (incubadora NAPCO),
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durante 3 6 5 dias segun se tratase de cultivo con mitdgeno (testigo positivo del ensayo
de proliferacion celular), o con antigeno y 18-20 horas antes de concluir el periodo de
cultivo se adiciond a cada pozo 1uCi de timiding trtiada (metil-tritio/timidina con
actividad especifica de 5.0Ci/mmnol, Amersham). Los microcultivos fueron recuperados
con ayuda de una microcosechadora (Mini-Mash, M.A Bioproducts, cat.23-500) en
filtros de papel especial (Mini-Mash glass fiber filter No.23-994, grade 934 AH) para
cuantificacion de emision beta, la cual se llevéd a cabo en un contador de centelleo liquido
(Beckman, LS 6000 TA). Cada microculiive se efectud por tnplicado y para cada
suspension celular se prepard un triplicado sin estimulo celular (ni mitogeno, ni antigeno),
asi que el resultado se expreséd como el cociente de las cuentas por minuto {cpm)
promedio de cada triplicado en presencia y en ausencia del estimulo (Indice de

E stimulacion).

3.3.2 Aailisis por Citometria de Flujo de las Poblaciones de Linfocitos TCD3+,
TCD4+, TCD8+ y BCD4SR+ de Bazo y de GLP de Ratones (77,78). De cada
suspensién celular con viabilidad mayor al 90%, (procedente directamente del ratén o
bien, de un cultivo celular), se depositaron en tubos de vidrio (de 12x75 mm) contenidos
en un recipiente con hielo, 5x10° células mononucleares; se mezclaron con solucion de
lisis de erntrocitos (ver apéndice) y después de 5 min a temperatura ambiente se
recuperaron las células mononucleares libres de globulos rojos (mediante centrifugacion
por 4 min) y se lavaron con 2ml de Iscove (Sigma). Las células se mcubaron con 0.5ml de
suere normal de cabra (Sigma) al 10% v/v en Iscove, duramte 10 min a 4°C; se
centrifugaron y se [avaron con 1.5ml de Iscove. La reaccidon con los anticuerpos anti-CD
conjugados a fluorocromo (ver apéndice) se efectud en los tubos especiales para
citometria (Becton Dickinson) que contenian en 100pul de Iscove 4-5x10° células (con
viabilided mayor a 90%) y 0.25ug de anticuerpo anti-CD/fluorocromo; después de
incubar en obscuridad durante 30 min a 4°C, se agregé a cada tubo de reaccion 2ml de
Iscove, se recuperaron las células por centrifugacion, se lavaron con 1 ml de Iscove y se
resuspendieron con 0.5ml de paraformaldehido (Merck) al 2% v/v en PBS 0.1M, pH 7.2.
La identificacion de las distintas poblaciones de linfocitos se efectud en un citGmetro de
flujo (FACSort B0273, Becton Dickinson) previamente calibrado con las particulas
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fluorescentes especificas para ello (CaliBrite Beads, Becton Dickinson), con los
anticuerpos fluorescentes indicadores de unién inespecifica (Sigma) v con las células en

estudio, sin marcador fluorescente, como control de autofluarescencia.

4. Anilisis Estadistico.

El anilisis estadistico se llevd a cabo con las prucbas t de student y ANOVA. La
comparacion entre los 2 procedimientos utilizados para contar UFC de N, brasiliensis se

efectud mediante {a prueba de Wilcoxon (de 2 colas).



RESULTADOS

1. Obtencion de los Antigenos de Nocardia brasiliensis Cepa HUJEG-1.

1.1 Antigenos Particulados.

1.1.1 Obtencion de Suspension Unicelular de N. brasiliensis.

Para la obtencion de los antigenos particulados de N. brasiliensis primero se
prepararon suspensiones unicelulares de la bacteria, con densidad celular conocida, Para
ello se obtuvieron 10 suspensiones unicelulares y se recuperd un volumen total de 191ml
con una densidad celular promedio de 3.82(d.s.2.26)x10” UFC/ml. En la figura No.1 se
muestra una de las 10 suspensiones con su caracteristico color naranja y en la figura
No.2 puede apreciarse €l grado de disgregacion celular en una alicuota tefiida por la
técnica de Kinyoun, con la cual se demuestra su propiedad acido-alcohol resistente. Para
determinar la cantidad de UFC por el micrométodo de Miles y Misra fue necesario
efectuar ensayos comparativos entre el procedimiento de vaciado en placa cominmente
empleado y el de Miles y Misra; puesto que los resultados, que se presentan en la tabla
No.1, no mostraron diferencia entre ambos métodos {prueba estadistica de Wilcoxan, de
2 colas, p=0.8624) en cuanto al namero de UFC en las suspensiones unicelulares de N.

brasiliensis y, dadas las ventajas técnicas del procedimiento de Miles y Misra, ¢ste fue
utilizado.

30
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Figura No.1 Nocardia brasiliensis cepa HUJEG-1: izquierda, bacteria aislada de
micetoma de raton BALB/c y conservada en cultivo en agar-Sabouraud; derecha,
suspension unicelular en solucion salina obtenida de un cultivo en caldo BHI durante 48
horas a 37°C en agitacion continua,
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Figura No.2 Nocardia brasiliensis cepa HUJEG-1, tincién de carbol-fucsina para
microorganismos 4acido-alcohol resistentes (modificacion de Kinyoun). Se encuentran
células libres y unidas en pequefias cadenas y filamentos (objetivo 100x).
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Tabla No.1
Comparacion de las Técnicas de Vaciado en Placa
y de Miles y Misra en la Cuantificacion de UFC de
N. brasiliensis

UFC/ml
Suspension Uni-
celular No. Vaciado Miles y Misra
en Placa
1 1.14x10° 1.0x10°
2 1.71x10° 2.0x10°
3 1.71x10* 1.5x10°
4 2.28x10° 2.0x10°
5 1.14x10° 1.0x10°
6 5.70x10® 6.0x10°
7 2.50x10° 2.72x10°
8 7.48x10° 6.0x10°
9 5.44x10° 5.0x10°
10 1.088x10" 9.0x10°
11 5.13x10° 5.0x10°
12 2.85x10° 3.0x10°

La comparacion de los resultados de ambos procedimientos se efectud mediante 1a procha esuxtistica de
Wilcoxon, de 2 colas, con un valor de p~0.8624, utilizando €l programa True Epistat.
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Las suspensiones unicelulares de N. brasiliensis mostraron una mayor densidad
Optica (D.Q.) a una menor longitud de onda (fig. No.3), por lo cual para determinar la
densidad celular mediante el parametro de absorcion de luz se utilizé longitud de onda
de 325nm y no de 600nm que cominmente se emplea. Ya que la relacidn entre D.O. (a
325nm) y densidad celular, figura No.4, resultd en una curva con una region de
proporcionalidad directa, la cantidad de UFC en las suspensiones unicelulares recién
preparadas se estimd de acuerdo con la porcién recta de la curva bifasica. Como
alternativa de mayor sensibilidad para determinar densidad celular, se midio la turbidez
de las suspensiones unicelulares mediante nefelometria; en la figura No.5 se observa que
la relacion entre turbidez (voltaje) y densidad celular, es similar a aquélla entre D.O. y
densidad celular, asi que, dados la mayor accesibilidad y menor costo de la
determinacién de D.Q, éste fue el procedimiento utilizado.
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Figura No.3 Espectro de absorcion, reportada en unidades de densidad optica, de la
suspension unicelular de Nocardia drasiliensis cepa HUIEG-1. El espectro se determiné
con una suspension unicelular de la bacteria, recién gbtenida vy diluida 1:100 en sglucion

salina estéril.
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D.0. 326

4

N. brasifiensis, UFC x 10° /m!

Figura No.d4 Relacion entre Densidad Optica y Densidad Celular de suspensiones de
Nocardia brasiliensis cepa HUJIEG-1. La relacion se construyd con los valores de D.O.
a 325mm de suspensiones unicelulares de la bacteria que contenian diferentes
concemraciones celulares, estimadas mediante ¢l micrométodo de Miles y Misca.
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Voitaje

N. brasifiensis, UFC x 10° /ml

Figura No.5 Relacion entre voltaje y densidad celular de suspensiones de Nocardia
brasiliensis cepa HUJEG-1. La relacion se construyd con los valores de voltaje de
suspensiones unicelulares de la bacteria que comtenian diferentes concentraciones
celulares, estimadas mediante el micrométodo de Miles y Misra.
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1.1.2 QObtencidn de los Antigenos Particulados N. brasiliensis Muerta por Calor y
N. brasiliensis Muerta por Radiacion U.V,

En este trabajo se utilizaron €l calor hmedo a presion y la radiacion U.V. para
matar las bacterias y conservar a la vez, su estructura como particula. En la figura No.6
se muestra una suspension de las antigenos particulados, N. brasiliensis muerta par
calor y N. brasiliensis muerta por radiacion U.Y. La pérdida del caracteristico color
naranja resultd ser irreversible ya que las celulas radiadas, ain por periodos cortos de
tieinpo, couservaron su capacidad de multiplicacidn en un medio enriquecido, pero no su
color. Las células radiadas con luz U.V. fueron mas hidrofilicas (se suspendieron con
facilidad en la solucion salina y no permanecieron adheridas a las paredes del tubo) y mas
facilmente compactadas, mediante centrifugacion, que las células sometidas a autoclave.
No se detecto proteina soluble en ninguna de las 2 suspensiones de la bactenia. Por otra
parte, a mayor tiempo de permanencia a 4°C, [a suspension celular fue mds sensible a la
radiacion U.V. En las tablas Nos.2-5 se muestran los resultados de los ensayos que
permitieron seleccionar ¢l tiempo de radiacion, el volumen y la densidad celular para
el tratamiento de N. brasiliensis con radiacion U.V. Fue notable el tiempo prolongado,
90 minutos, necesario para matar el 100% de las bacterias, alin en suspensiones de baja
densidad celular (no mayor de 10° UFC 6 1.5 a 2 unidades de D.O. a 325nm) y pequefio

volumen (no mayor de 2ml) en ldminas de liquido de 2-3mm de espesor.
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Figura No.6 Antigenos particulados, Nocardia brasiliensis muerta por radiacion U.V.
(izquierda) y Nocardia brasiliensis muerta por calor (derecha). Los paquetes de
biomasa se obtuvieron por centrifugacion de las suspensiones unicelulares de la bacteria
tratadas con radiacién U.V. o con calor.



Tabla No.2
Efecto de la Radiacion U.V. Scbre la Viabilidad de
N. brasifiensis en Funcion del Tiempo de Tratamiento

40

N. brasiliensis,
UFC

Viabilidad de N. brasiliensis

Minutos de Exposicidén a Luz U.V.

10 15 20 30 45 60 90 12

2x10°
4x1¢°
7x10°

14x10°

N. brasiliensis,
testigo sin UV

S+ mp S5+ S nmp np np wp

5+ mp 5+ 5+ np nmp nmp mp

np S+ np S+ 5+ S+ S+ 5+

5+

np, no probado



Tabla No.3
Efecto de la Radiacion U V. Scobre la Viabilidad
de N. brasiliensis en Funcion de la Densidad Celular

Viabilidad de V. brasiliensis

N. brasiliensis,

UFC x 10°/ml Minutos de Exposicién a Luz U.V.

60 90

2.50 2+ 1+

1.25 0 0

0.624 0 0

0312 0 0

0.156 0 0

0.078 0 0

0.040 0 0

N. brasiliensis,
testigo sin UV 5+




Tabla No.4
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Efecto de [a Radiacion U.V. Sobre la Viabilidad de N. brasiliensis
en Funcion de la Densidad y el Volumen de la Suspension Celular

Viabilidad de N. brasiliensis

Densidad Celular, UFC x 10* /ml
Volumen de la 13.50 6.75 3.37 1.68
Suspension
Celular, Rad. UV,
ml min 60 90 60 90 60 o0 60 o0
0s S+ 5% A A+ A+ 3 0 0
1.0 np 5+ 4+ 4+ 4+ 3+ I+ 0
20 np 5+ 4 4+ 4+ 4+ 24 1+
N brasiliensis,
testigo sm UV 5+ S+ 5+ 5+

np, no probado



Tabla No.,5
Viabilidad de N. brasiliensis a los 25 Dias del Tratamiento Letal con Radiacién U.V.
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Viabilidad de N. brasifiensis

Muestra Dias post-Tratamiento
No.

0 S 10 15 21 25

1 3+ 2+ 2+ 2+ 2+ 2t
2 0 0 0 0 0 0
3 0 0 0 0 0 0
4 1+ 1+ 1+ 1+ 1+ 1+
5 1+ 1+ 1+ 0 0 0
6 0 0 0 np np 0
7 0 0 0 np np 0
8 0 0 0 0 0 0

N. brasiliensis,
No Radiada 5+ 5+ 5+ 5+ 5+ 5+
Muerta con Calor 0 0 0 0 0 0

np, no probado
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1.2 Obtencién de los Antigenos Solubles Extracto Celular Crudo y Fraccidn
Inmunodominante,

Para la obtencion de los antigenos solubles de N. brasiliensis, extracto celular crudo
(E.C.) y extracto semipurificado, p24-p26 ¢ fraccion inmunodominante (flD), se partid
de un cultivo de Ia bacteria en 8 litros de caldo BHI distribuidos en 50 matraces
Erenmeyer de un litro de capacidad e incubados a 37°C durante 7 dias en condiciones
estacionarias. De 17 4g (peso seco) de biomasa se procedié a [a obtencion del E.C. del
cual se recuperaron 125.2mg de proteinas totales determinadas por el método de
Bradford, equivalentes al 0.72% de la biomasa inicial. En el patron electroforético del
E.C. se aprecia, mas notablemente en la tincidn argéntica, su riqueza en componentes
proteicos con peso molecular muy distinto, desde mayores & 66kDa hasta menores a
14kDa (fig. No.7).

De los ensayos realizados para estimar la cantidad de E.C. equivalente a la dosis
10° UFC (1.9843x10%) de antigeno particulado, resultd que esta concentracion de células
de N. brasiliensis correspondid a un peso seco de 2.6lmg que, a su vez, contenian
311ug de proteina Bradford.

Para el aislamiento de la fID se utilizé el E.C. obtenido como se describid en el
parrafo anterior. Después de la fase de precipitacion con sulfato de amomnio y del
tratamiento con DNasa I, el siguiente paso fue su purificacian parcial mediante tamizaje
molecular. En la figura No.8 se presenta el perfil de elucidn de la fID de una columna de
Sephadex G-100. Solo las fracciones con volumen de elucidn entre 44 y 62ml
(registradas por absorbancia 8 280nm) mostraron contener tanto proteina (reaccion
Bradford y absorbancia a 595nm) como la banda de 26-24kDa caracteristica de la fID en
electroforesis en gel de poliacrilamida en gradiente 10-18% y en condiciones
desnaturalizantes (fig. No.7). De este antigeno soluble se recuperaron 11.3mg de
proteina (Bradford) equivalentes al 4.5% del E.C. del cual se obtiene directamente la
fID, 0 bien, al 0.065% de la biomasa inicial, peso seco.



Figura No.7 Electroforesis en SDS-PAGE (gradiente 10-18%, tinciones A, azul de
Coomassie y B, nitrato de plata) de extractos de N. brasiliensis cepa HUJEG-1. En A:
carril 4, marcadores de peso molecular; carril 5, E.C. de N. brasiliensis, carriles 1-3 y 6-
8 fID extraida de N. brasiliensis. En B: carril 2, marcadores de peso molecular; carriles
4y 6, E.C. de N. brasiliensis, carriles 3 y 5, extracto que contiene fID antes de su paso
por Sephadex G-100.
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Figura No.8 Perfil de elucion de la fraccion inmunodominante de N. brasiliensis, &
partir de una columna de Sephadex G-100. Solo las fracciones 10-17 (registradas por
absorbancia a 280nm) mostraron contenido proteico (Bradford, absorbancia a 595am) y
presencia de la banda correspondiente a la fID (p26-p24 en SDS-PAGE) de la bacteria.
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2. Determinacion del Efecto de la Concentracion y del Estado Fisico de Antigenos
de Nocardia brasiliensis en las Respuestas Humoral y Celular Contra una Fraccién
Inmunodominante en Ratones BALB/c.

2,1 Respuesta Humoral. Respuesta de Anticuerpos anti-fID de N, brasiliensis.

La respuesta de anticuerpos de ratones BALB/c inmunizados con una sola dosis de
antigenos de N. brasiliensis, mostro ser dependiente de la concentracion y del estado
fisico del antigeno como se puede apreciar en las figuras Nos.9-11. La respuesta mayor
de anticuerpos anti-fID de N. brasiliensis se observo entre los dias 15 y 90 posteriores
a la primoinmunizacién con la dosis mas alta de antigeno, 10° UFC de antigeno
particulado & 300ug de antigeno soluble. Los antigenos particulados en comparacion
con el antigeno soluble, resultaron ser aproximadamente 3.5 veces mas efectivos como
inductores de anticuerpos séricos anti-fID de N. brasiliensis, ademas esta respuesta fue
de mayor duracion. Los antigenos particulados a dosis media y baja (107 y 10° UFC
respectivamente) produjeron, en general, el mismo efecto que el antigeno soluble en su
dosis mayor, con la excepcion de que éste resulté en mayor duracion y magnitud de la
respuesta de anticuerpos (p<0.01 a los 150 dias post-inmunizacion). Los antigenos
insolubles o particulados, N. brasilienrsis muerta por calor y N. brasiliensis muerta por
radiacion U. V., en general mostraron entre si la misma inmunogenicidad (capacidad
antigénica en cuanto a produccion de los anticuerpos de interés), ya que los niveles de
anticuerpos séricos anti-fID de N. brasiliensis inducidos por ambos, fueron iguales
(p=0.2 hasta p>0.9), excepto los anticuerpos registrados a los 30 y 90 dias que fueron
menores, en un 30%, en los ratones inmunizados con 10° UFC de N. brasiliensis radiada
conluz U.V.

Resulta claro de estos experimentos que las bacterias completas, aunque no viables
(antigeno particulado), fueron mejores inductores de la sintesis de anticuerpos s€ricos
anti-fID de N. brasiliensis que el antigeno soluble, €l cual esta relativamente enriquecido
en el antigeno inmunodominante de N. brasiliensis. Asi mismo este efecto inmunogénico
mostro ser dependiente de la concentracidon del antigeno en una relacion de
proporcionalidad directa, si bien, con las cantidades aplicadas solo fue posible identificar

efecto de dosis mayor y menor, y no de la dosis intermedia.
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Por otra parte, se investigé el efecto de los lipidos de N. brasiliensis en la induccion
de los anticuerpos anti-fID y se encontré que la eliminacion de los lipidos de la bacteria
resultd en disminucion (de 63%) del nivel de anticuerpos (0.307+0.033 y 0.113+0.019
unidades de absorbancia a 492 nm, con lipidos y sin lipidos respectivamente), de manera
que la cantidad de anticuerpos séricos en animales inmunizados con la bacteria
deslipidizada (0.113) no fue estadisticamente diferente a la obtenida cuando el antigeno
sensibilizante fue el antigeno soluble (E.C.) insolubilizado (0.07+0,003). La adicion de
los lipidos a los antigenos previamente deslipidizados no resuité en un efecto
estadisticamente significativo: 0.113£0.019 y 0.073£0.013; 0.07+0.003 y 0.117+0.045,
niveles de anticuerpos para antigenos particulado y soluble antes y después de la adicién

de los lipidos, respectivamente,
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Figura No.9 Respuesta de anticuerpos séricos anti-fil> de N. brasiliensis, determinados
por ELISA, en ratones BALB/c inmunizados con diferentes concentraciones del
antigeno particulado N. brasiliensis muerta con calor, a los 0, 7, 15, 30, 90 y 150 dias
post-inmunizacion. El valor del nivel de anticuerpos se reporta en unidades de D.O. a
492nm.
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Figura No.10 Respuesta de anticuerpos séricos anti-fID de N. brasiliensis,
determinados por ELISA, en ratones BALB/c inmunizados con diferentes
concentraciones del antigeno particulado N. brasiliensis muerta con radiacion UV, a
los 0, 7, 15, 30, 90 y 150 dias post-inmunizacion El valor del nivel de anticuerpos se
reporta en unidades de D.O. a 492nm.
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Figura No.1l  Respuesta de anticuerpos séricos anti-fID de N. brasiliensis,
determinados por ELISA, en ratones BALB/c inmunizados con diferentes
concentraciones del antigeno soluble, extracto crudo de la bacteria, a los 0, 7, 15, 30, 90
y 150 dias post-inmunizacion. Con fines comparativos se incluyeron en la grafica los
resultados de la respuesta de anticuerpos anti-fID en ratones sensibilizados con la dosis
mayor (10"UFC) del antigeno particulado N. brasiliensis muerta con calor, equivalente a
la dosis mayor del antigeno soluble E.C., 300ug de proteina.
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2.2 Respuesta Celular.

2.2.1 Respuesta Proliferativa.

2,2.1.1 Determingcién de la Dosis Optima de fID para Inducir in vifre Respuesta
Proliferativa de Linfocitos de Ratones Inmunizados con los Antigenos de N,
brasiliensis,

Las resultados del protocolo de estandarizacion del ensayo de proliferacion celular se
muestran en la tabla No.6 y en las figuras Nos.12 y 13. En primer lugar se selecciono un
lote de medio de cultivo RPMI y un lote, y la concentracian, de suero bovino fetal (SBF)
de 5% (tabla No.6). Como control pasitive del ensayo de proliferacidn celular se escogio
el mitogeno Concanavalina A (ConA) en una concentracion de 0.5ug/microcultivo (fig.
No.12, tabla No.6). Finalmente se determind la dosis de fID para inducir in vifro la
respuesta proliferativa Optima de linfocitos de ratones BALB/¢ primoinmunizados con .
brasiliensis, que fue de 0.6pg de proteina de fID por microcultive, como se observa en
la figura No.13.
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Tabla No.6
Determinacidn de las Condiciones Basicas para la Evaluacion de la
Respuesta Proliferativa de Células Mononucleares de Bazo de Ratones BALB/c

Indice de Estimulacion y cpm de Linfocitos de Bazo de Ratén
Cultivados con Mitdgeno a Diferente Concentracion de SBF

RPMI-1 RPMI-2
SBF-1 SBE-1
Mitdgeno 5% 10% 5% 10%
ConA LE. 63.50 78.93 95.07 93.481
0.5ug cpm 61786/ 79241/ 116,179 124,764/
973 1004 1222 1330
ConA LE. 35.66 48.64 36.31 77.717
0.75pg opm 34,698 20,139 105,466/ 103,428/
973 414 1222 1330

El ensayo de proliferacién celular se realizd por cultivo de oélulas mononucieares de bazo de ratones no
inmunizados (2x16° células en 200l de medio de cultivo) en las diferentes condiciones que se seilalan
¢n la tabla: lote dc medio de cultivo, lote y concentracion de SBF y concentracion del agenle mitogénico.
La magnitud de 1a respuesta proliferativa se reporté como Indice de Estimulacién, ésto es, el cociemte de
timidina tritiada (cpm) incorporada en presencia y en ausencia del mitdgeno,
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Figura No.12 Respuesta proliferativa de linfocitos de baze de ratones BALB/c, no
inmunizados, en presencia de diferentes concentraciones de mitdgeno. La magnitud de la
respuesta proliferativa se reporta como Indice de Estimulacion,
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Figura No.13 Respuesta proliferativa de linfocitos de bazo de ratones BALB/c en
presencia de diferentes conceniraciones de la fID de N. brasiliensis. Los ratones fueron
infectados (por inyeccion subcutdnea) con N. brasiliensis, 3x10° UFC dosis inicial y
1x10° UFC dosis de retc un mes después de la sensibilizacidn y 12 dias antes del ensayo.
El LE. de estas células en presencia de ConA fue 74.65(d.s.2.08; cpm, 15,004/201).
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2.2.1.2 Determinacién de 1a Respuesta Proliferativa anti-fID de NN. brasiliensis, de
Linfocitos de Bazo y de GLP de Ratones Primoinmunizados con las Diferentes
Concentraciones de los Antigenos Particulados y Soluble de la Bacteria.

La respuesta inmune mediada por linfocitos en ratones BALB/c inmunizados con
una sola dosis de antigenos de N. brasiliensis, mostrd ser dependiente de la
concentracion y del estado fisico de los antigenos, tanto en bazo come en GLP (figuras
Nos. 14-16). La respuesta proliferativa mayor de linfocitos en presencia de la fID de N.
brasiliensis se abtuvo el séptimo dia posterior a la primoinmunizacion con la dosis mas
alta (10° UFC) de antigeno particulado, independientemente de si fuera N. brasiliensis
muerta por calor 0 por radiacion U.V ; la respuesta proliferativa en bazo fue 3 a 4 veces
mayor que en GLP. Los efectos dasis-respuesta celular y forma fisica-respuesta celular,
tendieron a disminuir con el tiempo, y a los 5 meses post-inmunizacién ya oo se detecto
diferencia entre las dosis mayor (10’ UFC) y menores (10° y 10’ UFC) de antigeno, ni
aun entre los antigenos particulados y el soluble en cualquiera de sus dosis (3, 40, 100 y
300ug), (p>0.05). En GLP ¢l efecto del tiempo fue mas notable ya que a los 90 dias de
administrarse el antigeno, el tejido linfoide habia regresado a su estado basal y ya no fue
pasible recuperar células para el ensayo de respuesta proliferativa. Los antigenos
particuladas en dosis media (10’ UFC) y baja (10° UFC) resultaron, en general, en el
misma efecta que el antigeno soluble en sus diferentes concentracianes {valores de p
desde 0.1 hasta 0.9). Los antigenos insolubles o particulados, N. brasiliensis muerta por
calor y N, brasiliensis muerta por radiacion U. V., en las dosis media y haja mostraron
entre si la misma capacidad antigénica en cvanto a induccidon de respuesta celular anti-
fID, tanto en bazo como en GLP (valores de p entre 0.2 y 0.9). En cambio, can la dosis
mayor (10° UFC ) se detecté diferencia entre ambos tipos de antigeno particulado, a las
7 dias post-inmunizacion los indices de estimulacion de las celulas sensibilizadas con la
bactenia muerta por calor fueron superiores, 33% en bazo, 58% en GLP, (valores de
p<0.05), como se¢ muestra en las figuras 14 y 15.

El antigeno soluble, extracto crudo de N. drasiliensis, se comporté como pobre
inductor de respuesta inmune mediada por células contra el antigeno inmunodominante
de la bacteria, p24-p26, en cualquiera de las 4 dosis aplicadas y a lo largo del tiempo de
experimentacion (valores de p entre 0.2 y 0.9); en GLP la estimulacion fue insuficiente



57

pues no fue posible aislar las células necesarias para el ensayo de respuesta
linfoprohiferativa. De los resultados de estos experimentos, que se muestran en forma
resumida en la figura No.1¢, fue notable que la magnitud de la respuesta celular se
conservd a lo largo de los 5 meses, independientemente de la concentracion del antigeno
primoinmunizante, no obstante la gran diferencia, en contenido de antigeno, entre las
dosis menor y mayor del antigeno soluble (5 y 300ug de proteina respectivamente).
Liamo [a atencion también, que este mismo nivel de respuesta proliferativa fue expresado
por los linfocitos de amimales inmunizados con los antigenos particulados, también en
forma independiente de la dosis de antigeno después del perfodo de respuesta primaria
(figuras Nos. 14 y 15).

Al analizarse el efecto de los lipidos de N. brasiliensis sobre la proliferacion in vitro
de los linfocitos se encontrd que, al igual que en la respuesta de anticuerpos, la
eliminacion de los lipidos de la bacteria resultd en notable disminucion del LE.
(8.68:0.48 y 2.04+0.49, n=5, indices de estimulacion obtenidos con N. bdrasiliensis
completa y N. brasiliensis deslipidizada, respectivamente), de manera que la respuesta
proliferativa resultante de inmunizacion con la bacteria deslipidizada (1.E. 2.0410.49) fue
igual 8 aquélla de las células sensibilizadas con el antigeno soluble {E.C.) insolubilizado,
LE. 1.97+0.05, n=5. No obstante que la adicion de los lipidos a los antigenos
previamente deslipidizados no resultd en respuesta proliferativa estadisticamente
diferente a la obtenida con los antigenos deslipidizados, si se expresod un leve aumento en
el LE. al adicionar los lipidos a la bacteria completa, no asi al antigena soluble:
2.04%0.49 y 2.46+0.45, 1.97+0.05 y 2.1740.15, n=5, indices de estimulacion para
antigenos particulado y soluble antes y después de la adicion de los lipidos,

respectivamente.
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Figura Ne.14 Respuesta proliferativa anti-fID de N. drasiliensis, de linfocitos de bazo y
de GLP de ratones BALB/c inmunizados con diferentes concentraciones del antigeno
particulado N. brasifiensis muerta con calor, en diferentes dias post-inmunizacion.
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Figura No.15 Respuesta proliferativa anti-fID de N. drasiliensis, de linfocitos de bazo y
de GLP de ratones BALB/c inmunizados con diferentes coucentraciones del antigeno
particulado N. brasiliensis muerta con radiacion U.V., en diferentes dias post-
nMunizacion.
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Figura No.16 Respuesta proliferativa anti-fID de N. brasiliensis, de linfocitos de bazo
de ratones BALB/¢ inmunizados con diferentes concentraciones del antigeno soluble,
extracto crudo de la bacteria, en diferentes dias post-inmunizacién. Con fines
comparativos se incluyeron en la grafica los resultados del ensayo de proliferacion de las
células de bazo de ratones sensibilizados con la dosis mayor (10° UFC) del antigeno
particulado N. brasiliensis muerta con calor, equivalente a la dosis mayor del antigeno

soluble E.C., 300ug de proteina .
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2.2.2 Fenotipo,

2.2.2.1 Determinacion de las Condiciones para el Anilisis por Citometria de Flujo
del Fenotipo de los Linfocitos de Bazo y de GLP de Ratones,

En la figura No.17 se muestra un registro obtenido del citémetro de flujo, en el cual
se indican los valores que cominmente se emplearon para los detectores de la luz
dispersada por las ce€lulas en estudio, en virtud de algunas de sus caracteristicas tales
como tamafio y complejidad interna. La luz laser registrada entre 1 y 10 grados del eje
de la luz incidente, proporcional al tamafio de la célula, se reporta en el gje de abscisas
como FSC o ForwardScatter (dispersion en el plano horizontal) (78); la luz registrada en
angulos mayores es proporcional a la complejidad interna de la célula (cantidad, tamafio
y grado de estructuracion morfologica del contenido intracelular) ¥ se reporta en el gje
de ordenadas como SSC o SideScatter (dispersion en el plano lateral/vertical) (78).
También se presentan los valores de los detectores de la fluorescencia emitida por los
fluorocromos presentes en las células en estudio, en este trabajo isotiocianato de
fluoresceina (FITC, que se registra en el eje de abscisas como FL1) y ficoeritrina (PE,
que se reporta en el eje de ordenadas como FL2) (78). Una vez establecidos los
parametros de los detectores se identificd en el plano coordenado la posicion ocupada
por la poblacion de linfocitos de raton (fig. No.18) y se fijé la ventana o regiéon
correspondiente, determinando asi que el citdmetro analizara exclusivamente la
poblacion de linfocitas de entre la poblacion celular total; fue notable la diferencia en
caracteristicas estructurales intracelulares entre las células linfoides de GLP (grafica
superior) y de bazo (grafica infenior): las primeras mostraron hemogeneidad mayor en
tamaifio celular y mas heterogeneidad en complejidad celular interna, que las células
linfoides de bazo. La figura No.19 muestra una hoja de reporte del analisis de
fluorescencia, obtenida del citometro de flujo: graficas superiores, controles de
autofluorescencia (izquierda) y de union inespecifica del reactiva fluorescente (derecha);,
graficas central e inferior, registro en graficas de puntos, con sus correspondientes tablas
de datos, de las subpoblaciones de linfocitos segiin su marcador fluorescente: TCD4+ y
BCD45R+ con PE se reportan en ordenadas, TCD8+ y TCD3+ con FITC en abscisas.
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Figura No.17 Registro de los niveles de ajuste de los detectores del citometro de flujo.
Se muestran los valores en los cuales comiinmente se calibraron los 4 detectores de la
luz laser dispersada segun el tamaifio de las células (FSC), la complejidad interna de las
células (SSC) y la fluorescencia debida a los fluorocromos FITC (FL1) o PE (FL2).
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Figura No.18 Localizacion en el plano coordenado de analisis del citémetro de flujo, de
las poblaciones de linfocitos de GLP (grafica superior) y de bazo (grafica inferior) de
ratones BALB/c, de acuerdo al tamafio de las células (FSC) y a la complejidad interna

de las mismas (SSC).
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Figura No.19 Hoja de reporte, obtenida del citometro de flujo, que muestra los
resultados del analisis de las células linfoides de acuerdo con el fluorocromo unido a la
membrana celular: FITC (abscisas, Lower Right) y PE (ordenadas, Upper Left).
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2.2.2,2 Efecto de los Antigenos Particulados.

2.2.2.2.1 Fenotipo de las Poblaciones de Linfocitos de Bazo y de GLP de los
Ratones BALB/c Primoinmunizados con los Antigenos Particulades N. brasiliensis
Muerta por Calor y N. brasiliensis Muerta por Radiacion U.V.

No se encontrd diferencia en el efecto de los 2 antigenos particulados sobre el
fenotipo de los linfocitos de bazo (p=0.1 hasta p>0.9); ésto es, las subpoblaciones
TCD4+, TCD8+ y BCD45R+ presentaron el mismo patron de variacion, en funcién de
dosis de antigeno y de tiempo post-inmunizacion, en bazo de ratones inmunizados tanto
con N. brasiliensis muerta por calor como con N. brasiliensis muerta por radiacion U. V.
(figs. Nos.20-23). En GLP, no obstante pequefias diferencias a los 7 y 15 dias
posteriores a la primoinmunizacién, a los 30 dias la densidad celular de cada
subpoblacion de linfocitos fue la misma (figs. Nos.21 y 23). En virtud de ello los
resultados fueron referidos en términos de antigeno particulado, en general, y no de A.

brasiliensis muerta por calor o por radiacion U. V., en particular.
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Citometria, % de Células

Dias post-inmunizacién

Citometria, % de Células

Dias post-Inmunizacion

Figura No.20 Fenotipo de linfocitos de bazo de ratones BALB/c primoinmunizados con
10* UFC (grafica superior) y 10’ UFC (grafica inferior) del antigeno particulado N.
brasiliensis muerta con calor. El fenotipo se determind en diferentes dias post-
inmunizacion.
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Figura No.21 Fenotipo de linfocitos de bazo y de GLP de ratones BALB/c
primoinmunizados con 10° UFC del antigeno particulado N. brasiliensis muerta con

calor. El fenotipo se determin0 en diferentes dias post-inmunizacion.
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Figura No.23 Fenotipo de linfocitos de bazo y de GLP de ratomes BALB/c
primoinmunizados con 10° UFC del antigeno particulade N. Jrasiliensis muerta con
radiacion U.V. El fenotipo se determund en diferentes dias post-temunizacion.
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2.2.2.2.2 Fenotipo de los Linfocitos de Bazo en Diferentes Tiempos Después de la
Primoinmunizacion con Antigeno Particulado.

No se detectd efecto de concentracion del amtigeno sensibilizante sobre las
subpoblaciones de linfocitos TCD4+, TCD8+ y BCD45R+, al dia 7, 15, 30, 90 ¢ 150
posterior a8 la primoinmunizacion, sin embargo, si se identifico variacion en el niunero de
células {figuras Nos.20-23} y en el patron celular (figuras Nos.24-27) en fuacion del
tiempo, encontrindose que ambos parametros celulares fueron diferentes para cada tipo
celular y para cada tejido linfoide de origen de las células (bazo y GLP); el efecto tendio
a desaparecer hacia los 150 dias post-inmunizacion, independientemente de la dosis del
antigeno, fendmeno que también se observé en la respuesta proliferativa de los
esplenocitos. En bazo fue evidente que para las diferentes dosis de N. brasiliensis y los
distintos tiempos post-inmunizacion, la subpoblacion de linfocitos TCD8+ fue la menos
abundante (7% valor basal) y mas constante, en tanto que las subpoblaciones TCD4+ y
BCD45R+ contribuyeron con los porcentajes mayores de células (valores basales 25% y
43% respectivamente) y mostraron ser las mas cambiantes, segin se detalla en las figuras
Nos.20-23).

La poblacién de linfocitos TCD8+ presentd 2 picos, una a los 7 dias (941.5%) y
otro a los 90 dias (11+2%) post-inmunizacion (aumento de 29% y de 57%
respectivamente, 7% valor basal), independientemente de la dosis de antigeno (p>0.05,
ANOVA); en cambio, a los 150 dias esta poblacion celular fue inferior al valor de
referencia, en relacion inversa con la camtidad de antigeno, 28% y 14% para las
concemtraciones de antigeno baja (10° UFC) y media-alta (10° y 10° UFC)
respectivamente (figuras Nos.20-23),

Por el contrario, la poblacion de linfocitos TCD4+ mostro un mimimo y un maximo:
disminuyo en un 20-28% (25% cifra basal, 18-20% cifra final) en el lapso de 20 g 30 dias
post-intmunizacion, recuperandose hacia los 90 dias con un nivel de céiulas superior en
20-28% su valor de referencia, efectos también independientes de la dosis de antigeno
(p>0.05, ANOVA), e igual que para los linfocites TCD8+, a los 5 meses post-
inmunizacion la cantidad de células TCD4+ fue inferior a su valor de referencia, en
forma dependiente inversamente de la concentracion de antigeno, ésto es, 40% y 20%

para las dosis baja-media y alta respectivamente (figuras Nos.20-23).

(

#
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El efecto de dosis de antigeno fue mas aparente para los linfocitos BCD45R+, Jas
diferencias mds notables ocurrieran con las dosis extremas, ya que {3 dosis media resulté
en cifras mds constantes de células. A los 7 dias post-inmunizacion esta poblacion de
linfocitos de bazo de los ratones inmunizados con la dosis menor de N. brasiliensis (10°
UFC) fue 46% inferior al nivel busal, en tanto que pare las dosis media (10" UFC) y alta
(10° UFC) no se detectd cambio significativo (£6%, p>0.05); 7 dias mas tarde la
poblacion celular aumentd en relacion inversa con la dosis del antigeno, 26% como
resultado de la inmunizacién con las dosis baja~media, en taato que con la dosis mayor
no se identificé cambio. A partir de este momento la poblacion de células B CD45R+
volvidé a descender, siendo a los 90 dias inferiar al nivel basal en 42% para las dosis
menor y mayor del antigeno particulado y en 30% para la dosis media. Finalmente, a los
150 dias esta subpoblacion de linfocitos resulto ser 28% (£3%) superior a su cifra basal,
independienternente de la dosis del antigeno {(p>0.05, ANOVA) (figuras Nos.20-23).

En resumen, en &l bazo de ratones BALB/c no se identificd efecto de concentracion
del antigeno particulado, N. brasifienss muerta por calor o por radiacion U. V., sobre las
subpoblaciones de linfocitos TCD4+ y TCD8+, hasta los 90 dias posteriores a la
primoinmunizacién (p>0.05); en cambio, al final del perioda de estudio (150 dias) el
efecto de la concentracion del antigeno particulado resultd aparente: las poblaciones de
linfocitos TCD4+ y TCD8+ fueron inferiores a su valor basal, la pnmera en 40% y 20%
para las concentraciones de antigeno baja-media y alta respectivameunte y, la segunda en
28% y 14% para las dosis de antigeno baja y media-alta. Los lLinfocites BCD45SR+
mostraron tendencia a permanecer en valores mas altos en ammales inmunizados con la
concentracion intermedia de antigeno (107 UFC); a los 150 dias la densidad celular fue
28% mayor a su nivel basal, independientemente de la dosis del antigena particulado.
También fue notable que las poblaciones CD4+ y CD8+ en ningin momento fueron
mayores a la poblacion CD45R+, en tanto que ésta si mostro algunas cifras semejantes a
las de CD4+ (figuras Nos.20-23),

QI G
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2.2.2.2.3 Fenotipo de las Linfocites de Bazo Después del Estimulo Antigénico en
Cultive, en Diferentes Tiempos Posteriores a la Primoinmunizacién con Auntigeno
Particulado.

E! fenotipo de los linfocitos de bazo en ia respuesta al estimulo antigénico in vitro,
sufrio las siguientes cambios (figuras Nos.28-31); Para las células TCD4+ se identificod
a los 15 y 30 dias post-inmunizacion, un aumento de 50% y de 30% respectivamente, en
los ratones inyectados con las dosis baja-media (16° y 10" UFC); en cambio, a los 90
dias fueron las células TCD4+ de ratones inyectados con la dosis mayor (10° UFC) las
que mostraren incremento {de un 40%) después del estimulo antigénico in vifro.

En (a poblacion de finfocitos TCD8+ ef tnico cambio significativo se detectd en las
células obtenidas los dias 7 y 15 post-inmunizacion, de ratones inyectados con la dosis
mayor (10° UFC), en las cuales la poblacion TCD8+ fue 30% inferior a aquélla presente
antes del reto ir vitro.

La poblacion de linfocitos BCD45R+ mostré mayor variacion en respuesta al reto
antigeénica /i vitre. Los cambios mas notables ocurnieron con las congentraciones
antigénicas extremas, igual que se observo con el fenotipo determinado antes del cultivo:
a los 7 dias post-inmuruzacion se identifico un aumento de 100% en la poblacién celular
primoinmunizada con lz dosis menor de antigeno (10° UFC de N. brasiliensis) y de 44%
para la dosis mayor (107 UFC). A fos 30 dias la poblacién celular disminuy6 en un 66%
en los linfocitos sensibilizados con la dosis menor, y a los 90 dias aumentd en un 100%
para la dosis mayor. Finalmente a los 150 dias ya no s¢ detecty cambio en respuesta al
estimulo antigénico en cultivo.

Podria resumirse que los cambios en las 3 subpoblaciones de linfocitos por efecta del
reto antigénico Jn vitro, fueron menores hacia los 5 meses, en comparacion con los
primeros dias post-inmunizacion, sin poder establecerse un efecto dosis de antigeno -
cambio en fenotipo. Los linfocitos TCD4+ y TCD8+ a los 5 meses mostraron teadencia
a permanecer €n cifras menores al valor basal, igual que antes del cultivo, en tanto que [a
pablacion de linfocitos BCD45R+ conserva la cifra alta del fenotipo previo al cultivo,
40% superior al valor basal.
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2.2.2.2.4 Fenotipo de las Linfacitos de GLP en Diferentes Tiempos Después de la
Primoinmunizacion con Antigene Particulado.

En los linfocitos de ganglio linfatico popliteo el efecto de la dosis y del estado fisico
del antigeno fue bien aparente (Gguras Nos.21 y 23): Sélo la dosis mayor (10° UFC) del
antigeno particulado (N. brasifiensis muerta por calor o por radiacion U.V.) fue capaz
de estimular respuesta en las células de GLP en la magnitud requenda para efectuar su
andlisis. Asi mismo el tiempo posterior a la inmunizacion fue importante ya que a los 90
dias el tejido en GLP habia regresado a su estado basal y no fue posible recuperar células
para realizar la evaluacion de la respuesta inmune celular. No obstante que la cantidad de
linfocitos TCD8+ fue menor que la de las subpoblaciones TCD4+ y BCD45R+, suftid un
cambio dramatico a los 7 dias post-inmunizacion con un aumente de un 300% el valor
de referencia en bazo (7%), con tendencia al nivel basal hacia los 30 dias postenores a la
primoinmunizacion. La subpoblacion TCD4+ aumentd en ua 80% su nivel de referencia
en bazo (25%), a los 7 dias, y después present la misma tendencia en el tiempo que los
linfocitos TCD8+. El comportamiento de fa subpoblacion BCD45R+ fue diferente, a los
7 dias su cantidad fue nferior en 56% al valor de referencia en bazo (43%), luego
aumentd y finalmente a los 30 dias fue nuevamente inferior (en 20%) al valor de
teferencia. Notablemente, en el curso de los 30 dias post-irmunizacion, los linfocitos T
(CD4+ y CD8+) en GLP estuvieron presentes en cantidad mayor que los linfocitos B
(CD45R+), contranio & lo que se observo en bazo, donde esta poblacion celular fue
superior a la de los linfocitos T durante los 150 dias de estudio.

2.22.2.5 Fenotipo de los Liufocitos de GLP, Después del Estimulo Antigénico en -
Cultivg, en Diferentes Tiempos Posteriores a la Primoinmunizacidn con Antigeno
Particulado.

Después del reto antigénico in vitro las poblaciones celulares TCD8+ y TCD4+
mostraron  diferente comportamiento que los linfocitos BCD45R+  (figuras
Nos.21,23,29,31). A tiempos cortos {(7-15 dias) después de la inmunizacion las primeras
estuvieron presentes en cantidad menor (en 55%) a aquélla antes del cultivo, en tanto

que [as ultimas fueron 74% superiores; en tiempos posteriores ¢l comportamiento se
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invirtio, las primeras tendieron a aumentar (en 40-50%) y las ultimas a disminuir (15%).
para los linfocitos CD4+ y CD8+ los niveles determinados después del cultivo siempre
fueron superiores al valor de referencia pre-cultivo, en tanto que los de CD45R+ fueron
inferiores, fendomeno contrario al que se observé en bazo. La pablacion CD45R+

derivada de GLP mostrd mayor tendencia 3 distainuir en el cultivo, en comparacion con
aquélla de bazo.

!1.
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Figura No.28 Fenotipo de linfocitos de bazo de ratones BALB/c pdmoimnunfz&dos con
10° UFC (grafica supetior) y 107 UFC (grafica inferior) del antigeno particulado N.
brasiliensis muesta con calor. Ea cada caso sc muestran los fenotipos pre- y post-reto
antigénico en cultiva determinados en diferente tiempo posterior a la primoinmunizacion.
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Figura No.29 Fenotipo de linfocitos de bazo (grifica superior) y de GLP (gréfica
inferior) de ratones BALB/c primoinmunizados con 10° UFC del antigeno particulado A.
Grasiliensis muerta con calor. En cada caso se muestran los fenotipos pre- y post-reto
antigénico en cultivo determinados en diferente tiempo posterior a [a primommunizacion.
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Figura No.30 Fenotipo de linfocitos de bazo de ratones BALB/< primotnmunizados con
10° UFC (grafica superior) y 10" UFC (grifica inferior) del antigeno particulado N.
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brasifiersis muerta con radiaciéom U.V. En cada caso se muestran los fenotipos pre- y

post-feto antigénico en cultivo determinados en diferente tiempo posterior a la

primoinmunizacion.
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Figura No.31 Fenotipo de linfocitos de bazo (grifica superior) y de GLP (grifica
inferior) de ratones BALB/c primoinmunizades con 10° UFC del antigeno particulado A.
brasiliensis muerta con radiacion U.V. En cada caso se muestran los fenotipa?s pre- y
post-reto antigémico en cultivo determinados en diferente tiempo posterior a la

pPrunoimmunizacion,
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2.2.2.3 Efecto del Autigena Soluble.

2.2.2.3,.1 Fenotipo de los Linfocitos de Bazo er Diferentes Tiempos Después de (a
Primoinmunizacion con Antigeno Soluble.

En general, no s¢ encontro una relacion entre Jos niveles de las poblaciones celulares
TCD4+ y TCD8+ de bazo de raton y el efecta de concentracion del antigeno soluble (5,
40, 100 y 300pg), en los diferentes tiempos posteriores a la primoinmunizacion (p=0.1
hasta p>0.2), a excepcion del valor de CD4+ a los 90 dias que fue mayor, en 65%, con
fa dosis menor (5pg). En cambio, la subpoblacién de linfocitos BCD45SR+ varid en
funcion tanto de 1a concentracion del antigeno como del tiempe post-inmunizacion: en el
dia 7 la poblacion fue mayor (80%) para las dosis mas altas (100 y 300ug), al dia 15 esta
relacion se invirtid y al dia 30 no se encontrd diferencia entre las 4 dosis de antigeno,
finalmente, a partir de los 3 meses fue aparente un efecto de concentracidn del antigeno
soluble, en relacion directa, sobre la cantidad de linfocitos BCD45R+. Incremento de
55% para las dosis altas y 45% y 25% para las dosis de 40ug y de 5ug respectivamente,
2 los 3 meses, y 62% para las dosis altas y 42% para las dosis bajas a los 5 meses
posteriores a la inmumizacion (fig. No.32),

El efecto del antigeno soluble (E.C.) de N. brasiliensis sobre el fenotipo de los
linfocitos de bazo fue semejante, en general, al efecto ejercido por el antigeno
particulado N. brasiliensis muerta por calor o por radiacion UV, ésto es, leve variacion
en las subpoblaciones TCD4+ y TCD8+ y mayor vanacion en la subpoblacion
BCD45R+ (figuras Nas.20-23 y 32), si bien el antigeno soluble resultd en cifras mayores
(en 50%) de linfocitos BCD45R+, en forma independiente de concentracion de antigeno
hasta los 15 primeros dias posteriores a la primoinmunizacion, después el efecto tendio a
cambiar de manera que a los 5 meses las concentraciones mayores del antigeno soluble,
E.C,, resultacon en niveles 5-15% superiores (sin diferencia estadistica) a los obtenidos
con ¢l antigeno particulado en cualquiera de sus dosis (p < ¢ igual 0.05 hasta
p=0.1), en tanto que las concentraciones menores del amtigeno soluble
resultaron en poblaciones 10-20% menores {diferencia en el limite de la significancia
estadistica) que aquéllas obtenidas con las diferentes dosis del antigeno particulado
(figuras Nos.20-23 y 32).
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En general, en la poblacion de linfocitos TCDB+ no se encontrd diferencia ni por
efecto de concentracion de antigeno ni por efecto de tiempo, con respecto al antigeno
particulado. Asi mismo, en la poblacidn TCD4+ de ratones primoinmunizados con las
dosis media y altas de! antigeno soluble E.C. (40 y 100 y 300ug respectivamente}, los
patrones celulares registrados por el citdmetro de flujo fleron mds constantes, en tanto
que el patron de céhulas de animales inyectados con la dosis menor (Sug) fue variable, en
forma semejante al que se obtuvo de los linfocitos derivados de ratones inmunizados con
el antigeno particulado en cualquiera de sus dosis (10°, 10" y 10° UFC de N. brasiliensis
muerta por calor o por radiacion UV.). A los 150 dias post-inmunizacion las
poblacicnes TCD4+ y TCD8+ de ratones sensibilizados con el antigeno soluble
regresaron a su valor basal, en tanto que con el antigeno particulado fueron inferiores a
dicho valor en forma dependiente, directamente, de la concentracion de antigeno (figuras
Nos.20-23 y 32).

En resumen, los patrones de variacion en el tiempo de las poblaciones de linfocitos
TCD4+ y TCD8+ en funcion de la concentracion de los antigenos soluble o particulado,
son semejantes, siendo constante la tendencia hacia una cantidad de células ligeramente
superior (valores de p en el umbral de [a significancia estadistica, p>0.02 y <0.05) con ¢l
antigeno soluble que con ¢l particulado. Para [a poblacion de linfocitos BCD45R+ se
observo que a dosis mayor de antigeno soluble (100 y 300pg vs 5 y 40ug), aumento
mayor de la cantidad de células BCD45R+ en un tiempo menor (7 vs 15 dias); asi mismo
gste nivel de las ¢élulas permanecié alto (a los 150 dias superior en 60-65%), por lo
tanto en esta subpoblacion de linfocitos si fue aparente un efecto de concentracion del
antigeno soluble E.C., en forma directamente proporcional. También se detectd efecto
de forma fisica del antigeno en asociacion con dosis del antigeno y tiempo post-
inmunizacién; asi, dosis bajas del antigeno soluble a tiempos cortos fueron mejores
estimulantes de la poblacidn BCD45R+, que ¢l antigeno particulado en cualquier dosis y
tiempo, pero las dosis bajas del antigeno soluble 8 tiempos mayores mostraron efecto
similar que el antigeno particulado en cualquier dosis y tiempo. Por otra parte, las
dosis altas del antigeno soluble, en cualquier tiempo, fueron mejores que el antigeno
particulado en cualquier dosis y tiempo. El efecta de forma fisica del antigeno fue
notable también sobre el tejido linfoide de bazo y de GLP, como ya s¢ menciond, el
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antigeno soluble w aln ensu concentracion tnis alta, fue capaz de estimular en GLP

respuesta inmune celular detectable mediante la metodologia utilizada.
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Figurs No.32 Fenotipo de linfocites de bazo de ratones BALB/c primoinmunizados con
diferentes concentraciones (5, 40, 100 y 300ug de proteina) del antigeno soluble de N,
brasifiensts. El fenatipo se determiné en los diferentes dias post-inmunizacion seilalados
en la grafica.
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2.2.2.3.2 Fenotipo de los Linfacitos de Baza Después del Estimulo Antigénico en
Cultive, en Diferentes Tiempas Posteriores a Ia Primoinmunizacion con Antigeno
Soluble.

El efecto del reto antigénico in vitro, con la fID de N. brasiliensis, sobre las
diferentes poblaciones de lhinfocitos, fue semejante al que se detectd con tan solo la
primoinmunizacion, ésta es fenotipo determinado antes del reto in vitro {figuras Nos.34
y 35). Las subpoblaciones TCD4+ y TCD8+ mostraron diferencias cuantitativas, no
significativas, con respecto al pre-cultivo, independientemente de la dosis del antigeno
soluble administrado, hasta los 30 dias post-inmunizacion; en dias posteriores se detecto
tendencia leve (p=0.05 hasta p<0.1) a expresar cantidad menor de células CD8+ en el
cultivo, independientemente de [a concentracion del antigeno soluble, en tanto que para
CD4+ se observd lo contrario, €sto es, tendencia a expresar cantidad mayor de linfocitos
CD4+ en poblaciones celulares de ratones inyectados con concentraciones menores del
antigeno soluble. Los linfocitos BCD45R+ después del cultivo conservaron niveles
iguales ¢ ligeramente inferiores al pre-cultivo, independientemente de la dosis del
antigeno si procedian de animales inmunizados hasta un mes antes de efectuarse el reto
antigénico in vitro; después de los 90 dias tendi¢ a aumentar la cantidad de estos
linfocitos en forma dependiente directamente de la concentracion del antigeno soluble,
efecto contrario al del antigeno particulado, de manera tal que a los 15Q dias esta
poblacién celular mostréd los siguientes valores de densidad celular: 80%, 70% y 50%
para las concentraciones de antigeno 300, 100 y 40 y 5ug, respectivamente.

En resumen, al comparar los niveles de las 3 poblaciones de linfocitos obtenidos
después del estimulo in virro de células de animales primoinmunizados con los amtigenos
particulado y soluble de V. drasiliensis, €| comportamiento fue semejante, €sto es, los
linfocitos TCD4+ y TCD8+ no sufrieron cambios significativos en tanto que la poblacion
BCD45R+ fue notablemente variable, v [a varacion fue mayor en las células de ratones

inmunizados con el antigeno soluble que con el antigeno particulado.
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Figura No.34 Fenotipo de linfocitos de bazo de ratones BA'LBJC_ primuinm'unizados con
5 microgramos (grafica superior) y 40 microgramos (grafica inferiar) de' antigeno soluble
Extracto Crudo de V. brasiliensis. En cada caso se muestran los fenotipos pre- y post-
reto antigémico en cultivo, determinados en diferente tiempo posterior a la

primoinmunizacion.
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Figura No,35 Fenotipo de linfocitos de bazo de ratones BALB/c primcimnumzado‘s con
100 microgrames (grafica superior) y 300 microgramos {grafica inferior) dfe antigeno
soluble Extracto Crudo de N. brasiliensis. En cada caso se muestran los fenotlp_os pre-y
post-reto  antigénico en cultivo, determunados en diferente tiempo posterior a la

primeinmunizacion.
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2.2.2.4 Andlisis de |2 Poblacién de Linfocitos TCD3+.

No obstante que la determinacion de la cantidad de linfocitos TCD3+ se realizd
simultaneamente con las de los linfocitos TCD4+, TCD8+ y BCD45R+, los resultados
de su andlisis no se incluyeron en este reporte porque los valores obtenidos fueron no
solo imprecisos sino ademds frecuentemente irreales, €sto es, cifras hasta 90-100%
inferiores a la suma de los linfocitos CD4+ y CD8+, El andlisis de los registros
proporcionados por el citdmetro de flujo reveld patrones celulares en los cuales no fue
factible delimitar ia poblacion TCD3+ (figuras Nas.24-27 y 33). Este mismo fenoémenao
ocurrid con las otras 3 subpoblaciones de linfocitos analizadas después del reto
antigénicq in vitro, y ocasionalmente en el andlisis pre-cultivo. Asi, en este trabajo los
patrones celulares en los cuales se expresaron amplios rangos de tamaiio y complejidad
celular, resultaron en cifras de los marcadores CD4, CD8 y CD45R con grandes
desviaciones estandar, o bien, con valores no reales o no aceptables; también se
obtuvieron patrones celulares muy diferentes y que sin embargo mostraron cifras de
células fluorescentes iguales ¢ muy semejantes. De estos resultados, entonces, surge la
necesidad de considerar ademas de la informacidén numérica, cuantitativa, la informacion
cualitativa que contiene el patrén celular ya que €ste expresa cambios no solo de la
presencia del marcador celular fluorescente de nterds, sino también del tamafio y de la
complejidad interna de las células, caracteristicas que pueden ser modificadas con ¢l
tratammiento a que se someten las células y que, en Gltima instancia revelan también
efectos del mismo, efectos que comimmente no se¢ perciben ni se evalian, pero que si
son reportados por el citdmetro de flujo segin lo muestran los resultados aqui

presentados.



DISCUSION

Las enfermedades infecciosas, en sus distintas presentaciones, constituyen ain el
problema principal de salud publica en muchos paises del mundoe (16-18), entre ellos
Meéxico (1,5). Una forma de resolver este problema es la de conocer la relacion que se
establece entre ¢l huésped inmunocompetente y el agente infeccioso, con el proposito de
disefiar medidas que favorezcan la respuesta o la resistencia inmune del primero hacia el
segundo.

La respuesta inmune a la infecci6n es una red compleja de eventos bioquimicos cuya
iniciacion, sostenimiento y terminacion dependen de¢ una variedad de factores tanto del
agente infeccioso comg del hospedero, factores que determunan la participacion
diferencial de las subpoblaciones de células tanto propias como ajenas al sistema inmune
y de sus respectivos mediadores solubles, de todo lo cual depende, en Ultima instancia, el
conjunto de procesos bioclogicos que caracteriza la patologia asociada a un agente
infeccioso (16-18, 39-47). En este caso patticular, el estudio de la respuesta inmune a la
infeccidn por el patdgeno intracelular Nocardia brasiliensis, se demuestra que tanto la
concentracion del antigeno primoinmunizante como su estada fisico, y al parecer su
naturaleza quimica segun nuestras observaciones preliminares, no solo modulan la
intensidad y permanencia de la respuesta inmune mediada tanto por anticuerpos como
por células, sino que ademas seleccionan la presencia, y su consecuente actividad, de
ciertas sub-poblaciones de linfocitos, tal como era de esperarse de los antecedentes
bibliograficos reportados para diversos antigenos, diferentes a N. brasiliensis (33-46,48-
50,53-37,61,65,66,82).

La respuesta iimune humoral, medida en funcion de la cantidad de anticuerpos séricos
anti-flD de N. brasiliensis, en ratones BALB/c inmunizados con una sola dosis de los
antigenos de la bacteria (particulado y soluble), muestra ser dependiente de la
concentracion y del estado fisica del antigeno después de los primeros L5 dias post-
inmunizacion, obteniéndose la cantidad mas alta de anticuerpos con la dosis mayor de
antigeno, particulado o soluble, en ¢l tiempo comprendido entre los 15 y 90 dias

posteriores a la primoinmunizacion. La cantidad de anticuerpos anti-fID es 3.5 veces
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mayor en ratones inmunizados con ¢l antigeno particulado gue con el soluble. Cabe
mencionar que estos niveles de anticuerpos son semejantes a los obtenidas en trabajos
previos en nuestra laboratorio, por infeccion de ratones con la bacteria (24,81) o por
inmunizacion con la bacteria muerta por calor 0 con un extracto crudo de la misma (81).

Aungque sin antecedentes sobre el efecto de la dosis y de la forma fisica del antigeno
de N. brosiliensis sobre lg respuesta inmune mediada por c€lulas, esperabamos un
comportamiento similar al de la respuesta inmune mediada por anticuerpos. Nuestros
resultados demuestran que la respuesta inmune celular, medida en funcion de la
magnitud de la respuesta proliferativa de linfocitos obtenidos de los ratones BALB/c
inmunizados con una sola dosis de los antigenos de N. brasiliensis, particulado y soluble,
también es dependiente de la concentracién y del estado fisico del antigeno, pero a
diferencia de la respuesta inmune humoral, la respuesta celular lo es en un periodo
temprano (7 dias post-inmunizacion), tanto en bazo como en ganglio linfatico popliteo,
st bien la respuesta proliferativa en bazo es 3-4 veces superior que en GLP. La respuesta
mas alta de los linfocitos hacia la fraccion inmunodominante (fID) de N. brasiliensis se
obtiene con la dosis mayor de antigeno particulado el séptima dia posterior a la
primoinmunizacién; después de esta etapa se pierde el efecto de la dosis y del estado
fisica del antigeno sobre la respuesta linfoproliferativa.

Resultan aparentes semejanzas y diferencias en las respuestas humoral y celular
contra la flD de N. brasiliensis. La magnitud de ambas respuestas es modulada por la
concentracion, en una relacion de proporcionalidad directa, y por el estado fisico,
particulado o soluble, del antigeno primoinmunizante. Sin embargo, hay disociacion
entre las 2 respuestas en el tiempa de expresion maxima, en €l tiempo de duracidén y en el
tiempo de dependencia de concentracion y de forma fisica del antigeno inductor de la
respuesta inmune. La respuesta proliferativa de linfocitos precede, en aproximadamente
una semana, & la respuesta de anticuerpos v permanece en niveles biologicamente
significativos (indices de estimylacion superiores a 2) por periodos muy cortos,
(alrededor de una semana), en comparacion con la presencia de niveles importantes de
anticuerpos anti-fID, ain a los 3 meses post-inmunizacian; la respuesta linfoproliferativa
es dependiente de la concentracion y del tipo de antigeno primoinmunizante durante la

etapa temprana de [a respuesta ¢ independiente después de este periodo, en tanto que el
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comportamiento de la respuesta de anticuerpos es inverso. Esta dicotomia temporal
entre las respuestas humoral y celular permitiria la seleccion y/o disefio de epitopes
especificos para inducir cualquiera de ellas, en virtud de la posibilidad de estimular
clonas de [linfocitos comprometidos en uno u otro tipo de respuesta
(42,45,46,48,49,54,56,80).

Es evidente entonces, que el mejor agente para inducir respuesta de anticuerpos y de
linfocitos contra el patogeno intracelular V. brasiliensis (fID), es el antigeno particulado,
la bacteria completa muerta por calor o por radiacion U.V., en concentracién 10° UFC
de [a bacteria, que fue apiicado sub-cutineamente en ratones BALB/c. Asi mismo, seguin
nuestros resultados, 5610 este antigeno, y en esta concentracién elevada, es capaz de
inducir niveles significativos de anticuerpos anti-fID hasta por 3 meses. No obstante que
la respuesta inmune celular de mayor magnitud se obtiene con el antigeno particulado en
concentracion alta, el periodo de respuesta maxima es de breve duracién. Por otro lado,
una respuesta celular anti-fID modesta pero constante a lo largo de 5 meses se obtiene,
segun nuestro trabajo, tanto con el antigeno particulado en concentracion media y baja
(107 y 10* UFC respectivamente), como con el soluble en cualquiera de sus dosis. Sera
conveniente aclarar en cual de estos casos es mas efectiva una dosis de reactivacion, y si
los anticuerpos (anti-fID) son necesarios en la defensa contra N. brasiliensis o si basta
con una respuesta celular baja (indice de estimulacion entre 2 y 4) inducible con las dosis
10* 6 107 UFC del antigeno particulado, o con el antigeno soluble en sus diferentes
concentraciones. Cabe mencionar que la cantidad mayor del antigeno particulado induce
una grave lesion inflamatoria en la region de aplicaciéon del antigeno, con un tiempo de
evolucion de aproximadamente 30 dias en el cual ocurre desarrollo de abscesos y de
zonas de necrosis, ademéas de fiebre e incapacidad de movimiento; ninguno de estos
efectos secundarios, ni algin otro, fue identificado con las dosis menores del antigeno
particulado, ni con el antigeno soluble en cualquiera de sus concentraciones. En este
sentido, Stanford y Rook (19) han reportado para M. tuberculosis, que el dafio puede
evitarse si la respuesta inmune se induce con antigenos comunes no especificos de
especie; Kaufimann y cols. (18) con antigenos del filtrado de cultivo de corta tiempo de
M. tuberculosis, inducen resistencia que a largo plazo es similar a aquélla resultante de

inmunizacién con BCG, comportamiento semejante al que nosotros observamos en las
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respuestas de anticuerpos y de linfoproliferacidn inducidas con los antigenos particulado
y soluble de N. brasiliensis. Ahora bien, aunque no estudiamos la relacién entre
concentracion y forma fisica del antigeno primoinmunizante, y proteccion contra la
infeccion por N, brasiliensis, consideramos que hemos reunido informacion valiosa que
permitira disefiar el trabajo conducente a estimular en este modelo experimental, una
respuesta inmune humoral y/o celular capaz de conferir proteccion contra 13 infeccion
por N. brastiiensis, tanto en su establecimiento como en su resolucion. Dado que no se
conoce si la proteccion depende de anticuerpos y/o de linfocitos, € inclusa de alguna
subpoblacion particular de linfocitos, habria que valorar la capacidad de reactivacion de
ambos tipos de respuesta inmune con un esquema de aplicacion de dosis de
reinmunizacion, ya con el antigeno particulado en sus dosis media o baja, ya con el
antigeno soluble en sus diferentes concentraciones. A este respecto, Ehlers, Mielke y
Hahn (19) han seiialado para M. fuberculosis que auntes de probar esquemas de
reactivacion de la respuesta inmune es fundamental conocer ef comportamiento de la
respuesta a la primoinmunizacidn, estudio en el cual se permite que el sistema inmune
regrese a su estado quiescente antes de intentar €l reto, ya que s¢ evita asi el desarrollo
de una supucsta respuesta protectora, que no es mas que una reaccion inespecifica
resultante de la cercania entre la vacunacion y el reto. En cuanto a la concentracidn del
antigeno primoinmunizante, la literatura reciente llama la atencion hacia el empleo de
cantidades pequedias; para M. tuberculosis se han utilizado dosis bajas del
microorganismo completo, o mezclas antigénicas o extractos antigénicos estimulantes de
subpaoblaciones linfoides particulares (48,82); en leishmaniasis, Jisteriosis, y malaria entre
otras (33,35,39,40,42,43,56) s¢ han probado combinaciones de antigenos en
concentracion pequefia, can citocinas asociadas a la resistencia inmune tales como IL-2,
IL-12 e TFNy.

Al reconsiderar esta informacién surgen diversos comentarios, por ejemplo, [a
diferencia en anticuerpos inducidos por las dosis 10" - 10’ UFC y 10" UFC puede
deberse al efecto adyuvante ademas del efecto de concentracion de antigeno, ya que la
consistencia fisica de la dosis 10° es semejante a la de un preparado antigénico en
adyuvante, asi mismo, a diferencia en el efecto de los antigenos particulado y soluble no

parece ser resultado solo del estado fisico del antigeno, ya que se obtiene el mismo
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efecto con las 2 formas fisicas del antigeno pero en diferente concentracion (dosis 10° y
10" UFC de antigeno particulado y 300ug de antigeno soluble equivalente a la dosis
mayor del antigeno particulado}. De aqui la posibilidad de que la presencia o ausencia de
lipidos, o de algin otro componente quimico no antigénico o de ciertas moléculas
acarreador-epitope contribuyan a la produccion de anticuerpos.

Para conocer la influencia de los lipidos de la pared celular de N. brasiliensis
(ausentes en el antigeno soluble) sobre las respuestas de anticuerpos y linfoproliferativa
anti-fID, llevamos a cabo algunos experimentos preliminares de determinacion de
anticuerpos séricos anti-fID y de respuesta linfoproliferativa en ratones inmunizados con
la dosis mayor de antigeno particulado deslipidizado, de antigeno soluble
“insolubilizado” y con ambos antigenos adicionados de los lipidos previamente
eliminados. Si bien, los resultados no son concluyentes, ambas respuestas parecen
requerir de los lipidos de la bacteria, y no en forma aislada, sino en un soporte adecuado
ya que la simple adicién de los lipidos al antigeno insolubilizado no permite recuperar las
respuestas de anticuerpos y de proliferacion de linfocitos que se obtienen con la bacteria
destipidizada adicionada de lipidos.

Asi, parece que no s0lo la concentracion del antigeno y/o su estado fisico afectan la
respuesta inmune, los resultados de este trabajo indican que el efecto es del conjunto, de
las caracteristicas fisico-quimicas del antigeno.

En cuanto a la participacion de las subpoblaciones de linfocitos, pudimos constatar
para N. brasiliensis, asi como se ha reportado para otros microorganismos intracelulares
(16,18,33,35,38,40,42,45,46,50,56,57,66), 1a presencia selectiva de linfocitos TCD4+,
TCD8+ y BCD45R+ segin la concentracion y la forma fisica del antigeno, segin el
tiempo transcurmido despuds de la primoinmunizacion y, muy notablemente, segin el
organo linfoide fuente de las células evaluadas. Si bien, de los resultados obtenidos del
estudio de citometria de flujo no puede establecerse una relacidon bien defimda de
dependencia entre concentracion y estado fisico del antigeno, y cantidad de linfocitos
TCD4+, TCD8+ y BCD45R+, si podemos afirmar que tanto la concentracién como el
estado fisico del antigeno inducen variacion no solo en el niimero de células de cada
subpoblacion linfoide, sino también en el patron celular registrade por el citbmetro de

flujo, patréon que es expresion de los cambios en tamafio y composicién interna de la
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célula, que a su vez son expresion de la respuesta celular a algun estimulo. Este efecto es
particularmente notable en las poblaciones celulares sometidas a cultivo in vitro, de
manera que, como se describe en la seccion de Resultados, es comin no detectar
diferencias significativas en la cantidad de una (o mas) subpoblacion linfoide antes y
después del cultivo, pero si diferencias en los patrones celulares, los cuales suponemos
de acuerdo con la teoria en citometria de flujo, son debidos a los cambios bioquimicos y
morfolagicos que experimentan las células en proliferacion y diferenciacion.

En términos generales, en el bazo los antigenos soluble y particulado ejercen un
efecto semejante sobre el fenotipo de los linfocitos: variacion leve en las subpoblaciones
TCD4+ y TCD8+, variacién mayor en BCD45R+; sin embargo, es aparente que el
antigeno soluble induce cifras mas altas de linfocitos BCD45R+ que el particulado, en
forma independiente de la concentracion durante los primeros 15 dias posteriores a la
inmunizaciéon, en tanto que a los 5 meses son minimas, o nulas, las diferencias entre
ambas formas antigénicas en sus diferentes concentraciones. La inmunizacion con el
antigeno particulado resulta en movilizacion mayor de linfocitos TCD8+ y TCD4+. En
ganglio linfatico popliteo este efecto es dramatico ya que las células TCD8+ aumentan
en un 300%, en tanto que con el antigeno soluble no es posible detectarlas.

Si la administracion del antigeno soluble resulta en la mayor movilizacién vy
concentracion de linfocitos BCD45R+ con niveles bajos de anticuerpos anti-fID, este
antigeno, no obstante ser pobre inductor de anticuerpos anti-fID, podria ejercer un
efecto policlonal sobre linfocitos B, efecto que concuerda con los reportes de Ortiz-Ortiz
y cols. (10) y de Bona y cols. (28) de un factor activador policlonal de linfocitos B
presente en la bacteria. Estos resultados, junto con la observacion de que N. brasiliensis
completa (antigeno particulado) estimula movilizacion mayor de células TCD8+, y luego
TCD4+, pudieran indicar que los lipidos, al menos en N. brasiliensis, favorecen la
respuesta por linfocitos T, en tanto que su ausencia favorece la respuesta policlonal de
linfocitos B; o bien, de acuerdo con Ehlers (19) y Kemeny (38) podria esperarse que
dentro de esta poblacién de linfocitos B estuviera presente una subpoblacion que
actuara como célula presentadora de antigeno, suposicion que tendria como apoyo los
patrones celulares, que obtuvimos por citometria de flujo, que revelan la presencia de

subpoblaciones de linfocitos B. Una evidencia adicional del papel de los lipidos en la
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respuesta a N. brasiliensis 1a constituyen nuestros resultados de que la bacteria completa
muerta (antigeno particulado), en dosis alta, es la que induce la produccion significativa
de anticuerpos anti-fID, en tanto que las dosis menores no lo hacen, no cobstante ser
antigeno particulado y contener lipidos (relativamente menor cantidad que la dosis
mayor); este hecho también podria estar relaciondo con el efecto de adyuvante
anteriormente discutido, asi como con el hallazgo de Castro-Corona y Salinas-Carmona
de que la fID, que se extrae del antigeno soluble que utilizamos, tiene pobre
antigenicidad en ausencia de adyuvante (83). Puesto que los linfocitos TCD8+ son la
subpoblaciéon menor, de entre las que evaluamos tanto en GLP como en bazo, jel bajo
indice de respuesta proliferativa de linfocitos de GLP estimulade con el antigeno
particulado estaria dado principalmente por linfocitosTCD8+, que se expresan
notablemente en estas condiciones?, ;porqué este gran incremento en la presencia de
linfocitos TCD8+ en GLP y no en bazo?, jqué papel desempefia esta poblacién de
linfocitos en la respuesta a la bacteria completa, al antigeno soluble?, ;ésto significa que
los antigenos que llegan a bazo son distintos de aquéllos en GLP, en qué lo son, porque
lo son?, ;en qué momento Ingresan los antigenos a circulacion linfo-hematica y queé
procesamiento ocurre en ella?, ;qué citocinas estan presentes desde el inicio del contacto
entre antigeno y hospedero y qué papel desempefian en el desarrollo de la respuesta
inflamatoria y en la movilizacidn diferencial de las subpoblaciones de linfocitos?

Con base en los resultados de nuestro trabajo, en las consideraciones arriba vertidas,
en las preguntas formuladas en el parrafo anterior y en recientes reportes de la literatura
(48,49,56,57,65,66,82, 84-93), hemos construido un esquema que relaciona algunos de
los eventos inmunes ¢el hospedero que acompaifian a 1a presencia de los antigenos de
N. brasiliensis que utilizamos en este trabajo (fig. No.36): En GLP, tejido linfoide que
tiene contacto mas inmediato que bazo, con el antigeno administrado en el cojinete
plantar del ratén, durante la primera semana post-inmunizacion, los macréfagos
(abundantes en esta etapa segun nuestras observaciones) procesan antigenos peptidicos y
no peptidicos, entre éstos notablemente lipidos, y los presentan en el contexto de sus
moléculas CD1, no maléculas Clase I, a linfocitos T citotéxicos CD8+ particularmente.
Al activarse estos linfocitos, ademas de la proliferacion celular (incremento en respuesta

proliferativa y en nivel de células CD8+ en GLP), se liberarian citocinas prapias (IFNy,
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linfotoxinas, IL-16, TGF-B, o bien IL-4, 5, 10) y ajenas a las células CD8+ y se llevarian
a cabo los procesos de lisis de los macrofagos infectados (por mecanismos dependientes
de la accion de los mediadores de los granulos citotdxicos de estos linfocitos, tales como
granzimas, defensinas y granulisina) y la muerte de las bacterias intracelulares.
Posteriormente, alrededor de los 15 dias post-inmunizacidn segin nuestros resultados
(movilizacion mayor de linfocitos TCD4+ y BCD45R+ después de inmunizar con
antigeno soluble, no hidrofébico), se tendria predominio de macrofagos con
procesamiento de antigenos no lipidicos, derivados tanto del antigeno particulado como
del soluble, con la consecuente estimulacion y accion de las subpoblaciones de linfocitos
TCD4+ y BCD45R+ en bazo, activadas comeo resultado de la presentacion de antigeno
restringida por moléculas Clase II. De acuerdo con Kemeny y cols. (38) podriamos
agregar que fos macrofagos son las células presentadoras de antigeno en GLP, en tanto
que las células B lo son en bazo y en consecuencia la respuesta inmune es diferente ya
que, segun el mismo Kemeny, la evidencia experimental indica que los macréfagos
favorecen el desarrollo de células Thl, en tanto que las células B el de células Th2; esta
sugerencia tendria su contraparte en nuestros resultados, incremento temprano en células
TCD4+ en GLP, e incremento posterior de ¢élulas TCD4+ en bazo y de anticuerpos
séricos. No es necesario sefialar que el contenido de esta propuesta debe ser
comprobado experimentalmente, especialmente la participacion sugerida de los linfocitos
TCD8+ (su accion por si mismos o a través de sus mediadores solubles, arriba citados).
El conocimiento de la relacién huésped/parasito se revela con complejidad creciente cada
dia y, en el caso particular de Nocardia brasiliensis y su hospedero animal (incluyendo al
hombre) podemos expresar, como hace mas de un siglo (1882) lo hiciera Robert Koch
con respecto a Mycobacterium tuberculosis “..el bacilo no lo es todo para la

enfermedad tuberculosa™ (19).
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Estimamos que en este trabajo se generaron también algunas aportaciones técnicas.
1. Al inicio del trabajo experimental de tesis se recomendd utilizar el micrométodo de
Miles y Misra para evaluar la cantidad de unidades formadoras de colonias de
N. brasiliensis, en lugar del procedimiento de Vaciado en Placa cominmente empleado.
Ya que estadisticamente no hubo diferencia entre ellos segiin los resultados de los
ensayos comparativos, optamos por utilizar la técnica de Miles y Misra por las siguientes
ventajas practicas: requiere menor cantidad de medio de cultivo y de recipientes para
cultivo, asi como preparacién de diluciones bacterianas en volimenes menores; no se
necesita controlar la temperatura del medio de cultivo en el estrecho rango que permite
tanto el estado liquido del medio como la viabilidad original de la suspensién bacteriana;
se evita el riesgo de que la distribucion de bacterias en el medio de cultive no sea
homogénea; es mucho mas sencillo, y por lo tanto confiable, contar colonias en una
superficie de 0.8cm’ que en una de 60cm’. 2. Puesto que la determinacion de la cantidad
de unidades formadoras de colonias de N. brasiliensis requiere un tiempo de 72 horas
(tiempo de desarrollo en cultivo de la bacteria), para disponer de suspensiones
unicelulares recién preparadas con densidad celular conocida se consideré que una curva
Densidad Optica - Densidad Celular permitiria resolver esta necesidad. Aunque las
primeras determinaciones de D.O. se¢ llevaron a cabo a 600nm (longitud de onda
comunmente empleada en Microbiologia para este propésito), se estimé conveniente
determinar la longitud de onda de méxima D.Q. para N. brasiliensis, 1a cual fue 325nm.
Este resultado indica un comportamiento diferente, ante el espectro electromagnético, de
los componentes de superficie de N. brasiliensis y de las bacterias y levaduras
cominmente cuantificadas por este procedimiento. La determinacion de la turbidez de
las suspensiones unicelulares de N. brasiliensis tanto por nefelometria como por D.O,,
mostré la misma sensibilidad, pero la estimacién de densidad celular se llevo a cabo por
determinacion de la D.O. (a 325nm), dado que ésta se efectiia en tubos de vidrio
reutilizables, en tanto que la primera requiere de cubetas desechables. 3. La seleccién
del antigeno particulado N. brasiliensis muerta por radiacién U.V. se debid a la
necesidad de contar con un antigeno particulado y no viable, que no hubiera sido tan
dristicamente tratado como lo fue la bacteria sometida al aockve y utiizada en este boratorio
por Salinas-Carmona y Torres-Lopez enel estudio de b respuesta e humoral contra N.
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brasiliensis en ratdn (24). La accidén bactericida de la radiacion electromagnética U.V. se
conoce desde 1877 y sus diversos efectos sobre la viabilidad celular desde fines de los
afios 1950 (94,95); al considerar que la longitud de onda entre 255 y 280nm tiene mayor
especificidad de accion sobre 1a molecula de DNA (cadena doble o sencilla), y de RNA,
se disefid un primer experimento de ftratamiento de suspensiones bacterianas
concentradas, con radiacion U.V. de este rango de longitud de onda, durante tiempos
cortos (10 a 30 minutos) segiin antecedentes para bacterias comunes (96). En virtud de
que no se logrd la muerte de . brasiliensis, se desarrolld una serie de experimentos en
los cuales se varid el tiempo de tratamiento, la densidad celular y el volumen de la
suspension bacteriana. En el curso de estos ensayos se observaron varios efectos sobre el
desarrollo de N. brasiliensis. pérdida irreversible de su caracteristico color naranja a
tiempos cortos de radiacion (15 a 30 minutos, segin la densidad celular), efecto que
también se obtuvo por exposicion a la luz ordinaria del laboratorio pero en el curso de
25 a 30 dias; disminucién de la velocidad de crecimiento en cultivo (en condiciones
optimas para ello), v cambio en las caracteristicas macrascOpicas de desarrollo, de
rugoso con bordes plegados a superficie lisa con bordes planos, efectos en relacién
directa con el tiempo de tratamiento, ademas, pérdida de la hidrofobicidad de la
superficie celular. En la literatura se reporta la disminucion de la velocidad de
crecimiento y la consecuente pérdida de viabilidad como resultado de la accion de la
radiacion sobre los componentes del DNA, no sélo timina (principalmente) y citosina,
sino también ruptura de puentes de hidrogeno y del esqueleto azucar-fosfato
particularmente en dosis altas de radiacion. También estdn reportados cambios en las
caracteristicas de desarrollo macroscopicas y microscépicas por efecto sobre puentes de
hidrégeno y enlaces disulfuro de proteinas, en uracilo de RNA, en aminoicidos y otras
moléculas del metabolismo celular (94,95). Aunque sin antecedentes directos en la
literatura, la pérdida tanto del color naranja de las células de N. brasiliensis (asociado a
la presencia de carotenos), como de la hidrofobicidad de la superficie celular pudiera
explicarse por una accién hidrolitica o fotolitica de dobles enlaces por accién de la
energia U.V. (reportada para moléculas sintéticas) sobre los lipidos insaturados de la
superficie bacteriana; estimamos que los cambios quimicos responsables de este efecto

de la radiacion U.V. sobre N. brasiliensis merecen ser estudiados con mayor
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profundidad, mas ain si se considera que la cubierta lipidica pudiera actuar como barrera
contra la accién letal de la luz U.V. sobre los 4cidos nucleicos o las moléculas internas
mvolucradas en el metabolismo celular y ser responsable, en parte al menos, de la
resistencia a la radiacién U.V. y de la persistencia en el ambiente. Esta resistencia
también pudiera ser resultado de los mecanismos de reparacion descritos para los
microorganismos en general: reparacion espontinea dependiente de las condiciones
ambientales (medio de cultivo), reactivacidon enzimitica en presencia de luz o
recuperacién enzimatica en obscuridad mediante una hidrolasa y una polimerasa. En el
caso de las suspensiones de N. brasiliensis muertas por radiacién U.V. en las
condiciones aqui descritas, ninguno de estos mecanismos de recuperacion en caso de
estar presentes en N. brasiliensis, o alguno otro no conocido para la bacteria, fue capaz
de revertir el efecto letal del tratamiento aplicado. No obstante los cambios ocurridos en
N. brasiliensis sometida a radiacién U.V,, la respuesta inmune humoral (anticuerpos
anti-fID) y celular (respuesta linfoproliferativa anti-fID y fenotipo de linfocitos) de los
ratones inmunizados con este antigeno particulado, no mostré diferencias
estadisticamente significativas de la respuesta inducida por inmunizacién con la bacteria
muerta por calor, asi que, apar¢ntemente la radiacion U.V. aplicada no alteré el
reconocimiento de él, o los epitopes involucrados en la respuesta inmune estudiada. 4.
Durante el proceso de obtencién de la fID de N. brasiliensis, observamos que para
seleccionar las fracciones eluidas de la columna de Sephadex G-100 que contenian la
fID, no era suficiente con tan solo la determinacién de absorbancia a 280nm ya que
adyacente a la fID eluye un pigmento que presenta absorbancia a la misma longitud de
onda, asi que consideramos necesario determinar ademas, la presencia de proteinas en
las fracciones previamente seleccionadas por absorbancia a 280mm. De este apilisis _
resultd que no todas las fracciones con Azs contenian proteinas pero, que aquéllas
positivas tanto para Ag como para proteinas si contenian la fID. 5. La estandarizacion
del procedimiento para analizar el fenotipo de los linfocitos por citometria de flujo,
reveld una alta sensibilidad de las células de ratén a las condiciones del ensayo, de tal
manera que consideramos Wtil sefialar la importancia de conservar dichas condiciones
particularmente cuando se va a hacer uso de la informacion contenida en los patrones

celulares y/o se van a recuperar diferentes poblaciones celulares.



CONCLUSIONES

1. Nocardia brasiliensis muerta por tratamiento con radiacion U.V. conserva la misma

antigenicidad que la bacteria muerta por accion del calor hiimedo a presion.

2. La hipétesis se confirma en algunos de los postulados y bajo ciertas condiciones:

2.1 El antigeno particulado de Nocardia brasiliensis si induce mayor respuesta de
anticuerpos (humoral) y de proliferacion de linfocitos (celular) que el antigenc soluble,
en forma dependiente de la dosis del antigeno, pero también del tiempo posterior a la
inmunizacion y, en el caso de la respuesta linfoproliferativa también del tejido de origen
de las células.

2.2 El estado fisico del antigeno de Nocardia brasiliensis, y su concentracion, influyen
en la movilizacién diferencial de las subpoblaciones de linfocitos TCD4+, TCD8+ y
BCD45R+, en forma dependiente también del tiempo post-inmunizacion y del origen

tisular de los linfocitos.

3. Los resultados presentados en este trabajo son fuente de informacién para el disefio
de esquemas de inmunizacién activa con fines profilacticos y de modulacion de la
respuesta inmune, que podra llevarse a cabo una vez que se conozcan los factores de
patogenicidad y/o de virulencia de N. brasiliensis, asi como los fenémenos de inmunidad
innata y de inmunidad adquirida del hospedero relacionados con el establecimiento de la
infeccion. Asi mismo queda abierta la investigacion de los mecanismos de procesamiento
y presentacion de los diversos antigenos de N. brasiliensis, por una parte, y por otra su
relacion con los diferentes elementos moleculares y celulares que conforman la respuesta

inmune contra el patogeno intracelular N. brasiliensis.
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APENDICE

1. Reactivos para la Tincién de Kinyoun.

1.1 Carbol-fucsina de Kinyoun.
a. Se disolvieron 4g de fucsina basica (CTR) en 20ml de etanol (Merck) al 95% v/v.
b. Se mezclaron 8ml de fenol (Baker) con 92ml de agua bidestilada.

¢. Semezclarona yb.

1.2 Azul de metileno. Se disalvieron 2.5g de azul de metileno (Merck) en 100ml de
etanol (Merck) al 95% viv.

2. Reactivo de Bradford. 6.0mg de azul de Coomassie G-250 (LKB/Bromma) se
disolvieron en 100ml de acido percldrico (Merck) al 3% v/v, en agua. Se filtro y se

guardo en frasco ambar.

3. PBS 0.10M, pH 7.2-74. NaCl 8g, NaHPO, 1.22g, KH;PO, 02g, KCI 0.2g,

(reactivos Merck), s¢ disolvieron, se ajusté pH y se aford a un litro con agua.

4. Reactivos para Electroforesis,

4.1. Amortiguador para Preparar Gel de Empaquetamiento o Concentracion.
Tris-HC! 1.2M, pH 6.8

4.2 Amortiguador para Preparar Gel de Corrimiento ¢ Separacidn.
Tris-HC] 3.02M, pH 8.8

4.3 Amortiguador de Corrimiento, con SDS.
Gficina [92mM, Trizma base 25mM, SDS 0,1% p/v, pH 8.3

4.4 Amortiguador de Muestra 1x, con SDS.
En17.5ml de Trs-OH 49mM, pH 6.75-6.80 se disclvieron 1g de SDS y Smg
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de azul de bromo-fenol, el producto se mezclo con Sml de glicerol y se aford a S0mi

con agua. Al momento de usarse se agregd 5% v/v de 2-mercaptoetanol.

4.5 Acrilamida/bis-acrilamida 30% (acrilamida 30%T, 2.7%C).
29.2g de acrilamida y 0.8g de metilén-bis-acrilamida fueron mezclados con 70m! de
agua en matraz Erlenmeyer (cubierto con papel aluminio) y sometidos a agitacion
suave por 12 horas a 4°C. Una vez a temperatura ambiente se aford a 100ml con
agua, se filtro por papel Whatman y se mezcld con Amberlita XAD7 (mesh 20-60)
en proporcion 4;1 v/v dejandose en agitacion suave durarite lhora a 4°C. Se filtro,

recuperandose en frasco cubierto con papel aluminio, y se almaceno a 4°C.

4.6 Gel de Empaquetamiento o Concentracian (5%T, 2.7%C), con SDS.

Acrilamida bis-acrilamida 30%

(B0%T, 2.7%C) ........ 167 ul
Amortiguador Tris-HCL . . .. .| 125
pH 6.8
Agua . .. ... 660
SDS10%plv. ... ... ... 10
Persulfato de amomio 10% p/v 33
TEMED .. ... ... ... ., 1

4.7 Gel de Corrimiento o Separacion, en Gradiente 10-18%, 2.7%%C.

10% 18%
Acrilamida bis-acrilam. 30% . .. .. 0.720 ml 1.293 ml
Amortiguador Trs-HCL. . ..., .. .. 0.396 0.396

pH&S

Glicerol 50% viv. ... ....... 0.144 0.222
AGUA .o 0.874 0.219
SDS10%plv ... ... . ... 20 pl 20
Persulfato de amomio 10% p/v ... .. 7 7
TEMED ... .. ... ... ..... ... 1 1

Todgs los reactivos fueron adquindos de Sigma.

8. Reactives para la Determinacién de Auticuerpos Séricos anti-fID de N
brusiliensis Mediante ELISA,

51 Amortiguador de Acetatos pH 5.0.
a. Se disolvieron en agua 0.68g de acetato de sodio anhidro (Merck) y se aforaron a 25ml
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b. Se mezclaron con agua 0.3ml de acido acético glacial (Merck) y s¢ aforaron a 25ml
con agua.
¢. Se mezclaren 17.6ml de a. y 7.4ml de b. con unos 20ml de agug, se ajusto pH 2 5.0

con solucion b., y se aforé a 50ml con agua.

5.2 PBS-tween. PBS 0.1M pH 7.4 se mezcld en proporcion 1,000:1 v/v con tween 20
(BIO RAD).

5.3 Solucion Bloqueadora al 5% p/v. Se disolvieron 5g de leche descremada (Svelty,
Nestlé) en PBS-tween y se aforaron a 100ml con ¢l mismo PBS-tween.

5.4 Antisuerc Conjugado a Peroxidasa. Suero de cabra anti-inmunoglobulinas (G, A,
M) de raton, conjugado a peroxidasa (Sigma), diudo 1:1,000 v/v en solucién
bloqueadora al 1% .

5.5 Solucion de Substrato/Cromogeno. Se prepard al momento de usarse, en frasco
ambar, disolviendo 10mg de dihidrocloruro de orto-fenilendiamina (Sigma) en 20 ml de
amortiguador de citratos pH 5.0 y se afiadieron ! de peréxido de hidrogeno al 30%,.

5.5.1 Amortiguador de Citratos pH 5.0.

a. Se disclvieron 0.211g de acido citrico (Productos Quimicos Monterrey) en 10mi
de agua.

. Se disolvieron 0.283g de Na,HPQO, (Merck} en 10ml de agua.

¢. En tubo conico se mezclaron 6.03ml de & con 6.425ml de b., se ajusto pH a 5.0
(con solucion b.) y se aford a 25ml con agua. El tubo se cubrié el tubo cou papel

aluminio.

6. Reactivos para la Obtencién de Suspensiones de Células de Bazo y de GLP de
Ratones.

6.1 Medic de Cultivo para Transporte. RPMI-1640 (Sigma) o Iscove (Sigma) con
HEPES y bicarbonato de sodio fue adicionado de penicilina 50 urnidades/ml (Sigma),
gentamicina 50ug/ml (Sigma) y estreptomicina 100pg/ml (Sigema).
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6.2 Medio de Cultivo para Suspension Celular. El medio de cultivo descrito en el

parrafo anterior, sin estreptomicina.

7. Reactivos para ¢l Ensayo de Respuesta Proliferativa a Mitogenas y Antigenos,
de Linfocitos de Bazo y de GLP de Ratones,

Medio para Cultivo de Células de Bazo y de GLP de Raton. RPMI-1640 (Sigma)
con HEPES y bicarbonato de sodio fue adicionado de penicilina 50 U/ml,
gentamicina 50ug/ml, 2mM de L-glutamina (Sigma) y 5% v/v de suero bovino fetal
{pracesado en el Depto. de Inmunclogia de la Facultad de Medicina, UANL).

8. Reactivos para el Anilisis de las Poblaciones de Linfacitos TCD3+, TCD4+,
TCD8+ y BCD45R+ de Bazo y de GLP de Ratones.

8.1 Solucién de Lisis de Enitrocitos. Tris | 7mM (Sigma), NH,Cl 0.75% p/v (Merck),
pH72
8.2 Anticuerpos anti-CD de Raton, Sigma. Anticuerpos monoclonales de rata:
anti-CD3 (cadena épsilon de 25kDa) canjugado a FITC,
anti-CD4 (antigeno L.3T4 de 55kDa) conjugado a PE,
anti-CD8a (antigeno de 65kDa) conjugado a FITC,
anti-CD43R (isoforma de 220kDa 6 B220) conjugado a PE.

8.3 Anticuerpos Monoclonales de Rata Isotipos 1gG2a y 2b Conjugados a FITC y & PE,

Como Controles de Unidn Inespecifica.






