concuerdan con los obtenidos por Salinas y cols (111) en la que sueros
hiperinmune de ratones inmunizados con BMC y suero anti-proteasa con
titulos altos de IgG y obtenidos en los dias 60, 90 y 120 dias post-
inmunizaciéon (112) no fueron capaces de inducir protecciéon. Sin
embargo en otros experimentos realizados por el mismo autor se
menciona que la transferencia pasiva de suero anti-proteasa obtenida en
el dia 30 fue capaz de inducir proteccion parcial en aquellos animales
que posteriormente fueron infectados con N. brasiliensis (112). Estos
resultados concuerdan con los que nosostros encontramos en los
experimentos de transferencia pasiva con suero de ratones inmunizados
con proteasa, P24 y P61 obtenido en el dia 45 de la inmunizacion, dicho
suero fue capaz de inducir proteccion parcial solamente con las
proteinas P24 y proteasa mientras que el suero anti-P61 no logrd
prevenir el establecimiento de la infeccién. Dichos resultados
concuerdan con lo que habiamos visto mediante la determinacion de
anticuerpos de tipo IgG (ELISA) en los sueros de los 3 grupos de
animales inmunizados con estas proteinas en las cuales encontramos que
P24 y proteasa fueron mas inmunogénicas ya que lograron inducir
anticuerpos de tipo IgG (subclase 1gGl, 1gG2b e IgG3) en un 100% y
94% de los ratones inmunizados, mientras que la proteina P61 solo logré

inducir anticuerpos de tipo IgG (IgG1) en un 42% de los animales
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inmunizados dichos resultados nos llevan a conclusién del porque
solamente observamos proteccion en los grupos de animales
inmunizados con P24 y proteasa y no con P61. Sin embargo cuando los
animales fueron inmunizados con antigenos particulados (BMC y BD) y
posteriormente se infectaron, en todos los animales tratados se logré
prevenir el establecimiento de la infeccién. Lo cual concuerda con la
hipétesis planteada que los antigenos particulados confieren mayor
proteccion que los antigenos solubles siempre y cuando la la infeccion se
lleve a cabo en el dia 45 de la inmunizacién. En cambio cuando
realizamos experimentos de transferencia pasiva de suero obtenido en el
dia 45 post-inmunizacién dicho suero no logré inducir proteccién en
otros animales los cuales fueron infectados. Ahora bien cuando
realizamos inmunizacién activa con antigenos solubles y particulados y
especificamente en ¢l dia 15 de la inmunizacién los animales fueron
infectados. Los resultados que encontramos fue proteccion total ya que el
100% de los animales no desarrollaron micetoma. En trabajos realizados
por Salinas-Carmona y cols. (123) donde utilizaron diferentes cepas de
ratones a los cuales se les indujo €l micetoma con N. brasiliensis, los
resultados obtenidos fueron que los hibridos F1 (CB/N X DBA/2)
machos, desarrollaron el micetoma hasta los 5 meses después de la

infeccion mientras que los ratones BALB/c lo hicieron a los 30 dias. Si
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bien estos ratones F1 tienen un defecto en la maduracion de las células B
que no pueden hacer el cambio de IgM a IgG lo cual nos inclina a pensar
que es la respuesta inmune mediada por IgM y no IgG la que este
jugando un papel importante en el retraso del establecimiento de la
infeccion. De ahi que tal vez la explicacion de los resultados que
encontramos en cuanto a la proteccion total producida mediante la
inmunizacion activa con antigenos solubles y particulados e infectados
en los primeros dias de la inmunizacién (dia 15), en ese momento los
ratones no habian producido anticuerpos IgG y es solamente la IgM la
que estd presente en circulacion, sin embargo los experimentos de
transferencia pasiva con suero del dia 15 obtenido de animales
inmunizados con antigenos solubles y particulados de N. brasiliensis y
dados a otros ratones lo cuales fueron infectados con N. brasiliensis, se
observé proteccion parcial en todos los ratones que recibieron dicho
suero. Existen evidencias en algunas enfermedades casuadas por virus
citopaticos tal como el virus de la polio, influenza, rabia y virus de la
estomatitis vesicular (VSV),en tales infecciones se generan anticuerpos
neutralizantes protectores los cuales se producen durante la primera
semana de la infeccion. Mientras que en las infecciones causadas por
virus no citopaticos (124 ) como el virus de inmunodeficiencia, virus de

hepatitis B y C se induce una pobre y tardia respuesta de anticuerpos
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neutralizantes , incluso en las infecciones casuadas por el virus de la
coriomeningitis linfocitaria (LCMV) inducen anticuerpos neutralizantes
en forma temprana de tipo IgM los cuales contribuyen a la rapida
eliminacion del virus en la fase aguda de la infeccion (125). Estos
experimentos apoyan a la proteccién total observada en los ratones que
antes de ser infectados con N. brasiliensis recibieron suero hiperinmune
del dia 7 obtenido de amimales inmunizados con antigenos solubles y
particulados de N. brasiliensis. Tales resultados nos hacen inferir que
aquello que se logré inducir en las 1* y 2° semana mediante la
inmunizacion con antigenos solubles y particulados y que esta presente
entre €l dia 7 y 15 post-inmunizacidn es capaz de prevenir el
establecimiento de la infeccién. Posteriormente para demostrar que ¢l o
los factores séricos responsables de dicha proteccion se producen en los
primeros 3 dias de la inmunizacién con los antigenos de N. brasiliensis.
Realizamos experimentos de inmunizacion activa y pasiva a los 3 dias y
los resultados que encontramos fueron que no hubo proteccién ni
mediante inmunizacion activa ni en experimentos de transferencia pasiva
con suero del dia 3 post-inmunizacién. Lo cual nos lleva a la conclusion
posiblemente los factores involucrados en prevenir el establecimiento de
la infeccion se producen después del 3er dia y estan presentes a partir de

la 1® semana de inmunizacion en el suero de los animales inmunizados.
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Si bien el efecto protector observado en los experimentos de
inmunizacidén activa y pasiva en los primeros dias de la respuesta
inmune, decidimos realizar experimentos de transferencia pasiva de
células mononucieares obtenidas en esos mismos dias a partir del bazo
de ratones inmunizados con antigenos solubles y particulados, como era
de esperarse, los ratones que recibieron dichas células MN del dia 7y 15
post-inmunizacion quedaron protegidos en forma total en el 80 % de los
casos, ya que no desarrollaron micetoma en el tiempo esperado mientras
que los ratones que recibieron células MN del dia 30 todos los animales
desarrollaron micetoma en el dia 30 post-infeccién. Aunque no existen
antecedentes en cuanto a experimentos de transferencia pasiva de células
MN obtenidas de bazo de animales inmunizados, los resultados
encontrados son interesantes € importantes ya que concuerda con los
resultados obtenidos en los experimentos de transferencia de sueros
anti-proteasa del dia 30 post-inmunizacion (112). Existen evidencias que
indican que subpoblaciones de células B con funciones de inmunidad
innata las cuales juegan un papel adicional en la defensa (126), nos
dimos a la tarea de investigar que subpoblacion de la célula B (Bl-a, B1-
b y B-2) estd presente exactamente en esos dias en los cuales
observamos la proteccién contra la infeccion. Los resultados obtenidos

fueron que las poblaciones mas abundantes en los dias 7 y 15 en los
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cuales observamos la proteccion, fueron las células B-1 a y B-2 las
cuales estaban aumentadas en un 20 a 40 % comparado con las células
del control (ratén no inmunizado), mientras que las células del dia 30
que no confirieron proteccidn mediante transferencia pasiva dieron
mismo patrén de células que del animal no inmunizado {(control) siendo
las células B-1b presentes en todos los grupos de animales tratados.
Todo esto nos lleva a inferir que probablemente las células B-1 a y B-2
participen en la proteccion la cual se observa en los primeros dias de la
respuesta inmune. Existen evidencias que concuerdan con nuestros
resultados en las cuales se ha visto la participacion de las células B-1 a
en la defensa del huésped, ya que se ha visto que interactua con las
células NK (127), es productora de inmunoglobulina M y presenta una
alta capacidad presentadora de antigeno (128). Sin embargo en estudios
realizados en modelos de animales con SCID infectados con rotavirus
han visto el papel de las células B-2 en la rdpida eliminacion de este
microorganismo (129). Los resultados encontrados son interesante ya
que si la proteccion observada es debida a la participacion de las células
B-1 a y B-2 y sus productos (IgM) las cuales son detectables en bazo y
estdn en cantidades abundantes en cavidad peritoneal y pleural en el
raton (130), cuyas células presentan una alta capacidad de presentacion

de antigeno ¢ interactuar con las cel. NK naturales (128). Esto nos lleva a
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pensar que probablemente lo que esta sucediendo en los primeros dias de
la inmunizacién con los antigenos de N. brasiliensis es la participacion
de las células B (entre ellas las B-1a y B-2) las cuales son la primera
poblacion celular con las que se encuentra un antigeno y forman parte de
la primer linea de defensa en contra de los patogenos. Estas c€lulas al ser
inducidas producen rapidamente anticuerpos naturales (IgM) con
actividad neutralizante durante la primera semana de la inmunizacién.
Tal vez esta sea la explicaciébn que cuando el animal es infectado
posteriormente (especificamente en ¢l dia 7 o 15 dias) , ciertos factores
séricos al ser producidos en los primeros dias (inmunoglobulina M)
traerd como resultado la prevencién de establecimiento debido a la
rapida eliminacion de este microorganismo. Esto nos lleva a cambiar el
concepto de que no solamente es la respuesta inmune adquirida tipo
célular la que este jugando un papel importante en la proteccién(104),
sino que también la respuesta inmune innata humora!l la que juega un
papel importante en la proteccién en contra de las infeccion por
microorganismos intracelulares entre los cuales N.brasiliensis.(98). No
solamente las proteinas extracelulares confieren proteccién (105), sino
que también proteinas intracelulares como P24 y P61 de N. brasiliensis
inducen proteccion mediante inmunizacién activa en animales infectdos

posteriormente. También existe el concepto de que es la respuesta
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inmune adquirida donde se determina el establecimiento de la
enfermedad, sin embargo de acuerdo a los resultados que se obtuvieron
en este trabajo se cambia también este concepto lo cual nos lleva a
pensar que es en los primeros dias de la respuesta inmune (respuesta
inmune innata) donde se determina el establecimiento o la progresion de
la enfermedad. Partiendo del concepto que existen diversos factores que
esten participando y jugando un papel importante en tal evento como son
los factores séricos: IgM, citocinas, moléculas de adhesion, factores anti-
microbianos y asi como la participacion de factores célulares (células
dendriticas, macrofago, PMN , células NK y diferentes subpoblaciones
de células B (B-1 a, B-1 b y B-2) (126). Finalmente la aportacion mas
importante y de mayor relevancia es la de abrir una campo al desarrollo
de nuevas estrategias para la obtencién de vacunas que protejan en
contra de otros microorganismos intracelulares tales como M
tuberculosis etc.). (131). Sabemos hasta la fecha no se ha avanzado
mucho en cuanto al desarrollo de vacunas eficaces de logren inducir
proteccion total. En la biisqueda de encontrar mejores vacunas, la vacuna
contra la tuberculosis ha sido la mas estudiada y la mas controversial
hasta hoy (132). Existen evidencias en la cual se ha encontrado gran
variacion en humanos con una eficacia del 30 al 80%. Existen pocos

reportes en cuanto a la respuesta inmune humoral inducido por BCG y la
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mayoria de los estudios es concemiente a estudiar la respuesta inmune
celular. Con todo esto las razones del porque la carencia de la eficacia de
la vacuna es un problema no resuelto, existe la urgente necesidad para
lograr un eficiente control de la tuberculosis a nivel mundial lo cual
conlleva a unir esfuerzos a niveles internacionales a poder desarrollar

nuevas vacunas. (133). Los resultados presentados en este trabajo

contribuyen al disefio de nuevas estrategias para la obtencién de vacunas

efectivas que estimulen la produccion de la inmunoglobulina IgM.
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CONCLUSIONES

1.- La inmunizacion activa con antigenos solubles y particulados de N.
brasiliensis previene el establecimiento de la infeccién en forma total. La
proteccion es transitoria o de corta duracion.

2.-La inmunizacién pasiva mediante transferencia de suero hiperinmune
contra antigenos solubles y particulados confirié proteccién total pero
transitoria.

3.- La transferencia pasiva de células mononucleares de bazo de ratones
inmunizados con antigenos de N. brasiliensis, previno €l establecimiento
de la infeccion en un 80% de los ratones infectados, este efecto protector

es transitorio.
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PERSPECTIVAS

‘/lnvestigar el papel de la célula B1-a y B-2
productoras de IgM en la respuesta contra
bacterias intracelulares.

v’ Establecer lineas celulares productoras de igM
anti-bacterias intracelulares y determinar su
eficiencia en el tratamiento de enfermedades
infecciosas.

v  La informacién obtenida es dtil para el
desarrollo de nuevas vacunas que protejan en
contra de otros microorganismos intracelulares.
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APENDICE
1.-Reactivos de Bradford.
6 mg de azul de Coomassie G-250 (Sigma) se disolvieron en 100 ml de
acido perclorico (Merck) al 3% v/v en agua. Se filtrd y se guardé en
frasco ambar.
2.-PBS 0.1 m pH 7.2-7.4.
NaCl 8 g, Na,HPO, 1.22 g, KH,PO, 0.2 g, KCL 0.2 g (Merck) se
disolvieron y se ajusté ¢l pH a 7.2-7.4 y se afor6 a 1 litro con agua bi-
destilada.
3.-Reactivos para la electroforesis.
3.1 Amortiguador para preparar ¢l gel de empaquetamiento.
Tris-HC1 1.2M pH 6.8
3.2 Amortiguador para preparar el gel de corrimiento o separacién
Tris-HCL 3.02M pH 8.8
3.3 Amortiguador de cormimiento.
Glicina 192mM, Trizma Base 25 mM, SDS 0.1% p/v pH 8.3
3.4 Amortiguador de la muestra 4X
En 17.5 mi de Tris-OH 49mM, pH 6.8 se disolvieron 1 g de SDS y
Smg de azul de bromo-fenol, se mezcl6 con 5 ml de glicerol y se
afor6 a 50 ml de agua. Al momento de usarse se agregb 5% v/v de 2

-mercapto-etanol.
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3.5.- Acrilamida/Bisacrilamida 30% (acrilamida 30%T,2.7%C)
29.2 g de acrilamida y 0.8 g de mutilen-bis-acrilamida
fueronmezclados con 70 1 de agua en un matraz erlenmeyer (cubierto
con papel aluminio) sometidos a agitacién suave por 12 hrs a 4°C.
Una vez a temperatura ambiente se aford a 100 ml con agua bi-
destilada y se filtro con papel Whatman y se mezcl6 con amberlita
XAD7 en una proporcion 4:1 v/v dejandose en agitacion suave
durante 1 hora a 4°C. Se filtrd, recuperandose en un frasco cubierto
con papel aluminio y se almacen6 a 4°C.

3.6 Gel de empaquetamiento o concentrador (5%T, 2.7%C) con SDS)

acrilamida-bisacrilamida 30% (30%T,2.7%C)............0.350ml

Amortiguador Tris-HCL pH 6.8.......cccvivviieiiiinnnns 0.700ml
FL Y TP 0.600ml
SDS T0%..oeneeirieriirriercr it s ses s ee s teresessssassensrasne s 0.01 mi
Persulfato de amonio 10% .......cccovniiivneiieniiavnennnn. 0.035 ml
TEMED..... ittt it esa e e eeaes 0.001 mt
3.7 Gel de Corrimiento o de Separacion (8-18%) 10% 18%
Acrilamida-bisacrilamida 30%........cc.cccverennee 0.720 ml 1.29ml
Amortiguador Tris-HCIpH 8.8 ................. 039 ml 0.396 ml
Glicerol.....ccvvviiariiineiiiiininineenna, 0.144ml  0.222 ml
AQUa...coiiiiiiiiiiii e 0.874ml 0.219 ml
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Persulfato de amonio 10%........ooomvveumenennnn. 0007ml 0.007 ml

TEMED.. ... 0.00l ml 0.00] ml
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