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RESUMEN

José Luis Vazquez Juarez Fecha de titulaciéon Julio 2007

Universidad Autonoma de Nuevo Leén
Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia

Titulo del Estudio: Presencia y distribuciéon de células productoras de IL-beta,
IL-6, IL-12, IFN —gama, y TNF-alfa en la infeccion con
Nocardia brasiliensis

Numero de paginas: 60 Candidato para el grado de Maestria en Ciencias
Veterinarias con especialidad en Salud Animal

Area de Estudio: Inmunologia

Resumen EIl actinomicetoma es una infeccidon que se presenta en algunas especies de
animales y en el hombre. El principal agente causante es N. brasiliensis. Esta bacteria
dentro del hospedero interacciona de una manera compleja con el sistema inmunitario
donde las citocinas juegan un papel preponderante. En esta investigacion se inocularon
bacterias N.brasiliensis en el cojinete plantar de ratones BALB/c. posterior a la inoculacion
se sacrificaron a los ratones por dislocacion cervical 1, 2, 3, 4, 7, 30 y 90 dias.

Estudios inmunocitoquimicos mostraron que las citocinas participan en la respuesta
inmune temprana contra Nocardia brasiliensis. Desde del primer dia se detectaron
células inmunoreactivas a todas las citocinas proinflamatorias. Las células dendriticas de
la epidermis mostraron produccién de IL-1 beta en los primeros dias y disminuyeron al dia
7y 30. Los linfocitos de la epidermis y dermis fueron inmunoreactivos a IL-6, en el inicio
de la enfermedad. A los 30 dias se encontraron en gran cantidad en la periferia del
absceso. La IL-12 fue producida por células dendriticas de la dermis y la epidermis
durante todo el curso de la enfermedad. El IFN-gama fue sintetizado en gran cantidad
durante los primeros dias de la infecciéon en los sitos de la inflamaciéon. EI TNF-alfa se
detecto en células de la dermis durante todo el curso de la infeccién.

De acuerdo a su localizacién, las citocinas proinflamatorias participan activamente en el
proceso de defensa en contra de Nocardia brasiliensis.

Firma del Asesor

xii



CAPITULO |

INTRODUCCION

1.1 Micetoma

Es una enfermedad infecciosa crénica, progresiva y granulomatosa de la
piel, se define como una infeccion de tejidos subcutaneos y musculo, se
puede extender a huesos y érganos adyacentes, pero no se disemina por el
sistema circulatorio. Se caracteriza por la formacion de edema tisular y
trayectos fistulosos que contiene granulos (Welsh et al., 2007).

Puede ser producida por hongos, en cuyo caso se denomina eumicetoma, si
el micetoma es de origen bacteriano recibe el nombre de actinomicetoma
(Lichon y Khachemoune 2006).

El actinomicetoma se adquiere por inoculacion traumatica en la piel de la
bacteria Nocardia brasiliensis que vive como saprofita en el suelo en las
condiciones de temperatura y humedad de las &reas tropicales vy
subtropicales (Vera-Cabrera et al., 1992).

En un estudio histopatologico de las lesiones en humanos se observd que
los hallazgos son similares a las observadas en un modelo de
actinomicetoma experimental en ratones de la cepa BALB/c (Salinas-
Carmona, 2000).

Las infecciones con bacterias intracelulares, como Mycobacterium
tuberculosis (Cardona et al., 2000) y N. brasiliensis (Salinas-Carmona et al.,
2000) muestran una destruccion progresiva del tejido asociada a una intensa
respuesta inflamatoria, caracterizada por neutréfilos y macréfagos,
subsecuentemente, los linfocitos se acumulan progresivamente.

Algunas de las células participantes en contra de la infeccion ya han sido

caracterizadas (Hassan et al., 2001; Guimaraes et al., 2003).



1.2 Mecanismos Inmunes

Todas las células del sistema inmune necesitan estar conectadas entre si
para elaborar en forma conjunta y ordenada una respuesta inmune que
termine con la eliminacion del patégeno. Para esto las células utilizan 2
medios de comunicacion: uno es el contacto directo mediante las distintas
moléculas de membrana y la otra forma es la sintesis de de citocinas, que
son producidas en los primeros instantes de la activacion celular (Rakoff-
Nahoum y Medzhitov 2006).

Los mecanismos inmunes de defensa del hospedero y las estrategias
bacterianas para sobrevivir son complejas. Las bacterias deben modular las
vias apoptéticas para mantener vivo a su hospedero con el fin de completar
su ciclo de replicacion. En este punto en particular, la citocinas juega un
papel preponderante. Las citocinas participan en la diferenciacion de las
células T CD4 nativas, ya que de acuerdo a las citocinas a que son
expuestas se diferencian hasta células T cooperadoras - 1 (Th 1 helper en
inglés)., Célula T cooperadora 2 (Th 2 helper en ingles)., Célula T
cooperadora reguladora (Th reg.). o Células T cooperadoras 17 (Th 17

helper en ingles). (Stockinger y Veldhocn, 2007; Reiner, 2007).



1.3 Citocinas Proinflamatorias.

La respuesta inmunitaria desencadena la produccibn de moléculas
denominadas citocinas proinflamatorias; Interleucina — 1 (IL-1), Interleucina - 6
(IL- 6), Interleucina — 8 (IL- 8), Inteleucina -12 (IL-12), Interleucina 18 (IL -18),
Interferon gama (IFN — gama), y factor de necrosis tumoral - alfa (TNF — alfa).
y sus efectos son a nivel local y sistémicos (Gogos, et al., 2000).

Las citocinas proinflamatorias son producidas por gran variedad de células
como son macrofagos, neutrdéfilos, linfocitos y células epiteliales entre otras
(Hessle et al., 2005; Mariathasan y Monack, 2007). Pueden promover y
favorecer el crecimiento bacteriano (Porat et al., 1991; Meduri et al.,1999;
Kanangat et al., 1999). Las citocinas proinflamatorias juegan un papel relevante
en el inicio y amplificacion de la respuesta inmune local, y participan en la
inmunidad protectora, pero también pueden incrementar la patologia de la

infeccion (Langhome et al., 2004).

La IL-1 beta es una citocina altamente inflamatoria, puede estimular las
defensas del hospedero y funcionar como inmunoadyuvante (Dinarello, 2000).
La IL- 6 es una citocina pleiotropica que afecta al sistema inmune y actua en
otros sistemas fisiolégicos de varios 6rganos, incluso puede generar sefales
distintas y algunas veces opuestas (Kamimura et al., 2003; Kishimoto, 2005).
La IL- 8 es secretada por células endoteliales, fibroblastos, monocitos y
macrofagos, es un factor quimiotactico para neutréfilos y regula la produccion
de proteinas de adhesion (Hessle et al., 2005).

La IL-12 es producida principalmente por células fagociticas en respuesta a
bacterias, productos bacterianos y parasitos intracelulares (Trinchieri, 1995).
Esta citocina es especialmente importante porque su expresion durante la
infeccion regula la respuesta inmune innata y determina el tipo y duracién de la
respuesta inmune adquirida, induce la produccion de IFN - gama por células

dendriticas, linfocitos T, células NK y macrofagos (Watford et al., 2003).



La IL-18 Es producida por macrofagos y por células de Th1, induce la
produccion de IFN y aumenta la actividad de células NK (Marinic et al., 2006).

El IFN - gama es una citocina importante en la defensa del hospedero en contra
de la infeccion por patdgenos virales y microbianos, induce una variedad de
respuestas fisiolégicamente significantes que contribuyen a la inmunidad
(Shtrichman y Samuel, 2001).

El TNF - alfa es el mediador principal de la respuesta inflamatoria aguda,
estimula el reclutamiento de los neutréfilos y monocitos en los focos de
infeccion (Bekker et al., 2000; Marinic et al., 2006).

Un estudio previo demostro que las citocinas circulantes aumentaron durante
los primeros dias después de haber infectado ratones BALB/c con N.
brasiliensis (Salinas-Carmona et al., 1999). En el presente estudio se pretende
determinar la poblacion celular inmunolégicamente activa que produce citocinas
proinflamatorias en estadios agudos y cronicos en la piel de la regién plantar del

raton, como modelo experimental de actinomicetoma.



CAPITULO Il

ANTECEDENTES

2.1 Historia

La enfermedad de micetoma se presenta de manera natural, en bovinos,
cerdos, ovinos, caprinos, equinos, perros, gatos, primates, armadillos, venados,
mamiferos marinos, aves, peces y en el ser humano (Beaman y Beaman,
1994). La infeccion se presenta por inoculacion traumatica de una bacteria u
hongo en la piel o tejido subcutaneo, si el microorganismo es un hongo la
enfermedad se denomina eumicetoma y si es una bacteria se le conoce como
actinomicetoma (Welsh et al., 1995). En el hombre la infeccién se presenta
con multiples abscesos en piel, tejido subcutaneo, pulmon y en el sistema

nervioso central (Zlotnik y Bucley, 1980; Georghiou y Blackiock 1992).
2.2 Etiologia

El actinomicetoma es causado por la bacteria del género Nocardia que fue
descrita por el médico veterinario Francés Nocard en 1888, aislada de un
bovino que presentaba una lesién de mastitis (Pillet, 2003).

El microorganismo del género Nocardia es un bacilo gram positivo,
parcialmente acido-alcohol resistente, inmovil, no esporulado, filamentoso,
catalasa-positiva y aerobio estricto, se caracteriza por la presencia de acido
mesodiaminopimelico (DAP) y los azucares arabinosa y galactosa en su

peptidoglucano de la pared celular (Beamany Beaman, 1994).



Las colonias de las diferentes especies de Nocardia crecen en agar sabourand

en un periodo de 4 a 5 dias a una temperatura de entre 27° y 37" C, las cuales
se observan con pliegues regulares, lisos, humedos, rugosos y blanco amarillentas
y forman filamentos ramificados que se extienden en la superficie del agar (Vera-
Cabrera et al., 1992).

Actualmente se han descrito 30 especies del género Nocardia de importancia
clinica (Brown-Elliot et al., 2006). De las que se conocen 11 patégenas en el ser
humano; N. abscessus, .N. brasiliensis, N. brevicatena N. cyiacigeorgica, N.
farcinica, N. nova, N. otitidiscaviarum, N. paucovorans, N. pseudobrasiliensis, N

transvalensis, N. veterna (Beamany Beaman, 1994; Conville et al., 2002).

Los actinomicetos son abundantes en el medio ambiente y es facil la
posibilidad de adquirirlos, pero se reportan pocos casos, Yya que muchos
factores impiden el desarrollo de la enfermedad (Méndez-Tovar et al., 2004).
Se conoce muy poco la respuesta inmune contra la Nocardia por lo que se
estudia en varios animales de laboratorio como modelos experimentales para

investigar varios aspectos de esta enfermedad (Conde et al., 1983).
2.3 Epidemiologia

El genero Nocardia esta ampliamente distribuido en el suelo descomponiendo
sustancias organicas complejas como celulosa, proteinas, polisacaridos, lipidos,
parafinas y otras fuentes de carbono y energia (Sachs, 1992).

La enfermedad se presenta en todo el mundo, y se puede adquirir por inoculacion
traumatica o por inhalacion. En el hombre, 98 % de los micetomas son causados
por actinomicetos, de los cuales el 86% corresponden a los casos causados por
Nocardia brasiliensis (Gonzalez-Ochoa et al., 1962; Welsh et al., 1995; Castro y
Espinoza 2007).

Su incidencia mundial mas alta se localiza entre el tropico de Cancer, y el area de
las latitudes 15° S y 30° N. Los paises mas afectados son India, Sudan, Senegal,
Somalia, Venezuela y México (Welsh et al., 1995). En México, los estados mas



afectados son los del centro de la republica entre los que se encuentran Morelos,
México, Jalisco, Veracruz, Oaxaca, Michoacan, Guerrero, Hidalgo y Nuevo Ledn
(Serrano y Sandoval, 1992; Welsh, 1995).

2.4 Patogenia

Nocardia produce un actinomicetoma, infeccién crénica y granulomatosa, que
afecta a la piel, tejido subcutaneo y musculo. La lesién ocurre en miembros
inferiores y ocasionalmente en manos y tronco (Welsh et al., 1995).

Al inicio de la enfermedad el microorganismo penetra al tejido, iniciando con
celulitis pustular y edema subcutaneo, las pustulas al romperse forman fistulas
en tejidos profundos, llegando a ser necréticos con pus, la infeccion se
caracteriza por granos que son las microcolonias de la bacteria (Wortman,
1995). Microscépicamente se observan como un proceso inflamatorio y
fibroplasico con exudado rico en neutréfilos (Hironaga et al., 1990; Welsh et al.,
1995).

Los macréfagos eliminan las bacterias del tejido afectado mediante la
fagocitosis no selectiva y actuan bajo el control de citocinas y quimiocinas
(Adams y Hamilton, 1984).

Durante la respuesta inmunitaria se producen diferentes grupos de citocinas
(Mossmann, 1992). Que transmiten sefales a diversas células; entre los cuales
se encuentran:

Los Interferones (IFN) son importante para evitar la diseminacion de ciertas
infecciones viricas, algunos son producidos por la propia célula infectada o por
determinadas células T activadas, se producen en las fases iniciales de la
infeccion y constituyen la primera linea de defensa frente a muchos virus
(Fujiwara y Kobayashi, 2005).



Las Interleucinas (IL) es un grupo extenso de citocinas que son producidas
fundamentalmente por las células T, fagocitos mononucleares y algunas células
tisulares, inducen Ila diferenciacion y multiplicacion de otras células
(Mariathasan y Monack, 2007).

Los Factores Estimulantes de las Colonias (CSF) estos intervienen en la
diferenciacion y multiplicacién de las células madre de la médula 6sea y de los

precursores de los leucocitos sanguineos (Griffin et al., 1990).

El Factor de Necrosis Tumoral (TNF): Son especialmente importantes en las
reacciones inflamatorias y citotoxicas (Balkwill y Burke ,1989; Fujiwara y
Kobayashi, 2005; Akira et al., 1993).

Las interacciones inespecificas en los neutréfilos pueden contribuir a la
incapacidad de la Nocardia brasiliensis en el contexto de una inmunodepresion
celular. Los pacientes con defectos especificos en el mecanismo oxidativo de
los fagocitos, como por ejemplo en la enfermedad granulomatosa crénica, son
mas vulnerables a esta infeccion (Mariathasan y Monack 2007).

El micetoma afecta a individuos inmunocompetentes, sin embargo en la
mayoria de los casos es una infeccion oportunista que se presenta
comunmente en pacientes en tratamiento con corticoesteroides, con
inmunosupresion, trasplante de 6rganos, SIDA, tuberculosis o alcoholismo
(Schwartz et al., 1988; Kofteridis et al,. 2005).

En primera instancia los polimorfonucleares, neutréfilos y los macrofagos
tisulares son los mecanismos de defensa esenciales frente a Nocardia (Silva y
Faccioli, 1992)

Las especies de Nocardia en su pared celular no contienen lipopolisacarido,
polisacarido capsular, ni fimbrias en su superficie (Conville et al., 2002). El
contenido en polimeros de acido micdlico de la pared celular exhibe cierta

concordancia con la virulencia de las cepas. De modo genérico las cepas



virulentas de Nocardia son relativamente resistentes a la muerte inducida por
los neutrofilos, por ejemplo son capaces de inhibir la oxidacién y de prevenir la
fusién del complejo fagosoma-lisosoma (Revol et al., 2006).

La inoculacion accidental en la piel de una de las especies patogénicas de
Nocardia es un hecho mucho mas frecuente de lo habitualmente reconocido. La
lesidn es generalmente autolimitada y no suele diagnosticarse por la tincion de
gram. Los cultivos prolongados necesarios para el aislamiento de Nocardia no
son rutinariamente realizados en las lesiones cutaneas superficiales
(Georghiou y Blacklock, 1992).

El actinomicetoma, también denominado pie de Madura o maduromicosis es
una infeccién cronica, profunda, progresiva y destructiva de piel, tejido
subcutaneo, musculo y hueso, que generalmente afecta a las extremidades
inferiores en el humano (Welsh et at., 2007). EI traumatismo introduce al
actinomiceto aerobio produciendo una area de edema localizado que contiene
granulomas supurativos y diversos trayectos fistulosos con multiples granulos.
(Bhalodia et al. ,1998; Welsh et al 1995).

Al menos el 50% de los casos de micetoma citados en la literatura médica son
causados por especies de Nocardia. Nocardia brasiliensis es la causa mas
frecuente de actinomicetomas producidos por Nocardia, pero N. asteroides, N.
otitidiscaviarum y N. transvalensis pueden también producirlo.

La enfermedad de Nocardiosis puede presentarse en 8 formas diferentes:
Pulmonar, Sistémica, en Sistema Nervioso Central, Extrapulmonar, Cutanea,
Subcutanea, Linfocutanea, Actinomicetoma (Beaman y Beaman 1994; Castro y
Espinosa 2007).

2.5 Inmunidad

La primera fase de cualquier respuesta inmunitaria consiste en el

reconocimiento del patégeno o del material extrafio, para poder iniciar después



una reaccion destinada a eliminarlo. La respuesta inmunitaria se puede dividir

en 2 categorias como son: La Innatay La Adaptativa (Marodi, 2006).

2.5.1 Respuesta inmunitaria innata

Esta constituida por células cuya funcion primordial es la fagocitosis de los
microorganismos patdgenos o sus toxinas y estan presentes antes de que se
desarrolle la infeccion teniendo una rapida respuesta reaccionando
basicamente igual en diferentes exposiciones repetidas. Mientras que la
respuesta adaptativa tiene una alta especificidad a un determinado antigeno
(Fujiwaray Kobayashi, 2005).

La diferencia mas importante que existe entre ambas, es que la respuesta
innata no se modifica tras la exposicion repetida a un determinado agente
infeccioso, mientras que la adaptativa aumenta tras la exposicién repetida del
mismo antigeno, y recuerda al agente infeccioso, las células que participan
principalmente son los linfocitos (Woods et al., 2006).

Respuesta Inmunitaria Innata esta constituida principalmente por un grupo de
leucocitos llamadas células fagociticas, entre las que se encuentran los
monocitos, macrofagos y polimorfonucleares. Estas células se unen a los
microorganismos, los ingieren y destruyen, su sistema de reconocimiento es
primitivo, carecen de especificidad y se unen a una amplia variedad de
productos microbianos (Aderem y Underhill 1999; Bechan et al., 2006).

La activacion de los macrofagos tiene una participacion importante en la
proteccion contra las infecciones por Nocardia asteroides y Nocardia
brasiliensis (Silva 'y Faccioli 1992).

La funcién de los linfocitos T es importante para el control de la infeccion como
se determindé en estudios con ratas de las cepas nu/nu atimicas y Lewis
infectadas con Nocardia  brasiliensis en donde los animales normales
presentaron una infeccion localizada mientras que las ratas atimicas

desarrollaron una infeccién diseminada y mas grave ( Welsh et al., 1995).
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La inmunidad humoral no se considera como importante en esta infeccién y en
cambio si favorece su patogenia (Deem et el.,, 1982; Gonzalez-Ochoa et al.,
1962; Rico et al., 1982). Aunque se han detectado inmunoglobulinas en una
infeccion experimental en ratones (Salinas-Carmona y Pérez-Rivera 2004).
El suero hiperinmune de ratones inoculados con N brasiliensis muerta por calor,
inyectado a otro grupo de ratones no manifestd efecto protector en micetoma
experimental (Salinas-Carmona et al., 2006). En ratones el actinomicetoma
tiene una respuesta inflamatoria inicial compuesta de un infiltrado de leucocitos
polimorfonucleares, a los 7 dias una reaccion de tipo granulomatoso y a los 14
dias un granuloma con abscesos (Rico et al., 1982). La respuesta inmune en
actinomicetoma causada por Nocardia spp mostré reacciones cruzadas con
antigenos de otros actinomicetos (Gonzalez-Ochoa et al., 1962; Sugar et al.,
1985; Land et al., 1991). Investigaciones realizadas sugieren que la inmunidad
celular es la realmente efectiva contra la infeccion (Deem et al., 1982; Rico et
al., 1982; Welsh et al., 1995).

2.5.2 Respuesta inmunitaria adaptativa

Es un mecanismo de defensa altamente evolucionado el cual es estimulado
por agentes infecciosos que se caracterizan por su especificidad y memoria.
La participacion de los linfocitos, es esencial en todas las respuestas
inmunitarias adaptativas ya que reconocen de forma especifica patégenos
individuales, independientemente de que éstos se localicen en el interior o
exterior de la célula del huésped, liquidos tisulares y sangre (Marinic et al.,
2006).

Existen diversos tipos de linfocitos; linfocitos T, linfocitos B, linfocitos NK vy
linfocitos NKT (Sladkova y Kostolansky, 2006).

En la inmunidad celular, las células T tienen accion variada; algunas controlan
el desarrollo de los linfocitos B y su produccién de anticuerpos, otros
establecen interacciones con células fagociticas y les ayudan a destruir a los
agentes patdgenos que han ingerido (Mossmann, 1992).
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Atendiendo a la funciéon de los linfocitos T estos se diferencian en células CD4
(Th linfocitos auxiliares) y células CD8 (Tc linfocitos citotoxicos).

Mientras que en la inmunidad humoral las Células B combaten a los patégenos
extracelulares, mediante la produccién de anticuerpos que son moléculas que
reconocen y se unen especificamente a un determinado antigeno (Toellner et
al., 1997).

Las células NK es el tercer grupo de linfocitos y son capaces de detectar

células tumorales e infectadas por virus (Nossal, 1993).

2.5.3 Citocinas

Se denomina citocina a un gran numero de moléculas diferentes, cuya funcién
es trasmitir sefales entre células en el curso de una respuesta inmunitaria, son
proteinas o péptidos, que regulan la funcidén de las células que las producen
(autocrina) u otro tipo de células (paracrina), su produccién es breve y
autolimitado a menudo son pleitrépicas y redundantes (Scott y Kaufmann,
1991). Son los agentes responsables de la comunicacion intercelular e inducen
la activacién de receptores especificos de la membrana, desencadenando una
intensa respuesta inmunitaria ya sea induciendo, ampliando o inhibiendo una
serie de funciones las cuales pueden ser compartidas por las diferentes
citocinas, son producidas principalmente por los linfocitos, @ macréfagos
activados, leucocitos polimorfonucleares, células endoteliales, epiteliales
(Fujiwara 'y Kobayashi 2005; Cradock y Thomas, 2006).

2.5.3.1 IL -1 beta

Es producida por células NK y Células B. Sus principales funciones son
mediar la respuesta inflamatoria del huésped, aumenta la actividad citocida de
las células NK y macréfagos, activa metabdlicamene a los polimorfonucleares,
a nivel endotelial aumenta la permeabilidad vascular y estimula la proliferacion

de células T, células By macréfagos (Vivier, 2006).
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2532 IL-6

Es secretada por los macrofagos, células endoteliales, fibroblastos, células T
y células B. Actuan sobre células B aumentando su diferenciacién e induciendo
la sintesis de proteinas de la fase aguda (Paul-Pletzer, 2006). En la
inmunidad innata, estimula la sintesis de proteina de fase aguda por los
hepatocitos, contribuyendo a los efectos sistémicos de la inflamacién. En la
inmunidad adaptativa estimula el crecimiento de los linfocitos B que se han
diferenciado en células productoras de anticuerpos, e induce a hibridomas

productores de anticuerpos monoclonales (Akira et al., 1993).

2533 IL-12

Es producida por los fagocitos mononucleares y células dendriticas es un
mediador principal de la respuesta inmunitaria, estimula la produccion de IFN
gama y es activador de células NK (Alber et al., 2006). Es esencial para el
inicio de una secuencia de respuesta en las que intervienen macréfagos,
células NK vy linfocitos T y para la erradicacion de microorganismos
intracelulares, a su vez estimula la produccion de IFN - gama por las células

NK vy participa en la induccién de linfocitos T (Trinchieri, 1993).

2534 IFN-gama

Es producida por las células T, B, macréfagos y NK. Su accién es estimular a
los macrofagos y aumentar la actividad de las células NK y células citotéxicas
Ademas regula la respuesta de las células T, promueve la diferenciacién e
inhibicion de las células B y tiene propiedades inmunoreguladoras, antiviricas y

antiproliferativas (Vivier, 2006).

2.5.3.5 TNF - alfa
Se produce en macroéfagos, linfocitos y mastocitos su funcién consiste en
estimular macrofagos, células endoteliales y citotdxicas, a nivel local activa el

endotelio vascular y estimula a los linfocitos T y B (Vasalli, 1992).
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CAPITULO Il

HIPOTESIS

Cuando Nocardia brasiliensis infecta al raton cepa BALB/c induce la produccion
de citocinas proinflamatorias por diferentes células y estas células presentan
una distribucién y expresion de citocinas diferentes durante el desarrollo

progresivo de la infeccion.
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CAPITULO IV

OBJETIVOS

4.1 Objetivo General

Comparar la presencia y distribucion de la poblacion de células productoras de
citocinas proinflamatorias durante la infeccion aguda y créonica de Nocardia
brasiliensis en el ratén de la cepa BALB/c.

4.2 Objetivos Particulares

1. Analizar la histopatologia de la region plantar del raton BALB/c

infectado con la bacteria Nocardia brasiliensis.

2. Analizar la presencia y la distribucion de células productoras de IL-1
beta, IL-6, IL-12, IFN-gama y TNF-alfa, de la region plantar del raton
infectado con N. brasiliensis después de los dias 1, 2, 3,4, 7, 30 y 90.
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CAPITULO V

MATERIALES Y METODOS.

5.1 Animales de experimentacion

Se utilizaron ratones hembras de la cepa BALB/c de 9 a 12 semanas de edad,
las cuales provenian de una colonia donada por Carl Hansen del Small Animal
Section, Veterinary Resources Branco. Nacional Institutes of Health, Bethesda,
MD.

Los animales fueron mantenidos bajo condiciones estandares de acuerdo a la
Norma Oficial Mexicana (NOM-062-ZO0-1999) en el bioterio del departamento
de Inmunologia de la Facultad de Medicina de la UANL,

Los ratones fueron distribuidos en 7 grupos problema (n=5) y 1 grupo control
(n=7).

5.2 Infeccion Experimental

La infeccion fue inducida de acuerdo al protocolo de Salinas-Carmona en 1999.
La bacteria Nocardia brasiliensis (cepa HUJEG —1) fue cultivada en un medio
de infusién cerebro-corazén (Difco, Detroit, MI), posteriormente se preparo una
suspension de solucion salina estéril conteniendo 10’ CFU por ml en la fase
logaritmica de crecimiento. Los ratones de los grupos problema fueron
inoculados con 100ul de esta suspension en la region plantar y fueron
sacrificados después de los dias 1, 2, 3,4, 7, 30 y 90 por dislocacion cervical.
El grupo control se le inoculd 100ul de solucion salina en la region plantar y

se sacrificd a un ratén en cada tiempo, por dislocacién cervical.

- 16 -



5.3 Estudio histopatolégico

Una vez sacrificados los ratones se obtuvo una pieza de tejido (0.5 cm®) de la
region plantar infectada de cada uno. Las piezas fueron colocadas en
formaldehido al 4% diluido en una solucién de PBS al 0.2 M pH 7.4 por 12

horas y posteriormente se pasaron por las siguientes soluciones:

1.- Alcohol al 50% 1 h.

2.- Alcohol al 70 % 1h

3.- Alcohol al 90% 1 h.

4.- Alcohol al 100% 1 h.

5.- Alcohol al 100% 1 h

6.- Xilol 1 h

7.- Xilol 1 h

8.- Xilol parafina 1 h

9.- Parafina liquida 30 minutos
10.- Parafina liquida 30 minutos

11 Molde de plastico y parafina
La muestra de tejido se colocd en un micrétomo y se obtuvieron cortes de tejido

de 7 um de espesor, los cuales se montaron en un portaobjetos (Bancroft y
Cook, 1994; Kiernan, 1990).
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5.4 Inmunocitoquimica

Técnica de Inmunocitoquimica
1.- Colocar en estufa a 70° C por 5 minutos.
2.- Desparafinar con xilol 2 veces por 5 minutos.
3.- Alcohol 100 % y xilol, 1:1, por 5 minutos.
4.-Hidratar con alcohol de mayor a menor concentracion.
a).- Alcohol 100 % por 5 minutos. b).- Alcohol 90% por 5 minutos.
c).- Alcohol 70% por 5 minutos. d).- Alcohol 50% por 5 minutos.
5.- Lavar con solucién buffer PBS 2 veces por 5 minutos.
6.- Metanol con Hy0; (0.3%) por 20 minutos.
7.- Lavar con solucién buffer PBS 2 veces por 5 minutos.
8.- Solucién de coctel de suero de rata y conejo 2 horas a temperatura
ambiente.
9.- Lavar con solucién buffer PBS por 5 minutos.
10.- Incubacion del primer anticuerpo por 12 horas a temperatura ambiente.
11.- Lavar con solucion buffer PBS 5 por minutos.
12.- Incubacion del segundo anticuerpo, por 2 horas a temperatura ambiente
13.- Lavar con solucion buffer PBS por 5 minutos.
14.- Aplicacion de DAB al 0.05% + H,0, al 0.04% en buffer PBS.
15.- Lavar con solucion buffer PBS 2 veces por 5 minutos. .
16.- Colocar en Hematoxilina por 1 minuto.
17.- Lavar con agua destilada 2 veces
18.- Deshidratar con alcohol de menor a mayor concentracion
a).- Alcohol 50% por 5 minutos. b).- Alcohol 70% por 5 minutos.
c).- Alcohol 90% por 5 minutos. d).- Alcohol 100% por 5 minutos.
19.- Aclarar con xilol por 5 minutos.

20.- Montaje con entellan.
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Método de Inmunocitoquimica

Las laminillas a procesar se colocan en una estufa eléctrica, para disolver el
exceso de la parafina. Se colocan en xilol para desparafinar por completo.
Se pasan por alcohol de mayor a menor concentracion, posteriormente se
lavan con solucion de buffer, enseguida se someten al metanol y peroxido de
hidrogeno, para la eliminacion de la peroxidasa endogena, se vuelven a lavar
con buffer, y se introducen a un céctel de suero de rata y conejo normales
(1:500 c/u) diluidos en PBS pH 7.2 con 0.5% Triton X-100 (PBS TX 100)
por 2 a horas temperatura ambiente. Después del lavado, se efectud la
inmunocitoquimica usando anticuerpos dirigidos contra las citocinas de ratén
IL-1 beta, IL-6, IL-12, IFN - gama y TFN - alfa (Santa Cruz Biotechnology, Inc).
Fueron usados a una dilucién de 1:500 en PBS-TX100 e incubados por 12 h a
42 C.

Después de varios lavados, los cortes fueron incubados por 2 horas a
temperatura ambiente con un segundo anticuerpo marcado con peroxidasa.
(1:500) diluidos en PBS pH 7.2 con 0.5% Triton X-100 (PBS TX100), enseguida
con el fin de que la peroxidasa fuera revelada se aplicd la solucion de 3,3
Diaminobenzidina (Sigma) al 0.05% + H,O, al 0.04% diluidos en PBS pH 7.2.
Se vuelven a lavar con solucion buffer, para después tefir las laminillas con
hematoxilina para contrastar el tejido, de nuevo se efectuan varios lavados con
solucion de buffer, enseguida se deshidrata el tejido con alcohol, para después
efectuar la aclaracién con xilol y por ultimo pegar con entellan los cubre-objetos
a cada una de la laminillas. El analisis microscopico fue realizado en las mismas
areas en secciones seriadas para cada citocina.

Los controles fueron:

1) la omision de los anticuerpos primarios,

2) la absorcién en fase-liquida con el antigeno homologo.

3) usando un coctel de suero ratén-conejo no inmune.
)

4) grupo control con solucidn salina estéril
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CAPITULO VI

RESULTADOS

De la region plantar se analiza la presencia y distribucién de la citocinas
proinflamatorias en el tejido del raton BALB/c infectado con N. brasiliensis.
Durante el curso de la infeccion fue evidente la presencia de reaccion positiva
de las citocinas que participan en la respuesta inmune temprana en contra de
esta bacteria. Después de 24 horas post-infeccion células inmunoreactivas a
todas las citocinas proinflamatorias fueron detectadas en gran cantidad, en las

diversas zonas de la infeccion.

Resultados del conteo de células inmunoreactivas a las citocinas

Zona l Epidermis

Zona Dermis

Zona lll Periferia de la region de los neutrofilos que rodean a la bacteria
Respuesta Leve: 1 -5 células

Respuesta Moderada: 6 — 10 células

Respuesta Intensa: mas de 10 células

Dia 1

En la zona | fue intensa para la IL — 12, mientras que en la zona Il también fue
intensa para IL — 12 y TNF alfa, y en la zona Il se detecto respuesta intensa
para IL — 6 e IFN gama y moderada para IL — 1 beta.

-20 -



Dia 2 en la zona | se detecto respuesta intensa paralL —1 betae lL—-12, zona
Il se encontrd respuesta intensa para IL — 12 y TNF — alfa , y en la zona lll fue

intensa para IL — 6 e IFN gama y moderada para la IL - 1 beta.

Dia 3 en la zona | hubo una respuesta intensa para IL — 1 beta e IL -12,
mientras que en la zona Il La IL — 12 y TNF — alfa la respuesta fue intensa, y la
zona lll fue intensa tanto parala IL — 6 e IFN gama y moderada para IL — 1

beta.

Dia 4 para la zona | la IL — 12 se detecto respuesta intensa y moderada de IL —
1 beta, para la zona Il la IL-12 y TNF alfa se detectaron intensamente, mientras
que en la zona lll las que tuvieron respuesta intensa fue la IL — 6 e IFN gama y

moderada la IL — 1 beta.

En el 7 diaen Zona |, La IL — 12 se detecto respuesta intensa, en la zona |l se
detecto intensa para IL — 12 y TNF alfa, para la zona lll la respuesta mas

intensa fue para la IL — 6 y moderada para IL — 1 beta e IFN gama.

Durante el dia 30 la IL -12 se reporta con intensa respuesta en la zona | y |,
mientras que el TNF alfa fue intenso en la zona Il y en la zona Il moderada

para IL — 1 betay e IFN.

Para el dia 90 en la zona | y Il la respuesta de la IL — 12 fue moderada, EI TNF
- alfa en zona Il fue intensa, y para la zona Ill se detecta intensa paralL -6y

moderada para IL — 1 beta.

La mayoria de las células dendriticas (Células de Langerhans) de la epidermis
mostraron inmunoreactividad a IL-1 beta en los primeros dias de infeccion (Fig.
2). Estas células disminuyeron después de 7 y 30 dias. Durante el curso de la

infeccion algunas células (espumosas y linfocitos) de la periferia de los
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abscesos mostraron inmunoreactividad a esta citocina, no se observaron

células inmunoreactivas en la dermis entre los sitios de maxima inflamacion.

Se detectaron algunas células inmunoreactivas redondas (linfocitos) a IL - 6 en
epidermis y dermis, unicamente durante los primeros dias. Mientras que una
fuerte inmunoreactividad estuvo presente en las células de la periferia del
sitio de inflamacién (Fig. 3). Ademas algunas células musculares mostraron

inmunoreactividad a esta citocina.

Durante todo el curso de la infeccion células dendriticas de la epidermis y la
dermis mostraron intensa inmunoreactividad a IL-12 (Fig. 4). En comparacion
con la zona de inflamacién donde solo se detecté una baja respuesta de células

inmunoreactivas.

El IFN-gama fue producido en gran cantidad durante los primeros dias de
infeccion, principalmente en las células que rodean al sitio de la inflamacion,
aunque también se detectaron algunas células inmunoreactivas en la dermis a
partir del 3 dia del curso del experimento mientras que en la epidermis no hubo

respuesta a esta citocina (Fig. 5).

Algunas células de la epidermis y una gran cantidad de células de la dermis
fueron inmunoreactivas al TNF-alfa (Fig. 6). En el sitio de inflamacion no se
observaron células inmunoreactivas a TNF-alfa, por lo que se encontraron

diferencias en la produccion de esta citocina.

En la tabla 1 se agrupan los resultados observados durante el analisis

microscoépico hecho en las 3 zonas especificas:
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Tabla 1

IL-1 beta IL- 6 IL-12 INF - gama | TNF - alfa
ZONAS ZONAS ZONAS ZONAS ZONAS

DIAS | | I V1 O | B I I 1 | 11 O | R I 1
1 S B e I = = N = I R e e e A A R e
2 e R I B B I I I B R e el R
3 e I I B B I I I A e R el R
4 | - | - | - | [ | | - | | | | -
7 S N B e e 0 o 1 = = I S (A S (A T (e
30 T R I I o A I R (A N (R S I (e
90 B T T T O S N (A S (R I [

Tabla 1. Se muestran los resultados de la presencia y distribucion de las células
productoras de citocinas pro-inflamatorias durante el curso de la infeccién.

Zona: | Epidermis.
Zona: Il Dermis.
Zona: lll Periferia de la region de neutrofilos que rodean a las bacterias.

0 células

1 a 5 células positivas en un campo de 400 micras cuadradas.

6 a 10 células positivas en un campo de 400 micras cuadradas.
Mas de 10 células positivas en un campo de 400 micras cuadradas.

+ +
+

+++

_23 -




Figura 1.

A) Raton de 30 dias post-infeccion.

B) Fotomicrografias de abscesos (flechas
blancas) en la regién plantar del raton 30 dias
post-infeccion, las colonias de bacterias estan
ceca del centro del microabsceso. (flechas
negras) (barra=300um).
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C) 90 dias post-infeccion hay mas
microabscesos (flechas negras) con colonias
mas grandes (barra=350um).

D) Microabsceso 30 dias post-infeccién
(barra=60um).
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Figura 2. Fotomicrografias de células
expresando IL-1 beta en la region plantar del
raton infectado con N. brasiliensis.

A) Células dendriticas de la epidermis con
inmunoreactividad 2 dias post-infeccion inmuno-
reactividad (barra=20um).

B) Células inmunoreactivas presentes en la
epidermis y en el foco de inflamacién 2 dias
post-infeccion (flechas negras) (barra=50um).

C) Células inmunoreactivas en el sitio de
inflamacion 4 dias post-infecciéon (barra=30um).
D) Células inmunoreactivas en la periferia del
microabsceso 30 dias “post-infeccion
(barra=90um).

E) Células inmunoreactivas en la periferia del
microabsceso 30 dias post-infeccion
(barra=30um).
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Figura 3. Fotomicrografias de cortes histologicos
de la region plantar del ratén infectado con N.
brasiliensis se muestran células inmunoreactivas
a IL-6.

A) Células inmunoreactivas en el foco de
inflamacion 1 dia post-infeccion (barra = 35 um).
B) 3 dias post-infeccion se observan gran
cantidad de células en la periferia del foco de
infeccion (barra = 80 um).

C) Células musculares esqueléticas expresando
IL-6, 3 dias post-infeccién (barra = 15 um).

D) Periferia de microabscesos (fléchas negras) y
células musculares (fléechas blancas) con
inmunoreactividad, 30 dias post-infeccién (barra
=150 um).

E) Microabscesos (fléchas negras) con gran
cantidad de células inmunoreactivas en la
periferia, 90 dias post-infeccion. La flécha blanca
indica las células musculares inmunoreactivas
(barra = 180 pum).
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Figura 4. Fotomicrografias de cortes histolégicos
de la region plantar del raton infectado con N.
brasiliensis, se muestran células inmunoreactivas
alL-12.

A) Células inmunoreactivas en la dermis 1 dia
post-infeccion (barra = 30 um).

B) Células de Langerhans inmunoreactivas en la
epidermis, 2 dias post-infeccion (barra = 25 pum).
C) Células inmunoreactivas en epidermis vy
dermis, 7 dias post-infeccion (barra = 18 um).

D) 30 dias post-infeccion las células
inmunoreactivas estan presentes en la dermis
pero no en el microabsceso (barra = 35 um).

E) Células de Langerhans positivas 90 dias post-
infeccién (barra = 18 um).
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Fig. 5. Fotomicrografias de cortes histolégicos de la
region plantar del ratén infectado con N. brasiliensis,
donde se muestran células inmunoreactivas a IFN -
gama.

A) Células inmunoreactivas en el sitio de
inflamacion, 1 dia post-infeccién (barra = 20 um).

B) Células inmunoreactivas en sitios de inflamacioén,
2 dias post-infeccién (barra = 50 um).

C) Células inmunoreactivas en sitios de inflamacién
y en algunas células de la dermis, 4 dias post-
infeccion (barra = 40 um).

D) Células inmunoreactivas en la periferia del
microabsceso en formacion, 7 dias post-infeccion
(barra = 45 Células inmunoreactivas en sitios de
inflamacion, 48 horas post-infeccion (barra = 50 um).
E) Microabsceso con células positivas en la periferia,
30 dias post-infeccion (barra = 60 Células
inmunoreactivas en sitios de inflamacion, 48 horas
post-infeccion (barra = 50 um).
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Figura 6 Fotomicrografias de cortes histologicos
de la region plantar del ratén infectado con N.
brasiliensis, se muestran células inmunoreacti-
ivas a TNF-alfa.

A: 1 dia post-infeccion, se observan células de
la dermis que expresan TNF-alfa (barra = 30
pum).

B: 2 dias post-infeccién, se observan células de
la epidermis y dermis inmunoreactivas (barra =
25 um).

C: 2 dias post-infeccion, las células inmunoreac-
tivas no estan presentes en el foco de infeccién
(barra = 90 um).

D: 3 dias post-infeccion (barra = 40 um).

E: 30 dias post-infeccion. Las células producto-
ras de TNF-alfa solo estan presentes adyacen-
tes al foco de infeccion (barra = 25 um).



CAPITULO VII

DISCUSION

El actinomicetoma experimental con Nocardia brasiliensis produce una elevada
reaccién del sistema inmunitario en el ratébn BALB/c, esto se ha demostrado por
la gran cantidad de células inmunoreactivas positivas a las citocinas
proinflamatorias en la fase inicial del 1 al 7 dia y en la fase tardia de 30 y 90
dias de la infeccion.

De manera general se acepta que la respuesta inmunoldgica es de suma
importancia en la fisiopatogenia del micetoma; sin embargo, los estudios
realizados hasta el momento no son suficientes para definir los mecanismos de
defensa y su participacion en el desarrollo de la enfermedad, tal vez cierta
tolerancia inmunolégica limite la capacidad para inhibir la multiplicacion
bacteriana (Salinas-Carmona y Pérez-Rivera 2004).

La localizacién y el tipo de citocinas que producen cierto tipo de células durante
el curso de la infeccion en este modelo experimental de actinomicetomas
mostraron una compleja interaccion entre la respuesta inmune del hospedero y
patogenicidad de la bacteria. La respuesta innata y adaptativa del hospedero
es dirigida por una compleja red de citocinas y sus receptores. Las citocinas
juegan un papel central, como iniciadoras, mediadoras y reguladoras de la
inflamacion cutanea (Guimaraes et al., 2003; Trinchieri, 2003; Mariathasan y
Monack 2007) y del consiguiente proceso patolégico-molecular en el tejido de
la piel (Wilson et al., 1998). La resistencia o susceptibilidad hacia la bacteria
intracelular esta relacionado con los distintos perfiles de la produccion de
citocinas (Hessle et al., 2005). Algunos perfiles de citocinas estan asociadas
con la eliminacion bacterial mientras que otras pueden demostrar la progresion
de la enfermedad (Yamamura et al., 1991; Zhang y Tarleton 1996; Bekker et al.,

2000). En este trabajo los resultados de la localizacion de células productoras
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de citocinas indican su participacién en el control de la replicacion y aislamiento
bacterial. La determinacién del fenotipo de una célula productora de citocinas
depende de varios factores como la edad, sitio de la exposicion inicial al
anfigeno, dosis de la bacteria, constitucion genética, estado de salud etc.
(Seder y Paul., 1994; Howard y Zwilling., 1998; Kasuga-Aoki et al., 1999; Adkins
et al., 2000: Hessle et al., 2005). En este estudio se demostrd que las células
dendriticas, células redondas pequefas (linfocitos), células redondeadas
grandes (macrofago) y células cilindricas (musculo), producen diferentes
citocinas. Aunque algunas células parecen que producen simultaneamente
varias citocinas (Ken-ichi et al., 1990; Langhorne et al., 2004). En estudios

posteriores se podra aclarar estos hallazgos.

La Interleucina 1 beta se comporta casi igual a lo que reporta (Bechan et al.,
2006). Es producida por células dendriticas de la epidermis al inicio de la
infeccion y juega un papel esencial en la iniciacidn de la respuesta primaria en
la piel (Enk et al., 1993) probablemente desencadena la activacién de otras
células inmunitarias como son linfocitos T y macréfagos. Mientras que en el
hallazgo en la zona de la infeccién provoco la manifestacion de IL — 6y se
mantuvo hasta la etapa tardia, quizas mediando la respuesta inflamatoria.
(Mariathasan y Monack., 2007).

La Interleucina 6 muestra actividad biolégica multiple (Kishimoto, 2005). Se hizo
presente en el foco de la infeccion, propiciando la sintesis de proteinas de la
fase aguda y con efectos sistémicos de la inflamacién, dando lugar a su funcién
reguladora de la respuesta inmune (Naka et al., 2002; Nishimoto y Kishimoto.,
2006). La deteccién de esta citocina en el musculo esquelético es posiblemente
debido al dano celular como ha sido reportado (Jonsdottir et al., 2000; Pedersen
et al., 2001). Estos resultados fueron similares cuando se investigé la IL — 6 en
un cuadro clinico de meningitis bacteriana (Bociaga-Jasik et al., 2001).
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Quizas propicia una participacion abundante de células productoras de

citocinas proinflamatorias en la fase de inicio de la enfermedad.

La Interleucina 12 fue producida por células de Langerhans en epidermis y
dermis en todo el curso de la infeccion, se cree que desencadena el estimulo a
macrofagos, células NK y linfocitos T especialmente a células denominadas
Th1, como lo reporta (Alber et al., 2006). Considerando que es la Unica citocina
presente durante todo el curso de la infeccidn y en las diferentes zonas,
podemos sugerir que esta citocina determina el tipo y la duracion de la
respuesta inmune adquirida (Trinchieri. 1995; Watfford et al., 2003; Trinchieri
2003).

Interferon gama se detecté por la presencia de inmunoreactividad de células
espumosas en el sitio de la infeccion, quizas pudiera ser importante en la
proteccion del huésped ya que esta citocina favorece la diferenciacion de
linfocitos T a Th1 para producir citocinas con funciones inmunoreguladoras
(Alber et al., 2006).

Las células inmunoreactivas a TNF alfa en el curso de la infeccién solo fueron
encontradas en la dermis y epidermis, pero no en el sitio de la inflamacion,
probablemente participa en la formacién de granuloma en piel como se ha

reportado en pulmoén (Kasahara et al., 1989).

Es importante mencionar que N. brasiliensis secreta factores similares a la
brasilicardin A y brasilinolide A, que tienen una potente actividad
inmunosupresora de linfocitos (Shigemori et al., 1998). Incluso mas fuertes que
la conocida inmunosupresion por agentes como ciclosporina A. Quizas estos
factores también jueguen un papel modulador en la poblacion de células
productoras de citocinas proinflamatorias (Curfs et al., 1997).
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En resumen, las citocinas proinflamatorias, sintetizadas en diferentes células,
son fuertemente expresadas durante el curso de la infeccibn con bacteria
intracelular N. brasiliensis. El patron de las células inmunoreactivas a estas
citocinas muestra diferencias en la distribucion y cantidades durante el curso de
la infeccion.

N. brasiliensis es capaz de sobrevivir a esta fuerte respuesta inmune, parece
que esta bacteria maneja la reaccion de defensa del hospedero hacia su propia
ventaja, para sobrevivir y crecer, quizas secretando factores que modifican los
tipos de citocinas producidas, quizas la terapia con citocinas proinflamatorias
(bloqueando o estimulando), pueden ayudar en la fase aguda de la enfermedad

para el control de la infeccién.
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CAPITULO VI

CONCLUSIONES

Las citocinas pro-inflamatorias IL-1 beta, IL- 6, IL-12, IFN - gama y TNF - alfa
participan activamente durante la infeccion aguda y crénica de Nocardia

brasilensis en Mus musculus (raton cepa BALB/c).

Las células dendriticas (Langerhans) producen IL-1 beta durante la infeccion

aguda, e IL-12 durante todo el curso de la infeccion.

La IL-1 beta e IFN - gama se produce en células espumosas de los

microabscesos.

La IL- 6 se produce por los linfocitos de la periferia de los microabscesos y por

células musculares esqueléticas en la infeccion cronica.

La IL-12 se produce por diferentes tipos celulares de la dermis, pero no por

células del microabsceso.

El IFN - gama se produce por células cercanas a las bacterias, principalmente

durante la infeccion aguda.

El TNF - alfa se produce por linfocitos de epidermis y dermis, pero no por

células del microabsceso.
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EQUIPO

Estufa de Incubacién
Histoquineto

Mezcladora

Microscopio

Micrétomo

Micro pipetas de 0.5 - 2yl
Micro pipetas de 5-10 pl
Micro pipetas de 10 - 100 pl
Potenciometros 430

PH metro

Balanza Analitica
Refrigerador

Congelador -20

Horno Térmico para parafina

REACTIVOS

Alcohol Etanol absoluto

Alcohol Metanol absoluto

Fosfato de potasio Monobasico

Fosfato de Potasio di basico

Diaminobenzidina

Cloruro de Sodio

Cepas de Nocardia brasiliensis HUJEG-1 ATCC700358
Anticuerpos contra IL-1beta, IL- 6, IL-12, INF - gama y TNF - alfa.
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SOLUCIONES
PBS 0.2 M

e a agua destilada

eb Fosfato de potasio Monobasico

o c Fosfato de Potasio dibasico
Caldo de Infusion Cerebro Corazon

¢ 100 ml de agua bidestilada

¢ 3.7 g de polvo de caldo
Solucién NaCl 0.9 %
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