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Resumen

La brucelosis es una zoonosis antigua que permanece endémica en la
mayoria de las ciudades del mundo. La acidificacion de los nitritos (NO3")
permite la produccidon no enzimatica de oxido nitrico. El objetivo de este
estudio fue determinar la respuesta inmunoldgica celular mediante la
produccion de intermediarios reactivos de nitrdgeno por las células
mononucleares en cabras vacunadas con la cepa mutante de Brucella
melitensis Rev-1. Se seleccionaron 10 cabras raza sannen, de 3-4 meses
de edad. Se realizaron cinco muestreos, previo a la inoculacidon (cero dias),
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3, 7, 14 y 21 dias después de aplicar los tratamientos. Se obtuvieron las
células mononucleares por el método Ficoll-histopaque. Los NO,™ y nitratos
(NOs3") fueron cuantificados por ELISA. La concentracion de NOs™ fluctud
entre 29.96 y 39.31 uM/l. Los NO; se encontraron entre 32.49 y 92.85
uM/l. Se obtuvo mayor respuesta entre el periodo de 14 a 21 dias,
observandose un efecto significativo entre el periodo de estudio,
tratamientos e interaccién entre ambos. Podemos concluir que la vacuna
rev-1 de B. melitensis estimula la produccion de nitritos bajo condiciones
de cultivo celular.

Palabras clave: zoonosis, brucelosis, cultivo celular, nitritos, ELISA

Abstract

Brucellosis is an ancient zoonosis that remains endemic in the majority of
the cities of the world. Nitrite (NOy") acidification leads to nonenzymatic
nitric oxide production. The aim was to determine the immunological
cellular response by means of the production of reactive nitrogen
intermediates (RNI) for the mononuclear cells in goats vaccinated with the
Brucella melitensis Rev-1 vaccine. Ten goats were selected sannen race, of
3-4 months of age. Five samplings were realized, previously the inoculation
(zero days), 3, 7, 14 and 21 days after the applying the treatments. The
mononuclear cells by the Ficoll-histopaque method were obtained. The NOy"
and nitrates (NO3") were quantified by ELISA. The NOs fluctuated between
32.49 and 92.85 uM/I. Bigger response was obtained between the period
from 14 to 21 days, observing a significant effect between the period of
study, treatments and interaction between both. We can conclude that the
B. melitensis Rev-1 vaccine stimulates the production of nitrites under cell
culture conditions.

Key words: zoonosis, brucellosis, cell culture, nitrites, ELISA

INTRODUCCION

La brucelosis es una enfermedad infectocontagiosa considerada como la
zoonosis mas difundida del mundo y que puede causar una enfermedad
seria en humanos. Conocida también con el nombre de fiebre ondulante,
fiebre del Mediterraneo, fiebre de Malta (Roux y col., 2006, Godfroid y col.,
2005) y enfermedad de Bang (Taminiau y col., 2002, Malavolta, 2002,
Abbas, 2002, Kreeger, 2002). El agente causal de la brucelosis son las
bacterias del género Brucella y puede afectar practicamente a todos los
animales domeésticos, de vida silvestre y al hombre (Carle y col., 2006,
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Halling y Jensen, 2006). La incidencia y prevalencia de la brucelosis varia
entre paises; la brucelosis bovina es aun, una enfermedad muy extendida
en algunos paises de Africa, Asia, América y Europa (fundamentalmente
Rusia), mientras que la infeccién con B. melitensis esta emergiendo como
un serio problema en la salud publica de paises en desarrollo. Las seis
especies reconocidas dentro del género Brucella son: B. abortus, B.
melitensis, B. suis, B. ovis, B. canis y B. neotomae; esta clasificacién esta
basada en la diferencia en cuanto a patogenicidad y en el hospedero de su
preferencia, bovinos, caprinos, porcinos, ovinos, caninos y roedores,
respectivamente (Gomes y col., 2006, Ratushna y col., 2006, Whatmore y
col., 2006). ElI Subcomité en Taxonomia de Brucella aceptd esta
clasificacion en 1986 (Ratushna y col., 2006). Recientemente, se ha aislado
otra especie de Brucella de mamiferos marinos (lobos marinos, ballenas y
delfines) y se ha denominado B. maris (Bhattacharjee y col., 2002). Dos
nuevas especies han sido propuestas para ser adicionadas a este género,
B. cetaceae y B. pinnipediae aisladas de mamiferos marinos, cetaceos y
pinipedios, respectivamente (Godfroid y col., 2005, Xiang y col., 2006).
También la B. cetaceae se ha aislado de focas (Vemulapalli y col., 2006).
sobre las bases de estudios de hibridacion DNA-DNA, las especies
diferentes tienen mas del 90% de homologia (Jacques y col., 2007). De
acuerdo a la naturaleza de la molécula de lipopolisacarido (LPS) las
especies de Brucella se clasifican como rugosas (R) y lisas (S) (Cassataro y
col., 2002). La B. abortus, B. suis y B. melitensis son las cepas S mas
patdgenas para los humanos (Jimenez de Bagues y col., 2005), y para
animales domésticos (Zylberman y col., 2006). La infeccién es adquirida
por el consumo de leche no pasteurizada y sus derivados, como quesos
(Delpino y col., 2007) o por el contacto con material infeccioso (Whatmore
y col., 2006), también a través del consumo de carne cruda o de
cocimiento medio (Delpino y col., 2007). Estas bacterias intracelulares
tienen la capacidad de multiplicarse dentro de los fagocitos profesionales y
no profesionales (Al-Mariri y col., 2002). Actualmente, no existe una
vacuna que proteja contra la brucelosis humana (Rajashekara y col., 2006)
y el tratamiento de brucelosis requiere una combinacién de terapia con
antibiéticos y mantiene la problematica por las recaidas potenciales.
Inmediatamente, después de la penetracion, las bacterias son
transportadas libres o en el interior de las células fagociticas hasta los
ganglios linfaticos mas proximos al lugar de entrada. Si las bacterias no son
destruidas pueden vivir por largos periodos de tiempo en el interior de
células fagociticas, los ganglios linfaticos responden a la agresién mediante
una hiperplasia reticuloendotelial y linfatica, que puede durar varias
semanas en producirse y persistir durante meses. En los fagosomas de los
macrofagos la Brucella sobrevive y se multiplica, inhibiendo la fusion del
fagosoma y el lisosoma que contiene la bacteria mediante la acidificacion
rapida del medio (Celli y col., 2003). Recientemente, se encontré que la
mayoria de los miembros del género Brucella muestran fuerte actividad con
la enzima ureasa, ésta protege a este género durante su paso a través del
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estdmago, cuando la bacteria es adquirida por via oral, la cual es la
principal ruta de infeccién en brucelosis humana (Sangari y col., 2007), las
cepas de Brucella que producen ureasa fueron mas resistentes in vitro a las
fuertes condiciones acidas. En su fase inicial, la enfermedad se caracteriza
por originar una infeccién aguda, pero si no es tratada adecuadamente,
puede llegar a ser una infeccién crénica y persistir durante la vida del
hospedero (Spera y col., 2006). Una vez que la bacteria ingresa al
organismo causa primero una invasion sistémica y posteriormente pasa a
organos relacionados con el sistema reticulo endotelial tales como higado,
bazo y nddulos linfaticos, dérganos reproductores y glandula mamaria
(Jimenez de Bagues y col., 2007). La invasién del tejido trofoblastico del
Utero gravido y la rapida multiplicacién de la bacteria terminan produciendo
los sintomas caracteristicos de aborto e infertilidad. En humanos, B.
melitensis tiene un amplio espectro de manifestaciones clinicas y puede
afectar una variedad de érganos y sistemas, con complicaciones en sistema
nervioso central y cardiovasculares, causando gran morbilidad y requiere
tratamiento médico prolongado (Falagas vy Bliziotis, 2006). Inclusive, se ha
determinado que el LPS confiere resistencia al ataque anti-microbiano y
regula la respuesta inmune del huésped (Lapaque y col., 2005), estas
propiedades hacen del LPS un factor importante de virulencia para la
sobrevivencia y replicacién de Brucella en el hospedero. La vacuna Rev-1
tiene su origen a partir de una cepa mutante de B. melitensis
estreptomicina-dependiente procedente a la vez de la cepa virulenta 6056.
Los origenes de esta cepa se remontan al afio 1953, en la Universidad de
Berkely California, EUA. La cepa Rev-1 es una cepa viva atenuada por lo
que su aplicacion en caprinos supone siempre su penetracion vy
multiplicacion en los animales vacunados es decir se trata de una
verdadera infeccién provocada. La vacuna Rev-1 se utiliza para ovejas y
cabras (Adone y Ciuchini, 2001).

Desde tiempos remotos, la reduccion de NOs™ ha sido analizada por varios
investigadores para distinguir entre las especies del género Brucella, la
identificacion de estas especies ha sido problematica por su similitud en
pruebas bioquimicas y seroldgicas. B. abortus, B. suis y B. melitensis
reducen los NO3” y NO>, de donde se observd diferencia significativa entre
las especies. La acumulacion de NOy™ fue en el orden: B. abortus > B. suis
> B. melitensis (Pickett y Nelson, 1953). Los analisis para completar la
secuencia de B. melitensis sugirieron la presencia de un sistema
anaerobico de transferencia de electrones y las enzimas que permiten la
reducciéon de NOs™ dentro del gas dinitrégeno (NOs, NO3, NO y éxido
nitrico reductasa), esas reacciones son colectivamente llamadas reacciones
de denitrificacion y permite a la Brucella crecer bajo las condiciones con
poco oxigeno por la respiracion de NOs™ (Haine y col., 2006). Gracias al
conocimiento de la secuencia completa del genoma de Brucella, se ha
revelado que posee todos los genes que son necesarios para completar la
ruta de denitrificacién, resultando en la reduccidon de NOs™ a nitrégeno. Los
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genes codifican cuatro reductasas Nar (Nitrato reductasa), Nir (Nitrito
reductasa), Nor (6xido nitrico reductasa) y Nos (éxido nitroso reductasa),
constituye la denitrificacion en B. suis, la cual tiene numerosas similitudes
con Sinorhizobium meliloti; ambos microorganismos pertenecen a la
subclase-a. de la proteobacteria (Loisel-Meyer vy col., 2006). La
denitrificacién es la reduccién de NOs™ o NO,, a gases nitrogenados vy
pueden permitir la emision de 6xido nitroso (N.O) del suelo. Durante la
denitrificacidn, el nitrato es reducido a nitrégeno via intermediarios de NO3”
, NO y N,O y los NO; son un producto de oxidacién del NO. Las
oxidoreductasas que secuencialmente reducen NOs  a nitrdgeno son
llamados Nar, Nir, Nor y Nos (Horn y col., 2006). El objetivo de este
estudio fue determinar la respuesta inmunoldgica celular mediante la
produccién de intermediarios reactivos de nitrégeno por las células
mononucleares en cabras vacunadas con la cepa mutante de Brucella
melitensis Rev-1.

MATERIALES Y METODOS
Area de estudio, seleccion y muestreo de animales

El area de trabajo estd localizada entre 103° 03’ 13” y 103° 44’ 54"
Longitud Oeste, 25° 24’ 58" y 250 56’ 06" Latitud Norte pertenecientes a la
Comarca Lagunera a una altitud que oscila entre los 1150 y 1300 msnm.
Se llevd a cabo en los laboratorios de la Facultad de Medicina, en la
Facultad de Ciencias Quimicas de la Universidad Juarez del Estado de
Durango asi como en los laboratorios de la Unidad Regional Universitaria de
Zonas aridas de la Universidad Auténoma Chapingo y en el establo caprino
del ejido Banco Nacional del Municipio de Tlahualilo, Durango.

Se seleccionaron 10 cabras de raza sannen, clinicamente sanos y libres de
tuberculosis y brucelosis (NOM-014-Z00-1995). Adicionalmente, con el
proposito de eliminar las parasitosis ocasionadas por parasitos helmintos
gastrointestinales, pulmonares, asi como miasis, pediculosis, sarna vy
garrapatas, se suministro a cada animal una dosis uUnica de 1 ml/50kg por
via IM de una solucion inyectable del antiparasitario n DECTOMAX®
(doramectina) Laboratorios PFIZER LTDA. S.A.G.A.R. Q-0001-064. Se
considerd el aspecto bioético segun la Norma NOM-062-Z00-1999, la cual
discurre sobre las especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y
uso de animales.

Los animales empleados en el estudio se mantuvieron en corrales aislados
del resto del ganado. Previa desinfeccion de la region media de la
canaladura yugular con alcohol etilico al 70 % se tomaron las muestras
sanguineas mediante venopuncion de la vena yugular utilizando tubos
vacutainer de 7 ml con anticoagulante EDTA.
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Se realizaron cinco muestreos uno previo a la aplicacién de los tratamientos
(dia cero) y, posteriormente, a los 3, 7, 14 y 21 d, después de la aplicacidn
de los mismos. El grupo control constituido por cinco cabras fueron
inoculadas por via subcutdnea en la regién cervical con 1 ml de solucion
salina fisioldgica.

Se inocularon cinco cabras por via subcutdnea en la regién cervical con 1
ml. de vacuna B. melitensis Rev-1 (NOM-EM-011-Z0O0-1-1994) de
laboratorios Productora Nacional de bioldgicos Veterinarios (PRONABIVE)
(Li y col., 2006). Se tomaron muestras en el momento previo a la
inoculacion (cero dias), y posteriormente, a los 3, 7, 14 y 21 d, después de
inocular a los animales y se evaluaron los RNI (NOs3 y NOy) en los
sobrenadantes de cultivo (umoles/l).

Obtencion de células mononucleares a partir de sangre total por el
método Ficoll-Histopaque

La sangre periférica colectada fue procesada a temperatura ambiente y en
un lapso de tiempo que nunca rebasé 3 h. Las muestras fueron
centrifugadas a 1500 rpm durante 15 min acto seguido, se recolectd la
capa flogistica y se deposité en un tubo cénico de 15 ml y posteriormente
resuspendidas en RPMI llevandolas a 6 ml (Luo y col., 2006), la suspension
se transfirid a otro tubo coénico con 3 ml de Ficoll-histopaque la
transferencia se realizd por las paredes del tubo y de una manera lenta
para evitar mezclarse con el Ficoll, nuevamente se centrifugo pero ahora a
1,500 rpm durante 15 min para lograr la formacion de cuatro capas Ficoll,
MN, Ficoll, y PMN con eritrocitos. Posteriormente, se recuperdé el paquete de
células MN mediante aspiracién con una pipeta Pasteur y se lavé dos veces
con PBS estéril llevandolo hasta 10 ml para retirar el Ficoll, la muestra se
mantuvo en hielo para después centrifugar a 1500 rpm durante 5 min. Se
elimind el PBS por decantacion y el botdn celular se resuspendié con 1 ml
(2 ml si es una SC grande) de medio de cultivo RPMI-1640 completo
(Sigma Chemical Co., St Louis, MO, USA) suplementado con suero fetal
bovino (SFB) al 10%, inactivado por calor, se mezclé dentro del medio para
no formar burbujas con la misma micropipeta (Gasbarre y col., 1985).

Viabilidad celular

Los botones celulares se resuspendieron en RPMI completo con SFB, 100
U/ml de penicilina/100 pg/ml de estreptomicina, 2 mM de L-glutamina, 15
mM de hepes, aminoacidos esenciales y 50 uM de 2-mercaptoetanol (2-
Me). La viabilidad de las células se determind utilizando la prueba de
exclusiéon del colorante azul de tripano. Se realiz6 en un hematocitdmetro
(cédmara de Neubauer) de la siguiente manera: se prepararon 100 ul de
suspension (1:10): en un tubo eppendorf se agregaron 90 ul de PBS + 10
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ul  de suspensidon celular, se mezcld y en otro tubo se tomaron de esta
suspension 10 pul + 80 ul de PBS + 10 ul de azul de tripano, se mezcld e
inmediatamente se tomaron 10 ul y se agregaron a un hematocitémetro
para determinar la viabilidad celular (Pasquali y col., 2001).

Transformacion blastoide de linfocitos

Las células MN obtenidas, se ajustaron a 1.32 x 10° células por pozo en
placas de poliestireno de 24 pozos (Corning) para cultivo celular y se les
adiciond por triplicado RPMI-1640 suplementado con SFB al 10%. Se
incubaron a 37°C en una atmosfera hiumeda con 5% de CO,, por ser una
transformacién blastoide con antigenos especificos, la duracion del cultivo
fue de 48 h. Luego fue removido el sobrenadante de las células adheridas y
éstas fueron resuspendidas por raspado en 300 ul de PBS frio/pozo, y la
suspension celular fue obtenida en tubos eppendorf Axygen®
posteriormente, se podia efectuar la lectura de la placa en un lector de
ELISA a una densidad oOptica (DO) de 540 nm. Al no poder realizar la
lectura a la brevedad posible, se prepararon para congelacién.

Congelacion y descongelacion de células mononucleares

Cuando fue necesario se llevd a cabo la congelacién de linfocitos la cual
consistié en que una vez obtenidos los linfocitos de sangre periférica se
suspendieron en 0.1 ml de RPMI 1640 y se colocaron en un criotubo,
inmediatamente se adiciond 90% (90ul) de SFB y 10% (10ul) de
dimetilsulféxido (DMSO) (Pankuch y Appelbaum, 2006) y luego se
congelaron a -70°C. Para descongelar las células, se mantuvieron a
temperatura ambiente durante 10 min y luego se centrifugaron a 800 rpm
durante 10 min a 10°C; después se descartd el sobrenadante y el paquete
celular fue suspendido en RPMI 1640. EI DMSO fue esterilizado por
filtracion a través de una membrana de celulosa de 0.2 um y se hicieron
alicuotas en pequefias cantidades (2 ml) para su almacenamiento y uso
posterior.

Deteccion y cuantificacion de intermediarios reactivos de nitrégeno
por ELISA

Las soluciones stock de nitrito de sodio y de nitrato de sodio (SIGMA®) en
100 mM de agua fueron almacenados a 4°C, la solucion de nitrato
reductasa (Boehringer Mannheim®, Lewes, United Kingdom) a 2.5 U/ml y
una mezcla de NADPH (SIGMA®) a 1.67 mg/ml mas FAD (Boehringer
Mannheim®, Lewes, United Kingdom) a 0.05 mg/ml en agua fueron
almacenados a -20°C. Antes de usarlo, un volumen de nitrato reductasa
fue mezclado con tres volumenes de NADPH-FAD (mezcla enzimatica). El
reactivo de Griess también fue preparado. El ensayo fue realizado en
microplacas de fondo plano de 96 pozos. Las muestras (100 pul de
Produccion de RNI en cultivo de células mononucleares de cabras vacunadas con Rev-1de !

Brucilla
http://www.veterinaria.org/revistas/redvet/n080808/080805.pdf




REDVET. Revista electronica de Veterinaria 1695-7504
2008 Volumen IX Numero 8

sobrenadante y se transfirieron a placas de 96 pozos) fueron divididas
entre dos placas, adicionando 50 ul a cada una, uno para la medicidon de
NO,™ y otra para la medicidn de NOs", cada uno conteniendo los estédndares
apropiados. Agua (20 nul por pozo) fue adicionado a la microplaca del NOy" y
la mezcla enzimatica (20 ul por pozo) fue adicionado a la microplaca del
NOs3". Todas las microplacas fueron incubadas durante 30 min a
temperatura ambiente. El reactivo de Griess (100 ul por pozo) fue
adicionado y después de 5 min a temperatura ambiente se realizdé en todas
las microplacas la lectura de la OD a 620 nm (referencia) y 540 nm
(prueba) se midié la absorbancia en un lector de ELISA (Organon Tecknika,
Microwell system) (Luo y col., 2006). La cantidad de NO se midié como
NO," utilizando una curva patrén de NaNO, en solucién PBS en un rango de
concentraciones de 0 a 100 uM. Los ensayos se realizaron por duplicado
obteniéndose la media de éstos.

Analisis estadistico

Con el objeto de obtener la diferenciacion de efectos de la vacunacién con
respecto a los animales control (no vacunados), se aplico la prueba de t
con el procedimiento de estimacidon de efectos de maxima verosimilitud,
considerando un disefio completamente al azar con mediciones repetidas
en los periodos de muestreo. El procedimiento empleado fue el PRO MIXED
(SAS, 1992) y el modelo estadistico aplicado fue el siguiente:

Yijku = p + G + CZj(i) + Py + (Pik + B (Xi. = X..) + Eijkl
Donde:

Y = medicién sanguinea de cada cabra de nitritos en uM/I

u = media general

(¢ = efecto del i-ésimo nivel de tratamiento

CGi= efecto aleatorio de la j-ésimo nivel de cada unidad experimental
dentro de cada tratamiento

P« = efecto del k-ésimo nivel de periodo

(P« = efecto de la interaccién entre el tratamiento y el periodo

B = factor de ponderacion lineal

B (xi. — X..) = ajuste lineal por la covariable peso al inicio del estudio

gij = error experimental ejq ~ NID (0, c¢? )

RESULTADOS

Los datos generales de la poblacion en estudio son los siguientes: se
incluyeron animales de ganado caprino, raza sannen, con un peso
promedio de 27.604 Kg. El comportamiento de los diferentes tratamientos
durante el periodo de los muestreos, aunque fue variable, se observd un
8
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incremento de NO,. En el control la concentracién de NO; fluctué entre
32.64 y 41.52 uM/I (Cuadro 4). En el tratamiento con la vacuna Rev-1, se
observd un incremento en la respuesta entre el periodo de 14 a 21 dias los

NO," elevaron de 36.23 a 92.85 uM/I (Cuadro 1, Figura 1).

La concentracion de los NOs™ fluctud entre 29.96 y 39.31 uM/I (Cuadro 1).
En la determinacion de NOs™ entre el control y el problema, el efecto del
periodo y de la interaccién tratamiento-periodo no fue significativo (Cuadro
2). Sin embargo, en cuanto al factor periodo y la interaccién entre
tratamiento-periodo el efecto fue muy significativo para la concentracion de
NO,  (0.0005*) (Cuadro 3). En el cuadro 4, se observa la concentracién
obtenida de NO, en el control y en la aplicacién de la vacuna Rev-1,

durante el periodo de estudio.

Cuadro 1. Concentracion obtenida en uM/l de Nitratos (NO3") y
Nitritos (NO2") durante el periodo de estudio del tratamiento Rev-1

Tiempo (dias) Nitratos (uM/I1) Nitritos (uM/I)
0 29.96581196 32.4957265
3 36.72142546 41.982906
7 33.82905982 40.9059829
14 38.41025642 36.2393162
21 39.31623932 92.8547009

Cuadro 2. Efecto de la variacién de tratamientos en cuanto a la
determinacion de Nitratos (NO3") en sobrenadantes de cultivo.

Efecto Num Den F-valor Pr>F
DF DF
Tratamiento 2 11 14.29 0.0009%*
Periodo 4 11 3.55 0.0429%*
Tratamiento* 8 11 4.75 0.01%*
periodo
Peso inicial 1 11 2.26 0.1612 NS
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Cuadro 3. Efecto de la variacion entre los tratamientos control y la
vacuna Rev-1, en cuanto a la determinacion de Nitritos (NO2") en

sobrenadantes de cultivo.

Efecto Num Den F-valor Pr >
DF DE
Tratamiento 1 7 .8.12
0.0247
Periodo 4 7 21.5 0.0005%*
Tratamiento* 4 7 25.23 0.0003*
periodo

Cuadro 4. Comportamiento de los dos tratamientos durante el

periodo de estudio, en uM/I de Nitritos (NOy")

Tiempo (dias) Control (uM/1) Rev-1 (uM/1)

0 35.0854701 32.4957265
3 41.5213675 41.982906
7 36.5811966 40.9059829

14 34.2735043 36.2393162

21 32.6495726 92.8547009
£ ;
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Figura 1. Comportamiento de los tratamientos durante el periodo de
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Discusion

En la presente investigacién se planted la siguiente hipdtesis, la vacuna
Rev-1 favorece la respuesta inmune celular, en sobrenadantes de cultivo
obtenidos de células mononucleares de cabras, in vivo. Se llevo a cabo la
seleccién de animales, a los cuales se les realizd la prueba rosa de Bengala
(RBT), para descartar posible presencia de brucelosis en las cabras e
interfiriera en nuestros resultados. Para tal fin se utilizé el antigeno rosa de
bengala 3%. Incluso, recientemente, se realiz6 un estudio en donde se
determind que la RBT con una concentracién celular del 3% tiene una
especificidad y sensibilidad relativa de 99.7% y 32.5%, respectivamente, y
la RBT con una concentracion celular del 8% mostré una especificidad vy
sensibilidad relativa de 92.8% y 68.8%, respectivamente (Ramirez-Pfeiffer
y col., 2007). EI NO es una molécula inestable encontrada en los sistemas
bioldgicos y es rapidamente convertida en NO,. El NO en los macréfagos
actia como un potente microbicida para destruir a los microorganismos
ingeridos. Se obtuvo una constante elevacion en lo que respecta a la
exposicion con la vacuna Rev-1, en donde la concentracion de NO, al
transcurso del periodo del estudio llegd a los 21 d a una concentracion de
92.85 umol/l. En adicién, se ha determinado que la iNOS, cuyo producto
enzimatico, es el Oxido nitrico, posee directa actividad antimicrobiana
(Hofmann y Eckmann, 2006). Por lo tanto, se deduce que la produccién
de RNI en macrofagos es esencial para la defensa del hospedero,
principalmente para ejercer acciones bactericidas. Ademas, los macréfagos
activados pueden convertir la L-arginina a NO; en presencia de la enzima
iNOS, con el desarrollo de una actividad citotéxica contra células tumorales
(Hibbs, 1991). Hay pocos trabajos donde reportan que macréfagos
humanos sean capaces de expresar iNOS y presentar actividad enzimatica.
Una serie de experimentos con modelo de macréfagos de raton con la
infeccidn de B. suis apoyan la posibilidad de que en ratén, el NO favorece la
eliminacion de Brucella, considerando que estan presentes el IFN-y y los
anticuerpos anti-Brucella, seguido de la expresion de la inmunidad
adquirida (Gross y col., 1998). En otro estudio realizado en el estudio de la
sobrevivencia de Neisseria meningitidis, se encontré que a pesar de los
bajos niveles de NO que fueron liberados por macréfagos humanos, se
encontré que la déxido nitrico reductasa de Neisseria meningitidis confiere
resistencia intracelular al NO permitiendo su utilizaciéon, resultando la
sobrevivencia 6ptima de esta bacteria en la mucosa nasofaringea (Stevanin
y col., 2005). La produccion de NO por macréfagos infectados es el
principal sistema de defensa en el control de la infeccidn por brucelosis en
ratones y posiblemente aunque mas controversial en la infeccidon en
humanos, como es observado por el uso de macréfagos humanos
transfectados con iNOS (Loisel-Meyer y col., 2006). La biosintesis de NO;"
esta directamente relacionada con el estado de activacion del sistema
inmune, observandose mayor respuesta en producciéon de NO con la vacuna
Rev-1, esta produccion se deriva de la elevada concentracién de NO
11
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obtenida en los sobrenadantes de cultivo. Seria interesante, en otro trabajo
incrementar el numero de muestra, con estudios mas especificos de
expresion y actividad de la enzima iNOS, que no existe en los macréfagos
en reposo, pero puede inducirse en respuesta al LPS en combinacion con
IFN-y, ya que la enzima iNOS cataliza la conversidon de arginina a citrulina
liberando NO. También se puede aplicar algin método mas sensible y
especifico de la expresion y actividad de iNOS. Podemos concluir que la
vacuna Rev-1 de B. melitensis estimula la produccién de nitritos bajo
condiciones de cultivo celular, por lo que es posible, evaluar la respuesta
inmune celular mediante la produccion de intermediarios reactivos de
nitrogeno por células mononucleares en cabras vacunadas con la cepa
mutante de Brucella melitensis Rev-1.
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