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I've got you, I've got you, you'll never get away.

Walking home that night

The sack across my back, the sound of sobbing on my shoulder.
When suddenly it stopped,

I opened up the sack, all that I had

A pool of bubbles and tears-JUST A POOL OF TEARS.

All in all you are a very dying race

Placing trust upon a cruel world.

You never had the things you thought you should have had
And you'll not get them now,

And all the while in perfect time

Your tears are falling on the ground-

(Fragmento de la cancién "Squonk", Génesis)
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RESUMEN

HERNANDEZ NAVA JUAN MARIO. Frecuencia de Fusién Fagosoma-Lisosoma en --
Macrdfagos Peritoneasles de Raton Infectados con Mycobacterium vaccae, --
Mycobacterium bovis BCG y Mycobacterium tuberculosis H37Rv. (bajo la di-
reccién de: MVZ Raymundo Iturbe Ramirez y MVZ J. Rall VAzquez Martinez).

Con el propfsito de contribuir al estudio de la patogénesis de
la tuberculosis, se determind la Frecuencia de Fusién Fagolisosomal en -
macrifagos peritoneales sin estimular, provenientes de ratones albinos -
suizos en una infeccidn sincronizada, empleando M. veccee (cepa no patd-
gena), M. bovis BCG (cepa atenuada) y M. tuberculosis H37Rv (cepa patige
na). Le observacién de la fusién fagolisosomal se realizd mediante el -
colorante fluorescente lisosomatrfpico naranja de scridina; se observd -
que el nimero de macrdfagos que participaron en la fagocitosis varid de
25% a 80% y la capacidad fagoc{tica fué de 0.5 a 4.0 bacterias/macréfago
dependiendo del microorganismo empleado. La frecuencia de fusifn fagoli

svsomal para M. bovis y M. tuberculosis fué similar (P =0.01), excepto

a los primeros 15 minutos de la infeccién y para M. vaccae resultf una -
frecuencia de fusi6n fagolisosomal més baja que las dos anteriores en to
dos los tiempos del experimento (P < 0.01). Se concluye gque la capaci--
dad de evadir la fusidn fagolisosomal no es privativa de micobacterias -
patfgenas como el M. tuberculosis y posiblemente este implicado més de -
un mecanismo para poder resistir la fagocitosis por parte del bacileo tu-
berculoso pues en este trabajo se observd que M. vaccee fué el bacilo --

que més disminuyd la frecuencia de fusidn fagolisosomal.



INTRODUCCION

La tuberculosis es una enfermedad infectocontagio-
sa que tiende a la cronicidad y es provocada por cualquiera
de las especies del bacilo tuberculoso (22,27,61). Las bac-
terias de este grupo que se asocian frecuentemente con la en
fermedad son M. tuberculosis y M. bovis, tanto en humanos cg
mo en los animales, aungque existe también informacién acerca
del potencial patdgeno de otras micobacterias consideradas -
como diferentes del bacilo tuberculoso (grupo MOTT o micobag
terias ati{picas). El huésped natural de M. tuberculosis es
el hombre y el bovino en el casoc de M. bovis, aunque ambos -
agentes pueden causar enfermedad en otras especies domésti--
cas y salvajes (1,5,10,13,22).

El resultado de la interaccidn entre el agente pa-
tégeno y el huésped es una inflamacidn granulomatosa, lesién
caracteristica de la tuberculosis. Dicha lesidn consta pripn
cipalmente de tejido necrdtico rodeado de macréfagos (MPs),-
células epitelioides, células gigantes, linfocitos, fibro---
blastos y colégena (3,27,44).

Dentro del granuloma, los M@s tienen un papel pre-
dominante por su tapacidad de fagocitar y procesar al bacilo
tuberculoso (1,6,8,15,40,60). Los MBs, gque se originan en -
la médula dsea, sg encuentran ampliamente distribuidos en --
los tejidos, integrando el Sistema Fagocitico Mononuclear --

(48,56,62).
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Una vez gque se lleva a cabo la interaccidn hués---
ped-parésito, son varios los mecanismas que emplean los mi--
croorganismos (MOOs) patdgenos para evitar ser destruidos --
por los MPs; uno de estos, es la evasidén de la fagocitosis,
que puede ocurrir en cualquiera de las 5 fases que integran
este proceso responsable de la destruccién de una amplia va-
riedad de MOOs (45,54,56,58,62). Dicho proceso ocurre prin-
cipalmente cuando se lleva a cabo la fusidn fagosoma-lisoso-
ma (FL), pues esta fusidn permite que entren en contacto las
enzimas y sustancias bactericidas presentes en los lisosomas
(Ls) de los MPs, con el MOD fagocitado previamente y conteni
do en un fagosoma (F) o vacuola fagocitica (6,13,27,40,44, -~
53,56,58).

En 1971, Amstrong y D'Arcy Hart, con el uso del mi
croscopio electrénico y técnicas citogquimicas, determinaron

que el Mycobacterium tuberculosis H37Rv era capaz de evitar

la fusidén FL en MPs peritoneales de ratén cultivados in vi--

tro (2). Posteriormente este fendmeno se observd en infec--

ciones causadas por Brucella suis, Toxoplasma gondii, Nocar-

dia asteroides y virus Sendai (16,33,34,46).

Investigaciones posteriores con el bacilo tubercu-
loso, han sido encaminadas a demostrar el mecanismo por el -
cual este parasito intracelular evita la fusién FL. Estos -
estudios han propuestoc que podria deberse a un aumentoc en la
produccidn de AMP ciclico, la presencia de sulfatidos en 1la
pared bacteriana y/o la secresidn de amonio (23,25,41). Se

ha observado también que el bacilo secrets una sustancia prg
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teica capaz de bloquear la accidn de la ’3-Glucnranidaaa pre
sente en los Ls de los MPs; ademds se sospecha de la presen-
cia de otras sustancias que pueden evitar la asdherencia del
bacilo a la membrana de estos MPs y la produccidn de enzimas
por parte de los mismos una vez infectados con el bacilo tu-
berculoso, inhibiendo as{ los procesos de respiracién celu--
lar (3,36,62).

Un método para el estudio del mecanismo de fusidn
FL fué ideado por D'Arcy Hart y Young en 1975 (31); éste em-
plea el naranja de acridina (NA), colorante vital fluorescen
te que tiene la propiedad de acumularse principalmente en el
medio ambiente &dcido de los Ls (pH 4.5-5) y cambiar de color
de acuerdo al pH del medio en que se encuentre. As{ pues: -
cuando los Ls marcados con este colorante, se unen con uno o
més Fs (pH 7-7.4) serd posible observar la fusién FL en una
escala de color que varia del amarillo verdoso al naranja, -
dependiendo de la viabilidad de la célula y de la sustancia
fijadora empleada (35).

El presente trabajo tiene como propésito contri---
buir allestudio de la patogénesis del bacilo tuberculoso me-
diante la determinacifn de la frecuencia de fusifn FL en MBs
peritoneales de ratdén cuando estos son infectados caon M. va-
ccae (cepa na patAgena), M. bovis BCG (cepa atenuada) y M. -
tuberculosis H37Rv (cepa patfgena) utilizando como testigo a

Candida albicans.




MATERIAL Y METODOS
Animales: Se utilizaron ratones albinos auizos1,
de 30 g de peso en promedio, clinicamente sanos, a partir de
los cuales se obtuvieron los MPs peritoneales.
Bacterias: Se trabajé con las cepas de M. tuber--

2, M. bovis BDGB, M. vaccae MYDCIQ2 y levaduras

de Candida albicans“.

culosis H37Rv

Obtencidén de células: Los MPs peritoneales fueron
obtenidos de 1la siguiente manera:
Los ratones fueron anestesiados con eter y sangrados en su -
totalidad. Se colocaron sobre una tabla de corcho y fueron
sujetados con alfileres. La piel abdominal se impregnd de -
alcohol y se procedif a retirarla dejando al descubierto las
masas musculares del abdomen. Con aguja del No. 22 y jerin-
ga estéril se introdujdé a cada ratdn, via intraperitoneal, -
10 ml de solucidn salina fosfatada (5SF) con 0.6 mM de &cido
etilendiaminctetraacetico (EDTA) y pH de 7.2 (7). La solu--
cién se recolectd en tubos de centrifuga cénicos y se centri
fugb a 250 X g/10 minutos (min). El sobrenadante se descar-

té y se procedif a realizar el conteo celular en un hemocitd

1. Proporcionados por el Depto. de Virologia e Inmunologia -
de la FMVZ, UNAM.

2. Proporcionadas por el Depto. de Bacteriologfa de la FMVZ,
UNAM,

3. Proporcionada por el Instituto de Higiene, SS.
4. Proporcionada por el Ontario Veterinary College, Canada.
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metro, usando azul tripanoc al 0.4%, lo que ademds permitid -
determinar la viabilidad de las células obtenidas.

Cultivo de MP@s: E1 paquete celular se diluyd en -
Medio 199 suplementado con 2 mM de L-glutamina (M199), 10% -
de suero fetal bovino, 1.5% de bicarbonato de sodio al 3%, -
100 UI de penicilina y 1 mg de estreptomicina, con un pH ---
final de 7.0, ajustando la concentracidn celular a 1.25 X-1d5
células/ml, colocando 1 ml por tubo de fondo plano (13 mm de
diametro y 45 mm de longitud). Se emplearon 40 tubos en to-
tal y en cada tubo se colocd previamente un cubrescbjetos re-
dondo de 12 mm de diametro sobre el cual quedaron adheridas
las células.

Se purificd a los M@s por su propiedad de adhesidn
al vidrio (39); por lo que se incubaron los tubos a 379c/120 -
min y después se lavaron tres veces con S55F sin EDTA para --
eliminar las células que no se adhirieron. Se tomd el primer
sobrenadante del 10% de los tubos y se cuantifich en estos -
el nimero y la viabilidad de las células que no se adhirie--
ron al vidrio para as{ establecer la cantidad de M@s adheren

tes por tubo, encontrando 1 X 1IJ6

células, aproximadamente;
posteriormente se agregd 1 ml de M199 y se incubaron a 37%C
durante 24 hrs. Una vez concluido este lapso se realizé ---
otro lavado y otro conteo como en el paso anterior.
Preparacidn de indculns: Las cepas de micobacte--
rias y levaduras fueron utilizadas en el punto de la méxima

pendiente de la fase de crecimiento logaritmico. M. tuber--

culosis H37Rv y M. bovis BCG se cultivaron por 21 dias y ---
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M. vaccae por 5 dias en medio de bubos’ a 379C. Las levadu-
ras de C. albicans fueron cultivadas durante 24 hrs en caldo
triptosa a 379c.

Los bacilos se lavaron tres veces con SS5F para eli
minar cualquier sustancia presente en el cultivo que pudiera
interferir con la fusién FL. En el Gltimo lavado las mico--
bacterias fueron centrifugadas a 25 X g/5 min para sedimen--
tar los aclmulos de bacilos (63). Las micobacterias disgre-
gadas fueron tomadas de la parte superior de la SS5F y se di-
luyeron en M199 sin antibibticos. Las levaduras también ---
fueron lavadas tres ocasiones y resuspendidas en M199. Se -
ajustd el nimero de micobacterias por medio de espectrofoto-
metria (37), estableciendo una concentracidn de 5.2 X 107 -
micobacterias/ml (1 mg de peso seco de micobacterias/ml). En
el caso de las levaduras se estandarizd la concentracién a -
5 x 10° levaduras/ml.

Marcaje de Ls: Los Ls de los M@s se marcaron 30 -
min antes de ser infectados siguiendo la técnica descrita --
por D'Arcy Hart y Young (31) que emplea S/Mg de NA/ml a 37°C
con 5% de EUZ, en la obscuridad. Se verificd la viabilidad
de las células antes y después de marcadas usando la tincidn
de azul tripano.

Infeccidn de los MPs: La infeccidn se realizd con
1 ml de inéculo por tubo. El rango de infeccién fué de 10 -
micchacterias por M@ vy de 4 levaduras por MpP.

Después del marcaje de Ls con NA, se colocaron to-

(*) Difco Labs.
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dos los tubos en un recipiente con hielo y agua para mante--
ner la temperatura por debajo de 1&08, temperatura a la cual
se detiene el proceso de fagocitosis (35,55). De esta mane-
ra se sincronizé la infeccién de los MPs y se permitié la fi
jaciéon de las bacterias y levaduras a la membrana celular en
los tubos ya infectados durante 60 min.

Posteriormente y con la finalidad de eliminar las
micobacterias y levaduras que no se adhirieron, se realiza--
ron tres lavados con M199 frio (4°C), al finalizar el Gltimao
lavado se elevé la temperatura a 37°C y se procedid a seguir
una cinética de tiempos cortos: 0 min, 15 min, 30 min y 60 -
min, respectivamente. Los cultivos se fijaron con metanol -
por 5 min a los tiempos arriba mencionados.

Se emplearon M@s sin infectar marcados con NA para
establecer las fusiones FL inespecificas ocurridas antes de
la infeccidn debidas a la fagocitosis de particulas extrafias
y a la formacién de autofagosomas que se estan produciendo -
por el constante reciclaje y/o sintesis de la membrana celu-
lar del M@ (55).

También se realizd un testigo de autofluorescencia
el cual consistid en M@s sin marcar con NA y sin infectar.

Para obtener la frecuencia de fusién FL fué necesa
rio determinar la capacidad fagocitica de los M@s, para es--
to, se realizd simulténeamente a la infeccidén de los MPs mar
cados con NA, otra, infeccién sincronizada en M@s que fueron
tefiidos con Giemsa y Auramina-0 (tincidn édcido-alceohol resis

tente para micobacterias), después de realizar la misma cing
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tica de tiempos, con igual rango de infeccién. Estas tincig
nes permitieron establecer la cantidad de bacterias y/o leva
duras adheridas (tiempo=0 min) e internalizadas (tiempo=>0 -
min) en las células.

Una vez fijados los cubreobjetos, fueron lavados -
con agua destilada, se sacaron de los tubos y fueron coloca-
dos en portaocbjetos.

La observacidn de los MP@s se efectud en un fotomi-
croscopio III Carl Zeiéa de epifluorescencia, equipado con -
filtro primario BG12 y filtro barrera Ki4l, para los fluoro--
cromos NA y Auramina-0; las células tefiidas con Giemsa se --
observaron con el microscopio de campo claro.

Anédlisis estadistico: Se condujo conforme a un di
sefio de tres caminos de clasificacién, el modelo al cual se

le atribuyd el total de la variacién fué:

\A K= /(+ Bi+8(i)+ M 4+ BM, 5t T+ BT+ MT *®* BMT, ®* E JO1

en donde: /(: media poblacional; Bi= efecto de experimento; 8 = error -
de restriccién por la azarizacidn de experimentos; MJ= efectao
de bacterias; BMij= interaccidn entre experimentos y bacte---
rias; Tk= efecto de tiempo; BTik= interaccidn de experimento

y tiempo; MT K= interaccién de bacterias y tiempo; BMTijk= in

J

teraccién de experimentos, bacterias y tiempo; E(ijk)l= error

aleatorio suponiendo NID (0,0™).
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RESULTADOS

Los valores que se muestran en los cuadros y gréfl
cas representan el promedio de tres experimentos en los cua-
les se observaron 100 MPs al azar.

En el Cuadro y Gréfica No. 1 se presenta el porcen
taje de MPs involucrados en la fagocitosis de las distintas
micobacterias. Se observd que la cantidad de células fué de
24 .43%, 35.54% y 59.47% para M. bovis BCG, M. tuberculosis -
H37Rv y M. vaccaee, respectivamente. Para los MPs infectados
con C. albicans se observé el 80.73%.

Empleando la tincidén de Auramina-0 y Giemsa se de-
termind la Capacidad Fagoc{tica de los M@s infectados con mi
cobacterias y C. albicans, respectivamente, esto es, el nﬁmg
ro de bacterias fagocitadas/100 M@s en los distintos tiempos
del experimento (Cuadro y Gr&fica No. 2). Se observd que un
nimero similar de bacilos de M. tuberculosis y M. vaccae se
adhirieron en el tiempo 0 min (P >0.10) y M. bovis resultd
ser la micobacteria que en menor grado se adhirid a la mem--
brana de los MPs s este tiempo (P < 0.10). Del tiempo 15 --
min en adelante, la cepa virulenta de M. tuberculosis y la -
atenuada de M. bovis fueron internalizadas de manera constan
te, aunque esta Gltima en menor grado (P < 0.10). Con res--
pecto a M. vaccae se observd un incremento lineal a partir -
del tiempo 0 min (P < 0.10). En el ceso de los MPs sin in--

fectar fué posible observar "particulas" que tomaron los co-
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lorantes de Auramina-0 y Giemsa.

El ndmero de fusiones FL observadas con la tincidn
de NA en los MPs infectados y sin infectar se presenta en el
Cuadro y Grafica No. 3. Los MPs infectados con M. bovis mos
traron el mayor nimero de fusiones FL (P = 0.01) a lo largo
del experimento. Los M@s infectados con M. vaccae mostraron
fluctuaciones en el nimero de fusiomres-Fh con respecto a ---
M. tuberculosis, sin llegar a ser diferentes (P < 0.01). En
los M@s sin infectar también se observd la presencia de fu--
siones FL.

Una vez establecida la cantidad de bacterias fagao-
citadas y el nimero de fusiones FL en los MP@s infectados se
procedif a determinar la Frecuencia de Fusidn FL (FFFL) em--

pleando para ello la siguiente infeccién:

Debido a la incertidumbre presente en los M@s in--
fectados y sin infectar pero més evidente en estos Gltimos,
fué necesario modificar la ecuacidn para disminuir al minimo
el efecto que produce la ingestifn constante y permanente de
particulas, asi como la generacién y fusidn también constan-
te de los Ls primarios por parte de los fagocitos, con lo --

cual la ecuacién gquedd de esta forma:
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P(t) - fo(t)
b(t) - bo(t)

FFFL =

en donde:
para la tincién con NA:

f(t) = Nimero de fusiones FL observadas en 100 M@s infecta--
dos y contados al azar.

fo(t)= Nimero de fusiones FL observadas en 100 M@s sin infec
tar y contados al azar.
y para la tincién con Auramina-0:

b(t) = Nimero de micobacterias observadas en 100 M@s infecta
dos y contados al azar.

bo(t)= Nimero de particulas observadas en 100 MPs sin infec-
tar y contados al azar.

De esta forma es posible apreciar que S
b(t)
fo(t)
constituye la sefial del fenémeno FFFL y ---=2=22- la de la in
bo(t)

certidumbre o ruido*.

Una vez aplicada la ecuacién a los datos obtenidos
fué posible establecer la FFFL. Para los MPs infectados con
C. albicans la FFFL se obtuvo empleando la misma ecuacién pg
ro se usé la tincién de Giemsa para establecer la Capacidad
Fagocitica y el nimero de células involucradas en la fagoci-

tosis. Los resultados de la FFFL se presentan en el Cuadro

(*) noise, background.
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y Gr&fica No. 4. Se observd que la FFFL méds baja correspon-
did a los MPs infectados con M. vaccae en los cuatro tiempos
del experimento (P < 0.01). La ¥FFL de los MPs infectados -
con M. bovis fué mayor gue la de M. vaccae (P < 0.01) y uni-
camente resultd mayor en el tiempo 15 min en comparacidn con
los infectados con M. tuberculosis (P < 0.10), no existiendo
diferencias en los demés tiempos (P > 0.10). Se observd que
la FFFL fué constante para cada micobacteria durante los ---

tiempos del experimento (P > 0.10).
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DISCUSION

Los parédsitos intracelulares facultativos vy obliga
dos son capaces de evadir y/o resistir la fagocitosis porgue
utilizan mecanismos que evitan una o varias etapas que inte-
gran este proceso (adherencia, ingestidn, fusibn fagolisoso-
mal, digestifn y excresidn), cada una de las cuales requiere
de diversos factores inherentes a la célula huésped y al pa-
risito para su realizacién.

El testigo de la fusifn FL en este trabajo fué ---
L. albicans gque ha sido utilizada en investigaciones ante---
riores (9,11,17,50) porgue es fagocitada répidamente y la fa
gocitosis puede observarse fAcilmente, como occurrid en este
trabajo en el que se pudo observar M@s que fagocitaron y fu-
sionaron a estas levaduras (Ver fotografias).

El ndmero de MPs involucrados en la fagoci®hsis --
varid de 25% a 80% para las distintas micobacterias y levadu
ras, posiblemente debido a diferencias en la composicién qui
mica de estos. Por otra parte se encontrd un 35.54% de MPs
involucrados en la fagocitosis de M. tuberculosis H37Rv, ---
coincidiendo con Zlotnik et al quien informdé un 34% para los
MPs pleurales infectados con M. bovis BCG (63); resultando -
ademés para este estudio el 24.43% para M. bovis BCG y -----
54.47% para M. vaccae.

Cabe destacar que en la literatura consultada po--

cos estudios realizados sobre la fusidn FL mencionan el por-
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centaje de MPs que fagocitaron y la Capacidad Fagocitica de
los mismos, posiblemente debido a los diferentes métodos ex-
perimentales empleados (2,3,16,23,25,29,30,31,33,34,38,41, --
43,46). Sin embargo, diversos estudios sefialan que la canti
dad de células que fagocitan en una poblacidn y la Capacidad
Fagocitica de las mismas varfa y nunca llega al 100%. Traba
jos recientes confirman este hecho y hacen notar que esta he
terogeneidad (morfolégica, bioquimica y funcional) existe en
MPs de cualquier especie y. origen e inclusive en lineas de -
MP@s de origen murino que se han desarrollado y que se estan
usando en la actualidad como son la J774.1, PUS-1.8, WEHI-3
y P388-D1 (19,21,28,42,45,50,57,63).

Otra variaeble que afecta al porcentaje de células
fagociticas y que se debe considerar es el rango de infec---
cidn; en el Cuadro No. 1 se aprecia que no todos los MPs fa-
gocitaron micobacterias y levaduras en los rangos de infec--
cién de 1:10 y 1:4, respectivamente. Esto coincide con lo -
informado por otros investigadores, quienes al usar diferen-
tes rangos de infeccidén, cepas de micobacterias con diferen-
te virulencia, agentes bacterianos, latex, carbfn y origen -
de los MPs, chservaron que en condiciones dptimas de viabilji
dad ( >95%) no todos los MPs son capaces de fagocitar, adn
cuando provienen de animales condicionados con o sin un alto
grado de homogeneidad (4,11,14,17,18,19,21,28,32,42,47,50,--
51,57,63). En este trabajo se decidid infectar a los MPs --
con una proporcifn 1:10 puesto que en experimentos previos -

(datos no mostrados) se observd que: a) al infectar a los --
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MPs con una relacidn menor (1:4) se fagocitd un ndmero insu-
ficiente de micobacterias, lo que no permitid obtener datos
suficientes para ser analizados; b) al infectarlos con una -
relacién mayor (1:100) la cantidad de micobacterias fagocita
das fué tan grande que resultd imposible determinar con pre-
cisibn cuantas bacterias habian sido ingeridas; c) un aumen-
to en la temperatura ( > 15°C) no permitié sincronizar la in
feccién y d) al aumentar el tiempo de adherencia a 4°¢c por -
arriba de 60 min se inicid un desprendimiento de los M@s, --
por lo que no habia poblacién & estudiar.

En la adsorcidn de bacterias a la membrana celular
de M@s, se sabe que participan propiedades inherentes a la -
superficie de ambas (49). Con respecto al fagocito, se sabe
que la adherencia de diversas bacterias se facilita emple---
ando M@s previamente estimulados o cuando se opsonizan las -
bacterias con inmunoglobulinas G. En este trabajo, se em---
plearon M@s peritoneales sin estimular, Wago menciona que la
adherencia en este tipo de células se realiza principalmente
por receptores inespecificos de baja afinidad (59). En rela
cién con las bacterias, se informa que las cargas electrosté
ticas y las caracteristicas hidrofilicas e hidrofébicas de -
la superficie juegan un papel importante en la adherencia a
otra superficie celular (49). Se conoce que el género Myco-
bacterium posee una gruesa capa lipidica, lo que les confie-
re a estas bacterias una fuerte hidrofobicidad que se mani--
fiesta por la formacién de agregados cuando los bacilos se -

encuentran en medio liquido (2,3,5,19,63). Esta ohservacidn
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fué evidente en este trabajo pues hubo la necesidad de recu-
rrir al empleo de detergentes como el Tween 80 (en concentra
ciones que no afectaran a la membrana celular), perlas de vi
drio y tiempos prolongados de agitacidn para disgregar a los
bacilos. Aln asi, es necesario sefialar la persistencia de -
estos agregados en los M@s infectados con las diferentes mi-
cobacterias empleadas, fendmeno que no se observd con los --
M@s infectados con C. albicans.
La menor cantidad de bacilos de M. bovis adherida
g la membrana de los MPs respecto a M. tuberculosis y M. ---
vaccae sdlo podria ser explicada con base a diferencias en -
la conformacién externa de M. bovis. Goren sefiala menor con
centracidn de sulf&tidos en le superficie de los bacilos de
M. bovis en comparaci6n con M. tuberculosis (24,25). Por el

otro lado, M. vaccae y M. tuberculosis se adhirieron en ----

igual forma, lo que sugiere similaridad en las caracteristi-
cas superficiales de ambas con respecto a su adherencia a --
MBs peritoneales de ratén. En la literatura consultada no -
fué posible encontrar informacidn sobre las caracteristicas
superficiales de M. vaccae.

Es importante sefialar que Goren sugiere que la ---
fuerte propiedad hidrofAbica conferida por los glicolipidos
de la pared bacteriana del género Mycobacterium contribuyen
a dificultar la adhesidn y por consiguiente la ingestidn de
las distintas especies de este género (26).

Con relacién a la fusidn FL se observd que la tem-

perature menor de 1% permitié sincronizar la infeccién, --
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pues como lo informa Kielian et al la fagocitosis no ocurre
a esta temperatura (35), sin embargo, debido al empleo de --
M@s peritoneales provenientes de animales condicionados no -
fué posible eliminar las fusiones inespec{ficas gque pueden -
ser el resultado de: a) la adhesidn e ingestidn de diferen--
tes particulas, muchas de las cuales se pusieron de manifies
to.con las tinciones de Auramina-0 y Giemsa y b) de la forma
cién y fusién de Ls primarios con Fs que se estan producien-
do constantemente en estas células con capacidad fagocitica
marcada y capaces de internalizar la totalidad de su membra-
na plasmitica en aproximadamente 30 min, como parte de su --
fisiologia (35). Lo anterior se manifiesta al observar los
datos de los MPs sin infectar donde diversas particulas ca--
paces de reaccionar con el colorante Auramina-0 y Giemsa prg
porcionaron un promedio de 0.07 ¥ 0.0 por MB y de 0.35 ¥
0.09 de fusiones FL por MB.

La importancia del fendmeno antes mencionado es --
tal que a pesar de tener una idea clara de él, de la utiliza
cidn de los testigos necesarios y de una ecuacidén que tiende
a eliminar la incertidumbre, ésta siempre se hizo evidente -
como se puede apreciar en el tiempo O min del Cuadro No. &4.

Se observa que los valores més significativos de -
fusidn FL se manifiestan en los 15 min y 30 min de estos ex-
perimentos. Esto coincide con lo expresado por Geisow et al
en el sentido de .que la fusién FL con bacterias y particulas
ocurre en estos tiempos (20), después de iniciada la fagoci-

tosis y que los eventos que se presentan depués seran el re-



19
sultado de la degradacidén o no del material ingerido (35,---
56).

Con respecto a la FFFL de las distintas micobacte-
rias, propdsito de este estudio, es necesario mencionar que
los M@s infectados con M. vaccae presentaron la FFFL mas ba-
ja en estas condiciones, ademés, M. bovis y M. tuberculasis
mostraron una FFFL similar, salvo en el min 15 en el que la
primera mostrd el valor mayor.

En estudios previos, con otro disefio experimental,
se observd que M. tuberculosis H37Rv y M. bovis BCG fueron -
capaces de disminuir la fusidn FL (2,3,25,29,30); no asi can
M. vaccae, micobacteria no patfgena, con la que no se ha in-
formado de ningdn estudio de este tipo con anterioridad.

Considerando otros métodos y condiciones que se --
han empleado para evaluar la FFFL, se encontrd que Amstrong
et al (2,3) analizd este fendmeno por medio de la microsco--
pia electrdnica, técnica con la que para establecer la pre--
sencia o ausencia de fusiones FL es necesario observar un ng
mero considerable de muestras para obtener hallazgos impor--
tantes gue permitan afirmar cuantitativamente que la fusidn
FL ha o no ocurrido.

Otro método de estudio de la fusidn FL es determi-
nar si las enzimas contenidas en los Ls han entrado en con--
tacto con el sustrato presente en el F por lo cual es necesa
rio medir la forma en la que desaparece el sustrato o medir
el producto resultante de la accién de la enzima. Este méto

do, exacto y preciso, tiene el inconveniente de gue al mismo
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tiempo gue evalda la fusidn FL también esta determinando la
digestidn o no del sustrato utilizado, siempre y cuando éste
O0ltimo sea susceptible a la accidn de las enzimas lisosoma--
‘les.

Con respecto a la técnica de NA utilizada en este
trabajo, se debe comentar que la observacifin de las fusiaones
FL cuantificadas se ve sujeta a errores de interpretacidn --
por parte del observador pero estos se ven reducidos a su mi
nima expresidén debido principalmente al tamafio de la muestra
analizada.

Debe sefialarse que: 1) no es posible extrapolar --
los datos aqui mostrados, referentes a la fagocitosis de las
diferentes micobacterias empleadas en este trabajo, con los
obtenidos por otros autores al utilizar latex, eritrocitaes,
levaduras y otras micobacterias para evaluar la fusidn FL, -
dadas las diferencias entre géneros bacterianos, entre las -
especies de micobacterias y adn las posibles diferencias en-
tre cepas de la misma especie; 2) se emplearon MPs peritoneg
les sin estimular, células heterogéneas y sin activar, con -
las que entran en contacto por primera vez los diversos MOOs
cuando ingresan a un huésped determinado; 3) es posible con-
cluir que la capacidad de inhibir la fusidn FL no es privati
va de pardsitos intracelulares obligadas como M. tuberculo--
sis y M. bovis, que de esta forma evaden y/o resisten la fa-
gocitosis ademés de utilizar otros mecanismos para lograrlo,
sino que esta propiedad se puede encontrar también en M. va-

ccae, MDD apatdgeno para el cual sdlo se encontrd un informe
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de su participacién en un proceso clinico de telitis nodular

(52).
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Cuadro No. 1

PORCENTAJE DE CELULAS INVOLUCRADAS EN LA FAGOCITOSIS.

tiempo (min)
1] 15 30 60
M. tb. H37Rv 38.32 36.76 32.80 36,77
M. bovis BCG 22.70 20.20 27.75 27.05
M. vaccae 41.61 54.18 65.75 76.31
C. albicans 74.61 83.29 83.03 82.28
Cuadro No. 2

CAPACIDAD FAGOCITICA PROMEDIO DE LAS CELULAS EN

CULTIVO (NUMERD DE BACTERIAS/100 Mds).

M. th. H37Rv
M. bovis BCG
M. vaccae

C. albicans

Sin infectar

tiempo (min)

0 15 30 60
1.79 1.94 1.23 2.23
0.51 0.35 0.67 0.58
1.83 3.51 4.75 6.25
2.40 3.80 3.18 3.68
0.08 a.06 0.10 0.07




Cuadro No. 3

NUMERD DE FUSIONES FAGOLISOSOMALES EN 100 Mps.

tiempo (min)

(1] 15 30 60
M. tb. H37Rv 0.98 0.82 0.78 1.09
M. bovis BCG 1.31 1.38 1.30 1.62
M. vaccae 1.30 0.65 1.24 0.72
C. albicans 0.58 0.85 1.02 1.26
%in infectar 0.33 0.35 0.5 0.25
Cuadro No. &

FRECUENCIA DE FUSION FAGOLISOSOMAL (FFFL).

M. tb. H37Rv
M. bouis BCG
M. vaccae

C. albicans

tiempo (min)

0 15 30 60
2.1 1.16 1.9  1.77
2.53 3.1 1.84 2.16
0.41 0.09 0.16 0.06
0.1 0.04 0.32 0.18




Gréfica No. 1

100, CELULAS INVOLUCRAOAS EN LA FAGOCITOSIS.
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Fotograffa No. 1. MPs infectados con C. albicans.
Se observa una levadura caontenida en un fagosoma.
Tincién de Giemsa. 1250X.



Fotografia No. 2. M@s infectados con C. albicans.
Se observa una fusidn fagolisosomal. Tincidn con
NA. 1600X.



Fotografia No. 3. MPs infectados con M. bovis.
Se ohservan 3 bacilos. Tincidn con Auramina-0.
1250X.



Fotografia No. 4. MPs infectados con M. bovis.
Se observan tres fusiones fagolisosaomales.
Tincidn con NA. 1250X.



Nota; Las fotografias se tomaron con pelicula KodacolorVR
ASA 100. E1 tiempo de exposicidén fué automdtico para la

fotografia No. 1 y de 60 segundos para las de tincién ---

fluorescente.



	Portada
	Contenido
	Resumen
	Introducción
	Material y Métodos
	Resultados
	Discusión
	Literatura Citada
	Anexos

