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1) INTRODUCCION

La tarea gue heson estado desarrollando al cade ¢
unos afios , surge del poco entendimientn que se tiene del efecto
que producen las wmicobacterias durante su interaccidn s nivel ¢e
superticie externa con las célulss fagociticas., Este tipn de
interaccién seo ve regido por 1a naturalesa sisms d¢ e
superficies . Esto es, el contacto satre una superéicie wuy
hidrofbbics, 1a de 1a micobacteria, y otra gue es ia de las
celulas ¢agociticas mononucleares, cuys weshrana externa se
oncuentra formada principalmente de proteinas y Lfipidon. Ge reper
ta que el wacrdfagn tendra wsayor afinidad hacia particules cuys
hidrotobicidad superéicial, dads principalmente por la cgastitu
cién de su memsbrana, sea mayor que la propia (1), Ast, hay 12
sugerencia del porque de 1a atinidad tan grande entre el
wacrifego hacis tas micobacterias, independientemente del pracess
tagocitice natural que lleva & cebe @l sacriéfage & traves de
rescoptores especializados. .

, Una de 1as rutas posibles pars poder lograr shtener
inforsacidn sobre este tipo de interaccidn ha nide meniterear las
proteinas que 80 encusntran on 12 superticie del asscrofagpo
durante el proceno d¢e fagucitomin. AsSi, une do los shjetives que
ADE warcesos on este trabajo fue ol deteruinar come afects la
tagecitesis de una micobacteria a la dininice do la uwesbrans
plasestica y 8l tratico intracelular do las prateinss que farsan
a la wisma. Esta dindmica 1a hemes oeguido a traves d¢ol
soniteren deo las cinbticas de cointernalizacién y reciclaje de
fas pretefnas que se hallan accesibles on 1a meubrana plaseatics
Lr’: pueden ser detectables a traves deol sartaje redisctive con

Se Propuso detersiner cual o8 ol ofects que pudiers
tener 1a virulencia do una copa de Auhsezulasls
raspecto do 1a copa no virulenta, asbre la dinimice do la
weubrana oxterna de las células ¢faguciticas wssnenuciesres. Gets
dinamica o0 siguio s traves de 1as cinéticas de cainternslizacién
y reciclsje de ias prote{nas que la fersan. o cospare la
activided de 1o copa virulenta do fi, (uharculoais clesificede
comd HIY Rv (2), con los efectes praducides per 1o Cips
avirulenta de §. tuhacculoais, que o0 clasifica cens HI? Ra.

Gste ofecto padria ser viste a un nivel de
interazcién membranal, sin eabargo teshieén pedria ser que Ia
1iberacidn de ¢actores wmolubles afectaran estas cindtices. -
Anteriormente, en nuestro lshoratorio se chservaren diferentes
efectos do 108 antigenas solubles ssbre l1a activided do les
célules ¢agociticas, entre ellos, 1a seréelogia do 128 colules
Que han pinecitedo Satos antigencs. Se buncd entences algun tipe
de efecte a nivel do wenmbranas celulares o en 1a dinamica do les
proteinas que forman a las wesbranse  de  estas célules
¢agoc{tican. los etectos resultantes on 1a modiéicecibn de



las cindticas de cointernslizscich d¢ proteinas de wesbrana
orobablemente sesn parte de una astrstegia bien establecida por
fa bacteris, para evadir la respuesta del sistews inmune ys sea
eliminandnia 6 requlandoia.

Para comprobar estas hipitesis, se propuso determinar
que_etfecta tienen los antigenos micobscterisnos solubles, en 1a
dindmica colular a través de 1 evaluscicn de las cineticas de
cointernalizacién de proteinss que participsn en la endocitosis

de estas antigenos.
La integridad de una pared celular es muy importante

cuando ne lleva a caha ura $agocitonis medisia por protefnas de
auperticie anterna. El compartamientn de los microorganiseos
deponde de la integridad de sus parsden, St se dafia su pered por
sedion +{sicos, como calor o se cubren los sitios de enlece en
aus supertirien con anticuerpos, policlonales o msonoclonales, lfos
aicroorsanismos auestran una capacidad mencor pars prevenir -la
tormacién de fasclisaosomas, sugiriendo que el teniment depende de
1a actividad setsholics y de las caracteristicas superticisies
del parasito fintacto y vivo . Adesds pudieran ser clerto tipo de
antisenns o proteinas las que regularsn ests interaccion y que
solamente pudteran sstar presentes on bacterias metabalicemente
sctivas © con pared intacta. Entonces se tratd detersinar el
rosible sfectn de bacterias viahles y metabolicamente sctivas, vy
c:o-p:ur)o con 1o que podria ocurrir sl ensayarsacs con bacteriss
mertas.,

Otrp de los objetivos que nos interesaba llever »
caba o8 ¢] de determinar i Law cinéticas de entrada estaben
influenciadas por e} tipo de via que se usara para esto, o wes,
st ¢uera a traves de receptarss especiéicos tales coso los
iraunniogicos, raceptor para ia fraccion Fc y C3b, o eediante
receptores no especializados, tales como cierto tipo de
9i icoproteinss (5). Este tambien padria tensr un etects directo
sobre 1a ruta que han de seguir interramente las proteinss gue se
han co-internalizado (4),

Planteaans por 10 tanto determinar ol etecto de I
opsonizecidn de las bacterias en la entrada do éntas, y on las
cineticas de cointernplifzacion y reciclaje de proteinss
tnrvolucrades en oste procesao.

Cuandts se habla de processmiento antigdnica, sin duda
tendrowos que pensar on UP process regulatoria trmundlogico
donde el wecrdfago juega el papel preponderante. El tipo de
procesaniento intraceiular que se desarralle con las hacterias
cospieotas © sus antigeros, sera importante en el proceso ¢
regulacién immune, cuando tengan contacto célula-célula con
linfocitos, tips B d Y. La particularidad que tengan estos
antigonts &l tener weyor o menor afinidad por la mesbrana del
matritega, adeafs de la posibilidad de evitar In degradacitn .
inteacelular o8 igusl de itwportante en el tipo de interaccion gue .
S0 dowsrroils en evte sistems, por 1o que se trata de
earsetorizar & aguellos ant{genos gue se encuentren anociados
nradominantonente 8 1a wembranas del macrifago y on diferentes
otapas do 18 fryocitosis.



11) ANTECEDENTES

1.,8) Aspectos generales de la Tuberculosis.

La Tuberculosis se ha recocnocido como uns de lam
entermadades mis antiguas en ¢l hombre (3,6). E} nombre de
tuberculasis une le atribuye al wedico F. de 14 Boe Sylviug, que
on 1742, on Leyden, B., describio por ver primera a las lesiones
carscteristicas de eata enfermedad conocidas como “tuberculos’.

Lasnnec (17891-1026) inicia 1a investigscion de la
tuberculosis & un nivel was clentitico, y reconoce una
correspondencia entre las lesiones histologicas y la enfersedad,

Willein (1843) y Kelocke (1943) lograron la
transmisién oxperinental de 1a tuberculosis a conejos.

oherto Koch (1842) aislo el bacilo causal de este
enfermedsd y logrd reproducir la enfarmedad en conejos. Sescribid
un <¢encomenn hasta hoy, no de! todo conocido, denominado de
hipersensibilidad retardada

La T8 conrtinia siendo un problena de salud grave en
@1 wmundo, Aungue no distingue razgos genotipicos o fenctipicas,
se acrecenta wmis en 1los pafses  en desarrollo, debidn
principaimente & problemas socio-economicos (7).

Actualnente ae entinma que existen 30 weillones de
canon activas de tuberculasis (8). Se musstra una incidencia anual
de aproxinadamente 10 x 104 casos , y por otra parte se
reportan un poco wmes de 3 millones de musrtes por ano (90,

A pesar de ser una enferasdad tan antigua y dads wu
relevancia & nivel mundial, se canoce aun BSuy poco sobre 1la
relacidn que guardas con su huésped natural, e} wmacroéfass. Solo
recientenente we¢ han buscado wmodelos que expliguen esta
interaccibn y su relacich con la patogenicidad, ’

1.5) Inmunologia de 1a Tuberculosis.

La respuesta inmune en la TR se ve atectada por Ioe
mecanissns de patasenicidad, asf{ como @or las productos
bacterianos inwvnomidulastorios, resultandc en un espectro de
reaccioneg inmunes nediadas por anticuerpos y celulas (linfocitos
T v sacrotagsos). B

LOS parsmetros immunolceicos en 1a TH humana son de
feportancia fundamentz) si se considera que 1as sintomas cifnicos
estan determinados por el tipo predominsnte de ls resccion
imsune. Las rescciones inmunologicas wmon decisivas pera s
satolpgis de 1sw lesiones y en su distribucién anatdeics. &I
etecto protector de la irmunidad adguirida en muchas acasiones no
sctua pnr  1a estructura rigida de la pared celular y aln do 1a

3



renidencia intracelular de las micabacterias.

1) Respuesta Inmune Humoral. La TB induce una
respuesta inicial wmediada por anticuerpos hacia los antigenas
micobacterisnos asociada a una respuesta wediada por células
{10). Se cree que I|a respuesta huworal no juega un papel
protector en 1s patngdnesis. Se reporta gue hay poca actividad
protectora cuando se transfiere suern de animales tuberculosos s
otros que s@ retan con las bacterias vivas (11).

La respuesta huwmgral en TB probablesente tiene un
papel accesorioc sh 1a respuesta del huesped. Los anticuerpos np
participsn en la formacifin  de los granulomas ni en el dano
cbservado en 1a necrosis tisular caseosa (12). Tempoco se ha
encontrado correlacidn entre enfermedad avanzada, altos titulos
de snticuerpos ¢ hipersensibilidad retardada (13).

i1} Respuesta Inwune Celular. . Las infecciones con
o empiezan probablemente par la inhalacion de los
bacilon., Ensesuida se pr una p lesion. Esta lesion si
prosigue se difundird hacia otros organos, incluyendo puimones .

, Los wacrdfagos juegan un papel crucial en is
seneracion de una respuesta inmune, en la tuberculposis. Al inicio
hay una monocitopniesis incresentada y una liberacicn presatura
de monocitos de médula osea (14), Estos monocitos son atraidos &
los sitios de inélamacicn dunde waduran en macrofsgos (135,16).

Los wmacrifagos se pusden activar en el sitio de
indlamacidn, wmostrando una actividad bactericids incremsentada
17, 10)) ademés de una uerie de cawbios eoréologicos que
incliuyen un tewafio sumentado, un incremento en el ndsern de
arganelos. Muestran una alta actividad en transporte vy
weatabeliveo de la slurona. En su sistems oxidativo, presentan un
ince to en s produccidn de superduido. Esta generacidn de
poréxido y superdxido se usan principaleente en el dafo a las
hacterias (19). Este activacién puede estar msediada por a2
liberacitén de linfocinas (20).

Muchas sspecies virulentas de }f; tubsrculnais pueden
sobrevivir y sultiplicarse dentro de lae celulas fagociticas. En
1a tuberculosis crénica , la sctivacidn celular puede no ser
adotuada para una eliminacidn exitosa de las bacterias.

Las wicobacterias ingeridas son llevados a2 nddulos
lintaticos regionales, higadn, bazo y otros organon. Una pegquena
cantidad de antigent bacteriano, después de ser procesado en un
fasoaows o éegalisovowa, se encuentra en s membrana del
mecratagso donde puede ser transferido s lintocitos mediante
receptores celulares eapeciéicas.

Los wscrfiagos presentan efectos tales gue inducen
por s{ wissos 0 en otras células, respuestas de supresion celular
y humoral (21). . :

La interaccion entre macrotagos y lintociton T, es
esencial para la respuesta inuune. La direccidn neta de la
rOBN ta dependera de factores tales como, e tamanoc de is
infeccion, ruta de infeccidn, naturaleza de los antigenos y la
presancia de factores de reconociniento celular é humoral (22).

La intersccidn entre wacrofagos y lintacitas &,
fuede ser directa o indirecta (23),




En la figurs No. ! se representan las posibies vias
de una respuesta inmune celular hacia la infeccidn con N,
y sus efectom posteriores .

Figura No |

" VIAB BE LA RESPUESTA INWUNE Y EFECTOS POSTERIORES A UNA INFECCION
CON M, tuberculosis. :
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A 114} Fagocitosis de micobacterias .La {agocitasis
implica vuna adherencia a la wesbrana & traves de receptores
inmunoldsicos o inespec{¢icos, para Jue posteriormente se induzca
la internalizacidn en forma de vesfculas, denowminadas fasosomas,
los cusles a traves de un sistema de microtubulos los llevaran a
su enrcuentro en 1a resicn perinuclear con los lisososas (22,23).
tLos neoptou- superficiales y enzinas juesan un papel importante
on la resceidn de los macrdfagos a los sicronrganissos y en su
comsportamiento posterior (24),

La ingestidn de W, Qovis PCO por wmacrotagoms en
cultivo, cesusa una disminucion en el % de celulas que muestran
recoptorss para globulinas (EM) en poblaciones de células
elicitadas y no elizitadas. Cowpirativamente, @1 receptor para
EAC eon pacientes can lepra limitrofe (BL) o lsprosatosa (LL),
‘esta dimminuido,

Otra consecuencia de 1a fagovitosis de M.__Royis BCO
o8 que sumenta 1a movilidad de sacrofagos, y su pinacitosis (23).

Cusndo e hgo:u-n especien de W, tyberculosis,
estas provncan la liberacion de factares solubles que activan a
1as celulas T, ta) que aumenta el nimerc de celulas T-supresoras
(24).

S wenciona gue el dano a especies virulentas y no
virulentas de Mycobacteriup tCubsrculosis por las  células
¢agneiticas, puede ejercerce a través del sistoma de
peroxidacidn wediado por lasm catalasas. Estas catalasss ae
tocalizen principaimente on peroxisomas y citosol (27),

Los linfocitos son el principio del reconpcimiento
ceiular on 1a respuesta insune. €En base a sus propledades de
superéicie vy +éunciones, 1os lindépcitos B, requieren de
cooperacidn de las células T ayudadoras para responder a muchos
antigsenae T dependienten. Esta interaccidn entre antigenns
especféicos y linfocitos causa 1a liberacion de un nuwmero de
sustancias que asptifican o suprinen las resp tas |

Mackaness (280) denostrd que la hipersensibilidad
celulgr retardada, era la causa ate¢lerada de la Gon,:lln del

tuberculo, por medic del cual se prod la resp a inmune
mediada por células.

Los sacréfagos no tienen wemoria inmunclogica, pero
pueden adquirir indirectamente la especificidad inmunclogics
i{nteractuando con linfocitos y sus productos. La respuesta de
hipersensibiliidad, asociada con la mediada por celulas, acelera
1s velocidad con que 108 macrcfasos se acumulan en ¢l eitio de
infeccion y se activan,

Los linfocitos inician la respuesta celular y son
rosponsables de su espacificidad inmunologica. Bajo la influencia
de los antisenos, los linfocitos proliferan jocalmente y producen
linfocinan y quizas anticuerpas citof{licos. Algunas adquieren
enpeciticidad a~tiadénica por transferencia paniva, algunas otras
actuan inespeciticamente en el sitio (29), ’



Las reacciones de hipersensibilidad son lentes,
alcanzan un pico de 48-72 haras, y persisten por dfen. Ests
reacciéin permite !s maduracidn de sonocitos que llesan al sitio
4o infeccién por ta via lintatica.

Cusndn @] huésped adquiere hipersensibilidad celulsr
y tanto las bacilos como sus antigenos estan prevaleantes, el
reconbio de macrifagas a traves de vias lintétices es afs rdpido,
y 1la activecion es mayor en el wacrifago.

En las lesiones locales, los bscilas y sus productos
estan en aitas concentraciones. Hientras que & nivel aistémico
tales productos sstimuladorss estan on bajas concentraciones. Por
esta rerdn, los macrifagos santienen estadfos de activacién suy
altas y resistencia antimicrobiana sistésics.

Conforme la activacidn macrofsagice sistdeica y 1la
resistencia dessparecen, 13 hipersansibilidad celular persiste.
Tal accidn es dedbida a los tinfocitos T, que recirculan, 1la
mayoria derivados de Timo, con receptores para antigeno,

E£sta hipersensibilidad retardada acelera 1a torsacidn
de tuberculow, y causa 1a destruceién de reinfecciones con
bacilos tuberculasos que escepan de los sacréfagos slveolares.

Esta reaccién previsne reinfecciones endgenas y
puede  ahortar el progresc de muchas lesiones de srigen
homatico, de pulmdn, bain, hisado, rinon. ,

Por otra parte, la actividad de las celulas sseninae
naturales, se ve aunentada en pacientes con TB pulaonar.

Hientras que 1a participacidn [ les
pol imordonuciesres s8¢ encuentran en 1as etapas inflamatoriss y
exudativos de 1a 7B, Su presencia se dobe a la liberacisn deo
sustancias quinintacticas por macrotagsos alveoiares. Su actividad
microbicids ae anocia a 1a generscitn de perdxido de hidrdgeno y
asuperoxido (30).

La adherencia de nsutraéilos se ve sumentads en 1a B
(311, Loa neutrctilos preceden & las sonocitos en las aresn de
intlamacion granulomatosa y liberan ¢#actores quimiotécticos (32).

€} Patogdnesis

€1 bacilo tuberculosa se transaite en dorma de
"gotitas® por via asres, y son inhaladas por un hespederes
susceptible.

8o implantan on el broaguiole d alvesio respiraterie,
smuf pueden multiplicarse con poca resistencia del  hubaped. &1
barilo se difunde a través de cansles linfatices, hatia nddulas
1indéticus regionales y por via hemética a tades 108 ergance.

Los organisens depositades en 1as zenas superisres
del pulndn, pardnquine renasl, corteza cerebral, oacusntran
asubientes que ¢avorecen su  crecimiente, Yy  ANBeroses
reproducciones bacterianas acurren antes do sque 12 iasunidad
sdquirids se desarrolle y linite su sultiplicazidn.

La iarunidad sdquirida se cree sdecuadsa pars limitar
una muitiplicecidn posterior de los Bacilon.

La masa de antfigenos presentes es las bacteriss, asi
cono estructurss caracteristicas del tejido involucrade, pusden
deterninar 1o respussta patolégica a la infeccion tubsrculosa. En



1a Tabla No I, se seRsian aleunas caracteristicas de los
ant{genos micobacteriancs predominantes y su relacidn con el
sietens immune.

Las respuestas tisulares de inflamacidn y necrosis
junto cor los sfntomas sistémicos de 1a tuberculosis, son los
resultados de 1a respuesta mediada por celulas.

En senanas o afos despues de la primers indeccidn,
1ae bscilos tubsrculoens gue han difundido a travis del cuerpo &
varios wsitios gque ¢favarecen su persistencia pueden eapezar a
repliicarse para producir un asplio espectro de la enfernedad.

€n 1» primoinfeccidn, cuando las wmicobacteriss 1legan
a1 pardaguins pulmonsr csusan un procesc inflanatoric discreto
can aéluencis de 1lesucocitos polimoriunucleares primero vy
wmacrdfagos donpuen, que fayocitan s 108 bacilos y se acumulan en
1s luz alveoisr produciendo un pequefio foco de infiltracidn,
apenss visible sacroscopicanentel al cabo de unas dos sesanas
aleunos wacridfagos se fusionan y constituyen celulas gigantes
{tipa Langhans), 1a porcién central de la lesidn se necrosa y
adouiere uns consistencis caracteristica que ha sido denominada
casenss|! 10w macréfasgsos adoptan una moréologia semejante a8
células epiteloides y el foco se rodes de linfocitos. Se conoce
ssf » este proceso cowo foliculo de Koater.

" BY 4ocro de priscinteccidn se localiza en 1a zona
subpleural del pardnguima pulmonar y se disemina tempranasente
por 109 vasos linditicos a 1os ganglios hiliares regionales, que
se raseifican, constituyrendoss en @l complejo primsrio de Ranke.
Este puede evolucionar hacis 1a curacidn, o la generalizacicn o
tuberculosis progresiva de grimointeccidn.

Cuando el complejn de Ranke progresa , la lesién
tnicial susants do tamsiia, asi coso el saterial caseoso disainuye
do consistencia hasta hacerse casi liguido (licuedeccidn), Lo que
perwite oy  4acil eliminacidn par los bronguics con  dos
censscuenciss graves pers o) enfermc! pur un lado me hace
contagioss ol eliwminar grandes cantidades de bacilos con el
esputo, y por otro lado, la dissminacidn bronguial siembra el
process on otras pertes del parénguing pulmonar, 1o que puede
dar lugar a una bronconsumnonis cassass, frecuentewente wartal.

La tuberculasis de reinfeccion ieplica un origen
exdgens de los bacilon., Nuestra una sarcada preferencia @
tocalizarse on las regiones subspicales de los lobulos
superisrss. La evolucidn de #utas lesionas lieva a la netroais

del exudado y la plnlo_. alveslaress incluidas on @) centro de!
- procenn, con  extenside peritfrice de s inflamscidn, La
ticustaccidn dol material necrbtico y su elininacicn a través del)
arbnl droaquial Sransforsan por completo 1a naturaleza de fa
anfornndad al crear 1a lesifn mas importante y caracteristica de
ia tuberculosis, 1s caveras (33.)

La tuberculosis pulsonar de reinfeccidn pusde smostrar
otras lesiones cuya variedad morioldgica es cani infinita, pero
ausdon resumirse en tres grupos distintos: los nadulos, les z0nas
de brontoneunonia casensa y la asusonis cassosa.

Les romplicaciones 4@ 1a tuberculasis pulmonar pusden
ser consideradas como Intratoriécicas o estratarecicas. Las
tntratordcican son hemorragiss, adherencias pleruraies y espions.




Las extretaricicas son diesminaciones del procese infeccioss y
sniloldosis sscundarta.

) Parspectives

Aungue 18 vacunscidn con BCO se ha aplicade dursate
wuche tiempo pars prevenir la tuberculosis, désta ha tenido
4racanos en algunas paises (34), par lo que se ha cuestisnado su
eficacia on 1a prevencidn de esta enfernedad.

S ho buscado por tanto el desarrnlio deo una nueve
vacuna, Esta vacuna se relaciona con 1a posibilidad de estimular
oficiontomente 1a inmunidad mediade por colulas ¥, ys aue la
inmunidad adquirida se 1leve a cabo por este macanisen (39).

Recientemante el gsenoms de y Me_boxis
ha  sido clonado en Eacherichia c¢oli y varias proteinas
reconbinantes , antfgenos aicobacterianos,han sido expresados o
identiticados por wedio del usc de anticuerpas wonoclenales Yy
policionales (34).

Ls identiticacion de antigenss relevantes & 1a
proteccidn se ha desarrollado con células T. Clenas de celulas
Y-ayudadoras s¢ han aislado do individuos enfernos de lepra y han
reaccionado con ios antigenos wicobacteriancs. e han
identi¢icedo clones de células T, que reconocen antigence de un
pesp nolecular de 435 y 19 kilodaltones (37).

El antigeanp de M.__tubarculasis con un peso moleculsr
de 44 Kjindaltones e ha clonado y ha paroducido cierta inmunidad
on rat previ te retados con B, _tubercuicais (38).

Estas celulas T producen cisrto tipo de linfecines
por 1a intersccifn a nivel de seabrana , entre los antigenas
bacterianos y el antigeno de histocompatibilidad, 1a, prevecends
una sctivacidn del macrofase, Tambien inducen la wmigracion de
wenocitos al sitio de la fermscidn de un granuloms.

Hay  diferentes poblaciones de cflulas T protecieras
me pusden ser generadans a diferenttn tiewpos duraate la
infeccion conforwe varios antfgenns se vuelven dispanibles pars
1a presentacion por mscrafagos (39).

Asl, @l 4uturo do 13 investigacidn sabee o
tuberculosis radicars en tras grandes aress: Priwero, la busqgueda
de wejores wmitodon para su prevenciont segundp, busgueda ‘de
wetodos  que logren detoctar opertunsmente y con gran
especiéicidad o personas en aito rieagol y per Jditiee, lee
wétodas do diagnostico basados on la t logls wederma (40).




2) Endocitosis

Z.8) Generalidaden.

Ls Endocitosis ea un proceso genaral por el que las
células se comunican entre s{, a traves de la internalizacién de
noldculss nmutricionales y regulatoriss. Depende del movimiento
eontinuo y altamente controlado de proteinas que se encuentran
embobidas en las newhranas celulares (40).

s un proceso que requiere enerefa y e usado por
tndas las células nucleadas para internalizar ¢luidos y
particulas (41),

Les estructurss que participan en la endocitosis son
al menos 42 a) Superticie celular o meabrana plasmética

b} Vacuolas fagociticas o vacuolas pinocfticas, oue
participan on @l trannporte de sustancias extracelulares hacia ol
interior do 1a rélulas, con vida media ¢o segundos a minutos.

Les vecuolas pinociticas no exceden de un 3.35% del
volumen celular o de un 10-13% del area de superticie deo la

celuls.
. t.as vactuolas fasgocfticas son vesiculas gue contienen
on su wmayoria praoteinss similares a 1a sesbrans plassatica.
Cusndo ®0 marce con 1°125 1a sembrana plasabtica, ®¢ detectan
hasta 20 polipéptidos que san similares en peso wolecular 3 jos
obtenidos en las sembranas de vacuoias fagociticas y wmesbrana

plamnbtica. .

€) Orinulos digestives o secundarins que participan
on 1a digentidén y/o 1iberacion de moleculas internalizades hacia
el citaoplasma, .

d) Un sistema vacuolar que sintetiza las hidrolasas
lisnsomalen, proteinas secretoras, que incluyen el aparsto de
Bolel, retfeulo endeplasnico, lisosonas prisarios. .

Lon endosowas san uns poblacidea hetersginea de
vecuolan, que & travis de wovimientos internas del sistema
locomotor de las células, son internalizadas grandes porciones de
woldculan y ¢lufdns externos , en dirsccicn de las lisosasss
4.

2.0} Pinocitosis

€s el tipa de endocitosis wmediants @] cual, se
ingioren solutos o ¢1ufdas del sedio extracelular, a traves de
pouuelas vesiculas denominadan pinosouas. Virtualwente todas las
colulas eucspridticas entan continuasente ingirieando parte de mu
sentirana plaswstica en fcrma dv pirososas. El total do sembrans
internalivada (97%) e reciclizda on 60 sinutos, deade un pool
de nesbirana pinosomsl, Este proceso es contimuo, denoeinandone
cone pinccitosis de fame fluida, :

Las vesfrulas pinociticas 1legan a los lisososes, don
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de & travée de una fusidén pinososa-lisosoua, wediada por un pH
acido, se transterira el contenido vesicular. Pusden seguir otras
rutas antes de 1le9e" & lisosowas, tal es el casa de |la
itosis wnediasda por receptores, de 1a que se hablard wis
iante. 8Solo un 3 de la membrana internalizada se atrapsa coso
parte deo jas wmembrinas lisnzainiles secundarias y e recicla
dospuda de un tisnpo de residencia de 60 minutos.

Hey clerta transferencia selectiva del contenido de
ins pincsowas hacia 108 lisosomas, Yy los constituyentes de la
sasbrans endosmmal s® quedan disponibles para su reciclaje o
tranaferoncia separada.

Lns pirosonas prisarios tiesen un promedic de 0.3
aicras on dianetro,

E1l reciclaje de ussbrana desde el compartisento
pinosomal ocurre después de un tiempo promedio de residencia de
sproxinademente 3 minutos.

Los receptores de superéicie celular son
internalizedos en un pool intracelular de receptores gue tienen
soroximademente 2-3 cces el tarafio del popl de la superticie
celular, en términas 4% nusercaos receptores.

. Aproximadsmente hay un enriquecimiento deo 20 veces
nas de raceptores, coasprrando in la superéicie celular, si se
asume qUe entos receptores estar principalmente scomodados en ol
pant intracelular pequeiio de membranas que reciclan.

Fetos ereceptores pasan mucho tiempo ( 13 mimutos) de
sy viaje complete (20 minutos), an &l pool intracelular (42).

reporta que hay un reciclaje directo entre Ia
wembrana plasmitica y ol cospartimento liscsumal en las células
tipa L (43,

e pinotitosie en macritages leplica 2
conpartimentos, operando en seris, una con un recanbio rapide
(172 S-8 pine!, y el ctro considerablesente mas lenteo [L3Y7
9-10 hea) (44y,

€1 aroplamiento de 1a endotitesie y exsciteais se
cree jvegue un papel impartante en talancear el {lujo do neshrans
hacis y desde 1a superticie de 1a célula suceriatica.

Cuando ne lleva a cabo la isdinacidn do prateines do
seubrans, a 4 erados , s¢ proves proteinas de superficie celular
enternd comn una marcs enlazada covalenteseate. £l recashie de
conpenentes wenbranales e bajo, comparaio con el {luje ‘@@
sewhrans externa. La sesbrana tiene gue ser reutilisada durante
cicios - funcionales wsucesivor para limitar 1a necesidad de
rosfntosin de componentes wembranales (44),

Eatas protefras no se usan posteriormente para la
‘ufntesis de novn despues de su degradacidn pratealftica de la
weebrans (43).La varca se abserva a los 13 minutos principalnente
on veafeulse,. wientras que a los 30-43 sinutos se halla en les
1isasonas, aientras que a tos 90 minutos se detecta on aparato deo
omiqt (44),

Reportes con wicroscopia electronica senalan mue

cuanés 8¢ werca corn 1-1235, catalizado con lacteperoxidasa, un 23%

- d9 warca s pierde répidamente, con t1/2 de 20-23 minutos,

mientres aue el 79% permanece can ti/2 de 7-9 hes. Estes

rosultadns pueden reflejar wan de una ruta pars o
i




tnternalizacian y o reciciaje de los cospanentes que han sido
ondocitados. Los wis rdpidos, probabliemente vayan directo a los
tisouovas pars s degradacidn, wientran que 108 lentas , son
connonantes gue se reciclan a 1a superficie celular y se reusan
durante veriss rondes de ingestion de waterial extracelular (47),

Cuendn se marce con 1-175 |a wembrana de célules
dasnciticas, & 4 grades centigrados, 1as glicoprotefnas acidas
de alto peso snleculsr son las qQue mejor 8@ warcan. Por tanto
evando e sigue su {nternalizacidn gor wicroscopia electednica,
ostas s shservan a jos S winutos de ausentar la temperaturs a 3?7
gradon, asociadas g microtudulcs. A 108 13 ainutos esta pasa a
Tfennnnse, despues de 1 hora se ocbservan en Golgi y membrana
externa (48).

ta pinocitesis pusde seor atectada por la
concentracidén do aminodcidos externon. Esta madulacién se ve
reflejsda eon ¢l movisiento intrscelular, provocando un ceminn
directo & los lisoaoman, donde debido a 1a protedlisis en esta
vesicula, s requiere de un susento de la concentracién interma
de wminndcidos externos, dispuestos a inicliar la sintesis de
protelnan (49), '

Hay diferencia en la adherentia @ internalizecicn
deo las protefnas t proteinas catiénicas se enlazan a 1a cubierta
superéicial cargada nejativamente de 1os macritagos. Despues ¢
ingeririas , estan lleva una ruta directa hacia los lisosomas,
denpuds  aparecersn eon ol aparato de Golgi. Las proteinas
snignicas no ue enlazaran fuertemente a 12 supurficie celular y
son internalizadas exclusivamente hacia lisosomas (30).

Los f¢oafolfpidos 3son  sintetizados en sitios
diterenten do aguellcs que se usan pars la  sintesia de
proteinas. Poco se sabe scerca de su cusportamiento a nivel del
tratico {intracelular, [ ita at algin paso de
teannferencia diferencial para 1a sintesis de novo de los
4oséolipidos, comparado con las proteinas de sesbrana.

€n leucocitos polimorfonucleares, se ha sbaervade que
is pinocitosie ev un fondneno reversible, dende los pinosomas se
Suninnan con nrganelas citoplasmicos, probablesente liscosomas y
se reintesran » werbrana plasmatica. (31).

2.c} Fagocitosis

La #sjncitosis es un compenente principal de le
activided detensiva del hudsped, a travfs deo céhlulan
especializadas, en contra de wicroorginismos y apentes e
detecta cons ajenos,

€1 sacrétago Ma sido postulads como un elemente my
active on 1a dotenna del huespei. El primer reporte data desde
que @) Br. 1. Netchnikoté en 1894, especuld acerca del papel que
jussan 1as célulan ¢agociticas en ol mecanisso de defensa ¢o los
organienoe vives supe~iores (32).

Los wacréfagos se originan en la wmedula ose,
circulan on 1o sansre come monocitos, migran & ioe tejidos, dande
waduran - funcional y serfologicamente para coavertirse en
sacritagon tipicos histiociticas o exudatives (83).

Los macr&fagos son =élulas muy actives que respenden
o senales coluleres y hornonales, FOr 10 que su participecion es



auy {wportante a nivel de numcrcsos eventos tisidlogicos y
patotdgicos. Estas celules pueden interactuar coh nuwmerosas
solecuiss extracelulares -proteinas y polisaceridos- y pueden
internalizariss ¥y aometerlas a cambios astabolicos
intracolulormente, Catas wmoléculas pueden ser solubles o forsar
narte de la sstructura de wicroroganissos (34).

Prnducen sustancias que participan en la regulacion
inmune y en lazs rescciones inflamatorias. Talea coso las
protefnan  det complements, dcido araguiddnico, tactores
roouladoras del crecimiento, interleucinas, protessas, etc. La
wuue:i‘n de d#stas sustancias dependera de la intersccion con
ntro tipo de células, covo lintocitos T o B, PMN, etc,., [ ]
pusde sor por contecto directo o a traviés de factores solubles.

Poseen receptores de superéicie para las linfocinas,
protetnas requiadoras inmunes, para las é¢racciones Fc y C3 de)
conplenentn, interéeron gamma, etc. En general participan en los
procesns irteoccinsos, on 1a modulacidn de las respusstas
tmmunologices v en 18 inflamacibn 13353,

No «¢ contce exactamente que y comd las gpropiedades
superficialen y ¢isfcogqufmicas determiran la internalizacion en
los ¢agocitns, La {(ngestion fagancftica reguiere de una
perturbacidn 4¢ ta mondrana celular dagocitica y de un secaniaso
wsnleculsr que proves una transduccién de 1a sensl bioguimica
senreada (36).

s crucial para el fagocito poder discriminar entre
111 .ut(culn tngeribles y no ingeribles, ain cuando lan
particulss esten wuy prdximss a la sesbrana plassatica de s
celula 4agocitica. €1 praocesc de la fagocitonis ae Ma dividido en
7 eventow woréoldgicos iniciales (570,

1} Clertas proteinas de wsuperticie promueven el
reconotiniento por el fagocito. ,

2) Se rezibe un mensaje, atraves del recenociniento
dol ligendo pnr el pegaje con su receptor, probablessnts umns
senal bloguisics.

E LI 4] fagorito  transmite ol mensaje hacia w
citoplasma prl.nvlonln mecanisnos efectorwes.

4)  Le merbrana plassidtica se adhiere fuartemente a ia
part icula.

S) Los pseuddppdos se ensamblan & través de lae
preteines que los forman,

6) 8o wueven alrededor de la particuls.

7} Low extroncs de los pasuddpadas se fusionan on e}
oxtremn distal de Y2 partfcula.

9 s invaginacidn de 1a particula on forma &
Sogonome .

?  Fusion de 1a wombrana fagosomal con 108 )inesemas
8 traves del movimientn generadc a traviés de los sicrotubules.

10) Digestion de 1a particula atravds del sistems
envinatico 1isosomal. .

11) Reconatitucidn do los receptores on la
superficie celular, wediante un cambio de pH en ¢) medie interne
do 1as vesiculas fsgalisrsomeles,

Los +éectores que resulan 1a fagcitosis son entre
otront .



a) Propiedades de superficie de la partfcula. Tales
comso 1a carga, Midrofebicided, cosposicldn quimice, influyen en
1a ingestién de particulas, ya ses sinteticas, derivadss
quiriconente © neturalwente, cowo eritrocitos y bacterias (38),

Aparentemente o8 was +icil que se ingleran
narticulas que tengan propiedades tales COMD quUe sus superficies
euten noditicadss quimicanente o desnaturslizadas (39).

. Muchas bacterias patGsenas Lienen  estructuras
tcapsulas) que inhiben sus enlaces o ingestidn con los fagacitos.
Se ha esteblecide que un fajocito englobard partfculas cuya
hidrotabicidad superéicial es mucho mis grande que la propias,
pere no partfculae cuyss superéicies son pas hidrotllicas que las
propias (1),

b? Los anticuerpos, tales coeo tipo 198, IgW , loe
cusles cudre las superficies de las particulas que opsonizan y
pronusven su fagncitosis.

e} E1 coaplemento. ta #recclion C3b, C34, que
perniten bajo ciertas condiciones #1 enlace e ingestida de
partfculas,

4) Propiedades superficiales caracteristicas del
Sagncito, tales como los receptores ismunolagicos vy los
inespecificos, o) grado de activacién y libaracifn de +¢actores
superéiciales.

Les consecuencias metabolicas de 1a fagucitosis sond

a) Metabolismo oxidativo. La activided oxidativa
rosultante de 1a activacion de uns entima RADH enlazada a |\a
weshrana  plaswatica, convierte el 32 a H202 via aniones
superdnido, adenas este WNH202 es 8] que waneja la via Hexosa-
manafoséato (400,

B} Hay un {incremento en la incorporacidn de
lisotondéatides, en +{¢onfatidil colina y tuatatidil etanaiamina
té1) hay un susento en 1a ingestidn de P*32 en acido foséatidico
y ¢ostatidil inositol, adeafis un $lujo de scidos grasos de
triglicoridon celulares & lecitinas (62}, Hay un sumento de
aintenis do ¢ostatidilcoling a partie do )isotosfatides, sumenta
un 9% de lteciting, el cusl e¢ incorpora a la msemdrana plasaatics.

el Secrecidn ¢o hidrolasas écidas y neutrales. Lus
vol inordomcieares Liboran enzinas Scido-hidrolass en ¢l mesio
on respuosts a 1a ingestidn de partfculas i6d).

Los wacrbfay®s secretan protessas nsutrales, tales
como activadores de plasminogeno, cola o @lantasa. :

4) Induccidn de sintasis nsinae )isusomales. la
endocitosis de waterial digerible parecs rogular 108 niveles do
onzimas intracetulares (64), no asf 1as particulas inertes o no
digeribles.

@) Nuclebtidos cfclicos. 88 reportan sumento de GiPe
por efecto de la fasncitosis de partfculas,

11) ®agecitasis 4e parfsitas intraceiulares.

La ln»)nMGn ¥y wusrte intracelular de w‘lltn
intracelulares o8  reconrocido comd un aecaniamo central de
dedonse. Wuchos organiswas usin las vlaa endociticas para
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penetesr a la celula y poder subsictir y replicarse., Algunos lo
- hacen A teaves de moldéculas especf{éicas o receptores en 1la
asuperticie celuler (49,

Le presencis cont{nua de receptores celulares on las
celulan para organismos pntencialmente letales, puede ser que sea
®1 producto 4» una funcifn ¢istoldgics norsal en ol'lurﬂm [
ol productn de 1a evolucidn, y que estos parssitos puedan
spropiarse de esto para sus {fines.

continuacién ejeaplos de parasitos wue e
tntarnalizan a traves de endocitonis ssdiada por receptorest
. ®) Agentes que entran en 1a matriz citoplsseica. €61
ejonplo mifs claro es ¢! de los virus, tal cosc el de la vaccinia
Este virus entrs straves ds endocitosis dejando su cubierta
1ipoproteinica, en wewbrana, rasultando en la liberacian do su
DA viral hacts 1a matriz citoplasmica, donde se lleva & cobo su
replicerion,

Otro ejewplo viene a ser los tripomastigotes de
Teipanosona cruri (664), los cuales entran & travds de endocitosis
medisda por unp glicoproteins en 12 sesbrana y logra escapsr de
18 varuola favocitica , 1legando a 1a satriz citoplaseica donde
se roplica.

b)Y Amentes que se replican dentro de los |issssmes.
En euts seccion se sncuentra a las especios R._abhortus, [ ™

M . Estas bacterias se sscuestran
dentro del 1teozona, donde se replican y potencialnente destruyen
8 1ss colulgs {(47). Algunos reovirus son capaces de sobrevivir al
asnbionte lisosomal. Rste es unico entre las virus anisales (68).

e) Agentes que se replican dentro deo los {agusanes.
Los pardeitos Chlasydis (69), Ioxoplasma 170), entran o las
edlulae dentro de vacunlas endociticas, previniendo la fusidn de
estas vacuglas ¢on los lisosomas d0 1a célula hudeped. Este
protshlonente debido a l1a Liberacidn o produccién do wetabolitos
o productos bioeintétices. Algunas especies ¢e Wucobaciarius
también 1n logran (7)), , .

La fagocitopeis de N, __hauis B3LG afecta @ asitera la
enpresidn de receptores de rosbranma en macréfagas peritonsales
inducidos por aceite de parstina (72). Estaos receptores édueron
deterninados para eritrocitos recubiertos con anticuerpos y
conplanento. .

2. ¢ Endocitonis mediada por receplores.

Las células eucarfolicus tienen mus recepteres
diateibuidon 8 nivel de cu superéicie celular) encos 8 ditunden
o 1a mosbrana srarasirente en ausencia de ligandas (73), © on
forna  de doprosivnes expecializedas denominadas pozas cubiertas
(74), €o equi donde 1os ligandos y aus receptores se acumuian
cond nriner pavn do entrads eon 1a zelula (79),

€stas depresicres pasan a forsar a los endossnse
(76%, o receptosomes (77). Algunas invaginaciones gque se forsen
enntincamante por medio de un groceso continua, we les densmine
veslculae cubiertas, eostis estan compuastas principalmente por
usn  prote’ns  dentminada clat-ina, 1a cual 1o da ftorea y
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conpistercie » 1a vesfrula,

Estas vesfculas pueden formsrse en ausencia de
11gendo. Niden spraximpdamente 200C angstrons, en Jdidsetra, pero
ef se funionan llegen hesta 4000 angstrons. Tienen un pH interno
sproxisado de 4.5 (78'., (Contissen cantidadas aprecisbles de
enzinss hidenlftices funcionales (79),

Pomeen rovimientas saltatorios & lo largo de 108
wicrotubulos (80), Se paren en contacto con elementas de  trans-
Solgi, Vihersnde sus Iigendos en el limen del aparato de Golei y
aezcisndo au mewbrang y sus componentes con el sistesa semdbranal
de @olgi, con unp t1/2 de 5-40 sinutos.

fe ip regidn trans-reticular de Qolgi, el destino del
tigandn y receptor se 1leva a caba. Algunos ligandas y receptores
aon regrasados & e superéicie celular dande ¢l ligando se liberas
de nrvevo en ¢! redio y e) receptor puede ser reussdo. Algunns
tigandns son dirigidos » lisosams y sus receptores regressn & 1a
superticie nara reuvarse asialoglicoproteins, alén-2-
sacrogiobreling, L. ) y 4inalmente algunos ligandos y sus
receptores uon envindon a lisosomes para degradarse ( EOF y su
rocoptor) . Algunos elesetos tubulares. asocisdos a las
sicrotéhulos, probablemnte se involucren directasente en la via
execitica.

La wayoris de 1IDs receptores san  protefnas
transmesbranaies. Se difunden lateralmente en 1ia wewbrans
plassatics. Se cree que la movilidad del complejo ¢orsado ee
aproviea a 18 del receptor no acupaido. La restriccion de la
mevitidad do reoceptores e debe 8 asuciuciones con proteinas
clitopidmicen 180),

A temperstiuras de & grados, las células no
inmovi 1iZen sus receptores protefnicon, las sovilidades sdlo son
& vecos wos bajas gue a 37 grados (81),

A 4 grados, los ligandas se difunden azarcesmente
aohre 1a aeshrans, si se ausenta 1a tesperatura a 37 grados,
ostas se redistridbuyen ripidavnents y se lucalizan en Jerma deo
pozos cubierton, internalizandose en dirsccion de lus liscsonss.

[ 31 enlace en 1a wmevbrans plessstice & sitics
ospeciticos, permite no solo efectos en la fagocitonis, mimo
tambion juegan un papel en 1a regulacidn de 1la quimictaxis, en la
praduceidn de varios productos de 02 tdxicos, incluyendo el
superdnido y perdxido (82). La secrecidn de varios productos
celularen, prostegiandinas y 1a sustancia reactiva de Ila
anstilanip (@9,

Mounos sitios de enlacs pueden wmediar solo
adherencias, otron pueden ser inpocrtantes para la  Sfusile
dagolisonemal, para 18 aciditicacidn de vesiculas endociticas njas
qo9radacidn intracelular,

Los organisnos pueden interaciusr a traves de asus
superticies con diferentes tipos de raceptures y con diderentes
stinidadesn,

En s interscciSn  ligando- receptor, intluyen I
peblacidn celuler,la eotapa de drsarrolla, iss condicionen ¢e
cuitive, e eetrdn de activacion )y 1a presencia de varios
productoa de tinfocitos,

Cupndo ae sctiva un sacrotugo, ia @sesbrana
plawnitics de Futos mazrotagon, difiere en numerosas sttividates



apn warnadores tales coro el aumento de ciertas enzimas y
warcadores antigénicos,

Entre las zrincifales funciones de la endocitosis
wediada por receptores eatan sin iuda, la nutricion, eontrads de
4jorre, colenternl, vitamina D12, horaonas. Rewusve sustancias
del 4$lufdn extracelular para su tejrsdacion ( cosplejos alta-2-
escragiobul inas~-protessas? o el transportar sustanciss a traves
de Vo cetula | 1gA, 190 etc.)E! remaver hormsonas coeoc la EOF y su
vrotoptor, 18 irsciina, tiroxina y triyodo-tironina .

Lorn 4{actores que afectan la entrada de ligandos a
traves de 10w reteptores scn: ad) £l enlace de un ligando 8 un
receptor meabranal, Si )r afinidad del receptor por el ligando e
eita y hay un pumerc amplio de sitios , las wmoldculas me
asociaran en pocow segundos.

5} La razdn 8 18 que 108 complejos ligando-receptor
we difunden on 1a membrara plasmitica. Las constantes de ditusida
sfectaran 1a entredn.

e} Ls eticiencia de los complejos ligando- receptor
pars ser atrapsdos en pozos cubiertas.

La preporcidn a 1a cual estos pozos cubiertos
vayan a ‘forusr receptasomss o endasosas.

1) Endocitceis mediada por receptores inmuncldgicos.

Ura de las formas on que un organisao entra a las
colules érgecfticen, es a traves de la opsonizacion., En este
caso, 1os wmicroargeniemon se enlazan por medio de opaoninas del
euero 0 tejidos. estas opsoninas son los anticuerpos y el
complenento. ,

Las celulas humanas y los de raton tienen receptores
fc on aus membranss. En el ratoh, el FcRi reconoce saldaculas de
19822, y el FcR!l reconnce 1901 y la 1g02b. En celulas husanss,
m' reconocidas las 2 clases ie receptor, adenss do 1983 ¢ 1g¢84

El  recepicr ¥c tiene un peso wolecular do $0-70 Kd,
dopendiondo ¢o el procediniento de aislasients.

Algunos pardsitcs estimulan una respussta husorsl que
sumenta su Sagecitosis wmediada Fc. Pardeitos tales come 8.
s » Mo dndlvanzas, N, _sscingitidis, Sustass, S._Jxagease

La reaccidn receptor Fc ind varios cashios en
clortos pardnitos, tples cowo ¥. gondil, @ue cuando pe be
sscuentrs opsonizade, previens 1a senal de 1a respiracion
exidativa, y sdemas no se fucioran fagosons y lisssona (84).

Mientras que para el cosplesento, las celulas
tiewnn reaccidn s travén de receptares wesbranales, tipe €3 y C¢
0, 8t recentor CR1 reconpce C3b y C4b. Esta presante en
linfocitos, moncocitea y neutrbfilos (88). El receptor CR2
reconcos C3¢ y solo detecta en linfocitos B (89). En general C3
promieove 1o enlsce =n membranas y promieve las actividades
¢agor{ticas (90), .

Eepecies wmenos virulontas de §. Wephimuciun oon
capacen de fijar C9 par una via alterna de conplessnto, y o8 a8
4bcil do fagocitarse (91).,
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i Endocitosis wediada por receptores m
lmn‘lulcn .
Estos tipas de receptores incluyen aquellos que
onlazan ligandos exdgencs, & traves de receptores perecidon &
fectinas, en gereral 9licopraoteinas.

Ler wolfculas parscidas a lectinas podrian ester
fenlicadan on 1 dagocitonie de §,  typhimuriup, K. _ascogsass ¥y
do_L.parxup (92).

Hay ciertos receptores parecidus & lectinas qgue
reconocen alicoprotefnas con residucs de manosa o fucoms (93),
otros nlszan gstactsse (94},

€1 erericlsje de receptores an un proceso centimuo
hacie dentro y fucra do las céivlas. Low receptores para LWL, por
ejennla, se wueven 4¢ un organelo a Otro QRO resultsdo de dos
eventos mecuenciales! s) La ssgregacion de otras protefmas por el
wovimiento lateral. en el plano de 1a wembrans) b} La
tnternal 4zacidn de MHIMI enriquecidas ctun receptores gue
eventusiwmente se $fusionarsh con un organelo diferente.



FIGURA No.3 |

PROTOCOLO EXPERIMENTAL
1

CULTIVO DE MACROFASOS (LINEA CELULAR 3774)
EN DMEN “.'.F.l.. ” c.

INFECCION CON Wycobactarciue uberculosis
PROPORCION MACROFASO : BACTERIAS 1 & 100

CINETICA DE FAGOCITOSIS A DIFERENTES TIENFOS
INCUBANDO A UNA TENPERATURA DE 37 SRADOS

AL FINAL DE CADA TIEMPO DE LA CINETICA DE FAOGOCITOSIS,
MARCAJE DE LAS PROTEINAS DE NEMBRANA CON I-123,
CM’AIJZQDD POR LA ENZINA LACTOPEROXIDASA, A TEMPERATURA
DE 4 ORADOS.

SOLUBILIZACION DE LAS PROTEINAS DE MENBRANA CON NP-40 (0.5%)
|

CENTRIFUSACION A 13 000 rpm
).
MONITORED DE LAS PROTEINAS to'nuo RARCADAS cou 5-128 (cpe) |

ELECTROFORESIS EN OELES DE POLIAGRILANIBA-S3S AL 10%
1 |
DETECCION DE ANTIOENOS AUTORADIOBRAFIA



- METODMLCOLA

1 CULTIVO CELULAR

Se usé 1a 1{nea celular de macrofagsos de origen murino,
denominada J774.1 (93). Estas células se wantuvieron en cultivo
en wedio de Esgle wodificado por Dulbecco (DMEN) (Bigma,
Chen. ) jcomplewentado con suero fetal de bavino (SFD) (GIBCO) al
5% {inactivado prevismente a 34 grados centfgrados), asdeamss de 2
ot do L-glutamina (81IBCO), penicilina (100 ug/el) Sigma,),
estreptomicing (100 ug/ml) (Bigma), una solucidn 20 oM de HEPES
(Acidn N-2-Midraxietilpiperazina-N*-2-stanol suléfonico) ({Reu.
Organics). Las células se mantuviercn en cultiveo & 37 grados
centigrados bajo una atmonfera haneda y una mezcla de ?3% de aire
¥y un 9% de bidxidn de carbono.

2) CULTIVO DE Wycobaciacium tubarculosais.

Las cepas de M. tubarculoais, H3? Rv (THC-102) y de la
copa HI? Ra (ATCC-28177) {ueron cbtenides del American Type
Culture Cellection. Se mantuvieron estas cepas en cultivo en el
sedio liquide de Proskauer-Beck-Yousans (93). Laos cultivos se
mantuvieran & una tesperatura de 37 grados . La fase de
crecinionto optinmo wea las 6 semanas. alcanzo. Las bacteriss
crocon en la parte superior dael wedio liguido, +¢ormando una
peifcula ceansistente. La sasa bacteriana se separa del wmedio
1tquide por ¢iltracion cen un papel #iltro tipo Uhatean No. 3 (¥
& N, Duston, Litd.). Pasteriorsente el sobrenadants se +¢iltro
inicialeente a través de meubranas de nitrato de celulosa con un
pore do 0.43 wmicras, 1uego a traves de una Bembrana con Un poro
de 0.20 wicras {(Millipore). La masa bacteriana separada del
sohronadante se rosuspendid en una solucida asartiguadora de
fosfatos (PRS), & una concentracién de 0.01N, con un pH de 7.2,
Ruta suspension e¢ lavd 2 veces con la wisme solucion
anertiguadera. Posteriarsente se guardd a una temperatura de 4
grades centigrados hasta su uso.
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3%  PREPARACION DE EXTRACTO PROTEINICO DE UN FILTRADO
DE UN CULTIVO DE_NM. _tubsrculosis.

Las proteinas presentes en ol ¢iltrado Libre de
bacterias {ueron aisladas por gprecipitacidn con una solucidn
ssturada de sulfato de amonio, & una concentracion ¢inal de 30%
‘tpivi. Se dejd incubando toda 1a anche a una tesperaturas de 4
grados centigrados, en sgitacion. Posteriormente se centrifugd a
una velocidad de 40,000 x § & una temperatura de 4 grados. [I
grecigitade se sepsrd del sobrenadante y se suspendid en uns
snlucion sslina de fowfatos (PBS), a una concentracidn de 0.01 M,
PN 7.4, Esta solucign contenfs adesfis de un inhibidor de
proteasas, e} ¢luoruro de wmetii-éenil-sulfonilo, (PNOF) (Gigua),
.8 una concentracidn ¢ina) de 200 wy por mililitro de solucidn
procipitads . Este precipitado se dislizo contra una solucidn
deo P8BS, O0.01M, pH 7.2 (1 1t x 3 ). La concentracifn de
proteinas en las mueatras fué determinado por ol metado de Lowry
ot al. 497 3 usando una sclucidn de albisins werice bovins
(ASD) conn patrdn (Tipo VI, Sigua) ., S8 esjuste & una
concentracidn de 6 uy. por sl. Se guards en viaiea Eppendort a
uns tssperatura 4o -70 grados hasta su uso.

A) PREPARACION DEL OUERC HIPERINMUNE  CONTRA
M._tuheccuinals

" 8@ prepard un suero hiperinaune en  conejes
_ houbras, adulton, cepa New 2Zealand White. &1 osguems éo
"iomunizacidn fue  de dar una inoculacion semanal per la via
‘intramuscular, durante B sesanas. Csda inyeccise cansistid de
wozciar 3,0 ng do extracto protefnica de filtrado de cultive de
aicobacterias , ceps N7 Rv, con J ag. de copa Buertas per calor
t(a 40 grados durante 1 hora), usando cows vehfculo sl Midrexido
do aluninio. Antes d¢e s grimera inmunizacion o9 chbtuve auers de
ies conejos para checar una posible reaccion cruzada <o les
-conejos sin immunizar.

A aguéllos gque les +fusrsn dstectades anticuerpas
dusren elisinados del ensayo. Al 4dinal del en de
tomunizacidn , se odtuvo un antisuero con altos tftulos de
anticuesrpos dirigidas contera un extracto sntigfnico de $#iltrada
do cultive de wicndectorias. Uste susro nostrG adenas un nunero
maxine de bandas de precipitacidn, en lJa tecnica de
trmunaelectroioresis, comparables a las repertadas anteriorasente
por  Janicki (99), .
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S) ENSAYO DE FASOCITOSIS DE M. tubarculosis

Los ensayos de {agocitosnis se llevaron a ceho de
acuerdo a8l protocolo sisulente: a) Preparacidn de las celulss
4agoc{ticas. Las calulas +{agociticas de la 1{nea celular 3774.1
que S0 mantuvieron en cultivo hasta que llegaron a 1a confluencia
en sus respectivas cajas de cultiva, fueron despegadas de estas
por wedio de o] uso de un "policfa® de hule latex. Este procedi-
wiento se reslizo cuidadossmente y en medin de cultivo de DNEN.
Las células se lavaran posteriormente con DMEM. Se determind
au viabilidad por medio del matodo de exclusidn del colorante
srdl de tripann (119). Brevemente, s basa en la propiedad que
tiene @) colorante de penetrar las mesbranas de celulan muertss
® danadas, n0 asi on las vivas - aunque en tiempos cortos-, que
no lo incorparan. Las células se mezclan con el colorante a una
ditucion de 1:5. Se depositen 50 microlitros en 1la cémara de
Neubsuer y we cuentan las celulas viables que se hallen en cada
uno de los cuadras grandes que se hallan en 1o extresos de la
camara.

Se ajustd la poblacidn celular 8 una concentracidn
de 1 x 10 *¢ celulas por sl de nedic DIMEM, con una viabilidad
siespre mayor de 98%. 8o depositd 1 wl. de 1a suspensién
colular, on cada pozo de las cajas de cultive <{costar), que
contienen 6 pozas, cads uno con una superticie de IS me de
diametro, E1 wedio de cultivo iba suplesentade con €FB al N,
anfinoacides no-esenciales, L-glutasnina 2aM, y antibioticos.

b} Preparscion de las micobacterias. Las bacterias
4iitradas de su nedio de cultivo se resuspendieron en solucion
de PES 0.00 N, pH 7,2 y se deponitaron on tubos de rasca que
contenian peries de vidrio. {Estas perlas ayudaran a disgregar
1as bacterias cuando se homogenicen en un vortex. La wmase
bacteriana fue homogeneizada asi durante unos sinutos, luego se
jave 2 veces con solucion d¢e PBS, a 3000 rpe, 30 winutos.
Ensequida o0 lavD con nedio de cultivo DHEN, Se resuspendid el
sedinento y s pata & traves de un ¢iltro (Millipore) que
. contenia uns sesbhrana de scetato de celuloss con un poro de 1.2
micras, Gste 4i1trado conten{a muy pocos agregades bacterisnes.

_ Las bacterias se ajustaron a una concentracitn de | x
10 * & bacterian/nl on sedio do cultivo DHEN . Se tome una
alfcuota, se hicierpn varias diluciones y se resemhrd en medin de
cultivo selido de Nidddisbrock 7H10 agar, dande se Bidiesron por
un lado 1a visbilidsd y por otro Iiado las CPU (unidedes
tornadoras de colonia), que nos sirven de contrel,

€} Fagocitosis de wicobacterias  muertas.

€1 procedisiento estandar para preparar micobacterias
wuertas o8 ol siguiente: las bacterias tueron incubadas durante 1
hora a una temperatura de 43 grados (100). Al tdrmino se lavaron
las bacterias con PBS 0.01M, pH 7.2, dos veces, 30 sinutos. Las
bacterias se sjustraron a 1 x 30 @ bacterias por mi. Se tomd una
sljcuots que se seabrd a diterentes diluciones en wedio sdlido de

22




Niddlebrock 7H10, donde we checd la viabilidad de las cepas
suertas. Al termind de 8 semanas no hubo crecimiento alguno.

La estrategia para llevar a cabo una cinética
sincronizeda de 1a co-internalizacidn de proteinas asociadas a la
mesbrana de las células fagociticas, ¢ué a traves del uso de
tewperaturas menores de 10 grados, que impide el tratico
intracelular a partir do la wenbrana externa hacia organelos
subcelulares . Se logrd comparar tesbidh estos eventos cusndo no
ee lleva a cabo este tipo de sincronizscion.

La infeccién do las celulas se lleva' a cabo
adicionando s cada pozo de células en cultivo ( ¢ x 10 &) 1 mildi-
litro de bacterias (1 x 10 §) en wedio de DMEN, e incubariss du-
rante &t hora a une temperatura de 4 grados. Esta temperatura y
@l tiespo no afectan la viabilidad celular, conservandose nas del
98 %. Aproxinsdanente un 1-3% de las cflulas se despegan per
efecto deo eosta tesperatura.

Las cinéticas emplozan cuando a partir del tiespe 0
(To), tiespo despuds de la incubacién en ¢rio, se aumenta Ila
tenperatura & 37 gradon. Las células sen lavadas 3 veces con PBS
0.018 para eliminar bacteriss no adheridas al sacrdfags. Luego e
“l::u medio (pre-incubado a 37 grados) suplementado con 5%
[ [ .

Los eventos moduladores se siguiersn a traves ¢e uns
cinotica do ¢agocitosin que sharca los siguientes tiempos: O,
S, 10, 13, 20, 235, 30, 40, 90, 120, 180, 240 y 340 minutos. Al
:lo‘\ul de cada tiempo, las celulas son lavadas 3 veces con PBS

rin.

Enseguida se dispusc s marcar rediactivamente con el
isstopo 1-125 las protefnas accesibles en la seshrana de
superficie por sedio de 1s tecnica de catélisis enzimatica por la
onzima lactoperoxidasa. .



4) ENDOCITOSIS DE EXTRACTO DE PROTEINAS OBTENIDAS DE
UN FILTRADD DE CLLTIVD BE M. tuberculosis.

Las protefnas obtenidas por precipitacida con
solucién sasturada de sulfato de smonio, se ajustaron a uns
concentracion de 200 ug/ml en wedio de cultive para células,

‘ Un total de § x 10 & células adherentes, viables,
morcads pozo de 1a caja de cultivo, ee incubo en presencia de 1|
®) de 1a suspension de extracto proteico, & una temperatura de 4
grados durante 15 sinutos. Luego se lavd 2 veces con una
solucion do PRS, O0.0IM, pH 7.2 , ¢ério. Dempuds se inicid la
cinfticas do ¢agocitusis adicionando sedic DMEN suplementado com
9% 99, incubando 1as chlulas a 37 gradas ,

Determinanos el efecto que tienen estas proteinas
oxtraidas de cultivos de bacterias tanto del tipa - HIRv,
virulonta, comc del tips HI7Ra, avirulenta, socbre ol proceso de
co-internalizacion de proteinas asociades a la superticie de
les mecrofages; que as! ®iswo pudiersn participar en el proceso
de 4agacitosis tanto de las mismas micobacterias coso de
porticulas latex. Al igual que en la fagacitasis de iae
Gacterian, cuando ¢inalizo la cinbtica , l1as células {usron
lavadas dos veces con PRS O.0iM, pH 7.2, en ¢rio.

7) FABOCITOBIS DE PARTICULAS LATEX

Une d¢ los controles usadns en estos experinentas es
o] doterminar 108 efectos que tienen las particulas latex sobre
Jas cindticas de cointernalizacidn y reciclaje. Para este tips de
onsayss %o usaron particulas latex de 0.8 sicras de tamalio (Bacte
BIFCO), & una concenteacion de 0.09% (p/v), on wedio ¢e cultive.
Se depositd 1 nl de esta suspensifn, (homogeneizando prevismente
on un vertex), en las cajas de cultivo de & pozos, costeniendo §
M 10 6 células cada pozo. Se incubaron & una tewperatura de
cuatre gradon centigradon, durante 1 hora. Fosterioresste se lavo
2 veces con una solucidn do PBS, 0.01M, pH 7.4. Enseguida 50
incubd & 37 grados con wedio de cultivo DIEN, suplementado con 3%
de 97D, iniciandone asi 1a cinetica de fagocitusis.

Paralelanente oo llevd a cabo uma cinftica de
fagucitoais sin una sincronizacidn previa a temperaturas bajas.

Las experinentos se realizaron por triplicasdo.
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®) FABOCITOSIE DE E. coli

Iotornlnl‘-m el efecto que tiene sobre las cinftican
de co-internrslizacion y recicisje de protefnas superéiciales de
cétulas ¢agoctfticas, la infecciocn de macrofagos con bacterias
tipn extracetluisr, tal como 1a E._cali.

Las bacterian s@ Prepararon cOBD Biguel ae Separarsh
dol wedin de cultivo de MHI-agar y se depasitaron en un tube
conteniendo Imis de solucidn de PES 0.01M, pH 7.0. Se lavaren
408 veces con esta solucicn & una velocidad de 2000 rpm. Se
ajustaron por nefelometria a una concentracidn de apreximadssente
1 % 10 8 bacteriss por wl de wedio de cultivo DHEM.

Para los ensayos de fagocitonis , se deposito 1|
®] de esta suspensidn en cada uno de 108 pozos conteniende 1 x
10 6 celulas viables., S sincronizo 1a infeccicn incubando
durante 1 hora 8 custro grados centigrados. Despues se lavo 2
veces con solucion salina de PB, a pH 7.2, ério.

Inmediatanante después, se incubaron a 37 grados en
una  eatufa de binxido de carbono al 5%, wmezciado con aire al
9%, iniciando asf 1p cinftica de fasccitosis. Los experimentos
e hicieron por triplicade.

9) MARCAJE RADIACTIVO DE LAS PROTEINAS BE SUPERFICIE
CON t-323

Para poder detectar las protefnas expuestas en la

superdicie del macrotago durante la cindtica de ¢agocitosis,  se
11evdD a cabd el marcaje radiactivo de estas protefnas con el
fettopo 1-125, que es un eniscr de radiaciones gqumsa.
s 8¢ uso el metodo descrito por Hubbard (101), usando
coso catalizador a la enzima lactoperoxidasa y al sistesa donader
do perduida de hidrogeno, glucosa -glucosa oxidass. El warceje se
1leve a cabo a temperaturas msepores de 10 grados, retardando asi
los procesos de internalizacion y reciclaje en las chiulas (102),
as{ cowe tasbién favorecer un marcaje eninentewente superiiciel
ya que oo ispide 1a internalizacion de la enzisa y por tante, Ia
yodinacidn e orjanelos y’o sewbranas internas.

8¢ 1levo & cabto el protecolo siguientel Se preparo un
tutéer de yodinacion con los siguientes componentes: D-D-"lum
3. Y. Saker) & una concentracion de 20 aM, lactopersxidass
(Signa) 100 ug/niqiucons axidasa (Aspergillus niger, .Sigas) 500
ug/al, en solucion amortigusdors d¢ tontatos 0.01M, a un pH 7.0,
9e adicione por cadn | x 10%6¢ co@lulas, 130 uCl de Nel-129
tAmershen) on 1 mil del butter de yodinacidh. Sa incube a cuatrp
orados durante 13 ninutos. Tienpo despues se detuvo la reaccion



,
con una splucion amartiausdora de yoduro de potasio (J.T. Baker)
a una concentracion de PaM,a un pH de 7.4 y se laveron 3 veces
con ests solucicn. Despues de este tratamiento ,1a viabilided de
ias celulas se mantuvo arribs de un 90%.

10) SOLUBILIZACION DE PROTEINAS CON NONIDET f-40

Para poder extrasr las protefnas superficiales ‘do las
cblulas ¢agnciticas que fusron accesibles & 1a yodinscich, se
prepara una solucion al 0.9% del detergente no-ionica, Nonidet P-
40 (Calbiochewn) ), On una solucioh amortiguadora de Tris salins, &
ung concentracion de S0 wM, a un pH de 0.0. Adesas se mezcld con
una eatucion que contenia una serie inhibidores entinaticos,
toles comot PHOF, a una concentracion de 0.087 ug/el, Acido para-
hidroxi-wetil benzoico (Sigma) 0.04%, axida de sodio (Sigma)
0.02%, EITA (Sigma) S oM, Pepatatina-A (Sigma) I ug/el ,
yodacetenida (Bigma) S0 mN,

for cada 1§ x 10* 4 celulas e deponitaron 200
ul deo ests wmescia . $Se incubaron durante 30 winutos s J"'.
teaperatura deo 4 gradon centigrados. Posteriormente se llevd &
viales Eppendort (Biorad) de capacidad de 230 ul.

Se contritugaron durante 10 sinutos a uns velocidad
de 13000 rpm & 4 grados. Se separa el precipitain del
sobrenadante y se hicleron alicustas por separado, conservandose
a una tesperatura de -70 grados, protegidus dentro de viales de
plemes. Otrgs alicuotas del schrenadante ge wmezclaron con el
cactel ussdo pars electrofaoresis en gales de poliacrilamida y se
hirvieron durante 9 ainutos en presencia deo agentes reductores
cowo @1 wnercaptostannl. Estas alicuotas ae conservaron a -20
orades hasts su usp.

11) DETERNINACION DE LA RADIACTIVIDAD PRESENTE
EN LAS PROTEINAS PRECIPITABLES CON AGIDO TRICLO-
ROACETICO

L dotonlm‘ 1a radiactividad presente en las protef
nas que pueden ser precipitad del nobrenadante cun acido triclo
roacetico (3.7.Baker) 2l 10%. Brevemente, @] protocolo se haso en
ol sisuiente ensayo! se rreparo una solucion de acido triclorasce
tire ol 10%, con ADS tipo VI, al 0.001%. Por cads 10 ul d&e
sobrenadante se adizionan S ul de ATC frio. Se reposa 3 misutes &
cuatero grados contigrados. Juego se centrifuga a una velocidad de



13000 rpm, en ¢ria. E! precipitado se separa del sobrenadante y
o teanatioren a tubos de ensaye desechables para poder
cuantiticar las cuentas por wminuto tcpm) asacisdas a lae
protefnas exclusivamente y 18 radisctividad que se encuentre
HHbre, eon ¢l schrenadante. Esta jeteruinacion se lleve a cabo en
un contador de radiaciones gaama (Tri-Packard). El 90% deo la
radisctividad se encontrn ancciads a proteinas.

Para 1a deterninacich de las cpm totales, oo depasite
on visles desechables, aproximadamente 10 ul do las pretefnas
earcadas con 1-123 y se caontaron directasente en el centador
esmaa.

120 DETERNINACION DE LA CONCENTRACION BE PROTEINAS
' SOLUBILIZADAS EN NP-40.

: La concentracidn de las protefnas sarcades con 1-128,
solubilizadas en WP-40, fue determinada por el wfisde e
Poterson (103). Rrevesente, s& llavan las susstras & un velumen
de 1| ml con N20 destila Se adiciona 0.1 nl do deanicelaty de
sodia al 0.19%, Luego de 10 minutos se adiciend 0.1 nl ¢e deide
triclorsacstica al 778 en irio. Se sezcid y pesterisnents se
contet fu a 10000 rpm por 10 sinutos, se deszart [ 1]
sshrenadante. E1 sedinento o0 resuspendio on | ul 0 HEOYy oo
snadio 1.0 = de ura mezcia eon preporciones iguales de len
siguientes compuestos: Carbonato de sndio al 10%, suléate ¢e
cﬂzoul 0.1% y tartrato do sndio al 0.2%, NaON 0.6N, SB8 a) 108,
on N

Seapues de mezciar por 3 sinutos, se uuun( 0.5 o)
del resctive de Folin-Ciocaltenu d¢iluide 113 on H2O0. Se deternine’
8 750 nm deapues de wnedia hora. Las lecturas se interpalaran on
URa curva patron usando ABS (tipes VI).

13) TLECTROFORESIS EN GELES BE POLIACRILAMNIBA

Para pader separar las gprotefhas de sesbrans smlubi-
1izadas on detergente, y adenas poder identiiicar o) pese msle-
cular ¢0 cada una ¢o ortan, usamos una 40 las tecnicas mas utiles
de 198 uitinos a%os, 12 tecrica do la electretaresia, sasnde
cone soporte los geles de poliacrilamida . .

Ura tecnfca moditicadas que usa al detergonte dedeci)
suléato de sodin, 10 reporto inicialeente Laseli (304), Este
.utm‘o;l ung woditicacidn del sistems continuo repertade per
Yober ¢ ¥,

Las protefnas de mevkrana warcadss cen 1-128 y

soludbiiizedas en ute'rgmtl. tuerocn mezcladas en propercion 131
_con una solucion awortigusdors de  Tris- HCL 0, 42504
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(PIORAD) ;conteniende adewmas, glicerol 20%, suléato dodecil de
sodio (PIORAD) at 10%, 2-wercaptoetancl al 10%, EDTA disodico
(Sigma), rojo de 4fennl al 0.1 %, esta mezcla se llevd &
tesporatura de sbullicibn durante S minutos.

Extas protefnas  se corrierdn en geles deo
poliaceilonida eon presencis de suléato dodecil de sodia, el cusl
now permite determinar ol peso solecular de las protefnes
cuando se comparsn con los corrimientos de gprotef{nss con un peso
molecular conocido.

Los gules ¢ueron praeparados sequn el sistena
discontinue de Laswmli, usando un 90l concentrador o superior de
una concentrecide de acrilamida $inal a) 3%, y un gel separsdor o
inferior al 10% £l 90l concentrador se pnuro’ sezclando una
solucion de acrilanida (DIORAD) al 30%, biss-acrilamida (BIORAD)
al 0.0%, Tris-HCl O0,125M, SDS (BIORAD) al O0.i%, solucion de
NN N N -Totramethylothylenedisnina (TEMED) y do persulfato de
asontio (BIORAD) al 0.023%, comt catalizadores, & un pM de 4.0.

Nientras que el 9ol separador s@ preparo weiclando
acrilonida al 30%, bis-acrilanida a) 0.8%, tris base al 0.3734,
D8 al 0.1%, & un pN ¢inal de 0.0 .

Se dopositd aproximadsmente 850 ug de prote{ns por
carril on cads gol. 8o corrio’a una corriente constente de 13
ailisnperes eon @1 90l concentrador y & una corriente de 30 miaps
para ol gel separador, a una temperatura constante de @ grados
centigrades. ’ ;
£1 corrinionto electroforetico se llevo a cebo usando
cows solucidh ssortiquadors @ Tris 0.025M, glicina 0.192M,
suléato dodect) deo sodio a) 0.1%, con un pH 8.3
i e corrieron al mismn tiewpu, prote(nan estendares
de peso solecular conocido: lisasisa de un peso solecular de
14,000 daltones, inhibidor de tripaina de soya, de peso
wolecular do 21,3500 4.4 anhidrasa carbonica de 31,000 d.4
svaltuning, do peso 45,000 ¢.§ albumina serica bovina 66,200 ¢
fostorilasa - de 92,8500 d., b-galactosidasa 116,230 daltones.

Sespues de! corrimianto electroforetico, los geles
s ti con ol ?Iormt. aztul do coonassie al O.6% en una
solucidn de wetanol-dcido acdtica a una proporcidn de 10-208% v/v.
8¢ destiferon con una solucidn de dcido acéticoal 10% y se
secaron &l vacio en un secador de geles (BIORAD). El ge) seco s
propars para 1 mtorulw.ﬂn, exponiendolo & un ¢ile para
rayon X (Kodak A-Owat) previamente sensibilizado, en una casara
oscurs, herssticamente cerrada, & una temsperatura de -70 grados
contigrados.
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14) ELECTROTRANSFERENCIA DE LAS PROTEINAS A PAPEL DE
NITROCELULOSA.

] lleva a cabo 31a electrotransterencia do las
protefnas marcadas con 1-123 s papelen de nitrocelulass (DIORAD.
ml 0.43 wicras! de acuerdo al wmitodo descrite por Towhin
(1047,

El wétodo se basa en ls transterencia de lae
protefnan corridas en los geles de poliacrilamida hacia papeles
de nitrocelutosa, usando una corriente constante de 1 anperie, (
a 25 voltios ) , durante 1 hora, & tesperaturas asbiente.
electratransterencis se detarrollo usando ceme selucion
smortiguadors s una wsezxcla de Trie 28 oM, glicina 192 i,
wmotannl al 208, 2 un pH de 9.3,

€1 papel de nitrocelulnss con len  pretefnas
elsctrotransferidas fue incubado con una solucidn de slbusina al
%, en snlucich amortiguators de PBS 0.01M, Tween 20 (DIORAD)
al 0.1%, durente toda 1a noche & 4 gradot centigrados, en un
agitednr (BDelco). Esta solucich se uso pars bloguesr e}
tnespec{#ico en el papel de nitrocelulosa. Las tiras do papel ¢e
nitrocelulosa se lavaron S veces con uns solucion amortiguadera
de éfonfatos O.1N, Tween-20 al 0.1%, en un agitador arbital.

Se incubaraon pasteriormente -on ol priner aaticusrpe,
que para este tipo de ensayoa $ue el susras hiperiasune
desarrollada en conejus. Se uso & una dilucion do 11850 durante 3
hores 8 una temperstura de 37 grados., eon un agitader asrbital.
. Despues 4o 1a incubacicdh, se lavaron S veces con uns selucidh de
PR0-Twoen 20 al 0.1%, eon asitacidn conatante. Pasteriorsente se
incubo con un ssgundo anticuerpn, que para @) tipo deo ensayes de
doteccicn con un suero hiperirmune, se utilizd a 1a Prateina A
tAmorahan), que tiene eran afinidad por los anticuerpos tipe Igh
de ronegjo. Este protefna se ¢iluyo 1:400 en solucidn do PRG-Tueen
~20. y oo ircubd con las tiras do papel, durante % bhara @
temperaturs suhiente. Nevpudn dt esta incubacidn, se lave 5 vecen
con 18 solucide de PPS-Tuesn 20, 0.98.

Pars amplidicar  1a intersccidn ontre priuers
segundc snticuerpn, se incudd con 1 entina  eatreptavidise
peronidasa (Amersham), & uns dilucidn de L1400 con una eslucide
de PRS-Twsen 20 al 0.3%. Esta incubacide se realizd durante 0
minvtos, s tesperaturs ambiente. La estreptavidina no enlazsda
due removida lavandn 3 veces con una salucish do PR-Tusen 20 al
0.9, y un Ultimo lavado cea splucidn de PBS. Las bandas de
procipitecidn we hicieron visibles hacidndolas resccionar con o)
susteato 4-gloro-pattol (S10MA) & una concentracion ¢inal de 0.09
p/v , sdenss de perduido de hidedgenc a una concentracidn de
0.089% y Wetanc! sl 294 an una solucidn de PBS. Ls reaccidn fue
dotonids shadiendn una solucidn de PES-Tween 20 al 0.1%.



151 PURIFICACION DE ANTICUERPOS MEDIANTE LA TECNICA
DE CRONATOSRAFIA DE AFINIDAD CON PROTEINA A-
SEFAROSA

) 8s usd una coluana de Sefsrosa-Proteina A
(Pharmactia) 4o agroximadsuente 1.0 &l do valumen. Esta colusna
fue equilibrads con solucidn de PBS O.iM, pH 0.0. Se aplicd
sproxisadéenente 0.3 wmil { 9 veces) de la muestrs d&e suero
hiperirmune desarrolliadn en conejos. Be incubd durante 2 hr o
teuperatura 4o 4 grados.

88 usd una solucion saline de #oséatas para lavar is
cojusng ¥y eliminar todo 1O que nO 3@ pego & la proteins-A.
Dospués do lavar bien la columna, (D.0.s0 , & 280 pe), se eluyo
1a 190 pegads a la protefns-A con una solucidn de dcido acédtico
O.1M con 0.19% de NaC)l. Se probd tsmbisén despegsr con une
sclucidn do Trig-HC1-Blicing O.1N & un pi 2.8, dando ias miswcs
resuitedon. e colectsron fracciones de & ul , & una razdn de 0.5
m) por winuta. Se meutralizé con salucide de Tris-Base 0.1M, pH

8.0.
Las érsccicnes con D.0. alte fusron recolectadas
y dfalizadan contra un & solucidn de uuhq saling O.IN, pN 2,2
8 una temperaturs de 4 gradus. S detersming la concontracién de
:utof:. por ot aétedo de Loury. Se ajustd @ una concentractidn de
ng/el.

Para verificer la purera de! anticuerpo, osts e
coreio en uns electroforesis en geles do poliscrilamida en
progencia de sulfato dodeci) do sodio ;, en gondiciones reducidas,
sbeervihdone 8in contaninsciuones aparentes

: Pars desostrar 18 actividad del anticuerpo dedpues de
puridtcado por crowstogras{a, se realizd uns inmuncelectrataresis
contra un extracto antigdnica de un filtrado de cultivo ¢
micobacterias. . .

16) NARCAJE DE ANTICUERPOS CON FLUOROCROMOS

e llevd & caho ol sarceje de len anticusrpes

utlw con 1os {luorocromes isatiscianate de,
4luarenceina (Signa) y tetra-metil rhotanina (Melecular preben)
do acuerds 83 mftodo descrito por Boding (107).

Pars osto, s disolvid el isatiacianats oo
Stuarescefns on solucidh salina amortiguadors de carbonstos, ai
0.9, pH de 9.2, & una cancentracifn ¢inal de @-50 ug/ml, L“a
musntra so dializd contra una solucida smsrtiguadora do borstos
online, O0.00M, a pH de 9.5, dursnte 4-3 M} o cambio
poaterloruente por une solucidh smortiguaiors de boratoe, s pH de
9.2, durante 2 horan, & una temperatura de 4 grades.
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El asnticuerpo se acoplo a! +fluorocromo cuando se
dializd este contra 100 mg° de +{lucrescefna/ml, en solucidn
swortiguadora de boratos, a pH de 9.2 durante 14-16 hores. Luego
se detuvo !a reaccidn cuando se dializd la reaccién contra una
solucidn smortiguadnra de fosiatos, O0.024, a pH 7.0 durante 2-3
horae.

®ara separar 1a tluorescefna libre de la conjugada.
Eata wezcls se pasc a través ¢e¢ una columna de Sephadex-023.
use como eluvente a la solucion amortiguadora de ‘asfatos al
0.0M, a pH 7.0,

Se determind 1a razén ¢luorescefna:protefna con la
siguiente ¢drmula

Protefna ! Fluoresceina = 2.87 x DO 498

D0 260 - 0.33 x DO 493

Se usa um raneo wolar dptimo de ¢luorescefnat
protefna de aproximedamente 2:1.

Mientras que para el marcaje de los anticuerpas con
tetra-sethyl rhodanina (Molecular probes) , esta se prepar [}
una concenteracidn de aproxisadamente Sagrs/ml en dimetil
sulfoxido . La propauelén fue exictasente igual que pars el
marceje con isotiacianato de $lucresceflna.

17) MICROSCOPIA DE FLUORESCENCIA

Las células fagocfticas se incubaren & ums
temperatura da 3 nrades @n pozos de IS e , A una rasoh do | x
10%6 celulas /ml de wedio DNEM, suplementado con OFD al 9%,

Enseguida [T} infectaron con 1 » 108
wicobscterian/al. Les bacterias +{usron apsonizedes con
anticuerpos tipo 198 anti- os acoplado cen
isotiocianato de flunrescelna (190-ITCF). ﬂﬁo de ¢ haras deo
dagocitonis con este tipo de wmicobacterian, se 1avd 3 veces con
solucidn de PRR, y se afadio i x 108 micobacteriss /ml , esta
sesunda rcargas bacteriana {tue preparada con amicobicterias
opaanizadas con anticuerpos tipo Ig0 anti-
acopladas con tetramathyl-rhodamina (Ressarch Organica, Ce) (l¢8-
THR) .

Despuds de § hr de infeccidn, ae lavd cen solucidn de
PPS, 3 veces y se +ijd con wetanol-PBS al 0%, para su
obuervacidn por microscopfa de flucrescencfa. Se usd para tal
efecto un microscdpio de epiiluarescencia 2eiss, y +¢iltros de
430-490 para ITF y S10-3520 para THR. Se tosaron fotos & 40n, 100k,
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usando una peticula asa-100 (Fujicalor 8.A.)

IV) RESULTADOS

Se Illevaran a cabo los ensayos de ¢agocitasis de
afcobacteriss a diterentes concentraciones de bacterias en
relacidn a la concentracidh de wmacrdéagos. Estas proporciones
variaron desde 1:10, 1:100, 1:1000 (-_uracrolm:h:torun).
’ Suscamos obtener und proporcion adecifada 'y suficiente
para observar algjun efecto sia altersr la viabilidad del
wacrdfago. Fatos resultadon se wuestran en la Tabla 1[I, Se
reporta agu! que, sl caho de 360 minutos, el nimero promedio de
bacterias por macrféage, cuando se infecta s una proporci de
12100, o8 d¢ aproxinadamente 2.3 (D.E. 0.3), nientras gue cuando
se infectan los macrdéagos a una proporcidn de 121000 bacteriass
por wacrdéago, el niwero promedio de bacterias ae incrementas a
9.2 (DE 4.9). .

Le viabilidad de 1los macrofagos se ve disminuida
hasta casi un 40% de cflulas visbles a esta proporcidh de
bacterias por macriéfago (1:1000). Este resultado se observa en un
lapac de & horas, wmientras Que sl cabo de 24 hr la viabilidad
celular 1laga a ser de w10 un 20% de 18 poblacidn total. As{ gque
we decidié a realizar infecciones a una proparcidh de 100
bacteriss por cada macrdfaso.

Tabla II

FASOCITOSIS DE M _tuberculownis a razan de 1310, 1:100, y 1:100
wmacrdéagosibacterias.

TiEWPO RAZON 1110 RAZON 1:100 RAZON 1:1000

min) = GBac®/Mack® SViab fNBac/Mac TVisd . WBac/Mec Wisd
0 0.9 Lo ] 2.6 ” 2.7 ND
100 1.9 %0 2.014 1L 6.2 a0
340 2.1 ND 2.9 %0 4.0 [ )
4 hr ND ”° 2.0 ” L] 20

& Ninero de Bacterias deteraminadas por tincidn de Ziehl-Neslsen
8 Anélisis de 100 macrdiagos
M ND = No Detersinado
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Une de 1loa posibles wecanismos que ejercen las
wicobscterias pars pader sobrevivie dentro del macrdfago em
fogrer un control en 1os receptares mesbransies d¢ las células
fagocftican svitando reinfecciones en ol wisano macrdfago. Esto
o8, uns wmicobacteris is) gue ha infectado & un macrdfago evitarfa
1s entrada de un nimero mayor de bacterias en el wismo macréiage.

Entonces dinefisscs un experimento en el cuasl wne
tnfecta inicialmente caon bDacterias opscnizadas con uns sonds
+lunrescente, on este caso antizusrpos tipo 190 acoplados 8 ITCF,
y dospues de & horas &e reinfecto con una aegunda dosin de
wicobacterias, perp shora opsonizadas con snticuerpos tipo 198
scopliados & Tetrametyl-rodamina, ,

8e deteraind visusimenta el nimero de bacterias
opsonizadas con anticuerpos marcados con ITFC , en las céiula
infectadas inficisleente vy se raports como el % do inteccioh
fnictal, onneguide se determind o1 undwara de becterias
opsanizedas con anticuerpns marcados con tetrametyl-rodemina,
denominadas coma bacterias reintectanten, reporténdnse estas comd
% de reinteccibn,

En la $isurs No S se muestra una jotogratfia de una
preperacidh pars wicroncopfa de flucrescencis en la Qe se
observan los sacrdfegos infectados can micobacteriss opsonizadas
con  snticuerpos 4lunresceinados (I3G-1TCF).En la parte superior
se muestra 18 totogratf{a de macrdiagas intectadas con bacterias
opsonizades con Te8-1TFC, vintas a travfs de un ¢iltro con
longitud do onda de 430-490 am. En la parte interior se nuestra
la +foton de los macrdiagos infectadam con bacterias opsonizedas
con anticuerpos I[90-ITFC, vistas & través de un #iitro con
tongitud de onda de 320 mm, para THR.

En la +igura No ¢ am presents una dotogrefles de
uns  preparacidn de macrdiagas infectadss inicialmente con
bectertans opsonitadss con QeB-ITCF, y posteriormente S8
reinfectaron con Dacterias oapsonizadss con anticuerpos
warcador con THR (190-THR). En esta se obeerva que cusndo se
tntecta un wacrStagn con bactarias 4ilvoresceinadas, oste
mecrdfagn no muestra indicios de reinfeccién con wicobscteriss
rodsninsdan.

Estas observacionss se presentan nunericasente eon
lav figuras siguientes. En entas griéticas se muestran los
resuitadas de la ¢agocitnsis de las micobacterias usando doe
tipes de sondas, ITCF y TMR, En la Figura 7, se reporta el ¢ de
boctorias warcadas con 190-ITF promedio, determinado en una
poblacidn de 100 macrSéagos. €l prowedio ew de 2.3 (D.E. 0.93)
bacterian por macrdfagn. Ademas se Busstra equi la distribucidn
porcentual de infeccidn en los wacrafagos expuentos a Ubacterias
opucnizadas , donde un 44% de mecrifagos no estdn infectados, un
A% tiene entre it y 2 Yacterias promedio, mientran que un 188
ascila antre 2 y 4 bacterias por wacrdiago y o) restante %
contiens a) wenas 9 Dacterias. ’
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En Ja +4igura No 8 se observa la distribucidn
porcentual del mf-org de bacterias aopsonizadas con [9G-THR , que
infectan a un macrofago l,nl:ulunto. Ge demuustra que no
existe diterencias en el numero de bacterias que pusden infectar
8 un secrdfago cuando estas se opsonizan con [9G-THR.

Mientran que en ta figura NO 9 se reporta el % de
4agocitosis de micobecterias opsonizadas con anticuerpos
rodaninados en los wmacrdéagos que han sido infectados

iniciaimente con bacterias opsonizadas con 198-ITF. Observese
que conforme aumente el nuwero promedio de bacterias ¢agocitadas
iniciasimente (hasta en un miximo de 7), una segunda inteccidn

se verd reducida en cuanto al nimero de bacterias que pueden
intectar a un macrdfagn que por lu menos tiene aleuna bacteria
previannente fasacitada..

l'f,do 100 mscrdfagos contados, un 20% contiene entre 1
y 2 bacterias opsonizadas con I90-1TF en promedio, Yy de estas un
40% contiene al menns 1 bacteria opsonizeda con 190-THR, mientras
que un 20% de macrdéagos que tiene un promedio de 3 & 4 bacterias
opsopizadas con 19G-ITF, contiens un 10 % de bacterias
opuonizadas con 190-THMR y cuando han $agocitain was de 3
bacterias ¢{luoresceinadas, que representan el 13% apronimado de
1a poblacidn total, no se localizan bacterias marcadas con
anticusrpos 198-THR.

En la figura Na. 10 see representa la dintribucicn de
los percentajes de infeccicn en macrdfagos que han sido
incubados inicialmente con micobactarias opsonizadas con 190-ITCF
y posteriormente infectadas con micobacterias opsonizadas con
fg8-Ahodanira. Se ohtuvd como resultado que macrdfagos que est
infectados con sicobacterias ¢luoresceinadas en nuserocs mencres
de 2 bacterias por :‘qu, tienen reinfecciones mayores gque
ias que tienen los wmacréfagos infectados inicialmente con
wicebacterias {luoresceinadas en ndueros sayores de 3 bacterias.

Cuando los mecréfagos no fagocitan  iniclialsente
wmicobacterias {lucresceinadas, aproximadaments un 40% de la
poblacidn total detersinada no se reinfecta. Un 30% se reinfecta
con un promedio de entre 1-2 bacterias, y el restante 10% se
mantione entre 3 y 4 bacterias reinfectantes.

Comparativasente , cuando las bacterias se infectan
con 1 o 2 bacterias fluoresceinadas principalesente, salo un 33%
40 eontas o0 reinfectan con 1 0 2 bacterias, y un 7% con 3 0 4
bacterias. Cuando la citra de inteccidn auments inicialnente a 3
=4 bscterias por :‘luln. el noro de bacterias reintectantes son
ohtrg 1 & 2 hacterias por nacrdfago. S1 se fagocitan entre S o0 6
Gacterias inicialmente, un 40% se santiens sin reinfectarse, un
40% restante se mantiene entre 1-2 bacterias. cuanioc aumenta a

deo 7 bacterias por c‘luu, esta influye pdara obtener un 40%
de retntercidn solemente con | o 2 bacterias rhodaninadas.

Uno de las controles usados fue el de infectar
intcialmente con pntfculn iatex, y detectar el stecto d0¢ uma
poartfcula tnerte en 1a reinfeccion de los mr‘um. Entonces
se incubd inicinlmente con partfculas latex y luego de ¢ haras,

34



«

se infectd con micobacterias opsonizadas ya fuera con 190-1TF o
198-THR, Un 30% de los mnacrdéagos no se reinfectan con
micobacterias, un 30% contiene entre 1-2 bacterias, un 23 %
contiens de 13-4 bacterias, nientras que el restante 13% queda
ontre S o mis bacterias. No se ohservd diferencias significativas
entre usar bacteriss opsonizadas con Ig0-ITF o I¢90-TMR. Los
resultados se observar en la figura 11, para la fagocitonis de
bacterias opsonizadas con 190-1TF, y 1la ¢igura 12 pars el caso de
bacteriss opsonizades con 198-TMR.

Enfocindase al efecto & nivel de protelnas de
nembrans de las celulas fagoc{ticas, se llevd a cabo un protocele
experisental tal que se pudo comparar la capacidad que tienen
las cepas de llcob’u:torh- con distinta virulencia, para poder
modidicar 18 cinetica de cointernalizacion y de reciclaje de
aguellas proteinas que , localizadas en wesbrana externs, se
asocien directs o indirectanente a su fagocitosie,

Este protocolo se basd  en poder esonitorear las
protefnas superticiales antes y despuds de la fagocitomin de cads
uns de estas cepss de is. Este monitoreo se realiz
siquiendns 1a accesibilidad de 1as protefnas superéiciales al
warcaje con el isdtopo radiactivo, 1~123, después de una cindtica
de #agocitosnis sincronizada. Al final de éste marcaje, se
snlubf 11zdron los macrdfagos marcados en su wesbrans con NP-40 al
0.5% y se centrifugd a 13000 rpm para separar waterisl pesado del
soluble. Enneguida ae tomaron al {cuntas de dstas fracciones
solbles y se precipitiron con ATC para determinar la marca total
ssociade a protefras, Esta marca la hewas denominawos como cp®
totales, 1os resultedon se nuestran en las ¢iguras 13 a L.

En estas ¢iguras se reporta el promedio de a
oxperimentos realizados por triplicado, Adesas cada uno deo estos
datos se hmn corregida de acuerdo a 1a concentracidn en prateinss
totales de cads ura de las susstras.

Esta determinacidn se realiad de acuerdo al witodo
nodi¢icado de Paterson (119), el cual no se ve atectado por 1la
presercia de detergentes y detecta concentraciones deade 9
nicragranns d@ proteinas.

En 1a #igura No 13a y 130, se muestran las cindtices
de co-internalizacifn y reciclaje, respectivamente, de puufnn
de wmesbrana de wmacrdfages sin  inéectar. Esta cinftica
sirvio como control respecto a la cual se cospararon los
resultados obtenidos en los siguientes ensayos.

Se obs»rva gue cuanda 88 sincraniza a teaperaturas
wenores de 17 grados, las prote{nas de wesbrana aparentesente
muestran un ciclo normsal para llevar & cabo los precesss de
In!orn.llunclon y reciclaje. Este ciclp tiene aprosimadesente una
durscicn de i hora, a partir del tiespo O de la cinftica. €1
tiempo O se define como el tiempo a partir de que 1a temperatura
de incubacion ae eleva a 37 jradom.

A partir de aguf se pueden distinguir 2 ciclos
eincronizados, donde el macrdingo esta internalizend y
reciclando sus prote{nas de superéicie. Cuando se realis ol
moritoren de Estes protefnas en qu‘unr sincronizados @
tomparsturas bajas, no se observa una periodicidad aparente en
tiowpos cortos, tal como 1o observamos cuando se 1lleva & cabe una
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sincronizacich previa, Esto es;, |a variacidn en la conuntuci:m
de protefras sccesibles en Ja mebbrana no wuestra una
nerindicidad aparentemsnte sino hasta las 3 horas de
incubacidn, cuandn se disminuye a un 0% del tatal de protefna
accerible.

En las sjguientes figuras se muestra e) efecto Qque
tienen 1la fagocitosis de bactertias de particulas inertes -?hro
las cinfticas de cointernalizacidn y reciclaje de progo nas
membranales cuando se¢ lleva a cabdo una sincronizacion a
temperaturas bajas. .

Al comparar las cinéticas de cointernalizacion de las
protefnas asoctadaw & la fagocitasis sincronizada de particulas
latex, se observa que en la primera fase, denowminada de
cointernalizacidh o de fagocitomim, hay una disminucidn de la
marca radiactiva sccesible en 1a menbrana, a lus 10 wminutos de
tniciada 1a fagocitasis. Recuperandose hasta los 30 winutos,
cuando nuevasente cbtenemos un mfnimo en la marce, siendo esta de
un 43% del total disponible en la uembrana en ol tiempo 0 de
fagocitosis. Este primer ciclo se completa a los 40 minutos de
iniciada 1a cinética, tal como sucede con los macrofagos que ho
hon sido infectados. Estos resultados se observan en las +¢iguras
No. 148 y 14b. oy,

, Posterioreente se determinaron 2 ciclos de
presentacion de protefnas a los 120 minutos y a los 240 minutos.

Sigamns ahora con @] efecto que causa la +agocitosis
de wicobactarias ¢tipo HI? Ra, la cepa aviruleata deo M,

reuionie, vy la cepa H3? Rv, cepa virulenta. Estas resultados
se presentan en las figuras 1% y 15,

Las cinéticas de las protefnas de mesbrana asociadas
a la tagocitosis de la cepa avirulenta, H3I7Ra, vivas, presentan
#n  rotraso en @) primer ciclo gque se detecta en los wmacrofagos
norsalen. Se encontro gue hay un mfninc a los 25 einutos de
inicta ia fagocitosis, reflejando un retraso en la entrada de
protefnan en la membrana, recuperandose hasta los 90 wminutos.
Tiempo necesario para que se cumpla un ciclo en las celulas no
infectadan.Estos resultados se muestran en las grafticas 18a y
196.

~

Conervamaos un efecto similar ocesionada por la
¢agocitonis de H3? Ra wmuerta durante el] priwer ciclao . La tigura
No. 1éa representa esta cindtica de cointernalizacidn.

€n el seagundo ciclo, a las 3180 winutos, ilas
bscterias vivas logran retrasar la presentacidn de proto(nn on
la wsuperéicie del wmacrofago hasta en un 0% aproximadanente,
nientras e las bacterias muertas no inducen cambios en la
presentacidn de protefnas superficiales en el wacrofago
tréectado. Esto se observa hasta las & haras de iniciada la
cinética. Low resultados se muestran en la gratica No.i6 b,

Cuando se fagocitan bacterias de la cepa virulenta
HS? Rv viva, durante la cinftica de coinlernalizacion, se observa
que a Ins 23 wminutns de 1a fasccitosis hay un winiso en ila warca
me, comparativamente con el! control, redleja un retraso en ia
tnternalizacidn de las protefnas accesibles en ia wesbrana. Lo
nisng sucede cuandn se fagocitan bacterias muertas. La marca en
1a wevbrans se recupera a los &0 minutos, observandose que la
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copa H3? Ry puerta fnduce un auments en la prountmtén de
protefnas ¢o auperéicie en el macroéago, coso se ve en la ¢ie9. 1?7

La cepa W37 Rv vive, por el contrario, inhibe Ila
prmntleu‘n superiicial de las prutofnn asociadas a la
4agocitosis! retrasas los ciclos hasta las 2 hr . Presenta un
wfnimo @ 188 3 hr de iniciada la fagocitosie, recupsrandose asf &
l1as 4hr y mantenjendose asf{ hasta el final de la ¢agocitosis
Ver tas ¢4iguram 10a y 180,

' compard el efecto que pudiera tener wsocbre las
cineticas 1a ¢agocitoais de bacterias extracélulares tales como
« Los resultados muestran que este tipo de bacterias,
a di¢arercinr de lag nicobacterias, estimulan la presentacion de
protefnas superéicisles durante el primer cicla, asanteniendose
asf hasta 4 horas despues de! inicio de la +¢egocitonis,
Presentan un minimo a tos 3 minutos de iniciada esta. El etecto
s togra tambien cuanda se fagocitan Lacterias muertas. Ver
4iguras 192 y 19, )

Una de 1las posibles explicaciones al fecto que
praoducen las wicobscterias vivas, es que Sea & trav de la
tiberacion de ¢actores solubles que actuando a nivel de membrana
o de organelos internos coso fagoncmas, inhiben o activan en todo
cann, flas wecanineos de movilizacién y presentacioh en mesbrana,
de tam protefnas que son detectables por marcaje con 14125, fPor
1o que ne hicteron experimentos de endocitosis con las protefnas
del ¢#1ttradn de cultivo de micobacterias, cepa H37 Rv.

En estos experimentos se determind que eniste un
winiuo on 1a pruonueufn de prnu(nln de mesbrana accesibles al
marcaje con 17123, que se observa aproxinadamente en 40 minutos,
para luego recuperardie a l1as 2 hr de iniciada la fagocitosia. Se
doternino’otro ciclo a 1as 3 hr y s0lo se recuperd hasta el final
de la cinftica. Ver las Figuras 20a y 20b.

Suscande reproduc{r el efecto que pudiera tener una
célula viva + ¥y wmetabolicasente activa, se llevh a cabo la
fagacitosis de particulas latex , que inducirfian un etfecto inito
de ¢agocitosie, y posteriormente se incubo con extracto de
pratefnas solubles de N, tubergulosis, Se obtuvo un mfnino a los
S wminutas corp en el control y otro sfnimc a los 30 weinutos ,
recuperandnse asi hasta los 40 minutos. A partir de este tiewpo,
1a marca asocianda a protefna se wmantiene por arriba de un 70% de
ia pru'.o(m disponible en l1a menbrana hasta las 3 horam, cuando
determina otro nfnimo. La cindtica se recupera lentagente
hasta un 0% del total, cusndo se llega al +inal de la cinetica
de & haran. Var ¢iguras ll’l y 21b,

A rcorntinuacion se muestran los resultados de los
ensaycs usando una estrategia de sincronizacidn que no regueria
de incubaciones a temperaturss bajas. )

Cuanda se comparan las cineticas de cointernalizacion
y reciclale, de los wmecrofagos que han sido expusstos a

H3? Rv , vivas, ae obtiene un winieo en la marca
radiactive & los 15 nrinutos de iniciada 1a cindtica,
ropresentandn wenocs del 40N de la marca total en @l tiempo O.
Esta wmarca se recupera ribidamente a los 23-20 minutos y se
mantiene en este "ango hasta completar un ciclo a low &0
winutos. A las 2 hrs, vuelve a movilizarse hasta en un 40 % del
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total y se completa otro ciclo a las 3 horas, FPosteriarsente se
mantiene por debsjo del S0 % hasta el termino de la cindtica. Ver
4iguras 22 y 29,

S wmuestra que el efecto logrado por las bacterias
vivas d,.unu ia privera fase es sluilar al producido por 1a
infeccion con bacterias muertas. La marca se recupsra a los &0
ninutas y posteriormente se mantiene dedajo del 0% del jotal,
tal cowo 10 hacen las bacterias vivas, al final de la cinetica.
Ver figuras 22 y 23,

Por otra parte, cuando se infectan los sacrofagos con
1as cepas avirulentas, hay un efecto en 18 sovilizacién de las
protefnas de membrana que s encuentran involucradas g ol
proceso de fagocitosis. A los 29 winutas de iniciada 1a cinetica,
18 cointernsiizacicn provoca un siniso de marce accesible en la
wmewbranas, que representa un 40% del tatal posible. Este efecto
también e obuerva cuando se infecta con las bacteriss muertas.
Esto se ve en la ¢iqura 24. '

Cuandp se infecta con bacterias avirulentas vivas, la
sarca ¢o protefnas accesibles en 1a meshirana se santiene menor de
un 40N hasta 2 hr de 12 cinftica. Agui se ve un aumento de
un 40%, que se santiene hanta el final de la cindtica.

En ol casc de 1as bacterias asuertas, a0 alcansa un
I‘Il!ﬂ a las 2 hrs., cuanio se obtiens casi. un 100% mas que en la
warce original. A partir de este tiempo, la marca tiende a
diswinuir hasta un S0% del total cuando ee tersina la cinética.

En lom ensayocs de faguocitosis de particulas latex,
se observa un winimo en la marca a los 10 minutos, llegando sl
S0% del total. Pasteriormsente hay ciclos a 108 40 sinutos, 120 y
en contraste al control, se 1lega a un 40% a las 3 hre.,
wanteniondass asf hasta las &6 hr. Ver la figurs 26.

La fegocitosis de protefnas de un ¢iltrado de cultivo
de M. _tuberculosia, provocan un wufnimo a los 10 wminutos de
inictada 18 cinftica, gue representa al 200 del total
diasponible en 1a wembnrana. Recuperandose a un 70%, a 1gs 20
winutos, para Juseo mantenerse ani hasta ¢l final de la cinetica.
Ver 1a 4i9. 27,

€n 1a Figura 20 se musstran las autoradiogratine de
los geles de poliacrilawida de lan protelnss superticiales,
warcadas con 14129, El analisis de estos peréiles
electroforeticns auestra que hay protefnas que selectivasente se
estan co-internsliizande con las bpcterias, viva o wmuerta.
Resunince estas resultados en 1a Tabla No.1l

Hemos encontrado una prntcfgn cuyo peso woleculer
o8 do 23 K4 desaparece al +inal de la cinatica por efecto de 1la
4agocitosis de wicobacterias . Mientras que otra proteina cuyo
peso molecular en de 70 Xd y una de 112 Kd se mantiensn presenties
on ol transcurso de toda la cindtica. Mieniras que una protefns
é@ 3 Kd muestra una cinetizs similar a 1a wustrada por las
mto(nn tatales de )os macrofagos intectadon con bacterias
virulentas vivas. Esto es, se obtiens ua nihiso a 1as IS minutos
y un alixino a los A0 minutos.

Lievenos 2 cabo una serie de ensiyos para detectar a
laos ant(mn micobacterianos que pudieran estar presentes en la
woubirana del wmacrofago . Seguimos esta expresion mudnlen. bajo
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1ss wissm= condiciones gque se llevo a cabo & :ln‘tl:nl de
cointernslizacidr y reciciaje de las protofnl- de mesbrana.

Las protefnas de sesbrana solubilizadas en detergente
se corrieron en electroéore an geles de polisceilanida y e
slsctrotrannéirieron a tiras de papel de wnitrocelulosa. Estas

proteinas famovilizadas fueron incubadas con  un _suero
hperinmine anti- J detectando los ant{gencs
nregentes, -Biotina, Estreptavidina-
Paroxidasa.

S& usaron por supuesto varios controles, uno de ellos
usando un primer anticcerpo sin Protefna-A comd segundo
reactante. E1 otec consistic’ en o1 uso de Protefna A come sonde
stn un primer snticuerpo cowo ligandon. Y por Gitiwo se usc un
suers norsal como primer anticuerpo.

Los resul tados obtenidos se wmuestran en la figura 30.

En  esta ordéica se presenta el total de Dbandas
representativas de 1os antfgenos gue son rcgonu:ldl. por ol suern
hiperinmune. Ensejuida se muestra la cinetica de enpresion de
sntfgunns de W.___tubercylcsis on las membranas de 10w macrofason
Tomando conrtrol a8l tiempa O, que son los aacrafasoes sin
{ntectar.

Se han 4etectado par 10 wenos & ant(gencs
micobacterianos cuyos pesns moleculares oscilan entre 20Kd y 90
Kd 8¢ pbserva que hay alg ant fg ] tran une
cinética mui> similar a las protefnas del wacrofage,
mientres que otras tienen un comportasiento diferente.

S0 compararon las actividades d0 cepas do
aycobacterias con diserente virulencia, 1a HS7Ra , avirulenta y
Ta HI?Rv, 1a +irnlents, asi comp el efecto de ia vishilidad sabre
ol processmiento y/o expresicn de estos ant{genos. Salamente ia
viabilidad atecto ¢! numero y cantidad de antigence detectables ,
wiontras que la virulencia no tuvo algun efecto. .

Cuanda ae fagocitan wmicabacterias vivas ,ue detect
ant fgents cuyo peso molecular e de O3Kd, 735Kd, 68 Ké., S8, ¥
43 Ké, en 1 tagacitosis de bacteriss wmuertas, we detecien
solasente protefnas con P.M. de 45Kd, SIKd y 35Kd. Probablesente
oste o deds en parte al mecanisno do p)ocesamiento ut‘muo
|Mue:do por las bacterias nisnas 0 por 1a Liberaci®n do factores
sojublew .

En lon controles Ao ae chservd algun tipe de
sntfgeno o ¢e reatcich crusada.

Otra +4ane do eostos ensayos de deteccidn de antf{ganes
éue fta de utilizer coma wsistews revelador a una eerie de
snticusrpos :I:M’K!oulu producidos comtra Nycebagteriun
tubercklosis (110).

€n Ja Tabla IIT se seRslan las caracteristicas de
estos anticuerpns. :
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TABLA IIX

CARACTERISTICAS DE LOS ANTICUERPOS MONOCLONALES  ANTI-N.
tuberculosis

Anticuerpo Clase de Ant{geno Especie
Monoclional Anticuerpo {pesc aulecular)

WTe72-A2 1901 7?7 Kd H. tuberculosis
uTer1-A2 1902b/K a4 Kd .

WTB A9-BL TB-78 1981 33 Kd .

Estos anticuerpos wonoclonales fueron usados para
detectar a los ant{genos wicobacterianos en los papeles de
nitrotelulasa. Cuandp se resliza 1la deteccidn con el anticuerpo
monoclaonal TH72, este reconoce al menas 2 antfgenos . Su peso
molecular aproximedo e de 76 Kd, y @l otro de 40 Kd .

€1 reconociniento se realiza tanto en bacteries
virvientas vivas cowo muertas. por otra lado, el anticuerpo
wmonocional TE?8, reconoce también un antfgenn de PH 33 Kd y atro
de 33 Xd. Nientres que el sonoclional TB?74, reconoce una pronfnl
de 41 Kd y otra dn A4S K4,

V' DISCUSTON DR RESIN.TADOS

Una de tas principales actividades que desarrollan
lon mecroéagon es, ain duda, 18 {fagocitosia. Este proceso
foplica on sus etapas iniciales, un reconociaiento a nivel de
superficie. Eate reconociniento se sustenta en estructuras, en su
mayoria protefnas, oque participsn en la deteccidn y ol anciaje
de 1oe “agentes extra¥os a la superficie del wacratagn, donde s
ou vezx se geners una sefial que induce ia inlernalizecion de
ostos aserntes a travfs de un mecaniswo denoninado de ‘zipper*.

Los receptores asociados a 1a mestrana de) wmacrotago
tienen law crracteristicas de wor especiticos y /o
{nespeciticos. Esta caracteristica dependera de la naturaleza del
ligando, as{ como 1a del receptor. Asf, por ejenplo, e
reconocen en las celulas fagocfticas receptores espec{éicos
psra 1a éraceidn crintalizable de las inmunoglobulinas, Fc. A
partir deo eoste caracteristica se describen das tipos de
receptores Fc, el FcRl y o) FeR2, que dependen principaimente del
tipo de trmunogiobulina a 1a que se pegan (84). ’

Por otra parte, ae describen tambien los receptores
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aque nedian el enlace de aquellas particulas opsonizades con ia
#raccion €3b  del complemento (87). Las  receptores no
eupecificos, se@ caracterizan por mediar ¢l enlace de organiamos
cuya pared 0 membrana externa esta {orwada principalmente por
glicopratefnan. A este tipo de enlace se le denomina de "puente*
o,

En este tipo de receptores diferentes a los Qe
medisn respuestas inwungs caracteristicas, se encuentran tasbién
108 que han resultado ser especificon para cierto tipo de
parasitos, tates camo Tripanosoma cruzi , Leishsania donovani
111}, y wslgunos tipas de virus., Se reporta gue en el caso de
slguras bacterias gram-negativas, exisute ¢l consump de receptores
por perte de ciertss esprcies, para evitar asf la entrada de
atras bacterias 8 través de estos mismos receptores <(108) .

Este priwmer paso en el proceso de 1la Faghcitosis,
deterninado por ta= caracteristicas del ligando, el receptor y su
resultante iInteraccich, e% indicador de lais) ruta (s)
posteriores gue han de aeguir estos complejos ligando-reteptor
dontro de 1a céluly. Asf, se describe como el enlace sediado por
un asnticuerpo wonovalente tendra comwo ruta finsl llegar a un
mbiente pretisosomal, dnndes sue separaran ligsando y receptor
wediante una aciditicacidn de esta vesicula, regresando asf el
receptor directavente s 1z membrana de la celula . Cusndo este
. POCEPtor es un anticuerpo polivalente , el cemimng intraselular
que sigue 10 1leva directasente a un asbiente lisgsousl, donde
tieando y reaceptor se sepsran , peroc ¢l receptor ya s e
reziciara a 1a wembrana (112),

Al parecer se han _ encontrado wsoditicaciones
signiticativas en 1a concentracidn y actividad de ciertas
protefnas de wewbrans , por efecto de la tagocitosis (153). Estos
canbios se han observado a travds de un seguiniento con sarcaje
redisctivo y por anfilisis en electroioresis en geles de
poliacrilanida en una y dos dinensionss.

Ltos  experimentos desarroilados en este trabaje de
tesis won conaistentes en cuantp a los resultados que s han
abtenido previsssnte por estos autores. La busqueda prisers do
receptores eurecfiicos y de cambios , postericrmente, s nivel de
protefnas de membranas por sfecto de la fagocitosis, han sstivade
al  dosarrollo  de un modelo gque sirva para ayudar & entender
wejor la relscidn que se estsblece entre un parasito intracelular
y 1a eflula hospedera.

’ En ol caso de M,__Rubercuylpsis no e ha encontrade un
receptor especféico a nivel de menbrana que prosueva su entrada &
1as clulas sagocfticas. Se han snéocado los estudios a nivel de
coaporteniento de wicobacterias apacnizadas, las cuales aedian su
entace @ internslizacidr en al sacrofage a través de recepteores
para  Ia éraccidh Fc de lpa anticuerpos que se  hallen
opsonivandn & 1as micotacterias. Al respecto se reporta oque
sonnciton humenne de pacientes tuberculosos, sueatren un
aunents en el nimers de receptores para la éracccion Fe do lae
femunngliobulines. -

En 10 lepra, se reporta que W.__ Jeprag este
apsrentemente modulande los receptores inmunolagicos, tipe Fc,
e ae hallan ditaponibles en las mewbranas de los ascrotagfos
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infectadns inicialwente (109),

Reportes recientes musstran que probablesente haya
slaun tipo de receptor er las células oligodendrociticas sobre la
cual ¥, leprae se adhiere y penetra a4 2stas células (114). Este
reporte indica tambien 1a probabilidad de que sea wuna
glicoprotefna con residucs de manoss (115).

De iguel formo dadas las caracteristicas que tiene
M. tuberculosis , ea importante conocer o determinar en la
velacion que se lleva a cabo entre la céluia huesped y la
micobacteris, cuales son las prizeras etapas, sobre todo a nivel
de wesbrans.. €s pnsible que las micobacterlas ejerzan un control
on 1a infeccidn inicial, wodificando las caracteristicas a nivel
de receptores y en las caracteristicas propias que le dan a la
womhrana wuna 4luidez y una dinamica propia ?. 6o ha reportado
rocientemente que extractos ¢e pared de cierto tipo de
wsicobacterigs ejercen cambios a nivel de 1a fluidez de wembrans.
Eatos raabios indudablemente que afectan el reconocimiento entre
células) raso concreto el de la actividad citotdnice <o los
sacrofagon en contra de celulas tusorales.

Gue cambios induce internamente una bacteria o
extractn proteico de estas, on los macrofagas infectados tal
que entre otras  caracteristicas prosueva un ausento en su
actividad éagocftica P, o provoquen la liberacicn de +actores
supresores 7,

Ls bacteria reclutaria especfticamente receptores
sesbranales, independientemente de s aopsonizacida,
internalizandose en 13 célula, ¢ormandn un smbiente +{avorable
pars su sobrevivencia. Este e basaria principalsente en el
blrguear la acidificacioh ¢e los {agompmis, que noraaluente
generaria una pasterior fusidn entre estos y los lisosomas, o en
@) escapar dol ésgosoma hacia el espacio intracitoplasmico . En
slgqunos casos se reporta la inactivacidn de las  enzimas
tishsonalen, esto pudiera ser & traveas de la liberacion de
¢actores salubles .

Los renultados wostrados aqui, pueden aser
indicativos de la capacidad que tiene un parasito istraceluler
pera wadificar una dinfmica membranal. Esta dindnica so
weniéionta por una actividad de internalizacidn y de reciclaje
d¢e las protefnas de membrans, y d¢ su sintesis de novo.

Se¢ reporta que el macrafago interioriza el S0% de su
weabrana aproxinndsments en 30 ninutos y se renueva por coupleto
e las & horas.

€n estudios realizados con microscopia electranica se
abserve que un 23% ¢de polipeptidos meabrasnales sarcades per
todinacién, se internalizan rapidamente, con una vida sedia de
20-25 winutos, wientras gque el 73% restante persansce o0 la
moshrans con una vida media de 7-92 horas. A 1os 1S ainutos se
ocbservd la marca en vesiculas, mientras que en liscsouas se
detectd a 1o8 30-4S minutos, y en aparato de Golgi a las 20 y 90
minutos.

Eatns datos proveen informacidn acerca de 1a
existencia de un ¢lujo hidireccional entre meabrana y |isosomss,
adomas indica que 13 ruta que nijuen las prou(n;. monpbransles
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puede ser tamtién dirigida hacia el aparato de golgi.

, Estas determinacinnes se correlacionan bien con la
cinetica de ¢ajocitosis derarrollada. Esta se d¢ividic en dos
etapas: una en la que al cadbo de 30 min se interenalizal y oitra
a) cabo de & he, denominada de reciclaje.

Se determinaron las cinéticas en wmacrofagos sin
infectar, de acuerdo a das estrategias: la privers basads en una
sincronizacidn a temeperaturas mencres d¢ 10 grados , la otra sin
lln:ronhl:ln’n. 1levandose a cabo a 37 gradas . La prinera se
baso en sincronizar a bha temperaturas , durante 1 hora,
tienpn ern el e se retrasan los procesos dinamicos a nivel de
nonbrana, €1  trético de membrana hacia lisosomas y Oolgi
practicemente se detiens . Cuando se sube la temperatura a 32
grados, estas rrotefnas se wmovilizan rapidanente de la membrana
hacia lon lisosomas y/o compartimentas intermedias.

En 1a cinéticea dessrrollada en las células
¢agocfticas, 9in infectar, sincronizando & temperaturas senores
do 10 grados ’ se chservaran 2 ciclos definidos de
fnternalizacidn y reciclaje. El primerc se llevo s cabo despues
de 1 hora de iniciadae 18 cindtica, tiewpo suficiente para que el
macrofage internalice wnu wmembrana de un 30 a un 950%, y la
recicte . Despues de este ciclp, los macrofapos suestran etros
dos ciclos , con maximos y nfninos con uns poricdicidad de |
hora,

81 no se resliza una sincronizacidn & temperaturas de
10 grados, no obhservamos ciclos tén definidos cowe en las células
sincronizadas . Solo en tiespos wmuy largos detectamos cambioe
que {avolucran un 30-40 % del totsl de protefnss accesibles & la
warca radiasctiva en el tiempo 0.

Cstos resultades  indicaban que habia un efecto de
temperatura tdl que seria diffcil no asociar este a alguno do lme
cambios prevocadns dlr'oenunto por 1a fagocitosia de bacterias,
por lo que se decidio comparar estas 2 tipos de estrategia de
$agocitosis. Ademss, cuando se 1le & cabo sincronizaciones
fagncitosin, o8 suy inportante tratar de adecuar la adherencia de
iss bacterias a 1'08 macrofagos en un tiemps razonehle, y 8
tesperaturas tales que los niveles de internalizecidén sean
nfnivos. Con esto se svita gue bacterias que no  hallan side
adheridas eon un tiempo razomable, e esten 4agncitande
pt:o:lmto. siterando asi las cinfticas de internalizecidn y
reciclaje.

Al comparar estas dos estrategies, buscases slgin
tipo de eimilitud en lan efectos provocados por les micebacterias
on tiompos Lardios de tas cinfticas de tagocitanis.

Cuando s® ha llevado a cato le {egocitesis de
perticules latex, en una foroa sincronizads, no se ebservan
alteracionen de ltos ciclos de procesaniento norsales en el
wecrotagn) tal cone s¢ esperaria si suponieranos etectos & nivel
de estructuras bacterianas caracteristicas y por supusste de 1la
sctividad wetabélica carscteristica de una célula bacteriana .
8o observa una internalizacidn de un %50% del tatal de la wembrans
8 lav 30 ainrutos. En la segunda fase se observan 2 ciclaos, a las
2 y 4 roran de 1a cinetica, E! nimero de garticulas gue puede
ingerir ol sacratsgo es diffcil de controlar,
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Se ha observado . (datos no  publicados) por
wicroseopfa electronica, que asproximadaments 20-23 plrt(:uun
latex son ingeridas por macrc$83c.

Cuario se ileva a cabo la fagocitosis de bacteriss
que nn necesariamente tienen las caracter{sticas de ser parasitos
intracrelulares cowo ias wmicchacterias, y ademas poseen una
egtructura qu(-lu en 1s pared distinta y una asctividad
bionu{eica wuy diferente, coso es @l caso de las _Escharichia
cnli, se observan patrones de conducta distintos a los observados
pars los plrtl'cul.ﬂ 1atex y para las micobacterias .

€n date caso sue observa gque hay un ausento de la
cantidad deo prnto‘nn accesibles a la marca radiactiva,
probablesente asociads & ums activacicn macrofdgica, causada tal
vez por ol llpnpolhn:n;!do de la pared de 1a E. coli.

€n las cineticas de fagocitosis sincronjzadas, la
presentcia de wicobacterias vivas 0 musrtas es suficiente para
P.!lrfdl' el primer ciclo de ésta cindtica oue se 4 en los
wmacrotagos sin infectar. Es evidente en aste resuitado e} efecto
que euta teniendo 1a pared bacteriana, la cual se mantiene
tntacta en las bacterias susrtas, o por 10 menos la mayorfa de
los componentes que estarfan atectando el movimiento mesbranal en
el macrofago. £n este caso una interaccicn entre la pared
bacteriana y la wmenbrana det lacﬂfugo. a nivel de los
Ougcol(pllu cargados negativamente, impedir{a un wmovimiento
rapido o siteraria la ¢luidex de la mesdbrana. Esto atectar{a
quizas la  agregsacidn de receptores y su posterior
internalizecion, por lo wenos en un tiespo larga, que me veria
reftlejado en un nfnino on la sarca disponible en membrana a los
25-30 minutas de iniciada 1a sincrontizacion. ,

En esta etapa, cuando se realizs uns inteccion no
sincronizada de bacterias vivas, observasos un afniwo & loa 193
minutos, wientras gque en las wsuertas se chserve a los 213
ainutos, comparable a 1a inéeccidn 1levada [ ] cabo
sincronizadanente. ,

En 1a eegunda fase, cuando se compara la infeccion
sincronizada de micobacterias virulentas suertss, se observd que
inducen un asumente en 1a presentacion Io/prnn‘nll en la
nesbrans) nientras que al contrario de edtos oi/octu.l ia
4agocitesis no sincronizada , retardan la presentacion de estas
prot,ofnn a partir de} segundo ciclo, hasta el +¢inal de la
einotica.

P €1 hallazgn relevante es cuando se comparan las
cineticas do las bacterias vivas virulentas, tanto en infecciones
sinrcronizadas condo on Ap sincronizadas. Se ocbserva que a partir
del jer, ciclo, & los A0 sinutos, hay un efecto sabre e} néo
ciclo 8 108 120 vy & los 180 minutos, en que se llesa a un miniso
do wmarca disponible en la membrans, recupersndase en el
siguiente ciclo, y asf al ¢inal de & cinetica se mantiene por
debajo dol‘ So%, indicando probablesente un efecto en In
presentacion de pro!ofnnl que se sintetizan de novo, O se estan
recicliando.

Asf, hay un efectp muy importante de las bacteriss
vivas virplentas sobre 1a dinsmica de las protefnas de mesbrana
del wmacrofago, vy que es independiente del efecto de temperatura
en 1a sincronizactioh de 1a infeccién.
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Mientras que las bacterias virulentas, nuortll., on
infecciones sincronizadas, al parecer inducen una activacidn a
nivel de wmenbrana carscterizada por un susento en la presentacion
deo proto(nn accenibles a la marca radiactiva.

Las bacterias avirulentas muertas, tasbidn producen
este efecto en tiempos largos de la inéeccion.

. Cuando se realiza el experimento con un extracto
proteico de un 4iltrado de cultivo de _H, tuberculosis, cepas
virulentas, se tiene gue el sfecto se traduce en un retardo de la
cindtica de co-internalizacidn haata los 13 minutos, donde ae
obtiene un winimo en la sarca, este ninino es ol miseo que se
produce cuando se infecta con la bacteria completa. Mu‘l ae
empieza a recuperar a los 30 minutos, cerrindase asf un ciclo s
los 40 winutos. Posteriorsente a partir de lon 120 wminutos,
cusndo se cumple el segundo ciclo, el extracto prot‘tcn provecs
uns caflda gredual en 1a cantidad do protefnas sccenibles en la
mewbrana.

Eate comportamiento se ssemeja al provocado por Ias
bacterias vivas en tiewpos largos, por lo que considero que el
atoctn en esta etspa de n cinetica se debe en gran parte & la
Viberacidn de 4actores wolubles bacterianos.

Los efectos wmostrados hasta aquf, pusden sar
indicativos de 18 capacidad que tiene una bacteria intracelular,
para modificer una dindnica membranal. Esta dinimica como lo
hemon pllnto,ldo. [ 1] manifiesta por una eactividasd de
tnternalizacion y reciclaje de protefnas, asi cosd de uma
sfntesis de nove. .

Evidentesente 1a temperatura no es &l Jnice método
para sincronizar a una célula, hay numercosas draogas reportadas en
1a literstura que pndrian atectar el ciclp celular y las
dininicas a nivel de internsiizacidn y de trdfico intrscelulsr)
considerancs hacer solamente este tipn de sincronizacien. Sera
interesaante realizar paster iorsente otro tipo de sincronizacien,
que syude a reatirmer o ns estos resultados.

Suisiers discutir un poco was el efecto pravecads par
fas wsicobscterias en las siguientes figuras. En 1a tigura Ne
30 , s¢ wuestra que cusndo e lleva a cabp la primera fase , do
cointernalizacidn, se »séects cuantitativemente mss cuande se
1leva a cabo la ¢agnzitosis de las cepas avirulentas , gue cuando
oe CONPAra Con un extracto proteico de un {iltrado de cultive de
B, tuberculonin. cepa virulenta. Llsgande hasta un 20% del tstal
4o marca accesible an 12 nesbrana para ¢l priser caso, nientras
aque cuando 8¢ lleve s cabho cOn cepas avirulestas, este llega &
:;; de un 0% . E1 control tiene un afnise en ésta otaps do un

A pesar de que hasta el monento no Aay um
indicativo asparente de virulencia, estos edectos pudieran estar
ssociados parcisimente a este efecto de virulencia.

En ta etapa las bacterias virulentas vivas tienen’
un efecto de promocion de 1a presentacion de lss protefnes de
superéicie inwediatarmente después de lograr un mfnimo . EL % al
que 1legan o8 Hde un 80% respecto del total posible al tiempo
eora, a 1as 25 minutos de iniciada la cindética. Las bacterias
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nuertas lpgran disminuir hasta un 20% del total, a los 30
minutos, losrando completar asi un ciclo.

€1 extracto protéico llegs a tener hasta un 63 % del
total posible en el tiempo inicial aparentemente, el extracto

protesco solo puede llegar & este nivel de digminucion durante
toda 1a cinetica.Ver ¢fgura No. 31.

En Jas 4$fguras 32 y 33 ss muestran los IIII!IBI y
winimas obtenidos en 1a segunda etapa de la clnt’uu,- €n ol camwn
de las bacteriss virulentas vivas, es de un 10% was del que se
tiene en e! tiempo inicisl. Las bacterias virulentas muertas e
wantienen cerce det 100% cuando 1legan & su l‘x[h\o. En cambio las
ble!uinl avirulentas promueven la prnonuct’an de pruto(ul on
los wmacratagos infectados hasta en un 40% ass del total en ol
tismpo 0. Las Sacterias musrtss lo llevan haste un 100% miwm del
tricial cusndo logran ilegar a un mEximo. Esto es wuy
interessnte, ya que significar{a por un lado que law pacterias
svirulentas  tienen 1a capscidad de prosover 1a presentacidn ¢
protefnas was gue las virulentas] por atro lado , las virulentas
nO generan una respuesta mas alla de la normal, cosplietando sus
ciclow con cast el % inicial.

En @l caso de 1os minimos en ésta megunda etapa, las
bacterias vivas o muertas, virulentas o avirulentas, provocan un
wininmo correspondiente al 20%,

Cuando se analiza individuaimente el cowportaaiento
de las protefnas ssocisdss a 1a membrans , participantes en @)
process de lia ¢fayocitaosis de las capas virulentas y asvirulentas
de M. tubsrculosis, se obhserva que hay proteflnas gque siguen las
cineticas coms e! total de las protefnas, indicando que s
p,lrtlclmufn estd ssociada a 1a entrada de bacterias. Dentro de
dste grupo hemas detectado s protefnas cuyo pesc molecular es de
20 ke, 20d. , 73 Kd.,45 Kd. Mientras que otras al parecer nn
participan directamente en este proceso pero siguen una cindtica
independiente de) proceso fagocftico, tal es el casv de uns
protefns cuyo peso malecular aparente es de 110 Ké. Esta s
internalize a 109 20 minutos y desapsrece despues do & horas de
fagoritosis. Eeta protefna pudo haber seguido la ruta siguiente,
se internalizs junte con Ja bacteria, pero a1l llesar a
liosononas, &ata no se recicla ya ses por una alacalinizacion
producida par 1a wisma bacterisa o por su destruccidn en el
lisoeoma por eéecto de un pH dcido. Solo al cabo de & hrs.
cuando se ha enviado una sefial a ribosomas para sintesis de novo,
y quizés la protefna haya sido glicosilada al pasar por Golgl
dats reaparece en 1a menbrana. Atora bien, si ésta proteins en
degradada, slgunas de astos peptidos probabiewente deben haber
sido exocttados.

Se ha reportado que l1a ¢fagacitosin roquior,o 4o cierto
tipo €e prote(nas diferentes a 10s receptores inmunoldpicos, que
dopendiondo de) ligando, 30n co-internalizados y poﬂ.crlurlont.
degradados on las vesfculas limosovales, detectandowe despuds
$ragnentos correspondientes de wmeror pesc woletulsr.

Por otra parte ae reportan cambios en las pratefnas
de wembrana nor eéfecto de la fagocitosis de bacterias gram
negativesn, 10 que resulta en la agregaciun de  las leucecitas
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rolimoréonucieares. Detectar 1a presencia de una 9rot.‘n. de 130
Xd., asoeisdn a2 la agregacién celular. Estos experisentos
demuestran Ia importancia de 1os receptores en mesbrana cuando se
1leve » cabo 1a fagoritosis.

En experimentns realizados en nuestro Laboratorio se
ha obtenido informacidn acerca de este sendmeno, en el cual
protefnas solubles filtradas de medio de cultivo bacteriano, han
provocadn efectas {nhibitorios en la adherencia y en general eon
1a moréolosfa de las células fagacfticas. Es probable que algunas
de las protefnas que han desapsrecido en la sembrana puedasn estar
relacionadas con el eéacto adherencia . Se reguiere de un
spilisis was protundo de estos  fencwenos, que evidentesente
atectan en la dinsmica de 1a mewbrans celular.

Se ha teratado de identificar slguna protefna de
wenbrana que sea olpo:(ﬂ:n [ 1] .l reconocimiento de
micobacterizs, O gque participe en ningin proceso regulstoric
inductdn por 1a ¢agocitosis. Sin embargo no se ha encontrado
slein tipo de marcadar que 1iferenciara 1a entrada de bacterias
virulentas de las avirulentas.

Comparando e! sistema de detaccién en la fagocitosis
de wicohacterian virulentas vivas o muesrtas, tonenos  que
ruando se uss o1 sistenn del suero hiperinmune se reconoeid en
fas bacterias vivas aproximadanente S ant{genos, cuyse peses
woleculares son de 2%Kd, 73 Kd., 48 Kd., 33 K¢ y 45 Kd, wmientras
que en 1as hacterias muertas protefnas de peso wolecular de 63
4,589 ¥4, vy 93 Kd., Este pudiera ser el resultado de un
procesaniento nn!lg-nl:o diterencial, o debido a que loe
nntfgom que a8 encuentran inmchilizados en ol papel de
niteoceliuloss no searn necesarissente identicos
conformacionalmente & 1os presentados in vivo. Este hd side
wiompre un g9rave problema para 1a deteccidn de antigence
‘bacterianos y de otro orfeen, ya Gque las resccioned cruzsdas son
suy eltas y e} sistems de revelado no es 1o suticientesente
adecuado para detecterios.

fno 4» 1tos inconvenientes es que las 'rct.‘m se
encuentran en una frrea no nati/a y, por tento, le cenfersacibn
me guardan en el pape! de nitrocelulusa muchas veces iaupide ol
reconacintento de los epftopes a los cuales v dirigide el
snticuerpo,

Ussuos una aserie de nonocionales contra ut‘m
purificados de extracte protefco de un tiltrado de cultivo de [.7%
tubsrculosis, psra mejorar 1a detecccicn de éatos antigencs y
poder asociaries aladn tipo de éuncion o actividad bulo’lcl on
1a relacion bl:torll-mnnd. Estos monacionales  deneminados
conn NTEY1, WNTE?8, y NTI?2 recanacen antlgenss micobacterianss
do un pesn molecular de A4Kd, I Kd, y 77 Kd, respectivasente.

Cusndo las prechamos contra dstas wesbranas  de
-urnllwn infectados con bacteriac vivas viruloﬁ}u y virulentas
susrtan, enrantranas Que roeconocian eatos antigenos en las
células a uﬂh 4o tos S minutos, y se santenian as{ durante
tods la cindtica,  excepto psra el caso de o} ant{geno cuyo peso
motecular ara dn 29 K41 o) cuil se cbservo que a partir deo loe é
haras habia desaparecido de 1a wesbrana do los sacrdtagos
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infectados con bacterias vivas o muertas. El antigeno dée peso
wmolecular 93 Kd, ae halla presente durante toda 1la cindtical
prohshiewente o‘-to, sntfgeno tenga una gran aéinidad por |Ia
samheana del wacrofago y ser {fa un buen candidato para el sstudio
de s processmisnto indepsndiente de los otros ant{genos. E1
ant{genn de neso wolecular 77 Kd solo se lacaliza en los primercos
sinutre de Vo fSinetica , y dessparece hasta las & horas de
iniciada 1a cinetica! p-chablemante dste ant{geno es prucessdo
por los nacrdéngos infectados con becterias vivas virulentas y
deaschado por via 42 exocitosis. En las Lacterias wuertas no se
nbasrug. De igual éorms deteztamos un ant{geno de FH de 6BKd .
Este antigen2 ha s!d0 un zaniidato para usarlio en el diagnoatico
de 1a tuberculosjr , sef coma en e) desarrollo de una varuna .
Eate ont{geno persanc=e en membrana durante toda la cinetice. Una
de tos problemss a los que nos enfrantanos es el de purificar
reslinente wombranss plasmaticas y evitar costasinantes) no
estesas sjenps s ésta critica, sin eubargo, éstos resultados son
tentstivas, pars poder explicar un fencuenc & nivel due wenbrans.

. Los resultador dan pautas para asguir en esta
busgueda de respusstas para explicar uio de laos tantos procesos
oue induce 1a fagncitosis de un pardsito intrscelular com las
carecterfeticas de M. tuberculosis,

Otre de auestros resultados intaresantea, eos el
efecto que tienen las bacterias que han sido J{agocitadas
inicisimente por un asérdiago, sobre una seapunda cargs de
micobacterisn. Hiy varios puntos a decir sobre édste ¢enzmenc)
esgin nusstres resultados, cusrdo se fapocitan mas bacterias en
1a priwera carqs bacterians, que tiens come promedio de 2
tecterias por macrdiago, 1a segunda cargs baacteriana insectard
menos 2 Jas que tengan dentro mayor mdmerc de bacteriss. (Este,
on poces palsbras  significarfa aque hay un efecto de las
bacterfus wue infectsn primero, tal que ispiden la reinteccidn
en sstos wmacréfagon. Este efecto se ha visto cusndo hay
cowpetencia por receptores en're bacterias grae nagativas, para
con leucacitos poliacrionucleares .

Connidero aqui que entra otras causas probsbles, sea
e debido a gue la tagncitasis de partfculas tiene uns cindtica
tipn Nichaolin - Menten, se llsga & un estado de saturscidn tal
qae ¢l mecrddago va no puede fagocitar sds.

Otra poaibile sxplicacidn es que las bacterias aue
infectar prinero & una celula hgu{un n'hcnn & los receptores
fapidionds su regresa a 12 sembrana plasmatica, ¥y por tanto la
Intnnll'ltocwn de bacterias adicionalen. Esto se Mr(ﬂ lograr
8 traves de una atcalinizacidn lisosomal wedisda por ¢actores
ssocindos a 1a wuperéicie bacteriana o por ia liberacidn de
4actores solubles at medin, daonde las receptores se weparsrfan
deo wus ligandos por efecto de un pH acida.
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VI) CONCLUSIONES

Hemos carascteri=ado loc ciclos de cointorn.lnui‘n y
reciciaje de 1as proteinas nue se encusntran accesibles en la
mewmhrana del macrdfaso, cuando s¢ wmonitorean con el marcaje
radisctivo usandc el fsdtopo 14123 y catalizado con lactoperoxida
sa. Estos ciclioe de lntornll_lxlcidn se pueden sincronizar a
temperaturas de 4 arasdos cent{grados. Cuando se realiza ests
sincronizacion se pueden detectar ciclos ¢é@  cointernalizacidn y
reciclaje que duran sproximadamente &40 ninutos. Heman detectado
un winimo & los S winutos y un maximo de la marca accesible
resparto al inicic de la cinética, en los 40 sinutas dum‘- de
inictada énta.

La fagocitosis de  Mycobacterium tuberculosis alters
12 cindtica de cointernalizacion, retrasando la entrada de estas
protefnas  hasta low 23 a 30 minutos. Este retraso se refleja
cuantitativamente en casi un 50% del total de wmarca accesible en
el tiewmpo cero.

Las bacterias vivas virulentas provocan un retrase en
1a sssunda etspa, denominads de reciclaje, de hasta 1 hora,
comparativenente & las celulas sin infectar.

, 08 bacterias vivas avirulentas provocsa un retrasoc
en 1a cinetica hasta las 2 horas, a partir del cusi mantiene el
nivel de marca menar de un S0% hants las é horas.

, Las bacterias wmusrtas avirulentas, sodulan ia
cinetica sincranizada, tal gQue, son capaces de madular 1a
presentacidn de proteinss desp del gunda cicle . Ests
wodulacidn we ve reflejada en un aumento en la marca radiactiva
sccenible en 1a manbrang respscto del tiewpo O . Esta se wantiene
hasts @1 3 or, clclo.

Cuando se compara e} efecto gue tienen bacteriss
que no wse encuentran normalmente de vida intracelular, wuye
adends s componen de una parcd muy diferente a la deo WN.

tal ccro las . _coli, we observd que tienen

efecto sobre 1a prersentacion de nroteinas , asumentando esta en

:: primer cicio, nanteniéndose asf{ hasta casi el +inal de la ciné
ca.

La fagocitosis de particulas latex no logra alterar
las riclos de procesamiento y reciclaje de las pratefnas de
sowbrans externa de los mnacrofagos 4 ¢ uando se realiza una
cinética sincronizada & 4 grados .

Las proteinas que se obtienen de un filtrads de un
cultive de tuberculosis, logran moditicar lan cineticas de
cointernalizacicn, retardando 1a movilizacidn de éatas protefnas
4o wonbrana hasta en i hora. fientras que en tiempas postericres
ol efecto es tal que retarda las cinetices de reciclaje. En dsta
etapa e} efecto de las protefnas moluble e muy parecido al
sterto que lperan las Iu:‘.crl;ﬂg vivas virulentas en una




4agocitosie sincronizads.

Cuando se CONparan las cindticas de
cointernalizacidn y reciclaje de las proteinas marcadas con 14128
de 4{agocitomis no sincronizadas 8 temperaturas wenores de 4
erados , se ohservaran efectos muy diversos, debido a que las
sincronivaciones no sor posibles a tiempos cortos. 8in embargo
las bacterias vivag virulentas logran prgduclr efectas wmuy
similaores on las cineticas de cointernclizacion y reciclaje a las
producidas eon las fagocitosis sincronizadas.

Consideramos de valor, estos resultados ya que
probablemente el efecto que se esta llevando a cabo socbre la
menbrana sea por un iado, @n etapas iniciales de la fagocitonis,
un efecto de superficie, debido a las caracteristicas
superticiales de 1a pared de las wmicobacterias, que influyen
sobre 1a woavilidad de los receptores y socbre la #luidez de la
mewbrana, alterandoc l1os patrones normales de cointernalizacion de
dutan protefnas.

, Por 1o que se reflere a las etapss tardias, cuando
se estan desarrotiando los procesc de .reciclaje de  estas
protefnas cointernalizadas con las micobacterias, se observan
efectos wnduladores debido principalmente a la liberacidn de
producton solubles micobacteriancs en e! lumen de las vesiculas
dagocitices, retrasando el reciclaje d¢ ciertas prateisas y
svitends por completo el de otras.

, Por tanto, algunas protei{nas de la superiicie del
wocrofaso son aelectivasente internzlizadas can la bacteris, de -
éstas, alsunas son degradadas como resultado d.ll. tagocitosis
de &stas wmicobacterias, mientras que otras wsolo en tisspos
tard{os se observan de novo en 1a superéicie.

Estos efectos woduladores de las receptores en la
superéicie del macréfagn, se ven reforzadas por el hallatyo de
que una carga bacteriana inicial de wmicobacterias sobre el
sacrotfago provoca tal efecto que la disponibilidad de receptores
esta diswminuida para que una segunda carga bacteriana tengs
posibilidaden de reinfectar a estos wacrdfagos. Suponemas que hay
un l’f-lto de bacterias que pueden infectar inicialsente a un
macrotagn y que dstas bacterias son 1o suficientesente actives
para modular su microambients tal que no tengan competencia por
el y asf poder replizarse 10 mnas adecuadamente posible.

, E macrdfage tiene importantes tareas en la
roguu:lnn’l“un.. _Una de ellam, o3 sin duda, el procesasiento y
presentacion antiginice a otras celulas del sistesa inmune. Este
procesanienta implica la do,grldulén de los wmicroorganissas o
saterial particulado que esta siendo fagocitado. ,

[ 4] procesanientes de | ant{genns de macrofagos
infectadon con M, tubsrculonin esta influenciado principaluente
por las ceracterf{eticas superficiales y 1a actividad metabolica
que dessrrallien las bacterias intracelularmvate para poder luchar
par su sobrevida.

Hemos fpodido detectar por medio de la tecnica de
inmunoselectrotrarcferencia a los ant{gengs predominantes en las
mevbranan  de tos macrdfagos de 1a linea celular J774.1, que me
han infectadn con M. tuberzulosisy.

50



Les pesos moleculares de las ant{genos predominantes
aue se han detsctado usando un sueroc hiperinsune anti-N.
tuberculonis son: G0Kd, 43 Kd, 43 Kd. 37 Kd y 14 Kd,

Esta cinetica de prmntuldn no depende de la
virulencia.

S usaron tambidn una serie de  anticuerpos
wonoclorales, que Son capaces de distinguir antigence especiticos
de ?. tuberculosis, <cin embargn, se reconocieron tasbidn stros
entfgenos diferentes a los que originsimente han sido dirigidos.
Cuistiondo uma gran rolccinn cruzada con otras protei{nas o
productos de dognducun- ‘bacteriana. Los pescs moleculares son
40 77 Kd, A4Kd, 33 Kd.

£n gensral 1as cinetices de prmntulen do antigenos
bacterianos s¢ correlacionan con la dinamica total d9 las
proteines que s cointernalizen y se reciclan en el wmacrotage.
Solo alsunos .nt(gonnl pudieran estar actuando independientesente
do estas dinsnicas.

Para ¢inatizar se podris hablar de un posible modelo
que mejor resuriera estes heallazgos. Este se muestra en la figura
No, 98, tuberculosis ejerce como wecanisnc de defensa la
mndulaidn de las dindmicas y tratica intracelular de las
orotef{nas ssociadas a su fasocitosis. Esta wodulacidn pusde sor &
nivel de 1mpedir e! reciclaje de protefnas meshransles o de
fopedir su s{ntesis de nova. Asf mismo 1a liberacidn de facteres
solubles pueden estar ejerciendo diferentes etectos wadulsdores
de 18 sctividad do! macroéaso.
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FIGURA No. 5
FAGOCITNSIES DR MILOGACTERIUN. TURERCULOZi5. OFSONISADO CON
ANTITUERPOZ TIPC ol ACOPLAGOS IGM ITFC.




FIGURA No o
FAGOCITOSIS NE MYEQLATTERIUM TUBERCULOSLIS OFSONIZADO CON
AMTICUFRPPOS TIPD !5G ACOPLADOS CON TRM POR MACROFAGOS
PREVIAMENTE TNFECTADCE CON I96-iTFC




FIGURA No. 7

DISTRIBUCION PORCENTUAL DE LA FAGOCITOSIS CON M. tuberculosis
OPSONIZADAS CON IgG-ITF

FV




FIGURA No. 8

DISTRIBUCION PORCENTUAL DEL & INFECCION CON M. tuberculosis
OPSONIZADO CON IgG-TMR

RhV
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FIGURA No 9

- FAGOCITOSIS DE M. tusercutosis OPSONIZADA CON TMR POR EFECTO
DE UNA PREVIA FAGOCITOSIS CON M. vueercuLosis OPSONIZADA CON
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FIGURA No 10

DISTRIBUCION PORCENTUAL DE LA FAGOCITOSIS DE M. TUBERCULOSIS
OPSONIZADAS CON TMR. POR EFECTO INICIAL DE LA FAGOCITOSIS OE
M. TuseacurLos1s OPSONIZADA CON ITF
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FIGURA No 11

FAGOCITOSIS DE M. TusercuLosis OPSONIZADAS CON ITF POR EFECTO
DE LA FAGOCITOSIS DE PARTICULAS LATEX
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FIGURA No. 12

DISTRIBUCION PORCENTUAL DE LA FAGOCITOSIS DE M. tuberculosis
OPSONIZADAS CON MF, PREVIA INGESTION DE LATEX
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“Fromma No. 134

CINETICAS BE OOINTEMALIZAZIDN BE LA PROTEINAS ASOGIADAS
A MENSRAMA CXTERNA L MACROPAROS 0L LA LINEA CELULAY JTT4
macasan oow 1125, sincaomizasas A 4 OC .
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Frovma No. 138

CINETICAS DE RECIOLAVE BE PROTEINAS ASODIABAS A LA NUNBRANA

250

CXTERNA DE MACROFASOS O LA LINCA CELULAR JTT4. , mancABAS
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Fiouma o 14a
" CIMCTICAS B COINTERWALIZACION O LAS PROTEINAS DL NINBRANA FIGRA ho 14e
CNTEANA B0 MACROTASOS ASOCIABAS A LA FASOCITOSIS OF LATEX

CINETICAS  DE MECICLAJE DE LAS PROTEINAS O MEMBRAMA OF
MACROFAGDS ASOCIADAS A LA FAGOCITOSIS OE PARTICULAS LATEX
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- FIGURA No 154

‘ INTERNAL IZACION DE PROTEINAS ASOCIADAS A LA
fﬁ:ﬁglsﬁ“% Tuseacuiosss » CEPA HIT Ra VIVA CINETICAS DE RECICLAJE DE PROTEINAS ASOCIADAS A LA FAGOCITOSIS

DE  MyconacTenium TUSERCULOSIS . CEPA H37 Ma VIVA
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FIGURA No 164

CINETICAS O COINTERNAL IZACION DE PROTEINAS ASOCIADAS A LA
FABOCLTOSIS DE M. vuskaculosis , CEPA HI? Ra MUERTA
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FIGURA No 16

CINETICAS OE RECICLAJE DE PROTEINAS ASOCIADAS A LA rmlrosls
DE M. rusercuLos1s, CEPA H37 Ra MUERTA
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FIGURA N0 174

CINETICAS OE COINTEMWAL IZACION D PROTEINAS ASOCTADAS A LA
FAGOCITOSIS OE M. TuscwcuLosis, CEPA HIT Rv MERTA

(P

TIE0 (i)

FIGURA Ko 17 »

CINETICAS DE RECICLAJE DE ' PROTEINAS ASOCIADAS A LA FAQOCITOSIS
DE MycomacTemiom TuseacuLosis » CEPA H37 Rv MUERTA
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FIQURA Mo 18 &

CINETICAS DE COINTEANALIZACION DE  PROTEINAS ASOCIAOAS A LA
FAQCITOSIS OF M. Tuszacuosts . CEPA H3T Rv VIVA
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FIGURA No 10 &

CINETICAS DE  AECICLAJE DE MROTEINAS ASOCIADAS A LA FAGOCITOSIS
DE M. vuseacurosis . cera HIT Rv VIVA
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FIGURA Mo 194

CINETICAS OE COINTERNALIZACION OE PROTEINAS ASOCIADAS A LA

FAQOCITOSIS O €. coLi  VIVAS
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FIGURA o 1%

CINETICAS DE RECICLAJE OE PROTEINAS ASOCIADAS A LA FAGOCI TO8IS
DE €. cot  VIVAS
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CINETICA DE COINTERNALIZACION OE PROTEINAS ASOCIADAS A LA
FAGOCIT0SIS DE EXTRACTO PAOTEICO OE CULTIVO DE M. Tuscacu-
QRIS CEPA MIT Rv

FIOURA No 204
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FIGURA No 208

CINETICA DE ~"""MECICCAJE:"" OC PROTEINAS ASOCIADAS A LA
FAGICITOSIS DE EXTRACTO PROTEICO DE CLLTIVO DE M. vustacuice
s18, CEPA H37 Rv
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CINETICA DE COINTERNAL IZACION DE PROTEINAS ASOCIADAS A LA FA-
QICITOSIS O PARTICULAS LATEX ¥ EXTRACTO PROTEICO 0E M. ty--

FIGURA Mo 21 &

stacuosis, CEP W3RV
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FIORA N0 218

CINETICA DE RECICLAJE DE PROTEINAS ASOCIADAS A LA FAQOCITOSIS
DE PARTICULAS DE LATEX Y EXTRACTO PROTEICO DE UN CLLTIVO DE L

TusercuLosis, CEPA W37 Ry
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FIGURA No 22

CINETICA DE COINTERNALIZACION DE PROTEINAS ASOCIADAS A LA
FAGOCITOSIS DE M. tusercuLosis . CEPAS H37 Rv VIVAS Y MUER_
TAS.
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FIGURA No 23

CINETICAS DE RECICLAJE DE PROTEINAS ASOCIADAS A LA FAGOCITOSIS
DE M. tusemcuLosis , CEPA H37 Rv VIVA Y MUERTA
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FIGURA No 24

CINETICAS DE COINTERNALIZACION DE PROTEINAS ASOCIADAS A LA _
FAGOCITOSIS DE M. Tusercutosts . CEPAS H37 ma VIVA Y wyRrTa
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FIGURA No 25

CINETICAS DE RECICLAJE DE PROTEINAS ASOCIADAS A LA FAGOCITO-
SIS DE M. vusercuLosis, CEPA H37 Ra Viva v MuerTa
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FIGURA No 26 &

CINETICAS OF COINTERNAL IZACION DE PROTEINAS ASOCIADAS A LA --
FAQOCITOSIS O Panvicuias Latex
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FIGURA No 26 »

CINETICAS DE RECICLAJE DE PROTEINAS ASOCIADAS A LA FAGOCITOSIS
DE PARTICULAS LATEX -
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FIQURA No 2Ts
FIGUR o 27a
. CINEICAS OE MECICLAJE OE PROTEINAS ASOCIADAS A LA FAGOCITOSIS
CIMETICAS O COINTEANALIZACION OE pROTEINAS ASOCIADAS A LA _ ) N SINCRONIZADA DE PROTEINAS OE FILTRADO DE CULTIVO OE M. wu-
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FIGURA No 28

AUTORADIOGRAF 1A DE LOS PERFILES ELECTROFORETICOS DE LAS

PROTEINAS ASOCIADAS LA FAGOCITOSIS DE M. TUBERCULOSIS ,
CEPA H37 Rv VIVA
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FIGURA No 29

AUTORADIOGRAFIA DE LOS PERFILES ELECTROFORETICOS DE 1LAS
PROTEINAS ASOCIADAS A LA FAGOCITOSIS DE M. TUBERCULOSIS »
CEPA H37 Rv MUERTA
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INMUNOELECTZOTRANSFERENCIA DE PAF CF M. tuberculosis USANDO
’ SUERO HIPERINMUNE

Control £ =20
'y g w28
8 is=z gy
10 3 = 38¢
15



FIGURA No. 30b

INMUNOELECTROTRANSFERENCIA DE PAF'S DE M. tuberculosis USANDO Acs
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FIGURA No. 33

VALOR MINIMO (cpm) DE LAS CINETICAS DE COINTERNALIZACION DE
* PAF DE M. Tuberculosis
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FIGURA No. 31

VALOR MAXINMO (cpm) DE LA CINETICA DE COINTERNALIZACION PAF
DE M. tuberculosis
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FIGURA No. 39

 VALOR MINIMO (cpm) DE LA CINETICA DE RECICLAJE DE PAF DE
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FIGURA No. 24

VALOR’ MAXIMO (cpm) DE LA CINETICA DE RECICLAJE DE PAF DE
M. tuberculosis
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TABLA IV

™ CINETICA - DE PRESENTACION DE PROTEINAS ASOCIADAS A LA FAGOCITOSIS DE M. TuBERCULOSIS

PM H37Rv Muerta ) HITRv Viva

0 25 30 60 130 180 360 0 5 2 30 60 180 360
112 ++ - 4+ 4+ ++ + + ++ o+ + +
9% +* - 4+ ++ +H 4+ + o+ o+ + + + +
70 R T B S LR T L B S ++ +H+ e 4 ++ ++
50 44 L R + ++ ++ L 2 +* +
50 ++ - 4+ + + + ++ e +. + e + ‘ -
[ 1 ++e - L 2 ++ - - +H+ 4+ - + + + +

+  Presente
= No Presente



FIGURA No 35

M. TusercuLosts ES CAPAZ DE MODULAR EL RECICLAJE Y /0 SINTESIS

DE NOVO DE PROTEINAS ASOCIADAS A LA MEMBRANA DE LAS CELULAS FA-
GOCITICAS QUE PARTICIPAN EN SU FAGOCITOSIS
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