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L. INTRODUCCION

M3s del 50% de los seres vivos son pardsitos. El astudio de

s=ztos organismos es, per lo tanto, de importancia fundamental en

el desarrolio de las clencias bicll

Latcas. La 1nvestigacidn de
las interacciones hospederc-parhsito ha contribuido 8y
.ehtendimZCntﬁ de  camines, egtrategias y dirdcciones de la

evolucisdn en paralelc, componente b3sico en oL nroceso evolutivo

de cualquier zapaaie y  probablemente en el origen | de ios

principales grupos de organismos gue ahora oconsosRas como lo

propone ia teoria endosimbldtica de L. Margulig (1),

Algunas de tos pardsiteos que muestran mayor grado de

cpevqlucibh con g1 hospedero, zon aquellos que se hén
especializade a tal grade 4u= akhlo son capaces de sobrevivir

" asociados a su hospedero correspondiente: los ‘parasitosn

obligades: estos organismos han degscartado por completo la forma

de  vida Libre en gu ciclo vitel. Egte grupo sdlo se prasenta

Tan o 1n‘naturalezé-fu9ra det weil wivn aue coloniza, restringida a

formas {ncapaces de muitipliéafé¢§'”Q?ﬂCiadnsrﬁ'au Guzoarga  pas
procasoé infeétiﬁogi-‘&demie, ‘existen parasitos que egthn en
‘Bsectacian  particularmente estrecha con  sus  hospederos: 1os

parisitos intraceiulares. A su vez. “denirs de este grupo

reatringido, encontrames agquellos que tienen como nicho ecoldgico

cklulas del) sistema Ilnmune. Es declir, parlsitos cuyos hospederos

son cdlulas gque surgieron como resultado de miles de afos de

evolucldn

preclisamente para proteger al organismo hospederoc de

ivvagsores extraijos. Es aparente, pues, cque el estudio de estos

organismos regulia nao sdlo interesznts sino de gran trascendencia



bioidglica.

La pacteria Hyceobacterium tuberculosis es miembro de egste

grupo. Eg parasitaria de humanos Y de otros vertebrados
superiovres, incivyende anlmales de importancia econdmlca como el

ganado bowvine. Ademis es de tipo obligado: sblo se ha encontrado,

fuera de seres vivos, en aguas de desperdiclo y en polvo de
>h05p1tal (2¥. ~ Ea un para=ilsc intrzcelwnlar aque regide Q‘ ae
reproduce dentro de laos macrdfagos de su hogapedero. No sblo
sobrevive;“ éiendo 'capaz de tievar & =18 1o ] EIEES funciones

metabdlicas regulareg de manera eficaz en un ambiente tan

relativamente hostil para un agente invasor de su naturalecza,

sino que ademids  dicho awmbiente le resultita necesario para la
parpotuentiin de su egpecie. La iﬁteraccibn degarol lada de eatog
dos organigmos £9 muy estrecha y, por o tanto. 9; présta cbmo
modelo de investigacidn; sin esbargo, todavia existe una Qentaja
adicional an su estudio: ia entermedad que causa este
‘MidToGT gonismn,; .orincipalmente la tuberculosis pulmonar,
feﬁfesen#a' un' gravz-oprornlaema de galud tanto en Heéexloo csﬁ:, er,
varlios pa;sesl en el mundo. Aproximadamente. 3 millones ae

personas mueren, y Se repoartan éoo,éoo”éasos ﬁuevcs‘céda Bafic {37
Adémés, existen 20 millones e purp;r;z tnfectadas que ponen en
riesgo a aproximadamente otros 75 millones. Sole en #Héxico, sa
reportan aprox. 14,000 casecs nuevos al afio Car. Ei estudio
bAsico de este par3slto y su relaclbn con el hospedero ayudarin

en la biusquada de una soluclidén a este problema de salud mundial.

La infeccidn por Mycobacterium tuberculeosis se da usualmente

en las vias iespiratorias inferiores., FPor lo tanto, el pulmdn



resulta ger el primer &rgance afectada. Allt, lags bacteriasg se
atojan an alghn alveolo, daonde son ripidamente fagocitadas por
lce mneutrdiilos y meerdfagos alveolares. Debido a su largo

tiempo de duplicacidn, la manifszctacidn de lag sintamas ge da al

cabo de varias semanas. En =2s5te tiempo se deaarroila uns

inflamécian cealular y & travéas de los wvasos linfaticas =ze

disemina la inteccidn, inclusive llegandz = oireg tejtldeos. En

una inteccidn

{

o

v

meria, generalmente el HGSpedero desgssrrolla

inmunidad cejular adquirida v aéi‘ comoItes v reguelve fa

infeccidn. Sin embargo, en procesos de reinfeccidn las lesiones

se caracterizan por ser localizadas y necrbticas. Esta necrosis,

r&ﬂuxtanté de la reasccidn de hipersensibilidad ratardada, causa
lesiones lrreparabfés Yy i& rasniucidn de la infeccldn resuita ser

mucho mes lenta v dificil.

Para empezar a stacar este probiemn, analicemos el "arsgnat®

- econ el que cuentan ambas partes del sistema hospedero~-parisito.

Faoteree de virulonolo de Mydebsctiastum tuberoulonte

Existen varios  factores wostulados . para. explicer ia
virulencia de Hyeopaciscium tuberculosis. Entre é&stds e
encuentran el “factor cuerda” , otros llpidos takicos; 2.

isrra,

oxligenn, ¥y protelnas del fillerado de cultivoes de la bacteris. No

se han identi{ficado exotoxinaga, endotoxinag, i enzimas

extracelulares deletdreas. Seguramente el factor més estudiade

es 21 factor cuerda (6,6’ dimicolato de trehalosayd. En 19%0 (&)

ge enconird qus csta sustancioc purificada tenla efectos altamente

tdxicos en ratones Inyecrtados intraperitonwalmaertae c¢con dosisgs



sustancias llamndas exoquelinas las cuales queien

“virdveneta.

batas ks que ademiis inhibls 1a migracibn de leucocitos. Sin

embargo, © posteriormente se vio que este mismo compuesto se
encontraba en bacterlias avirulentas de otras especies (8. En
1872, Kato (7 observd que anticuerpos anti-factor cuerda
inductian mayor reslatencia a la entrermedad. Aparentemente el

factor ai contribuye a la virulencia pero nd eg8 decisivo en ta

expregidn de la enfermedad. Otros iipidos tdxicos fuertemente
ihpi(cados' on ta virulencia de M. rubercutosis sen los
sQlfcllpidos. Se ha observado una alts corfelacién wntrs &)
.gfa&d' de ‘viruienciz ¥ .zl eonntenido de sulfolipide en  varlas

cepas analizadas (8. A pesar de esto, aun no se sabe si iz

relacidbn es directa ¥ egto se complica al considerar 1a

viruleneia en términos de la regspuesta inmune del hospederao.

Por otro ladp, la bacteria pragsents uﬁa altsa dependencia del

fierro para su crecimienio. ¥ por e Lanto. . 8¢ ha dicho que el

praoducto becteriano micobactina {una sustancia gque puede

secuestrar el flerro de !a& transferrina) es un factor indirecto

d2 virulencia (8). Flnalmente. se han encantrado en los medioa

ge Ccultiva de .  Bacilo Celmette-Guerin (bBCE 3 M. smegmatis dos

=alubilizan

al tierro (10). Egtas tewo 2idoesimplicadas iguaimenite son ia

[ oxigeno se ha vincutlade a la virulencia de

“dos - maincrag

digtintas. En primer lugar, se ha observade que =z tensidn de

oxigeno en el medio del hbspedero afecta en manera proporcional

al grado de desarrollo de la enfermedad (:11); ademds, Guy at al.

han encontrado que ta inhibicidn del crecimiento por

Tornrraciones reducidas de oxigano 28 menor para cepas

~



virutentas VH37RV ) que  para awvirulentas (H37kas (12, Sin

embargo. también se ha observado que afn con caoncentracliones
altas de oxigeno, tas avirulentas son incapaces de inducir
enrermedad progresiva (11). Esto indica que, aungue el

regquerimiento micobacteriano do cxligeno es importitante Ppara el
desarrollo de la entermedad, no -5 el bnico tfactor involuerado en
la virulengia. Se ha visto tamblén una correlaciyn entre la

5

virulencis v la =2ctivided de castalasa (137 pers 2viaten varias

9aprpf1§icas b cepas de baja virutencia que
muestran una alta actividad Ae’catalasa (1A)Q T de miansSrz= ougiia.une
vez mas, no podemos considerar esto como factor inico de
virulencia7 Por &ltimo. recientemente, se han descrito efectos
de protelnas recuperadaé 'dai tiitrado de cultivosz de M.
Egﬁéréu\osis sobre tw {unciinr de.ciertas e&luias  der  slstens
inmune. En primer lugar, cse ha deccerito que la éstimuiacfé% de

cédlutas T por mitdgenos (PHA, LDL)Y es3 inhibida por tactores

solubles secretados por cédlulas normales adherentes. previamente
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ag proteines LL1S2 Por otra parte, &strs tienen

un efecto sobre la mortfologia ¥y 1&x zztividad membranat

de- loz
TmECYatagos: dieminuven | ia cantided de pseuddpodos vy la rapidez
oo _qge,és;oa se forman (161, En canc)us&én{b ﬁésiéﬁe‘haber st
factor easpsclfice §5;3 kéAQirQXéncia de 'Q; tubasoulocis. 1a

patogenicidad parece estar dada por un conjiunto de factores que
contribuyen en diferentes grados a la virulencia especifica de

cada cepa .



Mooanismo# bustoricethticos v baotoricidas del maardbtagoe

Ahora veamos el potencial destructor de la céiula hosped=ra
a ta que se enfrenta M. tuberculosis. Una de las "armag"® mis
poderocsas con las gque cuenta la cé&lula mononuclear es el conjunto

de prroductos provenientes de la reduccldn det oxigeno. que tienen

efectes microbicidas. £l perdxido de hidrdgeno., por ejemplo, es
bastante tbrico y se ha demostrado gue tos macrbfagos
‘peritoneates  de  J3ibn oxpwectos a  linfocinas, in vitro, zon

capaces de matar 2 mis del 90% de las M. microti ingecidas. E=zte

capacidad se BNUIA <O Catziows ES et I . Btraa productios de

reduccidn coms ! superdxido. aunque resultan tdxicos para muchos

tipos de bacterias, aon pocoe erfectives contra H. tubercuiocsis

(183, Sin embargo, es posible que Jjuegue un papel Xndirecto‘como
sustrato para una reaccisgn de dismutacidn vy congecuenté créaciaﬁ
de perbxido. » ' i

Lag encimas tiscsomales constituyen el otro factor
microbicida importante en la cdliula. Se sabe que las actividades

-da  Astas aumentan en los macrdfagos de animales inmunizados o

vacunzdes v eepecialmente  en o Vmacrbf:gcg' v tas cklulas
eé}te}ioides de 1os granulomas., En especial, iz lisozima 5e“ﬁa
'descrito como un)factorbﬁubercﬁldétatigo (iS%; micneres qus. la
ﬁieloperdxidasa. @i aumeniar (is foxicidad de},perbxido, se ha
descrito comoe un factor microbiciaa, eapeclialmente enA lgs
monocitos. La relevancia de esta enzima como microbicida, sin
embargo, ha sido puesta en duda recientemente porque se ha visto

que ia mayorla de la gente gue ea deficlente en esta enzima, no

parece tener una mennr resistencia a la infeccidn (20).



For Gltimo, algunas sustancias de naturalecza proté&ica Y
lipidica han sido descritas como factores tuberculostiticos vy/o
tuberculocidas. Algunas protelnas bisicas. por ejemplo, son
capaces de adherirse a la superficie bacteriana y asl afectar su
reproduccidn. Por oitc lado, existen ciertos 3cidos grasos que
pueden interfeyis con !'» actividad enzimitica de la bacterla vy,
de hecho, este tipo de Acidos sSe encuentran en mayor cantidad'en
las membranas de \aé cdluias de aninaies inmunes o retados - (21).
.Podemos concluir que., al igual que los tfactores virulentos
micobacterianos, la etécti&idad dg la gderensas G& iz =2iala ooth

determinada por varios factores en conjunto.

intsrsceién entro o1 hospsdero y M. tuberculosis 1 2l granuioms

iLa teaidn grevnliomatodn ez el centro de ias interaccliones
hoapedero-parisito. En este sitio las ctiulas mononuclearas
juegan un papel muy importante, el cual guedard descrito mas

adelante. Sin embargo, en el granulaoma tamblén se encuentran
polimorfonucivares, 5us <on cdlulas secretcras encargadas de la
fase iniclal del desarruiic 22! grevwnloma. Egtas cbluias, .en un

Copraceso.  lamadeoe degranulacidn, iiberan al media, de manera

Ut

‘}nQSPQGXfica. productos de reduccibﬁ IAelumokigéno; ‘enzima
hidroll;gcés,“ etc.  Estos factores 1lbermdus y,L::,Pr“ﬂV¢t°5 ¢9
ia deatruccidn celular, atraen a8 log monocitos circulantes, al
gaitio de la infeccidn. También liega a la lesidn., una poblacidn
de linfocitoes T que, una vez activados. son capaces de, a su vezx,
activar a los monocitos. Estudios recicentes usando animales con
intecciones crédnicas, sugieren gque las células gupresoras pueden

jugar un papel! imporimnis on 'z determinacidn de las regpuestas

10



celulares a losg antligencae micobacterianos, tanto

[

vivo como 1

vitro (22). Por GLltimo, la inmunidad mediada por antlicuerpos es

nula o practicamente nula en este tipo de infeccidn.

A. Interacoién geners!l baoteria-~ocdluls mencnus!isar

Veamos en wids detslle la interaccldn cdlula-célula entre la

bacteria yF =2 ~dlula moneonucliear: el enfrentamiento de estos dos
sigstemas con las caracteristicas previamente descriias.. . L=a
célulasg munonucliesTaz tmacr&fagos regidentes, monocitos,

maérbfagos int lamatorlios, cdlulasg epitelioiaeg) éekériginén de TGN
precursor coméin  de tipo endotelial de la medbdia &ésesan (23).
Existen <cdlulas que estin siendo !iberadas continuamente por la
méduta y que circulan por la sangre en forma de monocitos. -Estas
colcni:aﬁ tejtdos diferentes Y oax diforanaian pasgndo & ser

maccebfagos residentes de caracterlisticas especlflcas para cads

tetido, Estos macrdfagos residentes son los que primeroc  se
enfrentan a {as micobacterias invasoras. Como estas bacterias
z=m attamente reei#tcntes_ a " la Gigesoiin, forman focos
persistentes de infeccidn ‘e int!amaclont qua . ma. | vusiven
'gfaﬁgléméé. - En estos puitss zwesenta el influjo de los monocitos
Y gadas - tas :ondicignes resultantes del proceso iﬁfl;métévio,

-

estas cdiulas se diferencinn  en macrbdfagos inflamatorios ...y

A

cblulas epitelioides. LLos lintfoeiltos activados, formando parte
de! granuloma mismo, pueden aumentar la actividad de todas egtas
c&lulas mononucieares fagoclticas. Una Dbreve visidn de los
papeles que Juegan cada una de estas células en " Ja enfermedad
nos ayudard ES entender iz interaccidin general macrbfago-

micobacteria.

11



Para analizar el papel de los macrdfages residentes debemos

filarnos en itas primeras etapas de la infeceidn, cuando hay mis

interaccidbn con estas células. En primer lugar. se puede variar
la combinacign hospederosbacilo para luego ver los cambios
corregpaondlentes en las primeras fases de la infeccidn. Por

ejempio, Gray et ai. analizareon eastas primerss viapas en cvalones
de Vvariad cepas con diferentes susceptibitidades a la intascidn
intranasal. No se@ hallaron diferencias significativas en

relacidn con el eatablecimientso inicial de los baeilos en el

puimén entre las diferentes cepas. S&lo despuds de tres semanas
ée via que las cepas mas registentes logran detenef el
crecimiento mas rapidamente t24). Por otra parte, usando cepas
de M. tuberculosis de alta y baja virulencia, se busearon
bdifefénciaé en ia 'aobreinencia de é=tas dos en iasg ‘éiaﬁas
iniciolcocoy A pastiscds looinfosScilin introvoncooo do o rastzsnoce sz
§$o que laes tasas de sobrevivencia de las bacterias tanto
virulentas como avirulentas, eran muy similares (28>, Por

Ultimo, ta inmunidad antitubercuiosis se caracterizs por el hecho

HE O QuUe uUno Ve Yue 18 iniecvdion primaria he dedapai cuwauao, canlo

“ia  eobrevivencis comc el crecimientc tniclales de 1a inreceisn

retedora. neo. disminuyen:  solamente al-desarrolle tardlo. se -ve

‘atectado ¥ la infeccibn se controla ripidamente (263. Todos
'u4pe§£os é;éé;imeﬁtos ihd¥cén éué, a‘ménés'que es{as ﬁéﬁrbfégéé Qean
activados por mediq de linfocitos o por élghn elemento del
granuloma, ya una vez estando en curso la infeccidn noe parecen

jugar un papel muy importante, por lo menos en el enfrentamiento

inicial hospedero-pardsito (4L7).

-
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Fara entender las interacclones de M, tubecculosis con tas

demas c&lulas fagocliticas, estudiemos 21 granuloma. El influjo
inicial es predominantemente de polimoertonuclteares, Y esta
ilegada junto con la de los menocitos continta a lo largo de l1a
vida del granuleoma, aungque son ios mononucleares los gue
predominan en leps etapas tardias. Los monocitos=, moderadanents
fggociticos. con pocag titsocsomnas primariosz y secundarios,
endocitan el"materiax digasikie del granuioma ¥ aal ae

diterencian come macrbfagos inflamatorias gue contienen muchos‘
ligsosomas primafﬁc; péqUEﬁds y iisccoomes wzccundarigsA gfandes.
Con et degarrolic de la hiperaensibilidad retardada ab los
antligenos extranos, aumenta la infiltracidn de los iintocitos T
sensibiiirados. La " intileracibn, madur—ciﬁn; fagocltostis,
division Yy musrta . de los mongcitos aumenta ¥y el granuvioma es
rodeadec. por las cailulas epitelioidés. ‘se ha  vista: Guz la
pregencia de tos tinfocitos T es {mportante en la formacidn de
&stas celuias epitelipides ¥y en la destruccidn de las bacterias
(27).

Las CQiu‘a:“ b::!;alibideﬂ" contlienan m;chas Cenzimas
lisosonzales. vy tg?nen altos niveles de pinocitosis y sécreéiﬁﬁ.'
pero V'fagocitan nuy >poqo. } " Ahora’ Dilen,” s actividad

micobactericida dea ia= chéivias.inflamatorias ¥ monocitosg en
general ew bastante reducida. Mo se han detestads diferencias en

ta actividad micobactericida entre las c&lulas intlamatorias

¥
los monocitos extraldos de animales inmunes ¥ no-inmunes (28).
Sin embargo, la exposiciégn continua de estas célulag a
lintocinas. in vitro, aumenta significativamente la actividad

microbiciada, espacisimante de los monositos 23

2D,
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Las cdlulas epiteliofides, por dltimo. no parecen

presentar mucha actividad antimicobacteriana. Se ha viato que un
etecto bacteriostatico de duracidn variable contra M.
tuberculosis H37Rv (una cepa virulenta) es seguido por la

multiplicacidn normal de las bacterias {(ntracelulares (30>.

Reimoidn intreoclular bacteria-macréfago

Dadag estas generalidades de interaccidn, analicemos ahorsa
de torma mias detaiiada 15 gus oaurrs dentro de la  célula
hospedera. Mycobacterium tuberculosis, como cualqulier agente

extranio de su tamano, es internallizado por el macrdbfiago a través
de un proceso especializado de endocitosis: la fagocitosis.
‘Este proceso £8 una respuesta localizada de una regidn de ia

membrana plasmitica y lag estructuras citopliasmicas subymusniss.

A traves det contacto de receptores, no necegsariamnente
eapeclficos, con proteinas de la superficie de ia bacteria
‘blanco., la membrana macrofigica envuelve poco a poco al

oo

iormorcanismo con la consecuents specicidn de ambas membraiies.
El mecanismo es comparable al de un cierre dé cremallera, ¥ por
‘eén se le ﬁa 1 1amado mal, Tde crewmallisrza®. ‘Aungue 20N no se
“entienden poi cewplists l2g interacciones intracitopldsmicas que
resultan en este proceso, se sabe que la cctina juega_ﬁn papel

principat, y que tanto la miogsina como los microtdbulos tamoidn

parecen intervenir (31). En este aspecto, M. tube;culosis
aparenta, al microscopio, ser adherida e ingerida . de manera
similar a cualquier otro microorganiasmo. Sin embarga, la
cindtica de colnternalizacidn de proteinas membranales ae i

14



macrbdrago junto con las bacterias, durante la fagocito=is, parece
variar de acuerdo con la viruiencia de la cepa y la viabilidad de
Latus. Siendo de impartancia para ia sobrevivencia
intracelular de la bacteria el tipo y nliimero de protelnas con lasg
que estd en contacto en el tagosoma, es probable que de
conrairmarss ia existoncia de este fendmeno. ezta modulacidn sea
critica para ol &xito o fracaso de ia infeccidn tntracetular
(32,

A partir de la internalizacion totai deé
empiezan a apreclar ciertas diferenciag a nivel de microscopla
electrdnica. En este momento se observa una 1nhivivibn T iz
fusidn tagosoma-lisosoma (33). Ademnds, se nota un “"afloilamiento"®
de la membrana fagosomal, formindose asl un espacio irregular
entre‘ la superficie bacteriana y la membrana del fagosona. En
ta bacteria es capaz de reproducirse y acaba por
‘destrulr a la cdlulia hospedera, quedando llbre para comenzer este
procese una vez mis en otra cédiuia disponible. Ahora bien, la
causa del ensanchamienteo de la membrana fagnsomal se desconoce,

ce2thta  contribucidn a la sobrevivencia de ia

i

asi cuwsc  Zu
‘bacteria internaiizada. Cin zmhereo, dada la cliara indicacién de
quevuna inhibic;bn de la fusidn fagolisosomal, a diferencia del
ensanchamientoc, podria tener un significado para la subsistencia
de lat bacter ia. varios ‘grupos se han abscidc o estudiar las
posibles causas de este fendmeno. Hasta ila fecha, los resultados

de estos estudios sugieren a tres factores principales como

rosibles causantes de esta inhibicidn: los polianiones (34,35,
los nuclebdtidos clclicos (36>, v el amonlio (37). Se postuld una
interferencia de los polianiones, ya sea en forma de componentes
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superticiales o de productes de secrecidn Baoteriana, con 1 a

tusidn tagolisosamal. Faor mexdio do ¥ petturbacidn 2n la
distribucibn de cargass de |z membrana ragosomzal. Se observd que

ciertos polianiones, incluyendo los sultolipidos vy el Acido poli-
D=-vlutamico, inhiblan ia fusidn fago-lisosama de macrdragos

peritoneales que hablan fagocltade levaduras.

Pur otra parte, 1os cambios en la razédn AMPe :GMPc aon
capaces de- modular el grad§ de tusidn fagolisosomai-. S ha
- oETOoBUeatn, especlficamente, que los baumentas en el AMPc,
provacades por la bacteria, pudieraﬁ inFibir l1a Ctusign. “Sin
embargo, no existe altn evidencia de gque este aumento observado
gon” . microti v BCG sea la causa y no un efecto del verdadero

cauvsante de la inhibicién.

Por dltimo, la presencia de amonio en &l ‘medi1s, Puwsds T
inhible la fugidn fagolisosomal en macrdfagos fagactticos. Por
o tanto, su  preoduceibdn como resultado de - los procesos

metab@licos bacterianos. Tue considerada comeo una posible fuente
dmil Unanibidor. El - probiema con «sias Iacteores (polianiones @y
amonio) es que ambos han sido probados en cantidades pbr atribé
deivrango e%pé?ééa dénééﬁ&énff@cioneé”presentes'en una stftuacisn

in'vivo,

El pH intrpoelular ¥y o relaoidn boacterio-macrdfago

Con base en toda esta informacidn sobre la interaccidn M.

tuberculosis-macrdfago. Y sabiendo cudles son les "armas" que
cada uno posee, resuita claro aque uno de los pardmetros cuy o



valor =T ciertas regiones intraceolulares pudiera explicar de

me jor manera esta situacibn. es el pH. Existen seis actividades
celuiares potencialmente tdxicas para la bacteria, que pudiergn
ser alectadas por cambios en =i pd intracelular. Es muy dificil
pensar en otro parametro cuya modiricacidn, por si sola, pudiera
atectar, at mismo tiempo. a tantos mecanismos impilicados en la

derensa hospedera.

La importancia del pH guiza resulte mas obvia en lo que se

rafiare 2 la sctivided de enzimoes licocomzsles. Ln maynn nparte. da
tas en:fmas hidrof{ticas tiene éctividades restringidas a pHs
reralivamenie " SQLidos e P 10l adl ia30630imas &3 e - S.TEVTTT G
gsugiere que esto es asi. como rforma de asegurar una actividad

restringida y compartimentalizada en los lisosomas. de enzimasg de
tan alta capacidad destructora. Con actividades maximas . fuyuera de
!osrvalctes de pH intracitoplismicos. se disminuye la posibilidad
de una‘hidrblisis incontrolabie. lLa. restriceidn resulta ser tal,
gque al sumentar el pH lisozomal en seolo una unidad, se plerde un

&80% de la actividad hidrolltica total.
rMFOor otra parte, Tanto ia distrioucidén como ‘ia maduracion de

los precursores de clertas enzimas llsosomales dependen de  pHs

2. llegada | de altgunas

S

el _sie vacuoior W38 .3F.

=

enzimas = partic de su sitio de sintesis o maaufacién a los

lisosomas o a laz veslculas exoclticas estd determinada en gran
medida por el pH de las vesiculas de transporte v de losg gitios
blanco. El] transporte de los precurseres a través del aparato de

Gotlgi asl como la actividad de las enzimas procssadoras de este

w

organélo son dependientes del pH de las vaslcula de transporte y



de las regiones blanco del apararo: por e Tmanvo. 1o mzduersnidn
se ve arectada al perturbar el pH intralisosomal (39s.

Como se expuso anteriormente, ia inhibicidn observada de la
tusidn tagolisosomal provocada por 1. tuberculosis sugiere a 4ste
como mecanismo importante en la sobrevivencia bacteriana. Por un
tado, permite a la bacteria evadir el contacto con las enzimas
hidrolliticas lisozomales. For ctre. g» ha sugerido que durante
ta rusién fagolisosomal se liberan los Acidos grasos téxicos,
anteriormente descritos, por la accidbn de lipasgas (lisosomales) o
fosfolipasas {lisosomales y membranales) (407, =i gewnerzl!, LEY

ftusidn intervacuolar se acompana por descensos en el pH de iag

vesiculas involucradas. Los endosomas resultantes de o
endocitosia mediada por receptores, las vesliculas recubiertas,
por ejlemplo, se acidifican previamente a su fusidn con
l;sosomas. Los primeros experimentos demostrando esto han. sido
ampliamente comiiimazfcz en «aituaciones muy diversas. Estos
primeros experimentos, realizados en 1982, “se hicieran éon
fibroblaatos expuestos a alral-macroglobulina fluoresceinada. A

ditferentes tilempos se medla la intensidad de la fluorescencia -~

giendo é&sta iIndiuvaasSrz  del oH- v asi se obgervd que &ste

descendia con respecto ai de: modio v sa detectaba una acidez
marceda  antes del  tiempo de fusidn con los liscsosmas (41).
Hasta 12 fechsa, acdamids de haberse reproducido en diversos ‘t&poq

. : £
de células (incluyendo macr&tfagosy, vsande divsrszz svatanciag

de internalizacidn (LDL. transferrina, etc.) se ha extendido a

procesos de fusidn rago-lisosoma (42.44) y de fusidn membrana
viral-endosoma (40). El descubrimiento de esta dependencia de la
fusibn membrana viral-endosoma del pH, es muy lmportante, ya que
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muestra la genaralrgao uel f@ndmena. Ecstos experimentos rueron

hechos con el virug Semiilki Forest. cuya membrana superticial se

pierdes, an ¢! momento de la penetracidn al cltoplasma celular, a

travhs de 1ls membrana endoezomal., Se ohzervd gque esta penetraclbn

era, en resiidad, el recultado de 1o ftusibn de la membrana

cesn la endosomal, Yy que dsta era marcadapente dependilenie doil

D
xZ

Aecido {(~ 6.0 endouonal. De esia =anara. dado que a2l pmonioc y

s

1

ias “goilsnisnes gson agentes potencialmente slcalinizantes, se

podria explicar el efecto inhlpituiis «hisrvado para ambas
sustancing.

bPor otra parte, se ha visto gue la toxicidad dei peréxido,

Ciamporbtents componaente del  arsenal celular, es . afectada

aignificativamente poi el ﬁH'(LBi. A pHe Acidos su toxicidad es

mixima, mliéntras dque su reactividad qulimica se vuelve minima &

pH=7. Ademis, ta catalase micobacteriana tiene una attividad

iz a pH=7.5. Por 4ltimo. se ha reportado que las Acidas
organicoz; otro. 1mpoft3nte compcneﬂt:‘dnutrpctor‘de ia cdtulsa,
‘son pisytuberculocidas,'en generaf, cuandu':i-pH é5'ba3q:(&5}.
o Paseurbactdn de! pH intreaosiular por - sives ,Mp,a.:j\asltqar )
(antoosdentes)

El buscar productos bacterianos con capacidad de alterar el

pH intracelular para intentar explicar, rungue sea parclialimente,

i

o
[1]

shravivencisa intracelular de M, tubsrculosis resulta ser, por

lo tanto, un camino prometedar. De hecho. existen varios

paracsitos intracelulares, deseritos en la literatura, que inhiben

Ia acidificacidn de au fagozoma (4L~43:., Iosgionel la pneumophila,

19



por ejempio, al inhibirc la acidiricacidn del! tagosoma bloquea la
cubsecuente tusidn fagoiisosomal, observindocse el etecto atun con
macrbfayos activados. Sin embargo, los parisitos muertos son

incapaces de inhicir tanto la acidificacidn como la fusidn.

Toxoplasma pgondii, por otro lado. bloquea ambos procesos tambidn

()

Yy plerde esta capacidad cuandou no &5 viablie o cuando esti

Tecublerto por anticuerpos. For Ultime, recientemente ge obgervd

el mismo fenbmenc.en Nocardia asterolides aungue en e¢ste caso los
- ‘:)‘ -

parlsitos muertos conservaban estas capacldades. Un aspectu muy -

s

it an

e de estos experimentos es la observacidn de gue las

cepas no patbgenas de dichos parksitos inducen un bloqueo parcial

"

de ia fusipn, lo cual sugiere un papel irecto de la inhibicisn

en la determinacibn de la virulencia del microorganismo (48).

T T e

Toanicag enplsadss rOra la modioid

(antecodontes)

L

Existen tres métodos generales para medir el pH
lntraéelu\ar: por medio de bases liporilicas, ‘ mediciones
iuncicn;lss. Y por medio ae mufuadarcij;:dccz*icqsu La48). “Las
bases l{poflltcas 'hgﬁ siao'muy uéadas'p;;u deLe:miﬁzz !5@— égé

e
Initraceiulsren. Las mcmb:;nasl¢elulargsrgon permeables a estos
_agentes pgando no gstén cargados 3} pH bneﬁtro), yi sb;”:

reist.ivamente impermeables una vez que se protonan. PFod lo tanto,”

=i se dejan equilibrar con chlulas intactas u organelos, egtas
bases dédbiles s acumularidn en aquellas vesiculas con pH 3Aclido
interno. Asy pues, el -grado de acumulacidn dependeri de la

magnitud del gradiente de pH transmembranal y del volumen total

n o dal pH . intraceluler




interno de las veslculas. Las mediciones de este tipo se hacen de

d0s maneras. Es posible llevar a cabo determinaciones sdptiecas
usando colorantes como el narania de acridina [=3 1a S-amino
acridina. Estas sustancias muestran alteraciones caracteristicas

en sus espectroa de absorcidn e Iintensidad de fluorezscencia como
tuncidn de su concentracién. Ag{. por mediciones de apagamiento
de fluorescencia se puede rastrear la acidificacidn que ocurre a
medida que se concentra la sugstancia en compartimentos Acidos.
Sin  embargo. estas mediciones no se pueden convertir en valores

absolutos de pH.

La otra manera, con la que si se pueden obtener valores

reales del pH, es usando baseg d&biles marcadas radioactivamente,

como la luc—mettlamina. En este caso, se deijas equilibrar a fa
base vy luego se recuperan lasz vesleulas por ecentrifugacidbn o
£ileranidn v se determina la radioactividad de la fraccidn, Se
determina el volumen intravesicular v asi se caleculsa ta
concentracidbn del indicador, io que di una ldea aproximada del
pH. Sin embargo, ai 1a fracclbdn vesicular no es altamente

2! e muy  frecuente). la determinacidn se
distorsiona. Aagemas, es OLVIO GuE o madiciln oa imnosihle da
hacer en cbélulas intactas.

Las mediciones funcionales hacen uso de la sensibilidaA
aélda de ligandos que son internalizados por la cdlula o as
actividades enzimiticas intrinsecas de los organelos de interé&s.
Por ejemplo, el conocido efecto de los pHs bajos sobre ta

actividad fusogénica de algunos wvirus <¢on membrana se ha

explotade para la {dentificacidn de los endosomas como el primer

ty
9



2rpP1otado para la identiricacidn de los endosomas como el

primer
cowparctimento dcido al que se expone ia particula virai recién
tnacnaiizada ta3), El pH en los lisosomas se ha podido meadir
usando bLesteres metilados de aminoicidos. los cuales son
uwiarolizaaos por las esterasas Adcidas con su consocuents
zzumuiacisn en los lisosomas. Tamblén existan ensayos

Tunciunsic= pare la medicidn de lp acidificacidbn de !los grénuiocs
cromarines vy los grinulog denses de las plaquetas. Se basan en

la presencia Jd

[}

en las membranas de estos

gradnulios, que usan un gradiente de pH para llevar a cabo su

Tuncidn. Es evidente, pues, que en el caso de gue se quiera

o

saber el pH de un organelo en condiciones normales. estos métodos

no resultan muy convenientes. S&lo se han emplisado en casos muy
especlticos (endosoma viral, granuios crumatince. . ate, ., Y en

ellos resulran de gran valor.

Por ¢ltimo. el .uso de indicadores endociticos resulta ser el
métooo mas arcctiuvms va aue con este mdtodo se introducen loé
iﬁcicadores de pn seicstivemente a log endosomas o los :Léasomas
por . medio de la enéncitosis. Okrnuma y Poole rfueron quienes
desarroltiaron esta técniéa. habiéﬁdﬁ enconirado que ei dextrs
acoplado érisotioclanato de fluoresceine (FITCS> padia ger vgado
como sonda intrecelular para medir el pH (46). La intensidad de
emigsidn a S5O nm, resulta ser proporcional al pH y a la cantidad
votal de fluoresceina. cuando ésta es excitada a 495 nm. Sin
embargo. cuando se excita a 450 nm.. la intensidad de emisién a
esta misma tongltud (550 nm. 7, sblo depende de 1a cantidad y na

da2] pH. Par 10 Lantd, zzcando la razdbn entre las intensidaces de

I
0



de la excitacibn a 495 nm. v abl onm., se puede constouir una

(=30 o dea catibracidn que relacione agta cazdn con valores

absolutos de pH. Asi, reririéndase a esta curva. Okhuma y Foole

hicieron registros de esta razdn, en los lisosomas de célulasg

baly diferentes condicviancs experimentales. lLas céiulas

o

tmaordragos) tueron incubadss durante varias horas a 37 C en

umn

mensio que contenia FITC-dextrang de gsta manera, el marcador se

focalizd especificamente en los timsassmae. Ademis, coma el

BSERITI =2 resistente a ta degradacidn por tas hlidrolagag

lisosomalesa, dste permanecid en los liseagsomwas duranto el periodo

experimental. Et dextrdn no internalizado tue eiiminado ¥ g

midld la fintenzidad de emisidn de los ligsosomas encantténdo un pH

ez 4,8, La adicidn de bases d&blles, clorura de amoni Yy

clocroquina., o ftondiuiss csrbaoxiticosa, nigericina vy monengina,

rapidamente incremaentaban ia intensidad gde flvorescencia @

niveles similares a los correspondientes al medio externo. El

guitar estos inhibidores del gradiente de pH lisosomal, resultaba

‘ev una roztauracidn dei g orizinal de 4.8 dependiente de ATP.
Recientemente., se _ha ‘usaae

=3t principio acapiande FITC a

diversag mol&culas gue etftectlian recarridos bien caracterizadaos

denten de la cslula. Asil, molicuilas: que entran por ¥

medlada por recepltores. pinocitosis, ‘o {sgooirasis han sldo

acopiadas a agte marcador, que ademis es tacii de uric

covalentemente a una gran diversidad de moldecuias, ¥

consacuentemente se kan detwsrminado los diterentes pHgs & las que

van siendo expuestas a través de sus caminos particulares Cali.

La ventata de pader hacer mediciones del pH intracetular  en

clulas vivas v en cundicioneas Tolativamente normuales (no se ha

-
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visto dque el dextrin {ndusca ninguns anomalla significativa en el
tuncicnamiento celular) nos \tevb a escoger este método sobre 10S

dembs.




1t OBJETIVO ¥ JUSTIFICACION

El objetivo de este proyecto es caracterizar los efectog de

ias proteinas de los titltrados del cultivo de Mycobacterium

tuberculosis scbre el pH intralisosoma)l de los macrbdtagos. Si =e

toma como hip&dtesis iniciat la existencia de esto etfecto, es

posible proponer al menos tres maodelos para zu manifestacidn
(fig. 1. £n poimer lugar, podria ser un efecto & distancia

ocasionado por la secreclidn y consascuente difusidn del anctigsns

=
bacterianco., de manerae GusT =! @macrifago entirara en contacta con el

proaducta antes de hacerlo con la bacteria misma. En este csaso,

el producto geria intermnalizado por el macrédfago a travég de ila
pinocitosis arectando a loa lisosomas, de manera que la bacteria
e~ enfrentarla a wuna cdlula con lisosomaz dapadas, facliliitando su

sobrevivencia intracelular. Esta raciiliizcidn estarlia dada a

través de la inhibicidn de la fusiyn o simplemente a travds de la

inactivacibn de enzlmas lisosomales.

Un segundo modeio requeriria que. una vez que la bacteria

Y& intsenal izada, ta sacreciédn del proucits =2n un volumen tan

pequeric permitierna alcanzar una coneentracion it

rer medio de

muy pocas moléculas y, pui to tanto. con la reiativa rapidez vy

eficiencia necesariza para inhibir la fusidn fagotitisosomal.

Por Glttmo, lnn tercera posibiiidad seria que_ el prosucts

ejerciera su efecto en el campartimento tagolisosomal

directamente. Aungque ya ze indied que ae ha abservado inhibicign
de la fusidn fago-lisosoma, estos estudios fueron hechos a través
de obaervacionea al microscoplo electrédnice en donde de

rEpCTriaron diferencias en los porcentaies de las fusicones; las
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aritrmaciones que se pueden hacer. ror lo tanto, son relativas y

guietas a las timitaciones de conriabilidad implicitas en (=3
muestreo microscbpico. Ademds, en estos mismos estudios se vid
que bajo ciertas condiciones no se observa esta inhibicidn. For

lo tanto, es postibie continuar o1 anilisis de este modelo.

Con base en es5tas tres paosibllidades, se pensd que si la
detecclidn del pH se reallza en lisosomas. usande las protelnas
det filtrado CCFPE) serla mas tactipis reglistroar wn etecto' (la
“EQG{bi\idad 1 o 3. que si se usaba a la bacteria completa deéde

un inicio (sbloc 2 observarla con seguridad ia

ar

N ro

comenzar se decidid hacer ta mediclidbn desde los lisosomas,

’bASScamente por razones t&enicas. Dadas las tres poslbiliidades,
a priori, resutlta iguélmente coherente hacer la mediciadn en et
'fagosoha que  en =) lifzsoeoma: sin embargo, la medicidn aen el
{isosoma resulta mucho mis senciitla. Por un iado, ofréce‘ 1a

posibilidad de evadir la manipulacidn directn de esta bacteria

patdgena durante los experimentos, que sl resulta necesaria para
cfacturr medictones ey iZgzzcomes! por otro, se evita el problema
de acoplar el ‘indicador Ge it & iz hartaria sin afectar

CE

El uso del CFPE tiene ademds dos ventaijas impértanies. ror’

un lado contiene. aparté“dé tos pégibles Tactores 2o cocrecidn,
proteinas supertfticiales de 1a bacteria, resul tantes de la muerte
y los procesos de recambio de la poblaciédn. Asl. se tiene ba

posibllidad de ver un efecto causado por cualiquiera de estas dos
tipos de praoductos. Ademas, =} CFPE ha sido usade en otras

provectos tanto dentro como rfuera de este laboratorio, de maners
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FOSIBLES EFECTOS DE LA INGESTION DE
CFRE .

PRI

< n N (.0

Inactivacicn lisosorrial directa -

_FICURA I Tres posibles formas de accibdn para un agente

alcalinizante de origen micobacteriano (ver
texto j.



que estA bien Caiaciars

bandeo (fig. 2) y apdlisis densitométrico.

Otra eleccidn metodoidgica que vale la pena justificar, ea
el uso de una linea celular inmertal. Los cultivos de céluias

extraldas de un animal, peritonec de ratén, por ejemplo, resultan

muy heterogéneos, representando: poblacicones celulares de
caracteristicas muy diversas tincluso de dudable identtidad
macrofagica). Para este tipo de estudio. io mejor =ra empezar

usando. células relativamente homogéneas para evitar resul tados

‘muy variables y de poca reproducibilidad.
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1.

2.

3.

MATER1AL Y HMETODOS
Reactivos

~ medlo de Lowenstein-Jenzen {Digco. E.U.A.}

-~ fiuoruro de fenil metil suvifonato (PHMSF (5igma
Chemicats, St. Louis, HMo.)

- medio de Eagle moaiiiczde por Duibecco (DHMEM) (G18BCD
Laberatories, Grand lsland, NY)

- suero reiai bowine (GIBCO Laboramtories, Grand [stand, NY?
- penicilina G tSigma Chemicals, St. Louis, sl
~ eaegtreptoamicina (£igma Chemicals, St. Louig, HMo.:’

- dextran fluoresgceinado de peso moiecular promedioc de
70,0006 (FD-70» (Sigma Chemicals, St. Louis, Ho.)

-~  mMONensiad {Sigma Chemicals, 5t. Louls, Mo.)

- albgmina sérica bovina <¢BSA) (Sigma Chsmigais, St.
Loulis, Mo.? o

- transferrina (Sigma Chemlcals, 5t. Louis, Mo.)

Egulye
~ filtros Whatman #3 (W & KR Buiston - Lim., England)

- filtros de membirans de 0.45 y ©.22 um. (Mitlipore Corp.,
Bedford. Mass.. : .

- . pozos estindares de cultiun celular de 16 mm. de didmetro

tCostar, Cambridge, Mass.)

- egpectrof luardmetro {SLM Amineco, E.U.A.?
- celtdillias de vidrio pulido de 3x3x%1iZ mm. (NSG, E.U.A.)
Caluias

Linea celiular murina monocitica-macrortdgica J774A.1%

- Liinea ceidlar murina monocltica-macrorfigica P38AL.1L

tver Tabla L3
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4. bacterias

-flyeobacteriun tuberculosis de la cepa H3T7hkv CTHC 102
tcepa viruientay (Escueia de Ciencias Bioldégicas.
Instituto Polltdcnico Nacional, M&xlceo. D.F.)

0.5% asparagina

0.5% fosfato de monopotasio

0.5% gsulfato de patasio

2.0% glicerol

.S5e disuelven en agua destiiada y ze ajuzsta el pH a 5.8-7.0

ceutmeedn o hidrixlids de endio al 40%. En seguida ge adlclona

citrate de magnesic 0O.15%. Se estertliiza en adivdiave &
1S libras durante 20 minutos.

- medlio de Eagle modificade por Dulbecco
tpara uso en Btmpsfera de 5% CO J gsuplementadc con:

2
penicilina G ’ ‘ 100 unidades/mi}
estreptomicina 100 ugsml

anavrn. fotal bovino . 10%
HEPES C.20 mH
bicarhonatao de sodio 2.0 mgrsmi

L= medio de Eagle mod1t’cadc por Dulbcucc .
tpara  uso en situaciones de presidn atmbsterica ge - CO2)
suplementado con:

vponigildina o . 100 unidadessml
ER-TE NS aino . . o 100 vg/ml”
pilrdvaiy 4& szdiz oo - -0, RS ma/ml . g

HEPES . L0 mM

6, Cultivos bacterianos

Las bacterias licofilizadas ce resuspendieran en media libre
ge protelinas PBY y se subcultivaron en medio de Lowenstein-

Jensen para producir cultivos de indculo en matraces Erlenmeyer

de Z50G mi., con 100 ml. de PBY. Los cultivos se mantuvieron a
o

37 ¢ hazta alcanzarse una fase de crecimiento estacionario, esto

95 hzsra cubrirse unitormemente la supertficie del medio PBY
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tentre 4 'y © semanas}). En este momento. se cosecharon las

bacterias de su medio de crecimiento (15},

7. Proeparacidn del extracto de protelnas a partir de filtradosg

de oultiveo micobaoterianc (CFPE)(segtn la téonioa reportada

e la Tod. LED

El medio de cultivo fue separesdo de las masas bactaerianas
por filtracidn. a travdys de un  filtro Whatman 83 y pasado
sUcesivamente; 8 uwravégs de ¥iltros de membrana de 0,45 y O.22 um.

oo e Wil Tilérods oo
2= prote - .

$ae

ronm

I

nizloren nor medio de precipitacibn

o

& 4 C con cristales de sulfato de amonio 2 un nivel de saturacibn
o

del 100%, seguido por centrifugacidn a 4 C durante 30 minutcs =8

60,000 ® g. El precipitado =ze resuspendid en S ml. de solucidn

salina amortiguada per fosfates (PBS), pH 7.4, que contenla 0.2

‘ﬁé/ml de PMSF gome inhibidor de pretenses vy se diatiz=%

(52). se ajustd a 6mg/m! en PBS/PMSF v se distribuyd en
“tracciones de - 0.5 Wl gue 58 olmocenzbon  con

"hasta el momento de su vso.

o
raepetidamente a & C seig veces contra 2L, de PBS. La

ccncentracibh de proteina se determind por el m&todo de Lowry

. . o
elpedas  =a -70 C

B. . Condiciones de cultivo celular

Las células fueron cultivadas en pozos estindares de
cultivo de 16 mm de diimetro con 2x106 calulas por poza e
incubadas a 37OC en una ptmpafera humedecida, con 5% CO por 16
menos 24 horas antes de iniciar el protocolo experfmental.

Despuéds e incubaron con medlio que contenia FD-70 a una
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cancentracidn de 2 mgs/m} durante 24 horas. Subsecuentemente, tas
células se lavaron dos veces con PBS 0.01 ¥ y luego se incubaron
con medio freaco, libre de FD-70. Todas las mankpu!aciones
experimentales posteriores ae iniclaron tres horas despuds. Este
nerjodo fud incorporado af protocolo para asegurar la presencia
dei FD-70 exctusivamente en loz lisoaomnas: gin eate periodo, el
dextrin se encontraba distribuido en la membrana plasmitics, an
los endb%omas ¥ en ious 1isSSISm=T Y, ror In tanto. se obtenlaﬁ

fluorescencias correspondientes a pHs superiores al :lisosomail

La viabilidad celular se decterming poron i de
tripano ( > 95%’.
8, Registros espectrofluoromdtricon

Los registros de intensidad de fluorescenciza sa
‘obtuvieron con. un espectrofluorbmetro SLM.  Las é&iulaé

preincubadas con FD~-70 se incubaron en medio- - modifticado para

situaciones con presidn atmbdsferica de CO . Este medio mantiene
2
un pH de 7.2 al! estar en contacto con la atmystfera, a diferencia

iy

=1 .madio comunmente usado que requiere de uneg aitmdsisrs con. 8%

de CO- para mantener este wvalor. Se inncubd con CFPE; lag

condiciones  especlificags para cada sistema se  detaliaren  @s3

2

1]

Hdelante. Al cabo deil-perlods hoolidn Cerespon¢iente.‘}ggr
células se lavaromstres veces con PBS y luego zZe les anadiéd una
scliucidn de EDTA al 0.02%. Posteriormente, se resuspendieron
ysando un poliicia de hule; estas cédlulas en sugspensidgn,
provenientes de un sdlo pozo, se pasaron a una celdilla de vidrio

pulido de 3x3x12 mnm. Mo se observd diferencia alguna ugando

ctinlse =uspendidas en PBS, en lugar de la solucidn de EDTA 5!}
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0.02%. La duracidn del perlodo entre el primer lavado con PBS v

su colocacibdn en la ceidilla fue menor a das minutos. Las

muestrag se exclitoron 5 485 nm e inmediatamente despuéds a 450 nm.

‘Ambas intensidades de emisidbn se registraran a una fongiitud de -

pnda'dé 550 nm (5Gi. Losg tiémpos de egstimulaecldn ftueron monores
de 5 segundos en duracisom wsands wwna aperture del %siitY de & mm,

tiempo durante el cual no se aprecid  una disminuclan

significativa ¢ < 0.5%) en la intansidss 2= #lucregcencia (51).

10. Curva do aalibreoidn

lL.ag celulas preincubeaas chvFDf?q se resuspendieron en

“asiuciwvaes zmartizuadoras de Tris-maleato que contenlan 20 udl  de’

monensina y <que cubrian un rango de 4.5-8.0  unidadss ode -

También se incluveron lag chlulas expuestag a2 medio con SQO0

ugsml de CFPE durante 30 minutes antes de ser resuspendidas. Se

‘f:i :eg15tfarun les  intensidades de +emistdn a 550 nm para las

longitudes oe wn2s de exoltacisn de 485 nm y 450 nm,

describidb previamente tfig. 3r.- Cabe sehalar que la curvx Gus

ae obtuvo usands - Gnicamente éi"harcadcr;v FR-70,

.no . ftue

significativamente diferente ds..iacfigura 3. (p

rueba t de Student
p < 0.01). : o T

1i. Condiciones do incubacibn aan CFPE

Las c¢&lulas preincubadas con FD-70,
o

4 C con medio modificado que contenia CFPE (500 ug/mi)j.

se {incubaron durante 5

min. a

Posteriormenie, ze lavaron tres veces con PBS v se incubaron con

0

medio tresceo, libre de FD-70 a 37 C. lbas mediciones se iieviroen:
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células estindar (@) de células pre-—

incubadas conCFPE (500 ug/ml) durante
30 minutes (QO).



a cabo en cultivos id&nticos en paralelo durante los siguientes
80 min. Los resultados ge muestran como valores de pH, obtenfidos
al referirse a la curva de calibracidn previamente registrada.

Otro grupc de c&lulas preincubadas con FD-70, se incubd con medio

modificado con CFFPE (500 ug/ml) a 37°C durante 80 min., \'4 ge
hicieron medidas de Iintensidad durante esta incubacidn. Un
tercer grupo de células se incubd como en el primer caso (AOC, 5
Tin.), Lzands CEPE calentadn durante 30 min. a SSOC. Finalmente,

ias condiciones de incubaciéan y mediciones para las cédlulaa de

primer caso. La viabilidad celular se determind por exclusién de

azul tripano ¢ > 90%). Este porcentaje de viablliidad ne fue
gignificativamente menor al del control. Salvo donde ge
especlfica expllicitamente, las c&lulas se mantuvieron a 37°C y
asblo durante el periodo de medicldn { < 10 segundos) se

mane jaron a2 temperatura ambiente.

i12. Condiciones do inocubacidn ocon otras proteinas

Se incubaron cuitivos de J774 A.1 preincubados con FD-70 an

paratelo, con transferrina, BSA, o CFPE a2 una concentracidn de

500 ug/ml. L.as incubaciones se ltevaron a cabo como
o

antarlisimsnts oo dozoribkid pare el primer caro (4 C. 5 minu).

13, Andlivnia de los resultados

Los resultados se expresan como cambios en pH relativos al
valor de 1a linea bagatl:

Alﬂi= (valor de pH experimental) - (valor basal de pH control 4.8)

33



Para la curva de calibracidn, los resultados se expresan como la

razdén entre las intensidades de emisidn
nm y a 450 nm:
Iintensidad de emisibdn a 550

495 nm
tags/ 31450 =

a 550 nm excitando a 495

nm por excitacidn a

intensidad de ewisidn 2 £50
450 mnin

(Ver fig. 4).
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IV  RESULTADOS

btectos de CFPE de Mycobscterium tuberoulosis wsobre el pH

ligogsoma!l de macrdfagos J774.

La incubacidn do cultivos de macréfagos cargados con FD-70.
con 500 ug/mi de CFPE a AOC durante S min. indujo cicios
moltiples de alcal1n1£acibﬁ-a;!dif1cacxén en ios tingeamee  de
estas células (fig. SA). Usando estas condiciones de incubacian
se esperaba registrar el é;ec£d ae aqdeila fracciomn dei CrFrl guo
se adhiere a la membrana; aquella que no se pilerde en los
iavados. Ademas. se pensd que lms condiciones de incubacidn
ﬁermktirian ver el etecto mas claramente ya que . existiria  una
internaiizacidn cincronizada de los productos bactgrianos debido
a que a3 4 C la dinamica de ia membrana celular @pinéciioéis.
endocitosis mediada por receptores, rfagocitosis? #récticamente se
anula. Esta cindtica de alcalinizacidn-acidificacibn se determind
S utilizando 1a curva o S=libroecihn mastrada en la fig. 3. El
.ﬁr;merA cic!o'presenta un @énimo’ic 5{5; »dﬁqpubéidei,\avado“'cgn
- PRS. .. Eg. un. prqcesorgqvers§ble quevgycap;a una alcalinizacibn
‘méxima‘ con respecto al pH basat ( a;B; ée Fég éé ;ﬁariuﬁldéaniﬁé"
PH. "gé oﬁse}&é.unbééguﬁﬁo pico 80 minutos uespuégfdai ravaode
Al igual que con el primero, es feversible yvde una_ magni tud

comparable.

El experimento que se muestra en la fig. SA se repitid,
teniendo 2 los antigenos micobacterianos presentes durante todo
el pericdo de registro de 90 min., para ver si una sincronizacidn

de la internalizacidn inicial de los antigenos es un prerequisito
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para loa ciclos observados de alcecalinizacidbn-aciditicacibn. Las
observaciones indican (fig. 5B) que el uso de este perlodo largo
de incubacidn resulta en una cindtica ciclica N unaes valores
miximos de pH muy similares a los que antertormente se

S
¥ describleron (SA).

Se prosiguld 2 investigar A gensibilidad de esta accidbn

alcaiinizante, al calor, como pazo inicial en la caracterizacién

de el (log) agente&g) etector(eg). Cuando el tiltrado de
=1

antigenos ae calentdy durante 30 min. a 55 C, fa magniiud de 1a

alcailinizacidn lizsosomal se redujo signitficativamente (prueba t

de Student - p < 0.05) (fig. SD)J.

Efeotos de CFPE sobre ol pH ligopomal do maordisgeoe do la linea

P368 D. 1L

Con ta tdea de empezér a expiorar lz gerneraliidad de eata
alcalinizacidn, se usd otra llinea celular con caracteriaticas
distintags 2 la J774, la P388, para su posterior comparacidn.

Se escogid esta llnea en particular porque de las cuatro |lineas
mul shas meSrcflglicese ~nmunmente utilizadasg (J 774, WEH1-3, PUS-
1.8, F3867 ias gue (S3UlLOT Zonoz poaranideaa antre s) son la J774
4 la P388 (53)_y, por lo tanto, de mayor intexrds para un estudio
comparativo. Ademds, estas cylulas (tabla 1) t{enen.r entfe
otras caracteristicas, _una composicidn de enzimas tigsuzumal s
diferente a ia de las J774: tiene casi cinco veces menosz
adenogina deaminasa y casi geis veces menos /}-glucuronidasa.
Esta diferencia en composicidn lisogomal resultaba de interés

particular dada 1a naturaleza ciclica de la alcalinizacidn: si la
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(ref. 53, 54)

TABLA 1
CELULAS
Iiinea : linea macrofagos
J774.1 P388-DJ residentes
Area (um2) ' 226.3 348.3 © 208.7
Didmetro mayor {um) 18.7 25.1 24.0
Razén nGcleo-citoplasma .67 .35 .36
Adenosina deaminasa '
(nmolfhr/og _crenl} 2100 540 2170
A - Glucuronidasa
(nmol/hr/mg.prot.) 530 90 130
Fosfatasa dcida -1 .
(nmol/hr/mg.prot.) 2000 1870 860
Peroxidass o)A oz 2 6%
Lisosima . 1602 100% 1.00%
5'-Nucleotidasa - 87.2% 33.32 95.72
1 . Antigenos
Leucocito 100% 100% 99%
Macréfago . ~1002 | 832 ) 1002
Recepror G3bi - 1 BYR 1 Y8 % ! OBZ -
4 H
i - = il T 1 -
recepror -1l para rc YBZ Yz 97%
Kanc-2 o . 90% 95% 632
Mac~3 . 982 972 ' 100%
Thy-1 53% G %
Fagocitosis de eritrocitos
recubiertos de J¥gG 18.27% 88.12 90.6%
Pinocitosis 97Z 982 100X
Secrecién de lisosina (ug/10”céls) 0.01 1,24 ] 4,41
Secrecibn de —~glucuronidasa " 0.07 0.21 . 0.04
Incorporacidn de timidina 81.12 81.0% ' 4.12
tritiada cn_ 24 horas -

[N




‘ECUSEPECIOﬁ del pH basal que se okbservd en los cilclos era
congecuencia, por loe wmenos parcialmente. de una degradacidn
lisosomal. "se pensd que la comparacidn de estas dos lilneas podria
proporcionar informacidn interesante.

La exposicidén de calulas de la linezm P288 D.L a2 500 ugs/m! de
CFPE durante S5 ain. a AQC induio un etecto atcaiinizante simiiar,
durante los primeros 60 min. (fig. sCy, al obsgervado para las
cé}u{as de 1ta lines J774 A.l (f£ig. S5A). No se hicleron registres
'argxémpﬁs ﬁés largos.

"Depondencin oo ia 2ioailinizacidn wn ia Sonsenirmcion ds oF

Para ver si la alcalinizacidn lisosomal es un proceso
saturahilie y parn defiﬁir a] rango de concentracionege de CFPE en
lokrrqu; se obéerQa ei etecto,> |e regisfraron lasg cinidticas de

'aléalxhxgacxon v ‘sus CpH perevaiias COncan
Loa {necrementos maximos de ailcalinizaciébn :ia&somax aumentaron en
funcidn de la concentracidén dentro de un rangoe de 100-1000 wugs/mt

tfig. &), llegando a wn nivel! de saturacidén aparente de

_poroximadamente /00-1000C ugsmi. Ei cuise Le@poral
““gin  embargo. ho resultd significativamente direrente centro  de -

Lleste misme ranga de concentracidn.

EFfeoios 48 Sliac - pratisinzs sohon ol pH llessnmn ) da
J?74A. 4.
A partir de los datos saobre la dependencia de ta

alcalinizaeidn en 1la concentracidn de CFPE (fig. 6), s8e probaron

otras proteinas usando unsa concentracién de SO0 ug/mil de datas.
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Se escogieron dos protedinas con vias de internalizacidn cetutar
distintas para observar sus efectos Ssobre el pH lisosomal. La
bBosA  se internaliza por medio de 1a pinoclitesis de tase tlulda.
mientras que ila ¢transterrina se internaiiza por meéio de la
2ngocitosis mediada por receptores. Ademds. &l deosetino final de
estas dos protelnas es #diferente: 1a SA llocge 2-lisosomas vy ra

Lransterrina se recicla nl medio extracelular degspuds de haberse

'desaceoplado del fierro en el endosoma. ‘Sé observd ‘una
cwieatinizosibn | residual  cercana a2 la magnitud de aquelia
registrada para CFPE calentadoc (tig. sD), pH 0.5, cuando los

macrdtagos se incubaron con estas protelinas (ftig. 7.
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FIGURA 7 Efectos de otras proteinas sobre el pll

: lisosomal de células J774. Células pre-
incubadas con albGmina (& ), transferrina
(B ), CFPE (¢ ) como indicado para CFPE
en la figura 5A.

Los resultados se expresan como valor medio +

s

e.




¥ DISCUSION Y CONCLUS1ONES

Estos experimentos muegtran gue iax incubac:dn  as chlulas
murinas de caracteristicas macrotigicas con un extiacta de

rrotelnas del filtrade de cultivos de Hycobacuierium tuberculosis

CCFPE) induce una atcalinizacibdbn reversible, dependiente de la
concentraclisn, saturabie Yy de naturaleza cliclica en el lumen

tiscsomal. La cinética clecilca fue contirmada por log res=uiiado

Ut

obtanides apartir de la incubacidn prolongadsa de c&luins con CFRE
LI ig. SRy. " en  donde wna sincronizacidn de la internalizacidn
inicial de log sntigenos’' mostry no ser nscecsaris  pars la

OUsesvasisn Zde - las.Lsisloe dae alcalinizacibn-acldlificaclibn.
Adembs, el hecho de que e}l fendmeno de amlcalinizacidn observado

en las célulag de la llnea J774 A.1 (tig. 5C) fue similar, en log

primercs &0 min. de registro, al observado para aquellas de 1a
linea P338 D.1, suglere que estos efectos son reproducibles en
una iinea celular con cdmpagicibn enzimAticn distinia <520 Eovo

implica que la alsaiinizecidn ns =22 ve atectada, por lo menos en

su - primer ciclo. por i&s capacidad hidrolitica diferencial de
estas_‘ l1ineasg. Fenganda en la posibilidad de que el
peétab}ec;mxgnto dc{ it b;s#!‘dentro de los ciclos Tuera. pur 1o
menog parcialnente., gonsecuencia de una degradaclbh
iinﬂéﬁlisdsémallluse' eaperd ver ditcrencime entre.ostas o cblulas:
é;nu‘:mb:rge. ,nlrno‘haberla§ qbservado no permite concluir nada
sobre egsta especulzocidgn. Ademas, este resul£ado 1@plicavque al

erecto alcalinizante no se presenta de manera exclusiva en una
linea celular especlifica sino que tambidn parece ocurrir en una

linea de caracteristicas i{mportantemente diferentes (tabin 1)
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Finalmente, 1a obhservacidn de que ni los antigenos
mircobacterianos calentados, ni protetinas tales como ia atbdmina o
transrerrina son c¢apaces de inducir ciclos de alcalinizacidn-
ascidificacidn en egtos lisosomasg (figs. SD y 7) sugiere a un
componente antigédnico activo termoidbil, como responsable de los
resultados reportados. Cabe serialar que a pesar de que la
incuoacidn ceon transferrina parece causar una atcalinizacién
transitoria (fig. 7 ésta no resulta ser significativa (prueba t

de Stadant — n o« 0 OS5,

Hacliendo unog cilculos gsencil los podemaos ver que 1a
cantidad del posible agente alcalinizante responsable del efecto
observado es de magnitud comparable a las cantidades efectivas de
gustancias gue tienen afinidades altas por su ligando. Suponiendo

un peso meolecular de 50,000 d (el peso molecutlar promedio del

sohiunie 98 pioleidses pressnies en ei CFPED, SO0 ugsmi resultan
en una concentracidn de 10 uMs es decir. aproximadamente S
=3
nanomoias por cada 2x19 celulas. Las Kms de algunas enzimas
comunes (la hexocinasa de la glucosa, la glutamato
Jenititiugenasea. ia asaprtato aminotransrerasa, ete.) estan
precisamente en el rango micromolar. Si ademis consideramoz que
el agente activo esta representadno por un 10% dal tomal de Tas

proteinas (ecstimacidn muy conservadora, dada, por la cantidad de

proteina que se queda adherida a la membrana del macrbfago
después de lavar con PBS (comunicacién personal de Verénica
5]

Mondragéniy, entonces tendremos 0.25 nmolas de agente por 1x10

ceélulas., Estos cdlculos representan cantidades miAximas, ya que
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dada una incubacién a 4 C durante S min.. ia adhesidn
considerada del 10% results muy poco praobable: seguramente la
cantidad real es shlamente una traccidn de esa proporcian.
Ademas, de este 10% capaz de adherirse, sblo una fraccidn serla

responsable del efecto en sl (el 10% esta representado por por lo
menos 4 protieinaz digtintaa ). Ega claro. por lo tanto, que aun
songiderando condicicneas madximaa, el rango de concentracidn usado
es comparable con rangos de zustancias que actéian de manera muy

egpeclfica, como las enzimas.

INTSTrPrsiacisn $2 is= rasulisdes,
i. Una explicacidn plausible para los resul tados obtenidos
requeriria ia existencia de unt(os! antigeno(s) micobacterianag(sg)

capazicesa) de intertferir con la tTuncidn de alguna  estructura

lizz2amel esenclal para el proceso de acidificacidn.

Hasta hace poco, se pensaba que el bajo pH del lisosoma

estaba dadoe por un equilibrio de Donnan: sin embargo, se ha
+
establecido que la responsable es una bomba de H -ATPasa (55,56)

(rig. 8). Los guperimentos de Okhuma y cotsg. con rirc-a

L]

R + 4
muestran una acidificacidn casi inmedlata sl suminilstrar Mg -air
a tisosaomas aiéiados de'hepatccit:s;(sﬁ)- Estno acidificacidn es

+
inacsnsthle a oligomiclina, NaN , DCCYD (inhibidores de H -ATFPasas
3 . :

mitocondriales) y a vanadatoc {inhibidor de las H -ATPasas
gdatrica y de hongosy, rero sensible a NEM (compuesto al que son
+
sensibles las H -ATPasas mitocondriales, gidstrica y de hongos).
+ 4+ *+ ++

La sustitucidn del Mg por Cu o Zn tambidn inhibid por

completo la acidificacign. La composiclidn catisdnica externa



AT?P ADP ‘ . .
K o” Na
- modelo actual del manfenin"}}é_ﬁfav'dé! ,"gré'd?én‘re de’ pH enhso:,omas o

FIGURA 8 Modelo actual para explicar 1a diferencia en
- pH del citoplasma ¥ los lisosomas (49).



cltia o K o zolinas no tuvo erecrto sobre la acidiricacidn; sin
embargo. la presencia de aniones externos permeables potencid ls

translocacibn de protones dependiente de ATP. En ausencia de
aniones externos., la velocidad de acldiricacidn se reduje.
Estos resultados indicaron la posibliidad de la existencia de un
mecanismo electrogénico para la ATPasa. sin embargo, no exclulan
la pesibilidad de un trangporte electroneutro de protones Y

aniones. Usando un marcador fluorescente sensible a potencial,

00

ogvesz ¢ - Havibkumar  mostraron en lisosomas de rifndn de rata ia

creacidn de un potencial positivo interno despubs de ls adicisn

de ATF al wmecdis {825, iw neassncia de un snidn permeable externo
«Cl ) contrarrestaba este efecto. As}, previniendo ia formacién
de un gradiente el&ctrico para los protones, los aniones externos

facilitan el desarrollo de un gradiente gquimico mayor para

protones: es decir, un pH intralisosomal mas baljlo.

2. Danda esta situacidn lisosomal, la interferencia del

agente(s; alcalinizante(s) debe ser sobre la permeabillidad de 1a
+

membrana. la bomba H ATPasa o bien la actividad quimica de los

(DY

S 2.

protones en ot iumaen (£1
.
Podemos descartar un erecto sobre el flujo anidnico por dos
razones. Primero, porque ei fiuja anibnice contrihuve a la
rapidos d2 la anfdificacidn de lisosomas aislados, pero realmente
poco =zl valor final de pH intralisocsomal. Ademis. en lizosomas
que ya tienen un pH  Actido, la eliminacidn de aniones es
fazllmente contrarrestada por un flujfo hacia fuera de cationes en
+ +

el lisasoma (K , Na ) (fig. 8). En segundo lugar, est3d el hecho

de que la alcalinizacidn observada se da con mucha rapidez: a los
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30 mins. en un intervalo de ~ S mins.. La eitiminacidn de aniones
produce un efecto que se desarrolla durante intervalos largocs de
+ +

tiempo, hasta que el Fotencial de rluio de K N4 Na
+

intralisocsomal se agota vy la difusidn de H s a travéas de la

membrana lisosomal relativamente impermeabie se vuelve

o]

signirticativa. Como se abserva en A fig., SA, 1a alcalinizzcidn
registrada es slblta e inmediata. considerando gque el intervalo
de tiempo reportado entre la internalizacidédn de una sustancia v

io subsecuente rusi én de su endosoma con el lisosoma es de

aproximadamente 30 min.

3. Ahora bien, el hecho de que et eegundo ciclo de
alcalinizacidn comienza sblamente despuds de que el pH inicial se
ha regenerado, sugliere una dependencia del pH para el modo de

accidn de este agente.

Una dependencia del pH en el dafno mediado por toxinas de

bacterias y plantas y en la entrads a cdiuias por otros tipos de

parisitos intracelulares ha side ampliamente reportada. be
egtas toxinas las mejor caracterizadas son la de Ia diftaris, e
gxotoxina de Pgaudomonas aorusingssz, F ol fSRina de . pianita
modeccina (57-58>». Cada una de &stas corsiste de dos
subunidades, A ¥ B, donde 1a A, ia mas pequena Y lleva la
sctividaag ThX1ca, mientrag que 1la B es la responsatle de ia
translocacidn de la cadena A al cltoplasma éelulat. Las cadenas
A inhiben [a sintesis de protefinas. Tomando a la difteria. 1a
me jor caracterizada, como e jemplo, dsta se adhiere a receptores

en la membrana celular y es internalizada. La penetracisdn occurre

a3



desde el endosoma y regulere un pH adcido 'pH < S.52. De hnecho.
se puede bloguear la intoxicacidn por medio de agentes que elevan
el pH vacuolar, y después contrarrestar el blogqueo al bajar el pH
del medio a 5.0 o menog,. lo gual induce penetracidn directa a
travds de la membrana plaamitica.

Se ha wvisto que a pH Acido la toxina sufre un cambio

contormacional {rreversible que aumenta su soiubiilda an
membranasg. Este cambio resulta en la formacldn de agnzlies
dependientes de voltale transmembranales. por donde sSe cree pasa

ta subunidad A,

Por otro lado la entrada de al gunos virus con capa 1lipitdica
constituye uno de los casos melor estudiados donde intervienen
umbraies de pH para Ja observacidn de una funcidn en particular.
El virus de la influenza (60) v el Semliki-Ferest (43, los dos
casos mejor estudlados hasta el momento, tienen glucoprotelnas de
membrana que al estar en contacto con ei pil ASids dol ondosoms.
gutren un cambic conformacional que las activse, permitidndolies
asi mediar la fusidn de la membrana wviral con la endosomal. De
esta manera. el virus es liberado al citoplasma celular. Los
tandforos v bases dsblles inhiben esta sniradea ¥ luanac ol

exponen log virus a pHs bajos se obgervan fusiones membranaies.

4. La cindtica de pulspos observada se podrla entonces explicar
con base en una disminucidn de ia actividaod. fuzoginica liamanmal
coma cansecuencla de ta alcalinizacisn Ca1,42) v en una

dependencia en el pH de la aceidn del agente presente en el
CFPE, como la desgserita anteriormente. Es decir, una vez que el

lisosoma ha gido alcalinizado por su fusidn con veslculas



pinoclticas cargadas de CFPE. édste queda arectado en su capacidad
Qe Yusivnadsa SOn ctroe vesiculas, FPor lo tanto. sélo hasta que

recupers su valor normal de pH al metabdlicamente neutralizar,

po: degradacibn lisosomal, al agente, puede tuglionarse con una
gegunda carga antigénica vesicular vy, asl observarse un nuevao
2iclo de alcalinizacidn. La dependencia del pH sugerida para el
agente., expliicarla el hecho de que las veslculas pinocliticas no
parezcan estar afectadas en 54 actividad fusogénica (la
alcalinizacibn gse mide en lisosomas). Esto implicarla que 1a

aicalinizacibdn requiere un umbral de pH minime que ge encuentra
entre 108 vailoies boznlces de ine lisosomas (4.7-5.0) y aquellos

de los pinosomas (6.0) para efectuarse.

La tnhibticidn de la fusidn fago-lisosoma (33) mediada por un

etecto directo sobre lisocsomas (34,35) y no fagosomas, como
anteriormente ftue sugerido (61,62), es una consecuencia probabile

de la alcalinizacibn observada. El hecho de que otras
‘ebservactones (837 naryan indicade que a4n cuande la fusidn tago-
itsosoma no se Inhibe por opsonizacidn de las bamcterias, una gran
proporc;bn de las micobacterlas 21 sobreviven, a%oya Ia 14&3 de
un etfecto directo sobre ta funcidn lisosomal de un agente

alecalinizante.

5. Velviende a los modelos mencionados anteriormente (fig. 1),
veamos que se puede concluir a partir de ivs ~  rasultzdes
cbtanigos: Los condiciasncs cyperimentales permiten predecirs que

i en ia Iinfeccidn | vivo ocurre la primera posibilidad, la

inactivacidn Ilisosoma! probablemente sea de naturaleza clclica.

La posible ventaja adaptativa de un efecto tal es dificil de
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concebir aunqgue Jos datos no excluyen esta posibilidad. El

segundo modelo resulta el menos probable porgue, aunque tampoco
ae ha demaostrado su inexistencia (se requeriria hacer
experimentos con la bacteria intactan, el(los) factor(es)

alcalinizante(s) descrito(s) aqul parece(n’) tener un umbral de pH

para 8y accidn por debajo del pH endosomal. Par altimo, 1a
tercera posibilidad parece ser la mas probable porque es
consigtente con un umbral de accidn N porque balo estas

anmmadl Al pmem -

cantlzien »

nda eXistiria uns fuente de produccidn continua
de agente(s? en el lisosoma, el pH se mantendria aito a pesar de

ia degradacién por enzimas lisosomales y el recambio celular.




Vi PERSPECTIVAS

Las perspectivas para trabajo Tuturo son ampliasg Yy
estimutantes. Creo que el camino mis interesante estd en la
busqueda del mecanismec molecular del tendmenoc. El reproducir el
etecto en ligosomas aislados constituye el primer paso. Se puede

luego proseguir a comparar el efecto del CFPE con aquel! producido
+

For tondtoraes (monensina, nigericinal, inhibidores de la H -

-
i

]

ATlozz, iz aveensis da ATP en el medio y bases déblies.
Camparando cindticas vy magniﬁudes de alcalinizsacidn se tendrd
1dea dei punibie wsecanismc. A& pmriis de =xtx intormaciin, se
podrla buscar una protelna en el filtrado con las caracterlisticas
coerrespondientes. Por ejemplo, s1 hay indlicaclones de que sea
iongtraro s¢ podrian aislar proetelinas liposolubles. Hallar el

mecanismo implicaria obtener informacibén sobre un proceso de

evasidn parasitaria novedosg.

Otro pPunto de investigacidn futura importante es ia
observacidn del fendmeno con la bacteria entera (viva y muerta,
virulenta ¥y aviruienie). S5 nosho, o zntoz que 9=PA: s deberla
usar CFPE de bacterias avirulentas Yy comperasr su £L3Cto :::f: c!
»H .. ligosomai con tog datos obtenidos aqui. ’AQQmés. et uso de
anticuverpos scoplados a FITC podrla dar informacidn sobre lo gue

pasa en el fagosoma.

g1 extender los perlodos de incubacidn para observar si se
presentan otros cliclos de alcalinizacidn y, gi asil es, qué ocurre

con su magnitud tambidn resultarla interesante.
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Es {mportante, por otra parte. la b&smueda de la presencia
del tendmena en otros parasltos intracelulares para ver la
general idad de su distribuclbn. Acsl mismo. ver diferencias entre
diferentes tipos celulares imacréfagos peritoneales, macrbtagos
activados - con diferentes sustancias -, macrbtagos pulmonares,

etec.) resultaria bastante interesante.

Por Oltimo, el uazar eatza té&cenics parz explorar cambios del pH
lisosomal ocasionadosg por otras gsustancias puede resul tar
interesante. Por etemplo., la diferencia observads aqul entre la
BSA v la transferrina puede resultar importante en la distineidn

de estas dos vias de intermalizacidn al hacer estudios mas

extensos.
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