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Mas del 50% de los seres vivos son parasitas. El estudia de 

1 

, 
l. INTRODUCCION 

c~tos organismos es. por lo tanto. de importancia fundamental en 

el desarrollo de las ciencias blulb~~cas. La investigacibn de 

las interacciones hospedero-par~sito ha contribuido al 

entenciiw•~~t~ de caminos. estr-ategias y direcciones de la 

evoluclbn en pa:r-alelo. componente basic.o t:::"u ~l rioT'oceso evolutivo 

de cualquiei7" probablemente en el or-igen de los 

principales grupas de organismos que ahora ~c~~~~~c~ como lo 

propone la t~orla endosimbiot1ca de L. Margults (ll. 

Algunos de los parasitos que muestran mnyor 1¡i·ado de 

caev-:ilucibn con su hospeder-ot son aquel los que se han 

especializado a tal Sl"'acio ,.::¡;..:.=: ~ry lo son capaces de sobrevivir 

asocta.do9 a su hospedero correspondiente~ los par~si ~tJ.:: 

obligados: estos organismos han descartado por completo la torma 

de vlda libre en su ciclo vital. Este grupo sólo se presenta 

restr-1ng1da a 

formas incapaces de mult1pl1cara~, 

pl"'ocesos infectivvs .. Adcm~..::;. ex.is ten par¡¡,sttos que est&n en 

estl"echa con sus los 

paras l tos intracelular-es~ A su vez. Me este gr-upo 

restringido. encontramos aquellos que tienen como nicho ecoJ6gico 

celulas del sistema inmune. Es decir-, par~sitos cuyos hospederas 

son cl;lulas que surgieron como resultado de miles de años de 

evoluclbn precisamente para proteger al o~gan1smo hospedero de 

Es aparente, pues, que el estudio de estos 

or~anlsmos resulta no s6lo intoi·es~~~º sino de gran trascendencia 

,, 



biolbglca. 

La bacteria Hvcabacterium tuberculosis es miembro de este 

grupo. Es parasitaria de humanos y de otros vertebrados 

superior.:-:;, i~c!~yPnda animales de importancia econbmlca como el 

ganado bovino. Adem6s es de tlpo obligado: salo se ha encontrado, 

tuera de seres vivos, en aguas de desperdicio y en polvo de 

hospital l2> - Es un reside y se 

reproduce dentro de los macrbfngos de su hospedero. No salo 

sobrevive, siendo capa.= de 1 iev1::1.1: 

metabolioas regulares de manera efLoaz en un ambiente tan 

relativamente hostil para un agente invasor de su naturaleza, 

sino que además dicho ambiente le resulta nece!lario para 1 D. 

La interacciOn desarol lada de estos 

dos organismos es muy estrecha y, por lo tanto. se presta co1no 

moda'º de investigncibn; sin embargo, toda.vla existe una ventaja 

adicional en su estudio: la entermednd que causa este 

?rincipalmente la tuberculosis pulmonar., 

representa· uu 

ve.rtos pal.ses en el mundo~ Aproximadamente 3 millones de 

personas mueren, y se reportan 300,000 casos nuevos cada ttñü. '0}. 

Ademas, existen 20 millones ae pur~~~~; i~fe~tRrl~g. que ponen en 

riesgo a ap~oximadamente otros 75 mil iones~ SolD en Hbxico. 

repartan aprox. 14,000 cases nuevos al año (4). El estudio 

b.1lslco de este par~sito y su relacibn con el hospedero ayudaran 

en la bbsqueda de una soluclbn a este problema de salud mundial. 

La intecciQn por Mycobacte~ium tuberculosis se da usualmente 

en Por- lo tanto~ el pulmbn 
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tesuita ger el primer 6rgano arectada. Al 11. las bacterias se 

alojan en algún alveolo, donde son rapidamente fagocitadas por 

le" neutrbt 1 los y macr6tagos alveolares. Debido a su largo 

tiempo de duplicacibn, la manife=tBciOn de los sintomas se da al 

cabo de v~ria9 serna.nas. En este tiempo se desarrolla un~ 

intlamac¡v~ ~Qlular Y a través de los va.sos l in f f:. ti cc.s 

disemina la intecci~n. inclusive lleg~~~~ ~otros tejldos. En 

una generalmente el hospeóero desarrolla 

celular adquirida y a.si resuelve la inmunidad 

1nfeccibn. Sin embargo, en procesos de reinfeccibn las lesiones 

se c~racterizan por ser localizadas y necrbtJcas. Esta necrosis, 

r~sultant~ de la reacc!bn de hipersensibilidad retardada, causa 

lesiones irreparables y i~ =~~niuciOn de la i~tecciCn resulta ser 

mucho mas len~a y dificil. 

Para empezar a atacar este problema, analicemos el "arsenattt 

eon el que cuentan ambas parles del sistema hospedero-parasito. 

Existen tactot-es po~t ul.adog_ para la 

virulencia de Entr-e estos 

encuentran el c•tactor cuerda'' otros l lpidos t~»iicos~ 

OK\geno, y protelnas del filtrado de cultivos de la bacteria. No 

se han identificado eKotoxinas, endotoxinas, ni enzimas 

extracelulares delet~reas. Seguramente el factor más estudiado 

es el factor cuerda t6,6' dimicolato de trehalosa>. En 1950 CSl 

se encont~o qu~ ~~tA sustancia purificada tenla efectos altamente 

tbxicos en ratoneg inyectados 
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ba,las y que adem~s lnh1bl& Ja mi gracibn de leucocitos .. Sin 

embargo. pasteriorme1lte se vio que &sT:e mismo compuesto se 

encontraba e11 bacterias aviruientas de otr3S especies ( t5) • En 

1972. Ka to \7) observo que anticuerpos anti-factor cuerda 

1nduc!an mayor resistencia a le enfermedad. Aparentemente el 

factor si contribuye a la virulencia pero no es decisivo en la 

expresión de la enfermedad. Otros ilpldc:; tó)(icos fuertemente 

impllcaoos !"' virulencia de tuberculosis son los 

sultol lpidos. Se ha obse~vado una nlta correlaoibn 

grado de VirUit::'1IC!:::. ·~ el cnntenido de sulfollpido en var-la.s 

cepas analizadas <e>. A pesar de esto, ~un no se snbe 

relación es directa y esto se complica al considerar la 

virulencia en termines de la respuesta inmune del hospedera. 

Por otro lado., la bacteria p1··egen:tn una alt.a dependencia del 

í ier r-o para su crecimiento, se ha dicho que el 

pl'oducto bncteriano micobactina -tuna sustancia que puede 

secuestt'ar el fierro de ~a t~ansterrina) es un tacto~ ind1recto 

=~ ~trulencia (9). Finalmente. se han encont~ado en los medias 

Ba.ct·to Ctt.lmctt~-Gl-:ler1n \OC(;; :,." ~ e_rrieg~ dos 

sustancias c::t"\luhillzan 

al r ier ro ( 10). Estas la 

El oxigeno $e hn vinculado a la virulencia de 

distintas. En primer lugar. se ha observado que la tensi6n de 

oxigeno en el medio del hospedero afect~ en mane~a proporcional 

nl grado d~ desarrollo de la entermedad lll): adem~s. Guy ~ ~ 

han enconl.r-ado que la inhib!cibn dE> l crecimiento por 

...::..=.r-.=-::-!""1· raciones reduc 1.d::).s de oxig---~no rnenor para cepas 
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'Ji 1· u lentas 1..H37Rv) que para avirulentas tH37Ra1(1:.2). Sin 

embargo. tambi9n se ha observ~do que aün con cancentra.c1ones 

a\ tas de oxtgeno, las avirulentas son incapaces de inducir 

entermedad progre91va l i ll. Esto indica que. a.un que 

requerimiento micobacter1ano de c~!gPno es importante para 

el 

el 

desarrollo de la enfermedad. ne es et Onico factor involucrado en 

la. .v 1 ru l ~ncla. .. Se ha visto tambi•n una correlacibn entre la 

virulencia y la actividad de catalasa c1~1; 

sa.protiticas y cepas de baja virulencia qUf'! 

muestran una alta actividad de catalasa <!Al. 

vez m3s, no podemos considerar esta como factor ünioo de 

virulencia. Por ultimo. recientemente. se han descrito efectos 

de prot8-lna!:: recu~eradas del filtI"adu de cultivos de 

tubercu\osis sob~e c~lulas; rJe l 9 i st.t:!rna 

inmune. En primer lugar, se ha descrito que la estimulaci6n de 

c~lulas T por mit6genos (PH"· LDLl es inhibida por factores 

solubles secretados por c~lulas normales adhe~entes. previa.mente 

estas tienen Por otra parte, 

un et'ecto sob:. .. e la rnorfolog1:i y le,; 

l~ cantidad de pseud6pcdos y la rapide:: 

-~n _q~e bstos se forman l16>. En conclusión, mas que haber Ult 

factor esp.;.clf 1co para la virulencia de la 

patogenícidad parece estar dada por un con~unto de factocez qu~ 

contribuyen en diterentes srado9 a la virulencia 

cada cepa • 

8 
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Mooaniamou b~otcr1est~tloos y baoterloidae dol maorbtaao 

Ahora veamos el potencíal destructor de la c~lu\a hospedera 

a la que se enfrenta t!.:_ tuberculosis. Una de las "armas« 

poderosas con las que cuenta la c9lula mononuclear es el conjunto 

de ~roductos provenientes de la reducciOn del oxigeno. que tienen 

efectos microbicidas. El perb1<ido de hidr-b¡¡eno, por ejemplo, es 

bastante toxico y se ha demostrado que los macrbragos 

perltoneales u~ l 1nfocinas, son 

capaces de mata< a mbs del 90% de las th_ mlc~oti 1nger-idas. Esta 

capacidad se Dtr_nc; pr':>ductos de 

reducciOn como el superOxido. aunque resultan tOKicos para muchos 

tipos 

( 18). 

de bacterias. ~on poco efectivas contra tuberculosis 

Sin embargo, es posible que juegue un papel indirecto como 

sustrato pa~a una reacciOn de dismutaciQn y consecuente 

d.-, per-o><ido. 

creacibn 

La" en=ima.s l isosomales constituyen el otro factor 

microbicida impor-tante en la celula. Se sabe que las actividades 

":'~ bstas aumentan en los macrbtagos de animales inmunizados o 

y las celulas 

epitelioides de los granulomas. En especial~ la liso=ima se ha 

dascr-ito 

descrito 

monocito:s. 

embargo, 

como un. factor tubet·culostát.ico {19J; 

se 

como un tactor microb1c1da, e9pec1almente en 

La relevancia de esta enzima como microbicida. 

ha 

los 

sin 

ha sido puesta en duda r~cientemente porque se ha visto 

que la mayoria de la gente que es deficiente en esta enzima. no 

parece tener una menar resistencia a la infeccibn (~0>. 
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Por (J l t 1 mo. sustancias de naturale=a prot~ica y 

lipldica han sido de9critas como ractores tuberculostbticos y/o 

tuberculocidas. Algunas protelnas b~sicas. por e~emplo, son 

capaces de adherir9e a la superficie bacteriana y asl afectar su 

l"eproduccibn. existen ciertos ~cidos grasos que 

pueden interfe~l; can !? Actividad enzlm•tica de la bacteria y, 

de hecho, este tipo de ~cidos se encuentran en mayor cantidad en 

las membranas de las c0lulas ( 21). 

. _Pod~mos concluir que. al igual que los factores virulentos 

micobacterianas. la etec~ividad de la deren~~ 

determinada por varios factores en conjunto. 

ln~or1J.ccf.6n <11nt110 mi hompsdoi:-o y !:!.,_ tuboroulosts 1 •I arai.nulom&>. 

La las interacciones 

hospedero-parásito. En este sitio las c81ulas mononucleares 

juegan un papel muy 1mpo~tante, el cuo.l quedara descrito mas 

adelante. Sin embargo~ en el granuloma tambi9n se encuentran 

polimorfonuci~Hs·=~, cetulas secretoras encargadas de la 

fase inicial del desarrui iü .::!=! ~'!'"""''°'1lloma. 

dei:;ranulacibn, liberan al medio, de manera 

~nespeclfioa, produr;:tos de reduccibn del o><\geno, enzimas 

hidrol lticas, etc. 

la destruccibn celular. atraen a los monocitos circulantes. al 

sitio de la inteccion. También liega a la lesibn. una poblaclbn 

de linfocitos T que. una vez activados. son capaces de, a su vez, 

activar a los monocitos. Estudios recientes usando animales con 

i11tecciones cr6r,icas, sugieren que las células ~upresoras pueden 

jugar un papel tmpori.tt11\"...;; .:::-:. !? rli=oter·minaci6n de las respuestas 

10 



celulares a las antlgenog micobac~erianos, tanto 1n ~~ como .!..!J.. 

vitro <.2.2>. Por Ultimo. la inmunidad mediada por anticuerpos es 

nula o prAct1camente nula en este tipo de infecciOn. 

A. lnt11l'aooi6n ganara! baot.orio.•o61•Ha moilwnuo!!!'!!'.r 

Veamos en m~s detalle la interaccl~n c~!tila-c6lula entre la 

bac~er¡~ y !e ~Alula mononuclear: el enfrentamiento de estos dos 

sistemas 

e& lulas· 

con las caracter!gtlcas prev.iamente de ser i La.ii. 

«macrOfagos residentes. ntonoci tos, 

macr6fagos intlarriatorios, c9lulas epitelioidesl se origin8.n cil= '-itt 

precursor coman de tipo endotelial de la medula 6sea <23l. 

Existen c&lulas que estAn ~iendo liberadas continuamente por la 

médula y que circulan por la sangre en forma de monocitos. Estas 

colonizan tejidos diferentes y ~~ ~!=~~~~r.ian pas~ndo a ser 

macrbt'agos residentes de caracterlstica9 e9peclficas para cada 

te_11do. Estos macrof agos residentes son 1 os que primero s:e 

enfrentan a las micobacterias invasoras. Como estas bacterias 

;:1. t tamente la forman focos 

persistentes 

granulomas .. 

y. daca.-::;: 

estas c~iulas 

de inteccibn e lntlamac1on vuelven 

En estos pü~tc= ~umanta. el influjo de )os monocitos 

resultantes dei proceso inflamato~io, 

diferencian en macrofagos 

c•lu1as ep!telioldes. 

del granuloma mi~mo. 

Los li11tocitos actlvndos, formando parte 

puede1l aumentar la actividad de todas esta9 

c•lulas 

papel es 

mononucleares tngocii:.icas. Una breve visibn de los 

que juegan cada una de estas c~lulas en la enfermedad 

ayudara entender la interaccibn general macrbfago-

micob3ct.eria. 

11 



Para analizar el papel de los macrbfagos residentes debemos 

fijarnos en ias primeras etapas de l~ 1ntecc1bn. cuando hay mas 

interaccibn con estas células. En primer lugar. se puede vnrio.r 

la combinacion hospedero/bacilo parn luego ver los cambios 

correspondientes en las primeras tases de la 1nfecci6n. Por 

ejempia, Gray tl ~ anaiizaron e~i.:.f:.'-S priml1ra!;;I t!'Lt:1.péi.~ ~u L·ütü.-s.?3 

de varias cap~s con Glfer&ntGs suscept1b1l1dades a ta 

intranasal. No se hallaron diferencias significativas en 

relacion con el establecimiento inicial de los bacilos en el 

pulm6n entre las diferentes cepa~. Solo despu~s de tres semanas 

se vio que las cepas mas resistentes logran detener e 1 

crecimiento m~g répidamente l24>. Por otra parte, usando cepas 

de !:!.:.. tuberculosis de alta y baja virulencia. se buscaron 

diferencias «n la sobrevivencia de éstas dos en las etapas 

~-.J-.<l .... , __ ···- .... -- .. -- .. 
vio que 

virulentas 

las tasas de sobrevivencia de 

como avirutenta~. eran muy 

_ ......... __ _ 
·---··--

las bacterias tanto 

similares (25). Por 

bltimo, la inmunidad antituberculosis se caracteriza por el hecho 

. - .. - .. .. . . . .. . . . -· . 
.1.lll.C''\..óC.-A.011 p1; ... 111a.,a.·A.c:-. Ita. UC::ODf-"Cl;.l.C" .... &UW, 

la sobrevivencia como el crecimiento iniciales de la 1nrecc16n 

_retador~: no disminuyen~ so.tam~nt~ ~1 d~9~rrollo tardlo 

atectado y la inteccion se controla rapidamente <26). Todos 

estos eKperimentos indican que, a menos qua estos macrOfagos sean 

activados por medio de linfocitos o por algun elemento del 

granu l orna, ya una vez estando en curso l& inteccibn no parecen 

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

inicial hospedero-parasito <17>. 

12 



f'a.ra entender la.5 interd.cciones de tL__ tubet:cu!osls con las 

dem~s cOlulas tagociticas, estudiemos al granuloma. El int lujo 

inicial 

1 legada 

es predominantem~nte de poi imortonucleares, y esta 

junto con la de los monocitos continUa a lo largo de la 

que vida del a.un que son los mononucleares los 

predominan en les otapas tardlas. Los monocitos .. moderada1Ut?i"", te 

I'agactticos, con pocos l19osomas primarios y secundario:::. 

endocitan el materia1 del gra.nuioma y as! se 

diterencian come 

lisosomas 

Can el desa.rrol ia 

ontlgenos e~tranos, 

sensibt l i::ados. 

rodeado por las 

macrbfaeos intlamatorias que contlenan muchos 

grandes. 

de la hipersensibilidad retardada a. los 

aumenta la intiltracion de los lintocitos T 

La intiltreclon, maduL·a.ciOr:.. 

de los monoci~os aumenta y el 

células epitelioides. Se ha 

tagoc1tosts, 

granuloma. es 

V1.S~O 

presencia de los Jiniccitos Tes importante en la formaciOn de 

l!stas celulas epitelioides y en la destruccion de las bacterias 

<27> .. 

! i o;o.ocom.a tes y 

poro ta.gocit..an 

micobactericida 

cont.1~.na~ 

tienen altos niveles de pinoc1tosis y secrec1.6n·, 

actividad muy poco. Ahora 

de las y monoctt:.09 en 

general eg bastante reducida. No se han detect~do d1terenc1as t?ti 

la 

lo" 

Sin 

actividad micobaotericida entre las cGlulas inflamatorias 

monocitos extra\dos de animales inmunes y no-inmunes t.28>. 

embargo, la eKposici6n continua de estas a 

linrocinas. aumenta significativamente la actividad 



Las células epi tel ioides. por ultimo. no parecen 

presentar mucha actividad antimicobacteriana. Se ha visto que un 

efect.o bacteriost~tico de duracibn variable contra !1:... 

tuberculosis H37Rv luna cepa virulenta) es seguido por la 

multiplicación normal de las bacterias intracelulares (30>. 

üadas estas generalidades de interacciQn, anal icemos ahora 

de forma mas de ta i i a.OH. !!e-ntro de la 

hospedera. Mycobacterium tuberculosis, como cualquier 

c~lula 

agente 

extrano de su tamaño, es internalizado por el macrbtago a travbs 

de un proceso especializado de endocitosis: la fagocitosis. 

Este proceso es una respuesta localizada de una regiOn de In 

membrana plasmAtlca y las estructuras citoplksmicas subyH~~n~~=. 

A traves del contacto de recepto r.e..s, no -nece-sar 1-amente 

especl t leos, con protelnas de la superficie de la 

blanco. la membrana macrotagica envuelve poco a 

bacteria 

poco al 

El mecanismo es comparable al de un cierre de cremallera, y por 

ego se le ha llamado asl, '"de crem~ l l-ü:r:::.. 0 .. A.nnque 3.Ón no se 

eri~ienden por cu1~~:~t= !~~ interacciones intracitopl~smicas que 

resultan en este proceso. s~ 5abe que la nctlna juega un papel 

principal, y que tanto la miosina como los microtúbuios tamOibn 

parecen 1 nter ven1 r (31). En este aspecto, !1:._ tuberculosis 

aparenta, al microscopio, ser adherida e ing&rida de manera 

similar a cualquier otro microorganismoª la 

~in!:tica de colnternali=acibn de prote\nas 

Sin embargo, 

membrana les ael 

14 
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m.:.scc6raga junt.o con las bacterias. durante la ragaclto-::ts. pa.rece 

vaciar de acuerdo con la virulencia de la cepa y la viabilidad de 

Siendo de impar ta ne ia para la sobrevivencia 

i1~tracelular de la bacteria el tipo y nómero de protelnas con las 

que est~ en ~ontacto en el tagosoma, es probable que de 

conr1rmars~ la eKi=tcnc!e d~ Pste fen6meno. eeta modulaci6n sea 

e r i ti e~ exito o tracaso de la inteccibn intracelular 

A partir de la internalizacion io~oi se 

empiezan a apreciar ciertas diter~ncias a nivel de microscopia 

electrbnica. En este momento se observa una inhibi~i~~ ~e 

tusibn tagosoma-lisosoma <33). Adem~s, se nota un "aflojamiento" 

de la membrana tngosamal, tarmandose asl un espacio irregular 

entre la superficie bacteriana y la membrana del tagasome.. En 

1~ bacteria es capaz de reproducirse y acaba por 

destruir a la c~lula hospedera, quedando libre para comenzer este 

p~oceso una ve~ mas en otra ce lula disponible. Ahora bien, la 

causa del ensanchamiento de la membrana tagosomal se desconoce, 

asi uu111C. contrlbucibn a la sobrevivencia de la 

bacteria 1n~ernaii~4~o. 

qua una inhibicibn de la fusibn fagolisosomal, a diferencia del 

ensanchamiento,. podria tener un significado para la subsis~encia 

de la bacteria. varios las 

posibles causas de este tenbmeno. Hasta la techa, los resultados 

de.- estos estudios sugieren a tres factores principales coma 

posibles causantes de esta inhibicibn: los polianiones (34,35>, 

los nuclebtidos clclicos <36>, y el amonio l37l. Se postulb una 

interferencia de los polianiones, ya sea en forma de componentes 
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sur,~rt l:::iales o 

tusiOn taf;ol isosoma l. mtood i o d<2 "' 

con 

pGcturbacib11 2n 

la 

la 

distribuclbn de cargas de la membran3 ragosomal. Se ob~ervb que 

ciertos pollaniones, incluyendo los sultoll.pldos y el ~cldo poli-

t•-~\ut:i.mico, lnhlb\an la tus l on tago-lisosoma de macrbiagos 

peritoneales que hablan fagocltado levaduras. 

otra parte, los cambios en la razon AMPc•GMPc son 

capa.ces de modular el grado de tusión tagol isosomai. 

especlficamentet 

provocado9 por la bacteria, 

que los aumentas 

pudieran lnr·lbir la 

en el 

fusión. 

embargo, no e~iste aUn evidencia de que este aumento 

can !1.!_ microt i y BCG sea la ca.usa y no l.an efecto del 

causan~e de la inhibición. 

observado 

verdadero 

Por O l timo, la presencia de amonio en el medtot 

inhibir lu tusiOn !'a.gol isr.:>somal en macrbtagos tagoclticos. Por 

lo tanto, su produ~ci6n como resultado de los procesos 

metabQlicos bacterianos. rue considerada como una posible fuente 

==~· •nhibidor. El y 

amonto) es que ambos han sido probados en cantidades por ar-riba 

del rango esperado de concentracioneS p·re"'.;lf:111t.~:::; ~¡:_ !.:r-:~ s-ttuaciOn 

1-n vlvo. 

El pH intrnoolulnr y la rolaoion bnotor1a-mnorot~ao 

Con base en toda esta informacibn sobre la interacci6n 

~uberculasis-macrbtago. y sabiendo cual~s son l2s "armas 11 que 

cada uno posee. res 1J1ta claro que uno de los par~.metros CUYO· 
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·-...·.:..1 or ¿n ciertas cxplic::ir de 

me.lor manera esta si t.u3ci0n. ec; e 1 pH. Existen seis actividades 

celuiar·es pote11cialme11t~ ~6xic3s paca la bacteria. que pudieran 

se1· arectadas por cambios en ei pH intracelular. Es muy dlflcll 

pensar en otro par6metro cuya modiricacibn. por si sola, pudiera 

atectar, al mismo tiempo .. a tantos mecanismos implicados en la 

derensa hospedera. 

La importancia del pH qui:a resulte mAs obvia en lo que se 

las en:zimas hidroliticas tiene actividades restringidas a pHs 

'.. . . . .. 
l. t:' 1 Cl-t- J. VC:SIUe:'lll.~ pii . . - .. -- - - - -- -- . 

.1.11"-iC\IJ.:tU=oUlllCO.I e::i ue 

sugiere que esto es as 1. como !arma de asegurar una actividad 

restri11gida y compartimentalizada en las lisosomas. de en:imas de 

tan alta capacidad destructora. Con actividades máximas fuera de 

los valeres de pH intr-acitopl.tsmicos~ se disminuye la posibilidad 

de una hidrOl isis incontratable. La restriccibn resulta ser tal. 

qu~ al aumentar el pH l isosomal en solo una unidad. se pierde un 

80% de la actividad hidroll~ica total. 

t"or o"tra pari:.e. ~an~o 1a a1si:.r1ouciOn como 1a maciuraciOn ce 

los precursores de ciertas en=imas lisosomales dependen de pHs 

en el si~te~~ vacuo.la~ l38.39J. Le. ! ! e:.~.ada de ala.unas 

en=ims.s a partir de su sitio de slntesis o madu1"'aci6n los 

l isosoméls o a las veslculas exoclticas está detErminada en gran 

med1d3 por el pH da las veslculas de transporte y de log 9 i t 1 os 

blanco. El transporte de los precursores a través del aparato de 

Golgi asl como la actividad de las enzimas proc~sadoras de este 

org3neio son dependie11tes del pH de las veslculas de tra11sporte y 
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1 
de las regio1ies blanco del apacaT.o; te ~.!1n •.•J, ! 
se ve atect~d.a al perturbar el pH intra.lisosomal t391. 

Como se expuso anteriorme11~e. la inhibici6n observada de la 

tusibn tagolisosomal provocada por 11. tuberculosis sugiere a ~ste 

como mecanismo importante en la sobrevivencia bacteriana. Por un 

lado. permite a la bacteria evadir el contacto con las enzimas 

hidrollticas lisosomales. 9P ha su~erido que durante 

la tus ion ragolisosOUl&l 5e liberan los Acidas grasos toxicos, 

anteriormente descritos, por la accibn de lipasas tlisosomales> o 

tostat ipasas llisosomales y membranales> (40J. '"' 
tu:::i~n tntervacuolar se acompaña par descensos en el pH de las 

veslculas ! nvo lucradas. Los endosomas resultan't.es u~ 

endocitosis mediada por receptores~ las veslculas recubiertas, 

por ejemplo,. se aciditican previamente a su tus ion con 

lisosomas. Los primeros experimentos demostrando esto han sido 

amp 1 iamente co·nf ¡ ,,- ¡¡¡;:..;:!::;:: an q{tuaciones muy diversas. Estos 

primeros experimentost realizados en 1982. se hicieron con 

t1brobla9tos expuestos a &lta2-macroglobulina Tluoresceinada. A 

diferentes tiempos se medla la intensidad de la fluorescencia 

siendo esta p,H- V a.si se observo que ~st.e 

descendla con res~ec~o ai u~. ~=~!~ ~ ~P detectaba una acidez 

antes di?l tiempo de tusion con los lisososmas \41.). 

Hasta la techa .. ad2mas de haberse reproducido en diversos t1po.\ 

' . de celulas lincluyendo macrbfagos>. U5ando Uivw•~~= ~~~~~ncias 

de internallzaci6n {LDL, transierrina .. etc.> se ha extendido a 

procesos de tusibn fago-lisosoma \42.~4) y de fusi6n membrana 

viral-endosoma C40>. El descubrimiento de esta dependencia de la 

tusibn membrana viral-endosoma del pH, es muy importante, ya que 

18 



Estos experimentos tuer-on 

hechos con el virus Semliki Forest. cuya membrana superficial se 

pierde, en el momento de la penetracibn al citoplasma celular, a 

travbe de la membrana en<lv:om~l. Se observb que esta penetraclbn 

era.. en realidad, el rGcult.~do de ta tusión de la membrana vi~~! 

~=~ ~~ endosomal, y que esta era marcadamente dependien~~ del pH 

A e ido dado que el amonio y 

potencialmente alcalini:antes. se 

podrla explicar el efecto lnhibiiui :.~ .-..==~!""v~.do para ambas 

sustancia. ... 

Por ot.ra parte~ se ha visto que la toxicidad del peróxido, 

"componente del arsenal es afectada 

significativamente por el pH Cl~?. • . .,.,,. 4.cidos su to><icidad es 

mt.x ima, mi.entras que su r-eactividad qu\mica se vuelve mlnÚaa a 

pH:7. Ademt.s, la catalasa micobacteriana tiene una actividad 

Por ultimo. se ha reportado que los ácidos 

otro 1mport~nt@ oompon~~~=-~~atructo~ de la cblula, 

~.O:~ más tuberculocids.s, ·en general, cuanU\J" :.:! !'H es._bajo_· <45)~ 

· :O:~~U1'bll.c0 l.6n 

(anteo9d~;mtct9 > 

del pH introc111l1.1lc.li' 

El bu5car productos bacterianos con capacidad de alterar el 

pH intracelular- para intentar explicar, aunque sea parcialmente, 

¡-;¡;. ;;:!'l~e& .. :ivencia intl"acelular de t'.!.!_ t.uberculosis resulta ser,. por 

lo tanto, un camino prometedor. Oc hecho- existen varios 

pa~~=!t~q intracelulares, descritos en la literatura, que inhiben 

la acldittcación de su fagosoma <4b-4G;. 
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por e J•.:-m¡_,¡ o. ai inhibir la. a.cidiri.::.c:-..oiOn del ra~osoma bloquea la 

~ubsecuentc tusi6n ragolisosamal, obscrv~ndose el etecto a~n con 

macrOtagos activados. los paf~sitos muertos son 

incapaces de inhibir tanto la aciditicacibn como la tus ton. 

por otro lado. tarnbi~n 

y pierde esta capw.cidad cu3ndu úü e:; '.'!~b1P Q cuando est.1 

recubierto por anticuerpos. ?oc ültimo. f"?{;ient.emente se observo 

el mismo tenbmeno -en ~dib. aster-cides aunque en e:ste caso los 

par~sitos muertos conservaban estas capacidades. Un s.sPeol:.u u,ú·,.-

:~~~~~~~nt~. de estos eKperimentos es la observacibn de que las 

cepas no patbgenas de dichos par~sitos ~nducen un bloqueo ~arcial 

'• 
de la tusibn, lo cual sugiere un papel~·~.direc_to _ _e,~,- la inhibicibn 

en la determinacibn de la virulencia d~l microorganismo t48>. 

pH 

lantocodontoG) 

Existen tres mibtodos generales par-a medir el pH 

intracelula:c-: por medio de bases lipotll!cas, mediciones 

y Las 

bases \ i pe t i 1 i ca s 
_;.•··._ 

?C~br~nas ~elular~s son permeables a estos 

__ att~ntes cuando no estb,n car-gados ~(~ pH neutro>, y son 

reiativ&mente impermeables una ve= que se prat:onan. Po-r la· tanto-. 

si se dejan equilibrar con cGlulas intactas u 
4.: 

organt-los. est~s 

bases d~biles se acumularan en aquellas veslculas con pH acldo 

interno~ Asl pues. el grado de acumulacibn depender~ de la 

magnitud del gradiente ~e pH transmembranal y del volumen total 

1 
¡ 
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interno de las veslculas. Las mediciones de este tipo se hacen de 

dos maneras. Es posible llevar a cabo determinaciones ópticas 

usando colorantes como e 1 naranja de acridina o la 9-amino 

acr idina. Estas sustancias muestran alteraciones caracterlsticas 

en sus espectros de absorcibn e intensidad de fluorescencia como 

tunc16n de su concentraci6n. Ast. por mediciones de apagamiento 

de tluorescencia se puede rastrear la aciditicaciOn que ocurre a 

medida que se concentra la sustancia en compartimentos l>.cldos. 

estas mediciones no se pueden convertir en valores 

absolutos da pH. 

La otra manera. con !a que si se pueden obtener valores 

reales del pH, es usando bases d~biles marcadas radioactivamente, 
14 

como la C-meti lamina. En este caso, se deja equilibrar a la 

base y luego se recuperan las veslculas por centrifugaclbn o 

!i!t~e~!~n y qp dete~mlna la radioactividad de la traccion. Se 

determina e 1 volumen intravesicuJar y asl se calcula la 

concentraclbn del Indicador, lo que da una idea aproKimada del 

pH. Sin embargo, si la traccibn vesicular no es altamente 

't rQc:.uente}. la determinacibn se 

d1stors1ona. Aaemas, 

hacer en cblulas intactas. 

Las mediciones funcionales hacen uso de la sensibilidad 

l>.cida de ligandos que son internalizados por la c:.lula o ae 

actividades enziml>.tlcas intrlnsecas de los organelos de interhs. 

Por ejemplo, el conocido efecto de los pHs bajos sobre la 

actividad fusogénica de algunos virus con membra1ta se ha 

explotado para la identificación de los endosomag como el primer 
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-?xp1otaoo para la ident.iricaciOn de las endosoma.s como el primer 

reci~n ·=oinpar t. iment.o ~cido al que se expone ta part1cula viral 

El pH en los lisosom3s se ha podido medir 

LJ5ando ~ster-es metilados de aminoacidcs. ios cuales 

t1l.Of•Jl í=aaos por 

en 

las est.erasas acidas con su Cüiiii:ccuen':e-

2-:.:umutaciOn los lisosomas. Tamo len ex.1st.2n ensayos 

gr8nUJOS runciuuo~o::: ¡:>!!.!'~ l::t medicibn de la. ac1dit1cacibn de !os 

cromatines y los granulo~ densos de !as plaquetas~ Se baaan en 

presencie1. las membranas de estos 

gc.t.nulos, 

runci6n. 

que 

Es 

usan un gradiente de pH para llevar a cabo su 

evidente. pues. que en el caso de que se quiera 

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

no resultan muy convenientes. Sblo se han empl~ado en casos muy 

espectticos (endosoma viral, "'te.). y en 

ello~ resultan de gran valor. 

Por 6ltimo. e! .uso- de indicadores endociticos resulta ser el 

métooo má::t con es~e rnetodo se introducen los 

inaic.s.dores 

por medio de la endocitosis. Okhuma y Poole ruaron quienes 

des ar ro! l aron esta tecnica. habiendo encontrado que ei UcAt~~n 

acoplado a is:utioc1an.s.to Oe f luore5ceino \.f.'!TC~ ::''='rl!a ser usado 

como sonda intracelular para medir el pH t46J. La intensidad de 

emisibn a SSO nm. resulta ser proporcional al pH y a la cantidad 

de rluoresceina. cuando ésta es excitada a 485 nm. Sin 

embar1!tº· cuando se eMcita a 450 nm •• la intensidad de emisibn a 

es~a misma longitud (SSO nm.;. solo depende de la cantidad y no 

et~ 1 pH. f'or 10 L.1::1f1tü, :::::.=enrio la ra=On entre las int.ensidaaes de 
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i 
de la excitacibn a 4S5 rltn. Y<-t50nm~. s~ pueoe consttuir una 

CUí '.'J. de calibr-z.i.ci6n it:;-1acione f a::Cn con 'J3lores 

absolutos de pH. Asi.. reririéndt.:.1-:::e a esta curva. Okhuma y Poale 

hiGier-on registros de esta raz6n. en las !isosomas de cel u las 

direrentes condi\..;i.c.;~c:os e1<perimentales. Las ce lulas 
o 

1m;:,.crOtagos> tuer-on i11cub.::id~s: durant.e var- ias hor-a.s a 37 C en un 

:'!:?·-io que contenta FlTC-dextrl;in: de esta manera. el marca.'ior se 

1oca1 i ,;:6 especificamente en los Ademas. como el 

't'eSistente a la degradación por las hidro lasas 

lisosomales. ~ste permaneci6 en los lisosouio5 d~~~ntc el p~rlodo 

expgi:- irnt:nta!. El dextran no internalizado fue eliminado Y !Je 

midiO la intensidad de emisi6n de los lisosomas encontrando un pH 

"·ª· La adición d~ bases debiles, cloruro de amonio y 

cloroquina. o nige~icina y monensina, 

r3.pidamente increment.acan ta intensidad de r luorescencl~ 

niveles símil&res a los correspondiente~ al medio externo. El 

quitar estos inhlbidores del gradiente de pH l isosomal, re-su\ taba 

e\i. un3 

R<o?c i entemente. se ha usaao acopl d.1.d~ >'"ITC a 

diversas i1to:~c~1~~ aue erect~an recorridos bien caracteri=:adcs 

~si~ moleculas que entran por 

mediada por receptores. pinocltoSis, o ; ;;;,;c"=:"~ ..... -.c;::is han s 1 do 

acopladas a egte marcador. que ademf)s es tti.ci l tfJ'"t i f 

covalentE?mente a una gl'an diversidad de rnolecutas. 

consecuentemente se h~n cie~~rminado los diferentes pHs a los ~ue 

''ªº siendo expuestas a través d~ sus caminoa particulares 

de poder hacer medicionas del pH intracelular en 
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viato que al dextr~n indu:c~ ninguna anomal\a signif LcatLVa en el 

tuncionamiento celular! nos llevb a escoge~ este matado gobre Jos 

demi..s. 
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11 OBJETIVO Y JUSTIFICACION 

El objetivo de este proyecto es caracteri=ar Jos etectos de 

las prot.e\na.s de los filtrados del cultivo de Mycobacterium 

tub~rcutosts sobre el pH intraltsosomal de los macrbtagos. 51 '"' 

torn~ como hipótesis inicial la existencia de es 

posible proponer al menos tres modelos para ~u manifestación 

(ti g. 1). tn podr\a ser un efecto a distancia 

ocasionado por la secreción y consecuente dltusion del 

bacteriano. de manerli ~ü= ~! m~=:~tRgo entrara en contacto con el 

producto antes de hacerlo con la bacteria misma. En este ca.so, 

el producto serta internalizado por el macrbfago a través de la 

pinocitosis arectando a los lisosomas~ de manera que la bacteria 

~P entrentarla a una c~lula con lisoaomas dQftadas, facilitando su 

sobrevivencia intracelular. Esta Tacili~~ci~n estarla dada a 

traves de la inhiblcion de la tuslon o simplemente a traves de la 

inactivacibn de enzimas lisosomales. 

Un segundo modelo requerirla que. una vez que Ja bacteria 

la s:e=c:-cc!ón del proU~.::.~::: -e~ 11n volumen tan 

p&queño permitiera alcan=ar una concentrac1on al~~ r~~ medio de 

muy pocas moléculas y, con la relativa rapidez y 

eticiencia ne~~~~=-!~~ ~ara inhibir la tusibn tagolisosomal. 

Poi- {i 1t1 mo, la tercera posibilidad serla qu~el 

ejerciera su efecto en el compartimenta tagolisosomal 

directamente. Aunque ya se indico que se ha observado inhibicibn 

de la fuslbn tago-lisosoma, estos estudios fueron hechos a través 

de obse~vaciones al microscopio electrOnico en donde se 

diferencias en los porcentajes de las fusiones; las 
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2ri1·maciones que se puede11 hacer. por- lo tanto. son relat.ivas y 

sujetas a limitaciones de conriabilidad i1nplicitas en el 

muestreo microscbpico. Ademas. en estos mismos estudios se vib 

que bajo cierta~ condi~iones no se observa esta inhibiciQn. Por 

lo tanto, es pos1bie Gont!nu2r PI an~lisis de este modelo. 

Con base er) e~t~~ trP5 posiblli~ades, se penso que si la 

deteccion del pH se realiza en lisosomas. usando las protetnas 

del filtrado <la 

p<:><;ibilidad 1 o 31, que si se usaba a la bacteria completa desde 

un inicio (sblv ce observarla con segur1ciat.i 

comenzar se decidio hacer la medicion desde los l isosomas, 

basicamente por razones tecnicas. Dadas las tres posibilidades, 

resulta igualmente coherente hace~ la mediciOn en el 

ragosoma que sin embargo, la mediciOn en el 

lisos orna resulta mucho mas sencilla. Por un lado, ofrece la 

posibi l !dad de evadir la manlpulaci6n directa de esta bacteria 

patbgena durante los experimentos, que sl resulta necesaria para 

cfect1.1;;~r medlctones eu 'tz..;===~~Q ! ?Or otro. se evita el problema 

de acoplar el i·11dica.dor at:!' pi: ~ sin a.teci:.ar 

El uso del CFPE tiene adem~s dos ventajas importantes. ~oi 

un l.:ido contiene. 

protelnas superficiales de la bacteria, resultan~es de \a muerte 

y las procesos de recambio de la poblaci6n. Asl., se tiene 

pos1bilidad de ver un efecto causado por cualquiera de estos dos 

tipos de productos. ,.\demas. el CFPE ha sido usado en otros 

proyectos tanto dentro como tuera de esto labo~atorio. de manerG. 
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POSIBLES EFECTOS DE LA fNGESTION DE 
C.EP.E 

· L'1hlbir.ión de fusión fagosoma - /isosoma 

lnactivación · iisosomdf directa 

l Tres posibles ~ormos de acci6n para un 
¡1Jcal l11i:~,ante dt~ orís:>,e11 mic:obactcrjano 
te>:t:o ) • -

a.gente 
(ver 



l 
que est:.á 1 

i bandeo (fig. 2J y análisis densitombtrico. 

Otra elccci6n metodol6gica que vale la pena justificar, es 

el uso de una linea celular inmortal~ Los cultivos de cblulas 

extra!das de un animal. peritoneo de rat6n, por ejemplo, resultan 

muy heteros;lrneos, representando poblncione~ colulares do 

caracte~istic&s muy diversas <incluso de dudable identidad 

macrofás;!ca.). Para este tipo de estudio, lo mejor era empezar 

umando células relativamente homogeneas para evitar resultado!! 

muy variables y de poca reproducibilidad. 
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111 MATERIA~ Y HETODOS 

l. Reactivos 

medio de Lowenstein-Jensen l!Htco. E.U.A. l 

- tluoruro de tenil metil sultonato 
Chemicals, St. Louts, Ha.) 

lPHSFl (Sigma 

medio de Ea«le moaíi¡~:~~ por DuJbecco 
Laboratorles, Grand lsland, NYl 

<DHEM> <GIBCO 

<GIBCO Laboratories. Grand lslnnd, NY> 

penici l 1na G <.Sigma Chemicals. St. Lou¡.s. :-t•o.) 

estr-eptomicina <Sigma Chemícals, St. Louis, Mo. l 

dextran tluoresceinado de pesa molecular promedio de 
70,000 lFD-70> <Sigma Chamicals, St. Louis, Mo. J 

rnonens i ,.;... <SiKma Chemicals, St. Louis, Mo.J 

albomina sérica bovina 
Louis. No.> 

<.BSAJ 

transfe:rrina <.:':;igm;:i. Chetnica Is, St. L.ouis,. Mo. > 

tiltras Whatman ~3 

filtros de membrans de 0.45 y 0.22 um. lMillipore Corp., 
Bedford. Mass. J 

pozos est•ndares de c~:~!~n celular de 16 mm. 
<Costar. Cambridge, Hass.> 

espectrotluorometro {SLM Amlnco, E.U.A.) 

de diámetro 

celdillas de vidrio pulido de 3x3~12 mm. <NSG, E.U.A. l 

:;., C~lul1u 

Linea celular murina monoc{tica-macrotágica J774A.1 

Linea ceiu:~~ murina monocltica-macrofAgica P388D.1 

tver Tabla li 
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4. &acterias 

-~l~cobacteriu~ tuberculosis de la cepa H37Rv <TMG' 10.:. J 

~cepa virulenta1 <Escuela de Ciencias Biolbgicas. 
Instituto Politecnico Nacional, MeKico. D.F.J 

?~02k~ue~-BPck-Youmans <PBY1: 

0.5% asparagina 
0.5% fosfato de monapotaslo 
o.s~ sulfato de potasio 
2.0% glicerol 

.Se disuelven en agua destilada y se aju~ta el pH a 6.8-7.0 
·-~~-~~~ h!d~h~~~o de ~orjf n al 40%. En seguida se adiciona 
citrato de magnesio 0.15%. Se e~i~ri11:a··~n- a~iu~i~~~ ~ 
15 libras durante 20 minutos. 

medio de Eagle modificado por Dulbecco 
lpara uso en atmbstera de 5% CD i suplementado con: 

2 
penicilina G 
estreptomicina 
~iJ.::.T'n f'Ptal bovino 
HEPES 
bicarbon~to de sodio 

100 unidades/mi 
100 ug/ml 
10% 
20 mM 
2.0 mg1ml 

medio de Eagle modificado por Dulbeccc 
tpara usa en situaciones de preslbn atmbster!ca de C02l 
suplementado con: 

;:-::-~!~!.! .. T'U:a. l°: 

e';:j l.1-t--pl..vtti !. e 1 ;-;=:.. 
piruva~~ ~~ ~=~!= 

HEPES 

100 unidades/mi 
100 ug1ml 

.('\, FO.S. m~/ml 
10 mM 

6. Cultivos baetcri•nos 

Las bacterias liafili=adas zc resuspendieron en medio libre 

ae prote5.nas PBY y se subcultivaron ~n medio de Lowenstein-

Jensen pare producir cultivos de in6culo en matraces Erlenmeyer 

de .:.sü m l •• con 100 mi. de PBY. Los cultivos se mantuvieron a 
o 

37 C hasta alcanzarse una tase de crecimiento estacionario~ esto 

es-. has~a cubrirse uniformemente la supertic1~ del medio PBY 
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tentre 4 y 8 semanas>. En es~e momento. 

bacterias de su medio de crecimiento t15). 

wn ' - __ ... ·- .. -· .. !5~ 

se cosecharon 

El medio de cultivo fue separado de ta~ masag bacterianas 

por tiltracibn a travbs de un filtro Yhatman U3 y pasado 

sucesivamente a 1~rav6s de filtros de membrana de 0.45 y 0.22 um. 

L== ;::-:-::-~~:.!'~~~ .--:..;:..1 ~! :t .. ;:.cl.::. ::::: :::.!::!..:::.:-on ::?~!' !!!:e'dio rtP !>rP.Ci?itacibn 
o 

a 4 C con cristales de sulfato de amonio a un nivel de saturacibn 
o 

del 100%, seguido por centrifugacibn a 4 C durante 30 minutos a 

60, 000 " g. El precipitado se resuspendio en S mi. de solucibn 

salina amortiguada por fosfato~ <PBSl. pH 7.4, que contenla 0.2 

mg/ml de PMSF como inhibidor de pretensas y se dialt:zb 
o 

repetidamente a 4 e seis veces co':ltra. 2L de PBS. ·La 

concentracion de prote!na se determino por el m•todo de Lowry 

<52l. se ajusto a 6mg/ml en PBS/PMSF y se distribuyo en 
o 

ccnge!edes ~ -70 e rracciones de 0.5 

hasta el momento de su uso~ 

a. Cond\ciones de cultivo celular 

Las cblu!as fueron cultivadas en 
6 

pozo~ estandares de 

cultivo de 16 mm de di~metro con 2x10 calulas por poza e 
o 

incubadas a 37 C en una atm6sfera humedecida. con 5% CO por lo 
2 

protocolo eKperimental. menos 24 horas antes de iniciar el 

[lespu~s se incubaron con medio que con tenla FD-70 a una 
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concentracibn de 2 mg/ml durante 24 horasª Subsecuentemente. l a!l 

c~lulas se lavaron dos veces con PBS 0.01 M y luego se incubaron 

con medio t:-eaco, libre de FD-70. Todas las manipulaciones 

experimentales posteriores se iniciaron tres horas despu~s. Este 

r~r!odo tuh incorporado ar protocolo para asegurar la presencia 

del .ED-70 exc a us i vamente en los 1 1 sosomas: sin este periodo, el 

dextr~n se encontraba distribuido en la membrana plasm~tica. en 

los endosomas y ur1 ¡u~ ¡¡~~~~~== ~. !"'~" l n tanto. se obten\et'\' 

fluorescencias correspondientes a pHs superiores al l 1sosomal. 

tripano C > 95%). 

9. Reg11tros ~epectrotluorombtr1ooa 

Los: registros de intensidad de fluorescencia Be 

obtuvieron con un espectrofluorbmetro SLM. Las cblula.s 

pre 1 ncubadas con FD-70 se 1 ncubaron "n medio-· m~di fice.do para 

situaciones con presión atmbsferica de CO 
2 

Este medio mantiene 

un pH de 7.2 al estar en contacto con la atmbstera, a diferencia 

~~! m~~•o comunmente usado. que ~equiere cie un~ ~tfubs!or: ccn S~ 

de CO para mantener este valor. Se incubo con CFPE; 1 as 

condiciones especi.ficas pa.c-a cada sistema se 

adelante. 

ce lulas se lavaron'"--tres veces con PBS y luego ~e tas aTiadiO una 

solución de EDTA al 0.02%. Posteriormente, se resuspendieron 

usando un policia de hule; astas células en suspensibn., 

provenientes de un sOlo poza, se pasaron a una celdilla de vidrio 

pulido de 3~3x12 mm. No se observ6 diferencia alguna usando 

~tispcndidas en PBS, en lugar de la solucibn de EDTA .... 1 
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o.o.z". La duracibn del periodo entre el primer lavado con ?B5 v 

su colocaci6n en la celdilla fue menor a dos minutos. Las 

muestrag se ~~cit:ra" & 495 nm e inmediatamente despubs a 450 nm4 

Ambas intens!dedes de em1s1bn se registraron a una longilud de 

onda de 550 nm lSOl. Los ti~mpos de e9~1mulacibn tueron mcnor~s 

de 5 segundos en duracton u::iü.ttd~ una apertura. del "si1t" de e mm. 

tiempo durante el cual no ge apreoib un$. disminucil!>n 

significativa < < 0.5%> en la iu'-v~==-=:."..: C~ ... f~uorescencia <SlJ. 

10. Curv~ de oalibraot6n 

Las células preincubadas con FD-70 se resuspendieron en 

sotuciuuéi'.> ::.~-:-rtia:uadoras de Trls-m,-aleato que ecntenla.n 20 uM de 

monan~ina y que cubr\an un rango de 4.S-9.0 Unici~~;: ~g oH. 

Tambil!>n se incluyf;!ron las cblulas expuestas a medio con 500 

ug/ml de CFPE durante 30 minutos antes de ser resuspendidas. Se 

int..e.n.siñades de ~mtgtbn a SSO nm para las 

longitudes ce ~~=~ ~- ~xcitacten cie 4S5 nm y 450 nm. 

l ti g. Cabe señalar que la curv~ ~~= 

se obtuvo usando ~nicamente el FD,.-70, -.no tue 

significativamente dif~rente ~~ ~~ figura 3 Cprueba t de Student 

p < 0.01). 

11. Condicione• do tnoubaci6n ccn CFPE 

mi n. 

Las celulas preincubadas con FD-70. se incubaron durante S 
o 

a 4 C con medio modificado que contenla CFPE (500 ug/ml>. 

F'osteriormeni..~, ~e lavaron tres veces con PBS y se incubaron can 

medio tresco~ 
o 

libre de FD-70 a 37 C. 
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a cabo en cultivos id~nt1cos en paralelo durante los siguientes 

90 min. Los resultados se muestran como valores de pH. obtenidos 

al referirse a la curva de calibracibn previamente registrada. 

Otro grupo de celulas preincubadas con FD-70, se incubb con medio 
o 

modificado con CFPE CSOO ug/ml> a 37 C durante 90 min., y se 

hicieron medidas de intensidad durante esta incubación. Un 
o 

tercer grupo de celulas se incubb como en el primer caso (4 e, 5 
o 

;::!.;-; .. ~" :.!~::.!'":::!.~ t.:F?E -:"'e 1 ~!"tQtin tiurante 3ú min. a 56 C. Finalmente, 

las condiciones de incubación y mediciones para las celulas de 

primer caso. La viabilidad celular se determinó por exclusión de 

azul tri pano > 90%) • Este porcentaje de viabilidad ne fue 

significativamente menor al del control. Salvo donde se 
o 

especifica ei<pllcitamente, las celulas se mantuvieron a 37 e y 

sblo duran~e el perlado de medicibn < 10 segundos> se 

manejaron a temperatura ambiente. 

i2. Condicionou do lnoubaoi6n oon ctraa prctolna• 

Se incubaron cultivos de J774 A.1 preincubados con FD-70 ~n 

paralelo, con transterrina, BSA, o CFPE a una ooncentracibn de 

500 ug/ml. Las incubaciones se llevaron' a 
o 

cabo como 

Los resultados se expresan como cambios en pH relativos al 

valor de la linea basal: 

ApH = <valor de pH e><perimental - <valor basal de pH control 4.8) 
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Para la curva de cal ibraci6n, los resultados se expresan como ln 

ra=6n entre las intensidade9 de emisi6n a SSO nm excitando a 495 

nm y a q.50 nm: 

l 495/ l 450 

Intensidad de emisión a 550 nm por excitación a 
495 nm 

Intensidad de e11115i~n : 550 nm por excitacibn a 
450 nrn 

<Ver fig. 4). 
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IV RESUl..TAD0$ 

l::.recto• de CFPE de Myoobaotor1um tuboroulo•1• sobro ol pH 

La incubaciOn do cultivos de macr6tagos cargados con FD-70. 
o 

con 50ú ugtml de CFPE a 4 C durante 5 min. indu~o ciclos 

rnóltiple!'.l de alcalinización-acidificac16n t:u tv~ 

estas células <ti~. 5A>. Usando estas condiciones de incubacibn 

se esperaba registrar el efecto de aquella tracc1on ci~i ~r1- ~~-

se adt"11 ere a la membrana; aque 1 1 a que no pierde en 

lavados. Ademf,s. se pens6 que las condiciones de incubacion 

permitirian ver el erecto mas claramente ya que existirla una 

debido 
o 

a que a 4 e la dinamica de la membrana celular tpinocitosis. 

endocitosis mediada por receptores. fagocitosis> prActicamente se 

anula. Esta cin~t1ca de alcal1nizacibn-acidif1cacibn se determino 

utilizando Ja cu1·vC.. mostrada en la t 1 g. 3. El 

primer ciclo del lavado con 

Es un alcalinizacibn 

m~xima con respecto a 1 pH ba.sa 1 ( 4. B) de mas de una un id ad de 

pH. Se observa un segundo pico 60-minutos despue~ u~a 

Al igual que con el primero, es reversible y de una magl1llud 

comparable. 

El e:.<pertmento que se muestra en la fig. SA se repitio. 

teniendo a los antlgenos micobacterianos presentes durante todo 

el periodo de i·egtstro de 90 mi,1. para ver 91 una sincranizaciOn 

de la internal i::.acibn inícial de los anti genos es un prcrequislto 

35 



OpH 

.. A 

e 

! ! ' 

"' "' "" tiempo (min.l 

tiempo \inin.l 

e 

"" 40 eo 
tiempqmln.l 

ü 

tiempo !mln.l 

, , 
·Cinet.ica::;. de alcaJ:ini7.acion intralisosomal Ce ma
crÓfagoS en prcsencia··ae·CFP.É. 

A: ·t.:~iuL::!:'t· U= l.u !.-i::=.:.:. ,J77.d.. ~~ incubdran 5 min. 
d ,4°c en presencia ( !j .) o en aus~·n.cia. ((>> ae
CE'PE. 

B: células de la lir.~"!'.:l J77•1 se incuba.ron 90 min. 
a J7°c en presenci iJ. ( El ) o en ausencia ( • ' 
de CE'PE. 

'"· C.;, lulas de la ti.nea P3fl8 ( 4'>-l o JTJ4 l 111 l se 
incubaron 5 min. c.1. -1°c •-:n pr1~sPncid. de CFPS. 

D: c:.1_•11.:.i.r; de ld l;n•od .J77<1 5,·. incul::J.ron 5 mi.n • 
. --. .1c\-· •·n DL··~SC';l(~l.t d.•• Cli?:0

: (i>J : di~ CFPE pr~-
tnct1bdcio ~10 rnin. :i. :r/=c < n' · 



para los ciclos observados de alcalinizacibn-acid1t1cac1on. Las 

observaciones indican <f tg. SBl que el uso de este periodo largo 

de incubacibn resulta en una cinbtica ciclica y unos valores 

maKimos de pH muy similares a los que anteriormente se 
j 

'{:_describieron CSAl. 

Se pr·osigui6 ~ inve~t!g~r lR YAnsibilidad de esta accibn 

& leal iniz:>ntc, 

de el <los) 

~l calor, como paso inicial en la caracterizacibn 

etector<esl. Cuando 
o 

el filtrado de 

antl.genos se calento durante 30 min. a 50 c.;t ia magnii..uü i:Ae: 

al cal inizacion lisosomal se redujo significativamente <prueba t 

de Student - p ~ O.OSJ Ctig. 50). 

Eteotoa de CFPE aobre el pH linosomal de maorota;oa do la ltnea 

P:366 D.1 

idpa de emoezar a explorar la s~~eralidad de e!:!ta 

alcalinizacion. se usb otra llnea celulnr con caracteristicas 

distintas a la J774, la P388, para su posterior comparac!on. 

Se escogio esta linea en particular porque de las cuatro lineas 

(J774, lJEHl-3, PUS-

1. t:s. 

y la P399 <53) y, por Jo tanto, de mayor interbs para un estudio 

comparativo. Ademas, estas cblulas <tabla il tienen. entre 

otras caracterlsticas, una composic10n de enz1mas 

diferente la de las J774: tiene casi cinco veces menos 

adenosina deaminasa y casi seis veces menos J!:1 -glucuronidasa. 

Esta diferencia en composicion lisosomal resultaba de interb'3 

particular dada.la naturaleza ciclica de la alcalinizacibn: si la 
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(ref •. 53, 54) 

TABLA l 

CELULAS 

11 11.ut:ts lí.u~tt. 1 mucróf ago::> 
J774.l P388-D residentes 

A rea (um2) 226.3 348.3 208.7 

Diámetro mayor (um) 18.7 25. l 24.0 

Razón núclcO-citoplasma 11 .67 •. 35 .36 

Adenosina dcaminasa llrn, 
~-

i: , ..... _ 1 ....... .............. ' '· ,,,.,.,, '--º-· ····--·-·-··· .. -- -º 
13- Glucuronido.sa 

(nmol/hr/mg.prot.) 530 90 130 

Fosfat.osa ácida 
{nmol/hr/mg.erot,2 2000 1870 860 

Perox1da.sa 0% 0% 4% 
... -- .. -
~isosiroa. 100% 100% 1.nn'I 

1 
S'-Nuclcotidnsn 87.2% 33.3% 95 7"'-

Antígenos 

Leucoc1to 100:< lOO:t 99% 
. 

Hacrófago 100% 83% 100% 

- ---

iecepcor ¡¡ pnrR ic 97~ 

Knc·-2 63% 
------------·--------------

.... -¡-. ;:;; ü ... u"' 
Fagocíto!lis de eritrocitos 
recubiertos de IoG 18.2% 88. 1% oo.6% 
Pinocitosis 97% 98% 100% 
Secreci6n de lisosina (ug/lOJcéls) 0.01 1.24 '• .41 

Secreción de -glucuronidasa " 0.07 0.21 0.04 

Incorporación de timidina 81.1% 81.0% 4.1% 
tritiada rn 24 horas 



pH basal que se observó en los ciclos era 

consecuencia. por lo menos parcialmente. de una degradación 

llsosomal. ·se pen~ó que la comparación de estas dos lineas podrla 

proporcionar información interesante. 

La exposición de células de la linea P399 0.1 a 500 ug/ml de 
o 

CFPE durante 5 min. a 4 C indujo un erecto alcaiinizan~e simiiar, 

durante los primeros 60 min. ( i i g. se;, al obs~rvado para l•~ 

c6lulas de la linea J774 A.1 Cfig. SAi. No se hicieron re~istros 

a tiempos mas largos. 

Para ver ,. i la alcalinización lisosomal es un proceso 

saturable y para definir el rango de concentraciones de CFPE en 

los que se observa el etecto, se registraron las cineticas de 

atca11n1zac1on y sus 

Los incrementos max!mos de alcalinizaci6n ~isosomal aumentaron en 

tunción de la concentración dentro de un rango de 100-LOOú ug/ml 

(ti g. 6>. llegando a un nivel 

_ r~roxtmaaamen~e 

de saturación aparente de 

• & ·------- ~ _.. _ 

~u~~u b«mpu~=~ ~= 
·-- _.,_, __ . ·~ - --- ~--- .. 

"sin embarga. no result6 siRnir1cat1vamen~e a1reren~e oen~ra 

·.~este mi~mc. re..ngu de oonce,it:raeiQn~. 

J774A. 1. 

A partir de los datos sabre la dependencia de la 

alcalinizacibn en la concentración de CFPE Cti~. 6>. se proba,-on 

otras protelnas usando una concentracion de 500 ug/ml de bstas. 
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FIGURA 6 Dependencia de la alcnliriiznci6n en la concentrci6n 
de CFPE. 



Se esco~ieron dos prot.elnas con vin.s de internali=ación celu!é<.r-

distintas para observar sus efectos sobre el pH lisosomal. La 

b:::.A se internaliza por medio de la pinocitosis de tase t lulda. 

mientras que la transterrina se internali:a por medio de la 

c11docitosis mediada por receptores. Ad~111is. a1 dc~tinry tinal de 

est3S dos protelnas es diferente: lá BSA llega e li~osomas y la 

1.ransterr ina se recicla nl medio extracelular después de haber~e 

desacoplado cte 1 fierro en el endosoma. Se observb una 

residual cercana a la magnitud de aquella 

registrada para CFPE calentado tfig. 50), pH 0.5, cuando los 

macrbragos se incubaron con estas proteinas (fig. 7). 
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FIGURA 7 Efectos de otras proteínas sobre el pll 
lisosomal de c&lulas J774. Cilulas pre
incubadas 'con albúmina e<>)' t.ransfcrrina 
( D), CFPE ( /' ) como indicado para CFPE 
en la figura 5A .. 

Los resultados se expresan como vnlor medio + s.c-



Y nlSCUS!ON Y CONCLUSIONES 

Estos expt:-r iment<:>s .--.;/¿lulas 

mur i nas de caracteristicas macrotag1cas con un extr~cto de 

protelnas del tiltrado de cultivos de Hvcobac,:erium t.uber~::ul9sis 

'· C.FPE J induce una alcal1n1=ac1bn reversible. dependiente de la 

concentracibn. saturable y de naturaleza c\cllca en el lumen 

1 1 sosoma. l. La cin~tica clclica fue cont1rmada por los resui Lddüs 

obtenidos apartir de la incubacibn prolongada de c6~uib~ c0n CFPE 

en donde una sincronizaciOn de la int~rnn 1 !=ación 

inicial de los anttgenos mostrb no s~r necesaria po.i-a la 

alcalinizac1bn-ac1d1ticac1bn. 

Ademas. e 1 hecho de que el tenbmeno de alcalinizar.1bn observado 

en las celulas de la linea J774 A.1 <t1g. SC> fue similar, en los 

primeros 60 min. 

l lnea P368 D. l, 

de :r-~gistr-o. al observado para aq~~llas de 

sugiere que estos afectos son reproducibles 

una linea celular con composicibn en2imAtica oi~~in~~ ~~-'-

la 

en 

implica que la aloaiini~a~l6n no ~e ve afectada. ?Or lo menos en 

su primer cicla. por le ca?acidad hidrolltica diier~ncial 

estas lineas. Pensando en la po$1billdad de que 

resta.btecl.mtento dei pi: ~z;.r::.:d dent!'t:' d?. los ciclos Tuera. 

de 

el 

meno9 parcialmente .. consecuencia de una degradac1(Jn 

int~al isosomal·. 

Al no haberlas observado no permite concluir nada 

sobre esta especul~ciCn. este resultado implica que el 

efecto alcalinizante no se presenta de manera exclusiva en una 

linea 

linea 

celular especltica sino que tambi0n parece ocurrir en 

de caracterlstlcas lmportantemente diferentes ( tab lB 

39 
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Finalmente, la observaci6n de que ni los antlgenos 

1111cobacterianos calentados. ni proteinas tales como la a1b6mina o 

transrerrtna son capaces de inducir ciclos de alcalínizacion-

;;,clditicacibn en estos Jisosomas <flgs. SD y 7> sugiere a un 

componente antigénico activo termol~bil. como responsable de los 

1·esu ita dos reporta dos. Cabe senatar que a pesar de que la 

incuoaci6n con transferrina parece causar una alcalinizaci6n 

tra11sitoria <tig. 7) ~sta no resulta se~ significativa lprueba t 

Haciendo unos cAlculos sencillos podemos ver que la 

can~idad del posible agente alcalinizante responsable del efecto 

observado es de magnitud comparable a las cantidades efectivas de 

sustancias que tienen afinidad~s altas por su ligando. Suponiendo 

un peso molecular de 50,000 d <el peso molecular promedio del 

---"'··--........... _ . ._ ........ 
en una 

nanomolas 

comunes 

concent!'.SC10n de 
6 

por ca.da 2x10 

<la hexoclnasa 

en ei 

10 uM; es 

celulas. 

de la 

CFi='t:.1, :::,uu ug/m l result.an 

decir. ap:-o~irnn.damcnte 5 

Las Kms de algunas en=imas 

glucosa, la glutamato 

itt a.sapr~a'to am1notransterasa. etc. J estAn 

precisamente en el rango micromolar. 51 ademas consideramos que 

el age-nte activo esta representado por un 10~ da! to~A) d~ 

proteinas lestimaciOn muy conservadora. dada, por ln cantidad de 

p.rot:.elna que se queda adherida a la membrana del macr6f ago 

después de l~var con PBS <comunicación personal de Ver6nica 
6 

Mondragbn>>, entonces tendremos 0.25 nmolas de agente por lxlO 

ce lulas. E9tOS calculas representan cantidades mAximas. ya. que 
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dada una 
o 

incubaci6n a q e du~ante 5 min ... la adhesibn 

consideI"ada del 10% resulta m~1y poco probable: seguramente la 

cantidad real es sblament.e una traccibn de esa praporcibn. 

Ademas, de este 10% capaz de adherirse. sblo una traccibn serta 

responsable del efecto en sl lel 10% esta representado por por lo 

E9 clara. por lo tanto. que aün 

oonstdernndo condiciones máximas, el rango de concentraci6n usado 

es comparable con rangos de su9tancias que actOan de manera muy 

espec\fica, como las enzimas .. 

Una eMplicacion plausible para los resultados obtenidos 

requerirla la existencia de unloeJ antlgenols) micobacterianQ(9) 

capa:¡:lcesJ de interferir con la runciOn de alguna estructura 

!!~o~~~~· PRPnclal para el proceso de acidificaciOn. 

Hasta hace poco, se pensaba que el bajo pH del 

estaba dado por un equilibrio de Donnan: sin embargo, se ha 
+ 

establecido que la responsable es una bomba de H -ATPasa CSS,56) 

( t" ig. 6). Las o~pcr!m~ntos de Okhuma y cols. 
++ 

muestran una acldiflcaclbn casi inmediata al suministrar Mg -A~~ 

a llsosomas aisiado~ d~ h~p~tocit~e (SR>. Est~ acid!f icaciOn es 
+ 

NaN , 
3 

y a vana.data 

DCCD <lnhlbldores de H -ATPasas 

mitocondriales> Cinhlbldor de las H -ATPasas 

g~strica y de hongosJ, pero sensible a NEH <compuesto al que son 
+ 

sensibles las H -ATPasas mitocondriales~ gAstrica y de hongosJ. 
++ ++ ++ 

La sustltucibn del Mg por Cu o Zn tambi~n inhlblb por 

completo la acidlf lcaclbn. La composiclbn catibnlca externa 
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~1' H+ ~ ... ·.··, ·.· 

ATP A~·N-· 
K

-t , -¡-

º a 

• modelo actual del manfenir¡1;c:r;tü dd 3rád!en+e rj~ pH en /iSC<SDmas 

FlG\JRA 8 
Modelo acLual para explicar la diferencia en 
pH del citoplusma y los lisosomas (49). 
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t 
1 , 
1 

o colinaJ no tuvo erecr;.o sobre la óCtdiricaci6n: sin 

embargo. la presencia de aniones externos permeables potenclb le 

translocaci6n de protones dependiente de ATP. En ausencia de 

aniones externos. la velocidad de acidliicacibn se redujo. 

Estos resultados indicaron la posibilidad de la existencia de un 

mecanismo electrog~nico para la ATPasa. sin embargo, no exclulan 

la posibilidad de un transporte electroneutro de protones y 

aniones. Usando t1n marcador fluorescente sensible a potencial. 

E=:·.::::= ~~ r i kumar mostraron en lisosomas de ririOn de rata la 

creacion de un potencial positivo interno despu~s de la adic1on 

L~ ~~~~~nci: d~ un antbn permeable externo 

tCI contrarrestaba este efecto. Asi. previniendo la formacion 

de un gradiente electrice para los protones. los aniones externos 

facilitan el desarrollo de un gradiente qulmico mayor para 

protones: es decir, un pH intral isosomal mas ba~o .. 

2. Dada egta situacibn lisogomal, la interTerencia del 

asente<si alcalinizante<s) debe ser sabre la permeabilildad de la 
+ 

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

proi:.ones ~u e:¡ 

Podemos descartar un erecto sobre el flujo ani6nico por dos 

razones. Primero, porque ei la 

~ñ~!d~= de !~ ?~irliticacibn de lisosomas aislados, pero realmente 

poca al valor final de pH intralisasomal. Ademas. en lisosomas 

que ya tienen un pH acido, la eliminacion de aniones es 

tacilmente contrarrestada par un flujo hacia tuera de cationes en 
+ + 

el lisosoma <K • Na l lfig. 8>. En segundo lugar, esta el hecho 

de que la alcalinizaciOn observada se da con mucha rapidez: a las 
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POSIBLES MECANISMOS DE ACCION DE c.F.P.e. EN LA 

ALCALINIZAGON LJSOSOfvfAL 

1 

ionoforo 

. quAhidor de H+.s 
AOP-+Pi 

3 

inhibidor de ÁTPasa 

_,_F_,_l.o.:.G,,_UR'°'A,,___CJ Tres posibLl:i,lades para los mecanismos de 
acción del (1le los) agcnte(s) ;\leal iniz.ant.e(s) 
mí e o b a et e r j ario ( :..;. ) ( ver d i :->e u s ú n) • 

l 
¡ 
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jú mins. en un lnte:-valo de 5 rr.i ns •. La eliminaci6n de aniones 

produce un efecto que se desarrolla durante intervalos largos de 

tiempo. hasta que el pol:encial de tlujo de K y Na 
+ 

intral lsosomal se agota y la ditusibn de H s a travl!s de 1 a 

membrana lisosomal relativamente impermeable se vuelve 

si~niricat!va. Como se observa en I~ tf.g:. SA. la a!c:J.!ini=.:¡ci~n 

f·e~istrada es 9Üblta e inmediata. considerando que el 1nt.ervalo 

de tiempo repor~ado entre la internalizaci6n de una sustancia y 

¡ d ~ubsecuente rustOn de su endosoma con el lisosoma es de 

aproximadamente 30 min. 

3. Ahora bien, e 1 hecho de que el eegundo ciclo de 

alcalinizacibn comienza sOlamente despu~s de que el pH inicial se 

ha regenerado, sugiere una dependencia del pH para el modo de 

&cc16n de este agente. 

Una dependencia del pH en el daño mediado por toxinas de 

bacteriaz y plantas y en la entrada a c9lulas por otros tipos de 

parAsitos intracelulares ha sido ampliamente reportada. De 

estas toxinas las mejor caracterizadas son ta de I~ rlifr~~;~ !~ 

exota1'ina de 

modeccina (57-59>. Cada una de bstas consiste de dos 

subunidades .. A y B. donde la A. In mas pequeña y lleva la 

Dct.iviciaá l:Oxtca. mientras que la B es la responsable de la 

translocaci6n de la cadena A al citoplasma celular. Las cadenas 

A inhiben la slntesis de protelnas. Tomando a la difteria. la 

mejor caracterizada, como ejemplo, ésta se adhiere a receptores 

en la membrana celular y es internalizada. La penetracibn ocurre 
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desde el endosoma y requiere un pH ~cido ~pH •. 5.SJ. De iiecht). 

se puede bloquear la intoxicaci6n por medio de agentes que elevan 

el pH vacuolar. y después contrarrestar el bloqueo al bajar el pH 

del medio a 5.0 o menos. lo cual induce penetraciOn directa a 

travbs de la membrana plasm~tica. 

Se ha visto que a pH acido la toxina sufre un cambio 

conrormacional irreversible que aumenta su soiubilidad 

membranas. Este cambio resulta en la fo~mac1ón de o::.n::.le!:! 

dependientes de voltaje transmembranales. 

la suburddad A. 

por donde se cree pasa 

Por otro lado la entrada de algunos virus con capa lipld1ca 

constituye uno de los casos mejor estudiados donde intervienen 

umbrales de pH para la observac16n de una función en particular. 

El virus de la int luenza <60) y el Semi iki-Forest (43), 1 os dos 

casos me~or estudiados hasta et momento, tienen glucoprotelnas de 

membrana que al estar en contacto con c::i ~;: .;.,.:;'!,.;::!:;. d:::l 

sufren un cambio contormacional que las activa, permitillndoles 

asl mediar la fusibn de la membrana viral con la endosomal. 

esta manera. el virus es liberado al citoplasma celular. 

ionOtcrog y bases d~bileg inhiben es~a ~r1i~a~~ 

De 

Lcis 

exponen los virus a pHs bajos se observan fusiones memoranaies. 

4. La cinbtica de pulsos observada se podrla entonces- eKpl1ca.r 

con base en una dtsminucibn ~~ i~ ~ct!~!d~d t.u=o~~nie~ !!~nqnmal 

como consecuencia de la a.tca.liniza.cibn (41,42> en una 

dependencia en el pH de la accibn del agente presente en el 

CFPE, como la descrita anteriormente. Es decirt una vez que el 

llsosoma ha sido alcalinizado por su fus16n con ve&!culas 
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~inoclticas cargadas de CFPE. éste queda atectado en su capacidad 

Por lo tanto. sólo hasta que 

r~·~'Jpec-~, 

' 
su valor normal de pH al metab6llcamente neutrali=ar. 

por degradaclbn llsosomal, al agente, puede tus1onarse con U1la 

se.i;1.inda. carga antigénica vesicular y, asl observarse un nuevo 

ciclo de alcalinizaci6n. La dependencia del pH su~erida para el 

,;,.~ente. explicarla el hecho de que las vesiculas pinoclticas no 

pare=can estar afectadas en su actividad tusogE>nica t la 

&lcalini=acibn se mide ~n lisosoma9). Esto implicarla que la 

alcalini:acibn requiere un umbral de pH m!nimo que se encuentra 

en"tre 

de los pinosomas (6.0) para efectuarse. 

La inhibiclbn de la tusibn fago-lisosoma <33) mediada por un 

etecto dit""ecto sobre lisosomas <34,35J y no tagosomas, como 

anteriormente rue sugerido l61,62), es una consecuencia probable 

de la alcallnizacibn observada. El hecho de que otras 

ohservac 1ones \03" J i1.c1.ya1. :!. ;;d !. ::::.:::!~ -q•....!e- ~~·n cuando la tus 16n iago-

llsosoma no se inhibe por opsonizacibn de las bacterias, una gran 

proporcibn de las micobacterias sl sobreviven, apoya la idea de 

un etecto directo sobre la tuncibn lisosomal de un agente 

~lc.:..lini=ante. 

S. Volviendo a los modelos mencionados anteriormente tiis. 1>, 

veamos que se puede concluir a partir de lus 

Ot:Jt.entoos. 

si en la inteccibn !.!'.!_vivo ocurre la primera posibilidad. la 

inactivacion lisosoma! probablemente sea de naturaleza clclica. 

La posible ventaja adaptativa de un efecto tal es dit lci 1 de 
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concebir aunque Jos datos no ei<cluyen esta posibilidad. El 

segundo modelo resulta el menos probable porque, aunque tampoco 

se ha demostrado su inexistencia (Se requerirla hacer 

experimentos con la bacteria intactaJ, el< losl factor<esl 

aJcalini=antetsJ descritots) aqul parece(nJ tener un umbral de pH 

para su acci6n por debajo del pH endosomal .. Por lJ 1 timo, l" 

tercera posibilidad pRrece ser la mas probable porque es 

consistente con un umbral de aocion y porque bajo estas 

de agente<s> en el lisosoma, el pH se mantendrla aito a pesar de 

¡~ ciegraciaci6n por enzimas 11sosomales y el recambio celular. 
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VI PERSPECTIVAS 

Las perspecti•.•as para traoa jo ruturo son amplias y 

estimulantes. Creo que el camino m~s interesante est~ en la 

bOsqueda del mecanismo molecular del tenbmeno. El reproducir el 

etecto en lisosomas aislados constituye el primer pasa. Se puede 

lu~go proseguir a comparar el etec~o Uel CFPE con aquel producido 
+ 

por ionbtoros <monensina. nigericinal, inhibidores de la H -

.. -rr._ --'' .............. . ATP en el medio y bases d~biles. 

Comparando cin~ticas y magnitudes de alcalinizacibn se tendr-a 

1aea dei pu~iUi'=' ----·---IUC"-call .a. :..•u ... • into:-:::~ci~n. 

podrla buscar una protelna en el filtrado con las car&cterlsticas 

correspondientes. Por ejemplo, si hay indicaciones de que sea 

ionotoro se podrlan aislar prote!nag 1 iposolubles. Hl'l.l lar el 

mecanismo impl !.caria obtener informaciOn sobre un proceso de 

evasibn parasitaria novedoso. 

Otra punto de investigación futura importante es la 

observacibn del fenOmeno con la bacteria entera lviva y muerta. 

v1ru1eni:.a y a.vii-uit::n\.a;. """- ... --~................... -. '=P deberla 

usar CFPE de bacterias aviruten~as y comp~r~1· ~u ¿f~c~~ =e~~= e! 

PH !i~osomal con los datos obtenidos aqul. Adem¡l.s, el uso de 

anticuerpos acopladas a FITC podrla dar intDrmaclbn sobre lo que 

pasa en el tagosoma. 

El extender los periodos de incubacibn para observar si se 

presentan otros ciclos de alcalinización y, gi asi es, qué ocurre 

con su magnitud tambien resultarla interesante. 
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Es importante. poi otra parte. la bb~queda de la presencia 

del f enbmeno otros par~sltos intracelulares para ver 1 a 

generalidad oe su distribuciOn. Asi misn10. ver dlterer1cias entre 

diferentes tipos celulares ~macrbtagos peritoneales. macrbtagos 

activados - con diferentes sustancias - macrbtagos pulmonares, 

etc.) resultarla bastante inte~esante. 

Po~ Ultimo. ei ugar esta tecntc~ para cxp!orar cambios del pH 

1 i so soma 1 ocasionados por otras sust:.ancias puede resultar 

interesante. Por ejemplo. la diferencia observada aqui. entre la 

BSA y la transterrina puede resultar importante en la distincion 

de estas dos vlas de internalizacibn al hacer estudios mas 

extensos. 

"'ª 



1 

'11 l 

l. 

5. 

'• 

REFERENCIAS 

J·i,:.. ¡: 'lo!IJ l i $. L. 
int.cac:eJ tular 
<1881) 

úr1gins 
or-~anel les. 

ánd 

Ann. 
'2'JG l ut. ion 
u.·t. Acad .. 

or cuk?i.rvor..ic 
Sci. ~ll: 

Viailier. J .• La.hnechc. J .• Lanerv. R. Etudc critique de 
P•:Jur l'identitication de 
Biolo~ie Clinique ~ParisJ 

:iur.~;.;,uc tests 
m.,·,::.c..·ocr::tt:-! l e-s .. 

uti 1 i5:.:--;.bles 

..::s~11ss. 1..10G7> 

Stantorci. j. Th~ Biolo~y ot Mycoba~tecia 
l: 2 ( 100....:) 

p.d-tl) 

s·;~~~- u Studtes on the virulence of tut..ercle baci l l .t .. 
lsotation and 6ic:=~:~~! pcoperties ot a constituent of 

l1950J virulent oc-{;janisms.. J. Exp. Meci. ~- :::-:7 

Na.gasu.q:a. T .• Terai, T •. 'iarnamura. 
iipid ot isonia=id-resistant human 
F:ev. Respir. Dis. ~_:248 (1961! 

Y. Studies on t.ne 
tube~cle b&c1l li .. 

toxl~ 

Am. 

l<ato. M. 
i::.-r...~-=::--~ ment.al 
( 1973 J 

Ettcct. of 
tuberculosis 

P. R. S .• 

ar.t.i-cord 
in mi ce .. 

factor
¡ nte<:::t. 

Cohn. M.L •• 

a.nt.ibody on 
lrnmun.. Z.: 14 

G .. 
tntectiui~y and pathogenecity of lndian and Sritisn str&ill~ 
or tuber--::l;:: br_.1.cilii studted b·/ aero~entc lniection oI ¡,.~uinea 

pigs .. Am. Hev. Respir. úis. 87:200 (1963' 

t. The col<? ot ~:oci1.,..;-, .. 
-S;p9,~ia t -:-nns t aer.::t ~ !. =~ 
inter-ac'-~.::::-:. Curr. Top. 

iron in bacter1al intections. wtth 
ot host-tubercuie bacillus 

M!.-.::-r-oblc1 .. :;::::.__.., .. \.nl, 6Ü!l (1873) 

!..~>.·, !"'b~hE«_m .. L.P. Ratled~e. C. A new ~p..:.;.;.;:- r..f w.ai:er-st.:-1lub!~ 

ir·'::'n-b1r1u¡-,,; .jr;:-.p·~\1ncts -r1·cim mycob~cte1·ia: the exar::.ne.i.;::=. 
J. Gen. Nicrobiol. ª-§_:..:::/-; 1q75,1 

!..1 .. Sever. J.L ... "tú~:=:.· .. !'\~. G.P. The retatlon ot o:-:·,.·~en terl:::i."ic~ 

to viru1encc ot tub~1·c!e baci! ti ~~d ~o acguired resis~anc~ 

. -. ·-· 
tn tub.zoc,cul•:i-sis. J~ ~r.fe--:::1:. [iís .. 10.!._:Í92- c1•:;S-=t:.. .. ,. 

·:>uv. L.P. .• F«dtel. s .. Ciifton. C.E • 
tuoercl8 bacil lus. 11. Ettect of oxygen 
ar ~irulent and avirulent bacillt~ J. 
( 1<)$4 j 

Viru1er1ce 
tensíon upon 
1 ntect~ Dis. 

at t tie 
growth 
94:99 

1 

' 



1 3. Vno!-1:.FL. 
between 

M~8do1 . .;, P. fi .• 
the ~at:.t:J las•~ 

W-r:;rss~rn. A.f.~.H. TtlP. rPIBt.ion;tiip 

:i et i ·; i t v • h y d ro g o:: 11 p.-:: r 0 Y. 1 de 
sensitivity, 
L~·./. Tub&rc. 

and i3onia=id rcsistan~e ot 1nvcooacteria. Am. 
z__ª-: -;_::o ! 1956 > 

14. Russell. W.F.. Middlebrook. G. Chemotherapv or 
Tuberculosis. Sprini;field. 111, Charles C. Thomas (19b!J 

lS. Parra. C .• f·tantano. L.F .• Huesca. H ... Ray6n. l •• Wilms. 1'<:. 

16. 

1-¡ .. 

Goods~id, F. Inhibition of FHA a11d LCL-induced by adherent 
ce l l super-na tants treated wi t.h Mvcobacter ium tuberc~!....22_!_~ 

culture filtrat.e protcin extract. lntect .. lmmun. !2._~:309 

(1986• 

Da lma. D. [1. Algoriln109 para la mhtrica de la mortologta ae 
ms.croraEO!::. tt.esi~J 

UaJke-r. L •• Lowrie .. ú. B. i(illing 
~ !'lml nio 1 ('\e i r.~ l ) y 
293:69 ll981) 

activated ~acropha~es. 

ot M. microt: i by 
Nature.. London-

18. Jacket l. P.S.. Aber. V.R., Lowrie, D.B. Virulence and 
resistance to superoxide. low pH and hydrogen peroxide among 
strains ot 11vcob3cterium tuberculosis. J. Gen. Hicrobiol. 
104:.37 <1978; 

19. 

20. 

:21. 

.22. 

Oshima .. S •• Myrvik. 
·lyso=yrne as a dominant 
granutcmatous lungs. 
<19611 

Q..1'1., Leake. E. The demonst:ro.t.ion or 
t~berculostatic tactor in extrncts ot 

t!xp. F"a"t.hoiogy 42.:i.35 

Parry, M.F .• Rcnt. P.:.r-: .• Meccalt. J.A. 4 Delaney. Y:.J<. ~ 

Kaplow .. L .. S. 
prevalence and 
95:293 \1981) 

Richar .. W.J. Hyeloperoxidase def lciency: 
clinical signiticance. Annals lnternal Med. 

Kochan. l.. Pellis. N.R •• Pfohl. D.G. Ettects or normal ano 
crowth et tubercle bnci.lli. ~r;t i. v.:=1.t~.1 r:a l I 

lnfect. lmmun. 

:;_R .. 

t·ractions en the 
{ 1.972. .l 

r1-v.::..lopmt=·nt 6)f ~up::.r-.,:;.s::;Oí' T 
celJs in mice heavily in:ected with mycobacteria. lmmunol. 
39:367 {_t~t8Q) 

Lange•.•cor t. 
\Jé:Jn Furth. 

H.L. Cohn. Z .. A. ... Hirsch, J.G •• Humphrf'!y •. J .. H .. , 
R. The nomen=lature of mononuclear phagocyttc 

In "Mononuclear ?hagocyt.est' R. Van FiJr1"~h, ed. pp. 
\1970) 

ce J l s .. 
1-6. 

Gray, 
natural 
(1960) 

D. F •• Graham-Smith. H., Noble. 
resi5tance to tuberculosiR. 

50 

J .L. 
J. 

Var iat ion in 
Hyg. 58:215 



:_ 7. 

Lcndo. f(. F t r r>t· 1". ·=: ot C!..>rlls.:.n;:.· tr~.:i.::.mcn• 

experimenlól n1uu.st- inrcc"T::.1on \Ji .. _!'·1 ¡··.:.tfH'>.,;_i?.nic .::~n·J s.::.pr-:;¡, .• 1,·yt.ic 
m·~cobacteria •. JLJ.po.nese J. Med .. Sci. Blo. -?_f.!:..:ü·.:1 ~1..;.i/.71 

:::;ch.;.!ll. f~ .. !7 •• E8iey, \..'.F •• H~rdini_.;. ü.E ... .::.·m1tr1, L•.W. ·¡·110 

i1~rluence ar v3ccination on the cou~se oi exper11ne11tal 
airborne tuberculosis in mice. J .. Rt-t.iculoendothel. Soc. 
16: 131 '· 1974J 

Ueda. K. • Yama;::aki. S., Someya. S. 
m~~ob~=t~~ia! !~fp~~ton in congenitally athymic 
J. Rcticuloendothel. Soc. 10:77 1.1976> 

Experimental 
11 nude" mice. 

2.8. P.s.tt.t:rson, R. J... Yournans, G.P. Mul t!pt 1c.S't.1on <:.>1 ~

!:..~~~f'C';!_lo~is ·within normal and ºimmune" mouse mf>.cro¡:·fiages 
cultivated with and uithout streptomycin. lntcc~. lmmun. 
l.:30 (l.97CJ) 

30. 

Nc.gueira. N.. Cohn, Z. A. 
~_.;- ... -..-.~.--?hz.:;::: 

148:288 (1978J 

Hart .. F'. D'A.. Armstrong. 
lysosomal response in 
t!.~ctertu~ tuberc1Jlosis~. 

Trvpanosorna .i.ri.. vitro 
Exp. Med. 

J.A. St~ain virulence and the 
macrophages 1ntected with 

lntEct. lmmun • .!.Q.:742 <1974) 

31. Alberts .. B •• Sra.y. i) ... Le1,.1is. J., Rart, M .. ., Hoberts. !(,, 

Watson. J.D. En Molecular Biology ot the Cell Garland 
P:.::::!i::h~~~. lnr.. ? ... 31.2-313 (1963) 

2~. Garcln~ E.A. Cointernalizaclbn de protelnas 

::s. 

de superficie de macrOfagos como mecanismo detensivo de 
Mvsob.::.--1.cteril.!_~ tuberculosis. (tesis) sept, t1987> 

hrmstrong, 
rnacrophag:es 

J. A., Hart. P. D' A.. Response 
to Hvcobacterium tuberculosis. with 
__ !~=~~"~~~ with oha2oson1es. J. 

134:11~· ti971J 

ot cultured 
observations 

Exp. Med. 

Geiso\..r. H.J •• Beaven. G.H., Har-t.. P.['°A., Youn~. M.R. Si te 
action ot a polyanion inhibitor et phagosome-lvsosome 

f us i en 
(19~óJ 

Goren, M. B •• 
Pr·t-•ient iwn 
r;1:4-:cc1i:-ha.r;.t:5 

ar 
by 

Hart. P.[>'A., 'loung. M. R,, 
Fhagcsome-lvsosome fu~ion 

sult:..~tides or !jx_i;:obacterium 
Proc; Nat l. Acad. Sci. !"3:.."::510 ll9fi51 

l2E.:159 

J\rms1:ron-g . ., • ...,.. 
in cultu.rcd 
~y~~~~~! . .'?_~l-~· 

3t-3. ~Jeissman. G .. Goldstein. l., Hoffst:.ein. S .. Prostaglandins 
and the modulation by cyclic nucleotides of lysosomal enzvme 
release. Advar1ces in Prostaglandin and Thromboxane Res~arch 

51 



357. 

=··). 

1:1w r· cl·:.•n. A. H •. f' • (1' ;.. • • \ ..:1 un~"!. M. I·~. _:....,,-,,;-;.=:-:·~ \ ~ .t. ni", ir... l '· s 
pt1&~0sam~-l~so~ome 

.:.:..e..t?.: r~~ \ 1 ·:,so> 
!J_•';u~·::. L:·n·.J.<.)11 

•-:-o;::·~k. 1·:.E .• Sl·:-'. i..J • .3. rr1"-" 1·~!0 or pnos1.t1om:..inn•.'::.·•1 r'o.'C~¡::t .. _•r 
in tt1e transport ot acid hydrol2ses ~o lvsosom0s. En J.T. 
úin¡;;le. F~.T. D~an. W.S. Slv t.;:ds.. 1: Lvsosomes i11 biolo~y ar,•j 
pstho1ogy. vol. 7 p.63-82 E1sevier Amsterdam t10&4J 

B!'Z·üJ l l<e, ( . . H. J.• s l ot. J. w •• Hasi 1 il-:, A •• 'Jan 
F i ~ur a.. 1-'. On the i<?ttects ü! ·.:':!-=<l.'. base_s ~nd monensir. on 
sort:in~ a11d 
Eur-. J. Ce l l 

p~0~Dssin~ of lysasoma) en:vmes 1r1 t~um~~ cal ls. 
Biol. "3.:316 <!0871 

Poote. 
t•Jsion. 

. T·.~-::+.·o. 
·vesicles 

}::i el tan. 

:·.-!=' Ho\./ell. J.A •• Lucy .. 
Nature .. Lona·.:.rr1 ::::~7 !815 

J~A. Lysolecithin and cel l 
(19701 

B •• Ma;(field. F.R- Rapid a.cldi.ti<::ation ot ~ndOCYLi._ 

c:w1-.~::.!.~·!r:.~ ~;~-ma.cc-og!obulin. Cel l .:::8:642. l.l'dB.2! 

M, C., Cohn. Z.A. Phagosome-i~~c==~!·~ ruqion: 
characteri=ation 
m.:,icropha??"es. J. 

or intracel lutar membrane iusoiT'I in mouse 
Ce! l Biol. 8S~7S4 < l~t8ú; 

Mar sr ... 
Forest 

Fok. 

M • .- Bol::au. 
"'i ~t_;5 
1.l'383J 

rrom 
E ... Helenius. A. Penetr?.t.ion ot 
acidic prclysosamal vacuo les. 

Seml iki 
Ce 1 l 

A.K .• U~no. M.S .• A..:.;;.::!~. E. A., Id len. R. [1. Phagosoma I 
aciditication :n Paramecium: effects on i~~=~0m~l tusio~. 

Eu,-. J. Céll Bicl. 43,412 (19L'l7J 

4S. Dubas. R.J. Properties and structures et tubercle bscil li 
concerned in their pathogenicitv. Symposia ar t~ie 5ocletv 
tor Gener~l Microbiology ~:103 t1955J 

4.;, 7!"":'"'"'\.,!iL::. M.M. •• Maxfletci. 7.P. Le~ionella Pneumophila 
inhlbits ac101ii~~t!~n Of ftg rh&¡o=omq in hUlh~~ ~·nnocytes • 
. J. Celi 8ioJ. 89\óJ:l936 '-lYo.t.t-1 

S!blev. L.[•.' \,.,:.:,;.~:::.':"'!~1·. E •• f<f'D..henbuhl. J.L. Fha\iosome 
~ciditica.tion btocl-:ed by intracei :·vi~.r- f..E_xqtl_~::>l!l_~ g.2_n.E~Lt· 
l-J~tur~ ..;:_±~~·.illtS l..1'~051 

Elack. C.M •• 
(;oldstein. 
m:·. 1::1·oi:-h: • ..:0s: 

[ti s. L~_-7_: 052 

P:?.iieschesk-ev. t-L. Beaman·. ts..L.. ... !:.•.,no<.1an • .R.M ... 
E. íl:.-=::idi t \Cétion ot phai;osomes iJ1- murin~ 

bi.::;i.:;k3.~:e b•,.· t!2..9.~rdin ~2.i.9~~- J. Jnre•.:·t. .. 
(1936} 

Me! !man, ! . . Fuchs. P.,. Heleníus. A. 
endocvtic and exocvtic pathways. Ann. 
t 1 f,~86 ,i 

52 

A~iditication ot the 
Rev. Blochem. ~~:663 

1 
!!!" 
1 



so. Okhuma, S., Poole, 
intralysosomal pH 
bv various agents. 

B. F 1 uorescence probe measurement of the 
in livin~ cells and the pRrturcalion ot pH 

Proc. Natl. Acad. Sci. 75_:33.::.7 t.19/8) 

r:-1. Ct-1icurel, H •• Garcla, E., Goodsaid. F. Hodulation of 
mai::rophage lvsosomal pH by tL_ tuberc1Jlosis-derived proteins 
lntect. lmmun. len prensa) <.1988> 

53. 

55. 

56. 

57. 

Lowry, O.H., Rosebrough, N.J., Farr, A.L .. Randall. R.J. 
Protein measurement with the folin phenol reagent. J. Biol. 
Chem. 193:265 (1951> 

Van Furth. R., van Schadewi jk-Nieuwstad, M., El zenga-
Claasen. l. Cornel isse, c .. Nibbering, P. 
cytochemical, tunctional. and pro!lferative 
uí iuu• ra~¡1~~ ~~crcph:~c-!~!:= =e~? !!~e~ 

Morphological. 
char-acteristics 

r.IA 1 \ l mmun. 

90:338 <1985) 

Snvderman, R.. Pike. M.C., Fischer, D.G .• Koren, H. S. 
Blologic ~nd 01ocnem1ca1 aciiviii~~ ui ~u11ti11~~~ ~~c~op~=~= 

cell lines P388D1 and J774.1. J. lmmunol. !..lll. ( 6 ) : 2060 

Harikumar., P • ., Reeves. J.P .. 
electrogenic. J. Biol. Chem. 

The lysosomal proton pump is 
258:10403 Cl983J 

Okhuma, S... Moriyama., Y.. Takano. T. 
characteri=ation of a pro ton pump 
ttuorescein 
Natl. Acad. 

i SO{. ÍI i u<.:yct fld. i..c-U=A t ~ O.l1 

Sci. 79:2758 C1982l 

Pappenheimer, A.M. Jr. Diphtheria 
Biochem. 46:69 C1977l 

1dentification and 
on 1 ysosomes by 

toxin. Ann. Rev .. 

58. Olsnes. S ... Phil, A .. En Molecular action ot to><ins and 
viruses., ed. Cohen, van Heyningan pp.S1-1qs <1962) 

59. 

60. 

61. 

Collier, R.J., Kaplan. O.A. Set Am 251(1):56 <1964> 

Yoshimura, 
endos:omes .. 

A., Ohnishi, s. Uncoating of Influenza. virus in 
J. Viral. ~~:u,97 <1984> 

bovis with rabbit macrophages: adherence of the phagosomal 
membrana to the bacter1al cell wall and the problem of the 
peribacillary space. J. Reticuloendothel. Soc.. 22:129 
l1977) 

6.2. Rikihisa. Y., Mizuno, D. Different arrangements of phago-
lvsosome membranas which depend upan the particles 
phagocytosed. Exp. C1>l l Res. !...!.!.:437 < 1978> 

53 



63. Armstrong. J.A.. Hart. P.D'A. Phagosome-lysosome 
interactians in cultured macrophages infected with virulent 
tubercule baci\ll. Reversal of the usual nontusion pattern 
and observations on bacteria! surviva.l. J. E><p. Med .. ~:1 
(1975> 

54 


	Portada
	Índice
	I. Introducción
	II. Objetivo y Justificación
	III. Material y Métodos
	IV. Resultados
	V. Discusión y Conclusiones
	VI. Perspectivas
	VII. Referencias



