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1 N T R o D u e e' 1 o N 

1.1 Generalidades 

gé~~-r:-~ d;:'.·.í'a-~~:.'~\~~ba~{e·r:f~-~ está ·torma.jo por unas 40 especies 

·_('4)-.. -~·,: .. .'~_r.~_i:.~;:·~-~-----~~:~-~,i~-. del b'acilo de la tubeJ"culos1s, a la 

bacter-ia '~---~~~-~a_~t~- de la lepra. Estas dos erifermedades han 

si.do qu~ia ;las enfermedades infecciosas ~ue m~s dafio han 

causado al hombre·a io largo de la historia <1, 5). 

Por·· mucho. [:L.. tuberculosii es la más viruler1ta de todas 

las =--m·i-COb-aC'f1fr·1a·s -y~-1-~<:1.e ·mayo~- cap~c:l.dad infec~~Ya,_~-~~unque 

la ·fec_ha-·no se_.·C_f?ÓO~~~· 
. :'>~;. , -<;:.·· :<,~\1'? .. :·!;:;;,.,·. ,.,-. 
: .. :.~:{ /;: -; <" :·:-· .. -_·_~<- ':,~~-~,-- ·_2~:;~:: . ~~; : ' -
,. ,~.-- - - .- - • - - J -~,-:: ' 

La forma.más C.D!fl~Íf' ~de. y~-~~.T~~'.;i·~,·:,1a··~i~·~y~~~¡·~r:~·f,}~-~-:.:~~-~-·; el 
.<°"''\cc,- .• ;;_: 

a9en te et i o 1 ógÍ.co e_~ .. ~-~:~·~:-~:{~.:~:~:-~,~f\'S~'é;\\~/y:J~~-:~,~~i;.~:.~-.~:-~:~"~/~:ci".r~-~~os 
e'" ctorioie se encue\'lt r-an .. -l~aS', i:'o~-1-~i~ i~-~eS~· ~i~'( ~~~~·~·~hí e·~.;-\;';~.; s\.i 

virulencia (5).~ 

~ . . ~:" ./ -. , ... ; ,·:. ' . '.· ~ .. _ ·-

de la. fa·r-ma pÜ\m?n~r,:. se Pre'serrtari-· con desarr·ol lo. AdemáS 



menor-- f r-ec\.teric 1 a ir1fecciones en -- , r1non, huesos, 

; i ;tema ner:vi~~~ .~ ::-: .. :;9~¡;,¡ t~y~~~ri .. ~r.ip"~ 
··--;-

asi ~~mo -~~tecci~nes 

disemin-ad~.~-~-~-~~\~,:1) •· ~-·:.=.·.;--. : ·< ~--.:.- <::>--
Los_ foéos p/imar:iÓ~; de;• i~f~~¿i¿~ "én.",j~ !}~' son 'los 

p•.tl~orie~-> p·,~;:·::/i'nh·~Ya~i~~.-~~?J- y:_C·'.éan:-.. meriOr:. -\:~f~e'éút~-¡.,¿·'f~ .. ;¡ 'a-: :-nl·ie i · 

entera l. por·_· .. -i·n··g·~,~ ~-.i.·~n'. -·(_~) ~-·~~--· Ai~;:e,n:i'.~-~:J~:~-~ f.-~~-~~: .~~J·t·~~~~~~~~-,_::-~ \··i~:i~~vi·~ 
_, ~, ;.'¡_-_.-..; ;,-_,_,:, '".C:i_-::' -~;:~{; ... )"f2.t'~-~ •. ,. .' '»' -- ;·". :< /' .. 

de ias -vi as ,.·f.e_sj)~i_:;=~(~r·ias·~: .. _'~~Y:}._~_-.:~_:':=.· :? .. ~:f!~e .•• d~~;-;otra: '\~_;soTla 
f n t ectada ·,. 1~~1 

ini'cob-a'é t-~~ ... -~:~:~~>so~+~ ~~1i1~~J~-~t~~~~:~\ií'~~:'. ::·c~lií 'Utas 

tagoc:i_tic:as',• -~" -·~-~~i:leYiníeAeí\•Út~:~n~¿~X::: )fti:4~~~i:i rsii; La 
t ormac:·l ~r1: :~ -~ , cte·~.-: ~f~-b~;~-~~,J[;~~·:'.::~~~~~¿~·~~~~i~~-2~1~J~(~~,~~ ~~~~;: b·aé ter-i as, 

linfocitos .:cmonC1rf't:~5~4;; ~fib;':~;;:f~stf{~y céélíilas; ~~i teloide•>, 

trae como , :~;,~ •• ~~,:,~~iª,,' l~ d;e~truc:Ción de los tejidos 

a1 veo i a-res~ (7:)!~~;~-~'~'t.;,:.~,~~iO{~·n~'~ !a __ ftl_úer:te. 
;~~;; ::,~-~~~~j'.~-"- >~ -~·' .~:; 

Mycobacterium tuberculosis 

que mide e~tr~-.~-Y 4 ~m de longitud v de 0.3 a O.& ~m de 

diámetro (1). Es inmovil, no forma esporas y es 1Jn par-ásito 

intracelular. ob1i9ádo estrictamente aerobio. 

~~ bacilo tuberculoso es resistente a la desecaci6~, 

pero muere rapidamente al ser ex.puesto- a ·1a ·1uz ·solar"" directa __ 

·a a la luz ultravioleta. Absorbe el colorant, carbotuscina 

c•Jando es calentado. y una vez 

decoioración por ácidos y alcoholes (6), de'. aquí su 

denominación como 11 ácido-alcohol resi~·tente·. 

Además de s1J caracter{stica especial de t·inción, 11.t_ 
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~l.!!.lli· se di>tinque _p_or_ un alto .contenido de lípidos en. 

•u pared c:e1u1..'..:/ ya"' qJe, loS. lÍpidos ·_de_ -esta envoltura 

consti tuven el;· 6011-/:.i.l.·· -pe•o-/seco ":t• ¡~' '· mis~a.:_ Las 

micobac:t.ef'iis:_ "son~>·)i~:~ba.bl'emente,·:,~., la·& -;~~~ :. P~~:~.~\··~·~.n -mayo,-. 

proporcior1 _de _i_!p-a~-~-ll¡, .t~d~~ la{ b~c:te~i .. ~ (4) '.-• < 
L~ pared ;·f_eiul~,:; dé_J:L.• -t~herc~l,;~i:·;:s~~'.to~~~;j¿¡·_.-_por· 

cua-trO ca·~~;;-.~·.:_/::;~.'~ <~~~~.:::1 ~;t~-~~~, -·pega~~ ·:~~)'¡·~j~~~~.~-~~:~~-~.;-:-~~:{~_ia·;, __ 
-. .,.'.''•" 

cans i ste ~-~-~.;~:u~_e_f!'á·;.::-ó ji~P~_idcíg·1 ~·cano·; ~-:~-~~~f~~~-~~'.\'.~-~-·. Y:·~,er;~_uen~r:.a 

;;:,:;::;;;!~[ ;·~~::~p~•PÍ:_.:::g~;:t~¡;;:~~~f7Yi.tf.~!~_ti;~~~l~!:'._•_•._ •• __ ,~ mic~:ido~;::z~~: -~-: ' p },•; •\ - -
treaio•az'bi&'.:úniicol_at~~· -; responsabi~;'.1: ~e_f~ C:/eC:Tmier\to Le~;< 

. ca rdOnes;~dli!/) as: ,mi_~~b~c~·er.:¡:~~;.<S>.,.'·:~'.~:~~:~~0::;J-. ~:\::;-~;-~~~:~&':~-:'~ :_.CJ:': __ ,: "':,.;~; .::tt~~ 
' . -0~":-' o'-"--:' ,·-;·~ 

- El gran co~~~ni-¿~- Ú~{<ii>s;::e2~'iª f¡;~,::~<" _ ~d; --~',;t~ 
hidr-Ófobi¿idad~y - ~~.1-.t~~.~i:- al le cta: 

sea r~_sponsabl _e_ 

restriccíon de : i~:·.-~- entr·a~~:~ dé':· :·i~t-r .. imentos 

oxígeno) .al -or-ganim ¿¡)". i <: 
-::::::::~:~~:;:~1-zii~~je~i¡~~~h:~:~to::a_:::~:::ª :la::::: 
en e 1 ce~-t~·~~º- ~:~~ ~\:_~'.,::!2i'~::~:'i~~ ~;~::¡~,::::.-;{-~~~\ ·del icRi ta do por-_ ur1a 

,· -- ·~- ~"-.·.:-~~·';,_..-;_,,-i---'::',~ . -~~)': 

·membr-ana. y ·5'.,J:.·'~~"'it·J·~-¡.~~-~a 'COr:ti·ene·· qOtas de - lípidQs, 

.ribosomas y 9ranüi-O·s::,:·-'C~~iJÜé·s·t·~·~'..-;~:de_'·.P·o1.ito_sfatos (4, 5">. 
.. . .,~~. ,. 'fI:°:" ~: . , . _, , . 

Par-a sv · C:1:'ee:r~-i,~~_,t·O\ ,;.:·M~~~· .'§úbeiC•Jlosis requiere de un 

mínimo de n ... ttriffie·r.:Cos·:·;: :-~~-~-'.,:~-~}e~t:~_ ·~e -~art.ori, una fuente de 
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nit~Ógeno y metales esenciales como Fe y Mg, además de la 

~r·esencia de ouigeno (1). 

1.3 Relación parás~to-hospetlero en TuberculÓsis· 

una célula del sistema inmune que _.t{ef!·~,;-;~\tf.a>~ . ..;ii_~i·~·r-tant~ 
función en la defensa antibacteriana. {st-S:'S ·~~·~{~\-~2~·.- ~·l igua~ 
que sus percusores los monocitos, tier1er1 su ~·~~ige~ en· la 

médula osea. 

Los macr&ta9os son cilulas ta9ac!ticas que se encuentran en 

tejidos. mier1tl"'as que los mor1ocitos circulan en el to\ .. rente 

sanguíneo; otras células faqoc{ticas son los 

polimorfonuclea1·e~ <.neutr&f~loli) que también se encuentran en 

la sangre <B) •. 

El macrófago tiene un a,:.ci.rato d.e Golgi bien desarrollado 

y muchos lisosomas; su me~brana plasmática se caracteri=a por 

micl"'ovellosidades prominentes y arrugas. Se adhieren al 

vidrio, ingieren por pinoc1tosis particulas menores a 0.1 µm, 

y por fagocitosis engloban pa~ticulas mayores a 0.1 pm (9). 

La f"agocítos1s es tJn mecanismo de defensa inespec{fic.o 

por el que se puede destruir a un agente invasor (bacterias, 

hor1gos. algunos virus y protozoarios) y activar otros 

mecanismos de defensa. más espec{ficos ($). 

7 



Cuando una bacteria se ;encuentra, .. con una célula 

tagocítica e5 in.ternai·iz~da·. pal"'.' fa·qocitosis. En este caso, la 

fa9ocitos1s se inicia c~~nd_~··M'·~> tuberc1Jlosis se pega a lá 

membrana del macrd'ta.90,-:.·y- a.·1:: i.~~~9~i·r~~·~s-:--.:i~·: me-mbrana se forma 
.. - . ..._-,,·:. -'"• ... -. ' 

una bolsa llamad.a fa9osoma, qüe'0 .-er"lvue1ve· a la bacteria. El 
·'···"-,··:· .--·· .. 

faqosoma dentro .jel fa9oci_t_o __ s·-~~; __ -fA:~·:tJti'á,,,¿=·añ .li_sosamas, io·s 

cuales 1 iberan su cori'teni·d·c;:, .. ·e-n:.'imaticO ':;_·_para: ~~strui: a.1 ·· 

agente invasor ( 12). ·--~--;·:: _ _.-:·{~:--::-~:-"'º - 1 ·-

Los liso somas son ~-~~a~~--i·~'.~:i-~'.6~ ·~\\¡-,·, :a·1·{~~ .:~~--~t~-~id~ ._de· 

enzima• i!tic.u <unas ªº d.2;~:!~t~S:L ·~~º{~~~~~}~~rar~+ása• 
--· _.:'~º·.::;..::--.:'.- • - ~-:..+ -- ' ·: ,_-_:-:.-~~-::;;_-,~~7-~:' ~,-'c.; __ .· .. 

Acidas • por funcionar-: ... _~ ,.~r:~: PH~~·~¿'Í~J;j:::~~~~:rtcf{1~5~l~=J'e:,~:~ú{r~:t~ 

•n estos orgar1elo•. P.Zi.: t.11:;,.~2~~~~~.;~~;i;~ '' .·~~:. r~~;~'.~ri:del 
fagosom~ con e-1 ·_ ,::;í·i~-~~«;~¡· ~',!b;'s·e·.-~~:~~-~-~~~: =--~~2::.: -áinbo"s 

compartimentos ··iengan ---j·~-.>~~,:·;~~t-~~~/_--.:_·;·- -·;:;;_~;é.~-
-~-~;~;_-, ·; .Y, L 

El macrótago al pi_~sen~.á~:<e.\:l\~;_ s-~::·._'. '.;·~-~J~-~-~'.~}~~'~";:~~ Ciifr·tos -
' :-~-> 

antí9eHos de la bactería., 'estim~'J:~ ·:·~: -ias··-~·)inf_~citOs·~-- T 

cooper-adores (otras cetulas del s''ts·~-,~~~--.. :(~~u~-~ ·_:~~~>~·~;{¡:~:¡.·;~ri 
en 

moléculas llamadas lintocinas que a ·su - vez :·-~~t:(va.n-_ al. 

macróta90. El macrótago activ.:ado increme11ta su mo_ti l idad, 

consumo de oxígeno, gluc6lis1s. capacidad fago~Ític~·~~{ como 

un. aumento posterior en el numero d.e mitoc.Cmd~ia's'f-~~((sosomas 
.. ; ·-., - ,.,-.---·- -.--_-

y enzimas lisosomales (1, $) haciiÉndolo: .. _~~s:·.-~t{~"iente- en la 

lucha anti.t»acteriana. 

el 

Además de los macrófaqos y .-1os,:'1 i~-fo~::¡-to~ ·~;-~:º existen en 
'-·· :t'i~: ... "'.,: 

sistema inmune los l i~f~-ci{~_sr~·.; q:ú~ ?P~'O'd_~c_en·' ·-anticuerpos 

<Acl contra los antigenos ~A;g) del;:a~e·nté i.~Ua~or,' respuesta 



- - . -
a la que se_ l_e,JH•.~,.l)a~ado: 11 irim':-'nida·d-ó~umor-al~1 ·c11)-. En el 

caso dé. las·. __ i r1·~e-cc i·onC_~ _.· m·icot;i~~c_te'.riaf:.ai_ ··1 a_ ·.r.~~pú~S ta:'·. inmune 

de mayor- /im~or-t~;;c:.i ~-- _e-~·.':·('1 a·::·~e~·t~d~.-;·Í:•o·r{·~i1·.j1~~'.-.·. c·s·) ·:: .. , . 
-!,',... -;··>'::;, 

_En·' :esta· -,r·e·1aC i'6n:_·,;p·aráS:i t~~t~.o~.pe··d-~r_ó_._:.~:e·i:,_:'ma-cf:Ota·gó· .- ·~:~-s~a<, -
destruir-· :~'i-.:_; age-¡,·~.~-:?·i~y~-~~-~\: ;~/~?{ el1~-~a-s-~:qJ·~~:\-·i~t,~~:-:t"eii:·¡,: ~n----"' su 

. . -. --.· . , ". - .,.- ~ ~ .. ,,,-,- :.'.~·--.-:··- ;:;:.;'"'~' ,;.¿_::~D:;:::,?f;:·;·;"·- ., .:.' -- . , .... 

::::::::·: .. ''.,·:::::~:~11~~ittJ!il1~JJ~ti~~¡1.:: 
mico.bacter-i as pue_~e :.·ser----.el · .resul tado,~.de(uria<comb1naci'on---:· de 

"' :''>;:,:,·.;-;:-~:,; -',-'.:-:"-;':':.··;:;e:" '-.~:~~·:;_~~:~;~~:~t'-\·-~.--.. _.:·.··,-.;· 

::·::::::::::2i:~1~~l~i~iltltt~!':~::~;. 
bacteria escapar · d~. ·~;-~:g;~;~~~~n····.· .. ·C".:.~-.•.: ... ·Y::.;·:··.·.·.··.·.p.·.·.·.·.'.:.~.•.·.~º.

2

iis~~ar dentro. del 
·e i toP lasm . .a\",.~'.- :~.-' -<· :---;,~:o--:fi!--'-~~~:: .-.~ fi:'.~:2-~_:'.-¿'_'=-- _ 

e) Inhi~i~1~~t~~'f,i"~';f§,¡~J~:<t.~J~J;¡~·~7~is~~o~a. 
se 

tuberculor;is. Sin embargo el 

factor . cuerda se ·na encontrado en muchas mic:obacterias, 

incluyendo ei~ecies sapr6titas y ceoas avirulentas (1, 5). 

Se sabe q•Je ~ tuberculosis es capaz. de inhibir la 

fusion.fagosoma-lisosoma (13), y que tal inhibici6n puede ser-

causada por sulfatidos de la bacteria (14). Recientemente se 

ha encontrado que las proteinas del filtrado de un cultivo de 

tuberculosis ·a1cal1n12~~ los. lisosomas de células 

fagociticas (10). 

·Los mecanismos de estas estrategias, que le permiten a 

la bacter-ia sobrevivir dentro de su hospedero, el macr~fago, 

no han sido aún aclarados. 
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1.4 Pap•l dtl aacrófago en la respue•ta incune. 

Procesamiento de antígeno~ 

~~·.\ ~-.·:.~. " .. -

Cuando 1..1n ager1te extraño es _fa.góci.tádo:p~~:\Jl) t.~~·~fót~·~~' 

de su cte. 9rad~c i ~~~·. ~A.~-.-.d~'H', ·:~-~~--~( ~-$~·~·1 t:a~iOS~-:,~: er; ._:_ 
- O>\:.' 

los pr·oduc:tos 

par-a 

vez activan .. 

que al .ll~egar; 

Por .-:~~,;~~~-, ia:d·a-~-=:?~ 

ánt{9enos Üb~e.~ 
·-., , --

_ant"icue'r.Pos·::C coñ-tfá'-'( ;~·:d.-~"i 

:::::::.~:·::~1~J~~t~t't~~:tf ~!.' .•.. t: .. ir~.·,'·:····.•·;·····.:·:····~~:~ 
el ~Ag < i5)' >-· -·, :-·:i.~~t <t ,;j<.~.:~~<~·;; ,,_·,,e _')(':,'.:.J!:'1 ,':,,;·;.' 7>'F ·-:~--

:~·:'.'.'.'.'.:::~¡t¡¡t~~~,~~jl~~~ta;j~c.t.;}~.~l1d¡a~id1~~:'.'.:.:~: 
pm i ir,t~~~~~~;j;J.~'.fi'<;e[o,;c,~.~~JXt~ . . ~:: ~té~abicida. v 
tüm·a-~iºCrdá-~-- e ~1nter-act~úañ~coñ mlic.has moléculas extracelulares 

-pr.ote ír.ás : / ·;,&,1i'sai:áT'i~a:~I:-:{~?¡~:~~¿~~:~:;;~;;~!~'.~~~bi;;;,··· 
me tabol ;~os' ir.t';-~2~'J'(¡¡~;~~; (ló)'): ó'~ ·~·~t~;·~~d'd',i ;~\ ~~~ce~to , . 

, ~'e· i 

que se 't~r;ra d __ ~·:.é'st;~,-,f~g-~·Ci~ .. O.(~( p'ii·~¿:i-~~-b·s ···· ::-4~-//~:'~--i·qi,~~-.·: ria 

pasado del dé si mp l ~ "b~sul'ero}'~el,;;~~;¡•~~;if~~~.~f~~;e?.~.~~[·:. al 
de un~ célul"a·· c'o_n~. uO ·._imp'Ort·a:nt·e.-~Pa1{e·1·:~·íf1ffiÜOOr·é9üi·~·cio·r;~-:··::,_,, -· -

... ~·-. -.~"::' ··,/:'!-'~- .. :1,;·,;.< ~---

Los. cambi.os met~b~liéayiritr~celÍ~Úf~,s ,~~'.~ n~ufriiri·. las 

11101 éculas aj enaS al m~~,~"~f-~.~~-,- ·:~:· c;:,~-~-s·t (~~Y~,n· ::~::.~~~~ .. ~,f6§~~-ª~i-~n'to 



•1e los ar.tígenOs. 

éste puede 
···«· 

•iesenc~de,r1_ar- \iT1a ·)'~ .. ·~~;,_¡-~~ta -- i;m~-Yne·· en .. ~•.i -far~~ ··nativ~--/ sín que 

· te~g .. ,~~·.f~fH~ ·;,;d~~~:;:~~ihú'~ci .;~.~Esto eslp~sí~·;e>i:~'.;,;~º 
l a_-_.·_ m Q l éC'ú Li''- : f n ::ts ~~ ::~'_fo!:~ª ·-~;-'.·--~-~-~ ~,~,~~i~·. t ~i :-~~ ~ ~~:;R~; ~ I'.:~~~--~ ~[ ¡:~:i;~_:::: :.·e l 

;;::21rn~::~~k1J·~i{';~1:1;~;;Í,~~;;;1~;~i~~~ii~;·c,;: ... 
· .;;";'''¡ .~~I 1t~g1~r Irf ~;:t~{f~::f\::t~;~\:~ :•: 

requ1 er-e--'. de -_;una ~~odiJ1cac1on·.:~·t.al:~·que_:;1 o-e_ ponga -~a~""";;'de scub1er.-to_._-::-- · 

:::.'.'.E;'~~f t~~~~~~f,~~f Jj!ittJI¡'¡~~:·::: 
~ncuer:t~a~· ::~~c;o>rr~·o1c:.,¿n~.\•ct:o~:,·,;SP;~ie:~cf1;;•~'1~0-~n~·r ... ;'gl;o¡•~~ ¡~ ~ '~ 16

' '!;~>:( , \:q;-.u'·_e-~" -· 
··No· ·se: ~ ~- _, •. .,., __ '· .::;¿-:~-~~'i~6-~/kA~,;ü!'~f~:~~ :-' . _. 

sut~e .. un .·~q·.•~f~(;~'.~;é·~P~~[~~~~!~)~f{t~~;~l~".~ii~;~~=,}~·~t!.;:ve~ . 
modit.ícadÓ o .~r:ocesad~,;·;et,',Aq' ·~.·· .. pr~sent~·~·~n(la~u~er·f ki .•·d~ 
1" · cé tu 1 a ; . .J-~~·~·~·~· .. ~;~.:~~~:f~~cii~J~~1:~;f~ g~:~¡~B~f tf:{¡~~/J/~~~¡¡ ,ej ~: · 
Princip~l d~ ~/~t~d~(r:~'~fiiii1i~Xd <&1-ib> ·C15). \)' 

E}_tJti'··~;J':·1~·9f~;~ d.~ gen~"• 
cr-omasoma- ~-~:-, ó '."- e·n-, ~'°.~f1~~;h:~~-~ri~·~--~ 

·;,-"', ''/-" 

q~~.- se encu.entT'a en el 
· . 

.. que . -~::: co.di~f_i~_an para dos 

clases .;'-de ·:'m~"i'J"~;.das.. lás moléculas de clase l se encuentran 
: . ,: . " ... •, -: . ,· ~,:,': ·. ·,"., 

en la-'.'.·s:~p~·f.;:·i:~-ie de toda'S las células, inc.lyyen a los 

ant{9~~~-0S c'-1.·á~icos de trasplantes• mi entras que las molécill.as 

de- .C.l_ase Il (.llamadas ta en el ratón) son heterod{mer-os que 

se:~n¿uentr~ri en la ~uperticie de mBcr&t~9os, ltntocitos S y 

c:élulas de Langerhans. esto es, er1 l~s células r:oresentadoras 
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de antígeno (15,16). 

El hecha· de que ~·1 macrófa90 presen_te -e:rr su ;i.t_p_er-ficie a· 

los que 

molecula 'clase 11, 

cooperadol"'es tierien un receptór- que ·sólo r-~~~~.n6·~-e<·-~·i an-tÍi'eno 

cuando se asocia a dicha molécul.i iutCil_rig~~;~·::~::_;_:t~>~.-.,, ~~~-;>>:.::.~-: .-.' 
~.,::~: >.;·Y 

Las estrategias seguidas par·a ·;·,e1~·-- ·e~t·U'd.i:o .,_-d.el 

procesamiento de antígenos por ·macy-.dt~~o~-:: .. ·~--~-~¿:~~·-¡:~~--:_: J'~;.._·-~~;~ _o-~ 
tipos: 

tales como Listeria monocytoqenes (19): •. Ot:~a;·J·~---_ei·,~-~~;_;?-~~::~-idD 
1Jtili::ando proteinas puras como la·-~1b_~-~i-~-a-·: cte:>t~~~ev'Ó:" 

fibrinÓgeno (20, 21). 

ha sido usada para cor1oce·r el determinan~e ~~t-i9~.n·¡-~cD_: ~~e· i.ú~ 

une a.1c:_mo~ec-u~~ ~e_Ia __ Ce_S'to es a 1..ma molEcula;clase I~); 
. ' .... --

par-a estimular--~al -ú.-"nfOcito' T; eñ,.eS~a' apr.OxÍ.mac:ión:._Y~ no _se·._ 

com~-- A-~<-~ <:~~-0-t'~~,~~-~·: e~~~~ l e __ tas :~ s i"~~o _..:~:,~~{ i d·o:-~:,. si ntét iC:_o s usan 
:··.·::-i" ~'. __ ·. >º .:·:·_-"_ .. :_;·,->.. _-'··.' ,,_.·!>>.-, : >.~:~. ·/ 

~e·- unos:<Ío~,. ~-!1:1.i.~·l?a~ i~~-s·: ~-i_7,));~ E·s.t.tfs .-:~~-~-~-ª t~9~ a~ ~-'.S_e ~~ hal! val ido 

de ... la pro{i/;ef.~:{i'ó~{' ct.i)S:~f,(~~~,:'f~fJ (;;or~al~'.{:o' h:i~ri domas) 

?ª'.ª~ ev~-ilia_-~::~i'~:}Pfi'.··~e~i"t;a{i!_B·;~~~~'.l:{;~~:~~~:-.-~~f~f°::-~i: .má~rófagO ~--· 

pro ce :::~:~~:·s,;~~::]~~~$~!~;~:~t"t::;(~¡~~~:;:.fo~:::~:·:;: ~:nend:: 
·que · se'~-~~).~'.-~-~~.>:[::~ ;~~~~~B_?;~-.l"~:.1:~.'~-~,g~;~/~.~~(;':_~~-'· .. ::::6:' ;>_e 1 ~ :determinante 

~.an t -i ~:~_n_ i~-~·~~:~-~-:~~~- ~~;~~ ~'f/P~~·ki~:~·~-~t~'~.º~~~~:~~~,~~,~:~~~-ro~~~(í~~i~~:-~-f ~-~~-· _! !_!_ 
para· ~xp-~esarse en·· ¡~--:·~uperf¡(:{~·-:,de·¡·::~áCr-értil9'o; -~.-'tampoco se 

sabe cómo .,los Aq's sori Seleccionados ·~p-a~a. d~--;radars~ en : los 

liso somas o para ser presentados .a -las- cel-,~l~~-- T. 
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1.5 CultiVo -de tejidos v-. lineas· celulares. 

"",. ~· 

Et cUl tivo ··de t·ej idos·'· anima"l~s se com~n:z:Ó a desarrollar 

~r-iri,CÍ~;-~·:~~-- ~-;::·,;~:·~~\( ;~~~'.~-~';:;~~-;.' _par:a estudiar-
,:-•. ;;:¡:;·:, ·-

e ompor-tamfe~'tO ><<d:~}> ~··l'i~i·~i(·: ~~'firia i~es 
a el 

sin las var-iaciones 

sistemifas~!~ ~¿i;.;; ',_'.:;]'. 't'.~ \ •· '.~ ...... . 
·El •nombr~'h'~:~~Hltt~:o''.~; :gi,,ii~~ 'ii~~1j.c:a que .un tra9mento 

•ie teJ.idO·~·.:) ""c'oTl'Séi0a·n~dOJ:~-su~·}Cár·aCtér·i sti'é'~'~-\~: d-~:::< ~-StrUC:t.ur-a 
tridtm~~~i~rl~:~,;·~~'.,~~;l1lJfiTt~~{~~ti~i~,''.'~~Ít_r·o '.~~· ·un'· medio· ·con 

:~;:~:·~;:~J;;:~~~{CúJ2q1;~~}Ñfrt}·tf~~j;~~~-q~;.·;;:;H·t::.· 1ª .• · 

<. ... · .. :.: v~'.· __ ;o--•. :\·, . 

orgarp.sm~ ~ __ en'~~~:~;I~ic-ro:~"~c-~-:~a-siP.ticás, - --1avad.o en 
----- :''. .' --·-,,,,. __ :::_ ..... .=·:~ 

salino :··es-tér.li v. t~ig~~.nt~d~-- "tT. pie~-as de 

af!tort_~g1Jador 

2-<1 par-a 

colocarlo ~n ::;-.u~> .-~;-~~~:~fe.-nte,_. __ de vidrio o de plástico 

inorgánicas, aminoác: idos, 

vitamina~:'~~~,·~~~:r~o~~}'·~e~:~a~i~ionado con antibioticos para evitar 
... - -.--- -;-·-

cont~mi'naCi~n·~Pl?r .--~ongos, bacterias y micoplasma. 

También se le -·llama al cultivo de tejidos cultivo de 

~¡jrg_~r_i·~~-'-· por la r-etención de las interacciones celular-es que 

se encuentran en el fragmento de tejido explar.r_¿-. La 

caracter!stica mas notable de un tejido cultivado UL ~es 

Que las células no· Cl"'ecen raoidamente y prácticamente sólo 

hay prol~feración celular en la periferia del explante. Al no 

poóer ser- propagado el tejido, cada experimento ·requiere de 

ewplantes 'tr-esccis, lo que implicil mayar- trabajo y menor 

repr~ducibilidad (22). 
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derivadas 

Posterior .al cultivo .. de. ·.~•J,l.<\o•F ~Í:. cuiti;;;o de C:élulas 

de los explantes~·ct.~.-.~t~·j:/~~'~ -a~1i'~'~{~~ :·:abrid'; n·;ievo·S 
-. :>" 

campos en la inv_es ti..~~~.i§~·~:-~·~:6.~,i~:~AS:L .. , ··.ün·:,<Cli1 ~~VO::· -. Céií.í1ar: 

implica la 

por alqun 

suspensión c:elulaf-

al adher·irse 

El 

cé1u1as 
·-. '".··' 

tipos ce fular.es·~ 

y . pr~'i fr;"?.i~'''.rf• .. 
i nve s t i_g~~d·~,~~i~-,,·~;~r /~·G~~~-~~/ -~~:i~~:~-:'./~~~~ 1-(i.=~~;~~Fó'.ri:/~.'C~ i'µi~;.~- .~· · es 
dem·as i acta· :·se~;.;,~:~~· ~"~i;'.~~s.~/{·~'.-~-~~~~ .. ~urti~·a~.//a·:~'-{~'~·,~-~-~~}·_el) .: :·~t-~os 
rec: i pi entes' .. :'.f-~~~,~~d~·'~j~--:·~~-{ .. ··c·~1·t·1·~-~~~.::_s:~.~-.~fri~~'~·~'.~~'.~-:~:,·,~ ": '_.·}{:"-' . 

; A ~~~·di d_~~ ~'~'.~~::'~-~·~,·_. ·~~-1~ "1-~s se_ sU-~c~,r~.¡.~-~~-:~:~3~~::-·.~,~~::~:~~-:~·:~.·~~¿ ¡·~n 
celular :es·~-más · -~C~~ag·~'~;~-~-.-.-p·Or 0 -la ·-l?r.e.-s. fÓn ... s-~1.-~~~~.t:¡~·~f;~~~]~;'J~-~·~.-en.' 
las co.fidii:lón-,~-s/ de c~ltivo, hasta q'úe -lleg~::·ei::m·~~·~¡::·~·~·; en- que~ 

el c:1.ltt·¡~-O-·:;~'~~j'-formado por un solo. tfpo de ,~--~I~:~~·~:·~~~ :\:~·: :'q1Je 

----~~-~:~\~i-1~~;~.~:.#~~.l-~néa--celular. , _ ._. _ ~.~.;~~,:~ 
LaS. liñias celulares continuas o inmor't-:i"lti·s·· s.~.ñ-:'' lineas 

c:·élulas . transformadas in ~ por carcinógenoi; qUÍmicos·, 

radiaciones o virus oncogénicos (26), .Y tieJlen la propiedad 

de pod~r ser cultivadas indefinidamente. Estas lineas 

celular-es, ya 5ear1 de or-1qen humano o de algún otro mam{fer-o, 



han sido aítil_~s .. en. istémas ~xperimer1tales .. 

El- ·uso:-'de cu i·¡~~:';~-,c.e;:~~~~;'.~~-:·:y .. ~~ i=~~;-~s-?ce1Ü1ares 
ciencias ~ biÓlA¡~# <~•\ ~.,; ;' a~tli~;: )~~tu~iÓs 

·en 

las de 

tránsc~-i pe i·é>r}···~j~~-~~·-~;ti~'P:,· :-':·):T~ í~-~.:~s·t~:~· }~~; .}~~-~~~é:Í~~·~-~J'.:: t lujo de 

~~~~}i:;;;~4:~1i1r~~t1~i~t~1~~l~::~~ 
antic~ef'pos · ··'::.-~monO~c-f§~~:;:i·~l\ ·:~ri~·-'·':,~¡·g~~:a·-~"-'. ;d};" _:i-¡-~-- -:-·,i.írea.~' '_de 

, investiJ;>~·1é" ij::~ J~::~:~t;~~ énc el cultivó. c;~\u1~r. una 
herrami·,n.t:~-- '.~~·y.:_~~-i ~:-... é~·2·-~ :2&)·~ - . >_:,-. .:--.-;:~---~-~-~::~~:_-

.del cultivo celular sor• 
' .:'=~· ~-

el · cántrol 

humedad, pres i Ón'.~.-~5:~6-~i~~ ~ -_~e'~~ iÓr1 

de 02 y de C02), la un_iformid~d-_ete· ~a.--, pObl~~ión· y la 

simplificación del. sistema al ·eliminar las var-iables 

introducidas por la interaccion con otros tipos celulares. La 

desventaja más importante es la validez limitad~ que puedan 

tener los resultados obtenidos en un experimento in Yi..i!::.2 al 

extrapolarlos· Al carece~ de los componentes 

hcmeostaticos del sistema nervioso y endocrino, los cultivos 

celular·es tienen limitaciones al compararlos con sistemas 

vives mucho mas complejos. Otra desventaja es que se requ1e~e 

de equipo especial para el manejo de los cultivo$ (campana de 

flujo laminar. ir1cubadora de C02, tanque de N2 líquido, 

etc.), lo q1Je lo hace caro. 

·A pesar de ~us limit~ciones, el uso de ·lineas celulares 

en las ciencias biol6g1cas sigue si~ndo muy valioso. Los 

model,,e de feno'merios biolÓqico!i estudiados con lineas 
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celulat"es hacen pos.ib_le: l,o _q_ue en ~r· ardmal o en el 'Ser 

humanO s~~:ía··_)m~_o;~ib~e estudiar-. 

1.6 Fraccionamiento subcelular. 

·El ·frac e ionam_ie.nto subCe l_u"iiir": ~s. uná :,t-éc~ica· que permite 

la .. ~epai~ación .de º1'.""9ªne~~.~- c@i"~~·ia~e~ de .aé:'uer-dO ª·· s~.~ 
.-, • . _ .. , r • , • ~' ;.Í'"· ~: • ,." . · ·· :_ ctensidade•. Los--·; .o,_:·9;~-~~1Q''s\ :--Cei'~.l~i-•e·s·~: ·~.sedillieñta\"I' en un' 

grad~ent_e, :·de Clen~.-i~aCf / .. a .una.,_ ~-~;S,i~{'~~: :>d~·;;.~;· ~:-~:~·~rl"ibr·i·a 
equivalent• '. " "~~:?p"~~[it(dt~Y¡~,.}.,~' 1~'. )~f~i-,t:_.~ir~i1~~ªd~ 
-S-e.1Ü.-~,e~t~~id'·~~-;'i-~-~p-icn·(C~c~:~(~i·)-f¿.~~-~~~~~~:. ~-·-:::.:~--~:-º·~--~'=>o:o "-~º-~ b .;,._¿~-o_-i.(-~ ~r)' 

., ·, -· .,-- --,··-· ·-· >-~::,' :I~~-s:~~,'.f;:::'""~~'..:- ,-~·.,--,;,·:;"~~- ~'.:;~;,:=.-.-··-

_ preyi:ad~·(g~itf~rl5'.i~:1t!f.ij~j~fÍ;~t~i:I"g,J$~~J'J~~t~;t::;~ 
~::º9.::·~:~~:~.·1iJ~:1:rtt·;t~;~~frtffº;'..,~~fjfü~i~~~fj}j(~~c~::· 

->:~::'.·<\:"·"··~'.::{· ; _ _,,, :·-,(",.; .¡·::::.-.:_'~:-~~: :,;-:.,.>-, 

o tet t Crn; i·as" célu ¡-¿\S i~~~i.--~º!"P:e_n ~;ai~ '.f'~~;:~~~:f:~~l~ cpasa'r .·por: ,·e·1 
espac i.o es~re~~o·· ~~;/e ··•.¡,,~b~lci ~-'-~i_'tu~,!5.;?~\'~.~(:c;t~}i ·•;· 

La ca.~;i t~C: i 6.~_· ._ ~~"'.~.~-r t/4~i~:~~ f/~~~;--~·~'-~~_'i;~'~·~ú--~tj·y:_'.~T~:~~~~i~ :t:·~·; :·de_ 
"'7¡-'"" . , 

conge lamien_t_ci ,--:>y· desco·ij'9'e"laín~~frtó'-.~~~.P:i'aó:~5-d·~-~- l-~'~i'.~S,ii. .. t"J:"-~,~-~-y_ la 

lisis os&T1otici1,. ~:~-~\-~t:i~·~ "'t.éC:.n"ié'~s':.;~~l~:~~.~~us·an\"pc\r-a · r-omper-

cél•Jlas mL', ,,g '.7 '( i 

Para·--:·~;l'a-. ~P~~-~~-~'.~~.i __ ~n·~,~~: :9:,~:~~.~~-~-~de: densidades oor

muchos años s·~-;~h·a~ ::·,~:s,~..io·.~~-Ó'i"~~-i~.-~;-~-~-:·d~··'.":s~~a-~~~~-· -a 11i f eren te~ 
.· . , '("·•' 

co11cer1traci'oO~:~.; -~~¡,~·~,g-;.do~l·~-~·~\.iri¡- ,_s.ob~t(·:-~tra e~ un mismo tubo 

(::.l). ~~s_té r-i:oi--~~-n,~e '.: 't~-~:::'.·~~~~-;~:{)e~~'.~ -~--~--~~~: ~:i·~ns i cta·de S cons~gu i dolli 
; .: ·, ' , ,- ,_ !.' :, ' '-. " ' . ~ ' 

e.ar centrifuqací·ón .. ··s·e .~_fl!r~n°/a>io•~-e'i:-idos-:por _un medio:' el 

sí1tC'e colOi.:.Ía1·.- 'E;t-~ ~~di::~~'.:;~e·s:~-n-~a v~~-~as :-·v~·¡,t-~Jas . sobre 
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la! soluciones ·de. sac~rosa~ pr1ncipalme~te ~~·baja viscosidad 
':." .. . ,.·.- .-·-.·: -.,,___ .. ·,-·::_ '.,' 

y sU b.áj·~.- o-smo'fa1 fd.:i.d.-.: s1·~:., e'~ba~·gó -,~ .... L.U~O ... ~.~~- :ia-; s_~Paración de 

paÍ'tic~l·a~··:.-·· b;í;~\_;g·i·c,-~~:i ¡~~G:t~·~i-~~j~~:~ ·:vi·~uS_>f ~-~~ª~~{~·~ }; se v1 ó 

l .i it\i ta dO -~-de·b i '. d 0 ,·,·.~;'.;J:.5 U~::t 0 x·_Í (: i ~~-~-~;.l..ft: ~.::.~ ·.' J.-.-~;:,~: :~·¿;' ·I;~: :·: 
~·-::~·-: <':.."Tt,:,~·;_2:;·~- ·:;:_~;- ~-:·:·;::-_:·;. 

"º •• :: .. ~;"i!~~~r,;.;~li:t',;M~{{~~l¡iii·Í~\jf j::~: · :: 
el im~n~ -:,,o~~~ ~·r:~:-~e_c~-~.~t~·-\~º.t.o~:~.. ._f ~-~-1'~ª~-~ :~~.ula_~~:-~;e_-~: st,~-~c;.·_ ~-c_o.n 

::::·::· ::::~ff fu;iát~it~fül'f i~~f r~:tGJ~Jt~::·<:: 
der. si d~d-~---~- ~a;~_:·~~ ~-~lE~~~~~j'.,tS:á.~ ~=~-:~-~~~,~~~~~~~ ~ ·_f .. '.-¿;~~~;~as·:'. pa~tJCU 1 as· ·de i 

·"e=.~~ ·"''-º'-'··~-----
perca 11,· res~~~-ª:~:·'.~-~ ·:s~··:-.~,~··4r~~~t~·éi~~-' .. ~- -d"i f-erer1tes-::;_~./efo-C-íctBc1es 

en un campo de 
- :_,'e'·:<.~- ;~-~-e• -_-,--:: ;· _: 

Ur1a .PaY..-tic-uia :d• ia-mueistra~~a1Ca_nza·,~·~u-:.~-~s-~é:_iÓn en densidad. 

son iguales. 

Las fracciones que se obtienen de un gradiente de 

densidad pueden someterse a la determinación de prote{nas a a, 

ensayos enzimaticos específicos para identificar dist1ntos

organelos. Los ~n~ayos enzimaticos de la Fosfatasa Ac1da. B-
Olucoronidasa y P-Hexosaminidasa son usados regularmEnte como 

ma~cadores lisasomales (25). 
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1.7 Análisis de proteínas bacteriana~ por electroforesis 

en geles de poliacrilamida en presencia de dodecil sulfato de· 

sodio e in~unoele~trotransferenc1a. 

La electr-ofor-~s1s se refiere a la mi9r-aciÓn de iones en 

un cam~·o eléctrico. Una me:cla de diferent~.s es~·e.c~es l?n~cas 

piJede ser- separ·ad.a en base a si.ts _dife~f.e1:1\eS -velocidades de 
"~'-,-· 

migración. _.,~ ·-<.::.-;,.:<,:,;·,~ 
- • ·-_,;· ... _, . .,, :~>o_ - ~'.:~: ._.: 

En ~ i o l og!a se .. emP 1 e_arl técr;·i·¿~~ ~-~~¡-~:2t~·o·f"cili~t·i·~·a:s· .:·,P.~~~·-,, 1 a·,- .. 

:::::::~:-º i&1Ef~t~tl}i~~l~~g~~~~~if ¡~~~;~~[i~lÍ~~{F:·":~::· 
giup·o ~-~-" ¡'~-~ i-~ ·¡~~t:-~~~::~·~,~-~;:~:~~;~-~~~{j~~-~:~-~~~tf1-~ --~~:1:·2a ~-~o·({:y~~:;i~~:r-m i-ñ~i e ·5 ·• 

.c ••• ::,."~:~;J~~f if i~Sl~t§¡j~f i~{{ ?i~iif~li.fü'iJf;.:: 
su ~·ti._r.td~d:' -:·:-~,ti.- ·.e) ~~ a:r.~I1_s"·i.-~'.'.::de·;i5~;:tit·~.{~'á,~·f.:~~f»b--~-~,t·er:·ian~s de 

di te r-er_i .. t es-:.· ·1~·:4,¡~-~~;~:~-~;}_;r~~~~~~~~-~·2r~:-~:~~~~i~~~*~·/··:~:·~~:~ t~-: ; ¿~~~-¡··~-~-~ .-- que 

::;:~~: a;:J~'. ·.· ::::f '.ªt~~:Jf t,:~f f f j.f 1~::;,,:n~::~~1~~E ::,~cu::::: 
- "• ,:·.,~ - --_. -

las 

Ut i fi.zándc;",··me'.t~~~-6-~:;¿·;:f~~-t·;~j~,t-i ~~ s.·~.de; .t i-~~~\~:~~I ;f~~~~~:;~,~~:· /· 
·.La·:: t n·m~~Oé ¡:~:-¿.~{~{(.;·~~~_i-;~;~nct·a :t~-~f_-;}::; :~4-~~c~-~--r~. ,:·~1ottln9 ' 

es ur.a. t!~~ic],':::'4!~f~{~~~~m~1~x~~~ar;~~ode~':'·~e-;:i-ce~~~l ... ~fÓn <le -1ª 
SDS-PAQE·. -c'01' .. :;ta'"~/~;:-~ ii/i. i\'J~-;j'_.-:;1·~: ~~i~-t-~d:Ó~- i;~r,~i·m~t'i~ ~-s-~--"~o·;,s is t~ -

en a: 1.ina 

de 
._: .·.-·· , " 

nltroce\ulosa·con.anticuer~os es~ec{ficos. 

!S 



nitrocelulosa, io'5 ~itio~ ·en que no haY proteínas se bloq•Jean 

'- ,, .. · ' 

si•J•J.iente Pas .. o:·~· ,.'·l·a ··,··:~;'i~·f.0Ce1;.'1osa s"e incuba con uro primer 

ant.icuerPo:_·.~l~--~-l·i.~i-~:r.a-~;;·· o .. mónoclonal) que r-econoce Ag' $ de la 

·Se 
<_-:.::_ ,.., 

P'eg.i 

Un <s.~9·~_ndo 

·~··¡ '._ ·~iimer 
anticuerpo con 

acoplada ár1t icuerpo ero la s:.guiente 

íncubaciÓfi., ;i-.... firialnle'Oté ·1a.;~·~·accióT." se evidencía por· la 

aparición d~---.·~-~~~--~--~::-~:~;é:;~:· ·ei:";iti~- :·de ía-'reacciÓn al poner un 

sustrato - ~-a_ra:--l~::;~~~i~~-: .Üt~.iiz~Ó~- (30)··.La :gran sensibilidad 
, . .,-:- ;-~·.,,- . - ·- - -~ .. ·- -

de esta -técT11c~ l?e·~,1'.lit·e- ia~-detec.C:i'o~ __ d-e_ -~.~-~ta P,icogr:amos de 

proteínas o pg ,= ~(tar '-i2 g)'(i9); 
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2 PLAN T E·A K l E.~ TO DEL PRO 8 LE"~ 

El 

-.~ ::: : : .. '.~~ _, .. ·'· ,_ -. -: -

·1~- -~:ri1--~-~ión par,sito-hospedero en la 
··- -·.---

tuberculosis' ha· .. · tei-.ido fir1al id.ad de c:om¡:sren•ier los 

mecanismos - de. t.a:cteria causante, y 1"s 

estrategias de defensa po~ parte del· h~spe~ero en esta 

enfermedad. Se ha encontrado 

secreción de Myc:obac:terii.1m ti.1ber-cu10sis ti-1hibe"n ~-f1·;~·~'~o'y~2~-:~ó;; 
pseudópodos er1 mac:rótagos y alc:á110'izi~_-:; l·~~~~':\Y~-~~;~~j~-~s·'.·; de: 

.. ,,._ -· ¡ - ~';'.; ::.á-~:;,~;;_~: ;" 
cte 

estas células fagOc:ític:as. ---~'(; ~--~; ;·-::;:- '--':>- --

Con la tinaliilad de determínaf- la p~;;-~-~-,~~i·-~~~~~~tJ~'J:g~n~-': oº 
:.t .'.cfT 

algunos antígenos de la bac:ter-ia que ·pudier.an:''""i.r1f'1"uif.~··:.- sObre 
- .. ,,_: · .. , \"-~'~'. 

la mortDlog{a tisioloq{a del mac:rót~9o'-'.~--s·e¡_,:::p~ro.P'o0e. '::e1 
tst•.ldio del pr-oc:esamiento de ant-ígei1o:S ~;~-~v·e'n'fe~·t-~·s-\~·-·d~~: tl.::..": 

.--.: -,~'-·,·<.·. '.'<:·:_ :'<::. 
t1Jbercnlosis er1 c:élt.tlas tagacitic:as a nivel". subc:'efular-.· 



3 J u s T l F.¡ e A e l. o N 

La t•it•erculosis es una .. enfermedad infeC:to-contag·iasa 
·, -~ . ' ·, . 

producida por Mycobacter1um tuberculosis y e~ '~i~unoE casos 

por Mycot.acter-ium bovi5; A pesar de- que ~e~-.v~ ·.~·~-~'.U~"i¡da_d se 

cuenta con la vacfJna BCG.. sigue sien~o ~n: ~-.~~~¡-~'· P.T-.~,~~~~·~.~· de 
.. _ ·,: .. ". -~-:·: 

sal1Jd pÚbl ica en muchas naciones! Part_ic~_rai--nl_ente.:: '.en los 

pa!ses en vias de desarrollo, lo que incluye a Mix~cp. 

Teniendo en cuenta lo anterior, 

tior sí mismos, y desde el punto de vista b_io!O'qico las 

interacciones- parásito i ntrace l •J lar-hospede r-o pueden 

est.udiarse en la-ºf-elacio'n ciue ~ tuberculosis tiene con el 

macr·Ófago, su t1ospedero. 

El conocimiento del pf""oCesamiento de los antiqenas de 1:L. 

tuberculosis por el macróta•10 per·mitir·á comprender· mejor· los 

mecanismos de infecci&n y defensa involucrados en Ja 

tuberculosis, lo que podr' conducir posteriormente a la 

pur-ificaci&ri d• antígenos micobacterianos importantes 

inmunolog1camente. 
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4 O B J E T l V O S 

1.- Obtenel".' la _fracción l_i_s_osO_m~1._·.·d_e c:é1.U1aS_', de,, tipo 

mac:rot!gic:_o, ~~e ;~lá:, l'iri~a 'J,774. 

2.'- con~c~~ ''1¡ c;,ll~~lc~_~de;la ctf~e,;ti;;;-~~~ª.-ritJ9enos 
' -: ., -.. -.. -· - ->'."·.~:\ -

~ tt¡·t.e- ... C:ü1.'o-~1~·: ;.ºe.-n' -~· ~-~-fJí~·~:':~-~~::r~:::.i:~'.t(1~~~-~-';:s·77¡-~ mediante 

de tec:c (ó~~- ~~ '(~-~~~-~-o~a'~-. ~:~~~,·-.-~Í~i~~-~-~;~--1::~¿:¿;~;~\~:an~·:··{~';;~c::·fa. 

de 

su 

- ., ~--~-".:~·-- .;_.~:;-~ 
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:5 HIPOTESIS 

Tenier1do como antecedente qü1{~1aS-,p'f.Oteín'as de sec:reclór1 

de ·a·t:éC't~·r;··' >~~'.~.t'i{-~9 .. ~-~:.á~en.te .. 
fa.goc~tic:a.s y 

mismas 

células, , se;' ·r;u,e.~~·J~ft~'per-a~ .'.·~·~ •.. estos antí geroos sean 

int_er:nllt í zacto's: aXl'.~L~~~i:~{¡~I~·t~9'~~~i-t·-ica:,- .-Y q•Je dichos_ -~ntrgenas 
_·,·-~;:·.e-,_·,'_:_>' 

present_en en 

lisosomas, lo ,que . harl posible la detecció"n de uno o miÍ"'s 

ar1t!qenos en· estos or-giÍ_n_elos. 
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E.. 11 E T O O O .L O O t. A 

6.1 Origen de los re,.ctivos 

Los" ,~:~-~~-'ti.~~0.:~'.~}:\i't,.'.~· ¡ i~~-~dt~i·s·:· en .. e-s te t r-é.baj o fue r-on Saker 
·¡ '.< .,.. t.¡c;,.· 

<Saker-,' .. · J··~T·~,:~·.·.·~s·:.·.~»;:J~"e:-·C{~·~'.:'r~: ~a:l_?s~oc·! Méuico)·, a mer1os que se 
-':· ':'2:';-. : ':~ 

i ridi qüé :o tra·:}7:~~~:~J:i;:~ .... ·:-·- -··;~- .:~:::t: __ 
-.>i( - -~:f; _.. :>"."•> . ,,.,. ... 

6.2 cultiv~:r:.1!1111.it~ L~ ;·~ 
.:.· .. _:: ·-:-:·_-;..;,.\~3.-~ ""·' ~-~:~; 

e -~':)-~;~,~::~·_::_:;--i~:z,-- ,:~t·;:_,---

E 1 - --~~-ifb :~:~-e ~22'~~J~~¿/ ~ ~-~-¡-~{~~--· DMEM·-
-·-=:-'(Medfo· ,.·,je 'Eagle 

Modific::~~o~. po10 D•Jlbec:c:o) -~Gibc:o> Labo!'atori.~.s, .•. :• .• · U.S.J\.• 

fue ·---p~~~~;,~:~~~fd~~--~~-i~}~~,d·~· ,."~~~>-~b,~~H:4e_~·."I?ME-~.~:~~~~~-~~~:~-~-~-~~~~, un. 
-~:~~~:,_.' .~J;;:_·~·'~~--; "S. 

1 i tro' er1 :'.a-9_~'~''.'.,~~~~--~ ~ ... ~~~~~,>:.~ .. ::~"~,_r~~~i,'~~,;~-~\~.~·~cif.-~t~!:~~~,;;~·:=.-~-~·~~#3_, ~:20, 
mM de •· .. L_:c<iu~~~i~i<i~()[¡;~¡;\ ~'.Úo!~~-':~~·~~~R~~y¿.:·~¿;d~ .~'N 

·:~;·-. ··:•,-... -.< ~-'.~':t :,_·,;:,;--, , -.~"- --- --.\{!.',, ,-.<.: 

:: : ::: :f ::_1;~1~~St:~i%:f:¡t~i~t~~1t~1~f ~tf !~~~~~~1J:~·-~~~~~·)·Hc: . 
0.1 ·· N. ···¡ .·~·;:d ;:t:[:.~t''·'/:{".•':,~i' ;~:::t~[~i~'f~fi1l'~~·da(·por' 
tt1~~:.;:,~n '['.~~~,{~~1~~t~~;~~~'.~f2N·:""º' o"r~· ,;~í1'tnir!ore 
.F i t 'te~~/~~d;~\;); ~-~,:~;J~,--i~~<}~~:.: ~J'e;-~-'.~~i~Ji 1 ~j;~-~~ c'f~': :~'~ t ~~;?t-~~~~Jf·f·~~~~-i'Onildo 

. _e,. -'~-~i:~~~.2~fiiJ~Jt);~yl~~±1~{~g~~{1~~~ii1~~2-~~,~·.···"·, ...... . 
T r-abaJ C4r1 do .:_.sj empre.~: ·en~: e amoana· ,. d e"'-:f 1 Uj o-.tram---ln·a r-1::-ve~f tTcal-; 

. ¡., .1 i ne~< ;~~;.i;'~~·;g~J~{,;_i~~k#·~j1{ri~?~t~';~·s~.f,f~= :~~:nt~:~ .. · en 

este me,uo ú1Pie;éro~~jº s¿bii 10~¡!;;·9,,e;o,~~·r=}r:~~;Íno/ 2\3F0-
cs;9m~ Cti~mi~~¡ có.·>.•·. 1Ü;+s;I() '.(.1zz;iu1ñii', de·:'.;¡0.;,.;;¿;1ina ··e; 

<Si.¡ma) - y ·1~·~~ .:(:;_~(-~_·i \~~; ~:S~_f5!~~t·~~~~_i'~-~·:.;f~·~~~~j'~~ --~~:~-¡:::~-~~"b~á'.ro·~ 
~,. .. ,.º.~· t>c10· ~-~i1u1·-ª·s· -p_6_-~-; ~«~Y~-~)~~-.~:-~-{t"iY.6.-a·e· .. 2s·_·cm2'. c'on un 

' - .; ._ ~ ·-:· ' 

volumen olc'-entre.:5·.v_.7 ml d.e.::.medi.o 1 y··2>;:_1.0 b cél1.tlas PO:r c~Ja 



de cultivo ;je ,75 cm2t· cor1 ur1: volumen· de entre 20 v 35 1111. ?e 
-··--:: .-.·;: ,--_•o __ - .• 

emplearon c~j·a~.--_de_ c:~l_ti~~ cO~t~r-:·-/~.~.st~r.,.:-L~~s_~.1\-)---

en 

una - los' 

Los · c:Ul"ti'vCi{ ~;~·)~~~.:~:~~~l .. e·;·~-~-.'. en iOc.uba:dOra ·. a :~7 ~·-·e 
~-tmóS/~~:¿:::;rú;·J~·~lj~ ,~_-j:c.~:.·;~~;¿.;~;á;~: d_e-.::- co2.- · "~º~-ª~.L~~:t(n~e _ _. __ 

c:u1 ti~º~·· ' .~E~·-~Í's~~~~' ;'~l"1Ric~osl:o1>'i~·. invfrti ct.~/:~~igtiandó 
la mo~to1~;Ji~::.:~~l{~.;~~~\Pi~5)' ~{~ ~~ fao~~~af~~·· pe9~~as al 

p1aSt1·~;~:~t>·i; i:;~·~::ét;.~~\c-,;n~t~mi:n·ac-id'~-~ ~,~'.~~:~:~¡.'2:~~;J <::~td-~._~·-i·~~:.: -, El 

me d 1 o ·
2

·0-~ d ~·~\e J'i~~{~t~:.~~·;!t~~ --~~~b i·~k~ : -~~~~~~~~~o '.,~;i;-j~~F -id\:p~::~;~·de ·.:· : >~-~~-~~ 
··.. ' ,• ' ' ',.,,.,-.;- .... 

1riié1afa,menif},~.ij2'if~~~;~.~d~ ~or· e:. i:~'?~io ct~~:~ºi~}_de .•. ,;ofo.i• · 
a -- amaf.i·f1 o--:,:e-fi:o~ ·; 1-~<·fnedi o·~·:;·:~'.cuando:-~.'i os:,_cul 'ti voS· ·.se'.- ,~~~~n-tr~ban ·, 

- <-'- ·-''é..:-:-:..'.o_°'J-'"·::'.¡:'::; _ _:;_~·F':'· "'±~ ·-'-·~-:·co,.--= --- . _ _::::> -.-;.""-~-~;'.- '.~~-:.~~~ 

co:~t_i:.~~n·.~·~:~:-¡: ~:-;·5~~~~ ;-_,~~-' _ -.-c·u·ar1d-o:·-fas ce1u1as'.:·cubf..ía~>~';-:toda ··.·1a 

·super-t.ici e_/.d~ )_a _"c.~j.~,'~ s_e.~ i::-~~~m_brab~~ eri:_ ca.j s nu_~~-~s-: 

L-a~·· ~-i· ~bi.iida4··:.d~\·,__1 ~s-.·-·~e l ~las. ·tue ~hec~da: P.~ri:~,(i~a~·ente 

po~ · ~'~i--t~~~º¡c~~:.-_:;:~1·~;--i~·ui-· -de·:_:'t·f.~P-ano ~22Y y-<--~e~_:c·~~-~~1a~·º-~-· .~'étuias 
en DMSO .. co'1me:tu. sulf~xido). al 10~ en SF.B, a una 

conceTitr~~·~·on:.~~e·;e·ntre 5--:v .7 ."milloneS' dé_ celulas/ml de mezcla 

para coT19e,i~ciÓn•·:; ·Los· viale's· con ct!'lulas se colocarora en una 

caja de ~~icei .Y. ·se~:,~-ua,.;ditron en un ul traconge lador- Reveo 

al dia siguiente los viales se 

transt.irieror1 a un tanque de N2. líquido ·a una temperatura de 

-196~C, t"enien~o así células de f.eserva todo el tíernpo. 

:.os -- --cUt·t-iVOS_._ C:l!IT.alare-5--0--se ·-mantuvieron durante la 

reali:acidn co~pleta del trabajo experimental. 





., ' .. 
el calor- p~a·dué:i.;to en_ Iá:hoino~en·eiZac.ion p:O'~ 'tr-i~é:ió~·· 

"El:';:•or-c'er{~~~j~- de lisis se evaluó Contando laS ,-c.élul~s er1 
.. ".- : ':>,._- ,,'~,../._ .-, .. -- . : _:_·'· 

ur, he~~Ci.t~~e·tr;_o antes y después del rOm~imi~nto. 

ó.4 Fraccionamiento subcelular 

'•,. r <.:·: 
Para. el tr-acc:1onam1ento. subce1U1a.r.:'ini~'iA1meote''.'se"· uso· 

una caja 

aproximadamente. 
-·' -·;<_;_:.:~..:.<- - ----~:.>. •._:, ·_.·.' 

Se el imí.nÓ: ,,~i ;_·-~~:~·~-~ó,'.~~~:/~~i-~i_~~~:;~~~~\~Y~f~o_n'_- ~--- -.. 
ias cé1u1as 2 '.1ei:es con-;:~o mi cti< s_is; '-~ ... Y .. _~e,:·-:~e~P'f:·g·ifOri~::de·-:_:¡a·" 

·.·.; '·" •. r 

caja en •.in ~t_er_C_er- ~}~V~-~?"'.~;d~:~ 10~ mLc·de.-; .-:i~~:}~~:~~~-~;_. ;~º,~i6i·ó,;-~ 
utilizando un agÍ tád~y:.·:··de-.-Vfdf·io·:.'cC»~o. ge"T.dar-me. ~,---L'aso cél-Ulas: ·se 

. ·::..-,;:.. .·· .... ,·' :, 

centr-ifugar-on a 700,-g .. dut"'añte· 10·min, el ~obrenadante fue -.. ,:'..- ' ._, 

el imínado y e.L paq~-~;~e .d~ ~élÚlas se- resuspendio en 1 ml de 

SIS " vidrio ero 

ooOde ·se romPier~~-_-con i!!l. éfftbolo de tetlón. Para mantener- la 
·-·. -. ': 

t;empe'.a.tu.~a ~· 4°C-. se,. er1~~yó colocandll el homo9er1eizador- sobre 

hielo, sobre tti'el~o sec:o o sobre •..t.na me:c:la de hielo, sal y 

agua, mient_r::a~ se rompia.n las celulas. '-'na mod1ticación 

posterior en el rompimiento de las células fue la utilizacioñ 

de un mato~ de velocidad variable; el émbolo de teflÓn se 

acopló al motor CWheaton ove~head stirrer), y trabajando a 

3.5 de velocidad., el homo9enei:ador- se subía y bajaba 

mientr·as el émt•olo qira.ba impulsado por el motor-. 

Cuando terminaba la t.omo9eneize1.cióri, cuar1tificada la 

tisis en un hemocitometro. las células fue~on =entritugadas 



a 700 q ·y a 4 8 C por 10 min ._ Erys~gu~.~a -·;.se. _rec_uperó •l 

sobf'ena~ante, · y_ ~f~>boton -\je-:·ci1ula~·~:~~f~·:¡:~·~-~~~r :·y_; ~J"é1 ~·o-s · tue 

resuspendido en. 7'00·¿1 ;d~ ~Í~ y ~eritl'¡/ug~do• núevamente · a 
700 g pol"'.)On>in_, ;(i ,Q'.¡,·~~nad.ante ~¡, recu¿e~{;,/·~\~J~~~g6°, al 
sobl'enadint\i/:d.;~Eti'bm~~~.,;~;~a .. ··.·. La's ·cél~~~~ •. ii•~-~~s séi:-avaron .· 

así'- t~~;~;]:_~(;'vec&·s / -~-ori···: 501? p1·· de ·-s~s. , ..... : ·i~:~·~;~~·~·áp·d~·s'·~~:<·-10~ 
-,.,,.,_-::;· 

s obf~~-":~-~~~-~~~'.~~). ~¡~:~~ :: ~- a·rgar1e 10 s _ce l ~.tfar;éS -~{-'.·~~-~~:;~~~:;~_~):~:~.~i~-~~,~-ºs 
:p~:.~~~'.~~~{~-~-~-:~\_~;~/~~~P.·~~s de· 1a homci9.er.-~·i~~~~·rcf~-_::.-_:¿~(~:::·~,~~.: tii'z·o' •Jn 

-. . :>. -·-';..;.-.[.· ': ;'<"'·: ",. 

·i·a.Jiúi~\¿ci-nd{s0iy .. ).i1:-::-de<.s1s ,-- ·de· las c·~1-ú1:a._~~.\.~.o,~1Iia'.d~i:i~: 

_:~<:o:·E~-i~i·~:ri~~: -~t'~~~:~~ :µara_ ~~ul trac:'~ntri~f.U'g_~:~d~~:!i:i~:~,,~~~~ -75 ~:~~~- - _se 
C:olo~a;;~~'·'~'. ~-1 d: u~a ín~::c:L,·-d> Pe~c:a1_J.. "•(Ph~rin;~; .. ;': Fine 

ch;;;;ic:~i~~;;, Llf.t~a1a, swed~~) '~130%.iv'sis ~Í')Ú; ;i>H1?¿' .. _En . 
. ~·,,:~_._,_.:;~-=-'=-':_ __ .. _e·; ~!e;• "2' ,·e_·:-,:;;__~.~°"-~'»•-.,·>·':.•. · .,_._••, .. 

e ~·.s ~ Y~c -~-L:~'~·~~:~: t:~ R-i~~~~,~~~~~ ~ !~·;_~~~~? ~-~-.~)_~-~~~~~~~~'.;~~.~ ~~~~~~~'~i~T:~:;.~,rI~-;~-~~ ~-ª 
2.5 M ·.i-··:.-e.'~~~,-~~~· .··)~ :'Y'e~~-~';:,;n~-s_'. .. rC::?~~'.~~~r~:ct·~~-·q·~~~J .. 1'.'a··::. :~·1"s~-:-.;~ri·· e1 
fondo ;:del< :.~~t~ ~-:.:;_:'.:con·,·,:·_~'!'- ::·Prop,Ós i ~a:.: de"' ;'el im·inar. >',-'t~·s.'i·b!~--~ 
c:onta~·:tÁ·~~·'f ¿~~'.~~~~;·~~; ~·ii~ia'.~\-~;~:;·~ot~:~: ·~ :.'n,j~·-.i':~-~-;y. :._~.·p:f~~~~·c:_i?b::; d~, :1a 

homogeOe i::i:~·'.~
1 

:iX~:·/.:l.~-:~~~-~~~~-~·i:~~·~-~~·-~.' eri~:~~ ;·~.~·-,_-~ l __ ,~·;·a.~·l~nt·~. . ... 
,_ ".· ", -~ .' . ' ·~:-~_-::·' 

So~_r.e~.·,: ~·~:~.-;~~~-=·~-¡'~·;.~·~: ::p~-~~Q· l l~;~:~b~~~6·~·~· -~;~:>~~:]. O~J;: ~~:~ mllého._ 

cuidado.. la .'.:.~-¿~:~'.~·~~>c·~·n: ;.o~:~:ane ~-~~s·~:, tit i 1 i:·aO:dO'' •.ma. ··~-~~·e_t~ _ · 

1'as~eUi·~_:L·a· ,~~'k~.t ... ~~:·:~~:-.;:··i··:.~_5 ·a:·.~~e '.:i··~s··.,·~·.l ~:~e·9~~~ -~~·~:~·ié'ier,:an: '1.~ 

- ~ - _s_ - ~~~-Y-~·~-~:~~:~~-~~~~:~~~~~~-~-~-~-~~~~:¿~,~-~~~ ~.f_t~i ~~~: · ~~~r r.~~~~ ~-~E aj~~:·-'-~-~:-~ -
so~·t'en~da·n;i·~~Ó:;·~'~-·~:h~~:l e:~~~:-~:·S:.;~~-~ .. l .:·h~m~q~n·a.da· y.::de los l~~ad~~ ~ -· -

.6·~~~~\i(~~~~~~·.-~ :~~:~:~:6·1~¿~ ia· misma me:?cla ~e,~: FÉ!.rcoli~ 

Sacar-Osa --::.3¿;·~~~~~~~ -~~~>·~·~·~· ~;~s~·,n-~·on 1s·.u1 de c:ada uno; d·~·~~j:~-~·'.-: 9 

má~~ª~~~e s·-:: d·e ~·-·~·ct·ens 1cta·1:. pár~ ·, gt'ad i e~tes--::cte: ~ere.o i\·~'.-~~ ~-;~:~:~-~:·~· t~ 
Mar"er.-·Be'actS', ::::::i~;~r~~~·i_á)·~;:~;,··~·~ ~~·q'ui i ~~~;:-.' ~-~·~:~:'.¡. -:'.~-~;i,~: ~~~~ó·: '.;id~·>· 
1 a mt!e s ~ r~:, ··:·.-~:~.~:~:~~~-~-~--~ ---~~~s. fs t'o:~ ·:\n~~~-~~:·~~~:~'.:~:;:' )dé;\~'.\~.!~ S {d~~ 

;·.,-_ ,.;:. ·.;:.,- :·- -';:r·· 

ti e nen a iteren te.~ .. ,c:0"1·o~~e s.:.·~· · t Oi-·man · ~·~r:d~;~~;. ~·/~:,:~.:e-~ .. ~):_'d~~,~~ ·:· de 



1.036, 1.05::, · Lo5s, i'.012, .1 :os2, ,L 100, L 112, . 1.12& y 

1.132 g"/m1 : ~· . ,. · 

. ~Ós·:·.t:,~·6~) f.i~,~~~ {~~~!~4~~;; ';Y .·:é!;Íoca.dos .en. un. rotor· JA21 de 

óe's~JS~~~~:~~·~~-{,~·~-_·¿:~~:~;~:·i~-~.~~·~)~~- .l.~~:· tubos fueron sacados 

del rotor-,-: y:~-~~-~-~·~-ri{~-~.'-d~ro~~:~·a·:··:.4:·~-~-- 1e obtuvieron tr-acciones de 

11 gotas {apro>f"';, o·.s -- ml) cada fracción. con una bomba 

pe~istal~ica LKB-·a. una velocidad de 50 oulsos/min como se 

ilustra en la Figura l. El sistema ~ara obtener las 

fracciones fue montado con ~ucho cuidado para no perturbar 

el gradiente de densidad formado. Las densidades en ~l 

gradiente fueron obtenidas con los marcadores de densidad. 

Las fracciones así obtenidas fueror. guardadas en 

con9elac1ón a -20•C para el ensaye en:imatico posterior de 9-

HexosaminidaSa. 

6.5 Ensayo enziaatico de p-Hexo3a.inidasa. 

Como marcador lisosomal tue utili:ado el ensayo de la 

en:l.ma ~-Hexosam1nidasa, se9Ún L1ppincott t.33), para cada 

fracc1ó'n obter11da del tracc1onamientc subcf!lular. 

Se incubaron 33 ~l ja cada tracción c~n 66 ~l del 

sustrato a.-Met1l tJmbelifer1l-N-Acetil-B-O Glucos&.minida 5 mM 

(Sigma·) pH a. • ..s., conteniendo ácido c{trico 12 mM y 2C•mM de-



Tubo de referencia 
con marcadores de 
densidad 

Tubo con 
muestra 

Capilar 

Bomba 
Peristáltica 

Recolección de 
fracciones 
de 0.5 ml 

Figura 1 • Sistema para la recolección de fracciones de los gradient:es de 
densidades de Percoll. 



Na2HP04, a 37•c durante 30 min. El blanco con ácido cítrico 

12 mM, 20mM /~e·:Na~~p9~·_,··:,7_5.;m~\Ae NaCl , 0.1% de BSA (Albúmina 

Se rica Bovina) ~ s'i~~~ - y o:u de tri ton (Sigma"> 
·.:''-·.·:·,,;·"·.:.,--.:.'.e'.,·-' 

inc~bado .. :(3~-··~\)'.· i.:~~.·~:Í~~-n·~~}·. ~·~~'.~ 66. Jll de .sustrato. 

fue 

DeSpU'{$': .. ~-~~ · /l';i .:_.-·¡-,:¡:~~¿:~~/?~ ~:a-,37•c la reacción se 

c:on 1 ~3 m~:-/~.:~b~, ·':':.;~~,~~r~~~:?~-~--~:(~§i_'c[~·- ~m.ort·iquadora de 

detuvo 

gl ic:ina-

carbonatos a pH 1o;~:f (2'1)1h, dé ;glicina Bio°'."Rad , 

de Na2C03 Y .. 7·~.i/í d~,N~~~; ·_;;¿;,¿: 
Las_,. __ muestras· .de"~ 'lo~ tubos. fuer'.~,~~., 

~sp-ectr:~·f:l.lJDf"_~-~·é.t'ro Aminco-S:owman- O ('.l'erki_,n (·i.cii~~~-\~;:5·,. 

nm d.e·-excitación y J4a nm de emisio'~ --e~Pi·e-~""n·;~ro·:_~~-ri'~? ce1da de 
•;';;,: 

cuarzo. Los ensayos fueron por· triplic:ado para·_.C.ada". traé:ción. 

En ensayo5 poster-1ores, las - longi_tud_~s-_:,_<f:~· onda de 

excitación y emisión fueron _cambiadas de-·360144·9,;a 359/446 nm 

después de obter1er los espectros de e"xi:it,~C~;f~. ·~~-:~nlis~ón. de 

en un 

e5oec trof luo r·ome tro Perkir1 Elmer LS-'5. Este e5tándar-

c:orres~onde al ·p··oducto de la deqradaciÓn de) -sustrato por la. 

enzima. 

6.6 Obtención del extracto an~igenico de "· tuberculosis 

La c:epa H37Rv de Mycobacte .. ·ium tuberculos15, obtenida de 

la ~scuela. Nac:ional de Ciencias B1olog1cas del Instituto 

Politec:n1co ~ac:ional. fye sembrad~ en matrac:~s d~ 250 ml 

c:onteniendo 100 ml de medio PBY <Proskawer-Beck-Voumans) -ver 
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apénd~c:e- y mant~i'lida a. 37°C. ·~lcan:o::ada .. l~. fase estaC:iar1aria. 

de crecimieneo·.-esto es. cüando ia SU'perfic\.·~ del medio de 

cultivo lÍqui<1~ estuvo éomp~:·t.?.Z~~i\,ii1·:~~~ por .l~ masa 

l>acterian;.::,; l;s ~edf~{d; d1ti,¡o. fué;::óro ~~par¡¡dos de la 

masa.· b3~t¡i~fan~ .a ~i~v~~'> ·;i~;c¡,~;!iti·~~~c;'~ha'~n1~.R ¡¡3>;] ·por 

ti 1 traci enes· :S~:C~\í~~-~.\?~.~:-y,tJ~i-~~~~:-~-~~:;~~-~ªf:-~.~~~-~\~·'?-~f·~~r: ;--~~i1·1 i'?_º~.e 
de .o ;.i5 .v.· •);~2 µm; '1:~~ ~~o,t~{na~c:::{~C:¿cf~;~fh;~~·~~:Ci~ -es ·. <ieci r 
i·o s : me.di os .. · dé (C-~:1 t·i~~,,~ ·¡·¡~:;-~~~~t~~:~-~~i~;~~~f:~~;i·:~!-5~~~'.-~:; ~~~~~ ~ ·t··i~:~n 

con (NH<1:Í2 S04 :a~·UO}' ctiii2~ri~~~~i~~ d¡~~;;<fa g;} m~' d~ filtrado, 
-,,.,·,·p;··.-.•;-• e,-,.':"'2~\--'.'._:~_··,~-~·. •,•,,~~:;;''.'-;-~·.'.::_··.;::; -,:;:,·&~1.;:;:: •".""~''' • 

y a temp'ef».átU+:a .~: de\.4~.c)·d~r.ante~:~~3-q· '~fn\{tOS: ,'C:árí· :_·:a-gL~-ac-foTl 

const ... nte ,-- Él ;t;cípí ~~'~'é~'~ disoÍ"¿{ó· en 'f>ss o;O!' M 'PH 7;2 

cori 0:2. mg/ml .di. ~.luorur~ dé i~~Ú ::..~eúf 2sui~~~¿o <PMsF) 

~ Si9_in~~>:-- ,----- ~;;no :<~~-~-ii}d~~/~~. de.:~.-~:[~·~'.~~~.-~~~~~~ -·'º>'·E1, :·. -~-Xt~aCt-o 
. . 'º··'---'· 

ant Í-q~f. fc:;·:··~-5 { ··cb't-·e-n· i d-0·- · 5--'e _.-\i_"i a-}'f z·-;~;_e:~:t e~-~·¡y~~~~t-~:',-é-On t.r-~:-_ PBS 

a .t~c., _'~li~~~n-~-~d~·._-'·is~ el ·:·é·Xce·-s·a:.,'ct~ ;~;~·'.;~j~~{~>á~'.:··~;~:º·~~¡·-~--~··. 
La ·-d~~~-e~t;~:ac;{?O~'.' de /;.~~:~:~:.í~-~-~: ---;~'~_.;:;ct.~-~~-~~il-1·6~-~-:~º~ :,.'~:~--método 

de .LoW~y ._<~~-):! .. ~~-.c~j~·~-.t~~~~,~~~~}:·~·;:~ii-~~'.::::~-C~-~·~~,t~~c:id'~ de.·b· mglml. 

el e>ttrai:to .añji;fé··n·i.~,~\~~-~~/~f~ic·~·ió\.;f·~-n-~iícuotas. de 2 ml v se 

9uar·do... en 1Jn·\ iJl tr-'-a'C"oñ·g·e·fa·dQf.: ,:R,~~~º". <Temp. -70ºC) hasta el 

momento de .Si.e ~:~·~.g: .. ~;;~;.:~-:~~:>_': 
. -·: .. ~~:.: ; ......... : .::'.·,""' 

'3······· 

:. .·,-.~.; ,~,'J// 
6. 7 Obte!lci~n·:«'-.d~~ ~ sueT·o. hiperinmune anti ~ tuberculosis 

; ~.::¡.: , . ,. ~e~.: 

: ; ,·\:·'.·_.;.
.Ei, su·er·a· hiµerinm•Jne usacto en la IET se otit•Jvo 

lnstitut~~::~:~~~~~~:. de Enfermedades 

en el 

Res¡:•tr-ator:.as. come. a 

::;1 



Cuatro conejos adul t.os Nueva Zelanda fueron 
,, 

"' 

inmuni:ados por.V-i·a,' if..tr:amus2tii ar< con··una mezcla de 3 mg de 

tuberculosis· cepa H37Rv), ,ml 

adyuv~n.te ~-· üna a la semana --durante seis semanas. 

Después ·~e eSte tiempo los conejos fueron sangrados de las 

oreJas y se de:téf.fni~Ó el titulo de anticuerpos po.r- ·el método· 

de E LISA, cons1derar1dose como adecuadas los titulas 

s~periof.eS~a ·t/4000. y en los casos en_ que_ tue_i:-_or1 menore_S .·fue 

necesa-rio reinmunizar. 

Los sueros fueron guardados en alicuo~as de ~· ml a -20° 

c. 

6.8 Exoeriaentos de procesaaiento de antígeno_s 

Para cada tiempo probado (0, 20, 40. 120 y 240 min) 

se utili=aron 1 o 2 caJas de cult1vo de 75 cm2 con 15 o 30 

millones Je ¿élula~ J774 respectivamente. 

Antes de iniciar los experimentos de procesamiento de 

Ag 1 s, la~ células fueron incubadas durante 2 horas en OMEM 

sin SFB {$ ml/caja) a ~7ºC y 5% de C02. Se agregaron 0.66 ml 

de extracto antigenico de !:1.:. tuberculosis a cada caja 

coocentracion final de 500 .Llg/ml) 1 y se incubaron a 37°C y 

$% de C02 durante 3(1 m1nutos. Las células control fueron 

incuoadas sin extracto antigen1co 

Oespué~ de los ~O minutos de 1nc~baci6n inicial, por un 

lado se tomaron las c€lulas a tiem?o O Ct 0 1 ) y se lavaron 
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con SIS coro teniendo·: -·NH4 CL -10 mM para romperlas; por 
- _. -._ -.- ' -'_o 

o-tro ·' la-do>-la.s-,'Otra·~-~-'c:aj a·s . tuer-on ·sacadas- de la fpcUbadora 

se : ~·-1 ~-~.i~ó';'.e~_\m_·~-d~·,;.~:: .. -~:~·~ ~-,~~--_:¿él·~-~as,.-~~- t"avar·o·n ._ .. , vecé's 
y 

con 

DMEM ;,.sin'·sÍ='a.·r.1:':antibioticos,: y 0 se les vo'1vf;, a;agrega~ a ml 
- ~" ;-"!- ,' :::;~·-:.-:,:;- - ."-' 

·~;~¡;~,j~1~~i~i¡1i~l~~i~Iif ~t:~i:~!::,~~ 
20,_ ·~o;:/120:y 240cininutos ; 0 'parayrac~ionami e~to ··subcelular. 

La-~~ -~ ~~ ~-i-~ -~·;: 2'~~~;~ t~'{;;~;~,~~~-~~~~-i~~~~~~:~~~~~t~-~i; {~~it'{~~-~"~ -~- -~i t i mo ti e mp o 
~----• . '' .. __ .... ,,.,.-,,,-~~-,.;;-;;·~·-= --'-..:,-,";--·':.·.:. 

-de · .i ~~ Jb·~~\ ~ri ::~~;-~-7~~-~~~:~r!:~~~~;fJ~~f~~~~'~j~:t"+~~'?f~~~-~:~~~~~~~:-~~,~--· 
Para.·· traccio?l_ar'~e~.~::.·1:~~-~.t:1~i:"~''f:{~f;~''i~vadas 2 veces 

con -10 . ml de 'SIS"éonténfen~~c.,_~,;R¡_;,;'s:iJt_tf~~ ºe~- 10. mM como 

ir.hibidor··de .las .;~~1nia~~;iE~~.~:~~~!~;:I;/~J,{'\:~3i'f; El ~1~i-uro de 

amonio alcal.iniza··:fo''S-;fiSD.S"Offias:·:," :s:~f~""t/ib'i~ri'~{~.·:~~de este' modo la 

activi~ad •ie la~ ~;{~;~¡_~~:,á?i~;¿;¡i¡~~~>},;J~C:i:~_na~ a '1~ pH a'cido; 

de este modo se ~ud~·~~~~~~~fi\~~f,~ '\~~·rn'~}rn.:t.{;., ia· proteo1isis 

de ant(9eno~,;mi~1°,'b±~~~i'~t~8~si'.;i\~~ ;'§',¡~;.e·· 
Sobré un t•r,cer.:. lavado·.-·cte·;,.1~;.':.d :-'-<1e:':s,~s¡C:on ,_NH4 Cl; '1as 

céloJlas .tu~~~~, .·~!f;;~~~f ~};,,'·1.tt;·ti,~Mftf~ .. ¡{~;·xn < 9"".darme Y 

tr·ánsferid~~j ~- uro:,tubo:~~nico\de/15:ml.i/.~1!•.centr.i tugaroro " 

700 9 y :4~¿;;i~'1.~t*!~~-r!:J:7~~~:f · · ·· · ·· '~·-, 
El -~01~p· tmré·;~'t-o::;.'-i de:.;_-1 as,.'ce l u :c_abO -. como se 

describe. en :~·~ :;'J2§'N:'iji~;\~{ •: _ , .. émbolo •iel 

homo9enei=ador'•. a ;::J~':··i~fr~{~~~ \r~.1o'r:.idad variable (Wt.eaton 

over-t1ead ~til"'r-el--Y'.:~~'.:;•~Oa''·.-Y'elOc'id.9.d:.de·: J•5, y· mantenien•jo la 
. -- "\'.'·;.' . 

-. -, ' :_; ~- :·. ·- . .. _: ~ , 

tem~er-atur~~- ~or1St~'nt·~.-C'~'ri·, úr.'a.~e~:éi~-· de·_:l"liel_o, agua y sal. 



El fraccionaniento su~celular se_ llev~ a cabo como se 

4escr·ibe en_ la._misma· Seccion 6.4 , colocando un colchón de 

sacar-osa. 2.5 ~:···en.(e1 :fondo de lo~ tubos par·a. centrifugar-. 

excep~o 

fue~on guardadas a -20ºC para 

El-~procedimiento de estos experimentos se muestra en -la 

figura-~ • 

6.9 DeteCciÓn de ant{genos de 1:1.:. tuberculosis en lisosomas de 

células J774 por Inmunoelectrotransferencia. 

6.9.1 Preparación de las aueStras 

Se tomaron las tracciones subcelul~res ·1, 2 y. 3 ~e los 

exper·imentos de pr·ocesamiento de ant(9enos (célul~.s··~C~~itral',':·. 

tiempo O, tiempc 20', tiempo 40•, tiempo 120.' y tiemP~-- '246')·, 

correspóndie~tes a la tracción lisosomal, y se _ dial i :ar·a·n 

extensivamente contra •Jna soluciÓr1 amortiguadora 'de 

Tr-is-HCl 0.05 M CpH 6.S)a 4ºC y con agitación cor1stante, 

empleando membrana par·a -diálisis Spect_ra:por· (Spectrum Mt?ciical 

Industries, u.s.A.) que retiene moleculas de ~eso molecular 

mavor de 12 000 daltons. Así se eliminó el exc.eso de sacarosa 

en las muestras. 

Oespui5 de dializadas, !~s. muestras con lisosomas fueron 

ero baño Mar-Ía con ma::cla digestora para 

elect~otoresis durante 5 min. La me:cla digestora o cocktail 
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1 
1 

1 

1 
1 

L 

15 X 106 CELllLAS 
J774 POR CAJA 

2h ~ 

8 m.l DE DllEM SIN SFll 

~ ~ 500 ug/ml DE EXTRACTO 
e--~---- - A.\"TlGENICO DE r· n..:. tuberculosis 

JO min , J7°C , ;: co, 1 ~ 
----.... ~C~EL~U~ll.A-S~A~ 

t.A\'AR r.o:; 0}!E.'!. SIX SfB TIEMPO o• 
:! X 10 ol 

lSCUBAClOS co~ a ml DE O!'!EM SlS SFB 
CINF.TtCA A TIE.'1POS: 3i~C , 5% C02 
ZO • 40 • l:?O , y 2.!.0.cin 

~~-------------------~-----. 
~U~\~'AR-C~O,~'-SA-CA-RO-SA-0~.2~;~~.-c-os-.,-.H4-Cl~l~O-~--. 1 

l :<· 10 1111 

DESPEGAR CEi..l'L\S SOBRE SACAROSA O. 25 !'! 
cm: ~iHt.Cl 10 ::i.'1 

CESTRlft.:GAR A 100 i; ID' ---,.SOBRE!':.\DAS!E 

RESUSPEXDER PAO!ETE CELL'l.AR °' l S:l 'Ll~IXA ~ 
DE SACAROSA O. 25 ~ CDS SH.:.Cl ---..... O~OGENEIZACION. A 

O - 60 i DE LISIS ...----
.----- lcutRIFTGAR A ;'QQ ~ 10' 1 

r,"'-o"'B"'RE"'s""AD'°'•"":n"°'::,....,., 
SE HCL'PERA R.ESl'SPE:;nER t' .. \Ql'ETE CELt1...AR r:; 500 ul 

DF. SACAiHlSA 0.25 ~ COS SH4Cl 

1 CEXTRI tTGAR A ;"00 ~ 1i:j -............_ 
~ --......... PAQl:ETE CELULAR 

SOBRESADA.\TE 2 SE 1 SE ELI~INA 
si:cr i:BA 

~---¡ 

~-soSRESADA-'!ES POSTXUCLEARES (1+2) 

SIS ;o::. J_?ERCOtt JO: 

4ºC 
- COLCHOS DE SACAROSA :! • 5 M 

CESTRIFCGACIOS A :!O 000 g POR 90' 
L.....:,;=.:.;,;.:..:,.:.;,;.;,;,,:""-c...,;;,,--':'-"::"'-=---='- - - - - - - -

GL'ARDAR FRACCIOSES DE 0.5 el A -.!o•c 

FIGURA .! • Diagrama de flujo de los experimentos de Procesamiento de 
Antígenos. 
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para electroforesis .•e J•_reparo con .Tris-HCl 0.125 M (pH 0>.'3), 

sos 411• 2-Mercaptoetariol 111 . y azul de 

_N~evamente lasimuest~as se guardaron a 

-2o•c para la !ET. 

6.9.2 Electroforesis en geles de poliacrila.ida en ~resencia 

de dodecil sulfato de sodio en un sisteaa discontinuo. 

El sistema discor1tin1Jo consiste en dos •]eles con 

diferente concentración , de Po~iacrilamida. La m1Jestra se 

concentra de pasar ?Of' el gel . -gel 
-. ·. . 

se- s·epar·~'' eY:l--)~1-' g~i~ íriterior 
' ., ,,.~}- o=-~~=--'' 

obteni endcs·e·· •Jna: ~~j' ~"~::.-d·e·f i~-1;i~~lón:-_di; b~-;;~-a-~·:<(37)';-,- .:-;-

·Er1 · un ·<·m·~~)~~\ _ _'~¡:~·~sa:~o se --~~:~~~-~~·ron con ;:~~9{~-~cici'n 
co.r1sta,·,'te :_y ~t: va·é:[o, lcis':s¡J~ie-~,\-e·s-~ so.l~_C}_-Ones;:Pª_fa _pre.?arar 

el gel 

M 

Volwaen (ml) 

11. 7 

-a.e 

0.35 

14.(t 

0.3 

0.01 



las placa de vi dr-io de 16 X 20 cm (con s.eparadores de 1.5 

mm) de •Jn cámara - Paia 

Sol. 

Sol. 

SOS al 10% 

Agua •ie~ti lada 

Persulfato de 

TEMED 

Volumen (al) 

0.78 

1.5 

0.06 

3.b 

0.03 

9.003 

La me:cla se vi~ti6 raoidamente sobre el gel separador, 

evitando la formación de burbujas, y se deJÓ polimer·i:ar por 

.30 minutos. Al cabo de este tiempo se eliminó e) exceso de 

a9ua, deJando secos los ca~riles formados y _quedando listo 

J:iara la c:olocaciór1 de las muestras. 

·se descongelar·on las fracciones lisosomales de las 

cé'l1Jlas de la linea J774 v se centrif119aron•a 13000 RPM por S 

m1n en ·IJna microcentrifu9a Beckman. Se colocaron 250 ,1.11 del 



sobrenadan te de cada muestra P.º~; - c:ar-ri 1, en e 1 gel 

concentrador, y '25 ~i. ·del -ext-raCtO antiqenicc:> de !:!.:. 

tuberculosis o·~~Vi·¡~~ri-t"e ~ ... · her.v.ido · p_or .. _ ~-5~:·· mfn; .en·- me=cla' 

digestora 1-el.ac:'iÓ~··J.~·~ {\),f:-~o,l). 
En otrO:. ·~a!~.~{·l;:\ii~:~<~,Ü~:'~::'.:'.~ha!;::·iJ..Í~Ü~·~~::·,d:~:-.; i~ .:.~~·mei~1'a de 

mar-cador-es <<t~-··:· ; ~:~~:-J:>;-~r:·m~·i_~-~·µ·iar :-:·\~:O~~-~~\ ,;.'..:Q·~~-gma).: para 

el ec:tro fo r·e ~-~-r~<::.;-~: :i'~Ó··;~\~~·-~::-~·~;~·~~:'~;1~:'.~,· ·¡i~~~;~~-:i~·e·;;~~>: {~:- -.~sigui entes 
·,-' ~-::-. . -:,!,-:; ~'¿ ?~;. , 

marcador-e-s ~p"\~@ t'efitdO!~-._;~-,~-~t-;:::~:-~-~-\ --~·" 

Proteína 
• -~>'.\_· .. /~ :.:_,_~:- ''3~: .. 

'.·;-~_c·,_,o;io";~~:·~-~ o-'-i--~ 00 = 

1.- Trios~-f~s·t-~t·~-~-;'.I·~:-~-;~-~·aSa 
(de múscl.llo de··--c'Ohe.fó)'-

2. - Dé st.Td;~·;_~~~:~_}~.· ~'r~(~Í"~:~·:_. 
<de mu"'si:•Jlc(a,~--cor1e·j-(i)_ ---. 

- ~'-

.., .. - Fuma rasa 
(de cor·a-~ón d~ .. ccerdo) 

.J..- Pi. ·uva to Kina!a 
(d.e mr:i.sculo" ·~e- pOllo.) 

5 .. ~ Fructosa-6-Fosfato Kinasa 
(de mdsculo de conejo) 

6.- B-Gal~ctosidasa 

(de Esc:tn,richia ~) 

7.- OC.2-Macroglobulina 
(de plasma humano) 

P .... Aproximado 

26 600 

36 500 

48 500 

58 ººº 
84 000 

116 000 

180 ººº 

Una ve;: que se_ mo1-._tó el aparata·~·'../ la,'ele·Ctr-otOres·is . se 
~--·. - . ·:., .' ' . 

llevó -a cat.o ~pl ican.~o •.ma. corr·ierite co~~\:a_~te· '"·'de· 30 mA 

l ·;• I durante 

cor1stante cor1 

de 

-· .s·. l"\oras y _ ·manteni~ndo ··.la. :,._tempera.tura 
·. :\ :.~-::. :) .. : .. 

· •.m. b.itño·-. e11"tr-iador- ~-'.cri~~A·~-.,-.;-, ~ce.~tro-·· de 

s"olución 
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·11 •. sos al a. y el pl:f. es de a.3 

!:-·: ·.· ,.<·.·_ :·' 
D-e~P.~és de fa electrofor·esis los qeles fueron sepai:-ados-

de las placas de-vidrio y se cortaron carrlles con extracto 

antigenico de tuberculas1s para tefii~lo~ con A%ul de 
. ')".;': -·~. "',·.: -. -_;. ·:··." 

Coomassie y ver el patron electroforet'i~a·:.:_d·e-:·i=!~'_~·ho:; e~~~~ . .a·c~o.· 

g~ 1 es tue ron c:o l Oc: ad o s·--e·n~---;j~-~~-~:,:~e-:~:¡~:{;;~·i·¡:j~:;c·~-~-;~ .~na_ 

soluci Ón_ al 0.1:.1Z% de ~zul. ~e ·coo~á~~cj'.~:~~- ::,·¿~~:ti~~~~-~-~~:~~et_~nol 
ácido .!c:étic:o al' 10% -- -~--:~.-~-:-~~;_::~~¡i~;~~~'.~:~~~I!;·~~i:~->~:ó:l-~ci-oñ 

Los 

al 50% y 

proteínas fueron visibles. 

control para iO_s ·,geles de_spu~s de la . t.ránsferencia a la 

membrana de nitrocelulosa. 

6.9.4 Inmunoelectrotransferencia 

Al te'rmino de la electroforesis los geleii t•Jeron 

c:olo~ados en un recipient~ con sol. a111ortiguadora de 

transferencia CTris 0.025 M Glici~a 0.192 M y Metano! al 

:0%) cturante 30 minutos. En el mismo recipiente se colocaron 
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ANODO (+) 

FIBRA SCOTCH 

PAPEL FILTRO 

MEMBRANA DE NITROCELULOSA 

PZZZZZZ/J GE!. DE POLIACRILAllIDA 

PAPEL FILTRO 

FIBRA SCOTCB 

CATODO (-)-

Figura 3 . Diagrama de la cámara para transferir prote!nas del Gel 
de Poliacrilamida a la Membrana de Nitrocelulosa. 



. '• ..... 

de metanol y se muelo' con.~º .ml de.f>E.s/0.0111 {'100 µl .de 

H202 a.l 30Z. Las tiras se• Ín.:~b.;~o~·.e~~e'.s~~;.;,e':ic1~ •• ~tre 10 Y' 
60 min ~ast~-, -~-~~~-:T~~-: ~~n;~·s·~··c?-1"~:-~~;·~·~~~,-~:~~~;~~,;~~k-~~6~~;;~~~i~_ibi"es. 

_, .. · :~>- · -<· _. _:, ·-. -·e-_:>-\'.:.-.:-._,:;·::.<)~;.-;··'.~ ~~:;·/'_"·!·pr.~-~;.'X:~i~. :~ .. ~D:S\-\}i./:\·--:,!;J·. ~ .- ·. 
Una ve:. que·'. apar:.ec i eron.~-las-.~ baJ1 ~as·,_1,"...·;1as:~:-t.i ras\:tueron:-'.lavadas 

"·-·:~t-.:· ;,· ..... ;¡, 1 ' J•(:' 1 ""' • • "? •"<:'j~-- .:_'.' \>·: .. ~ 

una ve: . cO:n··;_::. 1·.PB·s~:-~l-:~y>~ciri~;~'.l~a:q_~-~;r> ~-~hif·~--~-,~~·:. -"~;dü·ra~1t"e >-~,1°:. hC'-ra ~ 

9 uardándose:·,';,¡,;~,.;'j~~;r.o~~·~~'.il·~~.·:-~i:~~tt~~;'.·p:,:~:,'.[ ~;a\;~~;iitiar .. e 

des-pué.•.-~.-.-:· " .. · ';_::.:·:,, '.:.~:-~ ·:_:);,~g:·..::,:···""· e·~.:.-~::~-~:~~;~.·._-_:_;_:.' :\'::··.:·- -
· - .. t:'\~1;~~ »/<~! ,:(~L·'" ._, i-._~·~'}. ,-; 

la~ :;ti{¿ri\i'.~'~;;,. i:á~-~~:.~: 'f~~.-~,ri~'é le·~~,~~-t'r:~·~¡~f_~e;·e~~-i~·-·: .o 'Western 
·'·~.f e, ' ,_' 

Blotting se.' reS_.~!t\e~/:~ñ ~i>:di~gr-am.a 'cte- fluj:o ~e la' siguíente 

_t')oj_c!. ~-



tu.t:.er-culosis 

·:·. 

Todas los pasos se llevan a .. ca.b~/·S«t'~.i:n-p,~'~a·;:~~~-~---· a.rilbit!nte, 
menos q1e se espec1f1que otra cosa 

L- Bloquear- las t1ras-."de nitroceiU10Sá eón ·ssA al 
PBS-Tween 20 0.1% toda la noche 

¡ 
2. - Lavar S x 10 minutos con PBS-Tw_e_e.n 20 ·0.-1% 

¡ 
3.- lr1c•.1bar con 
eri PBS-Tween 20 

i 
4.- R•pri".' 2 

5.- Incubar con 
en PBS-Tween 20 O. 

6.- Replir- 2 

i 
7.- Repetir 

a 

en 

i s.- Vis•Jali:ar bandas incUbando con: 50 mi" de PBS + '10 ml -de 
metanol + 30 mo de o-Cloronaftol + 100 ul ~e H202. al 30~. 
di.trante 10 a 60 ~inutos. · · -
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7 RESULTADOS 

7.1 F~accionamiento subcelular 

paT>a el tr-acc1onamiercto subcelular .~uvief'o.n.· ··pfr·:-:~~f"~n~Íi-dád 

estaT1da~i:ar- las mismas par·a obtener-.·ia:.~;:~;~-¿¿·i:6~'.~;{i.'~··as;f~1 de 

las c;lulas J774~ '~--".·'<~"~ -'::~~;:{~\~~~r~~i~~:~:~~'A'·U:'~·/_;_.·· - .,-_, 

como marc:ador limo~~ÜZ~~.~~;~'.¿K~~J~\<;~~~.~;~. :,,X~atic~. 
par-a la_ activida~~ de ,~~H-exo-s·~mtri'fdáS -~-:~:E_-1i~-~-~~:~~-~~6}~~~-~--~ h·iZo 

1 ~5 f ~ac:ci on: ~ ·.~:'";~.~.~~-.~.·~~.·: .. ~.~.·~.~.·.-5~.',"~; ... ·,,.' ,+:~~~~~~~-k~~~.·:,,:--~~.:,n __ :_ d~l-.-°' 
- . ~ •. ·.;:,/:__v.;··-~-. ., __ 

para 
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Gráfica 1 . Ensayo enzimático para las fracciones subcelulares de la línea 
J774 • obtenidas de un gradiente de densidad. Excitación a 360 nm, Emisión 
a 448 nm . Ensayo con 15 millones de células. Centrifugación a 20 OGO RPM 
(43 000 g) por 75 min. 
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con valor de 1.4 de Intensidad Relativa de Fluorescencia 

CIRF) en la fracción ·t. se ya';i~cr~mentando paulatinamente 

1"1asta alcan:ar·>sü valDr-.· m·áxima· de 12. 7 de IRF en la fracción 
. '• . ' . ' 

12 v c:on una. dei:1S'1dad:· ap~·oxfmad~ '.de -:-1':95 ·o~spués de este 

ma."'Ximo;'- /en 
- :·· .. 

·paula ti r1amente·,.-

- ';_,:·· 

g~ene{'al ·,··.,·.; 1:a:·.:·::: :~--~~·t·i'.~f~:(~:d · ··.enzimatic:a 
>'<'·:_·' 

~·tru-~·.t~~·.3'.n·d~·;:: ·~ent're: ·varor:es.: i~·::s··v 10 de 

cae 

IRF, 

br-usca 

de IRF 

~~':imatica. ero 

es'tcl -.: )('e~-:_,:o¡-a·s~~;;fem~~:.'~-qr:-áffC'~St~.~~~~~~T(~~~L·~-~:ó~édio;. de _-3 lecturas 
\- ,.: _. 

en e 1 9Sp-eC:¿t-f.;0
1

fti it'o~r0fri.~'t-r'~~:~:_"~'~haf:·~·de_~-Sci\f.3d ~es· eliPre sacta si empre 

en 9/ml •. ·.· ·.·· <~ F.t; ~)- 'Y: .·.~' · , 
- - E~ l_a·.~\·'~ti~C:~ 2!:s·e ~~:r~~·~~h_t_an~ot-ros ~_os ensayos para 

He:-:osaminidasa.· _:~~" ~·"J:".'.p'·~¡~~,;~···~'e el1os se obtvo. un 75% de 

lisis cel\1.~ar- con· SS golpes del émbolo en el homogeneizador. 

En el ensayo enzifflatico par-a las fracciones de este 

exper-imento • no se ye un pico-bien_ definido en la 

actividad enZimati~a; iniciando con· un valor de 25 de !RF en 
. . 

la fraccion la actividad se ·va incrementando al ir 

bajancto la densidad en el .gr~diente, hasta llegar a su máximo 

en la fracción 11 _(~°'~risi_~-ª''~~-~~ -~l~~q~:p __ con una lectura de 320 

de IRF. A partir de .a_qu{, ·1a aC:tividad comienza a decaer 

nasta alcanzar valores de ~ntre 250 y 300 de IRF en las 

tracciones más llgeras del gradiente (fracciones 13 a 21). 

En el se9undo ensayo sa obtuvo un 25% de lisis celular 

rompiendo con 17 golpes del e·mbolo ~11 el r1omo9eneizadcr. La 

•3r-áfi::a del ensayo en::1matico de este extierimento ( + 
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Gráfica 2 . Ensayo enzimático para las fracciones subcelulares de la línea 
J774 1 obtenidS.s .de un gradiente de densidad. Excitación a 360 nm, Emisión 
a 448 nm . Experimento con 15 millones de células. Centrifugación a 20 000 
RPM (43 000 g) por 75 min. 

e ACTIVIDAD ENZIMATICA CON 7 5% DE LISIS 

+ACTIVIDAD ENZIMATICA CON 25% DE LISIS 

0 GRADIENTE DE DENSIDAD 
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tampoco present~ un pico bien definido. La actividad 

enzimatica ;que . inicia' con ~~.··-.~~lar-'. ,{e_-·~5 -_-de iRr·:-~ se 

·inc:remerytando ?,Óc:~ á po¿ al,:r iHs~in~~end~ la. d~~sidad 
va 

en 

e'l gr·a·d~·~-~-~~~\ ·, __ -~::·ha~~~ ~fJ:e ª~~~~~~~~'.~~:.~-~-·-~-~~'~:~O:~ ·.:é·:~~" :la_ :f:r~~b~i cfO: 13 

c:on · .;,; \a1or ~~<100 ~:e:d~\fi.io~~Fe,~¿·i:<>?:~i~F)c;~\i ~~~~";~!<! de 

1.0dó •.. A pá.i'-J~; de este\iaÍ.~r Í.a acti;;ítct~'d;d~s'cí~~d~ i't~~~{a 
.·." :, -.:.·-} _..,, ·,·., ·: ·[.~,; : :! . . .. --

'•·val ore·s -de' f iúor·e_s-ée.!'1é·ía:~',::c::~~ffi~'á·(abie~~)- _co,~-~---- -~~s " 

trac:c:iones, aírededo'if;,¡~tt·;{~·ctii;rR~.~,; ··.o '~.· •.. · ·· 
aleara zar 
prim~ras 

. Coro \a, !inál~f~~i~d~~:~~j~r~;; i~~ .·c:oro~ic:\.ines: del 

frac:crOnami'.~r.:t~ ~-/~'{-subCe:1úi·á.r\~:, .+,P.ªT:~-'=-: ~-~t~·n~~r. ·-:_\11-ia .. -.~ t~:aci:--iO~ 
"- -"~~ . ~.,_;::_;";",e'-"-'--. __ ,"';, .. · , . 

l i.sos:o-m~{·::, ~má~\::-.p'~~:~ ·,~~~~·ti;::-i-~-~?~~~;~~~-¿º~-~rit~-f-i·ci-;~~s~--·¿Graf_ié:a~ -.,1-·~ 
; ~;' .,__ o 

Y. 2), se ;h-_iC'i'eT-~'ri::/p=r~ue·~,~~".:par:a:¡~-l_.~ ,f~;.m~~i~r. cte1 ·iradi:·ent~ de 

·den·s ·t da~e·~:-~h·~·:r~:ó~2cti~t:~~~·~ ~;i~:-:~~~ i ~:A~,~-~d~ ~:: de _·,·~·~n~:~}/~,9~~c ... i-~~ ~: .-

- -L~·~·.~. :-.-~~~i:.:¡;:~~!:~,~~-~3\~~,~;4'::·2ti-~~~:~·~rid~n·,~·:~ .~ ~·-~~t'~~~·· '¡:'e:n\-~yJJ'~·_:_: -~ie 
centr\'f·t\~-~é:-·¡:·~~: · ~~:~:-:,::.~~(f~'~·~_·r.·t~.·~'._)~fih'~-:i·~a·~~-,s ;):·i~~~-,~~-· . p~ra. ·:·la-'. 

tormác:1on aeÚ~i9~¿~¡en~~e,s,f;?''~;•. ·• •' .. '··•·.•·····.'. ( ·<.''·,· 
En· los''grá.:~(;,;'.~~:;;;dé:.·105; ~~~i~~. c:o[res~on,dient~~ ª'las 

~· 

graf ·ica·s 0• t ·: y:·--·::~·;".;s·~··.--Y.~\.,i.i~.º:'Cá.mb"i-C(.:d·,i.~\~~n·_di~nte _mu\Í-.-bru·s"c:o- entre-

las densidá.d~~··}~·t:a~·;;y •1'.óú, ló que podr'{a· influí.; eri 

e~casa -~:~-f i'~~i~};{;(':\~~:¡~~-~:~'.~-~~:::~~~·Í·~:-~~~cador l i so·soma1. -~~~ _~_; Pº'. ._ 

esto ~u{enro~i\é!':.#~Z de ~:n{,-iruga~iiSn· de l~s ~~a~\~¿¡s.3.Y 
.l .se. ~:~~-d_i~~:·.· _ _-Í~-~~~~~~'~á~:i.-~~~~-~~/~~·e~e~ -~~s ~·i d·os;;~-ma·fc:'adO}éS~- Cle ~, 
oen 5 i dad ( i .. 07:' :· Y'' i .. ·os2)--= ·c·omo :, c:r:ft ei-:'i'.~ ·. iie_.' i{~;¿.~~ii~/~N~:e:{~ las.: 

_,. >··:_·.'-....:.:.-:· -·:· , .. ,'.i 

condic:iOnes de. ,·::ie:~~~'r}',-f;.~,g~{fó~.;·-- para.-·-.¡-~--~- .::~>>si9í.fientes 

e:!p1:r-imento-s.~ Los ~iñ.dientes s_e .. Con:'par.a_n ·en .. ,1I',-:.~.:~~-~--~:-·1~ 
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Gráfica 3 . Ensayos de Centrifugación de una solución de Percoll al 30% 
y Sacarosa O. 25 t.. al 70% 

e CENTRIFUGACION A 20 000 RPM (43 000 g) POR 75 min 

+ CENTRlFUGACION A 17 500 RPM (35 000 g) POR 75 min 
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Gráfica 4 . Ensayos de Centrifugación de una solución de Percoll 
al JO% y Sacarosa O. 25 11 al 70%. 

ecENtRlFUGAClON A lJ 500 RPM (20 000 g) POR 90 min 

+cENtRlFUGAClON A 13 500 RPM (20 ººº g) POR 75 min 



20 000 RPM 17 500 RPM 13 500 RPM 13 500 RPM 
75 mir1utos 75 minutos 90 minutos 75 minutos 

FCR 43 ººº q ::s ººº g 
20 000 g 20 ººº g 

Dif. o.eo ml 0.9(1 ml 5.60 ml 4.80 ml 

Tabla 1. Comparación de los qradientes de densidades de las 

graficas 3 y 4 seg1:lr. la separación de los marcadores de 

densidad de 1.072 y 1.052 • 

RPlt: Revoluciones Por Minuto 

FCR: Fuerza Centr{fuga Relativa 

Dif: Diferencia de volumen entre los-marcadores de densidad 

de 1.072 y 1.052 

En la Taola se ve que el gradiente con mayor 

diferencia ent~e las densidades de 1.012 y 1.052 es el 

conseguido centrifugando a 13 500 RPM por 90. min. ·si~uiendo 

el de 13 500 RPM por 75 min, con diferencias de 5.6 y 4.8 ml 

respect~vamente. Los otros dos gradientes - 17 500 y 20 000 

RPM- presentan diferencias mas pequefias entre las densidades 

mencionadas. 

En lo sucesivo se realizaron otros ensayos enzimaticos 

probando con los gradientes d,q. 13 500 RPM por 90 o 75 min. 

En la Gráfica 5 se presenta otrc ensayo de ·actividad de 

ti-He>eosaminidasa para las fracciones subcelulares de células 
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J774. Se obtuvo un 50%. de lisis celular: rom'pierido con 45, 

golpes del embolo de teflo"[I e_n. el ·toqm.oqen!i:_adoT' _de vidT'io. 

La temperatura se trato de ~~nte·~~·;.··_·:~_,~ri·~~~~-t~ :~~-.r.·~:~:,¡·~.i--~-· ·~Seco · 

durante la homoqenei:ac:ión·. .:~·i'~- -~qµe~~ 1\~·s-::"di~~j~~:5·:»::i\:~'.~~~~·;;·: a

·-'.·1 ~· <:'. ..... - <!:' ~ ··_:.:~:·~:z--; -'\ .... ;;:..·;·.e:.?<~··.~;:;'.{ .. ~, .. -_: .. >. 

cong:~a:::~vidad enzimaticá. pfe~e~~iii~~ v~r~~;ii~:¿{;it:i~ 4 _de 
.. · ,-., ~-· '.~-; .. ,. ~::,~\; . ·,. _.;',' · .. , ,- .·:.-.;., .. ,-, 

~~~:::::::~:::~:::~:~'.~~~i~:~~~~~~~il~~i·~f 
la traccion 16, la actividad;~r~·t,:~}~;(,,,'.i?(•~:t~:·~~~~1+;,,~m?ta; 
hasta llegar al máximo en la .traccion'•Zf-.. (den·sidad · J.i t";o35), 

y despues de esto. cae -ab~:J~~[~~ri-.~~~ :~~ii:~.~;1~ri ;-~~{~;~:~_de i''.S~---/'· en 
... ., ---0~7·-,.·~- . 

la ultima fracción~ 
. .,_' _::. '·',. .. :----.;:, - ,.,¡ .·: ·,;~·~\:o-~ 

. :::··; 

En la Gráfica nuevo ·enSay~ de 
• • • 1 • 

pur-ific:ac:ion de· lisosomas~·- Ut11i'~-~~d·o ·30· millones de cel1Jlas 

se· obtuvo un 6o'%. de lisis ·C<?~- 30. golpes del embülo de teflón 

acoplado a •Jn motor Wheaton· trabajar1do a una velocidad. de 

3.5. La temperatura se mantuvo constante a 4°C con una mezcla 

de hielo, agua y sal. En el fondo del tubo se coloco ... un 

colchón de sacarosa 2.5 M y se centrifugó a 13 500 RPM por 90 

miñ. La IRF iOicia c:on-- uri-.valor- · de._436 de U~f_, _y en la 

traccion 2 ~lcan:a su m'ximo llegando a 540. Después co~ien:a 

a caer ha;ata 457 de IRF en la· tracciOri 4 y; a pai-ti r- d~ aqu( 

cae mas rapidamente .Y se mantiene entre ~alores. de 230 y -,-~ _,._, 

hasta la tr-accie(n- 11;· a partir de la fr·áccióri 11 ·1a 'actividad 

en:imatica aumenta ~-al llegar a la traccion 14 ·s~ mantiene 

<ló 
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Gráfica 5 . Ensayo enzicático para las fracciones subcelulares de la línea 
J774 , obtenidas de un gradiente de densidad. Excitación a 360 nm, Emisión 
a 448 nm • Experir:iento con 30 millones de celulas; homogeneización sobre -
hielo seco. Centrifugación a 13 500 RPH (20 000 g) durante 75 min. 
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Gráfica S • Ensayo enzimático de B-Hexosaminidasa para las fracciones 
subcelulares de células J774 , obtenidas de un gradiente de densidad. 
E."<citación a 359 nm, Emisión a 446 nm. Experimento con 30 millones de 
células. Centrifugación a 13 500 RPM (20 000 g) por 90 min. Se colocó 
un colchón de sacarosa 2.5 M en el fondo del tubo de centrifugación. 
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hasta la fraccion 16, para present~r un pequefio pico en la 

fracl::ioro 17 (370 de IRr). La mayor actividad en:imatica se_ 

encueritr~ entre las densidades d~ 1.097 y 1.118 .g/ml; un 

segundO pica se ir1sinúa a 1.044 de densidad en la fracción 

17. 
Las longitudes de onda de e><c1tació'n y emisión fueron 

cambiadas de 360/'148 nm a 359/4'16 nm después de obtener los 

espectros de em:it"aciÓn y emisió'n de una =.oluci.Ór1-·estándar de 

J.-Metil umbeliterona en un ·e~~ectf.otl,,uorotneti-o- Perkin· Elmer 

(seccion 6.5). 

7.2 

Obtenido el extracto ªf!tígenico de ~ tuberc1J.losi.s cepa 

H37Rv, se separo' por 505-PAGE, resultar.do el patr·Ó.""l 

electroforetico de la figura ~· 

En el 9el tenido con Azul de Coomasie que se presenta en 

esta •igura, se detectan alrededor de 40 bandas proteicas con 

pesos moleculares entre 14 y 100 Kd. 
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A B 

Figura 4 . Electroforesis en gel de poliacrilamida al 10% en presencia
de SDS, del Extracto antigénico de M. tuberculosis cepa H37Rv, cultiv~ 
da en PBY. Tinción con Azul de Coom;üisie. 

A Marcadores de Peso Molecular 

B = Extracto antigénico de .!!,_ tuberculosis 



7,3 Deteccian de •nt!9ona1 d• 1:1..... tub1reula1i1 1n litotomAI 

de chulas de la linea J774 

De los em,erimentos de pr-oces~miet1_to de antíqenos, se 
·.:. -. ' 

tomaron la.s fraccior1es 1, 2 y ~_como la:· fracc-id'r;· ... -~-lfSosomal 

los resulta.dos :- mostrado·s·- -·en· ;·_··-iá\- -~/~~·0i~c~: 6·)··:-- se ( segú'.n 

-dial i:~;ori:;., y_ ·i.'~~--~-~: ~tii·¿.¿~~~---Í_o:~:~/;.;J~,S~ ·en ·:i,¡:~--~~~~<);~~-~}~~~i- <·~-C!r: · 

.. :~:·~:r:f ii;Hiit:::~~~lr~~1i~f~il:~~:i~\i¿; 2· 
en, IET''.' ·'• .;. ,;e · :'.'t'.~· ¡;, :&":,. , .. ··· 

º"'·:t···-- -~ ... _;¿·)_~ ,:,::iy~,, , ... 

Las PM; ~<ie''·'las de •· ::¡¡;;¡ ·.•~peri¡nent?s ···de 

:::::;::::~~i:l~·1~!~)¡;~¡,~irw~·,f~~i¡~;1 .•. 1.d.'..~¡.fü 
. ">··:·· •i-(:..( ·f;{..\'\L_.,;'º '" _ .. 

tube rc:ul Os f~-·; -~:;que :.:;:~+ue·;::§;tr'a'n·s t tr-i'do---· -'.~dé_i~'.f~~g~i.;;~._.·~·i\''. ,:·~;~~e~,;: de 

:~: :::· l: º • :~b ~ :~~i-§f Jf~~Sªt~~~;ir~:i,;rf Ji&~~~J-i ;;f,;~:~::_: :: ·· 
ti gura se .p-~~,d~~,-'--~~j~r&;t;--q<i~i~~:~·~~,{~·~-~J~-~-~iáe·~~:-b·~~ d~:;·:-~-~-~-;~tX9e~:i~a~,~·· 

. ·.;-.,-., :'.;~:·; . . 

Se sabe qt.Íe .-e~:~·~··:~:~~~~-~~'.!{;h·i-~~'~.~i~~~O~- ~·,:.-e-c~~:º.f.~ ,·a1 l--e'dedDt-.f.dt(0
.:· 45 

antígenos ~- -~-'~-~> t.~·~·~-~n;,~:_P.e·s·~s ·Mal ecu r.ar-~~ ":-q·~~ "-~-~n-~ -~~ }:t~~~/\t'--.~d-'. 
t1atita más · . .f(:-'f60 -K~-;o_c{2~r~34)--.- .::·:;:~··i_/-~ .. ~-~~::L :~::-. _ 

La F ig-u~a: ;;.,e: ~-~-~-~~~~·~nde a •Jna 

lisosomas ~.e_· .. i~:o·~ .:~::~~~.~~m~·n tos ·de pr-o¿es_~~'i:;~.~--~,~ :~·~'.-:p.·g'.~ .. s· ··t Las __ 

43 y 64 Kd • .- .. l:a"de .. 4.3. Kd se ve al tiempo<20.•'.'Y:·:en·:·e~·te·:_:ti~~pÓ

lá\ de --~4·-:Kd-: ~~~~:s. y se detecta; en camb~~--;~:¡::/~:i::~·"~ r ·120'. 
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Gráfica 7 • Curva de calibración de Pesos Moleculares en 
Inmunoelec trotrans fe rencia. 

Rf • Distancia recorrida por la prote!ns 
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Figura 5 • Bandas antigénicas de M. tuberculosis cepa H37Rv reconocidas 
por suero hiperinmune de conejo (dilución 1:200), por la técnica de 
Inmunoelectrotransferencia. 



sólo se ·ve. el •Aq_. de· 64 Kd; . ~ientras que el .de· 43 no se 

detec:t·a~·-' -Las, bá~~as::,'._q~~e.~.s·~ .'.''.~~~·~~~·tra~;-:-,a:1re:d~dor-· de lós- -70 ~d· 

no "ºTI . tom:>das· enC c.~e 11 ~,¡:.~:~ · ¡>~~.~nta~~e .·.en .' todos · lo• 

... <~-~}~.~.: ,::.:·. -" 
,_::.}_ ~-- : . \ '· . , 

iE-ffJ.; ;;·~ Í.~hs 
- ">' ' 

. J7Ú 
:.:'.,'')' 

ºa~\ib :Y 

-~íi~·a~:~a·n~a _,de .. 

': ~ -~;~~~~ i -~t~~ 

-i nCl ti so>~ "'.él{\:;{J:-· e_l;:o ·v~P·f'!~:~' ~-~].o.-:··' 
- ': •• ·J 7 • }_,.,. ' •. : ;e.__ - ;;.\ (' -~·::~"· '"' . 

:~·~~::0 f ::~~~~-ffeQi~n .. 1~~~.]~Jt]rt::i't~f:s~~~~~~~,~;~l~-~V~~~º~i: ... · ·· 
.-,·r , ·.,;·¡".-- >" ~-,];--, .. --~·~\--- __ ,)~:r~-'t -~- - _,-,;-_--

r-e ¿·ºn º~ú ~-t~-~'. >p~~~f ;;r-~:1:.:)_~- ~t~F~ .:·p _t ~-~~~:~;-~-~~:~:!~t; ::: .. i_~;~:~:_;f t~-~{:::_,:--::~~-'.~:-: ~( :_ . .,,~. :'- 0>~-:;:·-

:::: ); ¡¡;::~};f~~!f !f li~l{f l.~~~~{f ;,;¡~ 
ex~erimento las• ce~~l.a•: s~\1nc'/b,>ro.., ~?': ~-mg .·.de' ~~~r~2to 

::··::··i;~~.fü~~i~Al}:f fiíiéf i~J~í~&~.¡:::·"· 
mientr-as q~e ,er1 .. :~:'{. ':.:d~;:.::i·~o1,:~~~~ ·.<,s.e ·:ve •. /j~a'.· ~~·n·da':·~~~.·~ba _-._··1e ~- _105 

~( :_:- -~::¿: ,-~~~~~< ~--

óO Kd de· PM, no se ~:t:om_a:-'/~~.f,'·~~ue1':ta_:POr·:'Pr-e_s·e~~arse ,'~if1'c~l~s·o en 

el control._ 
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Figura 6 • lnmunoelectrotransferencia de fracciones lisosomales de células 
J774 incubadas con Ag's de M. tuberculosis y reveladas con suero hiperinmu 
ne de conejo. C =Control (células incubadas sin antígenos); 0 1

- 240'= Li:. 
sosomas de células incubadas con Ag's por 30 min, y reincubadas de O a 240 
min en DMEM sin SFB. E = Extracto antigénico de M. tuberculosis. El carril 
sin marcar sólo tiene mezcla digestora para electroforesis. 



E 

Figura 7 . Inmunoelectrotransf erencia de fracciones lisosomales de células 
J774 incubadas con Ag' s de M. tuberculosis . M. P.M.= Marcadores de Peso -
Molecular; 120' y 20'= Liso;;;;-mas de células después de 120 y 20 minutos de 
procesamiento de los antígenos. E= Extracto antigénico de M. tuberculosis. 
El carril sin 1narcar sólo tiene mezcla digestora para electfoforesis. 
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Figura 8 • Inmunoelectrotransferencia de fracciones lisosomales de células 
J774 incubadas con Ag' s de M. tuberculosis y reveladas con suero hierinmu
ne de conejo. C =Control (lisosomas de células incubadas sin Ag's); 
O' = lisosomas de células incubadas con 1 mg de extracto antigénico/ml 
medio, al tiempo O de procesamiento. E = Extracto antigénico. 



8 DISCUSlON 

El trabajo .presentado en esta t&sis, pas~-por una serie 
'.-'· ... ~-- · .. <;,<' '· 

de ~roblemas m~todoldgicos que se tuvieron ~~i·rescilver ·en·. 

?rimer· tér-mino, antes de lleg~~ a· l'os :~-~-~-~'p!.'~::~i~·~-~¡:~{} 'de" 

procesamiento de Ag's. La solucio"ñ ·:d~·-::· ~·~\~;~-) :~ai'.--;~~~~~~~;~_e=~·,, · 
···;.;: ·;,:_,,_,;, -~·:"''. 

f racc. i onamier1to subcelular 
.. '''''·>~~ 

lisosomas, para buscar-·Ag's en es:tos. org·a.nelos.'::,::~ <'.¡~~'.,.~·., 
- "··- . :-:<:· .'-":':?" 

'Er1 la Grá_fica 1 r10 se tiene ün p·ic·o--bieri;.;.defiY.~-~ci :_cd_e~~i~i:a·· 

actividad de "-Hexo-s.iminidasa (el marcador. 1i·~~-so-~·~i)~:~;~;-~-i.:e"i-.-
--.-.-,:~'.- . -

máximo _valor: obtenido de IRF es a unci: densidad.de · 1.0~ 1 : "·1"B. 

- c:ual es· mU.v baja par·a lisosomas (40).En este ex-peri~ento, -.al 

igual- que·· en Otro más preseiitado er1 la Gr-aflc:a Z, las ce lulas 

se rompieron entre un 75 y un SO% , lo que pudo haber- dañado 

a los lisosomas , liber-ando ·su contenido y haciendb que la 

ac~ividad de ~-Hexo~aminidasa aparecie~a dispersa por todo el 

gradiente. T.en1endo esta idea, en el otro ensayo presentado 

en la misma Gráf.ic·a 2. las céltJlas sólo se romi .. ieron a un 25% 

y 110 se hizo ninguna otra modificación; Sir1 embar·go, el 

resultado fue parecido al del experimento con 75% de lisis, 

s~lo que la sefial de fluorescencia fue como 3 veces menor en 

el ensayo enzimatico. 

En estas pruebas se c:entrifuqÓa 20 000 RPM (43 000 g) 

por 75 minutos y lo ~ue se observa en las curvas de los 

gradi er1tes de densidades (Gr·aficas 1 Y. 2J ,es un - cáinbio -de 
_-._-,:·.··.:. 

pendiente muy b1"'usco entre las der1sidades. "de-· 1.072 1··;052. 
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Se pensó que--·. elte ·-cambi o:._-bruscó.·>de:.~ l)el-1dient·e __ poºdr-iá 'estar 
' ~ - •.O• •' , -,,,.- > • '•., - n• -' 

e a peri m_e n ~os -.~'~;~~--~+'~-~-- '"'~~}[~~'~:,_·-~~~~;2i'i'0·. , ' -: -~~:o~~--~·~~: 

~~;~-i{~~-,-_ --En el e·¡~~~~~-~~º~;~§;~t:iia 
mod i ti cae i an·é5 · :,:.:",<: ,.;;'.-.-,,·'-.',:.~~~, :{<:~,-~ ,· ::'.-,;":·;}'.{':··>.:' ~--Í~~-\~~~2;~-J.~t:i{-~:~~~-_::~~~~f :··-,:·.se 

. ···d.t.<· c:-;:7é_-~t~l¡:u'.·_;Ll;;W:.é2.-~¡.
1

q¡{uc!.~.·_.:,, :.~.:~'.Jn~~:.··.•.-~ .. :._l.to;~!.:;, emp 1 eó ~- 1 do_~·i;~ g - -- ·• e·~fpe~{~-~:¡:;·~·~:~~'.~a:nb-~~i ;;·~es 
·- ·' :;:7·"-.f'.'~: .,; 'u·_, - :; ~" ,-. - e ~~ ---~~'·'' ' -::;~:: ', -... ·.• .· ~- , ; " 

_:3(1 millonés c:~n,t~~!.~~!5~ri31{°;."fi'm?ºt.1>~t~.nsayo~ .•. ¡,éro -en 
cambio s4'lo

0
: se,.-;,;·:rompíeron;::al· 50%.:~par-a.:ev.ítar\:::cta~a~/:·:·:a· · 1os 

1 i sos ama•. Ad~~x.;?r~~''t,;~pei:~t~~ª e~~ ···. ;,;áni:u~º .:.~~~stánt• 
homogenei::ando :-::s·obr.e·--.:h:r~i'P J_~~~~; ··:-)'~~~~ (i~a:1~i,d,~d----d,e:\: e110 tue 

eliminar- ... e1c~;,~~co!'t[·~~;~;;;: ~ai'or- k;:óduc:~cl~ ,;~~ 'la propia 

t1orno9 en e ¡ ;-~-~~;~~ --~-~~~~~;;i;~~~f,!J~1~i~-L~ ~~~i'f-'.~b7~ºdí~~~;fl¿i~d_~-d '~ ~de 7 
- f!-

He xo sami ni das a ,~·;\'.;:J·~'.t'~-~-f:~::'~~~~~ri~-':!~:~:;:~·~r~;·~~:i~ii~·~;)~acc i ~ne's mas 

ligea--as ,del ··~.gr·~·~i~'.~{~:~:..:: :'.~~;i:::~~:~q·~·e:-~:>:¡:~·~,~~~t~:~-~ i~;;di~~r- que los 
.-. - . \·,·, ;. :•,'¡ . ; .\ '\:'<'-:~ ; - .-.::'¡.'.-~·. 

i t so somas tue·r.op~ ;d·~·¡;:~:4:~~r· y··\-sS.i·· ¿or;t·eni·dO\ t'Ué t'iberáctO. 

~V i:~ b;~~ql~~~~,{d~ l~s c:bndl~i ones Continuando_ óptimas 
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el eHperimentc···dt!'.1a·.·eiráfica 6-~ta 'ry0'!>º9~1:'ei.~~-éión .se· ll'evá a cabo con la <iyud .. d~ .;~ 'i;.oi;~,;; ite>lél~~tdad vari .. ble con lo 

q•Je se. con·s'ig'~:¡.~:·;'.Llk;~¡O~ :·~:~·.'_: .. ·i:{~-{~··. ;.- ·i~~:~>-~:~·~.-~-::·~-~·:··~us'c~6· ~· y~ r10 · 

tener la~:-·· ~-'lafidbfrÍ\1~·~\~;~.:.~·:~ ~:'i~ ·.,·.::f'~'.~·~;-'~'·.· ~~i-i~~d~-} :.~~f\ · ía-
" .. ; ;. ;.~,.. ·.::~r,::- ~-':.:·:~ ~<:.;.;-. ··:'-: . ~:.. - ·:~::': ;;..:_~:... ·. -.-·,. 

homog~~et~:~·é{6ri'" -~It~~~-,~~i ~ ~;)~As1·misma·,: ):_:i~?'~~ ·:.~y· .. ---~'.s;q~-.. ~J::;~~~--::·: sec·o 

para ·'· -~~n .~~--~:;~'.~ <~~~:;'1 ~!~1·::~--'~-~-~p e~·~ t"~·r~· '.-\· ~o-:~;-~·t~i)'1'(·.::'.~'./h.~~~-~~-·~ la 

t~::~::~eí';~ti~G~t'·c:t~::d:n::t~:::td:ii'X~~~~Jt~~~~1;~t;~ 1 ::••,, 
iµ9a'rj~~- -~~~i-i;~;~ .. {;~·-~·~~:cr'!-'~na-:;mez.~1~·,·de .· hi'~-i:'.~ _ag_~~~ -~.~_:;~·~{;~:.: .. _.:'~:~~;<·lo 
cúa1·:~·"-=i¡-~ -,.~téliP"er.a-fuf-a: "-ya< na 't.aJ ó"maS - ;.9.1 ia->- dé ; ::~;:~~~~.. L'a 

modi}~:~~~·i:i~.,~-,- más· im.Qortant·e·. tue l,~c~-~º·~:~a~-~ ct~.-~-,ae un "· ·Coi~~on: -
--

d~_ ~~,¿~·~·~.-~a~~:.~ .. 5:·.M en -e·l fondO del .t~bo .áe c:entritugaciÓn, ·10 
'.< ___ ·_:-.,,, ' 

qU~_ -·,~p_e~~i~_io_._que este· sirviera de 11 basurero" para acumular 

las células:' no lisadas ~ los núcleos que entra.ran·- al-

gr'O:<liente. ,Poi" otr-a parte el cambio de las longitudes de onda 

de ,e~ci taciÓn y emi si oñ usadas en el ensayo enzimatico (de 

360/448 nm a 359/444 nm) resultó de la obtenció"r'I de los 

e$t)ectros de-exc.itaciÓn y emisión de una soluciÓr1 estándar cte 
umbel~ferona.· .s~n· embarga este cambio r10 se considef"a el má$ 

importante en la obtención de un pico bien definido en el 

ensayo : __ de __ l'~_H_ex_~s<aminidasa, ya que la diferencia d• 

longitudes de anda entre ur10 y otro ensayo es «1uy pequeña._Se __ 

considera. de m.a.yor importancia la colocacio'n del colehór1 de 

sacarosa ~ .. 5 M y la homogeneización con el moto~ de velocida4 

var-iable, lo que la har{.il mas reproducible. 

· El máximo de actividad enzim3tica que se ve en esta 

Gr-ática ó , entre las dens!Ga•:tes de 1.097 y 1 .. 11$ coincide 

con las densidades de 1.0~ reportada por Galloway (40), y 

52 



de 

::::..' '.': . . ·,-_ 

e~i:u_el"!-t~a. en·.:.,Jn .. -as·%. e·n los lisosamas, _. pof .. _i~::_~ue~-~Le~(S-.t~j~~: un:. 
~: !-¡-: , 

15% 'de" actividad enzimatica entralisasomal :,.- (d.i··,.;-,,· ,:·re·~ita' 
- ~ . ."- ·-t::' ' -'.',"::'--/ ~:--":!'! 

act·iVidad extralisosomal puede ser en. part.e:''.,i~~ F·aú·s.~~-.t-_e·.\·1ié-.:~ 

que haya actividad de !1-Hexosamiriidasa eri l~~'//~{~r~?'~~'.i1 m~~ 
ligeras del gradiente. Una sequnda c.áu·sa:_tpi.ii!-d~>atf...ib-1J.'irs'é ar 

. - -. ,_- . ~~c.~--· •. '·/ _, -- ,-·.' 

para va.ria.s 

micr-oscop{a 

' numero de - .. :·1:i s.~·~·~,~-~~:~-~~~~;;~,~/f f1\~ > la 

Ro me - ~-<is~~~erJ.~~~e:i.t~~t~-é~~:/#~j;~~~~~t,~;i~l~~-~-~-~-'. 
en: i.mas fi·s~·samal·e,~·-· e-~;-;· :fcú:i;O;b1'~S:.t~--~--~-~> -;~:- por 

e lec ~:~ó'~-i··~-~ ·.~-.:~-~·in:ft~~:·_:_· ::i~ >':;~~:-~::~:~~~:~'l~._:.,~~:,-~~:· ~-::.-do~·-
·.' .... ·. ::-··-' 

s1..1bpobla.c·iones ~e li'sO-Soma·s··;- . . . -· 

m•.\ltiv~sicÚlaJ'."'. de -~~·t·o~·-»or~anelos- '<tl). si.r1.:emb~~·:9o:_no- es.muy 
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factible per1sti..r en ur,a segunda si.tbpo.~la;c::.~on de -~isOsomás, ya 

que ·-1a ._:.d_er. __ S.¡da~: ;·_:·~~:¡:' -~~~9ú~'.~~- 0~.i.i::~-~: .. !~~/~_Uy ·r: baj·a P~r~~ · estos 

ar-gane1·os·: c·~s.::::- do!::, :pi~os··.· ~ q·ú_~~:;·~~~·~~n·i,~ª> R:~~~~-:-:< ~2~) son· ª 
.- ._, - : _~ i,' ·' • ,_ -· ' ' . _, • • - _, • ' • • " - '• ·- ·._ • :· - ' 

densi.i~d;,~ ;á~ 1'.ü: J)'~"Óe~.:~1K~}~"Po~;~lo ii~~'o '1..:, i.;~;Jtda 
a 

una 
.;..,:.. 

io·s i'i SOia-mas-·?diiFa·n·te-

-:_:· L~~:t~t~:.;:~t;·I~~~;'.~~~-~·i· 
---;:~:-,·' 

-e~t~·áctD ·,-.:_i/¡\~-{i·g-~ri·i:Co dé-'< 
'"": ':'.,; c.~:·cc-. _, •. e, " .:~ ::_ ·: -, ·:;•" ': ~-;::;..'" ""-·~;,;.' -· 

~ i e c·t ·ro tó:r~:rr-~ ~-~t~~"f1~t~~f:l-~f)'.!~~fa~~fij: - " a ;~;.e omp· í"e. j i d-a·d-:_-
· ,o:'~·,";-.'---,.·¿-'·'~<' -' ,•.;¡,.,; . .,, , .... ·~:;:::··,; .·.__,.-·, 

arlti"~er1_i~~:~~:·:, de:-'<~:·:~-~·, t~,h·~-~2'~T~-;~~l~:~ '~:--:~~~:~;n~-¡1:<{0.~e·5;_::~' más -fin.as -

u t.i l"i za·~~-~ .. :_:~e-{;·'~t-~o_f o·~~:~~"~ ~ii.:e_r~ -L:~dd~--~~ li'm'~~-~·l~:~~i- ;:l~ú5·)-, · ··dan un 

mayor-,·-, ~J~-~:~~\r~~~ ·~:~:~:~;-~·~·~t~·~-·~;~ ;~·ti·~:~,~-¿~·~"-~-:~·.- -._·7:s· __ . prc:s.enta~os 
, 

aqu1. 
•«e_·:~':-' <---

Una· vez- que.- se ,superaron 'los· p~oblemas técnicos en el 
--:.:·:·. "";.:·."'·. 

f.racci~namÍ.'ent·~·~: ~SUbc~lÜlai:-, se pasó a la parte medular de 

esta t~~i ~\ ¡~~.' ~xper:~me·ntos de procesamiento de ant(genos. 

A~., ~-~·~¿~~ar_ }o(.~><peT-fmentos de? procesamien~o. de_ Ag'.s, 

si! .P·r-etif.·~-·c( ~-~c,~·r ·un sOlo lavado de las células después de la 

por 

er- __ el 9r-adiente. Otra 

sobre todo como medida preventiva, 

fue el inCluir: en la ·soluciÓr• isotonica de SC\carosa NH4Cl a 

uná concentracion de 10 mM. Lo que se busct con esto fue 

deteOer la degradaciÓÍ-1 de Iris Ag's en el momen";o del lavado 

de las celulaE, basá'r1dose en ~l conoc:' mier1to .de que las bases 

dlbiles como el NHQCl y la cloroquin~ alcalinizan el lumen 



debiles coiT,o el NH4Cl ,Y la clof:oquina alcalini:an el·- lumen 

l i sos.omal ~~~-~~~ :-i-·---~;.,-~-1 ~--5:: u·ni~a:~~~~- :d'~:_-p·~, .. :-.... ·~~-i~~~~nt~:·. ~_de~_p~es ·, 
de 2 a -4 --.mi·~-.:-de .. 2~~~-Jbá~('.~-~-,¡.:,-¿;·6'.;:.~-·: ·x{'~';.~~~-e <~-~-d·;-Jce i~·;,_ actiVidad· 

de las., .. h.id~·~¡:a'~'i-~'¡~,~->·;-~~raa:~~~;;,-. ,t:~A~·~ii:J~~-¡-~~:~'j~f~/ ·Z·ílic}.~ 'en <~.r-a 
· "· ~"~:p'~#~itp:.~~0Sr-._~v·?frY::r ·. , .. ·. ·· · " · · ' ·' solt.Í~i-·Ó~-,'-· ",-_"-··- ___. ·-, :·.·,-:~ .· ·-:·.':'.-<---~-' f~~-Jl~:~~--~~~~-~ª~~ ;~-;;~/mayor-. 

d~'}~ad_~-~ i,ól) ~::J~:;:-;t.~ --;:::::j{~::_;·L;fL~~:;· ;; ,;_-:;_ .1• ::;~-- ·::·':·p,.·. -~_; !::ú: ~.-> <>;<::e·:~ .. ;~~~~-:-.. ,_. _; . ---= .-, .. 

'.i~it~~~~f i~f l~~~~~,j~¡!l~~if [ 
\ 1· ~:~ ~ 6"·~¿; -.'·-c:t r~c·c i ,~~~·::~;-- -,_-_ -,{:;-~· · '~::;~;,-::-.i~- -~:i~~::/J-~~~~ Í~~~f~~~~~1gi~~;i~:i ~6 > 

~:;-:y, .:·<~'f:-<·~~' ~''.~'·>~:- .. --
corit·;a-;:'.~/.;~~yz~ ::~;,;_o'ft-_1·9u_:ad:a·~f:_-.:t-e~, .:·.~ár·~f"s~Hé1-'.. ,e-~:::~~~:-; ,.;_se_:., usa ~:en 1a 

m-~ Zc i '.i.-~.'~- ,-;'.~-¡-~~:~-"~ó-t:;:,,-·~-~-f~~~-~ í eé-t'ró--f O ~-e: ~i i! ~'.~~;i?~ ~~;;i'~ ·1{~-l-,n~~~j:~:ft'd~·;b_U~~-~ -· 
- ; ·. ,. : • ", -~¡:,.,-_,. - ·-- -;.·.·· " 

pa f:t e- . ~-- ~\: ·:~i~ i~'dc':':.Í"~ .t~·o·~-~~ i'd'o ,,·~:~-;-·-~ i;~,-;~~~~:~~:~~~~~7~:~,~~~~~w¡,·~~~;~;;'.~··;¡ ¿·~.~i:~-~~" 

m-.. le· s t-~as ;·:·- -'i; :\~~-~-,.., p ~b·v·c;~-~b~ -:·u-~.,; t;-~~~-i-d~-;:'.~I;-~~,~~~~~JY'P~~;:; ~-~~~,~~~ s 

:::.t:~:ci:::t::1·L::::~:T.:~-.1:ify~f1s~/,f"if~~~~i~r,~;l~'~i::·· 

. ::.:::::::;~:~~:t~~¡~¡¡~~it~~~ii~f ~i~f &í~F: •• 
·:~:::~:~~~~!::~?:r~j~;~~~J~~~~~ili~;L!~· 

" ··""•' ::y::;.;·j ·r,:<"" 

ya que- estas.· t~:-~~7¡~:y~·:~'~:-f~~~\t~:~.:~-~~;!~:;¿-~·i\'-~:¿\{'~~;~~~ ;'~~1-~ .-,r;~:~-r~·:i ~que 

s d'lo ti ene me ;:C ia · di'9~::-'t¿;~~-·~,;_;~~~j~·:_;{~;;t«~~~-~c't_o··. -~·u·~-cte·:;:s·e'r>:_caúSadO 
~or· e 1 u~'o .. ~:::,·2~M~~~~-~~~:~~~,~~~~~·¡ · .. :~~· :'.'{~··:~. ~~-~~~·i'~- :~:,:~\~~."~:~.~~-~~ de 

electroforesis--(46)~ 
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Los . mismos Aq.' s P1Jederi ver-se con .~ayor: c~~r:i~á.~ ~.en,. la 

F'iga.\ra_ 7, 

Es mUY interesante el encontrar sólo dos ~g's en 

~isoso~~s:_, -~e_ un extracto de mas de 40 bandas '(Fic;g1ra'·5~ • .Tal 

parece que- el Ag de 43 Kd ~e acumula entre· el tie!flP.~ -·:o' -Y ~·el 

tieml)o 20', alcanzando mavor concentración a los 20'-c -mío~· 

mientras que el Ag Qe 64 Kd se ve tenue a los 20 min y 'mas 

claramente al t.iempo 120', µara des¡:.ués de.gradarse. 

Ex.is ten d~s posibilidades para explicar la presencia de . ' '. ;. 

solo ~stos- dÓs.-A.g's er1 lisosomas. La pr-imera e~ .o:fu~_··~:_}-~~...;·Ag;··s 

de y 64 Kd sean seleccionados para 

decir. que 
- . ,. ; <":,: <·~-:/·:,~--~.;:}:~· :,' '. ' . ' . ~ 

- - llegar ·,a __ liso&:c;i~~S· Esto implicar·1a .. quiza'·.su·.-~internali:;acion 

por Endoci tos is Mediada por Rece?t~r:-~- ~~~t~__;~·~~-i~tJ-i~~~-;.i l 1-ctad--es 

que estos Ag's sean , hasta-_cie.rtO -~4:;·;·~:~~'.·.;t~,~-/~
7

~~ r-esistentes 

a la degradación, y que !l· restO' ·~~:::\l~~-: ~:;~s' del extracto 

sean 
.... . ·.:;.·;.::'', "'. ._·:.··ó/(:, .. -. 

minutos de incubacion de las ... c~_lulas_.,cop .. el. extracto. 

t .. a posibilidad de que ·1a -i~r;t'er~~·ii':~cion de estos Ag's 
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(43 y 64 Kd) sea por Endoc_itosis Media,1a pn Receptor se basa 
,· -:-__ ·'-- -

en ; que macro'ta9-~~- ~l ci'értoS .~l_infocitos "B internal'izan Ag's 

par esta_,.yiat=- y ;:~«~--~-r:-~~~:'.~:'.:~:¡·~1~,~:~~~--·-:.'to'~--in·a~ usan· t.::ffibien e~ta via 

para entra~>:;a--t_~-/-i:J{~~:·~·:t ~~i~:~'f·~~:~--~~-~-~:-~e- unie-ndO.se: de· ··maher-a· 
-;' ;_ -_, -·-.'. '-':----': :'·' 

apo1<t~n~~:~:~::~i,! -~:-/;~i~~-~·P;~~-~f~.~-~- _q_.~~:;.-~;.~~~~}~-e~t~~:: t'ú~-~i-~r;-~~ ···:::er.. la -

int·~;;~ij:~~'.f.:~d-~.f,,.:'..i~.:~_lj;.·i~Jrj~ .. ;;;:;.:. ,.;¡;{ e c.;{ ··• .}. 
. ·- .~ ~- :--t . :q·~~,u~-.-:~~;.--~,-·iº~.--~n;·1:~ .•. L,:2.~!1n··.'~.t:_: te;·~ .. ~r.19aa1··.•.'.i __ ··

0
a•• .• ~.'o~;~s';·.·.· .. ;··'··.7..· .. · ... -:."1 ta.-tn, .. ?t

0
e ~ en eSt~;~'i:~~-~{ri~É{f.'~~¿5··~-r-~;:;1~~~~~~~- _ ~- ,, -· u - ,. g 

_ ""< . ::,,:. __ ·_:,·.~~¡;o;; _, .~::· 
1 
;-o~:-._, · .. :_.· _ '. ;: .. ~·.-;,'{ ;_'>:> ;i ,. ·"':Vo , •0 

varias,· du~~~~~"- 1_n~1~~~l~x_i~te ~:1T,.~f::~-~~-U;tM:1t~1~j L" •. mayor 
·;.arte·"' de'·_-::.s' l_o·s_~:~:.'-.)'.\9 ~-s~,r?;\:~d~·¡_ .. -:, P1:_ex_tr:_ac. ~o, .::'.-:>s.e_an .;.:· degradados 

::::::::::::;:;}:~if ~i~f~i~~~l!~I:~~~:t:l~:::,::: 
de p en=et i e~ldo- :-d-e;:·~~ü :.~k~\_ü-~:~¡:¡¡-¿~JTf~~;-/~·é:e-Y;J~~ttt~9 ~~~~~D-{E/i 1<1~~:~_qu-"; se 

'< 

degN"i>n', rap)~~5~~t'5V~.Rbl·~Tit;~:ffü;~':;;;m,'.t-~J:~tt~W~Ee(inoifc;,l;.~ de 
di 9e s-ti on mas¿·: 1 enta~\son ~--r-o tas·4~en_.,;.1.i sos"omas~ é~?'.Y~~<·,~:~,,~~'.~~-:~.~:ta~ de 
·• . - :-_; _ : :/~~ ..... ·-~\:-.:._,_<.': .:_:~:>:·::~:>;;;-:~>:~;~i,?-:-,~i:::.~iF<·;~:_}:~-~-~;"::(_;;;·~-:-··:::;~",~f.é:'.:-;;-;~: ·- ~:·:~~-':: _.·,·::·.~: · ·.'··. -·. · 
de9r-a.dac1cn.::{.;·p~o te 1ca_;<,l ~sos om~.l:.i.Y:~e>{~)":'·~.l"i s·o somal ~~-t unc.i on:an en 

i a . aú t ¿·~f a9·i~~· ~-~~·.:_:~~·~;~;,~{·;~~;;:~~-jb~~-i~;ti!;J~~.-~5~ ... ~~:;-·~.:.~'.f. :.:r~~;~;;~;~·.;~.;j.:~ ," ·~. 
_:,;s·,,_~:,1,);~:::~~~'._~f'.~.'.,:,_:¿~~r :_ .. '!·~i~r·-, '.;_l{<'.~,, ~-· 

··:. ~::: tr:W:~~~tV1i;;~~;;~~~Jt~l~1i~:;:~: .. ::: 
qu1mic~ y d: : .• ú.·.es:ad;o'.,decd~qradacion·:· <lo~ ·~<l(=~ofaqos pueden 

::ífü'.~~~'.,,i,;_t_•.~~f~i~-~.!t_·.J.~i~tf if !~1%ht::'':"::::: . 
·>;;:_:,.'t,:;;•'''' ...... ... -

En· un ··t'f.',!\b.itO'· p:~·e~1~:;~:;/~ -~-Fi.~~:!"~.~~--:·d.·~-~·~-~t/~~ó:'•;-~.e e'ste mismo 
· :'.·: :,'r;; _.;: :~:· .' _-.j;:i,:~;'.:i' 

e)\ ....-a:C:'tO afí·t i9é1''iC:'O ;~-Odi f.TC3:'~:._e l pfi_ .. :l':i sÓ· so.ina:i'; . íl~·cr·e11Hrntancto l_o 

en , ... e· 
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macrotágica ·J774:.-~Y. la P389 D.1 • La··alcalirii:::aéiór1 lis'osomal 

demost~ad·a-·.e~-:-.·e·~.~~- ~r:ab·ajo es-.-un -pnaces'o "reVe:~sible~ 
( ··:·-.· .. ·. ' ·--.~ ·-·~~_:_-.. ,:~. >/_"/>::/:.·:'!-';··:~:··.:·;·<· :· :::_' :~.,. :.:_>:.;,»· ::-; 

y .deper1diente._.de -la __ .cor1cent.r~ac'ial".' ·1e~ Aq·:~.uti li:::ado •. :·un·· primer 

pic:o de, ~l~~l.if\~.=~~'iof:/'1Ís~~~~á1' \~{c,,,;;t~c:~i ·. 30 '~;¡,~~os.· 
·i•spués•'df ~H:~~á~ .i:~tu'ii.:~ }f7~¡~;;i;1;f~W~~¡,Cg: á~1·!g~~ic:~de••l1:._· 

... , , •.'.' '•', ·- ·:·'·o::'J.'~~-~·¡~·.;::/<·.:~~;>:::·~2Y 0),;;i,:;-'.::,'J,'¡'.'.:\.:::«i':~,;.~; \(:¿::~<.'·::: ... -,'>··.,.-,:;~:.: ,··:.<, -~ 

t iJb e rcu_~ ~.~ ~-t· \~:~.j;·:·:::.5: . .-.·~~ f!t.-~t~ 4•.c;~'·,.~,~~:~·~' t~: g.~~nq:~/'P i ~:~~ ::·~;é ~:~-~:~-.~-~~ ~:~~ ~--,-· 
1 os 6Q, ··m·{ ~-: :~:-~,;~--~~~~~~ -i~:~:;.-~·:j~:: ~·~;~i/t?if ¡·i:~:-~-~~:.;:i'.::~~·~)~;·;~ im·~-~~>C'f c-1i2 o·-·. 

es. i a ··ex is te~:~~·.;~j:~í;··'.f ~:~-.~-~; •émi_coi>aC:~ei:¡¡~~~~,~~~~~~sé cie · .. · 
_ _ _ , :: .- . _. ,, · .. -~:\··~··-~;~:,:,:.,i;-c::~:.·.~:'.:<'::-"'..;i:<'Cr.;---_,, .... <.,-_..,,:,<_.'..·;{:~;-~:-.·,,·;:.::~-::··,·-:>· :. · 

µ ert urb ~r.:_.~- ~.~~.t-.•~n~_-i __ ~n::~.:d~~-: ~--~º~~;n~:-;::e ~· ~r··~:~:~·~~-~ '.?:~-:~ :~-~-~-~~·l>'. ~:.~ ~-ell~i al 

Pª"ª .1ª a~i di tid~c:~~~~ :éi:.;,~~~~·:~~~~i'<!::m~-~;¡rr~~J.'1J;':; i.a 

membrana•. l Íso~~.;.a'¡; l>o.;.b'~;- d; protonej · d;p~naie~{;,-,c:Í~ .,ATP ;· 

etc.:>.·· lOs· .P.9 t5:_. ·~1e:.~·J3~; .. ~~-64··:.Kd. ~-º~~fa~:-: .. es~-~-~-:-~n~~.i.~~-f~.~·a~_,:-» 'en. -

la -~-ic~;f i11-.i-:~·á·~-i,;~~~··.1{~·J-io~.~1,'~ -~·. ~~-~-~·~~::. ~·~.· ·d;:~"-{~··~::{~~h~~··~}:~~, tos . · 

e>;perimentoS. d~·- .ªle~~ i~i-z~ls-·to.n · ·c~nc:)· O{~·-.d~,: ~~--~j~;:~~~~~~'.{;~-~~:~· ·_:de 

Aq's µre·!en~-ad~·s 'aé{ui, en te'rmir1os· de t·i'e~·p~\·~: .. lt:Y~~:··~tl~·. 
• ,' • ' • <. - : ·:' .. -_;~:' ••• '. ·_ • - - • 

condiciones de lr1cUbaciOn de· ias- célufas 'son··,d,ifer:ent:es~ 

El Ag· de '43 Kd encontrado aquí' en liS,~s~ma.i¡ '.~·od~~a ser-
·. :.-:;_ -

el de~crito por Hunter (42). Este autor pu~if~ca Ün Ag ~e 40 

Kd obtenido de.tl-=.. tuberculosis Y de~ leprae~-El: A9/ llc).mado 

Lipoarabinomanan (LAM)-B. produce una banda ancha y ·difilsa en 

SDS-PAGE parecida al patr·ó'n del Ag de 43 Kd en IET 

en~ lepr.:1e per·o lo mismo se encuentra en·~. tuberculo51s, y 

pr-obablemente tenga un papel ·en la fisialo9la de lci. pared 

celular' de l.as mico~acterias,. aEi como algún papel en el 

reco~acimierito por el ma~~&t~ga (421~ 

Si efectivamente este Ag (43 Kd) es un lipopolisacarido,. 

entone: es qui::a"' no tenga 1Jn papel importar1te en la 
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alca.lini:acion lisosomal· .. a la. que--_~se hi::o refer:encia.. En 

et ec to, 'en·<t os ·~x~ter:1m~n t~,_s ~cte· ;á lc-~_i ir1 ¡-::~~ i ¿~~~:·--c;.-¡~~J~-e l ~ .. ( 1(1) 

pr~POne ~ü9<~-i ~:-'~~~;-~ :;:p;q)~;·:--~~~~~~~:-~e~--:- dé>·.:.i/i·n:~~~·~-e~.t~-~\'e·ri<:: ·e1 P~.-
intral i s~s~íll~i 'i .. ~~; ;d~ il~~u;ale:; pfat;i¿~; .~ }~ )q~~.·C es 
te_rm~ i-·~;;-t1-.:~<;:~;~){f~~~-:. i~1V'~,p-6·(~,~~-¿~r1:dDs·:·:~~o ;·_:·i~·~;:/ct~y_-. ~~-~S-fb i e·~-- ~{-: . 
ca.la~{ "~ P.g1:·1~';;~;~¡!¡a(} la' tempeY:,atüi-.a .~~;G:6~'.~,L~~~? Chi;,'i1rel 

-~em~_l_~-~: ·:·p·-!:r~}}(;~~{d~·~¿¡~~: _1;¡~·: ~'.~~~-~~¿f'i·~~-i'.: i~¡~-~;~;"Í'~:~-~~~-~;~~·i{:'. _J~·:cnte 
-· ;"':'<'" -L. : '¡" -~~·. \'=.; '-,.; ·.-., _ ··:·; : .. -" '· .. .. . ~;:·, ;' _;~;·;:;: ;:.; ,,;:' .- · ,~, : .·>,-;:·k", 

.. · .... ·. · .. ~,,. - .- ---.; · .•.. ·.·;_~/·:.·.,; - _;_1':.\·:7::-·:·~2 .• ·.--·---~---:-,·- ·''~ ---- -.·-
cilcalinf:"ari_t.e,,~\~~ __ , :·~::.:v/L __ ;~.'.~,,:, :·:.;;i':.~;~~t{;~~,~~·:'. 0- ~-·:.~~~-"':-,:;.,e"' 

.· ._, , . ':'-~,· - - . · - · '. ._·-~ ;,:·:.;\:;~~i~>~~;;~;~~.P~~~: <---~.~-i:;.-; :, -,= ·~ 

r:e~i-~~g;:,~~(;~~t:~:~a;~,;{.~O,;;~;i~~;~j;c~;~~o;i~~Q~~:IIt.·~·c:~: 
::;·:::-:;: 51~~;!~~~J;~~;~:-J~;:r:~f2~~~~~:}~;~~;~f~;:~:rj:·Yº.·1; 

.:-.- ,,. --~,>. -> . : cal; (S3):s'!-lg'Í~r~:.que'),~óbábi~merite ún )',q de. 45 Kd ::;'Í ;~t:as 

mas·_'-· ~~f~ ·::;~i;!_'.::: ~·~¿}~-,~~~~-'f3·_;1('d~-~--~~ ~i_, ·j_~~~~~.-Í u~ r-~~-~ · ~n. e i- ~ · p·~~c~~s·o- : _de 

·• contr-o i ,fe· ,_:_·:¡·~~:=~~n-~~,..m~-~~~'~°'-~(~túb.er-c-Ul o-S rs-~- ~·~-~: -?at·~-.~.~i:inJ~nt~~r 
antic•Jt:ri:•os ~:~;~\-~·~."'.~·-; ~--~;i~)· · Ag ·an; Pa~·ient·~,~ -ºcon: ~-\~-.·~,i:;_~~{~n.~.o., 
miéntr-a's ·q~e··:'.:~~·;.1:$~:, ~'.~¿:~_~,~~~:~-~,·en :·pa~:i:e~t.~s> ·ret'~~C::Yct-ent·es·: :~ fii._ 
con Primoi:ri·~·~:~:b.-f~;:;>· "- ,. .- :'.-,;>" .?;'."'.._.:: ·:·,'«.(;:~::,·~,:-. . 

. Er1 reí'.ac:fk'a'l )J<á~·~4~;¡,} ·~·'"ªb~ ·~·~~ fr;·J~~~iT'it~i"na 
car. ~r, :·' b-~}~:.~ <é~·~-t~-~ii'~'d{·d~·..:;·~--zú~'~F~~"?;,~-~-~-tj~:~~~:~~~;::qé;=~;;{~fY .; : s~i r,--.-· 
1 (p. idos, :~)~q'~~:~· e·s:~.;;~4.TI'f',:r·s·ub.Jñ-~d~:;/·~¡~·::ú~.::-~9 ·,::d~~::-::?ci~ /~~-i/i\'~~~:~¡~;~~c ·· 
.je. la. de t4 ~ú~'. i~~¿;p';a~·~'tn~!i;~1ada\'¿~'·'acó' ~Ú; ~~cii'a de 
Cal me t ~e-: -Y ~.;f~,{~~~<:_.':~~~~~1~~~1-t;~~=li~~~~~~M~f:t~:~i:_.~:)~{~-~{~k 5 e~ t.a _ 

entr-e .e 1 ~·~ .··y.',·9.Z:"\Í·~,?~~~· ~:?i~·t·~f~·a':~ ~~.:~}~'.;-~·~:~ -_,~·~·.:·:~~t":::'~~t/~c~~ ~ La 
~ • ~--.=- "·"-·"'-· ) • -~· _::.:~. '_ 

pr·otefn·a<· den-·omir;c1;'dc(:,:'. por,, ·a·~u~-~ º·,'··(¿3}:,\;~·;n6 P64 º es r:~pa: . de 

pra•j•lci..; . re;~Jd~~;05'?¿J:~:;~~J ~~ h{pe~~~ns ib i l¡~~d .•~e tardada 

en ceraos ~d:~''._·;~~;¡~.;:~:~:~'.:~~-~.·~~~~·{~·Í\.~~~dos"_,:con· BéG, ccm may'lr- tuer-:a · 
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que el Del'ivádci Proteico· Puritíc:ado (PPD) 'de BCG. Asismismo, ,· 

la P64' ¡;,..·odu{o~·¡¡{~os,
0

niv~l.~ .de, anticUel"'pos 

i nmuri.í zá·d-~~··'.·:~ .. ~·~.~:~·e'~ ~~lT:~·rri~·~ Ída·~J<' 

Es ;-·;/;·~-i-f{b~¡~;i~i~;~i;f~';a:i~-~-~:ü~:(~~~~~ :-~~;:ri-~-~-·rn~ ~-(-~a-_ 11 _P~4~~) ::_ s~~~- - ~~:· . 
.. ~, • "'• •: ·,··;_~'~'. ·. r•'.;}« .:~é.;:~·.~t~,',;•~,; •>::'t·;.~·.;·.~·~:- _:: •t'; '•::'- ~ 

agente a1cal iTii zarít'e;'/ de·), lisos amas ~-~cy·a ~~~--~!:·.~;~-º~·:»:·~-~~-~·~/~~~~·p:·~; de.:· · 

et. tc1.\\"'e i· · _no ,~·1ed:~:~:~~h}~~::·.,~~;(~/~-~~-;~_-::e_1 ~~mPart~·m1e=~ .. ~~ if:d~ t/:'.··PH.:·: 

· ;:::::::L:::J{'1;i~;¡"f:~~::.·.{;f.n ·;¡~:(~~b:;iÓ¡r·:i;.;~~,z~t!:,~·(:,. 
~- .. ,·, ,. . . . ,~;.-~ ';. ; ~- ·:·.,: 

coml)araCi~1' ·,-de '.<·'.~·~·~,~.Í¡~:~dA:~;;:_.!·~~~~e~·.l·a··.·~res~~-~~~f: ;~:~-~ ~'.\:~}~~-~_.~~'.i ,:di·: 
alcal inÍ. za~-ief'n :-_·,, C:CfritJ-.~:~1~-.:P-re-S.éncia-. de las:Ag·!_S ~~-~}~?~}~Y:·¿§~·:~~?· 
en liso sOma!s. :.~-i ~~~--~~~ i ~nd~.- de··;:d~'~f ¡~,~~i~;~~{;;-~~~~r:~~-~-~~f~~:t~t~~;r;~~·~J~.:~~{~~_: ., 

Recienteme,nte se ha at'i rmado __ que.· l.~, Pi~·t'~·1·n·~-~;·;i~ :i~:f·k~:;;~~;~> 
_:~o ,, ' • -: .-· :°;·co',:_ .:J; ,~,~:· :> '., 

tL. tuberculoliis - es· un · Ag comun a ·--~-t-~:~~ : 'eSp~C:ieS 

micobacterianas. incluso que ·es compartido-- por. otras 

especies ajenas a las micobacterias (54). Esta afirmación se 

basa en el hecho de que los anticuerpos monoclonales 

Ag's de f1.t.. ~' tl.:_ smegmatis, Pseudomor1as aer-uginosa, 

EscheT"'1ch1a Leqionela pneumophilia y Ric:ketts ia 

rickettsii. Los Ag's de este PM de ~ tuberc1.1losis, 

Pseuctomonas aer•Jginosa v Escl'"1erichia c:oli son moléculas 

altamente tnmunoreac.tivas, p1Jeder1 aislada-; de 

homomult{meros mayores de 2J.O Kd y tienen una composición 

similar· de aminoácidos. Por si tuera poco, este Ag parec:e sel"" 

s1nteti:ado e.orno resouesta a un cambio repentino en el 

ambiente, como un aumenta er1 la temperatura u otr-as presiones 

ambientales (presencia. de H20:.:, ar1ae• .. obiosis, defi.cienc:ie de 

Zn) (54). Quizá entonces el st~es; ambiental inherente a los 
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macrófagos sea suficier1te para inducir la síntesis de esta 

proteína, la cual podría jugar- ur1 p-apel en la sobrevivenc.ia 

de Mvcobacterium t1J1:terculosis dentro del 'maé,rótag~-~ 
·,,• 

Quedan muchas interrogantes·, en 'eSte:::. t'rab'~j-~ 'que· 
.·· -,,.:·_. :.:·;:; :·.:,/: .. _· ·.····,=:'·,_'.; 

requerirár1 de más experiinentos··p~r-~·'.·:;~-~--Se~,~-~-~~:~~r, ~-~'~ r{~~~·~·f;-~~:s. _ 
de 1 p roces ami en to de Ag '. s ( Ury_a ·p~:~gúnt~/db1~i:~~á·d·~·~/~~-:j~-'.-~ C'ú~rido 

los Ag' s son pinocitad~s -P.Or ;.,e\'·I':~-~~:~b·;~-~;~;,}.:~~:¿'}~·~· ~:f'Jirict~;·- ·se 
-.... ;;_,,,,~ · ;.'.-. <?:"-·:~i!L''·':-•:.;::~; "-.-- ;,'._;_:;,cO:.:_~/- ,. 

:X:~:~::~·~ º;~JJ};:¡¡~Ñ~~~.~,r~I.~~}et~u~~ :;:~: f d·J·1·~iI;:;tiº2: ~d· ~ 
.-1i·~e1-:::'_ cté':_:,-· ·p~-~~-~~~-~'.:~:~cl~,:.·:_:,~-/~r{;-y;;_~,~-~#f.~~~\' <__Si r!J: :-:~~~b~·¡..90··~ ·'. ·.se: ha 

d-~~-ci-s.t ~-~d{-;~~ 'ii~~·~::~;l;~:·~:~~ió:~·4:~:~'::.;~,~'.ci~-i~\i~~; (~ _- ~~·mb~~ii.ó'a.. ~~~; '.no son. 

al in~ ~-r~,: i ·t;·~-i~~\~- ;~~:~?~~;?;:'i>~~~'~(;~-~~~-~ :.:{··:~ ':'.~·l:~.;s' ·,_:~<~:-,. ~ /~é· ~-~~:·~·~-~a=d s 

med'.o, r.~.··.~cfr¡j·¿;f~~(s''.1~ eSti~:ii~~··· ~··li~~,;¿i't'~~\T (.~~<.Hasta 

-:::~9::.:i r~~.;··~i~~~~~tf;Jff·i~~·:~füc~rt;io·~2·;~g:ºf ;;~~~·~i¡:~ ... 
1 ~~;--~-e i tc"s- .. i::')_·( ~-~?·;.'::;::~-º:~_·:.Yo {~~~~-o:;-. ·p_~~~-:~.:~'i}_~:~-~~~kfi~,~~'!í\y¡;·:~~4·~·: ·s·e:: 
h-a ·demo~t·,;~d;O- q~~-: ~-t~~-~~,:·é'~ .. l°úí'~l.'..:'..~;~e·s~ri-.t·~d~:~:~·~:7~·e··.~'A9·-,~:···c;~m~,'. las 

' . ,- . ·,·,' < -:-·. \ ... '·: ·}:, :.'.·~· :', ~:<.:..:<.~:>».:;·::-"'.'' ... _':.~':·.:_; \";,·/;::;·:_:.:;_:~:~;'.;":.\:;_:;~~}···:·.?:__. ·:' ; 
cél u.la·~ de_r&d~_ít'i#~~,:·~··; .-. s~n-:cap_~f;e :!¿~~e.-.pt:,,~~~-~ . .-~al;:: A•1 Is< a .. ce lulas" 

T <hac ié~d.O las p\ .. 01 i téra~,)· :Sió~:_\ni~~-J-~~i-~~{~-:-c·.in:t.'~~¿_eiúj.'·a'rmente 
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membr-a.nal o UT1a!; .. ~lta·~a~iriidad>·~~ los ~9'.~' ~-º!'·.1a~, mo1éCU.1as 

clase. 11 del' 'M'"'c_'.::-~·1{::~~-:-)~':d~~:~:~-n-~i:~-~a. 
Existéfí•;a ¡.d~ibi1i'd.;.d de q~e los Ag'• de 64 y 43 Kd sean . 

mod-i f:ica;~~~~~~~}~~~i~~~-; -~-~;~:~>·i:~~~-'~'~·~¡~·~dos ·. ·en · membr-a~a. -~;~~-~m~~·¡·~~-. 
Q~· i :á: -. ~:1·-~,;j~:_·) ~;~o-~~~~:ó:\i'~ _: i ~: ·-d~ ·~:~·á:d.ac.i ;~ de·.- es·t os · f:-9 ~-s.·- tenga 

a~~·~.1J_~-~~:~;:_:e{~r:~'~.~~:~1~~~~~.~~r/~ -~-i:~se~-:· I I .·-·del .::MHc\ ":~--~Y: '~-Púe da_ -ser 

pr-eSe·ntá·d.~' .:·>~,~~:~~:i_'~.·~-~~,J~-~·;·f·i¿·i~- d~\ ~~~~c;i-~q~·-:;·.; '.,-;:és~~=~~~~ :~.-i~~~ii-~ari'a 
. _·.-: J ·: _:_.... .·. '.!.- . ~ - -., .. :-: · ... ·. '·,__ «··:. ·''\ '-, . 

que-::,:. er.-.:__;e 1 ~-~~~-·p:~,~-~~~il'.'1'~-':~~~0·~ s·e · ·. s·e-1ecC:io1'eJ· -/~ i"~ :~·::·,,c¡etef.mi nante 

antigenÍ~~o;fg~n"~.Ís ~tÍTiidad,·p~~.~~Íic(;l¡,'s~d~ ~;~~~wI~del MHC 

( 16). Expi~ .. Ed{~~ ~, c':~i~ ~: Ag: r pi~i::~:L~ .. '.(m~¿~¿;~~~s y 

l tnf_f'.>c_i_~~~-.~,t;_ -:ó'Odf.{~~- .i.-l~~-i~t~·:; -.·~:~ __ :.¡s-t~s .;~~1e·~u-1as · (43 YY 64 

Kd) ti~~e~· o.:no 

A_simÍ~-~~: · "sigÍJiendo· 

la 
-- - - _,,. 

preseT1tacion 

con el traccionamiento subcelular, se 

pod;_·Ían; busta~ Ag's de la micobacteria en mem~rana l)las~a'tica 

e incluso en organelos en donde los Ag' s _puedan ··estar

sufriendo modificac:iilnes. tal como 'en el C_omplEjo de Golgi. 

Este trabaj~ es solo una pequeña contribución al estudio 

del pr-ocesam"ien~o de antígenos por c{lufas fagoc{ticas; es 

evidente que los conocimientos por adquirir son bast~ntes. 

- EStO -:f,eqÚer-_i~a __ ~_eJ ~Tabajo·.arduo«.~e"-p~r~sonas interesadas en 

tratar:·cte f-obar·le un poco.-sus seCretas· a· .í& _-na.-tUrale-ia. 

62 



9 e o N e L u s 1 o N E s 

1.- Los lisosomas de la linea 

se encuentran ·entre las 

un gradiente cte· densidad 
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11 A P E N D l C E 

nn tEsls ttn nt8l , 
SO DE lA Bl8UIUC11 

PrePar-ac.iÓn de soluc.ior1es utili:adas er1 este traba.jo 

1.- Soluc:iÓn Salina amortiguad.a c:on Fo<fatos (PBS) 0.01 M pH 7.Z 

Sol•Jc:ión A 
NaH2P04 0.2 M 

Na H2 PCl4 • H20 
Atorar a 1 l con 

Soluc:i6n B 
Na.ZHPC•4 O. 2 M 

Na:!HP04 anhidro 
Atorar a 1 1 con 

Mezc:lar 140 ml 
Nac l. Aj'·" tar" 
Tomar 100 
des ti lada 

2.- Sol1.lcio"r1 Satu~.~da de .·saca,ro·sa· ( Solucion madre 10 X para 
pr:eparal"' .s,1s ) ' ' · 

Par·~ pre\.~·ar_~~: 50 itÍL. cte 
~a~aro~~-~2:5 M), .~ •• ~ .• -~ •• -~ .•• ~- ••• 42.78 g 
EDTA Oisod,ic:ci c::ó<mM) '··· •••••••• ~0.292 ·~ 
HE PES ( 100 mM) • ; •••••••••••••••••• 1·.161 · g 

. - . ·' 

Diso·l.,/er· p1 .. ime~·o el EDTA .y :~l HEPE-s'-e1~.,~Un volumen peq•Jeño de 
agua.destilada. J Oespues a7~egar l~ Sacarosa-poco a poco, con 
agitac:ion. c:onstan~e,· y -cuan~o s·ea _necesa.'rio agregar- mas ag1.ta 
o calentar suavemente en.bafio.maria. u~a ve: que se disuelva 
t6da · la~ sacar-osa ajüstar- e·l pH. a 7 .4 con KOH 1 M y afor-ar ·a 

--- -~-5tY-ñn:_~'-con'.-_agua_--o'~-~:'i~J)~-~~--Y ;..:~º~i_c:'_Il~=ada. 

3.- Soluc-iÓn t'So.tOnica de·.-Saca!"'osa (SIS) -corl NH4Cl 10 mM :·-'f'_ara. 
inhib-iciÓl)- .je enzim.i\s -liSosoiTÍales-

' , ,":. 
Para: pre?a'rá."r. 250 .~f d~:_.sc:>luc.~Ór~: 

Tom~~~ .. 2~~:'..-mi'· ~~d_e_- .-;i'.~. -~-_o_' ~U.f.~'d',~-~--~~-~~~;:-.d.e'. s·ab~.~-~-~~·:: t?·>s:_:·~~? .~-~;:, _11.eva·r 
a 200 · ml _con· a_9.l._LC\. ~~ s t,~ l ~·da: y: ':.4~.~ o'~i :ad'7'_: -~. -~isolV_e~·-.9.1337 ·g 
de NH4:Cl. y lleva!""· cOn _ag•~a--_:h~s~a·:c_~réa':de·,·'.10~,250'.-.m_l.-~:·Aj•J-Star· 
el pi-! a ,.7.:!. c:or1 ,KO,H 1 M y·'atoraT' :a 2~0 mf;, • 



'4.- Medio de .c:ul tivo .. PBY <Pi;-oskaw•r 
Yo1.1mans) para ~ .tuberculósis- -

y· Bec:k modificado por 

5.-

Asparag i na • ;. •••••. ~·. ~·-~·:~-. •• ·:~··?:::, :~;~-:~::~:~ ~,- ,;¡ >', -

~mr:;::~;ii1M~11;;1~;~a1iw.:,1m~[11: ··••··••·.·• <·;:-· 
Aj uStar- - 'e·l .:: p~: ... ·-~:-·6:l·.~-~!~~\~'f~~-·.;r:-: :~-:~H-::}·1::, ;::~:~~- /;~g~~~:- des ti lada·. 

E~ ter_! l izar. po~º-·.1-~.~-~~iD :.a .. :::1,_~·-7·~:~' '~·;:~~:;,.,c .. ~~~;>.· :f;/·\'.~~:'. ' · · ~~ 
::."-:~:·)):-_-;;_-./;_.'>·:e·~",:_-·¿ (;~_,>" •' .- ,·:) 

Monómer-o ·de Acrl·i·~~-id~'.-; 
Bis-Acrilamida: · 

S'otuC-iOr;_;:ma~~~~:._'._::30~\ ~CJ.:fi;!lffiYda--,- .. o~·a% :· 
·,-·:;.· -~~~;::.: ._, .. :;:: 

Ac.d lamida <Bi o-Rad) .•• •J;.-/;•;·~~: 3';'f.3ol~·>i~·j.~.••;•; '/i,· 
Bi 5-Ac:l'i lamida <"Bio-Rad) .,·;;; ;:; ; .• ;· ;·;;o;s :·g';{ ,._,~. _,, .. ->' 

L 1 evar has ta ce re: a de .,-1·:~:;.'~-i~~:·:,~~"~~r~,~~:ir~td!:.-~~~~·sfi-f~Cia~--:, -.if Orár: -
hasta que la solución esté· ~,~·t_em~ei:-c!:tura':,<-~~bie,nt~-~'0-'.:· F:iltrá.r 
1Jsando membrana Millipore:de-·_p._45..-~um'-;;-,,_Conser-Ve.r->a _4~-c •. 

o: ' '.~_:; '·::< '': : ' .--:,:x.-- <,--o-, . -:.:· .• ;;~>- ' ' . -
.. 'S=.·-~,-~'"""·· :.~~;-; ·' -~ i~·~:-,-~ 

6.- Oodec:il Sulfato •:le Sodio,(SDS):,:.,~c;'t\'?~~~,¡,,,:,;~,~}j.••.c < _,_ 

SDS (Bio-Rad) ••••••••• ;; ;-;;f;;·;~;:.'i<i· q;¿'ry ; ,· '; , :,, 
L 1 evar a 100 ml con - ~9~~:. ~~:·~:~~;¡;f~~-~:.,~;'¡ ··::f'{i:t:r:~-~ --·Y~.- guardar_ a 
tem?eratura ambiente. -\:·/-- ',.~{,\··>>· · ~.,.,_ -~ 

7.- Sol•JciÓn amortig•Jadora de-'Tr-i·s-HCl. ~:~5, M'_: pH.~.~ _ 

Tris CBia-Rad)' •••••••••••••••• ;• •• .'18.1.7-g 

Disolver el Tris en agua destilada Cm~nos· de 80 ml). AjOstar 
e~ pH a 8.S con HCl concentrado. Aforar·~ 100 ml, filtr-ar con 
membrana Millipore de 0.45-~m y gUardar a 4•c. 

s.- Soluc:io~ amortiguadora de Tris-HCl 0;5 H pH ó.S 

Tris (Bio-Rad) ••••••• ~ •••••••••• , •• 6.07 q 

Disolver el Tris en un valumen menor a SO ml de agua 
destilada. Ajustar el pH.·a 6.$ con Hc1· concentrado. Aforar a 
100 m·l con aqua destilada,. filtrar por membrana Millipore de 
0.45 um y gu~rd~r ~ _4•c. 
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q.- Solucid'r1 a~o.rti9uadora:.pB.ra-'Ei'ec\roforesi.S: :Tris _•).025 M, 
Glicina 0.19_ M ,- SOS 0;1%- --

~~l~ ~ :·~~~{-~~ii:: :1•:-)-~(f~:;'.;Ú~~f f fa;;~J~!f~}1¿1oi:·-
¡;~i'.:Fd::::;~;~t{~~¡~~~~~;f;J~~t~±,i11:a;cz ; , ';: ;,º:: 

,-;·~ "'.:·.-~7'- ··:·:_;\~:~;:::,,~ --~~'·" ~-:f;;/~:;~fj-\,<~ '::",}:.;_·,· 
10. -Mezcla di 9eStora··.pa~~~':EF~~:t.t~"t~):;_~ -~·:~-:~·'.!~:~I~~;'.Tr;(S~i~:q:<~Z~_ :r1' :,:<soS '1~ 

Glicerol 20%--, 2-Mer·captoétaf.oC~l'Z:"ri::;Azu-l'(air_Br:·am·afenol 0.1~. 

fü ~:~:;:: :: ;: :;;::!\:eff :%~1~~&!t;¡iif ?ii~' ,'~'" ',,, 
~l~;~~;~~~~~~~~¡~~ii.it~~~~~i~~{~~~J!~;¡,'.f,1~·¿'.' 

_:.:' '.":>~~'.~_,_;f . .':.§·~;i_~:: <?:~ - . ' ·,, ~·'"'·' ;, 

11. -Solucíón am·a~ti_9_ú~~~-~~<~:?p_·~.~~·\~.f~~·:tt:~~:;~~~~i~.~ ;.J~i~;~ -3~:025 M '._, 

ii;;;¡~.;::Vi;frr;~~i~~Jf ~tr~W~, · ···· ,> ·• · 
,•,_'- • •• V ·--,.: o,,,.,~ > • :·:'(i·,'' 

:ifü~~' :~'.:::é;~f .~;t~~~~~~t~~!'~~~;~:::~~ '" i ' 
l:?. -nnción ~con -A~u~ de cóo;.;i;;;-[~{;;'.d'.;r~X 'á'tfo~·~;.;;,'~~ie 0.125% 

Metano~ ,oi¡, Ac1do_Ace1'.i.co:'.:~~;.~:.' .•• '.;;{;./,)\.J/~;'<····· 
Solucior1 l _, __ ." · ·,_.[,; ·.·-.... :.,~ - ·- .-·· - - · . _. --- .-

:~.~; ::.;~;:::·~~:~~~l:~~tz~j~~~/li~~~,~L . 
SoluciÓr1 1~ .. -~·-_·-··.,o·_-,=.":·,:"'"'·">':-' ... -",.· :;os_~-. .,-_--

~:~:n:~ :~~~~~~~~.:-::-::::::·(:3>::);;0~~(1 se s_oiui:ion 
AciCo '"'cetico •.. ~ ...• ~-.. ~; ;:;'~ ;-.-~\; :so.L_ml· · 

Atnf'ar c:on 
amb1ente. 
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tem?er-atura 



13.-Sol•JciÓn decolor-adora para geles : Metanol ''50~ ; -· Acido 
acético 1oi 

AM_: 1tda0noal~e·~t·i·; 0 .•••••••• ,. ',·; ·• •·· .... ,.; ;5oo ·mmll.· ... ·.·. • 
~ ~ ~ ••• ; •• ,,,;· •• ; .. ~'.' ••.•• 1c10'. 

Aforar: a ,_l 
ambiente.-, 

'.des ti li'.da, 
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~· .• . ·-.< -' . .'. 
o'ua"T-dar-."· 'a . temperatura 
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