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ABREVIATURAS UISADAS

Ac Anticuerpo

Ay Antigeno

jJle} Bacilo 42 Calmette v Guérin

BCGF factor de Zrecimiento de Cflulas B

BSA Albdmina Serica Bovina

DMEM Medio d2 Eagle Modificado por Dulbkecco

DMSa Dimetil 3ulfoiideo

ZDTA Acido Eti lendzemxn Tetraacetico -

FCR Fuerza Centrifuga Relativa

HEPES Acido -N-Hidroxietilpiperasin-N'-2 -ftAﬁesulfonxco

la Moleaulas Clase I1 del MHC en el ratdn SR

IET Inmunoelectrotransferencia o Western Blotting

IRF Intensidad Relativa de Fluorescencxa

Kd Kilodalton

Mir Minuto :

MHC Complejo Principal de Histocompatibilidad

PES Solucidn Salina amotriguada con Fosfatos

SEST PES con Tween 20

PRY Medio de cultivo Proskawer-3eck—Youmans

PMSE Fluoruro de Fenil Metil Sulfoxide

M Paso Molecular :

PPD Derivado Piroteico Purificado

Ff Movilidad relativa

=PM fevoluciones Por Minuto

SDS Dodecil Sulfato de Sodie - >

SDS-PAGE Electiroforesis en  Gelee de en
presencia de SDS

SFR Suero Fetal Bovino

SIS Salucidn Isotonica de Sacarosa

Tk Tumerculosis

TEMED NN, N’N'—Tetrametzlet11endxam1na

NOTA = Ltas cifras gque se expresan en. ei texto tale< como
2 % 10 5 son equxvalentes a 1as exponenciales, .en
ecte caso: S T
. - T &
2% 10 & = 2:x110
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1. INTRODUCCLON.

1.1 Generalidades

Entre las éhférmedades 1a tubeﬁ:ﬂiaé1s;{Tb){ E
continda 5fgndp s

los

‘sobre bodd:en'

I“humana-es Mvcobacterium

casos . Mycohacterium bovis. E1l

étéfformado ﬁor unas 40 especies
>‘paﬁi1§.de la tuberculosis, a la
Estas dos enfermedades han
‘as enfermedades xnfecc:nsas que mds dafio ﬂan:
causadc al hombre ‘a lo largu de 1a historia 1, S). '

For mncho.

tubercu!os:g es la mas‘vxrulenCa deitbdasj‘
@aﬁa:idadﬁinﬁe
hasta’ la fechaingise. ‘mecanismos’

virulencia (S).

desarrollo. . Ademas




menor- frecuencia

nigado, huesos,

“1os"" tejidos

‘Mycobacterium tuberculosis

‘,es un bacileo Acido-alcohol resisterte
y a pm de 1onq1bud v de 0.3 a 0.6 uym de
Esy;nmuvxl, no forma esporas y es un pardsito
'gado estrictamente aerobio.

cxlo, buberculoso es re51stente a ‘'la desecacién,

pern ‘muere rapldamente al ser expuesto ‘a la laz"solar-: dlrecta,,,""

"o ala-luz ultravioleta. Absorbe el colorante carbofuscina

cuando es -calentado. .'y"uha vez

decoloracién - por icidor y alcoho es i

denominacidn .como "acxdo-al:ohol res1 tent

Adémds de  su- :aracter;stxca especxal ’de'~tinc§on,ﬁ My




tuhe;:ulbsis'se'disfinbue

run altb contenide de 1{pidos en”

sy pared celdlar

ta.quiza tambien

7;'b§c1iufpﬁﬁ.fiét

: L~~(ihclhy§ﬁd§”r

Viq;d§r; a “otras

y ka5§u§}argada‘
en deiihitaaﬁ ﬁar' una
‘hembrana;‘ tas:

ribosomas y gra

minimo de nutrimentos




nitrdgeno .y met@les»eseﬁciales como Fe vy Mg, - ademds de "la

;présenciajdé_oufﬁeﬁo 1.

1.3 Relacion parisjtn—hnspedero en Tuberculdsis;v

deperide de su xito er evadir 1os mecani
hospedera.

"El  bacilo tuberculoso tiene

una célula " del sistema inmune
funcidn. en la defensa antibacteriana.

que - sus percusores. los monocitps._‘

médula osea. ol 5_( ! ,f' Y G o y:
Los macrdfagos son cdlulas faqocfiicas~§ué se encuentran  en
tejidos, mientras gue los momocitos circulan en el torrente
sanguineos otras células fagociticas son los
polimorfenucleares {neutréf@lus) que también se encuentran en
1a sangre 8.

El macrdfage tiene un aparatos de Golgi bhien desarrollado
y muchos lisosomas; su membrana plasmitica se caracteri:é'por-
7@icfovellosiﬁades prominentes Ay arrugas. Se adhieren al
vidrgn, ingieren por pinocitosis particulas menores a 0.1 ﬁﬁ.'
y por fagocitosis engloban parficulas mayores a 0.1 um (3.

La fagocitosis es un mecanismo de defemsa inespecifico
por el que se pﬁede destruir a un agente invasor (bacterias,

honges, algunos virus y protozoarios) y activar otros

N Id .
mecanismos de defensa mas espec{f:cos N.



Cuando una bacteria

~ célula

una
fagucxtxca es . internarlbad y la

‘fagocxtosls se xni:\a cua 5 la
membrana‘qel macr&faqo;"
una. bolsa Ilamada fagosama
fagosoma dentro del fago:x'o 1165
cuales liberan su Econﬁeﬁ
agente invasor (12).
Los lisosomas.:
enzimas ifticé;l>§gna
Acidas, pov‘fqnﬁiana
‘en estos-ongaﬂélo
f;éusoﬁé | -
compartxmentus_
E}- macrofago a;f""
ant1g2uos de. la bécféfia}
“cooperadores. (otras celulas del s:stem
en ..la respuesta mediada por celulas),r,ﬂ
moléculas llamadas - linfocinas que. af'sdj;u
macrdfago. E1 macrdfago activade increﬁehi#y}s
consumo de
un. aumento S
y enzimas lisosomales (1, &) hac;éndolo;mas eficiente en lé .
lucha antibacteriana. ; .
Ademds de los macrdfagbs‘
el sistema i1nmune IOS»IiO%QClt

CAc) contra los antigenas:




‘estrategia
 di§ef‘ﬁ§ ?oﬁ'e
micobacterias

varios factores

_é),ALgﬁn

~ factor ‘cuerda. ‘se ‘ha encontrado er muchas micobacterias,
incluyendo“especies saprdfitas y cevas avirulentas (1, S).

 Se' ‘sabe que M. tuhkerculosis es capaz. de inhibir la

ifusiunvfagosoma—lisosoma {13), y que tal inhibicidn puede ser
Vréggsaﬁﬁrﬁbr sulfatidos de la ba;teria {14). Recientemente se
ﬁa encontﬁado que las proteimas del filtrado dé un cultivo de
M. tuberculosis ‘alecalinizen los. lisosomas de células
fagociticas (10).

"Los mecanismos de estas estrategias, que le permiten - a
la hacteria sobrevivir dentro de su hospedero;r gl ma;r&fagox

no hap side adn aclarades.




1.4 Papel del wmacréfago  en

Pracesamiento de ant{genos

Cuando un agente extrafio es

acid

los yproductos de su degr
vesiculas, o puekden, ser .

para —estimular.a los lTinfocitos

'f;icfbr-~

1 1§madd'

pasado | dei impl

de una célulaiconiu



de los antigenos,

-para _-dos

‘moldculas’ de clase 1'se encuentran

lasicos;dé trasplantes, mientras gque las moléculas
1. ¢llamadas la en 2] raton) son hateradimeros gue
Se’ancuentran en la superficie de macrdfayos, linfocites By

‘c€lulas. de Langerhans, esto es, en las cflulas nresentadaras

11



de antxgena (15 16).“~

les antxgenos fque-
molecula c!ase 'II{

cuoperadores txenen un

Las -  ‘estrategias .. seguidas.

procesamiento. de antigenos purihacréfagos ha

utilizande proteinas
’flbrxnngeno ( 0, 21

ha

sabe' como los Ag's san sele::ionados para dearadarse en”3

lxsusamas o -para ser pFESEntadDS,

‘las c 1 las T

12



1.5 qutiVo”de“teiidps‘yilihéaéﬁéglulares.

se comenzd a.  desarrollar
sfqdiar An vitre el

in- las: variaciones

P ei}s de” "25a mmS_gbaﬁa

salino
ente de'vid}io o de pldstico = que

.colocarlo

fleellama al cultivo de tejides cultivo de

Tan'-\bi»e'n‘,

-la_retencion de las interacciones celulares que

se ehcueﬁtran en el fragménto de tejido o explantz. La

c;racterfstica mas nqtablé de un tejido cultivado ip v:Tro es
aﬁe Piap cflulas no crecen ravidamente y practicamente sdlo
héy ﬁfolgfera:iéﬁ‘celular en IS periferia del explante. Al no
Podér ser‘pfopégéda el tejido, cada experimento requiere de
eupiqntgs 'frescd;,,,lo que  implica maycer -trabajo y menor

repFqucibiiida@ (z23.




“Posterior 'ﬂar 'cul‘r.’iVo' de tejidos

'EEIulag

derivadas  de los explante

campos en . la invese

implica ia dispersxon

par algun ‘medic mec

al - adherirse - las células

hasta ﬁﬁelileg

'1as condiciores: de cultivaf

transformadas,ya’

jce\ulas transformadas lﬂ vitro por carc;ndﬁenos qufhtcoﬁ,

B radia:xones e virus uncogénicbs'(Z&). y tlenen la propzedad'
- de podar ser - cultivadas 1ndef1nxdamente.’ Estas~' 11neas

celulares, ya sear de origen humano o:de algun'utro mamffero,



delicultive. celular sen

amhieﬁﬁef‘tgmhgratura; humedad, . presic

de 02 'y de CO2), la uniformidad

simplificacidn del. sistema al eliminar ~las ' variables
introducidas por 1la interaccion con otros tipos celulares. La
dé%ventada mas importante es la validez limitada que puedan

tener los resultados obtenidos en un experimento in vitro al

extrapeolarlos . 1nh vivo. Al carecer de los comporentes

bomeostaticos del sistema nervioso y endocrino, los cultives
celulares tiemen limitaciones al compavarlos con sistemas
vavos mucho més':omplejos. Otra desventaja es que se requiere
de equipo especial para el manejo de los cultivocs (campana de
flujo laminar. incubadora de COZ2, tanque de N2 1liquido,
etc.), lo que lo hace caro.

‘A pesar de sus limitaciones, élkhso de lineas celulares
én las ciencias biolégicas sigue-sirndo . muy. valioso, Los

’ . S T .
modelne de fenomeros biolduicos ‘estudiados con lineas

15’




‘;1"fpaqcionamiénto'subéélulah

arganelos”

densidadesi

gradiente

et} téfiqn;

. espacic’estrachg’

célu!as (ﬁ33
HaEr o

muchos anos

concentracior

{24, ‘Post

vor centrifig

Ta-Tdiferentes.
“un mismc;tubo v

ensidades conseguidas




las soluciones:de sac U bajaivistesidad

~osmolalid; la’separacidn de

en’ un ‘:aﬁﬁO"graQitécipna}
deﬂsidéd{“‘uﬁé ﬁart:;hléfﬂe‘lé'hgeéfra‘alc z

a1 gradientegcuandnlsuﬁdénsf&aﬁmyVQa del-percol qhefiérrbdea

son 1guales.

Las fracciones que ée'obéieﬁénude:“uﬁ“fg}adiente de
densidad pueden someterse a 1a'de€ermiﬁaci6n de protefnas o a
ensayos enzimaticoas especificos‘para-identificar distintos’
erganeles. yoé ensayos enzimaticos de la Fosfatasa Acida, P-
Glucoronidasa y P-Hexosaminidasa son usados régularmente como

marcadores lisosomales (25).

17




1.7 Andlisis de proteimas bacterianas por electroforesis
en geles de poliacrilamida en presencia de dodecil sulfate de

sodio e inmunoelectrotransferencia.

La electroforesis se refiere a la migraciin ﬁe,iones'_en

un campo eléctprico, Una mezcla de diferentes»espediesfxoni: g

puede ser separada en base a.sus‘diferen

migracidn,

enci

wres

Consiste

en - trans das i pol DS~PAGE'—5: unal’

nitrbcelulasa 2léctricos” TLaw

proteinas se lleva a caboen:la inembrana.: de

celiulosa“con anticuerpos especificos.

Lbéépdes ‘de transferidas las proteinas del;,gei a la

-
ow



nitrocelulosa, 195 5itios er que no hay proteinas se hloguean

_Con. “una melécula: para-eliminar el fondo. En el

nitrocelulosa se incuba con un  primer
morioclonal) que-reconoce Ag's de la
Jundo  ‘anticuerpo .con enzima

" acoplada: camticuerpo - em la siguiente

incubacidn acciin se - evidenc{a per 1la

la“reaccion al poner. un
ran sensibilidad

ast;‘biéogrémos de

19



2 PLANTEAMIENTO DEL PROBLENA
-ﬁarésito—hospedero en la
: ,inalide ‘dé compﬁender los

A hdcteria @ caisafte, 'y -las

. éstrétagias’fae',déféﬁsaf pap parte

Cdel hﬁsp{derai_g;
u‘enfgﬁﬁeﬁaﬁ; e 'hé,‘encohtféd} i1au€ :
secrecidn de Hzcnbacteriuﬁttuﬁe}cﬁfas1;}in.f
de. pseuddpodos: en m;crﬁfagpé yiglﬁé;fﬁ'z
estas célilas fagbcft;:aé.ri .

Con la finalidad de determinap

la morfologfa o “fisiologia del {macréfgg

“estudio del procesamiento de anéfgéﬁb&

0



-

5 JUSTIFICACION.

ta " tuberculosis es una- enférmedad'=ihfetyb¥contégiusa_

Y.

producida - por chobactnrxum uberculns:g

por Mycohacterium bovis; A pesar de que en

cuegnta con la vacina BCG,  sigue slengo yn 5
salud pdblica en muchas naciones,

paises en vias de desarrollo, -lo qﬂeyin:luye

Tenlendo en cuenta lo anteriof;“»los' estudias” dué

;nyolocran al aqente causal de la tuberculosxs se Jusbxf;canﬁ

vor . si. mlsmos, .y desde el punto de v1sta blo‘aqlco las

1nteracc1@nes rparas1to xntracelular—hospedero T pueden

- B S | e : A : :

festudlarse en’1arelacidn gue M. tuberculesis tiene con . el
e .

macrofago,. su lospedero.

El conocimiento del procestamiento de los antigenns de M.
tuberculosis por el macréfage permitiré caomprender mejor los
mecanismos de infeccidn vy defensa invelucrados en la
tuberculosis, 1o gque podrd conducir posteriormente a  la

. : 1} N . : ‘ ry
purificacion de antigenos micobacterianos inportantes

inmunologicamente. .



4 0BJIETIVOS .
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S HIPOTESIS

«‘y.

».‘antlgehos 7‘ sean
Yiique d:chns anhgenusv

ada: i un ST 3 L I

lisosomas i’

aré posible la- deteccidn de unp - 6 “mds

antfgenos en e:tos organe&os.

‘mismas i



& mEToDOLOG LA

TLe n este. trahajo fuarvaon Gaker .
{Baker,: Me’;ti_{:uf?', a menos que se.
indique otr




de cultivo de:75 cm

emplearonicajas.;de

Se: .

1ales :on células ‘se colacaran en una
em un ultra:ongelador Revco

al‘dia sxguxente los v:a\es se

transfiriéfdnd a un tanque de N2 lxquxdo a una temperatura de

,-1?6{6, ten1endo asxt

'”Lgé “cult celula se~“mantuvieron

rea11~acxon completa del traba:o expernmental.

‘lulas.de reserva todo el tiempo.

durante la



homogeneizacidhiy e = un

s cdlilas




nunca-se congelaro fusoTdelimismaﬁfue=béra‘cdntrarrestsr;z

omngenexzac:un 90" fT'lC 1an

e de’ 1 sxs se. evalud. :ontandc la _elulas“en;

hemocitometro ntes'y Qespues del rquimientq

6.4 Fr;ccioﬁa-iehtn subcelular

Para el frac:tuﬁam:ehtoAE;bc?lﬁla
‘una caja de cultivo de;Z§:
4apwoximadamente; Se'élimin{ el
klas{ cé;ulés 2 vecss ‘Con

Tcaja en-iun

utilizando. u

centrifugare

‘818 'Sf”d° Cuy e transfxﬁlo ‘al homogenex-adar de vidrio en

donde se rampmer el émbolo de tefldén. Para mantener la

temperatura a' ’C’se ensayo colocando el homogeneizador sobre

hie{n, sobre r elo seco o sobre una mezcla de hielo, sal vy

”agué, mxentr fé, rumpxan las celulas. Una mpdificacion
ﬁostérxar en @l ruﬁpimi?ntu.de las gdlulas tue la utili:acipﬁ
de : up hatar de velocidad variable; el é&mbolo de teflon se
acopld al motar (Wheatan overhead stirrer), vy trabajando a
3.5 de wvelocidad, el homogeneizador se subia vy bajaba
mientras el €mbolo giraba impulsado pa; el motor.

Cuando terminaba la homogeneizacidn, = cuantificada 1a

i1isis en un hemocitometra. las células fueron zentrifugadas



a
sobrenadante,'

resuspendido“

Gla mismé. me’cla

ngkef7seads‘
{ mdescra,;

txenen axfe



x 126 y :

1 112.

1,036,

{fuga Beckmanf (Beckmanﬂ

)7 d' C,‘ probandof

ubos ,fueéon ,sacados.

,abtuv19ron fraccxanes de

lf gotas ’(éﬁrdx: 0 5;'m1) :ada frac:1on. con una bomba

perxstaltxca LKB ‘auna’ veluc:dad de: S0 Dulsos/mln .« Como se
1lustra :en' la Fxgura :1. ) El sistema para oabtener las
fracciones fue montado con mucho cuidado para no perturbar
el gradiente de demsidad formado. Las densidades en el
gradiente fueron oktenidas con los marcadores de densidad.
Las fraccionazs asi obtenidas fuerorn guardadas en
congelacidn a -20*C para el ensayo enzimatico pnsterénr de B-

Hexosaminidasa. .

6.5 Ensayo enzimsatico de p—Hexosa.inidasa

Coms marcador 1lisosomal tua utilitado el ensayo de  la
enzima B-Hexesaminidasa, segdh Lippincott (33), para cada
fraccidn obtenida del fraccionamiente subcelular.

‘Se incubaron 33 al d2 cada fraccidn con 66 ul  del
sustrato d-Metil Umbeliferil-N-Acetil-B-D Glucosaminida 5 mM

(Sigma) pH 4.3, conteniende &cido cfirico 12 mM vy 20mM  de

29

qoo RPN durante 75 o qof =



Peristdltica

i

Capilar Recoleceidn de
fracciones
de 0.5 ml

Cl

Tubo de referencia
con marcadores de
dengidad

Tubo con
muestra

Figura 1 . Sistema para la recoleccidn de fracciones de los gradientes de
densidades de Percoll.



Cldurante 30 min. El blanco con atido citrico

©,.0.1% de BSA (Alhdmina

“ftriéoh (Sigma» , fue

\7 C la raacclan se detuvo

montxguadora de

cu;rao. Los ensayos fueron por trlpl:cado para ‘cad Aféé¢c£63;
'éﬁ ensayos ‘posterigores, . Jas - »
exﬁitaﬁiﬁn vy emisidn fueron‘cambiadasfﬁéfSEOIth avsé?fédefnm
despufs de obtener los espectros de é*biqa;1un’y,eﬁisi33,.aé
una solucion estandar de d—HetilfL'::' Q!n ur

espectrafluoraometro Perkimn Elmer iestandar

corresponde al producto de la degradacxon del sustrato por la

enzima.

- 6.6 .Obtencidn del extracto antigenico de M. tuberculosis

HI7TRv

La cepa H3I7Rv de Mycobacterium tuberculosis, obtenida de

la Escuela Nacional de Ciencias Biologicas del Instituto
Politecnico Maciomal. fue sembrada en matraces de 250 m)

conteniendo 100 ml de medio PBY (Prosjawer-Beck-Youmans) -ver

gli:in;—  




_ apéndice- v;‘man'tgnidav a ;;37?C‘.

‘Alcanzada;la fase estacionaria

. lyfc‘ur(:rta:s'.'-rie 2'ml v se
guarde =70°CY hasta - el

momento

iperinmune anti M. tuberculosis

erinmune usado en la IET se obtuvo en el

de Enfermedades Respivatorias, comc a




Cuatro - .conejos.: “Zelanda i fueron

inmunizados v 1 g na:mezcla de:3 mg de’

0 .Ai(OA)S;f :bmo‘

durante

5915

chnsxderandose - como vadecuadas“ loé

sﬁperidée -a lldOOO. y.en los casos ‘en: que. fueron’menore

necesar:o re\nmunx’ar.,

Los _sueras fueran quardadns en alx:uutas de 1 ml a

6.8 Experimentos de procesamiento de antfgenqs

Para cada tiempo probkadoe (0, 20, 40, 120 y 240 min)
"se utilizaron 1 o 2 cajas de cultive de 75 em2 con 1S o 30
millones de é£1u1a§ J774 respectivamente.

Antes de iniciar los experimentos de procesamiento de
Ag's, las cflulas fueron incubadas durante 2 horas en DMEM
sin SFB (S ml/caja) a 37°C y S% ﬁe C0Z. Se agregaron 0.66 ml
de extracto antigenico de M. tuberculosjs a cada caja -
concentracion final de SO0 ugsmld, vy se incubaron & 37°C vy
% de COZ durante 30 minutos. Llas células control fueron
incupadas sin extracto antigenico

Después de los IO minutos de imcubacién inicial, por un

lado se tomaron las cflulas a tiempo ¢ (%t 0') v se lavaroen

semanas.?,a

txtulos"“‘




10 mm para '_rqm_p_exflaé_; “rpar

s . Cajas’ fuerom sacadas de la’ i'ncﬁ)ﬁédiﬁf-a Ly

amornip " alcalin
a:.tivi‘dad' delas
de este mod

de ant fyeno

homdgenéi;adn variable " (Wheaton

overhead y. manteniendo la

d ieloy aéua yisal.

ntre el SOy 60‘4

s



El ,fréccinnaniento‘ subcélular' se> 11ev6 a cabo comp - se

secczon 6 a ;,‘colncando un colchén - de
ondo de kns tubos para centr1fugar.

nes obtenxdas de estos exper1mentns,' excepto

acqrosa»Z 5 M, . fueron guardadas a —20°C para'“'

VAQ’s.de L tuberculos1s par IET.

procedimiento de estos experimentos se muestra enilaﬁ"

@.leeteé:idﬁ de antigenos de M. tuberculosis en liScsqmés derl

células J774 por Inmunocelectrotransferencia.

6.9.1 Preparacion de las muestras

Se tomaron las fracc1ones subcelulares 1, 2

experimentos de procesamiento de ant:genos (celul s:

tiempo O, tiempc 20', tiempo 40', tiempao 120’ -y tiemp 0’),4'

correspondiertes a la fraccidn lisosomal, .y diali;aron'
extensivamente contra una solucion amortiguadura' 'dérﬁ
Tris-HCl 0.05 M (pH 6.8)a 4°C y con agitacidh constante,
empleando membrana -para-diflisis Spectravorr(SPectfum Medical
Industries, U.S.A.)‘que retiene moleculas de peso mole:uiaf
mavor de 12 000 daltons, As{ se eliming el exceﬁa‘de sacarosa
er: las muestras.

‘Despuds de &ializédas,i‘es muestras con lisosomas fuéron
hervidas en baﬁp :'Mar{a cun me=cla digestora para

electroforesis durante S min. La mezcla digestora o cocktail
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15 x 108 cELILAS 8 al DE DMEM SIN SFE
J774 POR CAJA :’
37°c, 5T cop

l 500 ug/ul DE EXTRACTO
ANTIGENICO DE

Y. tuberculosis

llOmin.NC.:-CUzl
+ \ CELULAS A
LAVAR CON DMEM SIN SFB ]

TIEMPO O'
22X A0 =l

-] INCUBACION COX 8 m] DE DMEM SIX SFE
| CINETICA A TIEMPOS: 37°C, 5% (02
207, 407,120 , ¥ 24G.min

— e - - ___.—.-_—_.._—__———_—-l

«

LAVAR CON SACAROSA C.25 M, COX NHiCLl 10 oM
2-%-107ml -

DESPECAR CELULAS SOBRE SACAROSA 0.25 M
CON NHuCl 10 aM

[[CENTRIFUGAR ™A 700 ¢ 10 |=———e_y, SOBRENADANTE
SE ELIMINA

A

RESUSPENDER PAQUETE CELULAR EN | =l .
DE SACAROSA 0.25 M CON NH.Cl » HOMOGENEIZACION A
30 - 60 T DE LISIS

a—
e [CENTRIFUCAR A 700 ¢ 107 ]

SOBRENADANIT +
SE_RECU'PERA [arsrsps‘.nza PAQUETE CELULAR E5 500 ull

DF._SACAROSA 0.13 ¥ CON NHzCl

CEXTRIFUGAR A -00 ¢ 107 '

PAQUETE CELULAR

!
|
I
|
f
[
]
!
!
I
I
I
!
I
[
1
!
[
[
I
!
[

SOBRENADANTE SE ELIMINA
2
SEEEE— Y
~—$0BREXADANTES POSTNUCLEARES (142)
! ~PERCOLL 30% o
i i SIS 70 . 4 C
! — COLCHON DE SACAROSA 2.5 M
!
CENTRLFUGACION A 20 000 g POR 90'

| L ‘ e m— 41

T = e BT

GUARDAR FRACCIONES DE 0.5 ml A =20°C |

FIGURA .. Diagrama de flujo de los experimencos de Procesamiento de
Antigenos.



para electroforesis se,preparo con Trls—HCl 0 125 N (pH 6 3,

de "

SDS d%, ; glx:ero 2-Mercaptnetanol 1% y azul

bromofeno; al a

—20'0 para la IET.

6.9.2 Electroforesis en geles de poliacrilamida en presencia

de dodecil sulfato de sodio en un sistema discontinuo.

El sirstema  discontinuo  consiste en dos geles com
diferente ‘concentracidn. de boliacrilamida. La  muestra “se

el

e pasar

por..:

gel

concentra - superior -gel:”

anunen

(m1)>
11,7
)‘ﬁHl;c,f;a)' 8.8
0.33
14.0
9.3

‘o.0%

Jesta mezcla.entre




las platas de v:drxo de 16°73% Z0 cm. (con separadores de 1.5

Gel concentrad

Spiugi;nc: A“anumeﬁ (m1)"

L0.78

Sol. madrexydé~acr1 am

Sol. amurtlguadora ‘de Tris—HCl 0.5 M-(pH . 6.8)... 1.8

SDS al 10% 0.06
Agua destilada 3.6
Persulfato de. amonio: (Oslig/mid) L 00T

TEMED - 9.003

Lta mezcla se virtiJlrapidamente sobre elrgel separadot,_
evitando ia formacidn de burhu}a}, y se deyd poliﬁeriﬁar ror
S0 minutos. Al cabo de este tiemno se elgéiﬁéiéi-egéésoiidgi
agua, dejando secos los carriles feormadas yvqueaando Zlisto
para la colocacidn de las muestras.

'Se descongelaron las fracciones .lisosamales de -las
cédlulas de la linmea J77d v se centrifugarqn’a’lsooo FRPM por &

min em una microcentrifuga Beckman,. . Sé colocaron 250 p1  del
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sobrenadante .

concentrado

marcadores

electrofaresis

2.~ Deshidrogenasa

s shi 56 00
{de musculo

Z.- Fumarasa: a3 500
(de corazdn

4.-Pi uvato Kinasa ' , .58 000
(de mﬁsqulu,de‘pollo), . .

‘S.= Fructosa-6~Fosfato Kinasa . T 4000
(de misculo de cornejo) Ca 3

6.~ B-Galsctosidasa : : ST 1167000
(de Escherighia coli) S
.- OKE—Macfoglobulina Lo 1,” 186,000ﬂ =
(de plasma humana) o R i

llevd’ a.cako:aplica
721’ dutahf
canstahte], cori

Instrumento



amarf;guédofa ut;li-ada en’ la electroforesxs cnntxene Tris

0,025 SDS atizy el pH o5 de s.ov

-on Azul ‘de Coomassie

Los::gsles -fueron colocados

soluc1on al 0.

al 50% v dcide a:et:co al 102

toda " la npche., Al d:a s;g ze

eliminado. efectuando'#

decolaoradora GUE~CDnClEﬁE metannl

10%  y agua destilada al 40%
prote1nas fueron v151bles. :

ta ﬁinciun,'con ‘Azl ‘de Coomasie. tambien‘se "hizal como:-

control  para’ los’ jelés.despué@fEE'lé: t;nsfgrenc1qf’; “la

membiana de nitrocelulosa.

6.9.4 Inmunoelectrotransferencia

Al termino de la electroforesis los geles fueron
colocados en un recipients con sol. amor tiguadora " de
transferencia (Tris 0.025 M ., Glicina ©.192 M vy Metanol al

20%) durante 3¢ minutos. En el mismo recipiente se colocaron

-

2



. &ifai;de,ﬂ{ﬁrbcéluloéawde-

“‘ritraceluio




ANODO (+)

| } 1 FiERa  scotrcr

PAPEL FILTRO

MEMBRANA DE NITROCELULOSA

K/ / / / / / A GEL DE POLIACRILAMIDA

PAPEL FILTRO

r ] FIBRA SCOTCH

CATODO (=)

Figura 3 . Diagrama de la cdmara para transferir proteinas del Gel
de -Poliacrilamida a la Membrana de Ritroceluloss.



de metanol -y se mezcidico

L H202°al 30%. Las tiras s

a0



Westarn BRlotting. para 'la:&étééhx'ncd
tuberculosis : IR

Todos los pasos. se llevan a cabora temperatura. ‘a
menos que se espe;ifiauetotra cosa '

ambiente, -

1.- Bloguear ~las £iras de’nitroce
PBS-Tween 20 0.1% toda:la noche:.’

1053 ‘con BSA Al - 3% en

2.- Lavar § x 10 minutos con PES-Tween 20 0.1%°

3.- Incubar con.suero htperxnmune ant1 He

13200
er PES—Tween 40 9. 1% vy .BSA s f

tubercuiosig
4o C

-

d4.- Repetir 2

S.- Incubar cuﬁ Préﬁé;na
an PBS-Tween 20 0.1% S

&.— Fepetir 2 R

7.- Repetir 2 con PBS

‘3.~ Visualizar bandas 1n:ubando ‘con: S0 ml ‘de PES + 10 ml .de
metanol + 30 mg de O—Cloronaftol +. 100 ul ‘de Hz02..a1 " 30% .
durante 10 a &0 m:nutos.,-i. . . Rl St e

d1



7 RESULTADOS

7.!. Fraccionamiento subcelular

Las diferentes condiciones de rompimiento de 1as células’

“para el fraccionamiento subceluiar'vtuvx'

las células J774.

Como marcador :lisosomal isesu

‘paraila-activida

CyasTuF




DE FLUORESCENCIA @

INTENSIDAD RELATIVA

ACTIVIDAD B - HEXOSAMINIDASA

Lie
[

2 ] . us
- L u2
Lo : L w
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40 L 109
J . 108
4 T 4
K L 106
b L 108
d . 104
R T

D
A 1oz
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L) 10 18 20 26

FRACCION: No.

Grafica 1 . Ensayo enzimdtice para las fracciones subcelulares de la 1finea
J774 , obtenidas de un gradiente de densidad. Excitacidn a 360 nm, Emisidn
a 448 nm . Ensayo con 15 millones de cé&lulas. Centrifugacidén a 20 0CO RPM
(43 000 g) por 75 min.

@ ACTIVIDAD ENZIMATICA

O GRADLIENTE DE DENSIDAD

{a/m) ©

DENSIDAD



con valor de' ‘1.4 de Intensidad Relativa ‘de “Fluorescencia

(IRF) >en la frac:\cn l.f:QE'vay'ﬁ: emertandes fpaulatinamente

hasta alcan*ar u valnr"méklm Cdei12,7 de IRF en la  froccion

/Despues de  este
enzima;ica . . cae
Yy io de. IRF,
c%fﬂé;bruscq

“en % deIRF -

zimatica,  en
s énpresada siempre

iot;ns dos ensaybs para P~

rxmero de ellos se obtvu un  75%  de

on u5 galpes del embnlu ern el homogeneizador.

T lisis, celulan:
En el gnéaya enz;matx:u. para las' frraceciones  de este

exper{mento (. . e no 5e ve an p:co bxen_ definido en la

actividad enzimabi;a;-.xnlczand Cconiun-valor de 25 de IRF en

la fraceion 1 ., la actiVidad seva -incrementande al ir

hajando la densidad en el grad:ente, hasta llegar a su maximo

_en. la fraccidn 11 ¢den .052) con una lectura de 320

de IRF. A parti® dé;agdf} lla”aétividad :nmienza a decaer
nasta alcanzar’ yéléfé;f de‘‘entre 250 y 300 de IRF en las
fracciones mSS;ligeras”dél gradiente (fracciones 13 a 21).
.En ei segundo’ensayo. s2 obtuve un 25% de lisis celular
rompiendo. con i7 golpés del émbolo ea el nomogeneizader. La

gratica del ensaye enzimatico de este exverimento ¢ + O

43



INTENSIDAD RELATIVA

DE FLUORESCENCIA ® +

ACTIVIDAD B —HEXOSAMINIDASA
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FRACCION No.

Grifica 2 . Ensayo enzimitico para las fracciones subcelulares de la 1{nea
J774 , obtenidas.de un gradiente de densidad. Excitacién a 360 nm, Emisidn
a 448 nm . Experimento con i5 millones de c&lulas. Centrifugacisn a 20 000
RPM (43 000 g) por 75 minm.

@ ACTIVIDAD ENZIMATICA CON 75X DE LISIS
4 ACTIVIDAD ENZIMATICA CON 25Z DE LISIS

OGRADIENTE DE DENSIDAD

DENSIDAD {g/mi) O



‘dd



DENSIOAD (g/m1)

GRADIENTE DE DENSIDADES

tor

104

103

102

FRACGION No.

Grifica 3 . Ensayos de Centrifugacidn de una soluciSn de Percoll al 30%
y Sacarosa 0.25 Y al 70%

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

+ CENTRIFUGACION A 17 500 RPM (35 000 g) POR 75 min




OENSIDAD  (g/mi)

103

102

GRADIENTE DE DENSIDADES

Grdfica 4 . Ensayos de Centrifugacidn de una solucidn de Percoll
al 30% y Sacarosa 0.25 M al 70%.

@ CENTRLFUGACION & 13 500 RPM (20 000 g) POR 90 ain

+ CENTRIFUGACION A 13 500 RFM (20 000 g) POR 75 min




20 Q00 RPM 17 S00 RPM 13 500 RPM 13 S00 RPM

75 minutos 79 minutos 90 minutos 75 minutos
FCR 43 000 g T8 000 ¢ 20 000 g 20 000 g
Dif. 0.30 ml ©0.90 m) 5.60 ml 4.30 ml

Tabla 1. Comparacidn de les gradientes de densidades de 1las
graficas. .3 . vy 4 sggﬁhrla separacich de  los marcadores de

densidad de 1.072 y 1.052 .

RPM: Revoluciones Por Minuto

FCR: Fuerza Centrf{fuga.Relativa

Dif: Diferencia  de volumen entre los-marcadores de!densiqadi

de 1.072 y .1.052

En la Tapla .1 se ve.  que el gradiente ‘con mayor
diferencia -entre las densidades de 1.072 y 1.052" es el
cohseguidu centrifugando a 13 S00 RPM por 90. min, 7siguiendo

el de 13 S00 RPM por 75 min, con diferencias de 5.6 y 4.8 mlr

..respectivamente. Los otros dos gradientes - 17 500 y 20 000

RPM— presentan diferencias mas pequeﬁ#s entre las densidades
mencionadas.

En lo sucesivo se realizaron otros ensayos enzimaticos
probando con los gradientes de 13 500 RPM por 90 o 75 mirn,

En la Grdfica £ se presenta ;trc encayo de ‘actividad de

B-Hexosaminidasa para las fracciones subcelulares de células
.

aS



J774. Se obtuvo un S0% de 11515 celular rnm xendc ,?DF ‘as:

~'golpes -del embolo de eef16n

durante la homogenei:a;iﬁﬁ,

congelarse. ' e
La acﬁividad en:im; ‘cap

IRF en 1la fraccid%

mantenxenduse en este

donde t:om.enza a suhx

la ac

1a-fracc1on 16,7

1a ultima fraccion.

En  la . Grdtica:

purificacion de:’lisosomas

- se .obtuvo un 60% de liéichdﬁ 0 gulpes del embolo de fefldh

acoplado a un motor Hheato rabaJando a una velocxdad de
3.9. La temperatura se mantuvo constante a d'C con una mezcla
de hielo, agua y sal.r‘En,el fondo del tuborse cplucn- un
colchdn de sacarosa 2.8 M-y ;e centrifuq( a 13:500 RPﬁ por A0
‘mif.  La IRF inxcxa “conun-valor de d3 6 de IﬁF,Vry en . la

traccion 2 alcanza)su’ mauxmo llegando a. 540 Despues comienza

a caer haata 457 de lRF en: la fraccxan 4 y a partxr de aqu{

cae mas rapxdamente y se mantxene entre val res d

hasta la fraccxon 11, a partxr de 1a’ fraccxon 11 la actxvxdad N

enzimatica aumenta v al” 1legar a'la frac:zonrld,se mantxene‘f

a6.



INTENSIDAD RELATIVA

DE FLUORESCENCIA ®

ACTIVIDAD p-HEXOSAMINIDASA

” ° s

DENSIDAD {g/mi

FRAGCGION No.

Grdfica 5 . Ensayo enzimitico para las fracciones subcelulares de la linea
1774 , obtenidas de un gradiente de densidad. Excitacién a 360 nm, Emisida
a 448 nm . Experimento con 30 millones de celulas; homogeneizacidn sobre -
hielo seco. Centrifugacidn a 13 500 RPM (20 000 g) durante 75 min.

@ ACTIVIDAD ENZIMATICA

O GRADIENTE DE DENSIDAD



INTENSIDAD RELATIVA
DE  FLUCRESCENCIA @
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ACTIVIDAD B -HEXOSAMINIDASA
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FRACCION Ne.

Grdfica § . Ensayo enzimitico de B-Hexosaminidasa para las fracciones
subcelulares de cflulas J774 , obtenidas de un gradiente de densidad.
Excitacidn a 359 nom, EmisiSn a 446 nm. Exparimento con 30 millones de
células. Centrifugacidn a 13 500 RPM (20 000 g) por 50 min. Se colocd
un colehdn de sacarosa 2.5 M en el fondo del tubo de eentrifugacién.

@ACTIVIDAD ENZIMATICA

OGRADIENTE DE DENSIDAD

oENSAD (g/m) O



hasté‘ la fréc:inn 1&, ‘para presentar un pequefic pico en  la:
fraét;dn' 17”(370 ﬂe'IRF). La ma&ur actividad en:imética sé,,
éﬁ;ggﬁcf}i:éntre» ias densidades do¢ 1.097 y 1.118 .g/ml; : un
'gegdgdd-jpicﬁ se insinfa a 1.0dd4 de densidad en la fraccidn
S SUT i ‘ Selhe
- Las ' longitudes - de onda de excitacidh y emisidn  fueﬁ6n1'W
cambiaaas de 360/44% nm a 359/ddé nm despuds deiobteseéi los
espectros de excitacion y_emié&ék.ﬂé'una-solpﬁisn?estsnagr de; -
4-Metil umbeliferona en Llrn'Lési&é‘.c".‘:yli'd‘f.l‘ldbi‘rolrﬁef‘:"éo:‘ Perkin’ Elmer

LS-5 , como se indica gn; 2, gfaf(éeqc{on 6.5,

7.2 Extracto ﬁﬁfjgenico de it itubergulds{s

g Obéen{qn‘el eﬁﬁfgéfo éntigeni:o de M. tuberculosis cepé
H37Rv, se separd’ por SDS-PAGE, re;ultando» el pair&h
electroforetico de la figura 4, )

En el gel tenido con Azul de Coomasie que ‘se presenta en
esta figura, se detectan alrededor de 40 bandas Drutei:gg cﬁn

pesos moleculares gntre 14 y 100 Kd.

47




P.N. A B
Kd

92.5

66.5

45.0

31.0

14.4

Figura 4. Electroforesis en gel de poliacrilamida al 10% en presencia-. ..

de SDS, del Extracto antigénico de M. tuberculosis cepa H37Rv, cultiva
da en PBY. Tincién con Azul de Coomassie.

A = Marcadores de Peso Molecular

B = Extracto antigénico de M. tuberculosis



%-3 Deteccion de ant{genos de M. tuberculesis en lisosomac

de células de 1a linea I774

De los eAverlmentas de procesam1enbo de ant1genos. 56

tomaron - !as-fr;cclones‘l, 2 y 3 como la'fracc 1




PESC MOLECULAR X 10060

100 ~4
90 -
80 ==
70 ~
60 =

50 ~f

40 ~

Grafica 7 . Cﬁrva de ealibracidn de Pescs Moleculares enm
Inmuncelectrotransferencia.

« Distancia recorrida por la protefns
Distancia total recorrida




Figura 5 . Bandas antigénicas de M. tuberculosis cepa H37Rv reconocidas
por suero hiperinmune de conejo (dilucidn 1:200), por la técnica de ==
Inmunoelectrotransferencia. T




el control

a3



Figura 6 . Inmunoelectrotransferencia de fracciones lisosomales de células
J774 incubadas con Ag's de M. tuberculosis y reveladas con suero hiperinmu-
ne de conejo. ¢ = Control (células incubadas sin antigenos); 0'- 240'= Li-:
sosomas de c&lulas incubadas con Ag's por 30 min, y reincubadas de 0 a 240
min en DMEM sin SFB. E = Extracto antigénico de M. tuberculosis. El carril
sin-marcar sdlo tiene mezcla digestora para electroforesis. ;




Figura 7 . Inmunoelectrotransferencia de fracciones lisosomales de c&lulas

J774 incubadas con Ag's de M. tuberculosis . M.P.M.= Marcadores de Peso ~-.
Molecular; 120" y 20'= Lisosomas de células después de 120 y 20 minutos de:
procesamiento de los antigenos. E= Extracto antigénico de M. tuberculosis.
El carril sin wmarcar s6lo tienme mezcla digestora para electroforesis.




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); =
0' = lisosomas de células incubadas con ! mg de extracto antigenico/ml de- ;
medio al ciempo 0 de procesamiento. E = Extracto antigenico. N g




8 DISGCUSION a _

"El traba;o presentado en esta tesxs,?

‘de prublemas ‘metodaldgicos que sg\tuyxe“um
primer ﬁérmino. antes de 1legap’

procesamiento de Ag's. La solucion

frat:ionémientu sﬂbcelular" gue -

?maxzmo valnr obtenxdu de IRF es a una den51dad de.
- 1gua1 ‘que’ on otru mas presentado en la Grafica 2, las celulasf
se rqmp)eron entre un 7% y un &0% , 1lo que pudo haber danadu
»A 'iusrlgsosomas , 1liberando su contenido y haciendo que 1la
‘aﬁfividad de B-Hexoéaminidasa apareciera dispersa por todo el
gradiente. Teniendo esta idea, en el otro ensayo presentado
enrla mismé Grsfi:h 2. las cflulas s8lo se rompiervon a un 25%
y no ‘se hizo ninguna otra modificacion Sin embargo, el
resultadec fue parecido al del experimento con 75% de lisis,'

‘sglo que la senal de fluorescencia fue como 3 veces menor en

el ensayo enzimatica.

En estas pruebas se centrifuqi'a 20 000 RPM (43 000 :§);

por - 75 minutos vy lo gue se ohserva en las 'éurvas ‘de..
gradientes de densidades (Graficé# 1y 27

pendiente muy brusco entre 1as]dehéi¢ades'd

so



Se  pensd . que:

celular:centri

centrifyg -

Eupérimentos.

~30 . millones
cambio sdl
lisosomas.’

homogenéi:a

T
Hexosaminid ‘racciones mas

ligeras “que  los
ciones: ‘dptimas

1ular ‘para’chtener lisosomas, en



cabo con’la

.19;

! el fondn del tubo 'de centrnfuqa::on,-

ieste s rvxera de ”bggurero? para. acumular;
nd  lisadasr y“las ‘ndtlené que “entrarant-al.:
'grad enee.r r otra parte el :ambxo de las longitudes ‘de unda

fde exc:tacxon y am:s:on usadas en el ensayo enzimatico (de

7o60/449 ;hﬁ‘la 359/444 nm) resultn de 1la obtencxnn de  los
‘esue:tros de’- excxta::on Y emxsxan ‘de una solucidm’ estéhdér'dé_
"umbel;ferana. .S;nlembargn este cambio no se considera el mds
iﬁpbrtéﬁtel'eﬁ"lafab£enci6h de un pico bien definido en el

'anséyalxjdé? p—Hexosam;nzdasa, S ya que la diferencia de

: langitudes deonda entre uno y atro ensayo es muy pequeﬁa.;ae_E”m

considera de mayor impartancia la colecacith del colchdh . de
sacarosa 2.5 M y la homogeneizacion con el motor de velocidad
variable, 1o que la harfa mas reproducible.

"El .mdximo vde actividad enzimatica que se ve en esta
Gréfica 6'; entre las densidades de 1.097 y 1.118 coincide

cofi  las “demnsidades de 1.09 reportada por Galloway (d40), vy
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ségundo:

dens i da&,

s yrl-.lis’o-sc':ﬁ\as",‘ 2
: a:’fi’v?dad‘[' .éﬁ:iméti:a; E)V:itrlali‘s‘ojso‘ma
act"i'v"icf;d :extral”isosromal puede’,":séﬁ éni
QL;e }_i»av.;z‘atr:t'ivi.dad de ar—He'xosaminidais“ '

ligeras del gradiente. Ur-a’sgqyﬁdé c

rompimientce de R

homogerelzacidn. Rome: "

micrescopfa . slectronica
subpablaciones-d

m-.\rlti"érejsic_ r law



fact;b}e,pensaf'ehiun”

ave Sidad

ntos de procesamiento de antfgencs.

s afectuarilos ekbéﬁimentos'de procesamiento de:ngﬁ;}ifV

otag. . en. 91,, gradiente. '_Otna

ortante,; sobre todo coma medida preventiva, -
rnla solicidr isotomnica de sacarosa NH4Cl -a

una' - Eohcentracion de 10 mM. Lo que e buscd con esto. fue

: déteher ‘1é'degfada£i6% de 1ne Ag's en 21 momento del lavade

de las celula:z, basandose en el conocimiente de que las bases

débiles como el NHdC1 y la‘clornquina alcalinizan el  lumen

S




debites  con

lisosomal;”

va querestas’

sdle tienie me




cancentracxon Jder apt{gen05' :
exper:mentos anter:ores.'
1nteresante el encnntrar 5610 dos

“parece que e’ Ag de 43 Kd se acumula entre el tlempo.‘

tiempo 207, alcanﬁando mavor concentraclnn 3 105

mientras que el Ag de &d.Kd se ve tenue a . los 20 m1n y
claramente al tiempo 120‘. para después degradarse.'f

Exxsten dos posxbxlzdades para explx:ar la presen

solu estoavdus Ag's en lispsomas. La pr1mera,es_gu

de 431 y 6d Kd sean seleccxnnados péra ihkgf»aliv

'decif'x*qug‘ sean lo= unx:os que entran sy

”’"lleqar & lisusamas.r Estc 1mp11:ar1

gque estos ‘Ag's seanir~has§a;:iért

a 1a degradacidn, vy qué e

sean 1nterna11-ados y deq-'d d



(43 Y- 6-1 Kd) sea por- Endo:ltasxs Mediada pur F‘eceptor se l:»asa




el.@es:tltu’por Hunter (42).

Kd obtenido de. . tuberculosis-y de ﬁ; legrae;’Eer'

Lipoarabinamanan (LAM)-B.>pruduce una banda ahcha‘y(difuﬁa en
SDS-PAGE , parecida al patrnn del Aa de 4% Kd. en v IET
presentado aqu?. Este ‘Ag ha sxdn estud1ada con mayor detalle”‘

'iturerculnsls,'y‘

en M. leprae pero- la mismo. se encuentra en- M

probablemente tenga' un papel en 1a f151olog‘a ue la 'pared‘
celular de‘ las mxcahacterxas. asi ‘como algun papel .en 'ei
reconocxmzento por el macrofagn (d2).J e

51 efectxvamente este Ag (43 Vd) es un lipopolisacarido,

entonces qux:a no tenga un' papel 1mportante en la’

“sg



“mientras

ccon primo

con; . un

li’v-‘ido,s,

con mayor fuerza’




internalizae

L e
Ceemparacion

M. __tﬁhé;éﬁlogié es uns o Agcomdn

kmicoba;terianas,- e - -incluso . que “escompartido- por. . otras
especies ajenas a lac micobacterias (54). Esta afirmacidn se
basa en el - hecho 'de  dque los anticuerpos monocionales

dirigides contra el Ag de &5 Kd de M. tuherculosis cruzan con

Agls de M. lepiae, M. smegmatis, Rsewdomonac aeruginssa,

gEscherichia ~ coli, Ltegionela prneumophilia v Rici:ettsia

rickebtsii. Los Aa's de este PM de M, tuberculpsis,

. ¢ : N .
Pseudomonas aeruginesa v Esecherichia coli son moleculas

altamente inmunareactivas, pueden ser aisladas de
homomultimercs mayores de 240 Kd y tienen una composicidn
similar de aminodcidos. Por si fuera poco, este Ag parece ser
sintetizado come rescuesta a un cambio repentine en el
ambiente, como un aumenta en la temperatura u otras presiones
ambientales (presencia de H20Z, anae~obiosis, deficiencia de

In) (S4). RQuiza entonces el stress ambiental inherente a los

60




macrdfagos sea - suficienté para inducir la s{ﬁte'is’qe-jgsta

protefna, la cual podria jugar uw papéi en la’

sobrevivencia.

de Mvecobacierium tuhberculosis dehtrd‘dei'maﬁfdfago
RFuedan muc has interrbﬁanté

regquerirdn de mds experimentos’p

los " Ag's  son
encuentra el

~ membrana’ o e

_(ha&iendqlés,prol;teran

.(55}_'56}. 1o que:qtlza‘i




membrana

j:lase If

1endo con el fraccxonamxento; subcelula

pcdrxan bus ar. Ag s de la micobacteria en membrana plasmat:ca~‘

'cipso- en‘ organelus en dunde los Ag‘s rpuedan “estar
- éuffiendo modificaciones, tal como en el Comp!eju de: Gnlq:.
Este trabaja es solo una pequpna cnntr!buc1on al- estudxo

‘del prncesam;ento de antigenos par celulas fagpcxt::as; gs

eVidente ‘que. los conocimientos pkr,aﬂqurxr “son bastantes.

- Esbesrequerita del trabajo.arduc de.personas interesadas en

tratar. de. rokarie un poca sus secretas a 1s natyraleza.



9 CONCLUSIODNES

1.~ Loz ‘lisosomas de la linea célulaﬁ macrofdgic

se ‘encuentran -entre 1as densidades’d

:un gradiente de densidad

de‘este tiempo
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EDTAT Dlsodicn'(

V‘HEPES (100 mﬂ)‘

: 1nhibjifcicn

‘dé NHéCl y Ilevar con!ag
“el pd a7 2 coni kRO 1M

5 H0 DEBE
mEgA u},“m BIBLISTECA

11 APENDICE

Preﬁaréci&h de'soluciones‘ut{li:adas en este trabajo

‘Solucidn Salina amortigua@é’:nn Foéfatoé (PES) 0.01L M pH 7.2

Solucidn A
NaHZPFOd 0.2 M

NaHZPOd . H20 ..
Aforar a 11 con

Solucién B :
NaZHPDId Q.2 M

NaZHPO4 anhidro.
Aforar a 1 1 con.agua

Mezclar 1d0° hi“d';é of e_Snlu:xon B - 74 g-de
NaCl. Aoustar el rar agua dest;lada.

Tomar 100 ml de Ta- Solt
destxlada T

ipara

vasnlv=r prxmero el EDTA:y el HEPES ‘en U volumen pequeno “der -
agua de;txlada.-jDespues ayregar la. Sacargsa-peco a,poco, .con
agitaciow: constante.,’y ‘cuande sea. necesario agregar:mas . agua
[} calentar ‘suavemente en kafio maria, Unaves que se disuelva

5 lal sa:arosa ajustar.el pH 3.7.4 con KOH 1-M .y afovar “a’
d nizada.: e

Solucidm: 1s tamica; de: Sacarusa (SIS) ‘con NHdClVlO




qaw

'Mcnomero -de: Acr-xlam de
-Bisg- Acr-xlamlda

Acrilamida” (B:o—Rad)
B:s—A:M_lamtdav(E’ho -Rad)

Medio | de cultivg ﬁB‘( (Pr-n"
Yournans) ‘;-ara Mo tuberculosis

 modificada por

Asparagzna
KH2P04 -
K2804 ..
MgClz -
Citrato-de’
Glicerol

Ajus'btar-'— :
Esterilizarp

Lievar hasta cercade‘:lo :
hasta que la solucidnestd
usando membrana Millipor
Dodecil Sulfato de’Sodio
SDS (Bio=Radd....u:.

Llevar a 100 ml con: ag
temperatura ambiente.

Solucidn amartiguadqra,_ Tr

Tris (Bio-%ady~.....;..l.;.

Disolver el Tris en.agua destzlada (menos’ de: 30 m1) . Ajustar
el pH a 8.8 con HC1 :oncencrada. Aforar. a 100 ml,y f;ltvar can
membrana Mxllxpor-e de 0.45’ um y guardar a d*C.:

Solucigh amortxguadora de Trxs—HCl Q.5 M pH 6.2

Tris (Bio—Rad).... »‘.............e 07 g

Disolver el . Tris en —un. vnlumen menor a 30 ml de agua
destilada. ‘Ajustar el pH’a 6.2 con HCY concentrado. Aforar a
100 ml con ‘agua destilada,. filtrar por membrana Millipore de
0.45 um y'guardar a:4°Cy’
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9,- Salucxon amurtxguadora par .Eiéttrofpresxs Tris:

Glxcxna 0 19:M7y.'SDS

0.025 M,

TPIS (Blo-Pad)
Glxc:na .
SDS e

véguai”

Glxcarol 0%

Gl;cerox—'
Tris teeds
SDS ..l o
2-Mercaptoetanol’
A-ul de Brumafenal

Ne:clartaestos te; ti
agua destiladaizHace
Centrifugar;antgs.d'

11;-Soluc16h amurt gua.
Glz:;na O

,Trxs,(on R' 
Glicinag: B
Metsnoli s

el -
el metano

Disalver
aqregar

12.-Tinecidn Eon' : 5
Metanol SO%°, Aczdo A: ti

Solucxon,l
Azul de Cooma=51e R=25
CAgua destxlada

Solugidn -1 -
Azul .de Coomass
Metanol . ounads

Acido a:etico‘.

Aforar com agua de t11 d'
ambienta. . :

Guardar a . temperatura

7



13.-Sotucidn decaloradara ‘,Paf‘a ‘,“;etahol "75701.’ ;

Yeles
acftien 10%: . :

.Met’:-én‘o\lk““ v
Acide . acetico

L Aforap.ia

temperatura
ambient s P
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