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INTERACCION DE LAS PROTEINAS DE Mycobacterium tuberculosis
CON MACROFAGOS ALVEOLARES

Judith Gonzdlez Christen

RESUMEN

A pesar de la gran -importancia:que poseen en‘el:éstablecimients de

la infeccidn “los - mecanisnios

tuberculosis,aéi Mycobac

“estudiad

sido poco’

esfuerzos

"En-esta tesis se’presentan:évidencias”d queiuna‘prqtelna de pared

dél‘bacilo ~con 'peso molécﬁi;r:de 71.:kD 'y conm éfiﬂiQad por ATP, es

reconocida’ por macréfagos alveolares de ‘rata. ‘También se demuestra que
esta proteina soluble es capaz de competir por algin componente
membranal del macréfago, e inhibir hasta en un 40% la adhesidn de

bacilos a macréfagos.



Un -aspecto.: importante de ‘esta. ‘tesis. ‘es. que  fue posible-
caracterizar’una’ proteind’como adhesina, ‘utilizando’el sistema biotina-

estreptavidindi para:’s

ique  permite. tener un marcaje

‘material radioactivo.
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INTRODUCCION
I ANTECEDENTES

1.1 HISTORIA DE LA TUBERCULOSIS

La tuberculosis es: una enfermédad infécci¢safcadséaa(por;el_

bacilo " - Mycobac efi"' L5 u icrobi

ganglios

Las enfermedades

extrapulmona eneralmente en nifios o en adultos

por reaéﬁiyacibh a ,provécada por una infeccidén anterior.

f‘»v ~hgﬁanos'de la edad de piedra y momias egipcias se
han encdﬁtfaéo“réétfos de lesiones tuberculosas ( Willet,H., 1992).
Arisfételeé' describid la enfermedad y desde esta época se
encuentran referencias sobre su posible origen y tratamiento. El
nombre de tuberculosis se le atribuye al médico francés F. Sylvius,
quien en 1679, describidé las lesiones pulmonares caracteristicas de
la enfermedad, llaméndolas tubérculos ( Bloom,B.,1992). A principios
del siglo XIX R. Laennec establecid la relacidén entre las lesiones
histoldgicas y el curso de la enfermedad., El caracter infeccioso de

la enfermedad fue demostrado por J.A. Villemein en 1865, quien logré



pac1entes . No fue smo hasta 1882 que  R. Koch logro alslar al’

agente- causal estableciendose asi el bacterlano ';‘dél

padeclmiento (Grange J. ©1982; Marchal G.,1993)f, S
1.2 IMUNOPROFILAXIS Y TRATAMIENTO DE LA TUBERCL»Y‘LOS‘I‘YS

A princlplos del siglo XX 1los 1nvest1gadores G” Calmette y- c

Guérin lograron obtener una cepa ateAnu_avdra-

tuberculosis: bov:.na

Bacillu:é',:jde i
: rtir de 1924

se . éktéﬁdié prevencién de la

ktuberkculosisv en Eu"r‘dp‘é‘\ :y;vig-’ i

Los v zados:ipor - la OMS en 1la
s,é‘fiqé‘z en prevenir en un
80% las formas gra\jés 'ubé’rcﬁloéis infantil (meningea vy
miliar) y en un 60% lat OSlS pulmonar (Sundre, P., 1992). Sin
embargo la eficaciav,::__ vacuna para prevenir 1la tuberculosis
pulmonar ha sido muy variable, ya que en algunas regiones se ha
alcanzado hasta un 80% de proteccidn, mientras gue en otras regiones
del mundo es del 0 % ( Fine, P., 1989). AGn no se ha establecido la
causa de estas diferencias, aunque se ha propuesto que pueden ser
debidas a interacciones entre la vacuna y otras especies de
micobacterias, diferencias regionales del bacilo M. tuberculosis,
diferencias nutricionales y genéticas entre la poblacidén vacunada,

etc. Ootro problema gque presenta la vacunacidén con BCG esta
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apareciendo recientemente, al expandifse:lévepidemia_deifvrﬂp_, va .

que en'algunos-enféersﬁdefSIDAb
mayores problemas - que :

motivos se ha

de mﬁettgs por:. tuberculosis ‘_laﬂ}temprana

aparicién- dézf e hizo

necesaria la 5bﬁ5queda deinuevos ‘Actualmente la OMS

ntibidticos para eliminar

inacién’ como medio de prevencién y la

eficacia de “los ~antibiéticos  hizo que de 1950 a 1980 la
investigaéién sobre la tuberculosis se enfocaran mé&s a la blsqueda
de antifimicos y de una mejor4vacuna, que a la comprensioén de la
bioquimica del bacilo y de las relaciones huésped-pardsitoc por 1lo
que, a pesar de ser una de las enfermedades mds estudiadas, aun se
desconocen muchos aspectos importantes del desarrollo de la

infeccidn .



1.3  EPIDEMIOLOGIA

Japén y Norteaméric menor --de

(Sundre,P., 19 randa WHO, 1992) B

En 10s fpa:;s}es »‘vno:‘desarrollados la ‘enferr-nedad rse presenta en
personas ':'dje todas klaé“ edades, aungque afecta principalmente a 1la
pobiacién'de 14 a 40 afios de edad (Kochi,P.,1991). En los paises
desarrollados la distribucidén de la enfermedad, entre grupos de
poblacién de distintas edades,  ha cambiado drasticamente desde que
se extendid la epidemia por VIH. Un estudio realizado en los Estados
Unidos de Norteamérica (Braun,M.,1993) muestra gue hasta antes de
1985 la muerte por tuberculosis era mayor en persconas de 50 a 79
afilos de edad, y que a partir de 1990 hubo un notable incremento en

la poblacién de 20 a 49 afos de edad; este aumento pudo ser
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asociado con el aumento en esta poblac1on de. los casos de SIDA “La

asoc1ac1on entre el VIH y“l' tubercu1051s tamblen es dlferente enﬁ '

1as dlstlntas

anuales de tuberculosis ( §.S

nuevos casos , lo qué répreSént
habitantes. La mayoria ! ;gnen edades:entre'IS y 60
afios. El 98.3 % de ; Qp;ﬁde~ fuberculosis pulmonar.
Debido a los s1stem ‘ p.utiiizados se estima que hay un
40% de casos no- se regi_ ad  ‘_’$!§;A, 1982) .

Los datos:anteriores'ﬁﬁegfran la necesidad urgente de controlar
esta enfermedad, pues es la primera causa de muerte mundial
provocada por una sola bacteria. Si bien el costo del tratamiento
antifimico no es alto tiene el problema de que es dificil aplicarlo
a grandes poblaciones y zonas rurales (Sundre,P., 1992), y muchas
veces el tratamiento se abandona antes de que la bacteria haya sido

erradicada del paciente, por lo que surgen nuevas reinfecciones.




1.4 PATOGENIA DE LA TUBERCULOSIS

“(Murphy,
VRe‘c:’:'i.em;'exrnent‘

participacisn’ 'de"il'és‘ célule

como otros. factores cor

IFNtT ( Denis, M., 199';1':;'1 ‘st‘a‘f,':linmiine1‘_’hu’1‘z’u_:ral_‘:15uefde>',“.-.-f.e"r",; =

muy alta en pacier‘xtbe's.,l_qo utgerétilosié .éur’qu‘le,,co‘mo ‘en ‘el cé.so,’ de
otras infec,;ciones ihtrabeluiéres, parece no cyonfvervir proteccidn
(Reggiardo,Z.,1974).

De acuerdo con Dannenberg ( Dannenberg,A.,198%8), el proceso que
siguen los enfermos desde el momento en que inhalan los bacilos
hasta el desenlace final, ya sea el control de la infeccién o 1la
muerte del paciente, puede ser dividido en cuatro etapas , en las
que participan distintos componentes del sistema inmunoldgico:

1) La primera etapa se inicia con la c¢olonizacidn tisular de
bacilos inhalados que logran adherirse a las paredes alveolares vy

son fagocitados por macréfagos. Si los macréfagos dgue invaden estén

activados por estimulos anteriores los bacilos son destruidos y la



I3
infeccidén no-progresa: En . caso de invadir macréfagos no’ activados el

bacilo encuentra esarrollo, replicdndose’

guineos por

6n:i-'de ‘otros tipos

inmune ‘celula

céhtfashcasgosqs Vébffprimera vez-se obéerva un incremento en el
ntimero baéiiaf,,quekse desarrollan primordialmente en macréfagos,
atraidos a las lesiones por factores quimiotacticos 1liberados por
las células muertas. En algunos casos las células gque llegan a la
lesidén se encuentran activadas y son capaces de eliminar al invasor,
por lo que la lesidén no progresa. En caso de que estas células no
limiten la infeccidén comienzan a llegar a la zona de lesidén células
T Ve forman granulomas junto con macréfagos activados
{Dannenberg,A.,1991).

3) En esta etapa ya hay un establecimiento de granulomas,
formados por células mononucleares y linfocitos T CD4+ y CD8+. Los
macréfagos maduros se transforman en células gigantes

multinucleadas, las cuales pueden contener a los bacilos de Koch. En
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los granulomas predomlnan los llnfocitos T CD4+ io:s‘"cilétle‘s induc‘en

‘pero que
+.de que la

( por

alnutric:.,n, infeccion por. VIH,"_ etc) de estos

: centros se liberan bacterias que pueden colonizar nuevas regiones

pulmonares o nuevos tejidos.En esta etapa ‘es "posible detectar

-re‘spuesta de hipersensibilidad retardada, pues'la’ reépuesta inmune
celular se encuentra bien establecida.

4) La etapa terminal se presenta cuando el hospedero es
incapaz de controlar el crecimiento de 1los bacilos, y la misma
respuesta inmune que ha montado favorece la 1licuefaccién de los
centros caseosos convirtiéndose, entonces, en un medio iddneo para
el desarrollo de los bacilos por lo que se observa, por primera vez,
el crecimiento de bacterias en un medio extracelular. De estas
lesiones se liberan bacilos que provocan la destruccién total del
pulmén y son capaces de establecer la infeccidén generalizada o

miliar.




1.5 FAGOCITOSIS

El estudio

celulares: Los. fagocitos' mpnonucléares (monocitos sanguineos vy

macréfagos), b'g los.lléucoéitos polimorfonucleares (neutréfilos,
baséfilos y eosindfilos). Ambos grupos se originan de una célula
progenitora en la médula ésea. Los polimorfonucleares emergen de la
médula &sea como células maduras , circulan un tiempo corto en
sangre y se establecen en diversos tejidos. Los monocitos provienen
de monoblastos que son liberados a la circulacidén sanguinea,
posteriormente alguna de estas c¢élulas se extravasan en diversos
tejidos y dan origen a la poblacidén de macréfagos tisulares, que,
dependiendo del tejido donde residan, tienen distintos nombres

(Giraudet,P., 1984; Holtzman,E.,1989). Los distintos tipos de



g ‘ ' 7Ld§ mécréfagos intersticiales se
originan  :é- ﬁondéitoéz qué.‘éélonizan esta regidén y sufren’
modificaciones bioquimicas y funcionales para adaptarse a las nuevas
condiciones ambientales de este tejido, en el que existe una mayor
tensidén de oxigeno y se encuentra en mayor contacto con el exterior
corporal ( Oren,R., 1963; Bowden,D., 1972), estos cambios son:
utilizacidén de la fosforilacidén oxidativa en lugar de la glucdlisis

anaerobica (Murphy,S.,- 1983), mayor capacidad para responder a

estimulos taiéévcéma"COmplejos inmunes (Warren,J.,1987), cambio en
el numero .y tipo de receptores de membrana (Daughday,C., 1976) y la
aparicién’ de una peroxidasa enddégena propia de esta poblacidén ( De
Mendez,I., 1991). Estas células,K aun son capaces de replicarse, por
lo que se les atribuye un papel importante para mantener 1la
poblacidén basal de células fagociticas, aungue parecen no contribuir
importantemente en la poblacidén de células presentes en las lesiones
inflamatorias (Blussé van oOud Alblas, A., 1983). Los fagocitos

intersticiales migran al espacio aéreo del pulmén, instaldndose en



la pared alveolar, donde finalizan los camblos bioqulmicos y“dan

alspafticulas

Se trata de una forma especial de,endo i

mayores de 1lum son 1nteriorizadas7’e osteriormente

degradadas. Este proceso »teqhie:e grtléipacién del

citoesqueleto, es inhibido por cito‘ hperaturas menores

de 18°C y requiere de gasto ené?détiqz er}a Qélula (Silverstein,
€., 1989; Ravetech,J.,1990). ' .

El proceso fagocitico puede ser descrito como una serie de
eventos continuos, detallados a continuacidn:

1) La particula a fagocitar se adhiere fuertemente a la
superficie del fagocito y genera una sefial que promueve los
mecanismos fagociticos.

2) La membrana del fagocito, junto con el citoplasma inmediato,
se extienden alrededor de la particula formando un pseuddpodo que,

finalmente, se fusiona en el extremo distal de la particula, la cual

queda englobada en una vacuola, llamada fagosoma (Stossel,T., 1974).



1) Mecanismos fisicoquimicos

atracciones de van bde;‘:;‘ : 1 tr \hlrdrofébvica o,
raramente, una atra‘ccién’f‘;-elect;ostgtic’@ 1986). En
soluciones acuosas y en medios “que"contienen proteinas plasmédticas
las particulas mds hidrofébicas son las mas fagocitadas, en el
primer caso debido a las interacciones de tipo van der Waals, y en
el segundo por la adsorcién de proteinas que favorecen el
reconocimiento por fagocitos.

2) Mediada por receptores presentes en la célula fagocitica,

tales como el receptor para inmunoglobulinas (Unkeless,J.,1988), el

receptor para moléculas del complemento (Silverstein,C.,1989); o
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t sséﬁ;T., 1974),

oxigeno, tales como

abior,B., 1984)
_t s défensivos como

1989 Adams,L. 1990},

metabbl_tos"‘dél ‘écidﬁlf éradhidénié g defensinas (Lehrer,R.,
1993),efc. .

. 3) Generacién de segundos mensajeros tales como nucléotidos
ciclicos y fosfatidil inositol ( Silverstein,C., 1989). Ademds se

incrementa el gasto de ATP ( Schmid,S., 1990).

1.6 ESTRATEGIAS DE SOBREVIVENCIA DESARROLLADOS POR

PARASITOS DE CELULAS FAGOCITICAS

para azucares como el receptor para manosa (sthal B! i?éd).{EXisteh“
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Algunos »papésitos  intracelulares se han adaptado a la. vida .

1o

‘fagociticas;

las,.cé}ﬁias

dentro -de:. ~evadiendo . “mecanismos.

destructivo diversas.;

metabéli@as'ante§ déscrita§'(wrigth

Ejemplos de este mecanismo 1los.-en

Legionella pneumophila (Payné(‘
(Drevets, D., 1991),entre étrbsﬁ

2) Inhibicién de la fusién

mecanismos diversos. organiémbs' rrollado esta estrategia,

CcOmo son M. tuberculbsis (AtMéérqng‘ 5); M. leprae ( Fréhel,C.,

1987), Chlamydia psittaci (Ffis%)n{,uiﬁjé)[ Legionella pneumophila
(Horwitz,M 1983) y Toxoplasma gondii (Jdnes,T.,1972).

3) Resistencia a enzimas lisosomales, en la gque los parasitos
pueden presentar una superficie resistente a enzimas degradativas,
liberacién de factores que inhiban a estas enzimas o el aumento del
PH que impida la activacidn de las enzimas lisosomales. Ejemplos de
este mecanismo lo encontramos en los miembros del género Leishmania,
en Yersinia pestis y Salmonella typhimurium ( Moulder,J., 1985)

También en esta categoria estarian las adaptaciones dque algunas

bacterias han desarrollado para sobrevivir al estrés oxidativo de
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estas células, fcomO”P."Vae‘ryuginosa (Hassett,D.; 1989) y-mic_bbécterias'

( Chan,J.,1991)."

4y ‘Escape

lisb'so_iha _
alglinas Ri etsias: { Mbdlaér;J._;

también para M. tuberculosis



2 OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

El objetivo general de esta: tésis'€éé' el:7dé"idehtificar

“participen-.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Estandarizacién de un método‘:n“ radioactivo para identificar

proteinas micobacterianas que'inﬁéraécidnéﬁ'con macréfagos.

2. Caracterizacién vy purificéciéh ‘de proteinas micobacterianas

capaces de unirse a macrdéfagos alveolares

3. Analizar la participacidén de estas proteinas en el proceso de

fagocitosis del bacilo por macréfagos alveolares.



3 MATERIALES Y METODOS

3.1 BACTERIAS

bacterias se lavaron .:con SSAF, -se 1esl agrego 0 01°

agltaron en vortex con' perlas de v1drio y sn7l

bacteriancs ‘se “digregaron ‘totalmente al .a sonicar'"-jedﬁ por tres
periodos de 10 seg, dejando 1 min entre cada uno. El niimero de
bacterias por ml se establecid por cuentas en frotis tefiidos con

Zihels- Neelsen de diluciones de la muestra original.

3.2 OBTENCION DE PROTEINAS TOTALES DEL MEDIO DE CULTIVO

(PMC)

Se cultivaron 1las bacteriés como en el inciso anterior. El
medio se filtré a través de un f£iltro Whatman N©3, después a través
de filtros Millipore con poros de 1.2,0.45 y 0.22 um. Las proteinas
se precipitaron con sulfato de amonio al 73%, a 4°C, se centrifugd a

10 000g , durante 30 min. El precipitado se resuspendidé en SSAF, con



5mM de PMSF. Se dlallzo exhaustlvamente contra SSAF se almaceno el

materlal en allcuotas

detelml)p p9‘

EGPA-DSS),

i continuo'de amortlguadores de Laemmll (Laemmli,
;geles ISe t1neron azul Coomasie Azul Coomasie

Brillanté,ﬁ;‘0.03% en metanol 30%, &cido acético 10%).
3.3 OBTENCION DE SUERO INMUNE DE CONEJO CONTRA PMC
Se inyectaron a dos conejos blanco Nueva Zelanda, de 3 meses de

edad, cada uno «con 6.5 mg de bacilos H37Rv. muertos por calor, 3mg

de PMC, mezcladas con adyuvantg;’inéomplétd1'de Freund, por via

subcutédnea, en seis puntos de la espalda . A los quince

dias y al mes los animal un refuerzo intramuscular con
las bacterias y PMC en SSAFi Se sangraron los animales, se obtuvo el

suero y se almacené en allcuotas a =70°cC.

‘3.4 PURIFICACION DE UNA PROTEINA DE 71kD DEL MEDIO DE
CULTIVO POR CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD EN UNA COLUMNA

DE ADENOSIN TRIFOSFATO (ATP).

La obtencién de una proteina de peso molecular de 71kD, fue
realizada de acuerdo al protocolo usado por Young, por afinidad a

ATP,( Young,D., 1989 ). Las proteinas de medio de cultivo se



2%

dializaron contra‘unuamortigﬁador_,Tris-HCI’SOmﬂ; PH 7;5;:20_mM;d§

NacCl, -

Gmg’dévesf

e‘anaiizé-pbf;EGPA_Dss.teﬂida ‘co azul,¢oomasie, y por
“electrotransferencia a papel de nitrocelulosa con el suero inmune de

conejo.
3.5 MARCAJE DE PROTEINAS CON BIOTINA

El acoplamiento del éster de biotina ( é&ster biotinil-acido
aminocapréico-hidroxisuxinimida)( Sigma) a proteinas se realizé
siguiende el proceso de Andérson ( Anderson,L., 1984). Las
proteinas se dializaron contra carbonato de sodio 0.1M pH 8.0, toda
la noche a 4°C, posteriormente se incubaron con el éster de biotina
( disuelto en dimetil sulféxido 50mg/ml), en una relacidén de 1:5 p/p

de biotina/proteina, en agitacidén suave, durante 2H a 37°C. La
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reaccién se detuvo con. 0.1M de cloruro de amonio.: Se dializé contra

act1v1dad de peroxidasa se. revelo con ortocloronaftol y;peroxldo de;

hidrdégeno, en SSAF.
3.6 ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Se utilizaron ratas: machos W1star de 6 a 8 semanas de edad, ‘con
pesos de 250-350g. Dichos anlmales fueron allmentados y mantenidos
bajo condiciones modelo en el bioterio delb Instituto ‘ d§
Investigaciones Biomédicas. Ninguno tuvo lesiones o signos de

enfermedad aparentes.
3.7 OBTENCION DE MACROFAGOS ALVEOLARES DE RATA

Se obtuvieron macréfagos alveolares de rata macho, Wistar de
250-350 g de peso, por lavados bronquiales con SSAF, segin la
técnicakde Brian ( Brian,J., 1968 y 1973 ). Los animales fueron
anestesiados con anestesal, se sangraron cortédndoles las venas
axilares y la cava. La traquea se canalizé con un catéter conectado
a una jeringa de 10 ml. A cada animal se le hicieron 10 lavados de
10 ml1 cada uno, con SSAF, el tiempo entre la inyeccidén del medio y
la recoleccidén en cada lavado fue de 3 min. El lavado se centrifugd

a 500 g por 15 minutos, las células se lavaron dos veces con SSAF,



En caso de haber contamlnac1on con erltroc1tos, estos;se}elimidaron-‘-.

-primercs .ensayos*’'se hicieron

tinciones de hematoxilina-eosiha‘para analizar la contaminacién’ con -

otros tipos celulares.

3.8 ENSAYO DE ADHESION DE PROTEINAS MICOBACTERIANAS A

MACROFAGOS ALVEOLARES

Para analizar la posible participacién como molécula de

adherencia de, algun componente proteico  de M. tuberculosis, se

diseiié un modelo experlmental para 3 avorecer la unién de este

componente sin qué hubiese la

interiorizacié to:de ésta por el macréfago. En la
figura 1~§fesentp ‘coldfgéneral de estos ensayos.

Las celula de rata en suspensidén se ajustaron a una

concentrac1on de 2 x “10% " células por ml, y los ensayos se hicieron
con 0.5ml de células, a las que se les inhibidé la endocitosis al
incubarlas a 4°C o al agregadrseles 0.02% azida de sodio SSAF(SSAF-
Az), posteriormente se adicionaron las proteinas micobacterianas y
se ajustd el volumen final a 1 ml. Se incubaron a 37°C con agitacidn
suave, con intercambio libre de gases. Las c¢élulas se lavaron, al
menos 4 veces, con SSAF fri;, a 4°c, por centrifugacién a 500g. Se

determiné la viabilidad y el paquete celular con 500 000 células

(aproximadamente 300pg de proteina) se disolvié en 200ul de



PROTOCOLO EXPERIMENTAL

OBTENCION DE MACROFAGOS ALVEOLARES POR LAVADO ‘BRONQUIAL

( ratas jévenes Wistar macho ) .

INHIBICION DE LA ENDOCITOSIS

(a4 PC'o‘a'37 °C con azida de sodio )

INCUBACION CON PROTEINAS DE M. tuberculosis

( sin marcar o acopladas a biotina )
ANALISIS EN EGPA- DSS
TRANSFERENCIA A NITROCELULOSA

SIC - Prot A PEROXIDASA ESTREPTAVIDINA PEROXIDASA

FIGURA 1



amortlguador de Tris Hcl 0. SM pH 6. 8 BD'I‘A‘,"lniM 19 glxcerol

1-1'1506' Se utillzo el mlsmo sistem ;

peroxidasa .

los ensayos en bafio de 37°C pero

agregindosele al medio 'dxe,"’ a’ de sodio.

lavadas por

Después de la inc’ubaéién’i "'1'a‘s,. fueron
centrifugacidén a 500g, con SSAF énfrivadia“ ‘.-:1“'::46“&,"7 por lo menos tres
veces. »

Los primeros ensayos de incubacién se realizaron con solucidn
salina fisioldgica ( NaCl 0.14M). Posteriomente se probé un medio
con mayor capacidad de amortiguamiento de PH, solucién salina de

Hank { Gibco). Finalmente se trabajé con medio RPMI-1640,

suplementado con 0.1 mM L-glutamina, 0.01 mM de aminoacidos no



esenc1ales ¥ 19 de estreptomlcina-pen1c1lina (Todos estos reactlvos

incubacién®

influénéia vd las
céluias, ensayando » 0: 3
Después de cada ensayo se’determi “la viabilidad celular por

exclusidén de azul de trlpano.

3.9 ANALISIS DE PROTEINAS POR ELECTROFORESIS EN GELES EN
PLACA DE POLIACRILAMIDA CON DODECIL SULFATO DE SODIO

(EGPA-DSS) .

El anéalisis de las proteinas estudiadas en este trabajo fue
realizado en geles de poliacrilamida, tanto para determinar su
pureza como para calcular el peso ‘molecular, utilizando siempre
condiciones desnaturalizantes vy reducﬁoras. Se trabajé con el
sistema discon;inuo de amortiguadores de Laemmli ( Laemmli,U, 1970),
en geles al 10% de acrilamida para la resolucién de proteinas en
Tris-HC1 375mM,pH8.8. El1 gel concentrador fue preparado con 3% de
acrilamida en Tris-HCl 125 mM, pH 6.8. Ambos geles contenian 0,01%
DSS y fueron polimerizados con 0.05 % de persulfato de amonio, y

0.005% de TEMED. Las proteinas a analizar fueron diluidas en Tris-



i

Posteriorments

azul“ -+ incubados - ‘en 'émoftiguadof de

transferencia frio. -
3.10 TRANSFERENCIA DE PROTEINAS A PAPEL DE NITROCELULOSA

Se utilizdé el método descrito por Towbin (Towbin,H.,1979 ) para
la electrotransferencia de proteinas separadas en EGPA-DSS,
utilizando una cémara Idea Sci { Corvallis, USA). Como soporte de
las proteinas se utilizé papel de nitrocelulosa de poro de 45
(BioRad). El1 medio de transferencia fue Tris, Glicina y 20% de
metancl. Los geles de 14 cm y 0.75 mm de grosor se transfirieron
durante 1 H a 0.95A. Los geles de 8 cm y 0.75¢cm de grosor se
transfirieron por 30 min a 0.95A.

Posteriormente los papeles fueron incubados con 3% de leche
descremada ( Svelty, Nestlé), en SSAF con 0.3% de Tween 20, durante
16 horas, a 4°C, para bloguear 1los grupos reactivos de 1la

nitrocelulosa.



3.11 FAGOCITOSIS DE MICOBACTERIAS -

Las ;éiu;asfde lé?add alveqiar;geﬁajuétaron”§%1>x';oﬁ,céluias:

o1 iy » to e cO{sih'agitacién. Al

final‘de‘cada‘pe;iqdo'éédé-pohc;serlavq,Sjvéceé con SSAF fria, y los

cubreobjetos se procesaron para andlisis microscépico.

3.12 EFECTO DE LAS PROTEINAS MICOBACTERIANAS EN LA

FAGOCITOSIS DE BACILOS .

Para el anidlisis del efecto de las proteinas micobacterianas en
el fendmeno de fagocitosis, se retirdé el medio de los pozos y se
colocaron 0.1 ml de las proteinas en SSAF, calculando gque la

concentracién final fuera de 50, 100, 200, 400 y 800 ng de proteina



2
H

por ml, cuando se ensay6~el éfect01de PMC -y de albﬁmiha;,y_de 10 y

20 ug por- ml para p70 Séiin¢ubér§h las'caja

sin ag1tac1on'
“bacterias

3.13 ESTIMACION DE’/LAS BACTERIAS ASOCIADAS A MACROFAGOS

Los cubreobj t n 1as celulas se - lavaron con etanol se

dejaron secar y las . se: fljaron con . acetona durante 5 mln. Se -

con agua, se deqploraro
dcido clorhidri eron con azul

de metileno,:’ se -'sécaron. Se

montaron -(Merk). De cada

con el objetivo de

cubfébﬁjefo“SefConta:bﬁ 00-200 céluiésﬁalfai;f,f
100X, en inmersién. Se determind el nlmero de células que tenian
asociada al menos una bacteria,. asi como el nimeroc de bacterias en
cada célula. La primera determinacidén fue para saber el porcentaje

de células con bacterias asociadas, y el segundo para obtener el

promedio de bacterias en células fagociticas.



Jse-goﬁtarcn'iqq?zbo,déiulas,jbafé determinar el ntimero de

células ‘asociadas con zimosén.

3.15 MEDICION DEL ESTALLIDO RESPIRATORIO EN MACROFAGOS

CON AZUL DE TETRAZOLIO

Se disolvieron 4 mg de Azul de tetrazolio (Sigma) en 10 ml de
SSAF , se filtraron por 0.22 um Yy se mezclaron con un volumen igual
de zimosdn tratado como en el inciso anterior. A cada pozo se le
agregé 1 ml de esta mezcla; se incubaron 4 horas, se lavaron con
SSAF, se fijaron con acetona:y se montaron para contar las células.
se consideraron pqsiﬁi?as las células tefiidas de azul intenso.

En algunos enéaypé‘ se preincubaron las células con 50nM de
Forbol Miriacetato pbf 30 min, antes de adicionar la mezcla con azul

de Tetrazolio.
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Paravestudiartel'éféctbfdé;las prdteihas‘mibqﬁécfériéhas'én'la,

fagocitosis  d" imosan 2 y:feh?vlé sducci de ééﬁallidq

respiratorio;

seleccionadas por. media“hor

micobé?teriééy:y pdsteriorméﬁﬁe,

Z-ATZ. ‘Se procesaron igual que"idS*célul siianteriores

3.16 ANALISIS ESTADISTICO
Para determinar diferencia ;a;amieﬁtos
se utilizé la prueba de ' do tudéﬂt,}ébn

probabilidades de 0.05:

al menos 3 veces.
En los ensayos pa

albtimina o PTC se utiliz de“andlisis- de varianza, ANOVA

con F de 0.05 y 0.01.



4 RESULTADOS

4.1 ADHESION DE PROTEINAS MICOBACTERIANAS A MACROFAGOS

ALVEOLARES DE RATA

La prlm ra. parte del trabajo se enfoco a encontrar el:51stema

adecuado'para detectar la adhesidn de plotelnas micobacterlanas aV

macrofqgo. alyeolqresi‘ utlllzando tec

Inicialmente

marcaje E?fiaifradipactlvo

ihmﬁne*rhs ) :

4:1.1 : ‘  . INMUNOMICITOQUIMICA
,Sé'i reali2aron ensayos de “'e' proteinas

micobacterianas, incubando 1 x 105:mad 'léfes de rata con

200 y 400 ug de PTC, despues se incuba yo} n;speré‘inmune de rata

Elfénélisis de estas

células en el mlscrocopio“Lnos bservar claramente la

adherencia de estas prgtéina$  .é de los macréfagos, por
lo que decidimos 400 ug de proteiﬁé:;éra‘ﬁna‘dosis conveniente para
determinar el peso de las proteinas reconocidas en los macréfagos
por el suero inmune.
4.1.2 IDENTIFICACION DE LAS PROTEINAS MICOBACTERIANAS
ADHERIDAS A MACROFAGOS POR INMUNOBLOT.

Después de la incubacidén con 400 ng de PMC, por 1 y 2 horas a

40C, para evitar la endocitosis de estas proteinas, las células

solubilizadas en coctel de corrida fueron separadas en geles de

poliacrilamida y transferidas a
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FIGURA 2 Ensayo en el que se demuestra la unién de proteinas de PMC
sin marcar, a macréfagos alveolares. Carril A MA incubados por 2 h.
Carril B MA incubados 1 h. Carril Cc MA incubados sin PMC.

El sistema de deteccidn fue SIC- Proteina A peroxidasa.



FIGURA 3 Comparacién de las PMC detectadas con SIC o marcadas con
biotina y detectadas con estreptavidina- peroxidasa. Carril A 15 ug
de PMC. Carril B 30 ug de PMC. cCarril C 20 pg de PMC-B. Carril D

20 ug de PMC~ B.
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nitrocelulosa. Para ,~1dent1f1car 1as proteinas .def orlgen

-f:apeles de nltrocelulosa fueron incubados _con'

con51deramos como de origenﬂbacteriano pues también se detecto

células” que no hablan 51do incubadas con PMC.
4.2 MARCAJE DE PROTEINAS MICOBACTERIANAS CON BIOTINA -

Debido a que el suero inmune de conejo reaccionaba con
proteinas del macréfago se buscd otro método para identificar a las
protelnas mlcobacterianas adheridas a macréfagos alveolares de rata.

Se selecciono el acoplamlento a-. biotina como sistema de marcaje.

El anallsis comparativo de la

'51n marcar ( utilizando suero

inmune para su deteccion) y,d' 1 aébpladas a biotina (utilizando

estreptavidina para su det é;@oniilmostré un patrén muy semejante
con ambas técnicas ('fié&fa_é).fkﬁarentemente la sensibilidad es de
casi el doble utilizando las proteinas marcadas con biotina, ya que
observamos una reactividad muy semejante con 10 pg de proteinas
acopaladas a biotina y con 20 png de proteinas sin marcar.

No todas las proteinas se acoplan igual a la biotina, lo que
depende principalmente del contenido de 1lisinas de la proteina a

marcar ( Bayer,E.,1990). En nuestros ensayos las proteinas con pesos

entre 45 y 36 kD no son tan bien detectadas como con el suero



kDa - - )

106 gam
" e o
48

32 . ﬁﬂ& . -

27 ey

FIGURA 4 Ensayo para demostrar la unién de PMC~B a macréfagos
alveolares de rata. Carril A marcadores moleculares. Carril B 20ug

de PMC-B. Carril C MA sin PMC~B. Carril D MA incubados con PMC-B.



inmune, mientras que '1as proteinas de 95 y 68 KD son mejor

visualizadas con el sistema biotina -estreptavidina.

4.3 ADHERENCIA DE PROTEINAS MICOBACTERIANAS MARCADAS CON

BIOTINA A MACROFAGOS ALVEOLARES.

Los ensayos de incubacién de los macréfagos alveolares. con las

4,1, excethIQU'“

utilizé un

alvéoiéres;(Eigﬁ}és 2y4 ). E

adhesién de una proteina de 31-3
este doblete fue menor que-

marcadas, esto a pesar de - ‘1532 estd bien

representado en las PMC-B. Enndﬁfbéiensaybs;Agtiligando otros lotes
de PMC-B, se observd una gran véfiaﬁiiidad“eﬁila adhesién de este
doblete.

En estos ensayos no‘se demostrd la adhesidén de la proteina de
18 kD, que se observd en los ensayos en los que utilzamos suero
inmune de conejo ( Figura 2 ), ;o que confirma que se trata de una

proteina del macréfago alveolar. Tampoco se obhservé reactividad de

la estreptavidina con algin componente del macréfago alveolar.
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FIGURA 5 Ensayo de incubacidn de macréfagos alveolares con PMC-B a

distintas temperaturas. Carril A MA incubados con PMC-B a 4 °C.

carril B MA incubados con PMC-B a 37 °C. carril ¢ MA sin incubar.



4.3.1 EFECTO DE LA TEMPERATURA EN LA ADHESIQN DE LAS

PROTEINAS MICOBACTERIANAS MARCADAS CON BIOTINA -

dependiéntés'de‘tempefatura‘

realizar :los experimento

“En el ensayo a 4°C

se observa;léigdﬁéSién de una protéiﬁa:
también se observa, con poca detectébilfdad‘felquhlete de 31-32 kD.
Por estos resultados todas las inéubacicnes posteriores se

realizaron a 37°C y con azida de sodio.

4.3.2 INFLUENCIA DEL TIEMPO DE INCUBACION

Los procesos de reconocimiento y adhesidén entre moléculas
pueden variar con el tiempo de incubacién. La unidén de moléculas y
pardsitos a macrdéfagos es un proceso rapido que se observa a partir
de los 15 min y que continua pof tiempos variables. Para conocer el
efecto de esta variable en la adhesién de las proteinas a macréfagos
se hicieron incubaciones de 15,30 y 60 min. En la figura 6 se puede
ohservar que desde los 15 min es posible detectar a la proteina de

71 kD.



FIGﬁRA 6 Ensayo de incubacién de macréfagos alveolares con PMC~B a
distinfoé.tiempqs; carril A 15ug de PMC-B. Carril B MA sin incubar
con PMC. carrilVCﬁMA_incubados con PMC-B por 15 min. Carril D MA
incubédos coﬁ PMCFB‘por 30 min. carril E MA incubados con PMC-B por

60 min.



FIGURA 7 Ensayo de incubacidén de macréfagos alveolares incubados con

diferentes concentraciones de PMC-B. cCarril A 15ng de PMC-B. Carril
B MA sin incubar con PMC-B. Carril C MA incubados con 50 ug de PMC-B
carril D MA incubados con 100 pg de PMC-B. Carril E MA incubados con

200 pg de PMC-B. carril F MA incubados con 400 ug de PMC-B



4%
vy que su detectabilidad aumenta conforme. se incrementa el. tiempo de

incubacidn.

4.3.3 . VARIACION EN LA. CONCENTRACION DE PROTEINA '

“é" incrementando la concentraclon a 400 ng
aparecen otras bandas de tamafio menor, que pudiesen ser productos de
degradaclon_de 1a p71.

4.3.4 VARIACIONES EN LA CAPACIDAD DE AMORTIGUAMIENTO DE LAS

SOLUCIONES DE INCUBACION.

Tratadndo de é6ptimizar nuetros resultados ademds de solucidn
salina se hicieron ensayos util;zando otros medios de incubacidn. Se
utilizé solucién salina - de Hank, que contiene elementos
nutricionales no esenciales y con capacidad de amortiguamiento mayor
que la solucidén salina, Como se puede ver en la figura 8, no hay
diferencias en el patrdén de proteinas detectadas, siendo la p71 la

tnica demostrable en ambos ensayos.



FIGURA 8 Ensayo de incubacién de MA con PMC-~B, en distintos medios
de incubacidn. Carril A 20 ug de PMC-B. Carril B MA sin incubar con
PMC-B. cCarril C MA incubados con PMC-B en NaCl 0.85%. Carril D MA
incubados con PMC-B en solucién‘ de Hank. Carril E MA incubados con

PMC-B en RPMI-1640, con 10% de SFB



olq_sé observé la prot

eipresenta el resultado d el ensayo en‘medio . RPMI 1640

4.4 PURIFICACION DE p70 POR AFINIDAD A ATP

Sé ha reﬁortado que M. tuberculosis posge‘ﬁﬁé pféteina de 71kD,
que corresponde  al peso estimado dg,iq p?ﬁteiéa qne se une 5 los
macréfagos alveolares de rata.—ﬁstaiﬁfgfeiﬁtha,sido descrita como
una proteina de estrésvcon,afiﬁidédvpsf ATP (Young,D., 1989 y 1991),
por lo que decidimos utiiiiaf‘ ﬁna matriz de ATP-agarosa para
purificarla e investigar si es capaz de adherirse a macréfagos. Se
utilizé una columna de 5 ml de ATP-agarosa, lograndose purificar 200
ﬁg de proteina a parﬁir de 6 mg de PMC. El primer lote de proteina
no fue liofilizado, sino que se almacend a -20 °C, en SSAF, pero
el analisis posterior de este lote mostrd que répidamente se
degrada, aun en presencia de inhibidores de proteasas durante su
purificacién y almacenamiento, por lo que se opté por
liofilizarla. En la figura 9 se observa la proteina purificada por
este proceso. Ocasionalmente se observé una banda de 68 kD que

representa, probablemente, un producto de degradacién.
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FIGURA 9 Se muestra la proteina purificada a partir de PMC sin
marcar, por cromatografia de afinidad a ATP. Carril 1 20 pg de PMC

carril 2 Sug de p71 sin marcar .



FIGURA 10 Ensayo en que se muestra la unidn a macréfagos alveolares
de la p71 purificada por afinidad a ATP. cCarril A 5ug p7l-biotina
Carril B MA sin incubar con p7ljB. Carril C MA incubados con 5 pg de
p71-B . carril D MA incubados con 10 ng de p71-B . Carril E MA

incubados con 20 pg de p71-B



proteina purificad

unién de la proteina de’71 kD'y de una menor de 68 kD, que también
es purificada por ATP, por lo gque suponemos que es producto de

degradacién de la primera.
4.7 ADHESION de M. tuberculosis A Macréfagos Alveolares

Al iniciar estos estudios no habia antecedentes de ensayos de
fagocitosis de M. tuberculosis por macréfagos alveolares por lo que
fue necesario estandarizar las qondiciones experimentales., Lo
primero fue establecer el tiempo éptimo de incubacidén. En la figura
11 puede verse que con 2 h de incubacién el nimero de macréfagos con
bacterias asociadas es muy bajo. A las 4 h de incubacidén este

porcentaje casi se duplica, vy on 8 h no se observaron diferencias
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FIGURA 11 Porcentaje de macréfagos alveolares que tienen asociada al

menos una bacteria, después de varias horas de incubacién.



s tenidos con zihel-Neelsen. Algunos
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FIGURA 1
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significativas, por lo que se decidié que.4 h era el tiempo adecuado

de incubacién..

_En estos: experimentos .confirmamos. . gue- lh} tlnclon de Zlehl-‘

bacterias

asociadas ‘a macrofagos En‘laarigura

'se observa: Un ‘macréfago

alveolar,‘que ha fagoc1tado bac1los, teﬁidos de -rojo con esta

tecnlca

4.8 LA PREINCUBACION DE MACROFAGOS CON PMC INHIBE LA

ADHESION DE M. tuberculosis

En estos ensayos los macréfagos alveolares fueron preincubados
in vitro, durante 30 min, con PMC. En seguida se adicionaron las
bacterias incubéndqée durante 4 h a 37 ©°C. En"fla Figura 13
presentamos los ' resultados de estos ensayos; Seﬁ observa que la
preincubacidn con PMC disminuye 1la fagocitogis de los bacilos por

macréfagos alveolares (Tabla I).

Tabla | Efecto de PMC en el % de células con al menos una bacteria

asociada
Tratamiento % de células con bacterias % de inhibicién
NaCl 2238121 0]
200 ug/mi PMC 1822+1.5 18.6
400 pug/ml PMC 1247 £ 1.3 44.3
800 pg/mi PMC 1081 1.6 48.3
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A partlr de 200 ug ‘se observo una inh1b1c1on signlflcatlva en
el indice. de fagoc1t051s ( 20”' La. : : nt

(35 459) cuando 1os macrofagos;

una concentrac1on de 800 ng de protelna la 1nh1b1c1on es ‘cercana al
50%. La disminucién en el nimero de bacterias asoc1adas a una.célula
es muy semejante a la disminucidén en el porcentaje de macréfadgos

Tabla ll. Efecto de PMC en el No. de bacterias asociadas por

macrofago
Tratamiento No. de bacterias/M@ % de inhibicién
NaCl 2.39+0.43 0
200 ug/mi PMC 1.75+0.07 26.8
400 pg/ml PMC 1.23 +0.23 48.5

que han fagocitado ( Tabla II ). Como un control para descartar 1la
posibilidad de que las PMC inhiban 1la fagocitosis uniéndose
inespecificamente a 1la superficie del macréfago, se realizaron
experimentos preincubando macrdéfagos con ASB. En la tabla III puede
verse que la ASB no inhibid la fagocitosis de bacilos aun utilizando

concentraciones muy altas de la proteina.

Tabla Il Efecto de ASB en el % de células con al menos una bacteria

asociada
Tratamiento % Células con bacterias
NaCl 24.55+ 3.07
200ug/ml! ASB 22.25+£2.17
400ug/mi ASB 23.90 £ 2.09
800pg/ml ASB 20.91£ 2.30
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LUt

A partlr-de 200 ug se observo una inhib1c1on significativa en

el indice de{ v ;
(35- 456) cuando los macrofagos se pfeincuban coﬁs400-ug de'PMc Con
una concentrac1én de 800 ug de protelna 1la 1nh1b1c1on ‘es-. cercana al
50%. La disminucidn en el nimero de bacterias asociadas a una célula
es muy semejante a la disminucién en el porcentaje de macréfagos

Tabla ll. Efecto de PMC en el No. de bacterias asociadas por

macréfago
Tratamiento No. de bacterias/Mg@ % de inhibicién
NaCl 2.39 £0.43 0
200 pg/ml PMC 1,75 £0.07 26.8
400 pg/mi PMC 1.23+£0.23 48.5

que han fagocitado ( Tabla II ). Como un control para descartar la
posibilidad de que las PMC inhiban 1la fagocitosis uniéndose
inespecificamente a la superficie del macréfago, se realizaron
experimentos preincubando macréfagos con ASB. En la tabla III puede
verse que la ASB no inhibidé la fagocitosis de bacilos aun utilizando

concentraciones muy altas de la proteina.

Tabla Il Efecto de ASB en el % de células con al menos una bacteria

asociada
Tratamiento "% Células con bacterias
NaCl 24,65 + 3.07
200pg/mi ASB 22.25+2.17
400ug/rmi ASB 23.90 £2.09
800pg/mi ASB 20,91+ 2.30
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FIGURA 13 Efecto de la preincubacién de macréfagos alveolares con

PMC en la fagocitosis de M. tuberculosis.
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FIGURA 14 Efecto de la preincubacién de macréfagos alveolares con

p71 en la fagocitosils de M. tuberculosis.
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TABLA 1V Efecto de PMC o p71 en la asociacién de zimosan a

macréfagos.
Tratamiento % Células con particulas
NaCl 65.2 +3.16
400 ug/ml PMC 62.9 +8.10
20 pg/ml p71 66.7 + 2.00

Como controles, y con el propdésito de evaluar el estado
metabdlico general del macréfago, se realizaron ensayos de
fagocitosis de zimosdn y del estallido respiratgr‘io consecutivo, En
la tabla IV podemos observar que apro:-v:ihaa;ba};i‘énte: el 65 % de los
macréfagos alveolares son capaces de faéoéitér zimosédn, y que
también responden a estimulos para pfdducir el estallido

respiratorio ( Tabla V ).

Tabla V Efecto de PMC o p71 en la respuesta oxidativa de

Tratamiento % Células con Formasan
NaCl 70.32 4.2
400 pg/ml PMC 75.35+ 8.8
20 pgiml p71 72.85+£3.5

La preincubacidén con 400 pg de PMC no alterd ninguna de estas

dos funciones, por lo gque la inhibicién de la fagocitosis de los
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bacilos no puede atribu1rse a efectos téxicos provocados pOL las PMC

por 1la p71

Estos resultados fueron estadlstlcamente 51gnif1cat1vos

TABLA VI Efecto de p71 en el 9% de células con al menos una bacteria

asociada
Tratamiento %% Células con bacterias % de Inhibicién
NacCl 26.78 + 1.7 0
10 pg/mi p71 2213+ 1.8 17.21
20 pg/mi p71 16.07 = 3.4 40.14

La preincubacidén de los macrdéfagos alveolares con p71 no afectd

la capacidad para fagocitar zimosén,

estallide respiratorio, por 1lo que se

proteina no provoca efectos téxicos sobre los macréfagos que lateren

estas dos funciones ( Tablas IV y V ).

la de desarrollar

puede inferir

gue



TABLA Vi Efecto de p71 en el No de bacterias asociadas a

macréfagos.
Tratamiento No bacterias/™o % Inhibicion
NaCli 2.7+ 035 0
10 pg/mi p71 2.0+ 0.20 26
20 pg/mi p71 1.7+ 0.20 37




5 DISCUSION

A pesar de la"gran 1mportanc1a que poseen en: el e ableqimieﬁté -
de la infeccion el .
la tuhercu],qs

han sidc’poc

esfuerzo

a través RC3 .( Swartz,R., 1988;

Schlesinger,L ger i.f,* 1993; Bermudez,L, 1991;

Lanuois,P., 1»992' datos que han permitido

establecer la importancia sta moie{qula son: 1) este fendmeno es

dependlente' dehsuero, -_observando'se 1in mayor indice fagocitico en

presencia de 20% de suero fresco en el medio de ensayo, 2) el
porcentaje de ‘infeccién disminuye en casi un 70% al calentar el

suero, 3) se puede reestablecer la adtividad opsdnica del suero
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inactiyado,po:iqg;o~'al agregar C3 fresco, 4) el progeso es,inhibido_

ontra: los receptores

~en’ -las

esto

la: mlsma;

de M. av1um se ha- sugerld
como opsonlna ( Bermudez L.

no-.-se ha‘ demostrado, exper;me

mlcobacterias patogenas, roteinas con

aflnldad por flbronectina .;;1993).
Los estudlos~r 1Iguna de las
sara IgG, vy se

ihmunoglobulina

participa 'en el proces '1990au y b, Bermudez,

'JDe' hecho la opsonizaCLO. :gntiéué}pos antes " de 1la

L.,1991)
fagocitois puede tener efectos deleterebéypéra el hacilo, haciéndolo
mas suceptible a la degradacidén por macréfagos (Fréhel, C., 1987).
La fagocitosis independiente de opsoninas se demostrdé porgque
las especies tuberculosis, leprae y avium, pueden ser fagocitadas en
ausencia de suero, pero la invasidén puede ser inhibida hasta en un
60% si se bloquean los receptores RCl1 y RC3. Se han propuesto dos
explicaciones a este fendmeno: una es que las células fagociticas en

‘cultivo liberen moléculas de C3, capaces de opsonizar in situ a las
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bacterias, o: b1en que 1as micobacterlas posean mole ulas ’rbpias;que

Vreceptore Schlesinger L.,

les permltan unirsefdlrectamentet

1990& b'1993)

a posibilidad de que se

trate de "que se ha sugerido se

:élggna ‘
encuentranj"eﬁ: v _iéjc.; Y Mancilla, R.,1989;

Garbe,T., 1992

en 71 kD La reproducibilldad de estas observaciones es muy alta, va

que esta proteina fue detectada aun - cuando utilizamos diferentes
condiciones de incubacién, ‘lotes de extracto proteico y métodos de
deteccidn.

En cuanto a la identidad de 1la proteina de 71 kD de M.
tuberculosis, desde hace algunos afios se sabe gue esta micobacteria
posee una proteina de peso molecular de 71 kKD con afinidad por ATP,

la cual pertenece a la familia de las proteinas de estrés, homdloga



a la DNA-K de E. ‘COll ( Young D.,leél).Cuando

la protelna urlflcada

en eucarioétes, Sin embargo Ensgraber y su grupo'( Ensagraber, M.,

1992), ha demostrado que en otro procariote, Salmonella thypimurum,
utili;a a un.posible mlembro de esta familia, lo que puede sugerir
una'funciéﬂ;pgrticular de esta familia de proteinas en procariotes.
La ﬁroteiﬁa de 71 kD de Mycobacterium tuberculosis ha sido
locallzada en la pared del bacilo , con un suero que reconoce a la
p71 puriflcada ( Andersen, A., 1986; Hernédndez- Pando, R.,
comunicacién personal), lo que favorece su funcidn de adhesina.

En el momento actual desconocemos la naturaleza de la
interaccidn de la p71 con macréfagos alveolares. Sin embargo hay
datos que sugieren que se trata de una interaccidén con algln

componente membranal. Se observé la adhesién de 1la p71 en



LG
o

condiciones en las cuales la endoc1t051s esté 1nh1b1da, lov que

permlte descaltar,que halla 1do 1nterlorlzada junto con el'medlo de1~

avla que se le

macrofagos: alveolares, vya

eneniiun;ipapel ‘primordial en el

‘que observan

.dlferencias entre la fagocitos;s por: monoc1tos'y macrofagos, apoyan
esta decisidn. En realidaq:ngig§;sprprendente que la interaccidn de
micobacterias con macréfégés‘égéymés compleja que con monocitos,
puesto que la primera es una célula mucho mds madura que posee mayor
cantidad y variedad de receptores en su superficie ( Speert, ,1985).

Nuestras observaciones no descartan la posibilidad de que
exista mds de una adhesina en el bacilo de Koch, sino por el

contrario, la apoyan, ya que en algunos ensayos observamos la unidn
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de unafproteiﬂa:d§f31;32 kﬁ.almacréfagosh si_bieQFSegrequ;eréhbdé

esta-

interésante“pdrque

Se 'selecciong:”

de'marcaje. es muy suave y:

esééglfiqament protei O}éCidOS‘HUCleiCOS, 16;que

permite co olécula adherida ( Wilchek,M.,

iificaciones’ se

sando; ‘estreptavidina

acoplada a fluoresceina“y.co ctrénicos, o bein en blots

con lectores densitrométricos;ii'pero.habréd.que. estandarizar estas

técnicas. Un defecto gque fieng;elypSOrderla biotina como molécula
marcadora es gque la uniénvdé é;té a‘proteinas es a través de las
lisinas de la proteina, por lo gue algunas proteinas no acoplan bien
¥ no son detectadas.

Para establecer si la unién de la proteina con el macréfago es
de tipo 1ligando- receptor es necesario cambiar el sistema de

marcaje, por uno gue nos permita determinar la relacidén de moléculas



/

PRy 1}

que se adhieren al macréfagé; establecer si<éxisteé saturacién -en

ha pensado

humano,

distintas




VI CONCLUSIONES

1 El1 marcaje con biotina de mezclas complejas de protelnas es

un método sensible para identlfical adhesinas, "puede sustitulr a

métodos de marcaje radloactlvo " 

; Vrledad de proteinas

uberculosis;:

se ‘une a la superf1c1e del )

3 la p71 de‘b'k'kM‘ _tub‘e’r’c'ul‘osi's; yt‘i:en'e la capacidad de inhibir la’

adherencia del bacilo‘p -6fago, siendo la inhibicién dosis

dependlente .

4 La p71 pudo se puf‘ificad:a _pbr c;omatografia de afinidad a
ATP, por lo que puede perter_;ecerf' a la familia -de proteinas de

estrés.
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