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1-1.- Aspectos generales de la tuberculosis y su agente causal el Mycobacteriurn tuberculosis. 

La tuberculosis (TB) es una enfermedad que ha afectado al hombre desde tiempos inmemoriales. Se 

describe como un padecimiento prevalente entre 10s egipcios en 10s afios 3700 a 1000 AC. En el aiio 460 AC, 

Hipocrates describe ya la sintomatologia de la enfermedad (17). En 1882 el medico alemhn Robert Koch, 

identifico a1 bacilo de la tuberculosis como el agente causal de la enfermedad. Actualmente, la amplificaci6n 

del DNA micobacteriano de restos humanos por PCR, ha permitido establecer la presencia de la enfermedad 

en momias egipcias de 5400 aiios de edad (14), asi como en las culturas prehisphicas (16). No obstante que 

se considera a la tuberculosis como una de las enfermedades mbs antiguas de la humanidad, desde el punto de 

vista evolutivo M tuberculosis es relativamente joven, pues se calcula que apareci6 aproximadamente bace 

20.000 aaos (34). 

A pesar de 10s esfuerzos por controlar su incidencia, la TB continlia siendo una de las causas 

pnncipales de morbilidad y mortalidad en el mundo. Se estima que una tercera parte de la poblacion mundial 

estA infectada y que si no hay cambios en su incidencia cerca de 30 millones de personas morirh en 10s 

proximos afios (58). 

En Mkxico, la TB es la 17' causa de muerte en la poblacion general, la 8" en menores de edad y 3" en 

la poblacibn inmunodeficiente, sin embargo es la primera causa de mortalidad causada por un solo agente 

infeccioso (68). 

El resurgimiento de la tuberculosis se atribuye a diferentes causas como son. 1. - La asociacibn de 

esta enfermedad con el Virus de la Inmunodeficicncia Humana (VIH). 2. - El surgimiento de cepas multi- 

resistentes al tratamiento. 3. - El fiacaso de la vacunacion con la cepa atenuada del Mycobacterium bovis 

BCG (bacilo de Calmette Gu6rin), usada desde 1927 en diferentes partes del mundo. 

Debido a la variable eficacia de esta vacuna que oscila desde cero hasta un SO%, su efecto protector 

es motivo de controversia. Actualmente la vacuna BCG se aplica s6lo a 10s infantes durante el primer afio de 

vida en 10s paises en vias de desarrollo y en 10s paises desarrollados su uso se limita a 10s casos detectados 

negativos a la pmeba cuthea de PPD. Las causas de la variabilidad de la BCG se han ahibuido a factores 

tales como; cambios que ha sufrido la bacteria desde su atenuacibn en 1921 y su primera aplicacion en 

humanos. A partir de entonces se han generado diversas subcepas que difieren en caracteristicas bioquimicas 

y contenido genbtico (9). Aunado a &to, otros factores que podrian estar influyendo son: las condiciones de 

vida de la poblacibn, y el constante contact0 de 10s individuos con micobacterias saprofiicas del medio 

ambiente. 

En vista del @an problema de salud pliblica que constituye la tuberculosis, se requiere urgentemente 

de la identificacibn y producci6n de nuevos medicamentos y vacunas. 

El agente causal de la tuberculosis pertenece a1 gbnero Mycobacteriurn, que se encuenha ubicado 

dentro de la familia de las Mycobacteriaceaes, formando parte del orden de los Actinomycetales y la clase 

Sachizomicetos. 



presentadoras de antigen0 para activar celulas T virgenes. El segundo tip0 de ctlulas dendriticas se llman 

c6lulas dendritics foliculares, porque e s th  presentes en 10s centros germinales de 10s folicnlos limfoides de 

10s ganglios linfaticos, bazo y tejido linfoide asociado a mncosas. 

1-4.- Antigenos proteicos del M. tuberculosis involucrados en la respuesta inmune a la micobacteria. 

Uno de 10s temas m h  estudiados en el irea de la tuberculosis es el relacionado a1 estudio de la 

respuesta inmune protectora y 10s antigenos bacterianos que participan en ella. Recientemente se ha 

establecido que las proteinas secretadas por M tuberculosis juegan un papel muy importante en la inducci6n 

de la inmunidad protectora. Se ha sugerido que 6stas pueden ser las responsables de un rapido reconocimiento 

del bacilo por 10s linfocitos del huesped. Esta teoria es apoyada por la existencia de una fuerte correlation 

entre la multiplicaci6n bacteriana en el hubsped y la reacci6n de las celulas T contra las proteinas de 

secrecibn. La caracterizaci6n de las proteinas secretadas activamente por la bacteria se ha llevado a cab0 en 

extractos proteicos obtenidos del filtrado de cultivo de la bacteria a tiempos cortos. El analisis de las proteinas 

en geles de poliacrilamida en presencia de dodecil-sulfato de sodio (PAGE-SDS) mosW que durante 10s 

primeros tres dias predominan las proteinas de peso molecular de 22 a 24kDa y de 45 a 5OkDa. El dia 5 

aparece una pronunciada banda de llkDa y varias bandas en la regi6n de 30 a 35kDa. Durante el ultimo 

period0 de cultivo, el nmero  de proteins presentes en el filtrado se increments substancialmente, 

produciendo un muy variado y complejo patr6n de bandas (24,4). 

La identificaci6n de estas proteinas ha sido revelada por secuenciaci6n de las regiones 

minoterminales de las proteinas separadas en geles de doble dimensi6n, lo que ha permitido compararlas con 

las secuencias reportadas en la base de datos del genoma de M tuberculosis concluida recientemente (12). Asi 

mismo el nso de sueros de conejo y anticuerpos monoclonales de rat6n originado en contra de las proteinas 

micobacterianas han permitido detectar su presencia en otras especies de micobacterias, siendo raras las 

proteinas individuales que son especificas de la especie (41). 

Entre las proteinas de secreci6n especificas del complejo M tuberculosis mas ampliamente 

estudiadas por su participaci6n en la respuesta inmune esth; 

> La glicopliproteina de 38 m a ,  o PstS-1 que tiene una funci6n importante en el sistema de transporte de 

fosfato del M. tuberculosis (22). Esta proteina inmunodominante ha sido considerada como un marcador 

de la enfermedad, a1 ser reconocida por un alto porcentajes de sueros de enfermos con TB (21). Los 

estudios de caracterizaci6n de la proteina de 38 kDa realizados por Vordermeier et. al., condujeron a la 

identificaci6n de un epitopo localizado en 10s residuos de amino acidos entre 350-369 (peptido G) 

responsable de la respuesta proliferativa y de la hipersensibilidad tardia en modelos murinos (62). 

> La lipoproteins de 19 m a ,  que fue expresada en M vaccae. En 10s ratones inrnunizados con M. vaccae 

recombinante se obtuvo una fuerte respuesta de tip0 1 caracterizada por la producci6n de anticuerpos 

IgG2a e INF-7. Sin embargo, a diferencia de la protelna de 38 kDa cuando 10s animales fueron retados 

con M. tuberculosis, no hub0 evidencias de protecci6n (60). 



antigenos wmpartidos entre M vaccae y M tuberculosis. Entre 10s antigenos que CNZUI inmunologicamente 

entre estas dos bacteria son la proteina de SOkDa, la proteina de choque tbrmico de 65 kDa y del complejo 85 

A I3 y C que fueron reconocidas por sneros policlonales originado contra 10s respectivos antigenos del M 

tuberculosis, la GP45147kDa y la HSP65 kDa del M. bovis y M. tuberculosis respectivamente (24). 

Por la secuencia amino terminal se identific6 a la dihidrolipoamida deshidrogenasa (E3) en 10s 

filtrados de cultivo del M vaccae, la cual mostr6 un 90% de homologia con la enzima del M. tuberculosis. La 

enzima fue detectada por inmunoblot usando sueros hiperinmunes dirigidos contra la E3 de bovino y de 

cerdo, tanto en el extract0 celular como en el filtrado de cultivo del M tuberculosis y M vaccae (2). 

1-7-4.- Glieoproteina de 50kDa del M. vaccae. 

En la literatura se ha descrito a una proteina de 55kDa (GP55kDa) del M vaccae con capacidad de 

uni6n a FN y que presenta homologia en su secuencia carboxi-terminal con la GP45147kDa del M. 

tuberculosis. Igualmente, en nuestro laboratorio hemos identificado una proteina de 5OkDa de M vaccae que 

c n m  inmunol6gicamente con la glicoproteina de 45147kDa del M. tuberculosis (2). Estos datos sugieren que 

la proteina de 55 kDa es una proteina altamente conservada y es miembro de una familia de proteinas que 

funcionan como receptores de la FN de las micobacterias (56). La importancia de las proteinas que men FN 

en micobacterias ha sido enfatizada por el hecho de que en la respuesta antitumoral inducida por M bovis 

BCG en el tratamiento del cancer vesical es necesaria la union de BCG a FN dentro de la vejiga (64). 



Se ha encontrado una proteina de 5OkDa en 10s filtrados de cultivo del M vaccae que presenta una 

reaccion cruzada con la proteina de 45147kDa del M tuberculosis identificada con un suero de conejo 

inmunizado con esta proteina. Por sus caracteristicas bioquimicas e imnunolbgicas, la proteina de 5OkDa del 

M vaccae podria jugar un papel importante en la induccion de la respuesta inmune celular, en animales 

previamente sensibilizados con M tuberculosis. 

111. Objetivos. 

4 Obtener y purificar la glicoproteina de 5OkDa (GP5OkDa) del M. vaccae a partir de 10s sobrenadantes 

de 10s filtrados del medio de cultivo del M vaccae. 

4 Caracterizar bioquimica e inmunol6gicamente a la proteina de 5OkDa del M vaccae hombloga a las 

proteinas del complejo 45147kDa de M. tuberculosis. 

4 Comparar la GP45147kDa del M tuberculosis con la GP5OkDa del M vaccae haciendo uso de 10s 

m6todos de anhlisis como la electroforesis en geles de poliacrilamida en presencia de dodecil sulfato 

de sodio (SDS), doble dimensibn y por inmunoblot. 

4 Estudiar la respuesta inmune linfoproliferativa a la GP5OkDa del M vaccae en ratones previamente 

sensibilizados con M. tuberculosis H37Rv inactivada por irradiacibn y compararla con su hombloga 

del M. tuberculosis. 



IV. Metodologia y Diseiio experimental. 

IV-1.- Cepas bacterianas. 

Las cepas utilizadas en el presente trabajo fueron: Mycobacteriurn vaccae (NCTC 11659) donada por 

la Unidad de Tuberculosis del Hospital Hammersmith de Londres Inglaterra, M. tuberculosis cepa H37Rv y 

Sheptomyces lividans TK-24 transfonnada con el gen que codifica para la GP45147kDa del M tuberculosis. 

IV-2.- Cultivo bacteriano y obtenci6n del extracto proteico del filtrado de cultivo (FC) del 

Mycobacterium vaccae. 

El M. vaccae del stock a -70 "C fue inoculado en medio Middlebrook 7Hll  agar enriquecido con 

OADC (Lab. Difco) e incubada por 72 h, a 37°C. De las colonias aisladas se tomaron un par de asadas y se 

inocularon en 50 ml de medio Middlebrook 7H9 ( Difco), suplementado con glucosa al20% y Tween-SO a1 

0.05%; el cultivo se incub6 con agitaci6n (230 rpm) por 72 h a 37 OC (precultivo). Posteriomente, 2 ml del 

precultivo se inocularon en 200 ml de medio tiesco de igual manera suplementado con glucosa y Tween-SO. 

Los matraces fueron incubados bajo las mismas condiciones de crecimiento bacteriano. 

Las bacteria se cosecharon por centrifugaci6n a 8000 rpm a 4 OC durante 10 minutos, el 

sobrenadante obtenido se separi, del paquete celular y se filtr6 sucesivamente a travbs de membranas de 0.8, 

0.44 y 0.22 pm de d ihe t ro  de poro. El paquete celular se almacen6 en un tubo esteril tipo FALCON sellado 

con parafilm, etiquetado y guardado a -70°C. 

IV-2-1.- Precipitaci6n de las proteinas del sobrenadante de cultivo del M. vaccae. 

El sobrenadante se precipit6 con (NH4)2S04 (25gi50 mL de cultivo) en frio y con agitaci6n 

constante. Las proteinas se recuperaron por centrifugaci6n a 10 000 rpm durante 10 minutos a 4 "C. El 

sedimento se resuspendi6 en agua bidestilada y para eliminar el exceso de sales, se dializ6 por 72 h contra 

agua. La proteina se liofiliz6 y el sedimento se resuspendi6 en agua MQ para su posterior analisis y 

purificaci6n. 

IV-3.- Cultivo bacteriano y obtencidn del extracto proteico del filtrado de cnltivo del M. tuberculosis. 

El filtrado de cultivo del M. tuberculosis (FC-TB) se obtuvo de la cepa H37Rv incubada a 37 "C en 

estado de reposo bajo estrictas condiciones de seguridad coma se ha descrito anteriormente (23,33). Para este 

ensayo se us6 un exaacto previamente almacenado que fue obtenido en nuestro laboratorio y proporcionado 

por la QBP Amador J. A. 



Para 10s ensayos de liproliferaci6n se utilizaron las siguientes concentraciones tanto para las 

proteinas puificadas coma para el FC-TB: 10,3.0,1 .O, 0.3,O. l,0.03 y 0.01 pg / ml. 

Finalmente 10s ensayos de linfoproliferacion se llevaron a cab0 con ratones C57BL/6J, con una carga 

de lo7 bacterias en IFA dado que presentaron una mejor respuesta y coma control negativo PBS mas F A .  Se 

ha descrito que el IFA, no tiene efecto alguno sobre el desarrollo de reacciones de hipersensibilidad retardada, 

ni en forma m& general, sobre la inrnunidad celular. El IFA retarda la destruction del antigen0 e increments 

su dispersion (7). 

V-11. - Protocolo para la sensibiliaci6n de ratones. 

Los ratones heron sensibilizados a la semana cero con la carga bacteriana anteriormente descrita, 

ocho dias despuks les fue dado un refuerzo igual al anterior y a la tercera semana fueron sacrificados. La 

obtencion y la cuenta de 10s lmfocitos T se realu6 siguiendo la metodologia anteriormente descrita. 



V. Resultados. 

V-1.- Identificaci6n y caracterizaci6n de la Glicoprotefna de 5OkDa del M. vaccae. 

Los FC del M tuberculosis y del M vaccae, heron analizados por PAGE-SDS e identificadas las 

bandas de interes que migran dentro del rango de 42 a 55 kDa, tefiidos con azul de Coomassie, como se 

demuestra en la figura 1 panel A. 

En el filtrado de cultivo del M vaccae se identific6 una proteina de 5OkDa que reaccion6 con el 

suero contra el antigeno proteico de 45147kDa del M tuberculosis. (Fig 1B). De manera similar, la proteina 

del M vaccae reaccion6 positivamente con Con A, m a  indicaci6n de que a1 igual que la GP45147kDa del M. 

fuberculosis, el antigeno del M vaccae est6 glicosilada. (Fig 1C carril 5 y 6 respectivamente). Algunos 

extractos presentaron m a  banda de aproximadamente 40 kDa, que reaccion6 con el suero de conejo (Fig. 2 

A, carril3), y a con Con A (Fig. 1C carril7). 

Puesto que esta banda aparecia principalmente en 10s filtrados de cultivos previamente almacenados, 

consideramos que puede tratarse de otras proteinas glicosiladas o de un probable product0 de degradacion. 

Wester blot de 10s filtrados de cultivo de las proteinas de M tuberculoisi y de M. vaccae 

Fig. 1. PAGE-SDS del FC-TB del M tuberculosis y de 10s FC del M vaccae. Panel A, Tinci6n con 

Azul de Coomassie de 10s FC del M tuberculosis y M vaccae (carril 1 y 2 respectivamente). Panel B. 

Inmunoblot de 10s FC del M tuberculosis y M vaccae, revelados con el suero de conejo anti-45/47 kDa 

(carril 3 y 4 respectivamente). Panel C. Inmunoblot del FC del M. tuberculosis (carril 5) y 10s FC del M 

vaccae, fresco y almacenados (carril6 y 7 respectivamente)revelados con Concanavalina A peroxidasa. 



isoel6ctrico ligeramente m6.s basic0 en el extracto almacenado (Fig. 3 Panel A1 y B2) el cual no se present6 

en el extracto fcesco ( Fig.3, panel 84). La tinci6n con azul de Coomassie del FC revel6 que e s t h  presentes 

en kste diversas proteinas. A1 separar las proteinas de 10s FC por doble diunensi6n se obsew6 que no existen 

proteinas que precipitan a lo largo de un amplio espectro del punto isoel6caico @I) en el &ea de migraci6n de 

50kDa s e n d  el marcador de peso molecular, lo cual sugiere que no existen isoformas de esta proteina ni de 

ninguna otra en el rango de peso molecular de 50kDa. En contraste con el product0 de degradation de 40kDa 

por ejemplo, en donde migran otros tipos de proteinas. (Fig 3, panel Al flechas). 

Fig.3 Inmunoblot de filtrados de cultivo del M. vaccae. Panel Al; Filirado de Cultivo (almacenado) 

revelado con azul de Coomassie, las flechas indican las dos bandas del antigen0 de 50kDa. Panel B2 el 

filtrado revelados con el suero de conejo anti45147kDa. Panel A3. FC kesco revelado con azul de 

Commassie. Panel B4 el FC revelado con el suero de conejo anti45147kDa. 



V-5.- Respuesta proliferativa a diferentes concentraciones del FC-TB en ratones C57BLl6j 

sensibilizados con diferente carga bacteriana. 

Los ratones heron inmunizados con A4 tuberculosis inactivada por irradiaci6n a tres distintas dosis 

lo5, lo6 y 10' bacterias en IFA con un refnerzo a 10s 8 dias y posteriormente fueron extirpados 10s ganglios 

poplitios a 10s siguientes 8 dias. 

Inicialmente, la respuesta proliferativa a1 FC-TB se estudi6 en 10s ratones de las cepas BALBIG, 

BALBik y C57BL16j. La mejor respuesta de limfoproliferacion se obtuvo en ratones de la cepa C57BL/6j, por 

lo cual estos ratones fueron utilizados para 10s subsecuentes ensayos. Por otra parte se ha observado que esta 

cepa de rat611 es resistente a la tuberculosis. Las concentraciones de proteinas del FC-TB utilizadas fueron de 

0.01, 0.03, 0.1, 0.3, 1.0 y 3.0 pglml, y la mejor respuesta linfoproliferativa se obtuvo cuando una suspensi6n 

de 20 pl de 10' bacterias mks IFA son utiliidas para sensibiliiar a 10s ratones, dkdoles un refnerzo a 10s S 

dias. 
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Graf. 2. En esta grafica se presenta el grado de linfoproliferaci6n en cpm, a1 filtrado de cultivo dl 

tuberculosis, de liifocitos provenientes de ratones sensibilizados con ees distintas cargas bacterianas 

IFA. Como control negativo se utiliz6 PBS mfis IFA. 



ProIiferaci6n de linfocitos T a la GPSOkDa del M. vaccae. 

La respuesta de linfocitos T de ratones sensibilizados con una dosis de 10' bacterias inactivadas del 

M tuberculosis, reacciono muy bieu a las distintas concentraciones de la GP5OkDa del M. vaccae. La mejor 

respuesta se observ6 cuando la dosis fue de 3.0 pgml del antigen0 seguida de 0.3 pgml. Como se muestra en 

la grafica 4. 
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9 g 8 

- * I m m m ~ , - m n m m m m ~ e m m ~ m m m m m A  
Graf. 4. Respuesta linfoproliferativa a la proteina purificada GP50kDa del M vaccae. (Los resultados 

son representatives de 3 ensayos realizados). 



Proliferaci6n de linfocitos T a la GP45147 recombinante expresada en Streptomyces lividans. 

Por otra parte tambidn 10s linfocitos T obtenidos de ratones sensibilizados con la misma carga 

bacteriana respondieron bien a diferentes concenhaciones de la proteina recombinante del M. tuberculosis 

expresada en S. Lividans. La mejor respuesta proliferativa se obsew6 cuando se utilizh una dosis de 0.3 pglml 

de la proteina, como se obsewa en la grafica 6. 
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Graf. 6. Respuesta de linfoproliferaci6n a la proteina recombinante de S. lividans. (Los resultados son 

representatives de 3 ensayos realiiados) 



VI. Discusi6n 

La protecci6n obtenida contra M tuberculosis, por la vacunaci6n con M. bovis BCG, ocurre 

hicamente con la bacteria viva. Sin embargo, a consecuencia de 10s controvertidos resultados obtenidos con 

la vacuna de BCG, se piensa que la baja protection podria ser debida a que los antigenos protectores liberados 

por el bacilo vivo, no estiin suficientemente representados en esta bacteria y por lo tanto no son 

apropiadamente presentados a 10s linfocitos T, entre otros factores ya mencionados. Por esta raz6n entre las 

alternativas para la inmunoprofilaxis y prevenci6n de la tuberculosis, estA el de utilizar a las proteinas 

secretadas por la bacteria como candidatos potenciales a ser usados como vacunas. La brIsqueda de 

componentes bacterianos inmunoprotectores se ha extendido a otras micobacterias, como M vaccae. Esta 

bacteria ha sido estudiada ampliamente por varios grupos de investigacibn y se ha probado no solamente 

como vacuna sino como agente inmunoprofilactico en casos de tuberculosis severa (40,31). Mb a h ,  ha sido 

tambien utilizada en el tratamiento de otras enfermedades no tuberculosas con resultados prometedores (67,3, 

11, 32). A pesar de la gran cantidad de trabajo que se ha llevado a cab0 en este aspecto, a la fecha no se 

conoce el o 10s componentes micobacterianos responsables de la inmunomodulaci6n inducida por M vaccae 

en individuos afectados por la tuberculosis. 

En el presente trabajo nos propusimos analizar la participation de un antigeno inmunodominante 

producido por M vaccae que tiene un hom6logo en M tuberculosis. Se trata de una proteina de 5OkDa 

(GP5OkDa) que se libera a1 medio de cultivo y que cruza inmunol6gicamente con el suero de conejo anti- 

45147kDa del M tuberculosis. Esta proteina a1 igual que la de M tuberculosis esta glicosilada (2) y tiene la 

capacidad de unirse a fibronectina (56). La adherencia de las micobacterias a fibronectina (FN) es considerada 

biol6gicamente importante especialmente en M. bovis BCG en donde al parecer esta capacidad esta 

diiectamente relacionada con el 6xito de la bacteria en el tratamiento del chcer de la vejiga (64). La presencia 

de anicares en la GP5OkDa del M vaccae por su uni6n a Con A, como se obsew6 en el presente trabajo y que 

tiene implicaciones inmunol6gicas importantes, estudios previos han revelado que hicamente las proteina 

glicosilada de 45147kDa del M. tuberculosis induce la proliferaci6n de linfocitos T y que cambios en el patrbn 

de glicosilaci6n como ocurre con la proteina recombinante expresada en M. smegmatis pueden disminuir en 

10 veces la capacidad proliferativa o desaparecer totalmente cuando la protefna se encuentra totalmente 

deglicosilada, como ocurre tambien de la proteina recombinante obtenida en Escherichia. Cali (47). 

La caracterizaci6n de la proteina de 5OkDa del M. vaccae muestra que ksta es muy semejante en 

varios aspectos a la del M. tuberculosis, ambas proteinas son secretadas a1 medio de cultivo, unen FN, se 

encuentran glicosiladas y como se demostr6 en el presente trabajo, la glicoproteina de 50kDa de M vaccae 

tiene la capacidad de inducir una respuesta proliferativa de linfocitos T. 

A diferencia de la proteina del M. tuberculosis que presenta varias isoformas en geles de doble 

dimensi6n, la proteina del M. vaccae presenta hicamente 1 isoforma acidica. Un aspecto muy importante a 

considerar es la participaci6n de esta proteina en la respuesta inmune. Por esta raz6n en el presente trabajo la 

glicoproteina aislada del medio de cultivo h e  utilizada para estudiar su capacidad de inducir proliferaci6n de 

cklulas linfoides. Los estudios se llevaron a cabo con linfocitos obtenidos de los ganglios popltteos de ratones 



VII. Conclusiones 

1. - M vaccae posee una proteina de 50kDa que cruza inmunol6gicamente con el antigen0 de 

45147kDa del M tuberculosis. Esta proteha a1 igual que la del M tuberculosis es capaz de unir a la lectina 

Con A, sugiriendo esta obsewacion que la proteina de SOkDa del M vaccae al igual que la de 45147kDa del 

M. tuberculosis esta glicosilada. 

2.- El punto isoel6ctrico de la proteina de SOkDa del M. vaccae es acidic0 al igual que la del M 

tuberculosis, per0 a diferencia de esta no presenta isoformas. 

3.  - La GPSOkDa de M. vaccae es capaz de inducir una respuesta limfoproliferativa a partir de celulas 

obtenidas de ratones previamente sensibilizados con M tuberculosis inactivada. 

4.- Estos resultados, demuestran dos aspectos importantes: que la GPSOkDa del M. vaccae puede ser 

de g a n  utilidad en; I) como parte de una unidad de vacunaci6n para hacer fiente a la tuberculosis y 2) Como 

agente inmunoprofilactico, donde la GP50kDa del M vaccae pueda set utilizada tambidn para otros tipos de 

enfermedades distintas a la tuberculosis. 

5.- Es muy probable que 10s limfocitos T de humanos enfermos con tuberculosis, reflejan el mismo 

comportamiento observado con las c6lulas murinas a la GPSOkDa de M vaccae. 

6.-Puesto que la GPSOkDa del M vaccae, tiene la capacidad de inducir una respuesta proliferativa, es 

importante evaluar el perfil de citocinas producidas por 10s linfocitos T inducidas por esta glicoproteina, y 

como ya se menciono anteriormente es de gran importancia que 6sta respuesta est6 dirigida hacia un perfil de 

citocinas Thl y no a Th2. 

7. - Se sngiere que en futuros estudios se realice este mismo ensayo, per0 ahora haciendo uso del M 

tuberculosis vivo. 
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