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RESUMEN. 
-· _. ~ - ·~ 

Hugo Esquive! Salís. Apoptosis por Mycobacterium bovis en macrófagos de 
bovino: efecto de la virulencia baderiana .y de lar~sistenéia natural del hospedero. 
Bajo la dirección del Dr. José Angel Gútiérrei Pabello;:/i; / '::_~,~'::_\~,~~·---

._ -~-'--=-,;---=-'--"" ---=,==·-"·-==~""=.=.=;-.--";:-<fT-=;--;:~,_--,,-.=.~:.=--=====c~º-=-~-:;------':-,--....,_-_:--· -- ---------·."~- ' ---- - -
·- .:·/: :_ .. ,:;~·.'\.:-".:._,.·:~·-;>,'(: _. ::~-'- :'.· -;- ·. - _,_ ':" ,;··-,-·--·.·, ·_--.· ···_ . _>-_<":·-· - _-º: 

Se sabe que M. bovis induce apoptÓsis én:_macrÓfagC,-5·;dE3'~b~vf~oy,que aquellos 
resistentes a la infección por M .. bov¡sf;;(3,CG/:;confrcilánE;foejórXel '.crecimiento 
intracelular de éste y otros agentes,¡foomp'.afacjo~contlos{s):is.ceptiblés~·i:,c.on el 
objetivo de examinar la influencia aeUenotipo).de~resisteijCiii{'.delbovirio e sobre la 
inducción de apoptosis tras la infécci6n}8é~M.1~6ovis,~'se::ú'tilizar0ri''mácrófagos 
resistentes y susceptibles a patógen'ósifirítracel~larés"¡'en<repospJY ;aCtivados, 
desafiándolos con M. bovis BCG (c'e-P~/Saténl.'ú:ída)~yJIVI.·· bovis 9926 (cepa 
patógena) (MOi 10:1), conservando testigos sirí'·infección. Se analizaron los 
respectivos porcentajes de apoptosis a diferentes ·tiempos post-infección (pi) por 
condensación de cromatina (CCr) con tinción de ioduro de propidio y por 
fragmentación de ADN (FADN) por TUNEL La inducción de apoptosis en los 
macrófagos fue significativa con M. bovis BCG (p<0.01) y con M. bovis 9926 
(p<0.001) sobre el fenotipo resistente (p<0.001) y sobre el susceptible (p<0.01 ). 
Se evidenció el fenómeno desde las 8 h pi por CCr y desde las 16 h pi por FADN, 
además, mostró tendencia de incremento con ambas características hacia las 24 h 
pi. Los macrófagos resistentes presentaron más apoptosis con ambas cepas de M. 
bovis que los susceptibles y la cepa patógena indujo mayor apoptosis que la cepa 
BCG. La activación de las células incrementó el porcentaje de apoptosis, 
conservando la misma relación descrita)'en-células en reposo. La apoptosis de 
macrófagos de bovino inducida por M.)~é)i/fs~".dependió de la resistencia natural del 
hospedero a la infección y la virulericiaide(la/bacteria. Por lo tanto, este fenómeno 
puede jugar un papel importante en'lá pafogeú1ia de la tuberculosis. 

; ~ ":";: ' ,-. • 1 • • '• 

. " ~ :. : . 
. ,,·. 

Palabras clave: apoptosis; Mycobacterium" · bovis; macrófagos de bovino; 
resistencia natural del huésped; activációnc:;elular;' óxido nítrico. 
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SUMMARY. 

Hugo Esquive! Solís. Bovine macrophage apoptosis . by Mycobacterium bovis: 
effect of bacteria! virulence·and host natural resistance. Directed by Dr. José Angel 
Gutiérrez Pabello.·.· ~~-~--~e·~-~---<~- ~°- ~ . __ . . 

~'·~'.·~. :;._ ·_ ->---- : .~:; .-. :':'.>' __ :, -._· > .::\·. __ ,:~-:i~:·, .:··:>~ :_·, /_~·-: :.;·._:,:_> .- - -

Is well known thatt:íovine rriacrophages.úhdergo apoptosis by M. bovis infection 
and the resistant:.cells.to/Jll1; bóvis BCG infoction do better control over intracellular 
growth of it'aiid c:íttíer intraéellula(agehts than susceptible cells do. With the aim of 
examine the:/ bovijíé'\~'resistant phériotypé ·• inflúence over macrophage apoptosis 
induction by.M/bovis' irifection; ·.·were :u sed. resistant and susceptible macrophages 
to. intrac~llular~pathogens in resting and activated state and were challenged with 
M. bovis B(;G,(avirulent) and M. bovis 9926 field strain (virulent) (MOi 1O:1) and 
were kept{:c~l(s~.,Vithóut infectión as _controls. Respective apoptosis percentages 
were analyiéd'at aifferent post-infection times (pi), by chromatine condensation 
(CCr)' withYpropidii.ím iódide staining and by DNA fragmentation (FADN) with 
TUNELtechnique. The apoptosis induction on bovine macrophages was significant 
with M. bovis BCG (p<0.01) and with M. bovis 9926 (p<0.001) over resistant 
(p<0.001)ánd susceptible (p<0.01) phenotype. Evidenced early as 8 h pi by CCr 
and 16 h pi by FADN. Showed tendency to increase to 24 h pi in both 
characteristics, The resistant macrophages were more prone to undergo apoptosis 
with. both M. bovis strains than susceptible cells and the virulent strain induced 
more apoptosis than BCG strain. The activation of cells increase the apoptosis 
percentageswatching the same relationship described on resting cells. The bovine 
macrophagé apopfosis induced by M. bovis, depended on host natural resistance 
to infection.and bacteria! virulence. Thus, this phenomenon may play an important 
rolein the •tub_ei-C:Ulosis··pathology. 

Keywords: apoptosis; Mycobacterium bovis; bovine macrophages; host natural 
resistan ce; éellular activation; nitric oxide. 

2 



1.0 INTRODUCCION. 

El agente causal de la tuberculosis bovina Mycobacterium bovis, es un 

microorganismo que guarda una estrecha relación -.genética~y estructural con 

Mycobacterium tuberculosis, el agente causal de I~ t'uberculosii:;_ huITi~na (Brosch 

et al, 2002). La patogenia de la i~feccié>n'o~Jrr~ e~--~~ncll~idnes· ~'imi.lares en 

ambas especies, comenzando c~n · 1a 'entrada :dé ·1a baét~ria:a:1~~;'.púímones. por 

inhalaciones aéreas y la posterior fagocitosis por los macrófagos alveoiares que 

son considerados como la primera línea de defensa ante el microorganismo, 

además de ser las células en donde permanece éste (Fenton 1996; Keane et 

al., 1997). 

La función bactericida de los macrófagos se fundamenta en la generac1on de 

productos intermedios reactivos del oxígeno (ROi) y del nitrógeno (RNI) a través 

del estallid~f•~espiratorio. Sin embargo, existe controversia acerca del papel que 

estos sist~rri'~~Úuegan en la eliminación del bacilo. Algunos autores argumentan 

que los'r~d{6i:fi,~~-cle;:oxlgeno son suficientes para eliminar a, las micpbact~rias 

~:li~~t!º~~~&~~{~~f l~$~f r~1~1*~:~,~~1~~~t ;{~¡~;~7t~~~~':;;~ 
(Arias efal;i'.1~97; .Bekker et ál'., 2001) y. de M.· tubercúlosis -in vivo (Chan et al., 

1995; M~·6ryii{;~ih~ -~t-~I. ,·1997a; Mohan et al., 2001 ). 

La. importancia del IFN-y (IFN-y) en la resistencia a la infección por micobacterias, 

ha sido atribuida a su capacidad de actuar como un mecanismo de regulación 

para mantener la homeostasis de las células efectoras durante la respuesta 

inmune (Dalton et al., 2000). La producción de IFN-y, está principalmente limitada 

a las células T y a las células asesinas naturales, sin embargo, también se ha 

comprobado su producción por macrófagos alveolares de humano tras la infección 

por M. tuberculosis (Fenton et al., 1997). El IFN-y y el Factor de Necrosis Tumoral 
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alfa (TNF-a.), juegan un papel crítico en la estimulación de macrófagos para 

sintetizar ON, además. de ser los principales mediadores dela activación de los 
> ' '• t' ' •" • • • >• •<' V • 

~:p;::~:cit1-~~r~1~rr~~1;~~tgr!rº'r~~~~~f~~~~~~1 ;·~1~~:rJ~~~6g~f ·:~~;~~~~1~º~e ~: 
histocompatibilidad cla~·e<ÍI ·~ érl la secreción de citoc\nas corliC> TNF-a., de 

quimiocinas como la IP-10 y de productos ROi y RNI. Funcionalmente, su 

activación se traduce en una actividad fagocítica y microbicida capaz de destruir 

células tumorales y de potencializar respuestas como el estallido respiratorio y la 

producción de ON (Lewis y McGee, 1992; Hamerman y Aderem, 2001). Por otra 

parte, también es sabido que M .bovis BCG induce la activación de macrófagos de 

ratón, evaluado por producción de nitrito (Stuehr y Marletta, 1987). Asimismo, M. 

tuberculosis y M. bovis BCG inducen la transcripción de genes involucr~dos en la 

activación de macrófagos de humano, valorado por la técnica de micro~arreglos 
de ADN (Nau et al., 2002). 

Se sabe que la síntesis de novo de ON en macrófagos de bovino, depende de la 

inducción de la óxido nítrico sintasa inducible (iNOS) (Adler, et al., 1995). 

Además, la capacidad de los macrófagos expuestos a compuestos microbianos y 

al IFN-y en activar a la iNOS y generar ON, es conocido como un mecanismo 

efector muy importante en el combate de patógenos intracelulares en la 

resistencia natural (Jungi, et al., 1999). 

Las tres isoformas de las óxido nítrico sintasas (NOS) de mamíferos catalizan la 

producción de ON por el mismo camino bioquímico, quP. consiste en dos 

reacciones consecutivas de la monooxigenasa. Una molécula de L-arginina es 

oxidada en nitro-guanidina para producir N-OH-L-arginina como un producto 

intermedio, el cual es posteriormente oxidado para obtener una molécula de ON y 
4 



L-citrulina. En total 1.5 moléculas de NADPH y dos moléculas de oxígeno, ambos 

compuestos sirviendo .como· co-su.stratos, son convertidas a 1.5 moléculas de 

NADP+ y dos i,,~lécul~s de agua como productos (MacMicking, et al., 1997b). El 

ON_,rápid~¡,.{*nt~~es~6'onvertidcL~~/-ºtros reactivos intermedios del nitrógeno,. 

reaccion~-.~:c-c:>Íl '~r il.f p~r6~íéf6~:: ~~ri;fdrmár el altamente ' reactivo peroxinitrito e 

interactúa directamente con enzimas thio-iron-containing (Adler, et al., 1995). 

· La formación de ON por la iNOS, ocurre en grandes cantidades y por periodos 

prolongados (Jungi et al., 1996a y 1996b). El ON es liberado en esas 

concentraciones, es reconocido como un inductor de apoptosis de una amplia 

variedad de células. Referente a los macrófagos, la activación celular es seguida 

de apoptosis como parte de la respuesta fisiológica (Albina y Reichner, 1998). La 

inducción de apoptosis dependiente de ON en macrófagos, ocurre por la liberación 

del citocromo e de la mitocondria modificado químicamente, probablemente por la 

formación de residuos de nitro-tirosina y esto es seguido de un incremento 

sostenido del potencial de membrana de la mitocondria, sugiriendo la sínte~is de 
•. .. "'. ,•_,:O'.' -':: ·~;;.' • • 

peroxinitritOeh;l~'ni'ito,gondria y la subsiguiente finalización en la muerte celular por 

apopfo~is'(Hciit~i~·~g'.'~t. a1., 1999). 
' . . . . . . 

La apoptosis es un mecanismo homeostático de los organismos superiores y es 

considerada como una respuesta importante en la infección por un número 

creciente de patógenos intracelulares bacterianos y protozoarios. En la mayoría de 

los casos, las células que manifiestan ésta respuesta pertenecen al linaje 

monocítico-macrofágico (Fettuciari et al., 2000; Raupach y Kauffmann, 2001). La 

apoptosis de macrófagos es comúnmente observada después de una infección in 

vitro o in vivo, aunque en algunos casos, los patógenos parecen inhibir la 

apoptosis de la célula infectada. Estas observaciones indican que la respuesta 

depende de un balance de señales pro- y anti-apoptóticas que son originadas 

desde la célula o el patógeno (Kornfeld et al., 1999; Liang-Yong y Kwaik, 2000; 

Hacker y Fischer, 2002). 
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La apoptosis; está'dirigida intracelularmente a través de un camino de señales, 

dentro de las cuales, interviene la activación de un grupo de enzimas. cisteín-
. . .. . '. '/ \ 

aspartatc:i proteasas llamadas caspasas, que realizan cortes de proteir;ias,en_~itios 

posteriores a residuos de ácido aspártico (Vaux y Strasser, 1996.}/x"rií'~rarite- . 
' -";-;_ ..:;;_-. - ............ ' , " 

Méndez y Green, 1999). Estas proteasas, se encuentran en una amplia~variedad 
-··H\''-'"":_'·•" "'"-· ' < 

de tipos ce1u1ares en formas precursoras inactivas º zimógenos y sc)B'~~~~iY.~C:l~s . 

una vez que han recibido una señal para desencadenar la a~ó'B.~ci\~i~>: Las . 

caspasas activadas tienen como sustrato a otras caspasas y as\riJ'{~~ci.i'otios 
. . ;":-:-· .';:.~"!-:~-:-:"··"··:--:,, ":··--~-:_;·'(.:.: . 

factores involucrados con la mitocondria (Aggarwal, 2000; Antonssé)n/ 2oó1 ). 

Además, éstas desmantelan proteínas nucleares importantes )';"t·a·;J¡;'jéri'··~ctúan 
sobre heterodímeros como el OFF (Death Fragmentation Facto8t¡;¡~bl~~};6·~i:,é¡cjo 

,\" ~~'::;-."~ -;:~.:~}-~;.t;?·.;:+\~j~ ... ·1<'. :):·::}~_:·.", '. ··,'.: 
como CAO-ICAD (Caspase Activated DNAse- lnhibitorofCJ\f?><~riar.i;¡~taC; 1998;. 

Widlak, 2000). Este último mecanismo, se ha reconocido.cb~():'~16~'~Tfi6'..qú~·11~va 
a la condensación de la cromatina y es mediado prin;cip~1:rii~'~tci;.~b~/1~:c~~~:pasa~3 
que actúa sobre el complejo OFF o CAO-ICAD Hbera~d~·,i~'.~j::'j~{~~1a~6;;~;ÓfF45 o 

ICAO, permitiendo que la forma libre de este dímero (b~'F.Xa·' ~f(;A[>)f~:~~ ~·~ ~na 
endonucleasa, actúe sobre el AON específicamente (Li~~¡;~]:,f1-~gs;~s~i:ri~j:i:l11a et 

. . , . _\:~~:;.~~~,. : ·: ·-· -·,.: ~, ~.:::--~ 

al., 1998). . . J.,· , .. 

Uno de los más notables cambios morfológicos dentro de la ejecuc1on de la 

muerte celular programada es la apoptosis nuclear (Widlak, 2000; Nagata, 2000). 

Esta consiste en una condensación de cromatina perinuclear temprana que 

conlleva a un rompimiento nuclear masivo. En algunas células es acompañada por 

la segmentación del núcleo en partes densas (Lecoeur, 2002). Estas alteraciones 

morfológicas, generalmente son acompañadas en forma prematura por cortes del 

AON que sucesivamente generan fragmentos de alto peso molecular de 1 Mb y 50 

kb. Estos fragmentos resultan del corte progresivo de ADN en múltiplos de 50 a 

200 kb asociados con la muerte celular (Susin, 1999) y después es cortado entre 

las unidades nucleosomales (Nagata, 2000). Aunque a menudo se correlaciona la 
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condensación de la cromatina con la ruptura del ADN internucleosomal, no es 

obligado que se requiera ésta para desencadenar este último proceso (Widlak, 

2000). Durante la apoptosis, la condensación de la cromatina t~mbién puede ser 

debida a la acción. del. AIF (Apoptosis Inductor Factor),.u~~~~prÓt~ína · .. ·de 

intermembrana mitocondrial que es rápidamente liberada ·de ~itb6cf~cfria ·.por 

aumento de Ca2+ intracelular y translocada al núcleo sin depender total·ili~nt~de la 

actividad de caspasa~. generando condensación de cromatina y fragmentas de 

ADN de gran escala (- 50 kb) sin presencia de cortes ínter nucleosomales (Susin, 

1999). Otro factor descrito es una proteína llamada acinus, en donde la 

condensación de la cromatina se observa sin acompañarse de ninguna 

fragmentación del ADN y este proceso es independiente de caspasa-3 (Sahara, 

1999). 

En la patogenia de la tuberculosis, se sabe que la infección por M. tuberculosis de 

monocitoslmacrófagos de ratón y de humano puede inducir o inhibir. la ap()ptosis 

tanto in vitro como in vivo (Keane et al., 1997; Placido et al., 1997; Klinger et al., 

1997; Watson et al. 2000; Hirsch ~t,al:~.:2001) a través del TNF-a y por la vía 

dependiente de caspasa 1 (Rojas et al., 1999). Además, también . se ha 

manifestado una disminución en la expresión de la proteína anti apoptótica Bcl~2 

en macrófagos infectados con ésta micobacteria (Klinger et al., 1997). La 

inducción de apoptosis por M. tuberculosis, es parcialmente mediada por unión de 

los componentes de la pared celular bacteriana al receptor tipo Toll-2 (TLR-2) 

(Underhill et al., 1999). De manera que las actividades pro y anti-apoptóticas, 

inducidas por M. tuberculosis, que posiblemente se manifiestan durante los 

diferentes estados de la infección, pueden ser necesarias para el establecimiento 

de una infección persistente (Liang-Yong y Kwaik, 2000). 

Se ha visto que la infección de macrófagos derivados de monocitos de individuos 

sanos con Mycobacterium avium o M. tuberculosis muerto por calor, falló en la 

inducción de apoptosis {Placido et al., 1997). Asimismo, otro estudio in vitro 
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demostró que el desafío con bajas multiplicidades de infección (Multiplicity of 

lnfection - MOi, de 1:1) también fueron insuficientes para inducir la apoptosis de 

macrófagos (Dürrbaum-Landmann et al., 1996), indicando que la carga bacteriana, 

ta especificidad de especie y la virulencia son factores clave en la inducción de 

apoptosis de macrófagos en la patogenia de la tuberculosis. 

Asimismo, la apoptosis de los macrófagos infectados por la micobateria inhibe' el 

crecimiento intracelular y previene la diseminación de la bacteria (Fratazzi et al., 

1997). Sin embargo, la micobacteria paradójicamente inhibe la apoptosis ~~ los 

macrófagos a través de dos mecanismos: i. por la activación del Factor Nuclear iCB 

(NF-KB), vía dep~n(¡il3jl~~ del TLR-2 (Alliprantis et al.1999), y ii. Por el in6r7~~nto 
en la pro~uccióndJtr~:Ceptor 2 soluble del TNF-a dependiente de la producción de 

lnterleu~i~~f16 Cl~-1,Ó),' que al ser liberado se une al TNF-a., lo neutraliza e impide 

la señal pro~apoptótica de éste factor (Balcewicz-Sablinska et al., 1998). La 

producción de IL-10 por los macrófagos es inducida por cepas virulentas de M. 

tuberculosis y es reconocida como un mecanismo de modulación de la infección, 

ya que ésta citocina c_ambia el curso de la respuesta inmune mediada por células 

T cooperadoras tipo 1 (Th1) hacia la respuesta inmune mediada por células T 
- ' __ ,_ - . -

cooperadoras tipo z.c+h2), así las citocinas liberadas por estas células a su vez, 

favorecen la persistencia intracelular de la bacteria (Rojas et al., 1999). 

Además, se ha probado que macrófagos de ratones genéticamente resistentes a 

M. bovis BCG, Leishmania donovani y S. typhimurium, congénicos al gen Nramp1 

(macrófagos B10R), son más propensos a sufrir apoptosis que los macrófagos de 

ratones genéticamente susceptibles a los mismos agentes (macrófagos B10S), 

tras la exposición de M. tuberculosis H37Rv y al PPD, además, los macrófagos 

B10R presentaron mayor control sobre la micobacteria que los 810S (Rojas et al., 

1997). De este modo, estos autores postulan que el fenotipo de los macrófagos de 

mayor producción de ON y de TNF-a, corresponde a su vez con una mayor 

inducción de apoptosis y mayor control de M. tuberculosis en éstos, además, este 
8 
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fenotipo es expresado en los macrófagos 81 OR y en macrófagos peritoneales de 

ratón Nramp1+1+. parlo que sugieren que la base del geneNramp1, que controla el 

fenotipo de resistenciá -en el ra.tóri, _•.pudiese - participar e.n .- el balance entre la 

apoptosiscy la .superlíiv'enci~del ;naérafClga,3ad~~ás de1·· contr~L intracelular de la 
' ·'· :-:~ ..... :~,:.:~~·-'.:.~:.~!c!--~';l~_; __ ,;;:-:._,,_:;-·,-:~--- --~· -- .'· -··- -~-~-.-:~;=\_,,. -~-\'._ . .':..:.:::~·:_:;'~-:::~:--~~(;_:~:,.'· .,• ,.'_ ,_e . ·:·· ..• 

micobacteria(Rojas eta/.;1997; 1998.y •1999)!> ,<· • -

Por otra párte; se ha demostrado 1l3.'.i~t~~~iÓ~,d~ a~Optosis en .. 111acrófagos de 

bovinófras la incubación con M. 'bo0/~J~i~ll-l~~to'.eñ'.e-nsa~ó~--in.vitro. Estas 

observaciones muestran que existe úna:-re1~~í¿ri}fi'r~~taE:Íritre la MOi -utiiizada y el 

dinámicamente en· la · apoptosis, - siend~zmaypr.- en :1qst;macrófagOs •dei bovinos 

resistentes que. de bovinos susc~pt¡:bl~~i·. Ef' ~fe~~'~t~ ~~tJ~ib'~·:~~-:~la;~t~ó- con el 

objetivo de conocer esta dinámica·entreiá"~p6J;i~~¡~dEi'"macróia9os_:por "'1. bovis 
y la resistencia natural a la infección. ->.· ,,-_ - -- . .. . -· ,;_c.,'-'· __ ,_, -~ 

JUSTIFICACION. 

Según datos oficiales, la décimo novena causa de muerte de humanos en México 

es la tuberculosis causada por M. tuberculosis, con una tasa de 3.3 muertes por 

cada 100, 000 habitantes (INEGl-SSA, 1999). La Organización Mundial de la 

Salud, en un estudio reciente, anunció predicciones de que para el año 2005, éste 

patógeno causaría la muerte de 4 millones de personas anualmente en todo el 

mundo, siendo un incremento significativo de los 3 millones de muertes mundiales 

que causó éste agente en 1992 (Fenton, 1996). 
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En México existen aproximadamente 30 millones de bovinos, de los cuales cerca 

del 6% es especializadoen '.producir leche (CEA, 1999); Unicamente se pasteuriza 

el 70% de la 'ieche pro~ucida y la d~más .~e co.nsurn~ crl.ldaJ o ,se transforma en 

~~,~~:.~,:~iX·;;;r~~f ~1t;tJ·~1:¡,~:~f !J~1~~~~¡t\~t~~~~i!t~4;¡~,~~tgT:i;~~ 
el caso ~e' M:.'Hovis, se considera que 1a';.~~creciéi'rí'd~· 1a bacteria a través de' leche 

es muy b~J~ (Menzies y Neill, 20ÜO;;.,~É'if()~~3~'· ~eill, 2002) y por lo tanto, no 

representa un alto riesgo de contagio ~·c,;. esta vía. Por otra parte, en los animales 

afectados por tuberculosis, la producción de leche disminuye hasta el 17% 

(Santillán, 2002). Por esto es que desde 1995, se han implementado estrategias 

legales a nivel nacional que regulan por medio de la Norma Oficial Mexicana 

NOM-031-Z00-1995, el control y la erradicación de la tuberculosis bovina, 

promoviendo y ev~íÚ~néfo ~ctividades para alcanzar estos dos fines. Actualmente, 

en la república.· m·~~i6ana los estados de Coahuila, Chihuahua, Nuevo León, 

Sonora, Tamaulip~~~~,f~catán y Quintana Roo se encuentran según la Norma, en 

fase de errad,ic~?i~~~\de'tuberculosis bovina (DGSA, 2001). De tal forma q~e. poco 

más del 2l01Jffi{l?~'i~~t~d.~s;han c9nseguido mantener la prevalencia conocida de 

~,:~:~'!J~gí~~ji~l~i~t~f~~:~~~ir:~'::~~::~· ,l~c~~:,v:3h:::n~:':::~:::'. 
El estudio de . la patogenia de la tuberculosis aún falta por completarse y 

representa sin duda un reto científico y social para la humanidad. No obstante, los 

avances en la investigación sobre ésta enfermedad, han ayudado a esclarecer los 

mecanismos de infección de la bacteria y de la respuesta inmunológica del 

huésped, que indudablemente servirán para poder llegar a su control. Asimismo, el 

explorar los eventos que suceden en las interacciones celulares y moleculares 

entre el bacilo y el huésped nos brindarán una mejor interpretación de los 

mecanismos de infección-resistencia y asi poder contribuir en el control de la 

enfermedad. Por lo tanto, se pretende que el conocimiento generado a partir de un 

modelo in vitro sobre el proceso de apoptosis inducido después de la infección por 
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M. bovis en macrófagos de bovino, identificado como un mecanismo de resistencia 

del huésped, nos llevará a, comprender el proceso establecido in vivo de manera 

parcial, de tal forma .. que ésta. comprensió~. estimule la búsqueda de nüeva 

.. información•.yasí contribuya en cierta proporcióri~n el establecimiento de mejores 

medidas de 'c~·~t;~I y erradicación de la tubercU1~~is. . . . . . . 

11 

-



HIPOTESIS. 

Existe diferencia entre el porcentaje de apoptosis de macrófagos en reposo y 

activados derivados de monocitos de un bovino resistente y de uno susceptible a 

patógenos intracelulares, infectados por una cepa de Mycobacteriuirl bovis 

patógena y una cepa apatógena. 

OBJETIVO PRINCIPAL. 

Identificar y comparar las diferencias existentes en la proporción de macrófagos en 
• ~ > - < ' ' 

apoptosis inducida por cepas de Mycobacterium bovis en macrófagos de bovino y 

su relación con la resistencia natural a la infección. 

OBJETIVOS ESPECIFICOS. 

1. Obtener el porcentaje de macrófagos resistentes y susceptibles en reposo y 

activados en proceso de apoptosis, a diferentes tiempos después de la 

infección con la cepa patógena de M. bovis 9926 y la cepa atenuada de M. 

bovis BCG. 

2. Correlacionar el porcentaje de macrófagos en apoptosis con la variable 

resistencia del huésped y la variable virulencia de la bacteria. 
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2.0 MATERIALES Y METODOS. 

2.1. Macrófagos derivados de monocitos de bovino (MDMB). 

Para el presente estudio se seleccionaron bovinos sanos previamente clasificados 

como resistentes y susceptibles (Vallecillo, 2003), utilizando los ensayos 

microbicidas propuestos por Qureshi et al. (1996). Los animales cuyos macrófagos 

in vitro permitieron no más del 65%de S\Jpervivencia intracelular de M. bovis BCG 

(Bacilo Calmett~~GÜerin) 'se_clasifi~aro~ resjstentes y. aquellos que permitieron un 

de la Universidad Nacional 

Aútó~orn% :~%tfit~f ~j~~~~*~,:{};; . . . . 
La técnica utilizad~' para la obtención·de MpMB;··es:~n~··mo.d.ificación del protocolo 

~;;~~~~~!i1~~t~~~(~J~i,~~li~~~¡~~~~:~:~::"?~:I~~~ 
5.0] por)3~d~jQ ~[_ de sangre•y se pro&ksi:i''~ntes de las cuatro horas a partir de 

la col~~cf¿~tE:~ el laboratorio, la sangre 6Ómpleta se centrifugó durante 30 min a 
'. '--,> 

1000 X g a temperatura ambiente (TA). Se apartó el plasma para los lavados y se 

recuperó la capa flogística. Se diluyó 1 :1 con PBS-Citrato (PBS-C) (Cloruro de 

sodio 1.5 mM, Fosfato de sodio monobásico 9.1 mM, Fosfato de sodio dibásico 

1.25 mM, Acido cítrico trisódico 12.5 mM; pH 7.4). Posteriormente, se depositó 

sobre un gradiente de Percoll (Pharmacia Biotech AB, Uppsala, Suecia) (Pertoft H, 

2000) con una gravedad específica de 1.0770 (Apéndice 8.2) a una proporción de 

2:1 con el Percoll. Se centrifugó a 1000 X g durante 25 min a TA y se colectó la 

interfase de leucocitos libre de eritrocitos. Se lavaron los leucocitos con PBS-C y 
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20% de plasma y se centrifugaron a 500 X g durante 10 min a TA Se repitió una 

vez más .el lavado: El paquete celulc:ir fue resuspendido ell 1 O mL de medio 

CRPMI 1640 (Complete..: Roswell Park Memori~ltflstitute 1640) (L~glutÍ=imina 2 

mM,c aminoácidos· no esenciales·0;1~mrv1.~~C~H3Ó.3•",Na~-.1 ~:mM .·y ;N~l-lc§;~~fo~n1M)··-··. 
(Gibco BRL; Lif~ T~ch~ologie~; Gr~bc!~,1~1~·~d::).J:)';;c ~UA)supl,emeAt~J~<bbn.126;~ · 
de suero sanguíneo autólogo'° ccR.&~h1~%); y se transfirió a un matraz tipo 

ErlenmeyerrecÚbierto de~Teflórí. (Nálgene, Nalge Nunc lnternational, Naperville, · 
' .-' .. -··.·'.-, -·-J "h.- ;-·,. > -~ .. ·-·· ·- ··. - -, :._ ·>:. .. -:';>. ·,¡\, ·. . _-.. . .. 

IL, EUA), ~d::inteniendo ::üí/ml>'.éie CRPMI sin suero, quedando al final la 
:~:.· _;'}·:·~ ·'.··=~···:~·: . ·. ~~:.. . :_<:·· <<" ~: ~-~;~s~"-f-:>:·:_.-, _.· -,.:~ _: _. _- ... · 

concentraci,ó'ri;1_de •• sue~? ,a·ú~?logo···de 4% para facilitar la adherencia de los 

monocit0s''~1)ori.~~g,~:!:~T~E~~.Se incubaron durante 18 h con atmósfera húmeda 

y 5% de doi~'i37;'(;-'.(franscurrido este tiempo, se lavó el fondo del matraz'con 

medio <,cRp'r\lf.1>(~~rD¡~yi~~d~ completamente las células no adheridas. Fueron 
" .'. . .. '_:_';:.:·;-<:.'":.-~·.::_: __ <.:_'}:-,:~-;~::.,;,;-:;~?~:· ;.·-.;: ::--: ·: ·.' .· .~ 

cultivados.(cón C~J?fv'11;12% en las mismas condiciones antes descritas por, 12 
'.:-:· .... · < ··~· .. ~:-';-(;\~~' '.~,.' >'.'6.~:·~,~-,,t::::.;. ;::~ ;_ .: '··:.' .'-. :/: . ·.~: ... 

días, tier'npo eri el ;cual se diferenciaron hacia macrófagos (Campbell y Adams; 

1992) .• s;Ji~~Ú~~rg~.l~vados con CRPMI con intervalos de 3 días. Por,~~te 
mét~do,; l,os':·:~~C'igj~~os obtenidos se ·purificaron de otras células. Todos,• los 

reactivos ~'.~edib~ füi1ii~dos fueron estériles y libres de lipopolisacárido (LP~)' .. 
--· -- - ._ ·-· - , . --··---~5:;,_~~: :7:;:~.>~~L:~-:··· .-.>-- - --- --.· - ,.- ~·· -

La cosecf1~~~~}1~~,[~~fo·1~ls•se' realliófcambiando el medio de cultivóipor medio 
'-:·.~-··}· '·:·-. :-.. ":>''''\-:·_-·;-'".'_" :_:>:_:-_"•\· .. :_<~;--->-~: .-, . - ' 

fresco. Posteriormente, los matraces bien cerrados se sumergieron dos· terceras 

partes en abundante hielo picado durante 45 a 60 minutos, se golpearon 

levemente y se recolectó todo el medio con las células. Se centrífugo a 500 X g a 

TA durante 10 min y se retiró todo el sobrenadante, Se ajustó la concentración 

requerida de células en medio CRPMl-12% y se sembraron nuevamente en las 

cantidades establecidas por ensayo. De tal forma que se obtuvieron MDM de un 

bovino resistente (MDMB-R) y asimismo, se obtuvieron MDM de un bovino 

susceptible (MDMB-S) para ser evaluados en el presente estudio. 
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2.2. Inducción de activación de macrófagos. 

Utilizando diferentes concentraciones de extracto puro de LPS de· E coli 026:86 

cepa lisa (Sigma, St Louis MO, EUA) (1.0, 10.0 y 100.0 ng/mL), se ~ondujeron 
ensayos de estimulación de MDMB, partiendo de procediiTlie'rito~"'·actu~lmente 
descritos (Gessani et al., 1993; Yoo et al., 1996; Jungi~t-~/Y19~9)'.; 

')o.;,·~ , ". -,- - - ' J ~ : 

La activación de.los macrófagos se evaluó por la sf~t~~¡~';:del ON, cl~terminada por 
- . __ ._ .. _ ',. ~ ' .. ·::. - . ' ' ,. -· --. ' ' . . '·. :- .' ·. '-. _ ... '. . "- . :· '·.' - -,. . .. ,,'" ' ' '_' · .. · '.-" ., . ·-· 

acumulación de nitritC> 'en ;el :sobrenadante' de . cultivo y.· medido a . través de ·la 
-. ''.- --.:.; <.'~_,:--,·)._~,,//:1,:~;,1>.·,nt:-~\.:.:-~::~.;~i:>~-~:.~?·>:~~-~~\ .... ~-;~;~1~::_ ~-~7;¡~·,·:~~~.<_··.· ____ -. . · .. ... · ... -._ "- ·.·.: . ._ 

reacción de Grie.ss (Adler:,'etiaf>1994;' Adler et al., 1995). Los macrófagos fueron . : __ ... '. .- _:.·:: ;.~:- "> [,; <:~:~{;~-~~:-::.~;:(:~;¡:t:·/~-·:~~·.':?:-;:.-~·-:"~<,\' (~:_,·,~·-" -~· '.·'·'. :::--.,,::·. . -. .. : . '.- ·, : :_. > 
incubados cc:in elextraé::tc5;púi"ó"'.'déJJ:JS durante 24 horas. Se tomaron a diferentes . 

-_. _. _.>:; .... ,.:· ... ;;.::_: .. :·.,~..,:~:Yf.{i~~'-1::--:.f~::'>:\:·:_:_:·'.;:,:.·:. :;: . ·· --·:····_:-:, 
tiempos (12; 16,~ 1 g}J22.ty:''.24Wtíj '~1 óoµ·I de sobrenadante libre de células· y; se 

mezclaron con 100µ1 d~ rJabti~o de Griess modificado (sulfanilamida 1 %, naftil~ 
etilendiamida dihidrocloruro 0.1% y HJP04 2.5%) (Sigma, St Louis MO, EÚA) en 

placas de 96 pozos y se incubaron por 15 minutos en la oscuridad. Se utilizó. un 

espectrofotómetro para microplacas (Multiskan Ascent V1.24) y se midió la 
. . 

coloración de la reacción a una densidad óptica de 540 nm de longitud de onda .. 

Para establecer la concentración de N02 en las muestras,se utilizó una curva de 

concentración de nitrato de sodio (NaN02) que también se sometió a la misma 

reacción. 

2.3. Bacterias. 

Se utilizó M. bovis BCG subcepa Danesa donada por la Dra. Iris Estrada de la 

Escuela Nacional de Ciencias Biológicas del Instituto Politécnico Nacional. 

También se utilizó la cepa 9926 de M. bovis, obtenida en la Facultad de Medicina 

Veterinaria y Zootecnia de la UNAM, a partir un bovino proveniente del Estado de 

México reactor a la tuberculina, con lesiones granulomatosas y sacrificado en 

septiembre de 1999. 
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2.3.1. Cinética de crecimiento. 

Se obtuvo una curva de crecimiento de cada cepa de M. bo\lispa,ra determinar en 

el tiempo la fase de crecimiento logarítmico medio, consi~erac:iO C()rnº Óp!imo en la 

preparación del inóculo. 

M. bovis fue crecido en medio Middlebrook 7H11 agar (Saeto, OitbC>.taBbratories, 

D~troit MI, EUA) enriquecido con 10% de OADC (Oleic acid~;JIJ~j;,j~~o'e;tros;­
Catalase) (BBL Middlebrook OADC Enrichment, Becton Dickiñson; . Spark~ f'ÁD; 

EUA). Se obtuvieron 5 colonias uniformes de 21 días y se sembraron en 30 ml de 

medio Middlebrook 7H9 (BBL Middlebrook 7H9 Broth Base, Becton Dickinson, 

Cockeysville MD, EUA) con 10% de OADC y 0.5 g/L de Tween 80 (Sigma, St 

Louis MO, EUA) en tubos de polipropileno de 50 mL. Se incubaron por 8 días a 

37°C con agitación constante de 100 revoluciones por minuto (rpm) en un agitador 

orbital (Back to basics Orbital Shaker, Bellco Biotechnology, Vineland NJ, EUA). 

Se transfirieron los 30 ml del cultivo a 270 ml de medio Middlebrook 7H9 con 

10% OADC, en un recipiente de poliestireno de 600 ml de capacidad y se 

mantuvo bajo las condiciones de cultivo antes descritas. En este momento se 

consideir.ó\el. día cero de la cinética y se midió con un espectrofotómetro 

(Spectrb~I~20, Bausch & Lomb) la absorbancia de una alícuota homogénea de 5 

ml del cultivo a una longitud de onda de 650 nanómetros (A.650 nm), tomando 

como calibración basal del refractómetro la medición obtenida de agua bidestilada 

estéril y como indice de absorbancia una alícuota de medio Middlebrook sin 

bacterias. Las mediciones se realizaron de la forma descrita una vez cada 24 h 

durante 21 días. Se graficó el logaritmo de las lecturas de densidad óptica de cada 

cepa y así se obtuvo la curva de crecimiento. Se realizó una ecuación de regresión 

no lineal de cada curva para identificar la fase de crecimiento logarítmico medio 

como el valo1 LOGEC50. 
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2.3.2. Preparación del inóculo. 

Las bacterias se crecieron como se describió en la cinética de crecimiento y se 

procesaron en la fase logarítmica media de crecimiento. Se rién.frifugó; todo el 

cultivo en tubos de polipropileno de 50 mL durante 26~mlií' 8 25cicrxYg"'a"f.A.. Se 
desechó el sobrenadante y la pastilla de bacterias se lavó en medio C~PMlcon 

10% de suero fetal bovino (SFB) (Gibco BRL, Life Teichnologíes, Gránd; l~land, 
N.Y., EUA). Se centrifugaron a 2500 X g durante 10 minutos a TA Se reaiiz.Ó un 

segundo lavado y la pastilla se resuspendió en CRPMI 15 _% d~.:SFB/ Se 

disgregaron las bacterias, pasando el cultivo dos veces a través de un~ agÚja de 

calibre•• 29 G. Se homogeneizó perfectamente con agitación-vig6rb~a{(vÓrtex) 
(Mystral Mixer) y se tomaron alícuotas de 1 mL depositándose ~ntuti6i.E~~-~ndorf 
de 1.5 n.\L Las alícuotas se mantuvieron por 12 h a -20ºC y p6~~~ryg·f~·ent~ se 

: . . .'~~>.'~~\.::;¡._·'.'.~a~~;~;: i_(f',":_~~.;¡h;,::,_~L-·~>: . > 
almacenaron a una temperatura de -80ºC hasta su uso .. La ·concehtraCióri 'de 

Unidades Formadoras Colonias (UFC) del inóculo, se determinó descon·g~lando 
una alícuota en baño Maria a 37 ºC por 60 min, escogida al azar. Una vez 

descongelada la alícuota se dispersaron las bacterias pasando el cultivo a través 

de una aguja calibre 27G, se realizó una serie de diluciones décuples seriadas 

iniciando a partir de la 10·1 hasta la 10·7 , observando que los volúmenes fueran lo 

más exacto posibles. En cada paso se homogeneizó perfectamente con un vórtex. 

Se sembraron 100 µI por triplicado de cada dilución a partir de la 10·3 , en placas 

de agar Middlebrook 7H11, se incubaron por 21 días y se contaron las UFC. La 

concentración de UFC por mililitro, se obtuvo por la siguiente fórmula: 

CP X FD 
UFC/ml 

VolS 

Donde: 

CP colonias contadas por placa 

FO factor de multiplicación correspondiente al factor de dilución {pe. 105 

corresponde a 10-5
) 
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VolS volumen sembrado en mililitros 

2.4. Infección de macrófagos. 

El inóculo se descongeló de la forma descrita y se centrifugó a 1000 X g durante 

1 o min, se ajustó el volumen de sobren ad ante y sé obtl.lvo-1a~coi'1ceritfación 

deseada de bacterias para la MOi 10:1 (diez bacterias por'rl1~cr§fago)._Se pasó a 

través de aguja 27G, se homogeneizó_pertect~me~t~ con;_~yué:ta''.d~Júó';yó~ex y se 
._ -, o., - ~- ·-:-: ~ -_..- - ... -_ -~" :·. , , . .:o, o .... , .:._;,e:.' .; .. ~ _. ·'-·• -_ ,._:. ·• ·'-· . · · '. "- ' • ,_·. .¡, · - •• -.. ·<>' ·' • • 

infectaron los MDMB con M. bovis · duránte ;cÜatro-:horaíf";:püstefricí'rrri'erite, _se 

:~::~:~º~-- ~~:::;:~te::~iie~~=:~·et::-~~sadg~~~t¡t~itit}~1~f ~rl~~'.~ti~a1 :: 
la incubación, los macrófagos se lavaron con ,pss'.tre~---~~6~~ y·~e- fijaron con -

paraformaldehido al 4% durante 4 h. 

Para la evaluación de condensación de crornatina, se ·.infectaron 2 X 105 

macrófagos sobre cubreobjetos de vid_rio redondos .• de 12 mm de diámetro 

(Electron Microscopy Sciences, Washington PA/EUA}'dentro de cajas de petri de 

35 mm (Falcon, Lincoln Park, New Je~sey, ElJÁ)ci C::~jas de polipropileno de 24 

pozos (Nunclon, Nunc Brand products, Nalg~ N~~c lnternational, Denmark 

Dinamarca). Para la evaluación de fragmentación 'de ADN se infectaron 2 X 106 

macrófagos dentro de matraces recubiertos de teflón. Se conservaron macrófagos 

sin infectar bajo las mismas condiciones como testigos de no infección en cada 

caso. 

2.5. Detección de apoptosis. 

La determinación de células en apoptosis se realizó mediante: 1. la condensación 

de la cromatina visualizada con la tinción de ioduro de propidio (PI) y 2. la 

fragmentación en una o ambas cadenas de ADN nuclear, efectuada por las 

enzimas ADNasas activadas durante la apoptosis, que se detectó con la técnica 

de TUNEL (terminal deoxynuc/eotidy/ transferase-mediated-dUTP [1/ck gnd­

[abeling) (Negoescu et al., 1997; Lecoeur, 2002). Los cortes en la porción 3' (OH) 
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se marcaron con nucleótidos conjugados con Bromo, adicionados mediante la 

acción específica de la enzima nucleotidil transferasa terminal (TdT). 
-' ., . •.· 

Posteriormerite, los nucle.ótidos se revelaron con anticuerpos monoclonales anti-

.. Bromo.cc;{nju9'~do'.~_~onflu1:>~esceína .(FITC) . 
.,_, :· .. :'.·:·; __ o_·.·~-'~,· ... ' ·,:j::~;~"- .. . .· > 

AdiC::ional¡e~t~.}i~.J~s~ Jn grupo control positivo de macrófagos en apoptosis 

iriducido:!:?con ca.mptot~cina J1 Oµg/mL durante 72 h) (Sigma, St Louis, ~O) para 

facilitar la idéntifi~a~iÓn de las caracteristicas apoptóticas de las céluias~bo'Vinas 
(Hacker, 2000; Gutiérrez-Pabello et al., 2002). Asimismo, se usó u~ gr~p'~ control 

negativo sin tratamiento de células cultivadas bajo las condicione~ des~rhas, lo 

cual facilitó diferenciar las características morfológicas de tamaño ~¡o~·r~h~larfdad e 

identificar el límite de discriminación con respecto a las células apb~té)tic~s ~n el 

uso de la citometria de flujo. 

2.5.1. Condensación de cromatina (CCr). 

Al final de la incubación de 8, 16 y 24 h post-infección (pi), los macrófagos se 

lavaron con PBS tres veces y se fijaron con paraformaldehído (Electron 

Microscopy Sciences, FT Washington, PA) al 4% en PBS durante 40 mina 4ºC, al 

igual que las células testigo. Después, se lavaron tres veces con agua destilada y 

se permeabilizaron con Tritón X-100 al 1 % (Sigma, St Louis, MO) en agua 

destilada durante 5 minutos. Se lavaron nuevamente con agua destilada y se 

tiñeron con 500 µI de ioduro de propidio (5µg/ml con 150µg/ml de ribonucleasa 

A) (Sigma, St Louis, MO) durante 45 minutos en la oscuridad. Se realizaron 

lavados por tres ocasiones con agua destilada previa y posteriormente a la tinción 

y se dejaron secar al aire. Se montaron los cubreobjetos utilizando medio de 

montaje Vectashield H-1000 (Vector Laboratories, lnc. Burlingame, CA, EUA) 

sobre portaobjetos de vidrio, con las células en dirección del portaobjetos. Se 

visualizaron las células con microscopio de epifluorescencia (Leica Microstar IV, 

Leica Mycrosystems, Wetzlar Alemania) con luz ultravioleta usando un filtro de 
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emisión para más de 600 nanómetros de longitud de onda. En cada evaluación, se 

contaron un mínimo de 200 células por triplicado de cada réplica y se obtuvo el 

promedio y error estándar en porcentaje de los núcleos con la cromatina 

condensada. 

2.5.2. Fragmentación del ADN nuclear (FADN). 

Al final de la incubación de 16 y 24 h pi, los macrófagos fueron lavados por dos 

ocasiones con PBS y fijados con 5 mL de paraformaldehído al 1 % enJ?BS durante 

30 mín a 4ºC en tubos de políestireno de 12 x 75 mm (Falcan Test ~ubes, Becton 

Dickinson, Franklin Lakes, NJ, EUA), al igual que las.'.o.células · testigo. 
'.'.~·-~~·'- :.: : ~·.~<'.:·{"-'.·~~,( 

Posteriormente, se conservaron .en etanol 70% por un mínimo'de;12.h a -20ºC y 
,, '··:·:-. ~-·, >·. ).'1,:-'. ::¿··;:~.':.: .'-'.~ ~ ·:.,;~>,,~.'.~} ::. ::::):: .. ·~·:· .. ,-.. : >:-1.~. --,:~.~· - ::~·< ~-: ~ º .. · · ·;· :!·Y· · .. ·<~::::~ .,· '.,::·';<~'-~·::;;::;~:~ .. ·:·~~~,." V,:;.¿:;··_:''."') x -: " 

después §le, IC!v,aroD.·trei.s:.vec(;!s;cgrf,F'BS;.se,real~z(>Ja.té.cnicª dt:!_.T.lJNEE.con el Kit 

;~~~~~~~i~~~il~l~~l~~~~~~r~~¿1~~~1f ~~~i~~;~~1r~~11e~ ~:;: 
Gutiérr~z.:.i=:at>eU()?,et;a_/.~\20q?)'.\Se~~ñªdieron 50 · µL de la solución de· marcaje. de·. 

ADN Fo;.~:~:~~Z§.~r~rf~~~¡;~,[~i'.ib'..~>:75 µL de enzima TdT, 8 µL de Bromo-dUTP's 

y 32.25 µUde~agua destiladc¡).Y se incubaron a 37°C durante 60 min en un baño 

María,~~!t~'.~~~4f;~~~A~1:~lfü.ip~t§s. Se agregaron 500 µL de búfer de enjuague al 

final de lain?úiJa~iónN;.siúetiró el sobrenadante después de centrifugar a 300 x g 

durante gz.-rii~'.'.t§~_#~'~¡ti'6 .. un~ vez más el lavado y después se agregaron 100 µL 

de. ·s¿lublÓ~"~·d::+:g·ti6;J~rpo (5 µL de anticuerpo anti-Bromo conjugado con 

fluoresceÍ~a· y 95 JL de búfer de enjuague) y se incubó por 30 min en la oscuridad 

a TA. Al final de la incubación se contaron las células con un citómetro de flujo 

(EPICS, Altra y Facs Calibur, Becton Dickinson) analizando 1 X 104 células por 

muestra como mínimo. Todas las células fueron teñidas en presencia y ausencia 

de la enzima TdT como control negativo de la técnica. Las células en apoptosis 

fueron teñidas con fluoresceína. Los parámetros usados para la fluorescencia 

fueron: excitación a 488 nm de longitud de onda (A.); medición de emisión de la 

fluoresceína (fluorescencia verde) 530 ± 20 nm de A.. La identificación de células 
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en apoptosis se basó en su marcaje de fluorescencia verde sobre un histograma 

de frecuencias, lo cual requiere el uso de una escalá·exponencial 'para obtener y 

presentar los datos (Darzynkiewicz et al.,_ 1999). 

2.6. Análisis estadístico. 
,_ .-. )-:~ ~ >· . __ >._ -"' 

Cada experimento se realizó por más de Gna/ocasión :en forma .independiente y 

por triplicado y los resultados se expr.E;saroff.'.c:C,'ÍÍlp'._1a'mediá,,:l:'.el ~-rrpFestá~da'r en 

porcentaje de apoptosis. Las. com~a,~~'~id~e¡~-~íltr~ las -~~d·i~s se ~E~l~~-rón.con la 

prueba t de Student para el,co.ntrnst~~~é'hi~~i~s·i-~~ntre;p
1

a;~s":de'~~dia~ Y,c?n la 

f,~~f ~~i~ii~~i1if~~f~l~;l;~ti?i~~~tt~~ti~~~~;.~~~;~ 
Cary, NC, EUA). 
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3.0 RESULTADOS. 

3.1. Macrófagos derivados de monocitos de bovino (MDMB). 

Se obtuvieron macrófagos derivados de monocitos (MDM) de un bovino 

fenotípicamente resistente (MDMB-R) a patógenos intracelulares, que permitió el 

crecimiento de M. bovis BCG en el macrófago cercano al 64% y de un bovino 

fenotípicamente susceptible (MDMB-S), que permitió el crecimiento intracelular del 

bacilo m.ás allá de 100%. La viabilidad de los macrófagos fue mayor al 90%, 

confirmado por la exclusión del azul de Trípán. Las características morfológicas de 

los macrófagos y los niveles de producción de óxido nítrico (ON) detectadas en el 

sobrenadante de cultivo de los macrófagos, correspondieron al estado de reposo. 

3.2 Activación de macrófagos. 

Las concentraciones de nitrito (N02) en el sobrenadante de los cultivos de 

macrófagos, además del agrandamiento, la elongación de pseudópodos y la 

incrementada granularidad intracitoplásmica de los macrófagos estimulados con 

las concentraciones de 1.0, 1 O.O y 100.0 ng/mL de LPS, mostraron diferencias 

significativas entre si a partir de las 12 horas de incubación y asimismo, con 

respecto .CI los111a9rófago:s~in l..ps; La concentración de N02 incrementó hacia las 

24 horas de cultivo de macrófagos con el LPS, siendo aún más significativas las 

diferencias encontradas (Figura 3.2.1 ). En consecuencia, se estableció la 

concentración mínima de 1 O ng/mL de extracto puro de LPS, durante 22 h de 

cultivo para la activación de los MDMB. 

3.3. Bacterias. 

Se prepararon los inóculos de ambas cepas de M. bovis BCG subcepa Danesa y 

M. bovis 9926, ajustado el UFC/ml. El tiempo óptimo de cultivo de M. bovis para 

congelado del inóculo fue de 5 días para la cepa BCG y de 13 días para la cepa 

9926, según los valores LOGEC50 de la ecuación de regresión no lineal para cada 
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cepa de M. bovis (Apéndice 1.1 ). Esta ecuación se realizó con la curva de cinética 

.de crecimiento de cada cepa·(Figura.3.3'.1). Esta cinética se repitiócincoveces en 

forma i~depe~diente con re~ultados . similares. Por lo tanto, la preparación y 

congelación delinóculo de la cepa de M. bovis BCG se realizó el día 4 de cultivo y 
_,,'' '·: ' 

de lá cepa de M. bovis 9926 el dfa 11, días en que se encontraron aún ambas 

cepas en fase de crecimiento logarítmico. 

3.4. Apoptosis en macrófagos de bovino inducida por 

Mycobacterium bovis. 

El desafío con M. bovis BCG subcepa Danesa (atenuada) y 9926 (virulenta) (MOi 

10:1), indujo la condensación de cromatina de las poblaciones de MDMB 

(susceptibles y resistentes). Cabe destacar que en los macrófagos infectados, se 

presentó la CCr tanto en macrófagos con bacilos localizados intracelularmente, 

como de macrófagos sin bacilos aparentes. Además, el número de macrófagos 

con CCr fue 111~yor en los infectados que en los macrófagos testigo sin desafiar 

(Figura 7;3)~·/~·, 
' ;:'. ·::-.;~~\:;.; '_ .:-,~·...,!_~,_,:-" 

En el caso de MDMB testigo (sin infección) en estado de reposo, el porcentaje de 

células con CCr, se mantuvo en todos los tiempos de evaluación por debajo del 

8% en ambas poblaciones celulares (MDMB-S y MDMB-R). En cambio, las 

mismas células testigo pero activadas, presentaron porcentajes por debajo del 

24% desde el inicio y hacia el final del tiempo de evaluación (24 h pi) (Cuadro 

3.4.1 ). Estos porcentajes de CCr observados en las células sin infectar en reposo 

y activadas, se tomaron como basales respectivamente y se consideraron 

originados por condiciones propias del estudio. 

Por el contrario, en todas los MDMB infectados con M. bovis, el porcentaje de 

células con CCr tuvo un incremento muy significativo en consecuencia a la 

infección con M. bovis BCG (p<0.01) y con M. bovis 9926 (p<0.001) con respecto 
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de los testigos (Cuadro 3.4.1 y Figura 3.4.2). Tanto M. bovis 9926 (virulento) como 

el M. bovis .BCG (atenuado), indujeron un gran porcentaje de macrófagos de 

ambos anima1E3~. ~.sufrir apoptosis, siendo significativo a partir de las 8 h y hasta 

.·las 24 h pi::Aderná~)"se observó una tendencia de incremento a través del tiempo, 
' . ,- - '·. , .. ~. ,"' .. ' ; ' - - . 

. tanto en Íos ITiaé'rÓtagos en estado de reposo como 'ell los activados, como se 

dest~ca kri(.18~.'F;~:~¡~ 7.4. Sin embargo, en los desafío~ con ambas cepas de M. 
. . -~ ' 

bovis, fu~pgi=,Tio~.MDMB-R tanto en estado. de reposo como activados, los que 

preserít~r~ri'' ~I rriayor porcentaje de muerte· ce;IÚlar, comparado con aquel 

mostrado ~;br los MDMB-S. Asimismo, es import~nt~ subrayar que M. bovis cepa 
.... ,', ·- .. ·., -- ··---·····._. ,· .. , ... _. 

9926 induf~_?.ein .• é)~bos casos la mayo~ prQ,pb?.ción de las poblaciones de 

macrófagos'.afrnorir por apoptosis, con·respecto'éle la cepa atenuada. Diferencia 
\. • __ ~-·::·.' '.::_. ;-.~,,"-~-~,. -~/:::--' ~·y· _ - ·: -;~r-.:;;_.;:::~~</:'.)'ff·::_;_ ,'..5:~~7;~~ -_- .:_,_ ·-.;;:· -,. : :· 

que se conser;vó.dLirante lasa, 1? Y;f~:h.J~i'de e\/alu~ción. (Cuadro 3.4.1 y Figura 
3.4.2). . , .. ·~ '_{< ,,. \: >L.;" · :,~'· ··~ . · ·~> 

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

El LPS p~/.~(.soiO fue capaz de promó~er la apoptosis en macrófagos de bovino . 
. : ·- ; · • .c.· ,: ·'< . . :: . -

Se observó un incremento significativo (p<0.01) en el porcentaje de macrófagos 

testigo con CCr estimulados con esta molécula, con respecto a las que no fueron 

estimulados (comparar de la Figura 3.4.2, las barras testigo - NO - de paneles A y 

B contra las barras testigo de paneles C y D respectivamente). La posibilidad de 

que tanto M. bovis BCG como M. bovis 9926, indujeran o reprimieran la apoptosis 

de macrófagos activados no se descartaba. Por esta razón, se registró el 

porcentaje de apoptosis pi con M. bovis 9926 y con M. bovis BCG en MDMB-R o 

MDMB-S, previamente activados con LPS. El porcentaje de muerte celular en 

respuesta a la infección, se notó significativamente incrementado por M. bovis 

9926 (p<0.05) y por M. bovis BCG (p<0.01 ), con excepción de los MDMB-S a las 8 

h pi y en los MDMB-R a las 16 h pi con 9926 en cuanto a condensación de 

cromatina (Cuadro 3.4.1 ), conservándose la misma tendencia de incremento con 

respecto al tiempo, al fenotipo susceptible o resistente de macrófagos y a la 

virulencia bacteriana detectada en macrófagos en reposo. Sin embargo, al final del 

tiempo de evaluación (24 h pi), las diferencias observadas entre macrófagos 
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activados no se mostraron ni con M. bovis 9926 o M. bovis BCG, ni entre fenotipos 

susceptible o resistente, como se mostraron en níacrófagos en reposo (Cuadro 

3.4.1 y Figura 3.4.2); . 

,.·' 

.A. fin de: que :.1as resultados obtenidos se confirmaran como muerte celular 

progr~macf~::i~dJc:icia por'M~bOvis,' también se evaluó la fr~gme~tación de ADN 
- _->··.--· .. ·->.·._; __ ~:_,,,_~,~·'':-!-·¡·._;,...::,~~:~-<!.'':'.-_;_;(;:'." >'_> :.:.-·_, - :- - - .- :_ .·:· .. :_-".., _- .. ·:.:·, -:. __ .. ·· 

nuclear.d)n,'la técrfica'de'TiJNÉLEI desafío con M. bovis ,9926 ócon.M.hovis 

BCG (~01•·•10:1S. tambié~ indujo' la frngmentación de ADN en a.mb~s p'obÍaciolles 

de MDMB (susceptibles y resistentes) (Figura 3.4.3), confiímando;lo~~ resultados 

obtenidos por CCr. 

Las diferencias observadas anteriormente entre los . p()~cent~jes · de apoptosis 

generada tras la infección con ambas cepas de M. bÓvÍ~;.:;,~~.~~r~6I~'.r6n de;'igual 

manera al detectar los cortes de ADN. Igualmente, lá.Í6te'i~c~ió~~~·nir~' la.cepa 

9926 (virulenta) y la población de MDMB-R activados)~~·~dÓ;1~'zrfi'~~~:l"/p·r6'p6rción 
- "--: :· .:.º;: >·-,:·_-- _'-: __ ._' -·:--~~,.!':~· __ "._,;_;"."· ·.: :-:·-_,_; ·;·.)'.:.'": .: ... · < . ~-: ... 

de macrófagos en apoptosis postinfección, mientras'qJ~: la';int~~~cc:íón' ent~e'1a 
cepa BCG (atenuada) y la población de MDMB-S en reposo,,~r~~e~tóJ~ ~enor 
proporción de apoptosis por FADN. Similarmente, el por6entaje d~ apopto~i~ ~e 
incrementó con el tiempo con M. bovis 9926 y con M. bovis BCG en macrófagos 

susceptibles (MDMB-S) y resistentes (MDMB-R) y fueron los MDMB-R los más 

propensos a sufrir apoptosis comparados con los MDMB-S. Paralelamente, M. 

bovis cepa 9926 (virulenta) indujo más apoptosis que M. bovis BCG (atenuada) y 

el estado de activación de los macrófagos influyó positivamente en la presentación 

de apoptosis con respecto al de macrófagos en reposo (Figura 3.4.4). Sin 

embargo, a pesar de que se mostraron las mismas tendencias ya mencionadas, 

es conveniente resaltar que el porcentaje de todas los macrófagos con FADN 

después de la infección con M. bovis (realizada bajo las misma condiciones en 

todos los casos), fue substancialmente menor que el presentado por macrófagos 

con CCr. 
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Por otra parte, la producción de ON por los MDMB incrementó significativamente 

conel tiempo debido ~ la estimulación con U:>S (Figura 3.2.1) y además; los' 

MDMB-R produjeron slgnific~tiJanien!é (p<0.001) '!lás ON que l()s Ml?MB-S (datos 

preliminares) .. 'Este. comportamiento coincidé~cón~la,;nanif~staciÓnléJej~)nuerte,. 
• • O ,, •• ·> •• '•f'• '.'• ,•-,"•' . '.- •- .-. ,-.,,, ••'\ ',o: e,'•-,.•·•., 

celular programada de los macrófagos:que seclnfecta~orÜúí're'poso y,se intensifica 
' - .;-_ .. - ,_ . - ,' - .. , ¡ ' • 

en aquellos infectados en donde se realizÓ'Ia activación previa
0

con LPS. 
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4.0 DISCUSIÓN. 

La respuesta a microorganismos patógenos por parte del hospedero están dadas 

por complejos mecanismos de def~nsa. , .. Estos ;)ncluyen mecánismos físicos e 

~~ifüi~~";~~~~i!lli!~ltii\itl!iif l~~~i:~~~~~~~ 
por .. Mycobé:Jcfer1up ~·b,.~.v1soJ ~E!J}?ysco .·· . una·• asoc1ac1on entre .··el. fenotipo del 

~:~!~~t~~~J,~i~~i~lli¡~~a:~~a i7e:,c~~:o ':.:":~,:~:" fu~:i::~p~:si: 
célula almoment<?'de,se~.infectada. 

·-:.-:··> ·'<.,'\ ·:<··_:\:_.::· ·:­
' .. ; .. ::-->·L~\:.~ .. 

En el presente fr~,~~j8):~~ ~bservó la inducción de apoptosis de. macrófagos 

derivados de íTlO~:gbitb~. de bovino (MDMB) por M. bovis. Este .• evento 

anteriormente hat::da ~íáo señalado. Gutiérrez-Pabello et al. (2002); d~~afiaron 
. ' ,::··'.'?:;; ~:[.1-':-- ' . . ' - . -

MDM de un sólo bdvindcón una .cepa de campo de M. bovis (cepa El Paso) a 

diferentes MOi (1 :1,'\0:1 y;2s:1) y'~valuaron la condensación de cromatina y la 

fragmentación del ADN de éstás células a diferentes tiempos post-infección 

(desde cero hasta 24 hora~). :Estos autores evidenciaron con la misma MOi que la 

utilizada en este estudio (10:1), porcentajes entre 15 y 35% de las células con 

CCr a partir de las 12 y hacia las 24 h pi, respectivamente. Con respecto a la 

FADN, presentaron porcentajes muy bajos (hasta 1.4%) con esta MOi, los cuales 

se incrementaron (cerca de 26%) con 25 bacilos por célula hacia las 8 h pi. Las 

diferencias notables entre ambos estudios, sugieren que pudieron ser debidas a 

las cepas de campo de M. bovis utilizadas. Ambas cepas de campo son distintas y 

además los autores no utilizaron M. bovis BCG. Otra importante diferencia es que 

ellos únicamente usaron macrófagos en reposo de un animal no carac.erizado 

fenotípicamente como resistente o susceptible a la infección. Sin embargo, sus 
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resultados sentaron las bases este estudio que contribuyó a los resultados 

similares en relación al tiempo de presentación de la apoptosis. 

En el··presente;anáHsis,;la•apoptosis;$e,dio;pór.medio;de·.la·c~ndensación;é:le.la ·.· 

;:::1t~,l~I!~~~l~:~~~~~:r1~t:::,::~~~~'~tt!!l~!~f~~?f~i;\6fs~~ 
o algunos,atrotfactores u~icados por de bajo del flujo de su,acción.,csalTlejima et 

al., 1 ~g;a{''~i~~;~ril:~árg;;: ~on la participación del AIF por ejerii'~IJ7:pG~g)·h~iberse 
llevád~ ~;~~8b ·~i~· 1~ p~rticipación total de caspasas (Susin et~/.~~· ;{gg~{· g 

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

La evidencia mas importante de este trabajo, que señala a l~~;;~~t8:~¡~·:·~6mo'un 
mecanismo de resistencia natural del hospedero, es la difere11c.i~"~iªnifÍ¿~tiv~·.entre 
la población de macrófagos provenientes de un bovi~o·.·r~·~¡~~~g;~;".~\d~ uno 

·.:_-- :. ;:·; ·'.·~/~;- ·'.:!;~i)~~(',.-_}';'. >:>:\ ·~:;(::_;::_~.' ·:,'.:':_:-:.·-·.: '·, ·' 
susceptible a patógenos intracelulares. La población de·:fv11::>rv1Ei~RjfUe·sI~nipre la 

que presentó mayor grado de apoptosis, por encima de:1~··~6b1~6fó'r"1'.'J~;'M.DMB-S 

=~ ~,dº;, ~=7~~·;:;0~··::.:::~=~~:~,::?~001;tjJii~1~~l1li~1í~f ~1;,$~~: 
tuberculosis en macrófagos de ratón resistente~ ·<,B10B)':Y.~sus~e,ptibles~(B10~) 

congénicos . al gene Nramp1, ·· en/:!Pr~ª '~i.~~pg·, d;·p~~~¡~~!~0;f;~~;:~~g·;f?~~t~v'o 
directamente relacionada con la. producción· de. ON. Los• mácrófagos\810,R •fúer.on 

más propensos a sufrir apoptosis que los 8108. Asimismo,'1a';~rq~rJ~~l~h}~~ON 
fue mayor en estos macrófagos (B10R) (Arias et al., 1997), como~~~'c:lJ~~'h;ó.~n 
esta investigación en los macrófagos provenientes del bovino resistente 

comparado con los del bovino susceptible al estimularse con LPS (datos 

preliminares). 

Los macrófagos llegan a ser activados por señales presentes en el microambiente 

inmediato durante la primoinfección, la reactivación clínica o durante la cronicidad, 

al contenerse la infección en granulomas. Entre las citocinas mejor conocidas en 

el disparo de esas señales son el IFN-y y el TNF-a. En un intento por reproducir el 
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sistema de activación de macrófagos durante la patogenia de la tuberculosis, se 

utilizó LPS de E co/i y se midió el incremento en la producción de ON, como un 

marcador de activación. Después de la estimulación con LPS, los MDMB lograron 

activarse, como lo evide~ciÓ_sU,;,,orfología y la producción de ON (Figura 3.2.1), 

apegadas a lo descrit~.t~r~Jp~fet al. (1996a). 
,·,. ;~--~--: 

La activación de l_Os;/~~g¡¿fag~s con LPS, previa a la infección con la cepa 

atenuada y la ce~~~¡fJi~i:;i~f~~~:M. bovis, contribuyó a la apoptosis resultando en 

el incremento d~¡'.Jfi¿·~~;ci';)a~·•,macrófagos muertos por este mecanismo. La 
; . ::~{:/ ~;~- i<':~:;<;:,'/f:~~.: -.;~~~~: ~-,, -~?::, >.3· ~~~--

producción de novo del:,ON;'ies•un signo principal que caracteriza a la activación 
-.-. z_:;: ·'},:·::_ "".:_~;:i'_-;'.'.':jJ'._;,,~--YtS:~~ '.i.~·:{~',?'1fi:~::,-:- ~~;. ~ .-

de macrófágas:y;se:sabe!qüe\lá'responsable de ésta producción es la iNOS (Adler 
.· < .. /_:._.:; ,:/'.'f; !i .; :/~Í:'-:,\_::~::~;y¡ ~:,;/:~>·~;,·;~~-.'\(.< -: í/;~:' ::'/ 

et al., 199:1-a;·~19!4b'.y;1,995)¡n1isma enzima que se ha involucrado en la inducción 

de apopt~~-i~1:d~?ri\icf6~~~~J mminos (Sarih et al., 1993). El uso de LPS en los 

ensay6s d~:·~~ti§~6i'6h'(ci~l.presente estudio, indujo la producción muy similar de 

ON en MÓfv1~.!·~·ty···~'6'f.As-.s· incubados con ésta molécula y no así en MDMB sin 

ella ···y ad~;..g·¿~·i~.t66'i'\f(J61a,· provocó porcentajes de apoptosis en MDMB-R y 

MDMB~s~·~in~-h~tb•~r~res~ntado diferencias significativas entre ellos (Cuadro 3.4.1 
.·,- •;..;· . ;·,_.;-.:·:~~.:·: o.:;_:..:' 

y Figura: 3.4.2): •. Dürante los ensayos de inducción de apoptosis para obtener 

grup'os t~stfáo ,positivos, el uso de camptotecina tuvo un efecto similar en el 

número de MDMB-R y MDMB-S con fragmentación de ADN, descartando la 

posibilidad de cinéticas desiguales en la inducción de apoptosis entre ambas 

poblaciones. Sugiriendo que esos macrófagos son igualmente sensitivas al 

estímulo de un mismo inductor de apoptosis como la camptotecina y a los efectos 

del ON. 

Tomando juntos estos resultados, fuertemente sugieren que la apoptosis en 

MDMB infectados con M. bovis, son una consecuencia de los efectos del ON. Esta 

molécula ha sido reconocida como tóxica pues genera ruptura del ADN y de 

proteínas (Albina et al., 1998) y además, participa en la señalización que conduce 

a la apoptosis por estrés (MacMicking et al., 1997b; Chen et al., 1998) y también 
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en macrófagos que contienen micobacterias (Klinger et al., 1997; Rojas et al., 
. - .. -

1997 y 1998). El ON .también afecta al proteosoma de p53 (proteína supresora de 

tumores),favoreciendo laacllmu.lación y persistencia de ésta ·(GIÓckzin et al., 

1999), reco~()cida'.com~cun 'tactor~pro-i~o~tóticoº(Jonson. et al., .19,96).~Tarnbién 

(HortelánO•ef·ál:~·:;.199g):•'?Eh~la\infecói6n'de macrófagos de humano con M . 
. - : '~--'~'.I :Y~º.'.'.,~:_:-·:::-:.:-~-.~;:. ~~g~_::_.·;;;:±''5,~~~~'.·:~}~;'-;.~~-?~~\::~·:·~;li::.~-{i{}-;_:~~·t:::-:-.-!ft~(;:~,: -'~·~'': -- · -. . . ---.. ': -::·~: .:.' :~: ~ 

tuberculosis; se'.hadescritóJa;prese~éia'de''..ápoptosis involucrando la trarisici6n de 
· ::<· _,-,· .:, ;._~ ~~(,;._~ · -~"'; .: ~·:/·:·;·<'.! ,·· -:~·~T~: ·-i~'.~~f1_>: :'>f >~->-< ~~~rr:'·'.~-{;:::, ·J;,_ ~:~1~~~::-{~f'.~;- :~'.:-:'.? .. · · · · .::·J:· '- · .. ·. 

la. permeabilidad~'~dé•~'.'me~branáVniifocohdrial y la liberación de citocram·o c, 
, · ,- :'. . -~---."::-'/<; .. :;/·.: ·~_:;;L~ --:~-~-::~c,::·_~;_;:§f<'{~~.:::;::x·}~:.·:_::;:'.·~·-!::;:t<:::;:~.::~~:'.c:.~~r:::<,~:;7J~:);:s;:< : • • • • :~ . _ · ·.-_. 

correspond1endo~todoc este:;;cuadro, con?.act1v1dad anti m1cobactenal efectiva; En 
<: · , >. :- /.;- {~~~ ·;;:<,-:·:'-·~Jr!/:/3:~.::::-:.~:/:.~f~:~)/! ~/7_:~'(.:J,~.·;·,~I,~:~~:,:i~?,-J\<~ ~/0:::0,-·:</}-.'"/}:;;:···., 

contraste; :;: la "~'ruP;tura ,.ide '! 1a,c,·dntegri~ad (de membrana mitocondrial y · como 

éon~~¿q~~.g~f '\1~;.~1~~~~~t~t'fa~f~~;d~~:~~~,~bti~ación de caspasas, concordaron con 
la presencia,de'necr°'si~Cy•la~epli~ación incontrolable de M. tuberculosis. El influjo 

de· C~2,'~d+~ij~~~~~f\i11~S~~tTJ~'~,;¡~ mta hacia apoptosis o necrosis por M. 
tuberculosi.~ (Duán et:~1:;"~00,2)>An~e.riormente había sido descrito el papel del Ca2 

;~~;;:~~t~i~~iil~~~~b~:~~~= .:"º;.::::'::º~:;::;::.<:~:::.:~ 
inducida Rer M~:'.\~L,Jéf:l(~.!{!9:~!~;üm sido descrito (Keane et al., 1997). Posteriormente 

en·e1 fT16ci~1~~:J"~F~'it6ri;':;~'·i~~~stigó la apoptosis de macrófagos infectados con M. 

tuberculosis junto con la producción de ON, de p53 y de la activación de caspasa 

1 y se reconoció que el TNF-a al igual que la IL-10, participan en la modulación de 

la apoptosis inducida por M. tuberculosis (Rojas et al., 1999). Esta modulación 

había sido adjudicada a M. tuberculosis como un mecanismo de evasión de 

apoptosis en macrófagos de humano, inducido por cepas patógenas (Balcewicz­

Sablinska et al., 1998). Cabe señalar que la apoptosis de macrófagos inducida 

por M. tuberculosis, requiere de la activación de la fosfolipasa citosólica A 2 (PLA2), 

en donde al parecer la capacidad de producir ácido araquidónico hace 
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susceptibles a éstos macrófagos a la acción del TNF-a (Wissing et al., 1997). Por 

otra parte en el modelo bovino, la expresión de TNF-a se ha visto elevada en 

monocitos de médula ósea de bovino, después de la estimulación con LPS (Adler - ,, ··.- . '}; . .,·- _, . . ·, 

et al., .1994); ásimi~mo,;~se.ha registrado que induce elevada producción de ON.en 

macrófagÓ~,;~·Í¿~§·1~ies~c!8 bovino (Masan et al., 1996). Toda esta evidencia, 

sugiere ~~/el''~·r~s~bte;~~tudio que a pesar de que se estimule la producción de 

ON, es·n~p~i~;.i6·t.~Je~z~e activen otras señales para que se lleve a cabo la 

apopt~~is.:'.1pbi/~l6~~JJ•~·1}Íf1acrófago, se debe tornar muy sensible a estas señales 
, . _L·· \. : :::~.:~_; ... : :-_):i;i~.·-',~:ü·~:::·:·'-?~:-:·: ·-::;J'.Y:_: 

al ser inféctado:pohda:.iTiicobacteria. Esto posiblemente es debido a una señal 
--~~,;:·.-:~·- ;,_,·-_ ,.-~.:,:; .. -~'--~'~·:i.);·~~\·. -:,_:·-.-~- ·;_.: 

disparada••porcda (presencia intracelular de la micobacteria viva (Plácido et al., 
1997.): .····· ' ··>·+ ·~. ~· ' 

.. -- ,_ -"'" ::.- -~ :.~ ' : .~o::;:.~ 

·::,.,-. -,:·--~· --<~t~-:~: ,:~~\·!~ ~/, 

El ON tah-íbiéh1Epd~cie/a,fec~~r . la actividad de M. tuberculosis, modificando 

:~:±2~t~f ?t4~1ii~~~f ~i~i,~i~i&:~::~i:~:~::~~:f~J~~~=K~: 
inhibición·del crecirnient<)y;e.nJa·elilTlin~ción de la micobacteri.a .. (Chan:etal;' 1995; 

;::;: :i~~~;ci~rii~w~~tAt~1~:J).i:::~~9:0~::·~:::~~.:~~;~:~~~~~r'.~l'0,¡· M. 

Las principales diferencias encontradas en este estudio con respecto a modelos 
- ---- - ---" , 

concerniente~ a la inducción de apoptosis de macrófagos de origen humano y 

murino por M. tuberculosis, se explican en parte por las diferencias entre M. bovis 

y este patógeno (Brosch et al., 1998 y 1999). Asimismo, la diferencia en la 

intensidad de apoptosis observada entre M. bovis BCG y M. bovis 9926, es debida 

a la habilidad de inducir apoptosis relacionada con la virulencia. M. bovis BCG 

subcepa Danesa, es una cepa atenuada que tiene por lo menos 70 años de 

manipulación (Behr y Small, 1999) y está adaptada a las condiciones de 

laboratorio, efecto que se observó en medio Middlebrook 7H9, donde mostró 

mayor velocidad de crecimiento que la cepa de campo 9926 (Figura 3.3.1 ). 
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Particularmente, el M. bovis virulento (9926) fue capaz de i.nducir el mayor indice 

de apÓptosis, entre tanto M. bovis BCG indujo menos muerte programada en los 

MDMB. A pesar de que posteriormente a la infección (O horas) y 24 ti después, se - ·_. ,"_., :, ·,.· 

encontraron más bacilos de la cepa 9926 por célula que de la cepa BC~··s.ubC:e
0

pa 
D~~~sa, .la ~agocitosis entre ambas poblaciones celulares 

0

fue m~y:~i~iÍ~}~para · 

ambas cepas (Vallecillo, 2003). Conjuntamente, el grado de apoptosis 

corr~spondió con la cantidad intracelular de bacilos, por lo tanto, se pudo generar 

un máyor estrés intracelular por la cepa virulenta que por la cepa atenuada, 

produciendo la marcada diferencia entre cepas. Lo cual exenta la explicación de 

que las diferencias encontradas entre los MDMB-R y MDMB-S, son debidas a su 

· cap~cidac{de fagocitar a M. bovis. Sugiriendo que la pérdida en la viabilidad 
1 - '' • • • •• ._· • ~: 

celular esté relacionada a la virulencia de la micobacteria. Estos resultados, 

c'bncu~rci'~;ricon•'10 ápu~tádo por otros autores (Rojas et al., 1997), en donde M. 

tubercul~i{~;:'éá7Ra ind9o menor muerte y producción de ON que M. tuberculosis 

virulenta' (i-:f 37~~)·.:~erg}h,ayor que Mycobacterium chelonei y otras bacterias del 

mis~~:9éri~·~d:c'jtLk~~~~~si, M. fortuitum y M. gordonae), en macrófagos de ratón. 

Adem~s'.~At~~ ~s~ y el presente estudio concuerdan Jos tiempos de presentación 
. · ..•• ·.j., -., 

del •fenómeno, ocurriendo dentro de las 24 horas posteriores a la infección. No 

obstante, se ha presentado información sobre macrófagos de humano en donde 

contrariamente a lo observado en los de ratón, M. tuberculosis H37Rv (virulento) 

induce menos apoptosis que la cepa H37Ra (atenuada), en macrófagos alveolares 

de humano, aunque se desconoce el fenotipo de resistencia o susceptibilidad de 

Jos individuos utilizados para este trabajo (Keane et al., 1997). Concordando con 

otro estudio, en donde cepas virulentas de M. tuberculosis (H37Rv, Erdman, y 

BMC 96.1 -aislado clínico-) y una cepa tipo de M. bovis, indujeron 

significativamente menor apoptosis que bacilos avirulentos o atenuados (M. 

tuberculosis H37Ra, M. bovis BCG y M. kansasil), presentándose el evento en los 

primeros días subsiguientes a la infección en ambos estudios (Keane et al., 

2000). 
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Aunque aún no se tiene evidencia experimental, el presente estudio soporta la 

hipótesis de que la apoptosis representa un mecanismo-de defensa a}a infección 

con microorganismos intracelulares, como se ha propuesto por et.ros autores 

(Molloy,et al., 1993y1994;Kornfelct eta1.,:1999)~Además, se ha de~hrito,qUe la 
. ,·,, - - .\ , ', . ·- . ..,,,. ,., _._,-,, '-·--

apoptosis reduce 1as consecu~ncias~de1a.iriflamación cst~n~er yMaciE~o2o02fv -
apoya la respuesta inmune protectiva al encerrar a los patógenósJ:?~:cuerpos 

-'.' ~·-·, ;.:'',~(~' ... :.<,._ .. '~-;-

a poptóticos, pudiendo ser ingeridos por macrófagos en reposo a· través de su 

CD14 (Devitt et al., 1998; Gregory y Devitt, 1999) y presentar aritígeri'ai'd~~i$~\1c:lo 
en la inducción de respuestas inmunes adaptativas. Aunque, 1cis _·cuerpos 

apoptóticos también pudieran ser fagocitados con mayor p~~pensió~- _por 

macrófagos activados, que liberan activamente glicoproteína M~G-~8 (Hanayama 

et al., 2002), procediendo a la destrucción bacteriana. 
- - ;; <'' ·-.:·:;·;_ .< .. -:- ' ' - . -'- ·, 

Basán~ose en .~os,prese~t7sJe~ultados y en las observaCiori~s deotrosautores, 

es posiblecc:>~6~b'!i/gg,_·~i:lbanismo teórico para -·la inducción.ci~;a~·a~t()sis de·-· 

macrófagos debb.ji.~o_p6r1~ inf~cción intracelular de M. bovis.-LCl~;'p_~ociUbtc:ls.,dé la 

micobacteria virul~nta viva, siendo posiblemente mayores o dif~,i~rif~~('q~-~-IÓ's. de 

la atenuada, pueden predilectamente inducir la producción de TN~~ci•'c~n la 

sucesiva inducción de iNOS y la producción de grandes cantidades •de ON y 

asimismo, estos productos pueden modular las moléculas involucradas en la 

regulación de la apoptosis, como miembros de la familia Bcl-2, siendo capaces de 

causar el daño en el DNA y consumar la apoptosis. Por otro lado, las diferencias 

correspondientes al fenotipo de resistencia o susceptibilidad natural, manifiestan el 

resultado de una mayor producción de TNF-a, derivando en un mayor estímulo de 

iNOS y consecuentemente mayor producción de ON en MDMB-R. Mientras que 

este cuadro, se ve parcialmente disminuido en los MDMB-S por la acción de la IL-

1 O, siendo posiblemente mayor su producción en esta población celular. 

La dinámica recreada entre los mecanismos de virulencia del bacilo y los 

mecanismos de resistencia a la infección por parte del fagocito, se ve reflejada en 

el evento aquí estudiado (apoptosis). presentándose como una alternativa del 
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repertorio de respuestas en las que culmina esta dinámica, como sería la 

eliminación del bacilo o la latencia y/opersistencia del mismo. La acti~aCión ~elular 
previa a 1a infección, involucrando 1a participaciónd~I oN,tavorecióel in~rem1ento 
de apoptosis. Por lo tanto, estos r~sultados:~postul~n~'~o~Ó/muyºirl1~ort~nte el 

' ' . ' .. - - : . . - '. º' - ." - - . '-. _, :· .~ ~::. - 'i'. - - - " ' .. . . . . -. . - '7 ·" ;, - -

papel de esta molécula en la apoptosis i@úé:::ida(por 7\11.'\b~Ovis:h.:o C::ual abre el 

camino para explorar esta teoría y aportar dáto's más d:.inti.mdéntes1 

de esta 

contribución. 
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5.0 CONCLUSIONES. 

1. El grado de apoptosis fue diferente entre el fenotipo de macrófagos resistente y 

susceptible y entre M. bovis 9926 y./W.:bdvis BCG. . . 

:• ~~~;~,~~~~~f ~~~~!f =~1¡~[~~llit!!ll~~'-!i~:~::: 
susceptibles corn~ ~n 111~cr?fagos re.~1st~ntes'd~ bovino.' , ·"' : ''; •. ·· :• · 

:: ·~:j~~~~~!~~f f ~t~~~t~W~;~~~~@;~Jitid~~~º::º~ 
aunado al factor. de :resistencia natural 'á:la infección, nuestros resultados 

indican.qUe :posibl~;n~gt~:~5ei~\1'n>~i~iBe~to importante en la patogenia de la 

tuberculo~i~ai ~artiCipa'r erila eliminaciÓ~ de la micobacteria. 
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FIGURA 3.2.1 Efectos de estimulación de macrófagos derivados de 
monocitos de bovino con LPS. a Niveles de óxido nítrico en sobrenadante 
de cultivos de macrófagos de bovino a diferentes tiempos de incubación 
con LPS. Se incubaron las células con LPS purificado de E. coli 026:86 a 
diferentes concentraciones (1, 10 y 100 ng/ml) y un testigo sin LPS y se 
midieron las concentraciones de nitrito a diferentes tiempos por medio del 
ensayo de Griess. Cada punte es la media ± error estándar de un 
experimento por triplicado representativo de tres independientes con 
resultados similares. b Micrografías de luz de macrófagos estimulados con 
100 (A), 1 O (B), 1 ng/ml {C) y sin LPS (O) después de 24 horas de 
incubación. Barra = 5 µm 
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FIGURA 3.3.1 Cinética de crecimiento de Mycobacterium bovis. Se 
tomaron diariamente durante 21 días las lecturas de densidad óptica a 
una absorbancia de 650 nm de longitud de onda, de un cultivo de M. 
bovis cepa BCG subcepa Danesa y M. bovis cepa 9926 crecidas en 
caldo Middlebrook 7H9 con 10% de OADC, además de medio sin 
bacterias como control. Se tomó la absorbancia del agua bidestilada 
como el valor base (DO 0.00). Se representó gráficamente la ecuación 
de regresión no lineal para identificar el incremento logarítmico de 
crecimiento (LOGEC50) de cada cepa. 
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Cuadro 3.4.1. Porcentaje de macrófagos derivados de monocitos de bovino 
(MDMB) con condensación de cromatina a diferentes tiempos post-infección in 
vitro con Mycobacterium bovis. 

Reposo 

Activados 

pi 

(h) 

8 

16 
24 

8 

16 
24 

Condensación de cromatinaen MDMB; ·----- -cé - --~-->~-- --
Susceptibles (% ± EEl v Resistentes (% ~'EE) 

Testigo 

4.3:t2.3<' 14.0±1.1:(47:7±3.9 :.• .,4,1±.1.3··;;32.7.±4.7 <18.2±5.3 
: J.2 f_1'.5 ~--•_:i2:3t_'.!'.7_._~_-_,-_?;¿8_,_'. __ .,5_---, ±_'''·_· __ 2_-_·_-,·_·_-_3_-_-_,'_'-' __ -__ -_- ...... ----'"', .,,,,_-,,- -- : .. --•>--,,,,. __ ,_,_,,, , _ _., ,-_.-. ?~:' 2.2 ± 0.7,:;' 52:7±:1.6 '' 88.5 ± 3.5 
5.s± 1:'5 -~34';_~•:1:3:a_·-;5~'.-º ±.1.9 4.2·:,;, 0:3:- - ~:1::3';f'n: <-~:9~]± 2.6 

11.3 ± 1.~ ;;;~~5:6±::.6 ,: -~~-~~:;~_¿·:. '--~~..;~;:,'3.2-- ;1;.;~--;- ~·.9 ./~~.1 ±OA 

16.3 ± 3;1 53.8 ± 3.6 68.0 ± 3.1 

19.8 ± 3.6 90.1 ± 4.2 95.0 :Í: 2.9 

~2.2',i:'of ---86:7:_:!:2.7 ·~·94.5 ± 2.5 

17.7 :t 2.9 85.5 :Í: ú t~9:()'~ 0.6 

~Media ±error estándar en porcentaje de ensayos por triplicado. Se incubaron MDMB de 12-dlas obtenidos 
por gradiente de Percoll y cultivados en matraces de teHón, durante 4 h con M. bovis vivo (MOi 10:1). Se 
contaron los núcleos con cromatina condensada teñida con ioduro de propidio, de 200 células evaluadas a 
diferentes tiempos post infección (pi) por triplicado con microscopio de fluorescencia. Experimento 
representativo de tres independientes con resultados similares. Testigo Macrófagos sin Infección; BCG 
Macrófagos infectados con M. bovis BCG; 9926 Macrófagos infectados con M. bovis 9926. El efecto de la 
infección fue significativo con M. bovis BCG (p<0.01) y con M. bovis 9926 (p<0.001) y asimismo, fue 
significativo con el fenotipo susceptible (p<0.01) y con el resistente (p<0.001) en la presentación de 
apoptosis. anles y después de la estimulación con LPS (p<0.001) en macrófagos activados. 
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FIGURA 3.4.1. Microscopía de fluorescencia de macrófagos derivados de 
monocitos de bovino. Se incubaron las células con medio de cultivo solamente 
(a) o con Mycobacterium bovis (MOi 1O:1) durante 4 horas (b), mostrándose la 
condensación de cromatina en células infectadas (puntas de flecha) y no 
infectadas (flechas) a las 24 h post infección. La morfología de los núcleos de 
las células testigo positivas incubadas con 1 O µg/mL de camptotecina durante 
72 h (e), describe la morfología de las células apoptóticas. Tinción de ioduro de 
propidio. Aumento X 800. 
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FIGURA 3.4.2 Cinética de inducción de apoptosis de macrófagos derivados de 
monocitos de bovino (MDMB) en diferentes tiempos post infección (pi) con 
Mycobacterium bovis. Se incubaron MDMB susceptibles a patógenos 
intracelulares (A y C) y MDMB resistentes (B y D) en estado de reposo (A y B) 
o activados (C y D), con M. bovis aislado de campo (9926) o con M. bovis 
Bacillus Calmette-Guérin (BCG) durante 4 horas (MOi 1O:1) y se mantuvieron 
células sin infectar como testigos (NO). En el caso de los MDMB activados, se 
incubaron con 10 ng/ml de LPS durante 22 h y se lavaron previamente a la 
infección. En todos los casos, se realizó tinción de cromatina nuclear con ioduro 
de propidio (ver material y métodos). Promedio y error estándar en porcentaje 
de núcleos con cromatina condensada de 200 células analizadas por triplicado 
a las 8, 16 y 24 h pi. El efecto de la infección fue significativo con M. bovis BCG 
(p<0.01) y con M. bovis 9926 (p<0.001) y asimismo, fue significativo con el 
fenotipo susceptible (p<0.01) y con el resistente (p<0.001) en la presentación 
de apoptosis. 
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FIGURA 3.4.3. Microscopía de fluorescencia de macrófagos derivados de 
monocitos de bovino. Las células fueron incubadas con medio de cultivo 
solamente (A) o con M. bovis (MOi 1O:1) durante 4 horas (B) y se 
observaron 24 horas después. La fluorescencia verde/amarillo de la FITC 
conjugada a anticuerpos anti-Bromo marcando los d-UTP's adicionados 
por la enzima TdT, distingue las células apoptóticas. Contratinción de 
ioduro de propidio. Aumento X 600. 
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FIGURA 3.4.4. Macrófagos derivados de monocitos de bovino (M<l>) con 
fragmentación de ADN por apoptosis a las 16 y 24 horas (h) post infección (pi) 
con Mycobacterium bovis. Se incubaron durante 4 horas con M. bovis Bacillus 
Calmette-Guérin (BCG) o con M. bovis virulento aislado de campo (9926) 
(MOi 10:1), M<l> de bovino susceptible y M<l> de bovino resistente a patógenos 
intracelulares en estado de reposo (e) o activados (d). Se mantuvieron células 
sin infectar como testigos negativos (a) y células incubadas con 1 O µg/ml de 
camptotecina por 72 h como control positivo de TUNEL (b). En el caso de los 
MDMB activados, se incubaron con 10 ng/ml de LPS durante 22 h y se 
lavaron previamente a la infección. En todos los casos, se realizó TUNEL (ver 
material y métodos). Datos son la media ±error estándar en porcentaje de un 
experimento representativo de dos independientes con resultados similares, 
Se analizaron 1 O 000 células por citometria de flujo por evento estudiado. El 
efecto de la infección fue significativo con M. bovis BCG (p<0.01) y con M. 
bovis 9926 (p<0.001) y asimismo, fue significativo con el fenotipo susceptible 
(p<0.001) y con el resistente (p<0.0001) en la presentación de apoptosis con 
respecto al testigo sin infección. M1 región de positivos expresado en 
porcentaje. 54 
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8.0 APÉNDICE 

8.1. SOLUCIONES. 

ANTICOAGULANTE ACD 

Citrato trisódico 

Acido cltrico 

Glucosa (dextrosa) 

Agua destilada c.b.p. 

pH inicial 5.0 

PBS 10X 

Cloruro de sodio 

Fosfato de sodio monobásico 

Fosfato de sodio dÍbásico 

Agua destilada · c.b.p. 

PBS 1 X 

PBS 10 X 

Agua destilada c.b.p. 

22.0 g 

8.0 g 

24.5 g 

1000.0 mL 

87.7 g 

1.5 g 

13.0 g 

1000.0 ml 

100.0 ml 

1000.0 ml 

Ajustar a pH 7.4 y filtrar en poro de 22µm. 

CITRATO 

Acido cltrico trisódico 

Agua mQ c.b.p. 

PBS-CITRA TO 

PBS 10 X 

Acido cltrico trisódico 

Agua c.b.p. 

Ajustar a pH 7.4. 

NaCI 1.5 M + NaH2P04 

Cloruro de sodio 

Fosfato se sodio monobásico 

Agua c.b.p. 

38.23 g 

1000.00 ml 

100.00 ml 

3.72 g 

1000.00 ml 

8.77 g 

1;20 g 

100.00 mL 
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CRPMI 

RPMI medium 1640. 

L-glutamina 

MEM-no aminoácidos esenciales 

Piruvato de sodio 

Bicarbonato de sodio al 7.5% 

BSA 5% (p/v) 

Albúmina sérica bovina cristalina 

Agua destilada estéril c.b.p. 

TWEEN 20 AL 0.5% 

Tween20 

Agua destilada estéril c.b.p. 

500.0 mL 

5.5 mL 

5.5 ml 

5.5 mL 

12.0 ml 

50.0 g 

1000.0 ml 

0.5 mL 

99.5 ml 

Esterilizar todas las soluciones por filtrado en poro de 22µm. 

PERCOLL-STOCK 

Percoll comercialt 

NaCI 1.5 M + NaH2P04 

GRADIENTE DE PERCOLL. 

10 partes 

parte 

Para la recuperación de los monocitos por centrifugación isoplgnica; se requiere que' la suspensión 

a preparar de Percoll posea una gravedad especifica similar a la de las células a separar (libro ). 

Se requiere utilizar la suspensión de Percoll-trabajo a una gravedad especifica (SG) de 1.0770. 

Para obtener esta gravedad especifica se añade al Percoll-stock una serie de soluciones en donde 

cada una de ellas posee una SG particular y así finalmente se obtiene la SG deseada. Sin 

embargo, las SG de cada solución adicionada puede equivaler al Indice de Refracción (RI) de las 

mismas y con éste índice obtener ros mismos resultados que al utilizar las SG. El RI del Percoll­

trabajo equivalente a la SG=1.0770 es el Rl=1.3460 y es el que se busca obtener al final para 

poder realizar la centrifugación isoplgnica con Percoll. 

'Gibco BRL, Life Technologies, Grand lsfand, N.Y., USA 
t Pcrcoll®. Pharmacia Biotech AB.Uppsala, Suiza. Código No. 17-0891-01. 
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Las sustancias o soluciones que necesarias para preparar el Percoll-trabajo son: Percoll stock 

(10:1), albúmina séric.a bovina al 5% (BSA 5%),· Citrato de Sodio .130 mM (Citrato) y solución 

amortiguadora de fosfatos (PBS 1X). 

Sustancia SG 

BSA5% 

Citrato 1.3388, 
:~~--- 1;'3349 PBS 1 X 

Percoll-stock 

1:0227~ 

1:0219 

1.0056' ' 
1.1245 · ·- ·:;·-<, -1i35áo 

Final 1.0770 

•variación máxima deseada de± 0.0001. 

Para calcular los volúmenes de cada unade,l~s·::-~t~riores soluciones que se deben adicionar para 

obtener el volumen final de la suspensión de Percoll~trabajo, se resuelve la siguiente fórmula: 
' .. \-,. ' 

Xa + 0.1b + 0.1c + (0.8-X)d = 1.077 - 1 

Determinar los volúmenes de cada ~ustancia: 
Volumen 

en ml 

PBS 

BSA 

Citrato 

Percoll 

· (X)(Volumen final en ml) 

0.1 (VoiÚm~h final ~ri ml) 

· o._tcv~IP!Jle~_ final e; ~L) 
co.8 ~ ~>(\/01umen -final en· mL) 

donde: 

X= ml de PBS por mL de suspensión final 

a = SG del PBS - 1 

b = SG de la BSA - 1 

c = SG del Citrato " 1 

d = SG del Percoll -1 

Realizar todas l~s m¿di~\'ohe~ 'de í~dice'de refracción y eí cálculo de los volúmenes de las .. _, .. ·-'· '·, -' ... - . -· , 

soluciones ypreparar la su~pellsión dé.P'erco'll-trabajo el mismo día que se utilizará. 
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8.2. REACTIVOS 

Nombre común Fórmula qulmica Proveedor No. de catálogo 

Albúmina bovina Fracción V No disponible SIGMA A-9418 
---- -· --- -

Acido cítrico C 6Ha01. SIGMA C-0759 

Acido cltrico sal trisódica CsHs01Na3~2H:!O SIGMA .. .. ·C-8532 

Bicarbonato de sodio NaHC03···· ,SIGMA S-4019 

Camptoteclna SIGMA C-9911 
'Náé1··· 

. ,, ~· . 

Cloruro de sodio SIGMA S-3014 

DMSO (dimetil sulfóxido) C2~~os · SIGMA. 02650 

Etanol ABSOLUTO ·C2HsOH ... MERK 1.00983.2500 
_, .. 

E-toxa-clean No disponible SIGMA 210-3 
,. ,·;: .,:-: -.:, 

Fosfato de sodio dibásico Na2HP04 •. SIGMA S-3264 

Fosfato de sodio monobásico NaH1Po4 SIGMA S-5011 

Glucosa (dextrosa ) . C 5H120e,. SIGMA G-7021 

Griess, reactivo No dispónible SIGMA G-4410 
.· .. 

L-glutamina 200 mM No disponibÍe GIBCO 25030-081 

MEM aminoácidos no esenciales No disponib.le GIBCO 11140-050 

Nitrito de sodio NaN02 SIGMA 251-4 

Paraformaldehldo HCHO ·· E.M.S* 15710 

Piruvato de sodio C3H303• Na GIBCO 11360-070 
.. 

Ribonucleasa A No disponible SIGMA R-4642 

Tritón X-100 No disponible SIGMA T-8787 

Tween20 No disponible SIGMA P-2287. 

Tweenao No disponible SIGMA · P-4780 

loduro de propidio C21H34N4l2 SIGMA P-4170 

t E.M.S. Electron Microscopy Sciences 
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