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l. Introducción 

1.1. Tuherculosls. Ayer y hoy. 

Sin duda, una de las cnfcnncdadcs más antiguas que ha afectado a la humanidad desde hace más de 

5000 años es In tuberculosis (Crubezy et.al., 1998). Enfermedad infecciosa que, a través de la 

desnutrición y las decadentes condiciones de vida, llegó a ser epidémica en la civilización 

occidental y una causa importante de mortalidad en el siglo XVIII y XIX, arrasando con una cuarta 

parte de la población de Europa en la primera mitad del siglo XIX (Bloom and Murray, 1992). 

El término tuberculosis (TB) se acuñó cuando en el siglo XVII en Holanda, f'ranciscus de In Boe, 

conocido como el Dr. Silvius, describió y registró la patología exacta de la enfermedad al observar 

el cambio característico en los pulmones que asemejaban "tubérculos reales". Pero no fue sino hasta 

1882, cuando el bacteriólogo alemán Robert Koch identificó que el agente causante era una bacteria 

de forma bacilar, a la cual postcrionnente se le dio el nombre de Mycobacterium tuberculosis 

(Bloom B.,1994). 

En la actualidad, a pesar de la vacunación con BCG (Bncillus Culmctte-Guerin) y todas las drogas 

disponibles, la TB sigue siendo un problema en muchos paises, cuya frecuencia además se ha 

incrementado con la incidencia del VIH (Virus de Inmunodeficiencia Humana) como factor de 

riesgo. Las incidencias más altas están en los paises de los continentes: Africano, Asiatico, y 

Americano (Bloom B., 1994), tal como se muestra en la Figura l. l. 

La Organización Mundial de la Salud (OMS) estima que cada año 2 millones de personas mueren 

de TB y 8 millones se infectan con el bacilo, de estos últimos el 95% corresponde a personas que 

viven en pulses en vías de desarrollo. Asimismo se estima que entre el 2002 y el 2020, 

aproximadamente 1000 millones de personas estarán infectadas, más de 150 millones se enfermarán 

y 36 millones morirán de TB si su control no es consolidado. Por ello desde 1993, la OMS la ha 

declarado emergencia global (WHO Rcport 2002). 
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Figura I.1 Distribución de las tasas de Incidencia de TB en el mundo en el año 2000, estimadas 
por la Organización Mundial de la Salud. (Tomado de WHO Report 2002). 

1.2. 'Tuberculosis en México. 

.. 

En México la incidencio de TB pulmonor es de 17.5 por cada 100,000 habitontes, siendo inferior al 

promedio latinoamericano que a mediados de los años noventa se ubicaba en 32 cosos nuevos por 

cada 100,000 hobitantes. Esta tasa se ha mantenido en México relativamente estable en los últimos 

años, sin embargo, las diferencia; entre entidades federativas son considerables (Salud: México, 

2001) como se puede ver en la Figura 1.2. En 1996 se registró un promedio de 16,000 casos nuevos 

al año, de los cuales el 85% ocurrieron en mayores de 15 años. De los casos notificados en ese 

mismo año, el 81.7% correspondieron a tuberculosis pulmonor y el 18.3% a tuberculosis 

extrapulmonar (La Salud en las Americas, 1998). 

Entre las causas generales de muerte, en México la TD ocupa el décimo lugar (Secretaria de Salud, 

1993). La tasa de mortalidad reportada a nivel nacionol en 1992 fue de 6 por cada 100,000 

habitantes: según esta notificación 13.6% de estos muertes se debieron o TB extropulmonor. 

TfSIS CON 
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En la act•alidad, se estima que en México ocurren 6,000 defunciones al afio a causa de la TB 

(Secretarla U! Salud, 1993., Salud Publi~a de México, 1995). 

Jnunuoo 

" 

r ...... 
l< 

Morbllld•d por tubuculoM1 pulmonar 
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Figura 1.2. Morbilidad por TB pulmonar en México. A la Izquierda se representan las tasas 
de morbilidad de 1990 al 2001. A la derecha se muestran las tasas de morbilidad en el 2001 
por entidad federativa. (Tomado de Salud: México, 2001). 

1.3. Tuberculosis. Ln enfermedad. 

La TB es una enfcrrnedad crónica e infecciosa de fácil transmisión. Los individuos se infectan por 

inhalación del bacilo tuberculoso a través de las gotas que son desprendidas mediante estornudo, tos 

o de la simple charla con un paciente infectado. Después de ser inhalados, los bacilos no son 

atrapados en los conductos aóreos ni en las porciones ciliadas del árbol traqueobronquial sino que 

pasan directamente a los alvéolos; es entonces cuando se considera a la enfermedad como una 

tuberculosis primaria. Este tipo de tuberculosis puede prob'!'csar dependiendo de la susceptibilidad 

del huésped, (aproximadamente 10% de los casos) o bien sanar y mantener a los organismos 

inacti\'OS (latentes, 90%). En este último caso, puede haber una reinfección exógena posterior o bien 

una reactivación de los bacilos endógenos con los que se estuvo en contacto previamente, 

generando así a la tuberculosis secundaria. 
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La infección por M. tuberculosis, afecta principalmente a los pulmones por ser estos los de contacto 

inmediato, de ahí que sea la TA pulmonar la forma más frecuente de la enfermedad. La tos es el 

síntoma más común de la enfermedad y se acompaña de la producción de esputo en los estadios 

tempranos de la enfermedad conforme la inflamación y necrosis aparecen. Otros síntomas resultado 

del progreso de lu enfermedad son: dolor en el pecho, dificultad para respirar, hemoptisis (tos con 

sangre) e incluso fallo respiratorio. En el caso de tuberculosis primaria, se observa en la región 

media e inferior del pulmón, wnas de infiltración y si esta persiste más allá del tiempo en el que la 

inmunidad celular especifica se desarrolla, la cavilación (destrucción del tejido del pulmón) puede 

ocurrir (Bloom B., 1994). 

La tuberculosis extrupu!monar y miliar (distribuida en pequeños nódulos), es la forma diseminada 

de la enfermedad y es causada por la expansión de los bacilos a través de vasos linfáticos y 

sanguíneos. En este tipo de tuberculosis, ya no sólo se encuentran afectados los pulmones sino 

también los nodos linfüticos y otros órganos importantes como riñones, médula ósea, bazo, hígado, 

cerebro, meníngea y genitales. Debido a que la TB extrapulmonar involucra sitios relativamente 

inaccesibles y a Ju naturaleza de esos órganos, un número pequeño de bacilos puede causar un daño 

mayor, complicando su diagnóstico y su confirmación bacteriológica, por lo que el proceso invasivo 

es frecuentemente requerido para establecer un diagnóstico (Bloom B., 1994). 

1.4. Tuberculosis. El agente causal. 

M. t11bcrc11/osis es una bacteria muy peculiar debido a sus propiedades constitutivas. Es un 

microorganismo intracelular aerobio facultativo, de lento crecimiento (replicación cada 18 hrs). 

Tiene una pared celular muy particular que impide su tinción por Gram ya que está compuesta por 

una gran cantidad de lipidos muy complejos {aproximadamente 60%) entre los que se encuentran 

los úcidos micólicos (ácidos grasos de cadena muy larga) y las ceras D. Esta característica pennite 

la retención del colorante carbol fucsina fenificada aún después de ser tratados con una mezcla de 

ácido hidroclórico-etanol, por lo que también se les considera bacilos ácido-alcohol resistentes 

{BAAR) (Levinson W. and E. Jawetz, 2000). 
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AI. tuberculosis pertenece a la Clase Actinobacteridae; Orden Actinomycetales; Familia 

Mycobacteriaceae; Genero Mycobacterium; y al complejo Mycobacterium tuberculosis (M. bovis, 

Af. bovis BCG, M. africa1111111, M. micro// y M. tuberculosis). 

1.5. lt/, tllberculosis y su loteracclóo con el hospedero. 

La interacción de los patógenos con sus hospederos ha sido considerada como un evento dinámico y 

de lucha constante. Los patógenos exitosos han desarrollo estrategias de virulencia que promueven 

su capacidad de adhesión, colonización, multiplicación e invasión. Esto ha sido logrado por muchas 

bacterias a través de productos de superficie y de secreción que facilitan su unión a las células del 

hospedero y a través de la competencia y/o evasión de los mecanismos de defensa del hospedero 

(Casadevall A. and L. Pirofski, 2001 ). 

M. tuberculosis ha sido reconocido como un patógeno muy exitoso debido a su habilidad para 

sobrevivir en su hospedero (el humano) evadiendo la respuesta del sistema inmu~e. La micobacteria 

regularmente persiste en macrófagos contenidos en granulomas en los órganos de los hospederos 

infectados. Los granulomas o tubérculos se componen de macrófagos, células gigantes, células T, 

células B y fibroblastos y son producto de una fuerte respuesta inflamatoria para contener la 

infección (Flynn J. L. and J. Chan, 2001). Dentro del macrófago, la bacteria evita In destrucción 

inhibiendo Ja formación del fogolisosoma y empicando mecanismos que aún no son del todo 

conocidos, 

Al igual que en In mayoría de Jos patógenos, M. tuberculosis posee moléculas que interactúan con 

su hospedero y permiten su colonización e invasión. Aunque la micobncteria exhibe un tropismo 

por los pulmones en donde coloniza principalmente macrófagos. Existen evidencias de que puede 

unirse, invadir y replicarse en células epiteliales, constituyendo un nicho ideal para que la bacteria 

pueda persistir y establecer Ja infección evadiendo el ambiente hostil del macrófago (Pethe K., 

Puech V. et.al., 2001 ). Se sabe que M. tuberculosis sintetiza sobre su superficie una adhesinn 

hemoaglutinina de unión a heparina (HBHA, heparin-binding haemagglutinin adhesin), la cual está 

involucrada en la interacción con células epiteliales pero no con fagocitos profesionales. La 

adherencia micobacteriana mediada por HBHA recae en la interacción de su dominio carboxi-' 

terminal rico en lisinas con proteoglicanos que contengan hcparan sulfato (HSPGs) (Menozzi F. D. 

et.al., 2002). Se ha observado en mutantes de M. tuberculosis deficientes de HBHA el papel tan 
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importante que juega esta protefna en fa diseminación cxtrapulmonur (Pethe K;, Alonso S. et.ni, 

2001). 

Recientemente se ha encontrado que M. smegmatis y M. /eprae poseen adhesinas con características 

muy semejantes a fas de la llOIIA de M. t11bercu/osis como la propiedad de tener un dominio 

carboxi-tcrminal rico en fisinas (Pethe K., Puech V. et.al., 2001). Tanto la llDllA como las 

proteínas de M. smegmatis y M. /eprae descritas como protefnas tipo histonas (hlp, hislone like

protein) tienen la capacidad de unir laminina, un componente importante de membranas basales y 

matriz exlracefular. En M. /eprae, se ha reportado que la unión a laminina mediada por fa hlp es un 

factor importante en la adherencia de la micobactcria a las células de Schwann, lo cual contribuye a 

la patogénesis del daño en el sistema nervioso mediado por M. leprae (Marques M.A. de M. et.al., 

2000). 

La presencia de este tipo de adhesinas en micobacterias virulentas como }d. 111bercu/os/s y M. 

leprae es indicio de que estos patógenos han desarrollado más de una estrategia para interaccionar 

con las células del hospedero. 
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1.6. El sistema plasmioógeoo/plasmina. 

El papel del sistema del plasminógeno en los mamíferos ha sido tradicionalmente resaltado en el 

contexto de la librinólisis como la vía central para la disolución de los coágulos de fibrina. (Plow 

E.F. et.al., 1995). Si bien es cierto que esta función es esencial para mantener la hemostasis, juega 

también un papel importante en otras cascadas de activación tales como la activación de 

metaloproteinasas y en otros procesos como angiogénesis, remodelación de tejidos, embriogénesis, 

activación de ciertas prohormonas y factores de crecimiento, así como en la migración e invasión de 

células tumorales. (Lotlenberg R. 1997; Uihteenmfiki K., Kuusela P. and T.K. Korhonen. 2001). 

El plasminógeno (Plg) es una glieoprotdna inactiva de entre 90 y 92 kDa constituida por 791 

aminoácidos. Es sintetizada en el hígado y circula en la sanb'l'C normalmente en una concentración 

de 2µM. Tiene un residuo de ácido glutúmieo en su extremo amino terminal por lo que se le 

denomina glu-plasminógcno, este residuo se pierde junto con 76 aminoácidos cuando es modificado 

a la forma lis-plasminógeno (porque es una lisina la que se encuentra en su extremo N-terminal). El 

lis-pla.,minógeno puede ser activado a plasmina cuando es escindido en el enlace pept(dico arg560 -

val561, manteniéndose la molécula unida mediante puentes disulfuro (Winram S. B. And R. 

Lottenberg 1998), Figura 1.3. 

Mt1 

Ptasmlnógello/Plasmlna 

Ara.. Sitio de coree del 
-4- aclivador de Plg 

Val,., 

Figura I.3 Representación de los dominios kringlc de la molécula Plasmlnogcno. 
(Tomado de Ulhteenm~kl K., Kuusela P. and T.K. Korhoncn. 2001). 
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La plasmina es una proleasa de serina de amplio espectro que cataliza Ja hidrólisis de enlaces 

peptidicos sobre los sitios C-terminal de residuos de lisina y arginina (Andreasen P.A., I!gelund R. 

and 1-1.H. Petersen. 2000). A diferencia del Plg que es la proenzima de una sola cadena, la plasmina 

está formada por dos cadenas: una pesada y una ligera. La cadena pesada N-terminal presenta cinco 

dominios denominados "kringle" mientras que la cadena ligera C-tem1inal contiene el dominio 

calalftico típico de protcasa de serina (Lilhteenmilki K., Kuusela P. and T.K. Korhoncn. 2001), 

Figura 1.3. l.os dominios kringle presentan sitios de unión a lisina (LBS "lisine binding sites"), los 

cuales reconocen prc!Crcncialmcnte lisinas carboxi-tcrminal y además median la localización del 

Plg a fibrina. (Parry M. et.al. 2000). 

La conversión de Plg a plasmina puede ser catalizada por cualquiera de los dos principales 

activadores de Plg en mamíferos: el activador tisular de Plg (IPA, "tissue plasminogen activntor") o 

por el activador tipo urocinasa de Plg (ul'A, "urokinase plnsminogen activator"), ambos con 

actividad de proteasa de serina. (Plow E.F. et.al. 1995), Figura 1.4. El papel del tPA ha sido descrito 

principalmente en la librinólisis mientras que el del uPA ha dominado en migración celular. 

El sistema pllmninó¡¡;eno I plasmlna 

J Plasmma r--------j·a2-ant1plasmina 1 

1 CoágWo defibrma ( l '~---~ - - Degradación de 
1 Procolagcnasas 1 laminina y fibronectina 

~--;il~~~pc: 
Figura I.4. Regulación del sistema plasmlnógeno/plasmlna. 
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DebÍdo a~ su alta concentración en el plasma y a su participación en numerosos procesos, la 

activación de Plg a la forma enzimaticamente activa está regulada por los inhibidores de los 

activadores de plasminógeno (PAl's, "plasminogcn nctivators inhibitors") y por la inhibición 

direrita de la plasmina a través de la serpina a2-antiplasmina o de la a2-macroglobulina. La a2-

antiplasmina es el principal inhibidor de plasmina soluble; forma un complejo 1: 1 con la plasmina 

mediado por los LBS. Sin embargo, si la plasmina permanece unida a alguna superficie a través de 

los LBS la inhibición por a2-antiplasmina no puede ocurrir. 

Los dominios kringle del Plg se unen tanto a residuos de lisina como a análogos de este, como el 

ácido c-aminocaproico (EACA "&-aminocaproic acid). el cual es empleado como inhibidor en la 

unión del Plg con fibrina (Adams M. 1986). 

J.6.1. Importancia de la pl11smin11 unida n una superficie celular. 

Además de las funciones reguladoras de los activadorcs de Plg, inhibidorcs de activadores de Plg e 

inhibidorcs directos de plasminn, recientemente se ha descrito que la unión del Plg a una superficie 

juega un papel importante en el control de la activación a plasmina. Tanto Ja superficie de fibrina 

como las superficies celulares ejercen un efecto muy peculiar en el Plg, se ha visto que cuando el 

Plg está unido a proteínas de superficies celulares via LBS su activación a plasmina es acelerada; 

ademas la actividad protcolítica de la plasmina unida a una superficie es mantenida en un ambiente 

que impide su inhibición como ya se mencionó anteriormente. (Plow E.F. et.al. 1995, Herrcn T. 

et.al 2003). 

Las proteínas de las superficies celulares que reconocen los LBS del Plg, funcionan como 

receptores de Plg (PlgRs), su distribución es muy amplia y heterogénea en diferentes tipos celulares 

como se muestra en la Tabla 1 (Plow E.F. et.ni. 1995). 

Los PlgRs en conjunto con los activadores de Plg, promueven la efectiva generación de plasmina 

sobre las superficies celulares. La regulación de esos receptores, constituye un factor muy 

importante en el control del sistema Plg/plasmina. Cualquier cambio en el número de receptores o 

en la afinidad, podría ejercer un efecto sib'llificativo en el control de la respuesta celular 

iníluc'llciada por el Plg (llcrren T. et.al. 2003). 
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Tabla 1. Distribución celular y densidad de PlgRs 

Plaquclas 
Granulochos 
Monocitos 

Tipo ce/11/ar 

LlnC"as celulares monocitoides (U937, THP-1) 
Linfocitos 

Células lcucémica.' {WEH1·3B), RP!'.11·1788) 

Células fibroblásticas 

Células fibrosarcoma {HT-1080) 

Células glloma (C<1) 

Carcino colonico (SWI 116) 

Células ustcosarcoma (MG-63) 

Células epiteliales (glomcrularcs) 

Células cndotclialc:s 

PlgR• 
Si/los X I o' !Cé/11/a 

0.37 

1.6 

4.4" 

160'4200 

4.9 

4-190 

3IO 

36 

O.IS 

75 
60 

1.4-210 

La importancia de Ja actividad proteolitica de plasmina sobre las superficies celulares puede verse 

tanto en procesos fisiológicos como remodelación tisular y angiogénesis, nsi como en procesos 

patológicos como la artritis reumntoide, leucemia, metástasis e invasión de células tumorales. 

(Andreasen P.A., Egelund R. and 11.11. Petersen. 2000, Herren T. et.al. 2003). 

1.6.2. La plasrninn y In matriz cxtrncclular. 

Ln p!asmina interviene directa o indirectamente en Ja degradación de componentes de la matriz 

extracelular (MEC) y membrana basal (MB), que son Jos adhesivos. celulares que.· pcrrniten 

mantener unidas a las células de un tejido y constituyen las principales barre~s tisulares en los 

mamlfcros. La unión de plasmina a las células, es usada como un mecanismo para facilitar su 

migración n través de estas barreras. 

La degradación de Ja MEC y MB por plasmina es debida n Ja proteólisis de componentes como 

fibroncctina, el factor von Willebrand, Jaminina, vitroncctinn y trombospondina; y a Ja activación de 

mctaloproteinasas de matriz (MMP) como colagenasa intersticial, estromclisina-1 y gelatinosa B, las 

cuales a su vez deb>radan otros componentes de Ja MEC y MB. (Ulhtecnmliki K., et.ni. 2000, Bass 

R. and V. Ellis. 2002). Asimismo In plasmina puede afectar Ja actividad de citocinas y factores de 

crecimiento como el TGF p, el cual influencia la composición de la MEC. (Ilerren T. et.al. 2003). 
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1.6.3. El papel de la interacción del plasminógeno con componentes bacterianos. 

En las infecciones bacterianas, uno de los pasos más importantes es la interacción inicial del 

patógeno con el hospedero. Este paso es considerado como un prerrequisito para la supervivencia 

de la bacteria y para la diseminación hacia los tejidos blanco y tejidos más profundos. La actividad 

proteolítica es un factor importante en la patogénesis de las enfermedades infecciosas, ya que 

además del daño al tejido, permite la invasividad de las bacterias a sitios secundarios de la infección 

dentro del hospedero. 

Se sabe que muchas bacterias patógenas interactúan con los sistemas de cascada dependientes de 

proteasas de sus hospederos, incluyendo las cascadas de la coagulación, fibrinólisis, activación de 

complemento, fagocitosis y la cascada de calicreina-cinina. (Lilhteenmilki K., Kuusela P, and T.K. 

Korhonen. 2001). 

Debido a la alta concentración del Plg en el plasma y a su amplia actividad proteolftica de su forma 

enzimática plasmina, recientemente se ha propuesto que el .sistema Plg/plasmiria puede ser un 

mecanismo usado por muchas bacterias patógenas para facilitar su movimiento a través de las 

barreras tisulares. (Lottenberg R., D. Minning-Wcnz und M. D. P. Boyle. 1994, Lottenberg R., 

1997). 

Como ya se mencionó antcriom1ente, en los mamíferos los principales activadores de Plg son tPA y 

uPA, sin embargo, se ha identificado la presencia de activadores de Plg en varios grupos de 

bacterias tanto Gram ( +) como Gram (-). Los activadorcs bacterianos descritos hasta el momento 

son: estreptocinasa (Sk) en los grupos A, C y G de estreptococos (Kuusela P. et.al. 1992), 

cstufilocinasa en Staphy/ococc1ts a11re11s (Kuusela P. And O. Saksela. 1990, Mlllkilnen T. et.al. 

2002) y Pla en Yersi11ia pes/is (Lfitenmaki K. et.al., 1998). As( mismo, un gran número de 

receptores de Plg (PlgRs) han sido descritos en numerosos microorganismos como Strep_tococcus, 

Sa/111011e/la, /Jorrelia y Escl1ericlria coli entre otros, los cuales se resumen en Ja Tabla 2.-

La presencia de PlgRs o Ja expresión de activadorcs demuestran la intcra_cciÓn de l~spatÓgenos con 

sus hospederos. Muchos de ellos pueden adaptar, capturar o usar los factores del propi~-hospcdcro 
para facilitar su replicación o dispersión. 
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Tabla 2. Especies bacterianas que se ha Identificado presentan PlgRs. 

Esprclc buctcrlam1 

/Jorre/ta hurgdurfcri 

Rectplor 

70 kDa (Oppi\) 
J.ipoprolcina A {OspA) 

Bra11hamclla t.'Ularralts f'u identificado 

Esclu!rlcl1w wli 

Grupo A de c!itrcptococos 

Grupos A y C de estreptococos 

Grupos A, C y G de estreptococos 

Haemoplii111S influen:ar 

l!t•ficobacter pylori 

Neisn:riu me11i11gt1itbs, N. go11orrhoc!t1<' 

Sa/mo11dla t;plumurium 

S1aphylocon·11s mm.·us 

S1rC'plococc11s p11c11moniac 

Trrponcma de111icola 

F1mbnac 
í-lugclo 

u-cnolasa {SEN) 

Gliccraldchldo J fosfato 
deshidrogcnasa 
Gi\JPDIJ 

Protclna lipo M (PAM) 

Aspartusa 

No identiticado 

No idcntilicado 

No idcn1ificado 

No identificado 

No idcntilicado 

No identificado 

!"'o identificado 

No idcnlilicado 

H.eferencia 

Hu L.T. et.al. 1997. 
Fuchs H. H .. , et.ni. 1994. 

Colcman J.L. t 995 

Ullberg M. el.al. 1990. 
Korhoncn T.K. 1997. 
Uihtecnmtlki K., el.al. 1993. 
Li z. et.al. 1997. 
Winram S. B. nnd R. Lottcnbcrg, 
1998. 

Loncnbcrg R. et.al. 1992. 

licrgc A and U. Sjobring 1993 
Kuuscla P. et.al. 1992. 

Ullberg M. et.al. 1990. 

Ljungh Asa. 2000. 

Ullberg M. el. Al 1992. 

Ullberg M. et.al. 1990. 

Ullbcrg M. et.al. 1990. 

Korhoncn T.K. 1997. 
Kuusela P. and O. Sakscla. 1990. 
M6lk!incn T. et.al. 2002 

Ehcrhard T. el.al. 1999. 

L!ihtccnmllki K.. Kuuscla P. and 
T.K. Korhoncn. 2001. 

En el caso de la interacción bacteriana con el sistema Plg/plasmina, se ha propuesto que ocurren 

básicamente dos vias o mecanismos por los cuales los patógenos pueden usur el sistema 

Plg/plasminu para invadir los tejidos adyacentes (Loltenberg R., D. Minning-Wenz and M. D. P. 

Doyle. 1994), figura 1.5. 

El primero de ellos es la activación de Plg mediuda por activadores de Plg producidos por la 

bacteria, es decir, el activador bacteriano convierte directamente el Plg a la forma plasmina, un 

ejemplo muy claro de ello es la cstrcptocinasa o la estafilocinasa. 
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A(livación direc1a por aclh1adorcs pmdocidus 
por la bacleria 

Aelivación por los aelivadorc!l propins del 
hospedero potenciada por los PlgRs 

Figura I.5. Representación de las dos formas en que las bacterias patógenas 
pueden usar el sistema Plg/plasmlna para Invadir los tejidos. (Tomado de 
Llihtccnmakl K., Kuusela P. and T.K. Korhonen. 2001). 

El otro mecanismo esta determinado por los propios activadores del hospedero, la bacteria a través 

de los PlgRs es capaz de usar los uctivudorcs naturales del hospedero y potenciar la conversión a 

plasmina. En ambos mecanismos, lo unión de la bacteria a la molécula de Plg es primordial, y esta 

unión gcncralmcnte está determinada por los LBS, lo que provoca que los inhibidores fisiológicos 

como a2-antiplasmina no puedan actuar sobre la plasmina unida a Ja bacteria impidiendo as! su 

"'b"'lución. (Llihtccnmtiki K., Kuusela P. and T.K. Korhoncn. 2001 ), 

En general, Ja interacción entre las bacterias y el sistema Plg/plasmina constituye una vfa por la cual 

las células bacterianas generan una actividad proteolítica no regulada sobre su superficie.Jo que 

facilita la destrucción de los componentes de Ju M EC y ayuda a Ja bacteria a penetrar a través dC!as 

MB. La facultad que pueden adquirir los patógenos con esta actividad es sin duda la de cruzar 

barreras tisulares permitiéndole colonizar diferentes tejidos (Lottcnbcrg, et.al., 1994). 

TfSIS CON 
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II. Hipótesis 

Mycobacterium tuberculosis posee proteínas con capacidad de interaccionar con el plasminógeno 

humano, esta unión puede llevar a la activaci6n directa del plasminógeno a plasmina o bien 

favorecer la activación por tPA. 

III. Objetivo General 

Identificar las proteínas de M. tuberculosis que unen plasminógeno humano. 

111.1. Objetivos Espec!ficos. 

l. Identificar en el extracto soluble de M. tuberculosis Jos receptores que unen plasminógcno 

humano. 

2; Evaluar si la interacción de ·Jos receptores de M. tuberculosis . con plasminógcno 

directamente conlleva a su conversión a plasmina. 

3. Evaluar si Ja unión de los receptores de M. tuberculosis a plasminógcno favorecen la 

activación a plasmina por tPA. 
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IV. Diseño Experimental 

Unión de las proteínas del extracto soluble, filtrado de 
cultivo y paredes celulares de M. 111bercu/osil· 

a Plg por lnmunoblot 

Análisis por 20 SDS-PAGE e inmunoblot de las 
proteínas del extracto soluble que unen Plg 

Identificación de las proteínas que unen Plg 
Por análisis de su secuencia amino-terminal 

Producción de las proteínas que unen Plg 
recombinantes en E. coli 

Ensayos de Unión a Plg 
de las proteínas recombinantcs 

y del ES 

lnmunoblot J 
ELISA 

'--~ 

Ensayos de activación de Plg 
en presencia y ausencia de tl' A 
con las proteínas recombinantes 

yel ES 

Mierocnsayo en placas de ELISA 
usando un sustrato cromogénico 

especifico para Plasmina 
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V. Materiales y Métodos 

V.O. La lista de reactivos y especificaciones de algunos métodos pueden revisarse en el anexo. 

V. t. Obtención de diferentes fracciones de 111. tuberculosis. 

M. 111berc11/osis H37Rv fue crecida en medio PBY durante 6 semanas. La masa bacteriana se separó 

del medio de cultivo por filtración; las protelnas del filtrado de cultivo (FC) se precipitaron con 

sulfato de amonio como lo describió Espitia y colaboradores en 1991. Las bacterias fueron 

resuspcndidas en solución amortiguadora PBS y lisadas por sonicación (rompimiento de las células 

por undas sonoras). El lisado celular fue centrifugado para separar las paredes rotas (precipitado) de 

la porción soluble (sobrcnadantc) obteniendo así el Extracto Soluble (ES). Las proteínas de las 

paredes celulares (PC) fueron extraídas con SDS al 2 % a 60 ºC durante 1 hora. 

V.2. Unión de las protelnas de la micobacterla a Plg por Westernblot. 

Las proteinas del filtrado de cultivo (FC), extracto soluble (ES) y paredes celulares (PC) de la 

micobacteria fueron analizadas en un gel al 12 % SDS-PAGE (Electroforesis en Gel de 

Poliacrilamida - Duodecil Sulfato de Sodio). La concentración de protcina en cada fracción fue 

determinada por el método de Bradford. En cada pozo se cargaron aproximadamente 10 µg decada 

una de las muestras. El gel fue transferido (Westemblot) a una membrana de nylon PVDF a 60v 

durante 1 hora para después hacer la inmunodetección o bien teñirse con azul de Coomassie. 

V.3. lnmunoblot. 

Para detectar las protelnas que se unen a Plg, primero la membrana se incubó con Plg (20 u/mi) 

diluido 1 :500 en solución BSA al 3 % PRS-twcen20 al 0.05 % durante 1 hr a temperatura ambiente 

(T.A.) y en agitación lenta. La membrana fue lavada dos veces con PBS-tween20 al O.OS %. 

Después se incubó con un anticuerpo policlonal de conejo antiplasminógeno (Antiplg) diluido 

1: 1000 en la solución de BSA PBS-tween20 durante 30 mio a T.A. en agitación lenta. Se lavó dos 

veces y se incubó posteriormente con un seb'tlndo anticuerpo Proteina A 1 :2000 conjugado con 

peroxidasa. Nuevamente se lavó con PBS-tween20. Las bandas de las proteínas que se unieron a 
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Plg se revelaron incubando finalmente la membrana con 1 µ!/mi de peróxido de hidrógeno (H20,) al 

30 % en PBS-tween y diaminobencidina (DAD) como colorante. 

V.4. Inhibición de la unión de las protclnas micobaeterinas a Plg. 

Como se sabe que la unión de muchos receptores a Plg es mediada por los sitios de unión a lisina 

(LBS), se realizó un ensayo de inhibición por competición, esto se hizo siguiendo el mismo 

procedimiento del inmunoblot pero incubando la membrana simultáneamente con Plg y un análogo 

de lisina, el ácido c-aminocaproico (EACA). 

Los ensayos posteriores se realizaron empicando solo las protelnas del ES. Las otras fracciones 

están fuera del alcance de este trabajo. 

V.5. Análisis por 20 SDS-PAGE. 

Para resolver mejor las proteinas del ES que unen Plg se realizó una electroforesis de doble 

dimensión (O'Farrel, 1975). En esta electroforesis las proteínas son separadas inicialmente por 

isoelectroenfoquc (primera dimensión) en tubos capilares a través de los cuales se hace pasar un 

gradiente de pH utilizando anfolinas, el rango de pH fue de 3.5 a 10. Las protelnas se mueven hasta 

el sitio de pH en donde su carga es ib'llal a cero (punto isoeléctrico). En In segunda dimensión, las 

proteinas fueron separadas de acuerdo a su peso molecular mediante electroforesis en gel de 

poliacrilamida SOS al 12%. La doble dimensión se realizó en geles paralelos, los cuales 

posteriorrncntc fueron transferidos a membranas PVDF (realizado por Angélica Amador). En una 

membrana se hizo la detección por inmunoblot de las proteínas de M. tuberculosis que unen Plg y la 

otra se tiñó con azul de Coomassic. 

V.6. Identificación de las protelnas por secuencia. 

Las membranas de la 2D fueron comparadas para identificar en la membrana teñida con Coomasie 

aquellos puntos detectados en el blot, una vez identificados, se cortaron de la membrana y se 

secuenciaron en su región amino-terrninal. Los resultados de la sccucnciación fueron analizados y 

comparados con las secuencias de las bases de datos disponibles en linea (Blast search protein

protcin. Database: Ali non-redundan\ GenHunk CDS translations, PDB, SwissProt, PIR, PRF. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blasVDlast.cgi). 

TESIS CON 
FAV.A DE OR!GF:N 

17 



V.7. Producción de protclnas recomblnantcs. 

Los genes de M. 111berc11/osis H37Rv correspondientes n las proteínas identificadas, Rv0350 

(Hsp70) y Rv2220 (GlnA J, Glutnmina sintetasa) fueron clonados y expresados en é.'scherichia coli 

(E. coli). La protelna recombinante Hsp70 se obtuvo por donación del Dr. Mahavir Singh (del 

Centro Biotecnológico Alemán GDF de Draunschweig Alemania). El gen de la proteína G!nA 1 fue 

clonado en un plásmido con resistencia para ampici!ina (pMCLI 76.2/I) y se le agregó además un 

tallo de histidinas para su posterior purificación (realizado por Marcclo Comini del grupo del Dr. 

Singh). La inducción de la expresión de la proteína se realizó en Ja cepa E. co/i BL-21 (DE3), en Ja 

cual se formaron cuerpos de inclusión como consecuencia de la sobreexpresión de la proteína 

insoluble recombinante. Los cuerpos de inclusión fueron solubilizados en un buflcr de lisis con 

urea, una pcqueila parte de Ja proteina solubilizada fue dializada y el resto se purificó por 

cromntOb'T'alia de afinidad a través de una columna de Niquel. La proteína purilicada se liofiliz6 

para su uso en los ensayos posteriores. 

V.8. Ensayos de unión a Plg con las protefnas recombioaotes. 

La proteínas Hsp70 y G!nAI recombinantes fueron sometidas n SDS·PAGE y transferidas n 

membranas PVDF, una membrana fue incubada con Plgl Antiplg y otra con Plg-EACA/ Antiplg de 

la misma forma en que ya se habfa descrito anteriormente . 

. E!.ISA.- 1 µg, 2.5 µg y 5 µg de cada una de !ns protcfnas (Hsp70, GlnAI y ES) fueron fijados a 

placas de ELISA en 100 µ! de solución amortiguadora de carbonatos pH 9.6 incubando la placa 

toda la noche a 37 ºC. Los pozos con las proteínas fueron bloqueados con BSA/PBS-twecn para 

evitar uniones inespecíticas a las paredes del pozo. Posteriormente se incubaron con Plg 1 :500 

durame 1 hora, Antiplg 1: 1000 durante 30 min. y Proteína A 1 :2000 durante 30 min. siguiendo el 

mismo procedimiento que en el inmunoblot, los lavados en cada paso se hicieron con PBS-tween20. 

Para revelar se usaron 100 µ!por po7.o de una solución preparada con tabletas de DAB-peroxidasa 

en buifer citrato-fosfato con H20 2• La reacción se llevó a cubo en aproximadamente 1 O min después 

de los cuales se detuvo añadiendo 50 µ! a cada pozo de HCI 3 N. La medición del color emitido por 

la reacción se leyó en un lector de placas de ELISA a D.0.492,m. 

Gel de Agarosa.- Con la finalidad de observar la formación de un complejo entre el Plg y la 

protelna reeombinantc, se llevó a cabo una electroforesis en gel de agarosa hajo condiciones no 
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desnaluralizantes (Kim R., Yokota H. and S. Kim, 2000), es decir, no se les •b'l"cgó 13-
mercaptoetanol a las muestras. En un gel de agarosa al 0.8 % se cargaron la proldna recombinante 

y el Plg en una proporción 1: 1 volumen con buffer de carga (20 % glicerol, 0.2 % azul de 

bromofenol y 0.12 M Tris-base). La mezcla de prote!na y Plg fue previamente incubada a 37 ºC 

durante 30 min unles de ser cargada al gel. El gel se corrió en el amortiguador 25 mM Tris pH 8.5 

19.2 mM glicina a 50 v durante 1 hr y posteriormente se liño con azul de Coomassie. Este ensayo 

sólo se hizo con Ja prote!na recombinante Hsp70 y Plg, la proteína GlnAI no migró en el gel bajo 

estas condiciones, 

V.9. Ensayos de activación de Plg. 

E11 so/11ció11.- Para este ensayo se emplearon placas de ELISA para microtitulación. Se evaluó Ja 

capacidad de las prote!nas recombinantes y del ES de activar el l'lg a la forma plasmina en 

presencia y ausencia de J ng de tPA. En cada pozo se colocaron 5 µJ de proteína o ES (aprox. Jµg 

de prolcfna), 5 µl de tPA (1ng),20 ¡1! de un sustrato cromog.;nico para plasmina (1.5 mM) y 150 

µl Plg (20 u/ml diluido l :500 en solución amortiguadora Tris 50 mM pi! 7.4), se llevó todo a 200 µl 

con buffer Tris 50 mM pH 7.4. Después de Ub'l"egar al final el sustrato y el Plg, la placa se leyó 

inmediatamente a O.D,osrun y se mantuvo incubada a 37 ºC durante 1 hr. Cada JO min se tomó 

lectura del progreso de Ja reacción. En el ensayo se tuvieron como controles: estreptocinasu (1000 

u/mi) como control positivo (independiente de tPA) y la proleína de 38 kDa recombinante en E. co/i 

con tallo de histidina (1 µg) como control negativo, ambas proteínas se añadieron siempre en un 

volumen de 5 µl. 

Co11 las pro1eí11as fijas.- En este ensayo, las proteínas se fijaron a Jos pozos de una placa de ELISA 

con amortiguador de carbonatos (5 µg de cada proteína en 100 µ1 de solución de carbonatos pH 

9.6), similar a un ELISA convencional. La placa se incubó toda Ja noche a 37 ºC y la solución no 

evapor-dda se descartó. Sin bloquear la placa, se agregaron 5 µ1 de tl'A (10 ng), 20 µ1 del sustrato 

cromogénico (1.5 l!h'vl) y 150 µl de Plg (misma concentración que en el ensayo en solución) y se 

llevó también todo a 200 µl con buffer Tris 50 mM pH 7.4. Se incubó a 37 ºC durante 1 hr y se leyó 

a O.D,05 .m cada 10 min. Ante< de cada ensayo se realizó primero una curva de tPA, para determinar 

In concentración apropiada. 
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VI. Resultados 

Vl.1. Unión de las proteínas de M. t11berc11/osis a Plg. 

Las proteinas de M. 111berc11/osis que unen Plg humano fueron identificadas por Westemblol en las 

tres ftaccioncs PC, ES y l'C. La reactividad con el Plg se observó principalmente en bandas de 

aproximadamente 66 y 60 kDa. En las PC se observó además reactividad con una banda de 

aproximadamente 30 kDa. La especificidad de la unión se determinó por la inhibición de la 

interacción en presencia del análogo de lisina EACA (Figura 1 ). 

Azul coomassie 

. . 
2 3 

B 

97 • 

66 • 
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40 • 
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24 • 

Plg Plg+EACA 

2 3 2 3 

Figura VI.1. 505-PAGE al 12% transferido a una membrana PVDF. A) Membrana teñida con azul de 
Coomassle. B) Inmunoblot, membrana incubada con Plg / AntlPlg y con Plg + EACA / AntlPlg. carril l. 
PC, carril 2. ES y carril 3. FC de M. tuberculosis. 
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Vl,2, Análisis de las protcinas del ES que unen Plg por 20 SDS-PAGE e inmunoblot. 

Con el fin de caracteri71ll' los receptores de M. h1berculosis que unen Plg, las proteínas del ES se 

resohieron por electroforesis 2D en un rango de pH de 3.5 a JO. En la segunda dimensión las 

bandas se separaron en un gel SDS al 12% y posteriormente se transfirieron a membranas PVDF 

para poder detectar mediante inmunoblot cuáles puntos se unen a Plg. Así mismo se incubó Ja 

membrana con Plg-EACA para comprobar que Ja unión está mediada por Jos LBS. 

Más de 8 puntos fueron reconocidos por el anticuerpo AntiPlg. Se observó que tanto para la banda 

de aproximadamente 66 kDa como para la de 60 kDa identificadas previamente hablan varias 

isofonnas (Figura 2). 

A 

licido 

Azul de Coomasic 
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66kD• 
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Figura VI.2. Electroforesis de doble dimensión de las proteínas del ES de H. tuberrulosls. pH 3.5 - 10 SDS
PAGE al 12 % transferido a una membrana PVDF. AJ Membrana teñida con azul de coomassle. B) 
lnmunoblot, membrana Incubada con Plg / AntiPlg. CJ lnmunoblot con Plg + EACA / AntiPlg. Los puntos 
correspondientes a las bandas de 66 v 60 kDa detectadas en el blot se colocallzaron en el gel paralelo tenido 
con Coomasle. 
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VI.3. Identificación de las protefnas que unen Plg por análisis de secuencia. 

De todos los puntos identificados en la electroforesis 20, únicamente de 3 se obtuvo la secuencia 

amino-terminal. Esta se comparó con las bases de datos y se identificó que los puntos correspondían 

a la proteina de estrés calórico de 70 kDa (Hsp70, "Heat shock protein 70") y a la Glutamina 

sinteusa (GlnAl) de 55-58 kDa, que a su vez corresponden a los genes Rv0350 y Rv2220 

respectivamente, de acuerdo a lo reportado en la secuencia del genoma de M. tuberculosis (Cole 

S.T. y colaboradores, 1998). 

Al hacer el análisis de la secuencia completa de estas protelnas, se encontró que la Hsp70 tiene 6.24 

% de Jisinas y la GlnA 1 4.8 %. La llsp70 además posee una lisina en el extremo carboxi-terminal. 

llsp70 

GlnAI 

MARAVGIDLGTINSWSVLEGGDPVVVANSEGSRTIPSIVAFARNGEVLVGOPAKNOAVT 
NVDRTVRSVKRHMGSDWSIEIDGKKYTAPEISARILMKLKRDAEAYLGEDITDAVITIPAYF 
NDAQRQATKDAGQIAGLNVLRIVNEPTAAALA YGLDKGEKEQRILVFDLGGGTFDVSLLEI 
GEGWEVRATSGDNHLGGDDWDQRWOWLVDKFKGTSGIDL TKDKMAMQRLREAAEK 
AKIELSSSQSTSINLPYITVDADKNPLFLDEQLTRAEFORITQDLLDRTRKPFQSVIADTGIS 
VSEIDHWLVGGSTRMPAVTDLVKEL TGGKEPNKGVNPDEWAVGAALOAGVLKGEVKD 
VLLLDVTPLSLGIETKGGVMTRLIERNTIIPTKRSETFTIADDNOPSVQIQVYQGEREIAAH 
NKLLGSFELTGIPPAPRGIPQIEVTFDIDANGIVHVTAKDKGTGKENTIRIOEGSGLSKEDID 
RMIKDAEAHAEEDRKRREEADVRNQAETLVYQTEKFVKEQREAEGGSKVPEDTLNKVDA 
AVAEAKAALGGSDISAIKSAMEKLGQESQALGQAIYEAAOAASQATGAAHPGGEPGGAH 
PGSADDWDAEWDDGREAK 

MTEKTPDDVFKLAKDEKVEYVDVRFCDLPGIMQHFTIPASAFDKSVFDDGLAFDGSSIRG 
FQSIHESDMLLLPDPETARIDPFRAAKTLNINFFVHDPFTLEPYSRDPRNIARKAENYLISTG 
IADTAYFGAEAEFYIFDSVSFDSRANGSFYEVDAISGWWNTGAATEADGSPNRGYKVRHK 
GGYFPVAPNDQYVDLRDKMLTNLINSGFILEKGHHEVGSGGQAEINYQFNSLLHAADDMQ 
LYKYllKNTAWQNGKTVTFMPKPLFGDNGSGMHCHQSLWKDGAPLMYDETGYAGLSDT 
ARHYIGGLLHHAPSLLAFTNPTVNSYKRLVPGYEAPINLVYSQRNRSACVRIPITGSNPKAK 
RLEFRSPDSSGNPYLAFSAMLMAGLDGIKNKIEPQAPVDKDLYELPPEEAASIPOTPTOLS 
DVIDRLEADHEYLTEGGVFTNDLIETWISFKRENEIEPVNIRPHPYEFAL YYDV 

También se buscaron las proteinas identificadas en el proteoma 20 de la base de datos European 
Bacteria Proteome Project (EBP}, en la cual ya se encontraban reportadas ambas proteínas (Figura. 
3). 
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P1utetl'I Name 

Short Protl!in N<ll"ne 
flyORF 
NCBll\i'cNo 

(70 k.t'!o hHt shock 11rut•1n, 
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(OnoKl 
[R...0350] 
(Z09482'J] 

t . "Protetn Name 

.¡ Shf)rt Prote1n NMna 

;~~~ .~ElvOAF 

(Glutbmine syntlletaui cien 1) 
[GlnAl] 
[R't'Z220] ,. NCBI Ai.cNo [17079~} 
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::.k : 

Figura VI.3. 20 PAGE del proteoma de N. tuberculosis (fracción soluble) reportado por 
la EBP. (Tomado de la pagina http://www.mpilb-berlin.mpg.de/20-PAGE). 

VI.4. l'roducclón de proteínas rccombinnntcs. 

El gen que codilka para la protcina GlnA I, fue clonado y expresado en E. coli. La proteína se 

purificó por cromatogralia de alinidad empicando una columna de Níquel, la cual pcmlite purificar 

protc:inas que contengan un tallo de histidina. En la Figura 4 se muestran las fracciones obtenidas de 

la purificación de Ju GlnA l. La proteína llsp70 de M. tuberrnlosis rccombinantc en H. coli fue 

purifüuda baJu las mismas condiciones que la GlnA 1 y donada por el Dr. l\fahavir Singh del Centro 

l!iotemológico Alemán (Gl!F de llraunschwcig Alemania). 

• -l 

so=: 
40--
30-
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Figura VI.4. 505-PAGE al 12 % teñido con azul de Coomassle. Carril 1. ES de E. coli, carril 2. 1.,. 
lavado del ES de E. coli, carril J. 2° lavado del ES de E. col/ , carril 4. Cuerpos de Inclusión 
sclubilizados antes de pasar por la columna, carril s. Flujo de la columna (flow through), carrile5 6, 7, 
8, 9, 10, 11, 12, 13. 14 y 15. Fracciones 2 a 11. , 
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Vl.S. Unión de las proteínas rccombinuntes a Plg por inmunohlot. 

La unión de las proteinus rccombinantcs purificadas a Plg se analizó por inmunohlol. En la figura 5 

se observa que las proteínas llsp70yGlnA1 rccombinantcs tienen la capacidad de unir el Plg y que 

esta uniiin está mediada por los sitios de unión a lisina del Plg, ya que la intcraccilin fue 

cspccificamcntc inhibida cun EACA. 

2 2 2 

'J7 -..... -66 

55 .... .. 
Jtl 

)J ---14 

IJ ~ 

Comassic Plg Plg+EACA 

Figura VI.5. Inmunoblot. De izquierda a derecha, membrana teñida con azul de Coomassie, 
membrana Incubada con Plg / AntiPlg y membrana incubada con Plg + EACA / AntlPlg. Carril 1. 
Proteína GlnAl, carril 2. Protclna Hsp70 de N. tuberculosisrecombmantes en E'. Col/. 
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VJ.6. Unión de las proteínas r<>comblnanles n Plg por ~:LISA. 

l'vlcdiantc un ensayo <le ELISA se evaluó también la capacidad de uniún u Plg tanto de las proteínas 

rccombinantes como del ES. l.us proteínas recombinantcs y el ES de ,H. tuberculosis se adhirieron a 

placas de ELISA de 96 po7os. Se detectó la unión del Plg a las proteínas recombinantes en 

diferentes conccntrncioncs empleando el anticuerpo Antiplg. 

La umón de las proteínas a Plg fue dependiente de la com:cntración de las mismas, este efecto l'ue 

muy evidente para las proteínas rccombinantcs mas no para el ES (Figura 6). En este ensayo se 

uti1izaron como controles negativos las proteínas rccombinantcs de 38 kDa de /1f. tuberculosis 

c.\prcsadas en E. coli y ,\fycohac1ai11111 smeg111a1is (381\fs). La primera tiene un tallo de histidina 

(38Mi5) y se purificó bajo las mismas condiciones que Hsp70 y GlnAI . 

O.O. (492 nm) 

1.0 1 
0.8 

::1~ l 
::: JUl111J 

[IJ 5 µg 

•2.s 1•9 
01 ¡tg 

ES Hsp70 GlnA1 38 His 38 Ms tPA 

Figura VI.6. Unión de las proteínas recombinantes y el ES a Plg por ensayo de EUSA. Los 
pozos de la placa de ELISA fueron recubiertos con 1 119, 2.5 µg y 5 µg de cada una de las 
proteínas, los cuales fueron incubados con Plg, AntiP/g y Proteína A pcroxidasa. La lectura se 
hizo a una º·º·~92 nm 
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VI.7. Formación del complejo Plg-Hsp70. 

La uni<Ín de la proteína recombinante llsp70 y el l'lg se observó en fonna nativa al formarse un 

complejo cuando ambas protclnas están en solución. Esto se visualizó mediante electroforesis en 

geles de agarosu en condiciones no desnaturalizantcs. Ambas proteínas se incubaron pre\'iamcntc de 

manera conjunta para pem1itir la formación del complejo. 

El Plg solo se observó en la parte superior del gel, mientras que el complejo Hsp70/Plg se observó 

en la parte media del gel. Esta unión fue inhibida cuando se ai1adió EACA a Ja mezcla. La proteína 

llsp70 sola migró hacia Ja pune inferior del gel a la misma altura Lle la BSA (albúmina 

estabilizadora de Plg) (Figura 7). 

Plg-+ 

Hsp70 _..,. .~¡· 

2 .j 

.__ Complejo 
llsp70!Plg 

Figura VI.7. Electroforesis no desnaturalizante en gel de agarosa teñido con 
azul de Coomassle. carril l. Hsp70, carril 2. Plg, carril 3. Hsp70 y Plg 
(incubadas previamente durante 30 min a 37ºC) carril 4. Hsp70, Plg y EACA. 
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Vl.8. Cnructeriznción de la unión de llsp70 n l'lg. 

Como ya se mencionó, la protcinu llsp70 pertenece u una gran familia de prutcinus de estrés 

calórico conocidas también como chaperonas. Nommlmcnte estas proteínas se unen a ATP para 

llc1•ar n cabo su función de chaperona. Se sube que poseen un dominio de unión a ATP ( ATPl!D) y 

un dominio de unión al pCptido al que van a asistir durante las condiciones de estrés (PBD). Pura 

determinar qué región de la proteína l lsp70 está involucrada en la unión a Plg se utilizaron cada uno 

de los dominios en ensayos de unión por Western 131ot. La secuencia de DNA que codilica para 

cada dominio fue clonada y expresada independientemente en E. co/i por el Dr. Malrnvir Singh. Los 

resultados demostraron quc- únicamente la región PBD se une a Plg (figura 8). 
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Figura VI.e. Inmunoblot de la región de la proteína Hsp70 recombinantc en E. col/ que 
une Plg. En el lado derecho se tiene la membrana teñida con azul de Coomassle y en el 
Izquierdo la membrana Incubada con Plg y AntiPlg. carril l. Plg, carril 2. ES de M. 
tuberculosis, carril 3. Hsp70 PBD, carril 4. Hsp70 ATPBD, carril S. Hsp70 completa. 
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Vl.9. Ensayos de Aclivnción de l'lg. 

Como ya se ha descrito en la introducción, las células bacterianas pueden interactuar con el Plg y 

convc..Ylirlo dircctumcntc u la formu plasminu o activarlo u través de los propios activadores del 

hospedero. Por tal motivo se evaluó si los receptores identificados en M. t11/Jerc11/osis podrían 

uctivar el Plg directamente o bien facilitar su acti,·aeión por el activador tisular de Plg (tl'A). 

Para dio se realizó un ensayo de activación con las proteínas rccombinantcs y el ES en solución en 

placa• de ELISA para titulación. La activación del Plg a plasmina se cuantificó mediante la 

degradación de un sustrato cromogénico especifico para plasmina. Este ensayo se llc,·ó a cabo a 37 

ºC durante 60 minen presencia y ausencia de tPA. Únicamente cuando el tPA estuvo presente se 

obscrró activación con el ES. La actividad que se generó con las proteínas recmnbinantes fue muy 

baja. Como control negativo se crnpko a In proteína de 38 kDa de Al. tuherculosis rccombinantc en 

E. co/i y en fvtycabacterium smegmatis (Figura 9). 
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Figura VI.9. Ensayo de activación en solución, se cuantificó cada 10 mln la degradación del 
sustrato cromogénlco específico para plasmlna • A) Activación de Plg por las proteínas en 
ausencia de tPA. B) Activación en presencia de 1 ng de tPA. Los valores fueron normalizados 
en función de la actividad de tPA a los 60 min. 
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También se evaluó la capacidad del ES y de las protelnas rccombinantcs para activar Plg cuando 

estas t:stán fijas a una supt:rficie. Esto se llevó a cabo adhiriendo las proteínas u los pozos de placas 

de El.ISA y el Plg y el tPA se agregaron en solución (Figura 10). 

No se detectó la actividad de plasmina en ausencia de tl'A bajo estas condiciones, lo que implica 

que la actividad de plasmina generada por el ES y por las proteínas dependen de la presencia del 

tl'A. 
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Figura VI.10. Ensayo de activación con las proteínas fijas a una superficie. A) Activación en 
ausencia de tPA. B) Activación en presencia de 5 ng de tPA. Se cubrió la superficie de los 
pozos de la placa de ELISA con aprox. 5 µg de cada protelna, excepto tPA con 50 ng. La 
activación se normalizó en función de la actividad de tPA en solución. 
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. . . 

Como puede observarse, la activai:ión de Plg por el ES ele M. tuberculosis en presencia de tPA es 
,. . ' 

potenciada·l4 veées:en solución y hasta 28 veces cuando ~I ES.~stá unido a una superficie. Sin 

embargo la activación generada por los receptores aislados y recombinantes fue mucho menor, poco 

más de 3 veces la actividad de IPA en solución con la Hsp70 y de cas{ 2 veces con la GlnAl. 

En el caso del ensayo de activación con las protelnas fijas, la protelna Hsp70 tuvo un aumento de 8 

veces y GlnA 1 de más de 11 veces, pero el control negativo con la protelna de 38 kDa con tallo de 

histidina resulto tener 7 veces la actividad de U'A. La protefna de 38 kDa no une Plg como se 

mostró en el ensayo de unión por ELISA y no genera plasmina como se vio con la recombinantc 

38Ms. 
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VII. Discusión 

Se ha atribuido que las lesiones y el dai'lo tisular observado en Ja tuberculosis son debidos 

principalmente a Ja respuesta exacerbada del sistema inmune para contener Ja infección y un 

ejemplo característico de ello es Ja formación de granulomas, sin embargo, hay muy pocos estudios 

que expliquen cómo ocurre ese dallo y de qué forma la bacteria contribuye a él. 

As! mismo, aunque se ha propuesto que Jos bacilos son transportados por Jos macrófagos del 

hospedero a través del sistema linfático, los mecanismos que emplea la bacteria para su 

diseminación e invasión generando Ja tuberculosis cxtmpulmonar son desconocidos. 

Se ha reconocido en muchos patógenos, que la interferencia con los mecanismos de defensa del 

hospedero podría incrementar su virulencia. Esta virulencia a su vez, puede ser influenciada por los 

propios factores del hospedero. La interacción de M. tuberculosis con componentes del sistema 

Plg/plasmina sugieren que este sistema puede estar al alcance de la micobacteria como uno de 

tantos mecanismos de dallo e invasividad. 

En el presente estudio se han encontrado en M. tuberculosis protelnas con capacidad para unir Plg 

humano de manera especifica vla sitios de unión a Jisina. La mayoría de Jos receptores para Plg 

descritos hasta el momento en bacterias han sido caracterizados por la unión especifica a Plg 

mediada por estos sitios. Aunque se identificaron a las protelnas Hsp70 y GlnAI como receptores 

para Plg existen otros protelnas en las distintas fracciones de la bacteria que unen Plg y de las cuales 

no se realizó Ja caracterización. 

La Hsp70 y la GlnAI son protelnas que se encuentran tanto en el interior de la célula como en el 

exterior, tal como se pudo observar en el inmunoblot con PC, ES y FC •. 

En particular Ja Hsp70 identificada como receptor para Plg humano en este trabajo posee una Jisina 

en el extremo carboxi-terminal Jo cual coincide con Jo que se ha descrito para otros PlgRs. En su 

función como chaperona, la Hsp70 posee un dominio de unión a ATP y un dominio por el cual se 

une a los péptidos a Jos que asiste. En Ja caracterización de la Hsp70 como receptor para Plg, se 

encontró que es el dominio de unión al péptido el que une Plg y no el dominio de unión a ATP. El 

dominio de unión al péptido se encuentro en Ja región carboxi-terminal, lo cual demuestra que la o 

las lisinas en esa región de la protelna son importantes para la unión de Plg. 
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Al evaluar Ja capacidad de las protclnas recombinantes y de las prote!nas del ES de M. tuberculosis 

para activar Plg humano, se observó que estas protelnas no pueden activarlo de manera directa 

como se ha observado con cstreptocinasa o estafilocinasa, al menos bajo las condiciones aqul 

empicadas. Sin embargo si es claro que en el ES de Ja micobacteria existen elementos que 

promueven Ja activación de Plg a plasmina por tPA, lo cual nos indica que Ja activación del Plg por 

el activador del hospedero es facilitada debido a la interacción de M. tuberculosis con el Plg. 

El efecto de activación por tPA que se observó con Ja protelna 38His, no es debido a Ja protelnaper 

se, ya que no se observó el mismo efecto con Ja protelana 38Ms, sino a Ja presencia de otras 

protelnas de E. co/i que permanecen en Ja muestra, ya que a pesar de ser protelnas purificadas 

siempre presentan bandas contaminantes que no son visibles por la tinción con azul de Coomassie, 

Jo cual se comprobó mediante otro tipo de tinción como la tinción negativa. 

Al igual que en otros microorganismos el sistema Plg/plasmina podría jugar un papel importante 

como mecanismo de dailo e invasividad para M. tuberculosis. Esto es sugerido porque en el 

ambiente en el que se localiza Ja bacteria al interior del hospedero, existen muchos factores que 

facilitarfan el uso de este mecanismo. Existen evidencias de que los macrófagos son células 

secretoras de tPA y productoras de metaloproteinasas de matriz extracelular como gelatinosa A 

(MMP2) y B (MMP9) (Quiding-Jlirbrink M., Smith O.A. and G.J. Bancrofl, 2001). Bajo estas 

condiciones Ja generación de plasmina en la superficie de la bacteria le dotarla con una capacidad 

proteo lítica que favorecería su diseminación hacia tejidos adyacentes. Además como ya se habla 

seilalado en la introducción, Ja micobacteria posee adhesinas que pueden mediar su localización a 

componentes de MB y MEC como Jaminina, Jo cual baria mas compleja esta interacción, ya que por 

un lado se tienen receptores para estos componentes, y por otro lado se tienen receptores para Plg 

que a su vez degradarla estos componentes al funcionar como plasmina. En ambas interacciones Jos 

residuos de lisina parecen tener una participación importante al mediar las uniones entre protefnas. 
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VIII. Conclusiones 

:¡.. M. tuberculosis posee protc!nas con capacidad para unir Plg humano. 

:¡.. Se idcntificaro~ como receptores para Plg humano de M. tuberculosis a las protefnas Hsp70 

yGlnAI. , \ .. 

; ·-~' • , ;: ' < 

:¡.. La unión de las'prótéliias Hsp70 yÓÍnAI a Plgesiám.;diada p;;r los sitio~'dc unión a lisina 
del Ptg> :,; }'\ '· '. ., ·'.~ 

:¡.. En ta Hsp70 el donúnio que un~Ptg e~ei'~~~niir1LJié~1~ig~i~f~iÓ~~1 ~tido. 
- ., ·./ .•..•. ·.·.· .. ,:,: ... - ~!"-:/' ?>::-;;'. . . ._-,_.,,-. ·.'·.·.·: •• •.·.:«.··.".·.< 

-- ~·<···-.. _.1: ¿~/,.:: 

:¡;. Lns protcfnas del ES de M. tuberculosis tien~n la· ca¡Íacid~c.\ 'dCrav!ir~cé~ iá ~ctÍvaci6n del 

Plg humano a la forma enzimaticamcntc activa plasn'iin°a por tPA}'. ,< 

>">-~~;>~ 
~- ·' : : t . • ' ·. • • ·, ", ,, ' -

:¡.. No se observó la activación directa de Plg a plasnilna por. las protcfnás del ES de M. 

tuberculosis bajo las condiciones realizadas. 

33 



IX. Bibliografía 

Adams M., Frctto L. J. and McKec Patrick A. 1983. Th binding ofhuman plasminogen to fibrin and 

fibrinogen. J. Biol. Chcm. 258(7):4249-4256. 

Andrcascn P.A.; Egelllrld R. and H.H. Peterscn. 2000. The plasminogen activation systi:m in tumor 

groWth; in~siori, and metastásis. Cell. Mol. Life Sci. 57:25-40. . . . . 

Bass R. and V. Bilis. 2002. Cellular mechanisms regulating non-haemostatic plasmin generation. 

Biochem. Soc. Trans. 30(2):189-194. 

Berge A and U. Sjobring 1993. PAM, a novel plasminogen-binding protcin from Strcptococcus 

pyogenes. J Biol Chem 268<3.4):25417-25424. 

Bias! search protein-prolein. http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi. 

Bloom B.R. and C.J.L; Murray.19~2,T~befculosis: commentary.on a rccmergent killer. Sciencc 

257:1055-1064. 

Bloom B.R., 1994. · Tub.crculosis.: · Pathog~~c~is, • Protection, and Control. American Society for 

MicrobiotogyPrcss, USA: . 

. _::'. ·. 

Casadevall . A. and ·L.· Pfrofski; · 2001. Host-pathogen interactions: The attributes of virulence. 

Pcrspcctivc. J. Infcc. Discascs. 184:337-344. 

Cole S.T., Brosch R., Parkhill J., Gamier T., Churcher C., Harris D., Gordon S.V., Eiglmeier K., 

Gas S., Barry Iii C.E., Tekaia F., Badcock K., Basham D., Brown o.:. Chillingworth T., 

Connor R., Davics R., Devlin K., Feltwcll T., Gcntlcs S., Hamlin N., Holroyd S.; Homsby . 

T., Jagels K., Krogh A., Mclean J., Moule S., Murphy L., Oliver K., Osbomc J., Quail M. 

A., Rajandream M.-A., Rogers J., Rutter S., Secger K., Skelton J., Squarcs R., Squares S., 

Sulston J.E., Taylor K., Whitchead S. and B. G. Barrcll. 1998. Dcciphering the biology of 

Mycobac/erium 1uberculosis from the complete gcnome scquencc. Naturc 393:537-544. 

34 



Colernan J.L., Sellati T.J., Testa J:E., Kcw R.R;, Furie M.B.··and J.L. Benach. 1995. Borre/la 

bugrdorferl binds . plasminogen, resulting in .enhánced penetration of cndothelial 

monolaycrs: Infect. Inunun. 63:2478-2484. · 

·.,,., :·: .· . -

Crubezy E, Ludés B, Poveda JD, CJayt~~ Í, C~ouau-Roy B, Montagnon D. 1998. ldentification of 

. Mycobacterium ])N~ in an Egypti~ P~tt;~ di~e~~e. of 5,400 ycars old. e R Acad Sci m 
1998 No~;J21ó't):94i~5)'; ,L·~·- .>-· 

·, ;:;, ,··. - ~~{¡:-.~~--... · . 
-';~ .. --~: 

De Melo Marques M.A;,:Mah~p~tra·s.; NaÍidan D., Dick T.; Sarno E.N., Brennan P.J. and M.C. 

Vida! Pes~~I~~;, 2000. Bacteria! ~d h~st.derived caÍionic proteins bind a2-Jaminins and 

cnhance Mycobacterium /eprae: attachmeÜt .. to human Schwann. cells. Microbes and 

Infection 2:1407-1417. 

Eberhard T. Kronvall G. and M. Ullberg. 1999. Surface bound plasminpromotes riiign;tion of 

Strcptococcus pncumoniae through reconstituted basement membra~~s. Mi~;ob.-Pathogen. 

26:175:181. 

Espitia C., Cervcra l. And R. Mancilla. 1991. The antigenic stru~~ of Mi~obacterium 
tuberculosis examined by immunoblot and ELISA. Influé~c~ o( lbc{ag~~ofthéc~lfure and 

of the obtaining method on the composition of thc antig~ni~ ¡,¡tr,;~ti.'kéh'. i~v~st; Méd. 

22:101-107. 

Europcan Bacteria Protcome Project (EBP). http://wW\V.nipÚ~~;u;;.·,:,;¡;¡¡;;ié/ir:i-PAGE.' .. · 
'.<>-.·> .·:· :: .•';·.?.: ~~~- ·.' .,.:.-·_ .:. 

FJynnJoAnne L. and J. Chan. 2001. Immunology oftuberéút~sf~.~~· k~V.
0

~~~ot. 19:93-129. 
-:_;:~~~_;:,;·-::. ;,>·.,-;. :~'.:,-~";-

Fuchs H. R., Waltich R., Sinxin M.M.'and M.O. Krit"rn§:'i994:T!Jc o~U:r sÍlrface protein A of the 

spirochcte Borrelia burgd~rf.;;¡ is ~ pla~i~(~g~) ~~~q,t~i. Prnc. Natl. Acad. Sci. USA 

91:12594-12598;. 
.-:: 

·' . ,, 

Hcrren T., Swaisgood C. and Plów E .. 2003.· Rcgulation _of plasminogen reccptors. Front. 

Biosc, 8: l-Í!. 

35 



Hu L.T., Pratt S.D., Pcrides G., Katz L., Rogers R:A. and M.S. Klempner. 1997. lsolation, cloning, 

and ex.pression of a 70-kilodalton plaslninogen binding protein of Borrelia burgdorferi. 

lnfect. Immun. 65(12)i4989-4995. 

Kim R., Yokota H. and S. Kim. 2000 .. Electrophorcsis ofproteins and protein protein complex.cs in 

a mÍtive agarose gel. Arialyt. Biochcm. 282:147-149. 

Korhonen T.K., Lahtcenmaki · K., Kukkonen M., Pouttu R., llynonen U., Savolaincn K., 

Westerlund-Wikstrom B. and Virkola R. 1997. Plasminogcn rcccptors tuming Safmonel/a 

and Esc/1ericliia col/ into protcolytic organisrns. Adv Ex.p Med Biol. 412: 185-92. 

Kuuscla P. And O. Sakscla. 1990. Binding and activation of plasminogen al the surface of 

Staphylococcus aureus, incri:ase in affinity aftcr conversion to thc Lys form of thc ligand. 

Eur. J. Biochem. 193:759-765. 

Kuusela P., Ullberg M., Saksela O., and G. Kronvall. 1992. Tissue-type plasminogcn activator

mcdiatcd activati~~. of plas;,;inogcn on thc surfacc of group A, C, and G streptococci. 

lnfect. Immun. 60:196-201.: · 

La salud en las Americas, ".dición' d~ i998, Vol. 11. 

Lllhteenmllki K.; Kuusela P. imd:,T.K.'. Korhoncn. 2001. Bacteria! plasminogcn activators and 

rcceptors. FEMS Micro. RcVi~ws 25:53t-552. 

Lllhteenmllki K., Kuusela P. and TK. Korhorícll:et.a!. 2000: PlastnÍnogen activation in dcgradation 

and penetration of ex.tnic~i1~11lr:~Íii;~e?and básém~nt mcmbranes by invasive bacteria. 
Mcthods 21:125-132. · · ·:,·.:: 

,. :; ;. :_../ :;.:. ' : . 

Lllhtcenmllki K., Virkola R.,S~cn A:,'~mody L .. and TK. Korhonen.et.al. 1998. Exprcssion of 

plasminogen activatcir Pin ·dr Yér;i~ia pes/~ enhanccs bacteria! attachment to mammalian 

ex.tracellular matrix.: lnfect. Inimun. 66:5755-5762. 

Lllhteenmllki K., Westerlund B. Kuusela P. and T. Korhonen. 1993. lmmobilization ofplasminogcn 

on Eschcrichia coli llagclla. FEMS Microb. Lcttcrs 106:309-314. 

36 



' -·, - .~. . .": - . ' - ' 

Levinson W. and E. Jawetz, 2000. Medica! Microbiology and ~ÍJnology:'examination and board 

review. 6th cdition, McGnlw-Hill, USA. 
·.·'.: :,; 

··.,,_ 

Li Z, et.al. 1997. Interaction betWeen group ~ strepto~occÍ a~d th;; pl~mirÍ(ogen) system prometes 

virulencc in mouse skin infe~tion iriodel. Thé J~k:'<lrfuf. ol~é. 179:901~9¡4; •. 

Lottenberg R., 1997. A riovcl approach to;~xplore Ílle~~I~ ~fpt~sfrtinogerÍ iÍi bacteria! patogénesis. 

Trends Microbio!. S (12):466'46s. •·· ;'.?~~ , ·· ·· .. •< ·.··• .· 
(o· .• ' _,.;·.~ 

.-·~ 

Lottenbcrg R., Broder e.e.;· Boyl~ M.o., Kai~ · s.i, s~~o~de~ .. ni;. ~nd . Curtiss R 3n1, · 1992. 

Cloning, sequence. analysis, and. ex¡Íression in Escherichia co/i of a streptococcal plasmin 

receptor. J. Bacteria!. 174(16):5204; 

Lottcnbcrg R., D. Minning-Wenz and M; ·D. P. Boylc. 1994. Capturing host plamin(ogen): a 

comrnon mechanism.for invasive pathogens?. Trends Microbio!. 2:20-24. 

Mcnozzi F.D., Pethc K;, Bifani P., Soncin F., Brennan M.J. and C. Locht. 2002. Enhanced bacteri.al 

virulence through cxploitation of host glycosaminoglycans. Molecular· Microbiology 

43(6): 1379-1386. 

M6lk1nen T., Tyynelli J., Hclin J., Kalkkinen N. and Kuuscla P. 2002. Enhanced activation of 

bound plasminogen on Staphylococcus aurcus by staphylokinase. FEBS letters S 12:72-78. 

Parry M.A.A., Zhang X.C. and W. Bode. 2000. Molecular mechanisms of plasminogen activation: 

bacteria! cofactors provide clues. TIBS 25:53-59. 

Pcthc K., Alonso S., Biet F., Delogu G., Brennan M.J. Locht C. and F.O. Menozzi. 2001. The 

heparin-binding hacmagglutinin of M. tuberculosis is rcquircd far cxtrapulmonary 

dissemination. Naturc 412:190-193. 

37 



-. - ' 
_ - • • - • .• - : .. _ --'" --_; "'° -- - -r - • '-'- -=-;·~- O,- -- 7-0 -- -

Pcthe K., Pucch v., DatTé M., Joscnhans c.; Drobe¿qcn;; Locht C.' and'F-.0. M~nozzj; 2001. 

M;ycobacterium smegmatls laminin-blnding · glyceil'rot~Ín ., sh.U:cs ~itopes with 

M;ycobacterium tuberculosis hcparln-binding haemaggl~tinin. : Moleéular. Mic~obiology 
39(1):89-99. 

Plow E.F., Herren T., Redlitz A. Miles L.A .. and Ji; Hoov~~-;;~~.ii~5r~t~:ll biology·or the 

Quiding-Jlirbrink M., Smith O.A. and G_.J.Banc~~ft;'2o~Üri~~,ii~\ici~',~rni~;;;~~etalloproteinases 
in response to micobacterial infecti~n. Inf¿c(IriÜiiún:69(9¡:566Í:567o .. 

Salud Publica de México. Novié~bre-DicieiTibr~de í99s;~~iu~~ll37~116. 6. pp. 539-548. 
·; ';>:.e:· ! · .• " •. -, ' ~ .• 

.. ·.:'·.:· 

Salud: México 200 l. Primera edició~. 2002. o.R..ic S~cie~~á de Salud México. 

Sccremria de Salud, 199j. ~irc~~ión G~~c:I :e :;cirmación y Estadistica. Mortalidad, 1992. 

México, D.F . 

. Ullberg M., Kronvall G., Karlsson l. and B. Wiman. 1990. Reccptors for human plasminogcn on 

gram·negative bacteria. lnfect. Immun. 58(1):21-5. 

Ullbcrg M., Kuusela P., Kristiansen B.E. and G.J. Kronvall. 1992. Binding of plnsminogen to 

Neisseria meningitidis and Neisseria gonorrhoeac and formation of suñace-associated 

plasmin. Infect. Dis. 166(6):1329-34. 

WHO Reporl 2002. World Health Orgnnization. Global Tuberculosis Control: Surveillnnce, 

Planning, Financing. Gcneva, Switzerlnnd. WHO/CDSrrB/2002.295. 

Winram S. B. And R. Lottcnberg, 1998. Site-Oi~e~t~d mutng~nesis ofstreptococcal plasmin receptor 

protein (Plr) identifics the C-terrninnl Ly~Ú4 ns essential for plasmin binding, but mutation 

of thc plr gen does not reduce plasmin biriding to group A streptococci. Microbiology 

144:2025-2035. 

38 



X. Anexo 

Cultivo de M. tuberculosis H37Rv 

M. tuberculosis H37Rv obtenidas de la ATCC (American Type Colony Collection) 

crecieron dtirante 6 semanas es medio Proskawer and Beck m~dificado por Youmans 

(PBY). EÍ cultivo se mántuvo todo el tiempo a tempe,.,;tura ambiente y sin ágitación. 

Medio PBY 

Asparaglna Sg 

KHlP04 Sg 

K2S04 O.Sg 
Na·Otrato-2H,O 0:61 g 

Mg0z o.68 g 

Glicerol 1.197 g 

Volúmen Final llt 

Ajustar el pH a 6.8 con NaOH to N. 

Las bacterias se cosecharon por centrifugación a 4000 rpm durante 1 O min. El cultivo se 
filtró a través de membranas con poro de 0.8 µm de diámetro. 
Las bacterias fueron tratadas con azida de sodio al 2 % durante 24 a 48. h a T.A. y 
posteriormente centrifugadas a 4000 rpm durante S min. Se lavaron exhau5tivamente con 
PBS estéril para eliminar el azida de Na. · · 

Solución amortiguadora PBS 10 X 

NaO 

1 M f<Jsfato de Na dlbáslco. 

Na1HP04 

87.6 g 

77Aml 

1 M Fosfato de Na monobáslco 22.6 mi 

monohldratado. NaH,PO, + H,o 
VolúmenFlnal lU 

El PBS IX queda al.final con P!I dc7.4, UOmM NaCI yO.Ot M de fosfatos. 

SDS-PAGE 

Gel separador 12 % 

ResoMn gc1 4X buffer, 1.s ·M Trts pH e.e, 0.4 % sos z.5 mi 

H,O 3.5 mi 

Aa11amlda 30 %, Bis 1a1t1mlda 0.8 % (Blo·Rad) 

10 'Kt Persulfato de amonio 

TEMED (N,N,N',N'-tetramethylenedlamlna) 

4ml 

100 pi 

10,.J 

Gel concentrador 4.5 % 

Stadclng oeJ 4X bun'er. o.s M Trts pH 6.8, 0.1 % sos 1.25 mi 

H,O Jml 
Acrilam6da 30 %, Bis aailamtda o.e % (Blo·Rad) 

10 'Kt Pelsulflto de amonio 

TEMED (N,N,N',N'·tetramethylenedlamlna) 

0,75ml 
50µ1 

10.,i 
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Determinación de concentración de proteinas 

Se empicó el método de Bradford que determina concentración de proteína en base a los 
anillos aromáticos presentes en algunos aminoácidos. 

Kit de Bio-Rad. Protein Assay No. Cal. 500-0006 

Western Blot 

La transferencia de los geles se hizo a membranas de nylon PVDF. Immobilon-P. 
(Millipore, Co., Bedford, Mass). . . 
Las membranas son activadas previamente a la transfereii.cia incubándolas 5 min. en 
metano J. 

lnmuooblot 

Plasmlrogeno comercial proveniente de plasma humano. Roche. No. cat B74 477 

AnUcue-po polidonal anti plasmlnógeno humano hecho en conejo Oako. No. O!L AOOBI 

Proteln1 A HRP·rec Zymed No. O!t 10·1123 

Albúmina de suero bovino 

Tween20 

3,3·dlamlnobenzldlne tetrahydrochlor1de 

Ensayos de activación 

Plasmlrogeno proveniente de plasma humano. 

tPA humano. 

Sustrato cromogénlco Chromozym PL 

•·amlnocaprol add (EACA). 6-Amlnohexanolc acld. 

Placas para EUSA. 

Placas de mlcrotltuladón para ensayes de activación. 

Cromatografia de afinidad 

Sigma No. O!L A9647 

Sigma No. O!L P·1379 

Sigma No. O!t OS637 

Roche. No. O!t. 874 477 

c.albloc::hem No. cat 612200 

Roche No. c.at 378 461 

Merck No. O!L S250S2 

Costar 3590 EIA/RIA 

Clnlplate 

Columra de níquel. 

HPLC. 

Phanmada NI .. NTA S<Jperflow column 

BloRad 
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