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R E s u M E N 

L.,:, rtlt:'.c::r:!.r, ¡:.,;-.~-o:~·:t.:;1-:;: en"'.:.1-e:· Ms"::ct·~-;.:tc .. ·iar. ;'u::·~~:-.:.i..1.lc.:-f~ y ELt!:: 

hLufspe:je:s f ;;.;:'-~:'ti=a!'.: requJ f:rE CE·} pi-=·==-=amier,tw pwr p,:;,i-t~ d~l 
of.::.goc:ito de p1-ote-:!'.n;::_;, p1-o·.'enit-o-nt¡::es del t:,c . .:::ilc,, E-:!:.t:::.:.: ~~1-ctE::'n.::i.s 
podrian ~=tu~:- c~rnn medi~~or2~ mc:a=ula;-e~ que permitAn 1~ 

ing1::;.;"'.:ic!r, pcr- c::l hLt~-"sp(;:d~ ~:c:i-t C:;i....IE: e-.·:ti::;,-. !::LI tJi9t-f.t-:;.cr':-; !..!na 
hipótesis r~,=Cir.~-d::;1'-"" :o.=:::rc.;;: d?. c;:;r.i.:- este·= mt~diadc.;-ee: ~.:;ei-cen st..1 
€-"ÍE!:::tc. et:. qt..1e: el le.:: $Cin~ c·\e pr.:.1- s.i. 1-c<::.l ~:tFr·1t.F.:=: ;;:. la::: proct0-:;.os 
degrad~tivos del m~cr:n~~~ ~ que pueder. n1cdt1l~1- l~ mcr·f~l~g!~ y 
le-. fi=.:clog{;:. d~. :¿\ cEflt.t:!i:'. fc,.~u;:.:.it:i~a 

Las prwte!n&e de ~ecrP~:cn de• H. t~trY·:u1~:i~ r2p~?~?~ta~ 
b1.1r::n~~ c~n~¡ .:l~-tc:: pi;.1-2, :: f'_ L'J::: üL1~:d¿, de r.1~<c::. 0-.d;:. 1 ·<~0: r.ic) t:t.:ul ,:1-c:;. qL1e 
mt::•t:IL1le-n t.::,r,t:-. 1:=.. -íwr.T,C. :::ero.= é"J f'-'!i::i=in.::-... mie-n"':r. dt:.' )¡; . .::r/'~L1la 
iagc-:-í'tic:l;.~ por r-.v f".OlLd:!~lidc-:.c'.. d:s.pon'lt-::.J.ic.~,:;:d ¡· c;,;,1-,:H:.te1-:.;!eciof-, 
er, el 1 ;:..bwr·~."':::r: ;::.. 

Por ::-::re, pt..r'.:=~ 1;;:.. in:i1 1-\:-,::-.o~J12ct.1·-ot; ... .:-.n::.f:::=1-:or . .:::;,-:=, (lET>~ e!:: L1r. 
mt!'tod::; e-f:c.:~:: p.::-.:··;. dE:le.-:c-t:>.~ 1-e- ¡::1-·ctEfr ··c n·- r ..-'•e er ¡;--1-& -:.a~ 

' "";,.__-n" ;_·¿,_~: .. ,_'.~ .. ·.·_:· ....:::: ~ p-·~,c· _,- '-'n- ~,,..~;:o--c-·n"· ¡ _; en cultivo. ~inc ~~mb:.en _ __ ~ -~ ~~ - - -=- -
Enfei-med.r-.d. En c:..'t:E: t1".tt:1.;.Jc· SE· lwgrc-· e.n"'.li::.P..1- ¿¡] r.ic~ci-cÍ~-=-·9-= =orno 
1..1n f:ilt1-o :inm:..in,:;]o'g".:::J qu~ r.c só'l.::. pri::se:-r.t.~. ::. le"" c-nt'Ígeno::: d= la 
C:C:.~lL1lF. :nv.=.r,.:i1-·.:~ sinc:i c¡u~ t:;m:•iÉn lo;; !::-~::.]f;?c::t::iar • .::, .:: tr-.;;.-.'c"=.. ele 
algLln m~c:.;._n:.srr.c ns canoc~.do. Se .:;o,n.:: ... 11::2.ro:-. pcr IET macrd"f.;,.g;:.; de 
lo l:í"nc.,oE c;-e:,-lL'.la1- J774, qLle> ;.,:nie;-=1r, prwtc!r . .:..s :J~· =:ec::r~=::.c"ri de M. 
tu~cr=uloric por 1~ n1in E ~·e con t1n ~uErc h~perinmunE anti-M. 
taber~ula~i~. Se 2nc~ntrc q~e do& p1-cte{na$ CP60.0 y P71.3 Kd> de 
un tcti-11 de 5c) bt:,ndas. ~E dE:tc::t:.¿;.ban E:tl l é:-.. ce:~l L\l,;.. :i nmedi ~•'.:élrnente 
deEpLle's de l.;;.. :inc:L1baci.::.'ñ con la.5 protei'nc.!:: de oz;er:1-e:r::iÓno e::t.:.s 
misma!:. det~ct~da5 c:on me:r.c~, i nte:nsi d¿;C en l.::'.~ ce"'.t ul a:: al 
transcurrir el tiempo, y =:e observan en el medio d~ cultivo de la 
l,fnec, cel Lll ar. 

f'60.0 t:::d, a S!..\ ·..-e:: pL\do s2r- d<:?tectc::d;-. e:n mon~c:itos de 
ot1-a=: proteínas 
F'32.8~ P31.6~ 

pac:i ente::~ con tLtbErc:L1l osi s pLil mor,.::.r junto cor. 
P79.1, f'60.0, P5'5.0, P'52.2~ P50.1~ P36.C1~ 
P30,0 y P24.8. 

Asi mismo~ .por medio de microc::inematograf{a~ seguimcs lo~ 
c::arnbios mo1-folÓgic:o~ indL1cidoi:: por lC?.f:. prcte:{n.:;.s de secrec::ié'n de 
M.. t-;.J.b€rculo_::-is.. sobre c::élulaE de la misma li'nea fagoc::{t:ica. 
Med:i.ante-: l& téc::nic.:a de Ncmarski se p1..tdo observar que 250 ug/ml de 
las proteins-.s de sec1-ec:i ón por Ltn~. hor& inducen c::ambi os 
mor-folo'aicos en l.=..s ce'lLllas volvié'ndolas más 1..1niformes en SLIS 
c:onto1-n~s con pocos seLtdd'podo$ v con L1n& ma1-c::.r'l.da agregac:i o'ñ~ En 
el curso del experimento no se observo alterada 13 viabilidad. 

Con estos; 1-esL1ltados se obtiene un CLtadro e:;m~lio de los 
efectos de e~tcs p1-oducto~ de M. tuberculosis. 
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I N T R a D u e e I O N • 

Ac:tLtal mente la tLtbercul o~:i s e<: uno de los problemas de mayor 
importancia en la salud mL1ndia1 a pesar de la disponibilidad de 
drogas ef icace~. La e:·:tensi ón de la enfern1edad se desconoce 
debido a la e::i~tencia de casos no reportados. 

En los países desa1-rollados, e:l 1-ie$gO anLtal 
es de apro:-:imadamente 1 en 3(J(l(l <26) ~ pe1~0 en 

de la infec:c:id'n 
los pafses en 

desarrollo, el riesgo pLtede ser superior a los 50 por 1(1(1(1. . / 
En el control de la tuberculosis se incluye la prevenc:1on 

-por ejefnplo la vac:unació"n con Mrcobi>Ct~rium bovis BCG-, 
tratamiento de i ndi vi dLtO<::: i nf ec:tadoe y otros. 

Además de la susceptibilidad de los sLtjetoo:= inmunodefic:ientes 
e i nmLtnocomprometi dos~ 1 a 1-azci'n poi- la c:L1.::;l algunoE i ndi vi dLtoE"., 
qLle no pertenecen a este grupo, desarrollan l~~ enfermedad esta 
pobremente definida. 

Es importante la dosis y la virulencia de las c:epas 
i nf ec::tantes ~ s.l i gLlal qL1e el e~tada nL\tri c:i on¿\l y otros factores 
predisponentes. Los fac:tore~ predisponentes son aquellos que 
ti en den a i nterf er ir con el b i E'ne~..::t:.ar f i ~;i ul c:g l co norm¿·.l e 
inc:lLtyen condiciones como nL1tric:io'n inadec:L1adall principalmente 
deficiencia prote"1c::a; infecciones intrarrec:urrentes; clima, 
alcoholismo y f.:,t1ga c:ro'nic:a (7). S1n embargo, el hecho de que el 
bacilo estable:::c:a una lesio'n dependera cJel poder que teng& este 
para crecer i ntrac:el ul ;:,rmente y del poder del mac:.1-o'f ago al veol a1-
para ingerirlo e impedir su c1-ec:imiento. 

En la tuberculosis progresiva~ la poblaciofi enferma puede 
a.trave=ar por una escala inmunolci'gica partiendo de un grupo polar 
resistente, en el cual la hipersen5ibilidad .esta totalmente 
ac:tiva, hacia L\n grupo polar opLtei¡¡¡to en el que le respuesta de 
hipersensibilidad se ha perdido. En algL1nos sL1Jetos, c:uando se 
pierde la hipersensibilidad c:elular~ los niveles de antic:ue1-pos 
tienden a incrementarse c.l igL1al que el nL~mero de bacte1-ias en 
los tejidos (8). 

La homeostasi s inmune mantenida por el bal anc:e entre ce'l ul as 
T cooperadoras y T sup1-esoras puede al ter ar se como c:onsec:uenci a 
de la tt..1berc:ulosis (:2). El bac:i lo de la tL1bercL1losi_s pL!ede 
afectar directamente el bal anee no1-mal, i ni c:i al mente en una 
direec:cioñ po:itiva, por ejemplo a tr.::.vés de la inducción de 
interleucina 1 (lLl) en los mac:ro~agos; por su pai-te, la ILl 
estimula ·1a ac::tivacioh de linfocitos T (10). 

El factor de c:recj_miento de; las células T <IL2>, una de las 
linfocinas~ pL1ede promover la proliferac::ioñ y la madure;: de las 
ce"lulas T. La prodL1c:ciÓn de 1L2 pLtede depender de la IL1. Se ha 
demostrado que la infeccio'n en ratones por M~·cobacta-riumn 
lepraemuri um, trae como resultado un i nc:...-emento en la prcduc::ci ofi 
de IL2 (~)~ por otra parte~ en infecciones con Mycobacterium 
tuberculosis se ha demostrado Llna producc:id"n deficiente de IL2 y 
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una respuesta anormal de linfocitos T ayL1dador-es a esta linfoc:ina 
,esto p ... tede contribuir a la alter-ación de la hipersensibilidad 
que se pr-esanta ~n la tuberculosis-

La acti vac:i ón de fagocitos mononLIC:l eares fue demostrada por 
Lurie ;;on 1939 (9)~ qLlien absar'10 que las c:llulas Fagoc{ticas son 
activadas inespec:ific.amente, ya qL1e no sólo se volv{an ma .. s 
fagoc{tic:as contra micobacteri as sino también contra 
estaf i l oc: oc os y partí C:L1l as i nertetes C 9) • Los mac:rCÍf agos deben 
ser activados p.ara poder destr1.1ir al bacilo tal activac:io'ñ 
puede dar5e por mediadores biológicamente activos Clinfocinas) 
liberados por los linfocito~. La acL1mulacio'n local de gr?..ndee 
nú'meros de macro'fagos ·,- linfocitos, y la activac:io'n de muchas de 
estas ci:Ílt.tlas .• a menLtdo restring~n el cr!?cimi:nto del bacilo y 
por lo tanto =i.rrestan la enfermedad. 

Adema's de esto, tambi á'n se ha demostrado que baci 1 os 
virLtlentos de la tuberculosis crecen mds prol{ficamente en los 
macro~fagos qt.te bacilos d= cepas avi1'"L1lent-Rs y qL:e la aplicacion 
e:-:Ógena de linfocinas pt.1ede afectar st.L crecimiento (1,14)-

El proceso de 13 acti\ra.ciÓn no =~pecí'fica 2n la inflamac:io'Íl 
trae como resultado un incremento en el metabolismo o::idativo. 
por lo que :se liberan aniones 3L\p:=ird::ido <-o2) ~ p~i-Ó:·:ido (H20'.2) ~ 
radicales hidr~:ilo e hipoalitos (5). Estos compuestos pueden 
romp=r las par::de'$ ;nembr:\nal.a•;, da l.::is bac:t:=rias 1 lo o::t.1al aL1nado a 
la actividad en::imática lisosom~l da los ;nacrd'fagos pued(~n 
des~ruir 3 la5 bac:t~rias. 

En el ca3o de la tuberculosis. la bact~ria no muere despuds 
de la fagocito'sis, por lo que l~ presencia de la misma puede 
destrL1i1'" al Fagocito, C:Llyos producto::¡ td:~icos son la c:at.1sa de SLt 
propi.a destrL1ccioñ (5) y liberac10Íi del org~nismo para futuras 
infeccionas a otros fagocit:c.s. Sin :mb.oi.rgo, .::abe la pasibilidad 
de que el macro1=ago no so'lo :::ea estimt.llc:\do por la bacteria qL1e Ge 
encuentra en su interior, ~ino que la bactaria controle la 
c:omt.1nicaci·::tn bioquÍmi.:::a entre el m:acro'fago y otras ceiulas. Por 
otra parta. Hsueh et al han mcstr~do que las infecciones .de 
10 .. ::i.cro'!fagos con BCG causan una supresioÍi de 1; a pr.:Jducc:io'ñ d9 
prostaglandinas en mac:ro'fagos activados~ lo cual se piensa trae 
como resL1l tado 1.1n i nc:rm~nto en la actividad l i sosomal, 
mL1ltiplicaciÓn de linfocitos·¡ un mayor peder bac:t2ricida. 

El bacilo puede poseer varias mecanismcs por medio de las 
cuales pued!? esc~par a la influencia destructiva de los 
rnetabolito:; de o::{geno. Ci.ertamente la pared lip{dica grLlesa de 
las micob.O\Ct.:?rias l27) p1.1ed~ protEgerla de l.3 acc:io-n bactericida 
e~tablecida por les fagc~Ltas. 

Entre los mscani~mcs de d2ian3a impuestos por l~ bacteria se 
encuero t1~,3 la c.:at:ll ¿:\sa { t t) , liberada como protecci o~ contra el 
per-Ó::ido producido por ~1 1nr:\c:rÓf.:.go. ;'.i'3i mi·~mo sa h~ 2vidanciado 
qL1e los i::omponE~ntes sol1.1bl e:.os de ta tuberculina puede ejercer una 
influencia inmunosupresars (~). 



La SL1pr2sió'n de los mecanismos inmLLnoló'gic:os tambián ha sido 
asoc:iada con la presenc:i a de cantidades e::cesi vas de ant{ gen os 
mic:obacterianos solLtbles, siendo las arabinomananas Lino de ellos 
( 4) • 

El resultado final de este proceso infeccioso dependerá de L1n 
bLten nú'mero de factores interactuantes, dentro de los c:L1ales se 
involL\cra a la virulencia de la capa infectante. 

Con relacioñ a la virulencia. Mitc:hinson et al han 
correlacionado susceptibilidad de la· ac:c:ión letal del perÓ::ido 
con virLtlenc:ia de las micobacte1'"ias adema's, se ha demostrado qLte 
las prote!nas de sec:reció'n de una cepa virulenta <H37 Rv> poseen 
Ltna mayor actividad colagenolftica que la cepa a.virulenta CH37 
Ra> (28). Esta actividad se ha r:=o\acionado cc:in invasividad,· 
diseminac:io"n y la formacio"n de cavernas qL1e se presentan i:=n el 
cL1rs.o de la enfermedad. 

Por mucho tiempo s2 ha trat.:;do inuti lmente de ::;btener 
antígenos monoespec{ficos del bacilo de la tuberculosis, lo cual 
seria valioso en inmL1nodi ... -;gno"'stico. Daniel 2t. al. (3), aislaron 
Ltn antígeno~ re·fel'"ido como el antígeno 5, el cual proviene de L1n 
filtrado de cultivo de M. tu~¿rculasis, este pos2e una buena 
especificidad serologic:a pero no es espec(fico en prLtebas 
cL1táneas C:!) .. 

Kni cker y Labord= ( 18) cib tLl'.li eran di f .=r:=nt2s fl'" :..cci ones al 
separar los componentes de cultivo de M. tuberculosis por 
cromatografía de int.::ircambio iénico. Estos aL1tor2s demostraron la 
presencia de Ltna variF.!dad de untígenos, algunos especie 
específicos y algunos compartidos por otras 2sp::?c:ies e inclLtso 
por diferentes géneros bact2rianos. 

En un inten·to por Ltnifol'"mi::.:;r los c:riteri(:lS de clasificación 
de estos antígenos., Daniel, F1f·f1-onti ., otro grupo de 
investigac:ioh ('.:!)) propL1si2ron a la inmL1nc,,;ol2ctrofor2sis <IET> 
c:omo me'todo analítico: enf1-entaron preparac1ones de /rl. 
taberculo-~i-~ c:on ::;ueros hiperinmunE>s de referencia; a.si 
clasificaron los antígenos a p.:lrtir de ceíL1las bacterianas y de 
filtrados de cultivo~ en JI bandas con diferente movilidad 
electro·forética (19) •. 

L• lEF utilizando loG mi~mos suero5 de referencia, ha sido 
Lttili::ada en numerosos laboratorios de todo el mundo intentando 
con ello desarrollar métodos di:agnóstic:o•3 por medio de la 
deteccioh de ant{genos. Se han publicado una gran cantidad de 
trabajos sobre separación, identi-ficac:io'n y aislamiento de 
ant!genos derivados de M. t.uhe-r•=u.losi.s. El desarrollo de teénicas 
con una mayor sensibilidad como es el caso -de la elactro·foresis 
en una y dos dimensiones (::: 1) i' la i nmLlnoel ectrof oresi s en cohete 
(Rocket), ha demostrado L\na gr~n cantidad da componentes 
antige"'nicos en las prote{n.::i.s de secreción de M. tu.bercu.las:z.'s. 

Las proteínas de sec:recio'n de M. 
bL1enos candi datos como regLtl adores 
siendo quiza las s~Ral~s que produce la 

taber·=ulosi.;:­
del proceso 
b.:zi.ct~ri.a en 

reprssantdn 
infeccioso, 

1 ~ bat.Bl la 
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=e sci = . pc:1ci ent;s c~~rl ~~::r~~~1~~7~º5 p~t~:~~:~ 
presenc~~ de arit1 gen os micobacterianos. Por otra 

par~e, Samuel y C:Dls (...:... . ..::.)' demo~~r-c::.r~n a su vez, la presencia de 
ant1genDs mic:obac:terianos al .d1soc:iar los c:Dmplejos inmLines. 
Estos antecedentes apLtntan h 1 ,. ac1a a posible relación de la pre 
sencia de ant1genos de M. t.u.b~rcu.Jo_<::is en c:irc:Lilac:i'c'n con el 
desarrollo de esta enfermedad. 

Parra et al (24) en un intento por- entender el posible pap~l 
inmunorregulador de los ant{genoE del bacilo de la tuberculosis 
enpLtsieron monocitos humanos a las p1~otefnas de secreción de M. 
tuberculosis y comprobaron qL1e los sobrenadantes de Jos CLtltivos 
de estas célLtlas inhibian la estimL1lac:ioi1 de linfocitos T 
inducids por difer-entes le~tinas. 

Un paso esencial en la induc:cio"n de la respL1esta inmL1ne a 
cualquier pi-ote{ria anti9énic?q eE la activación de células T 
ayudadoras; ~st<:i activacicf.. no E!':: ind;.1cida por antígenos libres 
sino por ant1genos pr-esent5do~ por celula~ ~ccesoriils~ dentro de 
las CL!ales se encuentran los macro'f::-,gos~ qLte tienF.-n en su 
membrana glicoprott?Ínas Clase ll del MHC C16). 

E:-:isten evidencia.e qus indican que pera que Ltn rr.ac:rÓfago 
presente Ltn .:~ntígeno en su membrana~ e5te tiende:- que ser 
endoc:itado~ procesado ~n el intc1-ior de le cdluJa, 1-eciclado a 
la superficie y asociado al antlgeno la (31>. E3 durante el 
proces.?.mi en to cLtei.ndo 1 c.~ prC".'lte{n¿¡.s .snti geñi cas ~on catabol izad as 
a péptidoe o amino.ácidos. 

Sabemos que e:-:istt:n pr-oteí'nas qL1e pueden ser resiztentes a la 
degradaci d'n 1 i sosomal ;.· presente.rse en 1 a membrana sin 
moclificacid'n algunei.~ de hecho se e:pecula ante la posibilidad de 
que proteínas con ci e1-tas c.:::r?lc:ter ísti cas puedan a-=:oci ar se 
dir-ectamente al I• sin internali;:acio'Ti pr-evia UnanLtE {35> y 
otro grupo , mencionan qLte las prote{nas que no son alteradas 
suelen ser al-fa hélice, anfipe:(ticas )'se car-acteri=.an ademJs por­
presentar afinidad pDr el I•. 

Pocos sDn los estudios que se han realizado con respecto a la 
i dent i f" i caci Ón de antígenos p1-ocesados por e.e'! ul as f c::i.gocí ti c:as. 
E:-:i sten evidencias que mL1estr.:-.n el procesami ente <:::.6~ 32> en 
infecciones producidas por Lisét:. .... ria monocyt.ogent::s (:!.2) y Bacillus 
subtilis (30>; la presencia de estos antígenos .:-. nivel de 
membrana ha sido demostrada además en infecciones con Trypanosoma 
cruzi y Leishmania (33,34). 

La importancia de la identificación de estos ant{genos reside 
en la funci o'n que pueden tener- como regL1l adores en el prDc:eso 
infeccioso, ya que la eNocitosis de estos pé'ptidos procesados 



pL1ede concJLtC.ir- di1-cc:t.amcr.tc; r.. le., prodL1cc1Ór1 de ~.E'f'i¿.i.Jc~. cie 

amplificació'n del sistema inmL1ne (SI>. o sf?r Útilc>s ccimo po!:ible= 
i ndi c?.dores en un i nmunodi agno'sti ca, Se pod1-j .:: .. EL19121- j r que 1 ñ!:'• PS 
de M. tubcr,=ttlO:!-i,;,- presentan c:\lgL1na!: cie E"!~tar-. -funcionc:.•5, En este 
traba'_io se trato de .encontra1-- re<z",pLtest.::.. r.:1 tre.z. pregL1ntas 
reli.\cionadae con el efecto de le.~ pro-+.:.ci"nat:: de secrecio'n de 11. 
tu.berculosi.: sobl""e c:e'lL1lc!1S fagoc:í'tj.c:c.o;:;;. 

1) La estabilidad de distintas prote{na~ scc:1-etadas por la 
bacteria en presencia de las en=im.:i.s proteolí'tic.=;.s dc=:·l me1cro'fago. 
E:-:isten una o varias proteínas rt..~~istentes a los procc~sos 
degradativos del macrci'fago? Pr..ra contestar- esta pregunta se 
propuso se la estabilid.nd de estaE: p1-oter'11as de !:3ec:reciÓn del 
bacilo caracteri:::a1-.dolas por SL1 pes:o molecL\lar, dentro de una 
l{nea celular fagoc{tic:a <.J774). 

2) Comparar los anti'geno= $1:?leccionados por célLllas 
fagoc:Íticas de Ltna li"nea c:e)L1lar can los anti'genos presentes en 
monocitos de pacientes con tuberculosis. Los monocitos de 
pac::ientes con tubercLtlo&j s p1-esentc1r. Rntigenof; mycobacte1-ianos en 
conc:entrac:i enes sLlf i c::i entes como par,r, ser detectados 
inmL1nolo"gicamente? Si es C?.=:.i; Son los ;.tnt{gf:'."!nos encont1-i:\dos en 
estas ce'lL1lai.s comparables con le.is encwntrados en Je-, J{ne?. 
c:elula1-? Se retienen c01lgunc5:: con p1-p·fe1-1:-~ncic;,? Snn c.::.l"mejanlt-.'5 los 
antígenos e~:oc:itados en .:;.mbas célul.::~s"." La ca.r.:.cte1-i::,":1ción de 
estos antí'genos pod1-ia '::'ie1-vi1- .como ba..::.e=- par·¿-, l~. se.leccjoh de 
aquellos que puedan 1.1tili::a1~se con fines dingno~ticos. 

3) Determinar los E~fectus dr;; la5-: p1-01:e:fnns de sec:i-ecioñ en 
la morTolog{a del mac:r-Ófagn. Son esta: proteí'na:., capaces de 
inducir cambios morfolcigic:os en las ce1.Ltlas dE- twl tnane1-D que se 
vea afectada la capacidad fagoc{tica de las mi=:mas7' F'a1~a estudiar 
este aspecto se registro la mo1-fclogfa dE la l!nea celular J774 
en presencia de las PS y comparar sus contornos con un testigo~ 
por medio de la cwantif1cac:ion de su movimiento. El 1-sgist1-o de 
dichos efectos posiblemente podrían servir como base para el 
entendimiento de la fagocitosis de M. tub~rculosis. 

F'ara el desarrollo de los puntos 11 y =~ se penso en una 
t.F.'r.:nica que permj.tiera la 2dent1ficacioñ imunológica por peso 
··molec:L1lar de las diferentes prote{nas~ por lo qL1e se utilizo la 
inmunoelec:trotransferenc:ia <tET> La electrof.oresi!'.O en geles de 
poliacrilamida en presencia de dodec:il sulfato de sodio 
CSDS-f'AGE> permite la i denti fi caci Ón de proteí'nas separa'ñdol as en 
base a su peso molecular. El desa1-rol lo de este mé'todo ha 
permi~ic:io anali::ar cualqL1ier protE?{na independienteme.n._.té de su 
solubilidad; de esta manera ha sido posible disociar proteínas de 
membrana, componentes proteicos del ci toesquel eto~ protei nas que 
fo1-man pa1-te de ag1-egados mac:1-omolecL1la..res, etc. 

... La S~S-F'AG5, ,,aL1nada a la inmL1noelec:trotransferencia <IET> 
1 epre~ent""'n ~tn 1 metodo altamente sensible par-a la d~cc:ioñ d~ 
protei nas. anti gen i cas mediante Ltna reac:c i Ón i nmunoen:: i ma't i ca. La 
IET cons1 ste n 1 t f d ¡ - ' e a rans· et""er.c:ia e ~s pi-ote1nas separadas en 
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Al parecer,L1no de los mecanismo a t1-avés de los cuales un 
par.Ísito intracelL1lar pLtede manejar -::.u estancia e:·:istosa en al 
interior de su hLtésped, es por medio de sus prod1.1ctos de 
sac:rac:i Ón~ La hi pÓt2si s da esta trabajo sos ti 2n2 qL1e oel macróf ago 
puede pinoc:itar '/ cataboli::ar una soerie ds antígenos provenientes 
de las proteínas de secreción da My•=abactar.ium tu.b&rcu.losi.s 
qt.1eda'ñdose con alguno de ellos los et.tales podrían ser 
resi stent::s a los procesos degrada-ti vos i mpL1estos por 1 a c:ál 1.11 a 
fagocí'tica y tener capacidad moduladora sobre la fisiologi"a ;· la 
morfología de las ceflLtlas f,~goc:Í!:.ic:as~ 

l V O ll 

En este trabajo se pl.:i.ntea1'"on los sigui.antes objet'i•.1os 
relacionados con el efecto de las proteínas de secrecioñ de M. 
tu.be-re u.1 :J sis: 

di~tintas proteínas 
de l~s enzimas 

1) Determinar la estabilidad dE 
secretadas por la bacteria en presencia 
proteolfticas del macrd"fago. 

2) Comparar las antígenos seleccionados por caÍL1las 
-fagccfti cas de •.tna 1 (nea con los antígenos p1-esentes en monoci tas 
de pacientes con tuberculosis. 

3) Determinar los a-fectos de las proteÍiias de secrecio"n <PS> 
en la morfo! ogÍ a del macrÓf ~go. 

J 

' 1 

t 



l'IATERI A L y ME TODOS 

Bacilo de la tuberculoGis.- Se c:ultivo la c:ep~ de referenci~ 
H37 Ra obtenida de la Escuela Nacional de Cienc:ias Biológicas del 
lnEitituto F'o] ite'r.:nico N,;:;c:j.onal. La cepB fue CL1ltivada en el medio 
de F'rosl:awer Bec:k y YoLtmans (PBY) (38) ~ en matraces Erl enme'r1er de 
250 ml, conteniendo 100 ml, de medio.,. se incubci,-on a .::7~c h.;:1sta 
qLte alc:an=aron la etapa estacionaria de crecimiento, est.o e= 
ha~ta qUE l~ superficiE del n1edio estaba completament~ cubierta. 

Obten e: i cin de las protef nas de sec:reci o'n .1.f: .. §.>. - Los me di. os de 
cultivo se separaron de l .?.E masas bacter1e.na5 por- filtrac:io'ñ a 
trave's de Ltn filtro Whr.itman No. <M. .:;,nd ·F:. Bolston Lim. 
England) y poi· filtraciones Eusc:esivas con fjltros de 0.~5 y 0.22 
mm (Millipore Corp., Bedfc:n-d, Mass.>. L.?.s prote{nas de los 
filtrado~. se obtuvieron por precipitación con sulfato de amonio 
(e). 42 g/ml de filtrado). La~ pl-oteí'nas prer:i pi t.=:.s se separaron 
por c:entrifLtgacic:fn a l.l'C por· ::.(i min a l..10,0üO .. g en ur1a 
centrifL1ga Becl~mi?.n (J2-2.1 USA>. El precipitad;:i se re=.L1spendio en 
5 ml de solución Sf~lin,:1. 0.15M amortigL1e.d.:c. con fosf¿,tc.1s 0.01 M~ pH 
7.4 CSSF> y o.= mg/ml de flLtcruro de fenil metil ~ulf~:ido <PMSFl 
(Sigma Chemicals, St. Loujs Missour-i> como jnhibidor de protE~c~s 
(39).. El e::tr-acto obtenidci se dj.ali;:o e::h.?1L1~ti·.·amente c. 4~C 

contra SSF • L.:;. conc:entr-aci d'n de 1 as prote{nas se determino por 
el mé'todo dE' Lo1<Jr-1• (40). i:'._iustc(ndase e Ltr1a c:oncentr.:tci nfi de 6 
mg/ml y distribuyendose en fr-acciones de 0.5 ml; los e::tractos se 
mantuvieron a -70 •e hect~ su uso. 

Qbt"JlciÓn d! ILil!l""Q hipearinmL1ne anti-M. tubercu.Josis.- F'ara la 
obtenc::ion del suero se inmL1ni=aron semanaJmente conejos hP.mbras 
d~ la ra:a Nueva Zelanda adultas. Por espacio de cinco semanas, 
los conejos; recibieron int,-¿unuscular-mente, L1na mezcla copLtesta de 
3.3 mg de las PS de M. t<lb~rcu.lo-~i.: H37 Ra~ c::on 5 mg de bacilos 
de M. tubrrculoris muertos por calor, en. 1 ml de hidr~:ido de 
aluminio. Después de la inmLtnizació'n~ los conejos fueron 
sangrados de las ore_ias y los SLteros obtenidos. se probaron por 
inmL1noelectroforesis contra L1n e:-:trac:to de M. tubt?rculosi_~ H37 Ra 
hasta demo=::.trar el ma:~imo de bandas por este metodo, segLIM Dniel 
( 19) • 

Los SLleros se mantLtvi eren en fracciones de 1 ml a -70" C hasta 
su uso. 

Endccitpsis~- Para este tipo de ensayo se utilizo una línea 
c::elL1lar fagocítica, la .J774 C29), la cual se cultivo en medio de 
Eagle modificado de Dulbeco CDMEM> CGibco, Grand Island, N.Y.), 
conteniendo lt)/.. de s1...1er-po fetal bovino <SFB> (Gibco, Grand Island, 
N.Y.)~ 100 U de penic:ilina y O.S mg/ml de fungizona CGibco~ Grand 
Island~ N.Y.) Y se mantuvieron en una estLtfa de C02 al 5Y. y a 
37~c. Para la deteccio'ñ de las proteínas de secr-ecion de M. 
tubercula-~is endocitadas y e::ocitadas" se CLtltivaron tres 
millones de célLtl.:1s +agocíticas por tiemp~ de cinética cultvadas 
en DMEM CFig. 1> •. Las cé'lLtlas se e~~pLlsieron a una concentracioñ 
de 1 mg/ml de las f'S del bacilo de la tL1berculosis a 4~c por 5 o 
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1':; min. Oecpl.l•ui. de S!Gt• tiempo, 1• monoc::•pll 15e le.ve 4 vece& con 
SSF, se lee adicionci DMEM nLlevo y ~e elevo le. temperatLtra a 37~c. 
Lo~ po:o~ fie sacaron del~ Hctuf5 e diie1-cnte~ ti~mpo~: 1~ 5~ 

15, 30.. 6(1 y 9(1 m:in despues del 1ava.do. y dH cada tiempo se 
obtL1Vi ei-on do~- muc-~!:.tra~; L1nc: de el 1 a~ cont.eni endo 1 e.~ c:el ul as y 
la otra el sobrenadante A ambas mL1estr·as se les adiciono L1nr. 
mezc:·la. redLlcto1-e (0.1:.'eiM de Tri ~-HCl pH 6.8 0 tt:~ SOS .• 20% glicerol 

. y 1(1/.. de • -mercaptoetanol con F.1:-L1l dF.> bro1nofe.-nol > v/v y a 1 a 
muestre-. celular se le adiciono 150 c.tl de esta solucion, se 
hirvieron en un bano de ?.gLIR por '::· min. La elec:trofor-esis se hi:.o 
de scuerdo con el mcit.odn de Lc,emml i ( :'5 > en gel e:: de 
poliacrilamida de 1.5 mm de grLte!<>o, al 10% con dodecil sulfato de 
sodio (505). Las mLtestras se c:orrier-on a ::o mA por gel .. en L1n.:. 
solL\C:ion amorl.igLtado1-a de Tris-HCl 0.3711 p\-1 8.8 con 0.1% de SOS 
c:on un si st.em.=, de refri gei-ac"i On a 4·' C. Al terminar la sepa1-a.cion 
elec:troforetic::a de las pi-oteinas~ esta-5 f1...1eron transferidas a 
papel de nitrocelulosa. 

Inmunoelec:trotransferenc:ia .i_lET).- F'osterior a la 
elec:troíoresif. en 5DS-F'AGE, lé\s pr-oteinas se trans·firieron a 
papel dE n:i t1-oc:Pl1...1l osa CNC> CSc:t·,el ei c:he·r and Sc::huel l l(een NH. Ba 
0.45 um)~ por E:?l metodo de:: to\·lbin (15). en una t:i\ma1 .. ~de 
transferenc:i.a Bio Rad r~ ~ A poi- LID&. hora a 4"C Lltili::ando un 
amorti.guador de Tris-glicinc; ((l.(1=.5 M. (l.19211 pH 8.3 con 20·1. de 
metano! v/v). Uno ve:: trans·feridas las proteínas, el papel de NC 
se- i ncL1bo tode. la noche con LID?. sol uc:i on bl oqL1eador& de al bu mi na 
serica bovina (Sigma) al 3~~ c:on solLtc:ior1 salina de fosfatos con 
tween 20 al 0.1% (5SF-T) en agitacion constante y a 4"C. Al dia 
siguiente- el pc.pc:l de NC s:.e lavo a temper-atL.\í5t ambiente c::on 55F-T 
durante 5 ¡.,in con ll cambios, pai-a eliminar el e:·:c:eso de: albumina. 
El papel de NC se int:ubo despL\e5 con L1n su21'"0 hiperinmLtne 
anti-M. tu.b1:-:r 1=1.1.ilo.:~i.:- en uno:~ dilucion 1:5{) con S5F-T durc.nto::= 6 
hore.s ~. tempe:-atur.::~ E,mbj ente y ¿-.;¡it~~c:ion c::onstante. DespueE: de 
lavar n1.levamente con la EOlLlc::ion de 55F-T, el papel de NC se 
incLtbo c::or. un complejo formado por pi-ot.e:ina f:i acoplada 
e oval entemente con bi oti na <Ame1 .. :ham} ~- una di l LH:ior. 1: 40(! por 
6(l min; despues de t1-ansc:u1--1-i do est.e tiempo, el papel de NC se 
lavo n\..\EYament.e con S5F-T y se inc:Ltbo con Lln i::omple_io formado por 
estrepta.v:i di n.o-,-bi oti na-pero:: i. de.se. (Amei-sham) ~ en una di lLl'-"=i on 
1 :400 con S5F-T; se l .;.•10 nL1evamente sie~do los Ltltimos dos 
la'-'C:.dos ::.on SSF l.lni:=amente . La presencia de la:= PS se revelaron 
con un S\..\strato fo1-m..c.dc por H202 ~1 (1.2=~~ e;-, mct.anol 5SF t::1l 20~~ 
v/v con (1.5:~ de ll-c:1 orc-!-r • .: .. ftol !Sigm_a, St. L.o\.1is, Mo.). 

Pªt.!Jiti;n Bt f~J.O...Qlgncci:to1 !jlr ;oi:irntrR=-.- Se tomaron 
mLleE-tre.$ de 2(1 ml de sangre hepa1·ini;:;:adc. de pacientes con 
tL1berc:Lllosis no tratada en diferentes estadios de la enfermedad 
y por medio de Ltn g1-adiente de Ficoll hypa.qL1e se aislaron los 
monocitos. Las celulas se dejaron adherir por espacio de une:. 
hora con DMEM y 10/. de> SFEt y antibiotic:os, de:pL1es de permitir SL\ 
adherencia~ la monoc::apa se lavo •; se incLlbo con DMEM nuevo y sin 
suero, para evitar alteraciones en 1~ electroforesis~ por espacio 
de 12 horas; despl.les de transcurrí do esta tiempo se tomaron dos 
muestras por separado de cade. pe\ciente: la parte celular y el 
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FILMACION CELULAS J774 en presencia de proteínas de secrealón 1 P. S. 1 
de M. tuberculosis. 
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mac16n de la 11nee celular J 774 en 
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ni ca de Nomarsk i. 



sobrenadante~ ambas mL1estras fLteron 1-educidas con la mL1estra ye:. 
refererid& pa1-a cori-e1-se por €le.:troioret;is y detect.:..1- los 
antigenos pres:;entes en la monocapa despLtes de la transferencia~ 
con el sL1ero hipe1-inmune <Fig. 2). 

Efecto de las PS sobre la capacidad de adherenci e.. - Cuando se 
ponia la monocap~ de la linea celular J774 en precencia de las PS 
:.e podi a apreciar qL1e despues di? 30 mi n ~ l C.iS c:el ul as se 
de~prendi an del sustrato de manera proporc:i onal al tiempo~ por 1 o 
_que se regist1-o la C::Apacidnd de las misma~ para permanecer 
adheridas al plastico variendo el tiempo de e:·:posicion , 
concentrac:ion de l,;.is PS. Ademas~ se CLtantific:o la viabilidad por 
azul tripano <Sibco~ Grand Isiand~ N.V.>, pa1-a desc~rtar· un 
posible e-fecto to::ico.. Para se'lber si el dAno oca:ionado en las 
c:elulss e1-a irreversible, se sembraron las celulee despueE de 
haber estado en presencia de las; F'S, tanto las que perm~"1nec:1eron 
adhe1-id.t:1s como las qL1e se soltaron~ 24 hot-e\5 despue=:-. de la 
resiembra, se c:uantifico la viabilidad de las misma.e 'l la 
c:apac:idad de adherencia. 

filmac:ion de los efectos de las F'S en la linea c:elL1lar J774~­
La linea celular se crecio en lenteja~ de vid1-ic de 0.17 mm de 
grueso a una densidad de 3 millones de c:elulas por lenteja. La 
lenteja se coloco en la c:am;o-.ra de Dvorj~J.: como lo m,;irc:a e::il 
esquen1a (fig.3, 4) ~ y se mantLtVieron con OMEM amortigLtado con 
4mM de bic8rbonato y 10 mM de hepe~, ya qu~ la film~c:ion se llevo 
a cabo fLtera de la estufa de C02. La monoc:c..pa se mantuvo con 
medio fresco dLtrante la filmc:1c:ion con L1na bomb~, peristaltica qLle 
banaba las c:elulas de medio nuevo. La temperatL1ra se mentL1vo a 
37~c por medio de Ltn radiador control¿i,ble CASI 400 Air Sti-eam. 
Nicholson Prec. Instr. !ne:. Gaithersburg, MD>~ y la filmacion se 
realizo en intei-valos de 5 segL1ndo dLti-ante una hora con la 
tecnic:a de Nomarski Primeramente se filmo un testigo 
c:onsi stente en el regi st1'""0 del mo\.•i mi en to de 1 as e.el ul c-.s en madi o 
en ausencia de las PS. DespL1es de 30 min c:ie filmacion~ se agrego 
una c:oncentraci on de 250 ug/ml de 1 as PS y se registro SLI 
movimiento y morfologia por 60 min. A Ltna lenteja diferente, se 
le adiciono una c:oncentracion mayor (500 ug/ml> de las PS y se 
filmo tambien por 60 min. 

De la filmacion obtenida~ se canto el nL1mero de seL1dopodos 
formados (f') y seudopodos "abortados" CF'a). por celL1la para los 
tres registros. Los seLtdopodos abortc-.dos · se definieron c:otno 
seLtdopodos de Ltna elongacion · menor al testigo~ seme_iando una 
veGicula. Con estos datos se obtuvo el ir1dice morfologico , el 
cL1al fL\e calculado di vi ende el numero de seLtdopodos entre el 
numero de seudopodos abortados; tambien se calculo el porcentaje 
de los mismos. 



. -;6" ;,: 

sistema 
de , 

compres ion 

sello de teflón 

lenteja de vidrio 

sello de teflón 

vertedor de medio 

sello de teflón 

lenteja de vidrio 

sello de teflÓn 

soporte 

Pantes de las que consta la cámara 

Dvorak.utilizada en la filmaci6n • 

Dvorak-Stloter-Culture-Chamber, ~icholson Precision 

lnstruments !ne. Ga1thersburg, MD. 



petec:c: i Ón de 
línea celular con 
detecto por IET 
respectivamente~ 
hasta los 360 min 

R E S U L T A D O S 

les PS en la l{nea celular kf.Z_ll!-- Al inc:ubar la 
las PS de M.. t.uberculo-~is- por 5 min a 4~c se 
la pi-esencia di= dos p1-otelnas= da 71. 3 ·y 60 Kd 
estas pe1-manec:ieron en lc:s c:ÉlLtla= inc:lL1si,,e 
después del 1 avado <Fig. 5). 

El sobrenad.nnte obtenido de 1 a i nc:L1bac:i én de e$t.:?.~ c::el Lilas, 
mL\estra a su vez P71.3 y P60.0 Kd <Fig. 6). Estos resultados; 
indican la selecc:io'h de e<r;t.as dos p1-otE:Ín~s ~ de Lln totc-.1 de 50, 
por la célulc; fagoc:(tica y la resistt:o>ncia de las mismas E> l;:. 
deg1- adac:i o'n 1 i sosomal • 

Es probable que el efecto observado en las Figuras 5 y 6 sea 
debido .:;. que el periodo de incubacio"h fLle c:o1-to, y que .::\l 
incrementar el tiempo podamos observar Lln m'°'yor nLfmero de 
protei'nas de ser:reci én en 1 os fagocitos. L.::\s Figuras 7 y B 
muestran que al aL1menta.- el tiempo a 15 min de inCLlbación, de la 
línea c:elular con las PS, se detectan Lln mayor nLimero de 
proteínas, siendo P71.3 11 P60.0 y P55.0 prote{nas que son 
e::oci tadas al medio. 

Deteccic'n de antígenos en monocitos de pacientes.- En los 
monoc:itos aisl~dos de sangre perifeí-ic:a de pacientes con 
tuberc:ul osi s i nc:ubados c:or. DMEM, se detecto la presenc:i a de 
ant!genos provenientes del bacilo, de di-fe1-entes pesos 
moleculares~ siendo frecuente P6CJ.(I Kd. 

Los sobrenadantes de estas células indican que e::i sten 
antígenos qLle son retenidos i ntracel Lll ar mente y otros que son 
eNoc:itados con prefe1-encia <Fig. 9 11 1C1, 11>. Es probable que los 
montci tos de pac:i entes esten afectados a te.l grado que 1 es sea 
imposible procesar antígenos de nL1evo reto. Para resolver esta 
interrogante, los monoci tos de pacientes fueron i nc:ubados peí 15 
min a 37' C con las PS, l avades incubados con DMEM nuevo a 37" e 
por 30 y 60 min. La Figura 12 p¡esentan los resultados de este 
e:·:perimento, donde se puede observar que inclusive hasta los 60 
min despL\e's de internalizadas las PS no se observa una 
degradación de las mismas. Con estn técnica se puede apreciar 
P63. O y P.32. (1 en el sobtrenadante después de 60 mi n de 
inc:ubac:io'n. 

Ef•eto de 1•• pe aebrw lt ctpacidad d• edhwrwncia.- Al 
e:~poner la línea J774 con las PS de M. 'tubercu.losi~~ la 
viabilidad no se afecto, . ya que en el e:·:perimental se registro 
una vi abi l :i dad del 85'l. en· compara.ci c:f'n del 93/. registrado en el 
testigo. 
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Fig S • La linea cele'.lar J77~ se incub6 por 5 min a 4'0 
con 1as PS de !!!.• tubercui osis. Posteriorinen.te fuero11 lnvadas con 
SSF c incubadas con medio nuevo D!.lEM a 37''º. 

(a) Testigo: células incubadas unicemente con Dr!:EM. 

(b) l min despufs del proceso, a 37~0. 

(e) 5 min después del tratamiento n 371!0. 
( d) 15 min 
(e) 30 min · --~ 

(f) 60 min 

(g) 90 min 

(h) 180 min 

(i) 360 min 
( j) PS 

Las muestras se trataron ~are IBT, y se revelaron con LL~ cuero hi­

perinmune anti-~. tuberculosis. 
PS= pºroteinas de secreci6n de fil· tuberculosis. 

SSF= soluci6n salina fisiol6gica. 
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Fig. b Sobrenadante de 1as cé1u1as incubadas 5 mina 4'c 
con las PS DE m• tubercu1osia. Las muestras fueron procesadas ~or IET 
para posteriormente revelarse con un suero hiperinmune anti-.m. ~ -
berculosis. (a) testigo; eobrenadante de las c~lnlas incubadas '1nic.!!: 
mente con DMEM. (b) 1 min despu~s del tratamiento, a 37•0. (e) 5 min 
(d) 15 min. ·{e) 30 min. (f) 60 min. (g) 90 min. (h) 180 min. (i) 360 

min. (j) PS. 
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Fig:J. Células de la línea J774 incubadas por 15 min a 4'C 
con las proteínas de secreción (PS) de ~· tuberculosis, Posterior -
mente, las células fueron levadas con SSF, incubadas con DJ\IEM nuevo 
y llevadas a 37'C por diferentes tiempos. Después de hacer la IET, 
las muestras fueron reveladas con un suero hiperin.~une anti- !• tuber 
culosis. (a) testigo: células incubadas tiniCEl!llente con DME!ll. (b) l min 
(e) 5 min. (d) 15 min (e) 30 min. (f) 60 min. (g) 90 min. (h) 180 min. 
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Fiee> Sobrenadante de la linea 

celular J774 incubadas por 15 min 

a 4'c con PS de~· tuberculosis. 

(a) Testigo: sobrenadante de las 

células que no fueron expuestas a 

lgs PS, (b) l min (e) 5 min. (d) 

15 min. (e) 30 min. (f) 60 min. 

( g) 90 min. (h) 180 min. ( i) 360 

min. 
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-Fig~ ~ IET de monocitos de paciente con tuberculosis 
aislados con Ficoll hypaque,, incubados con D!liEM por 12 horas. 
Revelados con suero hiperinmune anti-~. tuberculosis. 

(a) C4lulas adherentes de paciente. 
(b) Sobrenadante de las c41ulas adherentes. 
(e) Proteínas de secreci6n. 
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Fig 10 Antígenos detec­
tados en monocitos de paci 
entes con tuberculosis por 
IET. y revelados con suero 
proveniente del mismo pa -
ciente. Las cálulas fueron 
aisladas por 1nedio de un 

gradiente de ficoll hypaque 
como 1o marca el protocolo. 
(a) células testigo; suje1ro 

1 
no e1'lf' ermo. 

I
' ( b) sobrenadante testigo • 
(c) células paciente l 

j (d) sobrenadante paciente l. 
i (e) células paciente 2. 
! (f) sobrenadante paciente 2. 
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Fig 11 Monocitos aislados por 

medio de un gradiente de ficoll hy­

paque, de pacientes con tuberculosis~ 

Las células fueron aisladas como lo 

marca el protocolo, e incubadas par 
12 horas con mrnm. Posteriormente, 

se tomaron dos muestras (células) 

(sobrenadante), después de la IET, se 

revelaron con un suero l1iperirunune 

anti- m. tuberculosis. (a) células. 
(b) sobrenadante. 

DMEM= Medio de Eagle modificado de 
Dulbeco. 

IET= inmunoelectrotransferencia. 
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Fig 1'2. Monoci tos de pacientes 

con tubercu1osi~ aislados por m~ 
dio de U'1 ;¡radiante de ficoll 

hypaque, incubados con PS de fil• 
tuberculosis por 15 min a 37'0, 
lavados e incubados con medio nu~ 

vo de DMEM, 

(a) células de paciente 60 min 

después de la incubaci6n, 

(b) células de paciente 90 min 

después de la incubac i6n 

(c) sobrenadante de lns células 

expuestas,60 min después de 1a 

incubaci6n. 
(d) sobrenadante de las células 

expuestas, 90 min después de la 

incubación. ¡ 
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En la Tabla 1 se pLtede obsi:rvar qL1e el efec:to de las PS 
sobre la l f ne:oa c:el ul ar- es i r-1-evei-5 i ble , observa"r-1dose que 1 ,;15 
célLtlas aun despLte"s de trascurridas 24 horas. no se VL1elven a 
adherir a su '-'e::, pLlede apreciarse que el poi-~entaje de ce"'.t.ulas 
adheridas dependj.r:f del tiempo que permanecieron en contacto con 
l EIS PS. 

La Fi;Ll,..A 13 indica qLte las células qL\e se e:·:pusieron a los 
antígenos de secrecid'n a dife1-entes tiempos y permanF.?ci eran 
adheridas, 24 ·horas después mostra1-on también pérdida de SLl 

dh · s'endo 1~º-• m~/""· ,,._rectadas las células q1,..1e capacidad de a erenc:1a~ ~ ~ ~·- =~ 

permanecieron adheridas de 60 a 90 min en contacto con e1·· 
anti geno, ya qLte a 1 i:IS 24 horas f:icÍl o un 30 i~ de esta.E 1 o gr a 
adherirse. Un 10'% menos de esta capacidad de adhesio"n se reoistro 
a las 24 hoz-as en le.s célula<:. que se regist.rei.1-on el dÍe. del 
e:-:perimento .. 

La Figura 14 muestra el porc:entaje de las c:élL1la: adheridas 
al plástico despue"s de haber estado en pi-esencia de las PS a 
diferente~ tiempos y a diferentes conc:entt-e.ci enes~ en esta 
gráfica se observa que la capacidad de adherncia se pierde de 
m~nera proporcj onal tanto e la conc:entrac:iÓn como al tiempo. 

!ilmteirnÓ a~ 1§.§.J!.f~ptA§ Se las ~a Bfl \a \Íe~a--E.ttl..btl..s.E. 
J774. - De la pel ÍcL1l a obteni di?.~ se c:o,nto el número de seLtdÓpodos, 
',' de seudoÍJodos e.bort ad os por cada cel L1l a. En la Tabla 2 se pLtede 
apreci.;.r el efecto de las PS sobre l,;:. c.:.pac:idad de movimiento de 
lc;1 cfÍlL1la, en ·cuanto a número dE seudoPodos y seudo'podos 
"abortados". El fndic:e morfolo'gic:o permite relacionar ambos 
nLfmeros, lo que qui=a este relacionado con la capacidad 
fagocític:a e>:jtosa <Fig. 15) .Además del cambio observado en 
cuanto al contorno, la l í'nea .cel Ltl e.r presento L•na tendencia a la 
agregación en presenci~ de las PS. Esto Último es dificil de 
obServar en la pel { c:ul a~ ya que tal efecto 1 ogra verse despué"s de 
60 min de e:-:posición a los antfgenos mic:obacterino=· 



Fig, 13 Las céiuias que 

se expusieron a los antí­
genos de secreción a dif~ 

rentes tiempos (30,60,90 
min) y permanecieron ad­

heridas, 24 horas después 

mostraron también pérdida . 
de su capacidad de adhe­

rencia. Los datos grafi­

cados provienen de la t!!: 
b1a i. 
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PORCENTAJE DE CELULAS J774 A111ERIDAS AL 
PLASTICO 24 HORAS DESPUES DE HABER ESTADO 
EN PRESENCIA DE P. S. DE M. tuberculosis 
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PIJICENTAJE DE CELULAS ADHERl~S AL PLASTICO 
EN PRESENCIA DE PROTEINAS DE SECRECION DE 
M. tuberculosis 
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Ffg, 14. Porcer1taje de células adheridas al plistico 

·-·:._en. P!'esencla de las Protefnas de Secrecflln 'de,it. 

- tuberculos-is, a diferentes concentraciones: 500 ug, 

l ug/ml • Ce= cél.ulas control; en ausencia de PS 

adheridas al sustrato, CP= células adheridas. CS= 

ci!lulas sueltas, 
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Fig. 15 INDICE PREDICTIVO DE EXITO FAGOCITICO. La línea 

ce1u1ar J774 fue expuesta a 250 y 500 l/g de PS de !!l· tubercu1osis 
y' registre.do su movimiento )lOr cineme.tografía. La gr!fica prese~ 
ta e1 indice predictivo de éxito fagocftico, que se obtiene de 1a 

· Taz6n ·de1.··imuiero de seud6podos en seud6podo!! abortados,· pe.re.-"loe ·· · 

tres oaeoB inc1uyendo e1 testigo (O). 
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Tiempo de 
exposición 
a PS (min) 

Testigo 
(s/PS) 

30 

60 

90 

Tabla l.- Porcentaje de c6lulas afectadas en su capacidad de 
adherencia después de haber estado en contacto con 
loe proteínas de eecreci6n (PS) de M• tuberculosis. 

Resultado de 
la incubación con 

PS, ( % ) 

Sueltas --­
Adheridas-93'1t 

Sueltas --19% 
Adheridas-82% 

Sueltas--26% 
Adheridaso.82% 

Suel tas--46% 
Adheridas-65% 

Resultado a las 24 horas después 
de la resiembra. (%). 

Adheridas Sueltas 

93% 7% 

34% ++ 66% 
40% + 60% 

19% ++ 81% 
29% + 71% 

20% ++ 80% 
30% + 70% 
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Tratamiento 
( g/ml) 

Testi~o 
(s/PS 

250 

500 

Tabla 2.- Número de estructuras involucradas 

en el movimiento celular de la línea J774, en -

presencia de las Proteínas de Secreci6n de Myco­

bacterium tuberculosis (PS). 

P/célula Pa/célula P/Pa 

9. 26 1.11 8.33 

2.409 2.409 l 

1.44 2.00 0.722 

P= número de seud6podos emitidos por célula durante la película 
Pa= número de seud6podos abortados 
P/Pa= índice predictivo de éxito fagoc~ítico • 

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



D I s e u s I o N 

Los macrofagos ~e c:aracteri=an por manejar varios antígenos 
sin reestriccion y por su partr-icipacion en una respuesta 
inflamatoria caracte1 .. istic:i'l de los procesos inmunes. Los 
anti gen os i nger j dos por el mac:rof ago son m,;¡s ef ec:t i vos qLte 1 os 
antigenos solLibles; de hecho los mac:rofagos parecen jugar un 
papel importante en inmunidad~ en parte debido a su capacidad de 
tomar y manipL1la1- antígenos y por lo tanto dF- regular 1~1 

magnitud del estimulo inmunogenico (~5,41>. 

El presente estudio se llevo a cabo como parte de un esfuer=o 
por entender ~. pcsteriori 1 a~ f unci enes i nmunorregul adora-;; del 
macr-ofago. 

Como ya se menciono con anterioridad, la hipotesis en la que 
se basa este trabajo sostiene que el mecrofago puede pinocitar y 
catabolizar una .serie de antigenos provenientes de las PS de 
Mycobcr.ct.eriu.1/i t:.ube."'rcu.losis quedando~,e c:on ¿1lgunos cJe elloEi~ los 
cuales podrian dirigir al macro+ago tanto fisiologica como 
morfologicamente • 

Para probar esta hipotesis~ se construyo 
line~ celLtlar J774~ que se eligio pcr sus 
mac:1-ofagicas (29). 

un modelo con la 
carac:teri sti c:as 

Este y otro: e:.:per-imentos (35~ 37) mLtestrci.s qL1e l aE cel Ltl as 
fagociticas en cont~cto con antig~nos ~oluble~ son capaces de 
catabolizar a los mismos y liberar prcdL1ctos al medio Sin 
emba1-go~ une~ pequen.:; c.:.1nti dad puede se1- reti:-:-ni d,:\ en el interior 
de la c:elLtl.:; sin cambio (3'5). En este traba_io se PLtede obser.,,.ar 
qL1e de Ltn total de 50 proteina!: ~ prodL1cto de =.ec1-ecion de M. 
tuberculosis~ solamente dos tienen preferencia a unirse a 
membrana, bajo 1 ¿:i,5 presente: con di c:i oneD e::per-i ment¿1l e=:;. =:;i en do 
estas mismas resistentes a degradaci on ~ ya que a.Ltn de=:pL1~.= de 6(1 
'B1.'?Je~'t.«1'0?.n d~e1-ir:t o::in c:¿imt:¡io CFig. 5). La resi=:tencia ~- la 

"" - EO ai=; prote1 nas poC:lr i a Ec-t l · 
inmLtnogenicidad ..... . . -- ar r~ ac1onada c:on 

~ • es~o co1nc:1d con lo reportado por Unanue (4~) 
~u~en ha. demoet1-~dc qu~ los productos cataboli=ados no -
1 nrr.Lt~o;ieni c:os y 1 as mol ec:L1l as que pe1-manec::.in en la c:el Lll son 
cambios si lo sor. ( 36 tj'"'.') Ad a sin 
i ' - · emas ='ie ha v;i sto que 1 a nmLl':1ogeni c:i dad de 1 a hemoc:i anina en 
asocia con la per~istencia de una ~eqLten~el~la5 fagoc:iticas se 
(35, 42>. r~ccion de antigeno 

. Otros antigenos qL:i::.a se~ liber"do~ d~ 
= - ~ la membr~na en los 

P':""i~.:=1-os minut.;::;s Y log1-an detcictarse.· en E"o."l sobr-enadante ( 
1

, 
5 min ' au~que parte de sstos mismos permanecen en la~ celulae 

degradl'l.c1on PL!E?dc registrarse al t1-anscL1rrir sl tiempo cP'T~ ~Lt 
P32.86 Y P::S:l.64>. E=: p~obable qLte los ar.tigenos no de~i-~dad~s • ' 
encuentren unidos a ciertas regiones de 1 b- se 
parti · 1 a mEm 1 ana que no 

c:i pan en a endoc:i tasi s!I reteniendo de esta manera SLI 
estrLtctura original ')." por 1 o tanto 1 a respLtef:ite. humoi-al contra 
antígenos unidos a membrana de macrofagos pLiede dirigirse a 
det. erminantes c:onTormac:i onal es del ant 1· geno t · 

t na lvo. Sin embargo, 
e:-:is en evidenciss qLte indican qL1e l"'- t 

~ presen a.cien antigenic:a, 



tanto para linfocitos T como para. B, reqLtieren de la 
i nternal iz acion y procesami anto del mismo en Ltn compartimento 
acido (32,44>. 

Se ha mencionado qLte los antigenos liberados por l~s c2lulas 
fagoc:itic:as son preferentemente las no digeribles (43) y que es 
posible qLte estos esten relacionados con el mantenimianto de 
tolerancia. Cruchc.\ud <43>. ha vis1.1ali;:::ado asta liberacion como 
una posible ruta por la cual el mat2rial da peso molscular 
elevado puede ser liberado pa1·a el reccnocimiento de linfocitos. 
Es posible que esta -perdida pueda t~ner diferente significado 
biologico dependiendo del antigeno en cuestion La liberacion de 
antigenos por parte de celL1las fagocit1cas puede t~ner tambien un 
papel importante en i nmLtnorregul ac:ion. por e_iempl o ser tomado por 
una c:elula la+ con capacidad fagocitic:a limit.:-1da como lo es el 
linfocito 8. Sin embargo~ pueden ser totalmente irrelevantes. 

En virtud del afecto que se tiene sobra el antigeno, el 
macrofago puede ser considerado como el primer regul~dor de la 
respuesta inmune, debido a que puede detarminar la magnitud del 
estimL1lo inmLtnogenic:o (36). 

Respecto a los antigenos encontrados en monoc:itos de 
pacientes, estos no se presentan con un patron caracteristic:o lo 
que qui~a este relacionado con el grado dQ svoluc:ion de la 
enfermedad o manipulacion antig~nica por parte del 
microorganismo. A pesar del p~queno grupo de pacientes estudiados 
C5), estas observaciones indic,::1,n que e::iste una heterogeneidad 
considerable en la respuesta de un paci~nte a otro, tanto en el 
nL1mero como en la intensidad de las bandas. Sin embargo, se logra 
ver una tendencia por parte de los monoc:itos a retener antigenos 
de peso molecular bajo, dentro de los c:L1ales se encuentra F'55 .. 0 y 

P6(1.1) •:::d, estt>s llaman la atencion por el hecho de qLle fLteron 
reconc:u:idos tanto pos el suero hiperinmL1ne como por el suero 
autologo, esto podria estar indicando la presencia de un antigeno 

importante inmunogenicamente. De hecho, en las Fig. 9, 10 y 11 se 
observa que ei-:isten antigenos qLte son mantenidos 
intrac:elLtlarmente y otros qye son e~:ocitados con pre·ferenc:ia. Una 
de las proteinas que es retenida P55.0 ha sido detectada por 
F:anadi ve (45) como un anti geno que despierta 1 a respL1esta humoral 
en pac:ientes. 

Ademas, la Fig. 12 nos indica que la maquinaria de monocitos 
relacionada con el procesamiento antigenico ezta deteriorada, ya 
que estas celL1las no procesan ni e::ocit.;:\n antigeno de nuevo reto 
en los primeros 61) min, esto podria estar relacionado con la 
hipersensi bi 1 i dad retardada que se observa en la tubercL\l osi s. 
La probabi 1 idad de que monoci tos l1Ltmanos tomen mas tiempo para el 
procesamiento antig~nico que la linea celular. no se puede 
descartar. 

Otro de· los efectos que podria1no~ adjudicar a las PS es su 
capacidad para a+ectar la morfologia de lo5 fagocitas y su 
adharenc:i ... ,. Al parscar, l 'i\S PS permanecP.n '24 hr.r-=ts en ta t·tnea 
calul~r <Tabla 1) ,y do ast3 manar3 lo~ fagocitos 3fQctados 
pod1· i .:..n p as.:tr pürtr~ de e o:¡ tos r:\n ti gonns a l .r1s ct.~1 LI las h i j iAS.. 1 os 
cual~s sequiri.:..n ej~rci.::-nd1:i o:;1.1 ef,~cto "3obre 1.11. c:..:;p3.::idad d~ 



~dhe1-encie, No SE puGdt, ~abe1- si la~ PS est~ri ej~rcier1do EL\ 
efecto d1rec:tamente 5ob1-e c:l citoE!sq11ple!to ,~·fecti'l.ndo l.;;. capnci.dA.d 

de adherencia y pcr la tanto su capacidad fagoc:itic~. ee~o no 
f1.1C? probatio en e-.'~te t1-alh"::1.jo pero ei: L1r1.:~ posibilid¡,-:.d que no $e 

pL\ede dC?scart?or, ya qL1e qui=a sEa este 1.1no di? lo:; mecAnismo:: 
de los que se vRlg~ el ba~ilo de le tuberculo~i= pa1-a e'•it~r 
una sobrepoblac:ion intracelL1lar y a$egurar SLI ee:tanc:ia e:-:itos_a. 

Le. agregac:ion de macrof.:;1.gos hc?t ~,ido dcma-;~trada de!..;pL1es de la 
sensibilizac:ion por infeccion con M. tub~rculoEiE por Nelson et 
al. F'reston et ¿t} <'16) ~ mencionan tc~mbien L1r1e ag1·cge.cion cJe 
mac:rofagos cuando ~e ponen en contacto con 1 infocitos 
sensibili;:ados con F'PD. Lcr~~ resultado$ de t.•sto investigacion 
indican que la agregacion de la monocapa se pued~ llevar a cabo 
de manera direct~, y a diferencia de Pre~ton~ ~n E5te trabajo, l~ 

linea celular no pierde su viabilidad aun con 1 mg/ml de las PS y 
en c;ambio retiene su capacidC:1d de 1-eplicncion, aunque si pierde 
sL1 capacidad de adherencia. No e::iste la posibilidc.d de ausencia 
de Tibronec:tina qL1e pL1die1-a·¿'\fecta.r- l~. c:1dhe1-E-?ncia, ya qLte la 
1 inea fue incubada con SFE1 despL\es de haber agregado las PS. 
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