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e troabe, s logrroc ansliwssr al meactrodaqs Como
dgico gue nco =dls presssta = loe entfoenos d:
ceflul s inveas :FE, sino gue tambidn las ssleccicone & tr
algun mecanieme no conocide. S analizaron por IET  macrofago
la 1{nes celular J7?774, gue unieron protafrmas os secrszich de M.
teberculosis por 15 min 8 4°C com un SUErD hiperinmune anti-#M,
tuberculoris. BB 2rsontrrc gue dos protefnaz (F6O.0 y F71.3% Kd) de
un total de ¢ bandas, e deiectsban en la celuls inmedistamente
despues de la incubarich con las proteinas de  secrecicn: estas
mismas detectedas con mernes  intentidad en  lag ceflulas  al
tramscurrir el tiempo, v se nbeervan 2n &l medip de cultive de 1a&
1fnes celular.

FP&0O.0 Kd,a, & =su vez pudo ser detectzds en monocitos de
pacientes con tuberculosis pulmenar  dunto corn otrac proteinas
P79.1, P&LO.C, PES.0, FS2.2, FSO.1, F3I6.0, FIZ.B, PIi.46,
F30.0 vy F24.8. '

Ax=i migmo. .por medio de micrn:inematagraffa, seguimes los
cambios morfoldgicos inducidos por las protefnss de secrecidn de
H. tuberculosis, sobre cflulas de la misma 11inea fagoc{tica.
Mediante la teonica de Nomarski se pudo cbsarvar gus 250 ug/ml de
las protefnas des Pehrecidh por, unsa hor s ipnducen cambios
morfolobicos en las celulas volvigndelas mas uniformes en sus
contornos con pocos sewddpodas v con wuns  marcada agregaciah. En
el cursg Zel superimento no se cbservo alteradsa 1a wialkilidsd.

Con estos resvltados s obtiene unm  cuadro amplio de los
efectos de sstos prreductoz de M. tuberculosis.
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Actualmente la tuberculosis es vne de los problemas de mayor
importancia en la salud mundial a pesar de la disponibilidad de
drogas eficaces. La extensidn de la enfermedad se¢ desconoce
debido a la edistencia de tasbs no reportados. .

En los pafses desarrcllados, &l riesgo anual de la infecc1cn
ess de aproximadamente 1 en I000 (26), pero en los paises en
decarreollo, el riesgo puede ser superior a las SO por 1004, .,

En el control de la tuberculosis se incluye la prevencion
-por ejemplo la vacunacidh con Mycobacterium bovis BCGB~,
tratamienta de individuos infectados y otros.

Ademds de la susceptibilidad de los sudetos inmunodeficientes
e inmunocomprometidos, la razdn por la cual algunoe individuos,
gque no pertenecen a este grupo, desarrollan la enfermedad esta
pabremente definida.

Es importante la dosis vy 1la wvirulencia de las cepas
infectantes, al igual que el estado nutricional vy ctros factores
predisponentes. tos factores predisponentes son aguellos gue
tiendenr a interferir con el bienesztar fisiologico narmel e
incluyen condiciones como nRutricioh inadecuada, principalmente
daeficiencia prntéﬁca; infecciones intrarrecurrentes: clima,
alcohelismo v fatiga crdrica (7). Sin embargo, el heche de gque el
bacilp establezca una lesidh dependera del poder gue  tengs este
para crecer intracelularmente vy del! poder del macrofago alveolar
para ingerirlo e impedir su crrecimiento.

En 1la tuberculesis progresiva. la pmblaciuﬁ enferma pueds
atraverar por uns escala inmunoloyica partiendo de un grupe polar
resistente, en el cual la hipersenszibilidsad .e=ta totalmente
activa, hacia wn grupo polar opuesto a@n el gue la respuesta de
hipersensibilidad se ha perdido. En algunps suigtos. cuando se
pierde la hipersensibilidad celular, 1los niveles de anticuerpos

tienden a incrementarse al igual gque el ndmeroc de bacterias en
los teiidos (8).

L.a homeostasis inmune mantenida por el balance entre ceflulas
T cooperadoras v T supresoras puede alterarse come consecuencia
de la tuberculosis (2. El batilc de 1la tuberculosis puede
afectar directamente el balance normal, inicialmente en una
direeccich positiva, por edemplo a travds de la induccidh de
interleucina 1 (I en los macrdfagos: por su parte, la Ikl
estimula la activacioh de linfocitos T (1¢).

El factor de crecimiente de las c€lulas T (IL2), uma de las
linfocinas, puede promover ls proliferacioh y la madurez de las
cedlulas T. La preduccidn de ILD puede depender de la IL1l. S& ha
demostirade que la infeccich en ratones por Mycobacteriumn
lepracsmurium, trae como resultado un incremente en la produccioh
de ILZ2 (&), por otra parte, en infecciones con Mycobacterium
tuberculosis se ha demostrado una produccidn deficiente de IL? Y
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una respuesta anormal de linfocitos T ayudadores a esta linfocina
.25to puede contribuir a la alteracidn de la hipersensibilidad
que se presanta =n la tuberculosis,

La activacidn de fagacitas monanucleares fue demostrada poar
Luris =n 1932 (Y, guien absarvo que las cfiulas fagnefticas son
activadas inespecificamente, Yya gue no sdlo se volvian mas
fagn:fti:as contra micobacterias sino tambieh contra
estafilaoceocos v particulas inertetes (?). Las macrd?agos deben
ser activados para poder destruir al bacilo , tal activacion
puede darse por madiadores bioldgicamente activos (linfocinas)

liberados por los linfocitos. La acumulaciach local de grandes
* . - : . -

ndmeros de macrdfagos y linfocitas, v la activacidn de muchas de
/. - . : .

estas celulas, a menudno restringen =21 cr2cimiznto del bacilo vy

par lo tanto arrestan la enfermedad.

Ademds de 2sto, tambidfh se ha demostrado gue bacilos
virulentos de la tuberculosis crecen mas prolificamente en los
macrofagos que bacilss dz cepas avirulentas vy Que la aplicacion
exdgena de linfocinas puede afectar su crecimiento (1,14).

. El proecesa de la activacidn no EﬁpECfFica 2n la inflamacich
trae como resultado un incremento en 21 metabolismo oxidativo,
por 1o gue s2 liberan aniones supsrdiido (~02), perduido (H202),
radicales hidrditilo =  hipoalitas (35). Estos compuestos pueden
rompar las parzdes membranalas dz las bactzrias, 1o -ual aupado a
la actividad enzimdtica lisosamal dz  las macrd?agos puedean
destruir a las backt=rias.

En el caso de la tuberculosis, 1a bacteria no muare despuds
de la fagocitobis, por lo gue la presencia de la misma puede
destruir al fagocito, cuynms productos toticas sonm la causa de su
propia destrucciah =) vy liberacich del organisma para futuras
infeccionas a aotros fagocitos . Sim zmbargo, cabe la posibilidad
de que e! macrofago no sdflo zes estimulado por la bacteria que e
pncuegntra 2n su int=rior, 3ine gque la bactaria controle 1la
comunicacidn bimqufmi:a antra 21 macrofago vy otras celulas. Por
otra parta, Hsueh =2t al han mostrado qus las inf=cciones .de
macrofagos con BCE causan una supresion de lia produccioh de
prostaglandinas en macrofages activados, 1o cual se piznsa trae
camo resul tado un  incrmento en la actividad 1lisosomal,
multiplicacicon de linfocitos ¥y un mayor poder bartericida.

El bacilo pusde paseer varios mecanismos peor mnedio de los

cuales puede asEApar 3 la influencia destrugtiva de los
metabolitos de origenc. Ciertamente la pared lipidica gruesa da
las micobacterias (27 pueds protzgerla de la aceioh bactericida

szstablecida por lcs fagocitos.

Entra 1as m=canismos de dafanza impuestos por la bactsria se
ancuentra  la catalasa (117, liberada camo prateccimﬁ carntra el
pear feido producido por =21 nacrofago. Asi nismo s@ ha avidenciado
que los componentes salubles de la tuberculina puede slialFcer una
influaacia inmuposuprasora (2, :




La supresidn de los mecanismos inmunalogices tambidn ha sido
asociacda con la presencia de cantidades esicesivas de antfgenms
micobacterianos socolubles, siznda las arabinomananas uwno de ellaos
(4.

El resultado final de este proceso infeccioso dependeri de un
buen ndmero de factores interactuantes, dentro de los cuales se
involugra a la virulencia de 13a cepa infectante,

Con relacioh a la wviruwlencia, Miteshinson et al han
correlacionada susceptibilidad de la accich lztal del psrdhido
con virulencia de las micabacterias ademds, 52 ha demostrado que
1las prntefnas de secre2cicdh de una cepa virulenta (H37  Rv) poseen
una mayor actividad calagenolitica que la cepa avirunlenta (H37
Fa) (20Y. Esta actividad se ha re=lacionado com  invasividady
diseminacigh y 1la farmacich de cavernas gue =ze presentan =2n el
curso ge la snfarmedad.

For muche tiempo s2 ha tratado inutilmente de obtensr
antigenas monoespacificos del bacilo de la tuberculesis, la cual
seria valisse en inmunodiagnoftico., Danis=l =, al. (3., aislaron
wn antigenao, referido cama el antigsno S, 2! cual praviene de un
filtrade de cultivo de M, tubercglosis, este poszz upa buena
especificidad seroldgica perog na es especifico =n prusbas
cutdheas (2.

¥nicker v Labord= (18) pbtuviarcn difersnt=2y frracciones al
separar los componentes de cultivo de M, tubercsulosis por
cromatograffia de intsrcambio icdhico. Estos autor=zs demostraron la
presencia de wuna variedad de antigenos, algunos especie
especificos v algunos compartidos por otras aspeocies 2 incluso
por difersntes g&heras bactarianos.

En un intento por wuniformizar los criterics de clasificagidn

de estos ant{genas, Daniel, Affronti v otro grupa de
invastigaFiDﬁ (20 propusi=ran a la inmuneslectroforesis (IET)
coma metadao analitico: anfrentaran preparacionas de M.
tuberculosis con sueros  hiperinmunes des refzrencia; asi

clasificaron los antigenos a partir de celulas bacterianas y de
filtrados de cultivo, en II bandas con diferznte movilidad
electroforgtica (19).

La IEF wutilizando los mismos sueros de rafer=2ncia, ha sido
utilizada en numerosocs laboratorios de tedo @l mundo intentando
con ello desarrollar metodos diagndsticos por medio de= la
deteccioh de ant{QEnns. Se han publicado una gran cantidad de
trabajos sobre separacidn, identificacian vy aislamianto de
ant{genos derivados de M. tuberculosis. El desarrollo de tetnicas
con una mayor sensibilidad como 28 Rl Caso de 1la electroforesis
en una y dos dimensiongs (21) vy la inmunoelectrafaresis en cohete
{Rocket), ha demostrado una gran cantidad de coamponentes
antigdnicas en las protefnas de secrecidn de M. tuberculosis.

» . .
Las proteinas de sscrecicoh de M. taberculosis reprasantan
buenos candidatos como reguladores del praceso infecciaso,
siendo quiza las sefalas que produce 1la bactaria =2n la batalla
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Farra et a1 (24) en un intento por entender el posible papel
inmunorreqgul ador de los antigenoe del bacilo de la tuberculasis
swpusieron monocitos huemanos a las prcte{nas de secrecicon de M.
tubcrculosis vy comprobaran que los sobrenadantes de los cultivos
de estas c&lulas inhibian la estimulacioh de linfocitos T
inducids por diferentes lectinas.

Un paso esencisal en la induccicn de 1a respues =ta inmune a
cual guier prctefna antigenica, ez la activacidn de cdlul as T
ayudadoras; sta sctivacich mo e=s inducida por antigences libres .
sino por antiqeno presentados por celul as acresorias, dentro de
las cuales =e encuentran los macrn?agns, gue tiensn BN su

memnbrana glicaprotelnas Clase 11 del MHC (14).

Evieten evidencias que indican que para gue un macrofsago
presemrte un  sntigeno en su membrana, ezte tiende que ser
endocitado, ptrocesado en el interior de 1l célu]a, reciclado a
la superficie y asociado al antigeno Ia 1. Es durante el
procesamiento cuando lac prntefnas uh*lgenlca= son catabalizadas
a peptidoe o amino . deidos

Sabemos que existen proteinas que pueden =er resistentes = 1la

degradacidh' lisosamal ¥ presentarse  en la membrana sin
modificacidn alguna, de hecho se eepecula ante la posibilidad de
que protefnas con ciertas caracter{csticas puedan acociarse

directamente al Ia sin internalizacich previa . Unanus (35) y
otro grupo , mencianan que las proteinas que no  son alteradas
suelen ser alda hedlice, anfipdticas v se caracterizan ademds por
presentar afinidsd por el Ia.

Focos =zon 1os estudios que se han realizado con respecto & la
identificacidn de antigenos procesados por celulas fagociticas,
Existen evidentcias gue muestran el procesamiento (346,32) en
infecciones producidas por Listeris monecytogenes (32) y Bacillus
subtilis (30); la presencia de estos antigenos & nivel de
membrana ha sido demnstrada ademas en infecciones con Trypanosomd

erucsi vy leishmania (3I3,34).

La importancia de la identificacich de estos antfgenos reside
en la& Funcich que pusden tener como reguladores en el proceso
infecciobso, ya que la enocitosis de estos pdptidos procesados



puede conducir directamente =& la prcduc:adh e senaler de
ampli{icacidﬁ del sisztema inmune (81D, o ser Gtiles como posibles
indicadores en un inmunodiagna&ticn. Se padria suoerir que las PS
de M. tubrrculosris preseantan algunas de ectac funcicones. En este
trabaio se +trato de encontrar respuesta & tres pr@gunta5
relacionadas con el Ffecto de lac proteinas de secrecian de M.
tuberculosis sobre celulas fagociticas.

1) La estabilidad de distintas preteinas secretadas por 1la
bacteria en presencia de las encimas protemliticss del ma:ro?ago.
Existen uma © varias protefnas recistentes a los procesos
degradativos del macrd?agn? Para «contestar esta pregunta se
propuso se la estabilidad de estase prmtefnag de secrecidn del
bacilo caracterizdhdolas por su  peso molecular, dentro de una
1inea celular {agncftica (J774% .

22 Comparar los antigencs seleccionados por cdlul as
fagncfticas de una 1{nea celular con los antigence presentes en
monocitons de pacientes con tuberculozis. Los monocitos de
pacientes con tuberculosis presentan antigenos mycobacterianos en
concentraciones suficientes como para ser detectados
inmunold@icamente? Si es asip Son los antigenos encontrados en
pstas cflulas comparables o©on  los  encontrados en la  1inea
celular? Se retienen algunc:E con preferencisa? Son semedantes los
antigenos exocitados en ambhas e£lulas? bLa carscterizacich de
estas antigencs podria servir .como base para le seleccioh de
aguellos gue puedan utilizarse con fines diagnogticoﬁ.

) Determinar los efectos de las proteinas de secreCioh e
la morfologia del macrofago. Son estas protefna:  capaces de
inducir cambios morfoldpicms en laes celulacs de tol manera que se
vea afectada la capacidad fagocitics de las mis=mas? Fara estudiar
este aspecto =e registro la morfologia de la 1fnea celular J774
en presencia de las PS vy comparar sus contornos  con un testigo,
por medio de la cuantificacion de su movimiento. El registro de
dichos efectos pousiblemente pedrian servir como base paras el
entendimiento de la fagocitosis de M. tuberculosics.

. Fara el desarrolla de los puntos 4 vy 2, =& pense en una
tecnica que permitiera la identificacicoh imunoldygica por peso
‘molecular de las diferentes protefnas, por 1o gue =e utilizo la
inmunoelectrotransferencia (1ET) « La electroforesis en geles de
poliacrilamida en presencia de dodecil sulfato de sodio
(BDS-FPAGE) permite la identificaridh de proteinas separahdolas en
base a su peso molecular. FEl1  desarrollo de este metodo ha
permitido analizar cualquier proteina independientemgnte de su
solubilidad; de esta manera ha sido pasible disociar protefnas de
membrans. componentes proteicos del citoesqueletn, proteinas qQue
forman parte de agrregados macromoleculares, etc. i

La spe-PAGE
- aunada i i
representos uﬁ” 2 d; a la 1nmunne}e:trotran&ferencxa (IET),
it N metodo gltamente sensible para la deteccioh de
as antigenicas mediante uns reaccion inmunnenzimé%i:a. La

IET consiste en la transferencia de las protefrnas separadas en
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Al parecer,unc de los mecanisma a trraves de 1los cuales un
paré%ita intracelular puede maneiar 31 sstancia erxistosa en sl
tnterior de su hugsped, as por medig de sus productos de
sacracidn. La hip&tesis de =sta trabaio sostiznz que =21 macrdfago
puede pingcitar vy catabolizar una sarie de antigenos provenientes
de las prntefnas de secrescidn de MWycohacterium tuberculosris
quedahdose <an alguno de ellos los cuales podrian ser
resisteantes a los procesos degradativos impuerstos por la c=1ula
Fagncfti:a y tener capacidad moduladora sobre la ¥isin1cgfa v la
mnrfnlngfa de las cflulas fagociticas.

a o Jg & T 1 vV g 8 .

Emn este trabajo se plant=aron leos sigui=ntes oblistivos
el acionados con el efecto de las proteinas de secrecioh de M.
tuberculosi =z
: 1) Determinar la w=stabilidad de distimtas protz{nas
sacr-etadas por la bacteria =n presencia de las enzimas
protenl{ticas del macrdFaga. .

2) Comparar los antigenos selecrionados por c=2lulas
fagociticas de una l{nea con las antigesnos presentes en monocitos
de parientes con tuberculosis.

3) Detarminar 1os afectos de las proteinas de secracich (PS)
en la mnrﬁalagfa del macrd?agn.



M A TEUR I AL Y METOTDOGOS .

Bacilo de la tuberculosis.~ Se cultivo la cepa de referencia
H37 Ra obtenida de la Escuela Narional de Ciencias Bioldgicas del
Instituto FPoliteenico Macional. La cepa fue cultivada en el medio
de Froskawer EBeck vy Youmans (PBY) (ZBY, en matraces Erlenmeyer de
250 ml, canteniendo 100 ml, de medio y se incubaran & Z7°0 hasta
gue alecanzaron la etapa estacionaria de crecimiento, esto es
hasta que la superficie del medio estabs completamente cubierta.

Dbtencidn de las protefnas de secrecicpn (FS).- Los medios de

cultivo se separaron de 12 masas bacterisnas por filtracioh a
traves de un  Ffiltro Whatman No. I (M. &and -F. Bolston Lio.
England) y por {filtraciones suscesivas con filtros de 0,45 y 0,22

mm (Millipaore Corp., Eedford, Mass. ). Las prmtefnas de los
filtrados se obtuvieraon por precipitacicon con sulfato de amonico
(.42 g/ml de Ffiltrado’. Las protefnas precipitas se separaron
poar centri{ugacidﬁ a 4°C por 20 min a A0, 0000 g &7 una

centrifuga Becliman (J2-21 USAY. El prercipitado se resuspendic en
= m]l de sclucidh saline C.15M amartiguads con fosfatos 0.0 M, pH
7.4 (8SF) y 0.2 ma/ml ds flucrurp de fenil metil sulfchide (FHSF)
{Sigms Chemicals, St. Lowie Missowuri?! como inmhibidor de protescas
(9. El s:ittracto obtenido s dialito eshaustivamente & 4°C
contra SSF . Lz concentracich cde laz prntefnas s determino por
el metado de Lowry (407, sinstdndose & una concentraciok de &
mg/ml y distribuyendose en {racciones de 0.5 ml: los entractos se
mantuvieron a -7 "C haziiz =u uso.
fa rp hiperinmune anti-M., étuberculosrise.— Fara la
obtencion del suerc ze inmunizaron semanalmente coneios hembras
de 1a raza Nueva Zelanda adultas. Far espacio de cinco semanasS.
los conedjos recibieron intramuscularmente, una mencla copuesta de
F.Z mg de las FS de M. tuberculosis H3Z7 Ra, con S mg de bacilos
de M. tuberculosis muertos por calor, en 1 ml de hidrgiide de
aluminio. Despuds de la inmunizacidn, los coneios fueron
sangrados de las orejas vy los sueros cbtenidos se probaron por
inmunoelectroforesis contra un extracto de M. tuberculoxis HI7 Ra
hasta demostrar el maximo de bandas por este metodo, segun Dniel
(19).

Los suerwps se mantuvieron en fracciones de ! ml a =-70°C hasta
sSU UsO.

Endecitomis.— Fara este tipo de ensayo se utilizo una linea
celular fagocitica, 1la J774 (29), la cuzsl se cultivo en medio de
Eagle modificadn de Dulbeco (DMEM) (Gibto, Grand Island, N.Y.),
canteniende 10X de suerpo fetal bovine (BFBE) (GBibco, Granmd Island,
NeYed), 100 U de penicilina v 0.5 mg/ml de fungizona (Gibco, Grand
Imland, N.Y.) ¢ se mantuvieron en una estufa de CO2 a] S¥ y a
=76, Para 1a deteccich de las proteinas de secrecian de M.
tuberculosis  endocitadas y exocitadas. se cultivaron tres
millones de celulas fagociticas por tiempo de cingtica cultvadas
en DMEM (Fig. 1). Las celulas se eipusieron a una concentracion
de 1 mg/ml de las PS del bacilo de la tuberculosis a 4°C por S o
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.3 X108 Amg /' mil de P-S-* 4 Lavados con ssf ™
{J774 )

" idn  durorante l 4 Mezcla digestora
DMEM I‘om',,. 5, 15, 30, E (v/v)
€0, 90, 180 y  sobrenadante

-
8 360 min. . @ + Mezcla digestora

{150 ul)

monacapa

' ' m——-  inmuncslectrotronsferencia.

Pige L Bl siguiente orotocolo n =i ~“nid pura
"la deteceibn de las protefnns de-secrecibn (P3) de M. HULa Y-
~ eulosis, en 1n linem celular fagocftien JT774, nor medio de
" un susro hiperinmume. '
55P= solueidn salins fisiolégica.
DiiENM= medio de Eagle modificado de Dulbeco.
Mezola digestora= contiene B-mercaptoctanol ¥y prenara las
muestres para su corrida en electrofornsis,



1% min. Decpuesn de wote tiempo, la monocapa me lave 4 vecer con
S5F, s les adiciono DMEM nuevo y =e eleve la temperatura a I7°C.
Ltte posose e sataron de la ecltuwfa & diferentes tiempos: 1. S,

15, 0, A0y TO min despues del 1avado, vy de cada tiempo se
ohtuvieron dpos muestrac: une de ellas conteniendo laz celulas vy
la otra el sobrenadante . A ambas muestras s les adiciono una

mezcla reductores (0,3128M de Trie-HEl pH 6.8, 47 8DS, Z0% glicerol
-y 104 de "-mercaptortanod con asul de bromofenol) w/v y a la
muestra celular se le adiciono 150 ul de este solucion, se
hirvieron en un bano de agua por S min. La electroforesis se hiso
de acuerdo con el metocdae de Laemmli (25 en geles de
poliacrilamida de 1.5 mm de grueso. al 10% con dodecil sulfato de
sodip {(B8DS). Laz muestras se corrieron a 0 oA por gel . en una
solution amorlitiguadora de Trig—HC1 O.Z7M pH 8.8 con 0.17 de 8DS
con un sistems de refrigeraciOn & 4°C. Al terminar la separacion
electroforetica de las proteinas, estas fueron transferidas a
papel de nitrocelulosa.

Inmupoelectrotransferencia LIETY. - Fosterior a la
electroforesis en SD5-FAGE. 1las proteinas se transfirieron a
papel de nitrocelulosa (NC) (Seheleicher and Schuell Keen NMH, Ba
0.45% um). por €1 metode de  Towhin (12}, én una camara de
transferencia Rio Rad a 2 A por una hora & 4°C utilizande un
amortiguador de Tris-—-glicina (D.025 M. 0.1922M pH B.7% con 20% de
"metanol v/v). Una ve: transferidas las proteinas. el papel de NC
we incubo tode la noche con une sclucion blogueadeors de albumina
serica bovina {(Sigma) al T ton snlucion salina de fosfatos con
tweren 20 a8l ©.1%L (BBF-T) en agitacion constante y a A7C. Al dia
siguiente el papel de NC se lavo = temperatura ambiente con SSF-T
dur-ante & min con 4 canmhios, patra sliminar el exceso de albumina.
El papel de NC se inpcubp dezpues con un susro hiperinmuane
arti-—-M. tubercuilosis en una dilucion 1:50 con S§8F-T durant= &
horas & temperatursa ambiente vy sgitacion comstante. Despues de
lavar nuevaments eon la seolucien de S8SF-T, el papel de NC se
incubo can  un complein formade por proteinas A acoplada
covalentemente con biontinas {Amersham? 2 una dilucion 12400 por
a0 min: despues de trranscurrido este tiempo, el papel de NC se
lavo nuevamente con 88F-T y =& incubo con un compledio formade por
ectreptavidine-biotina-peratidaze (Amersham) . en una dilugion
12400 con B8SF-T: s lave nuevamente siendo los uwltimos das
lavedos con 88F unizamente . La preserncia de las PS =2 revelaron
con un sustrate formadec por H202 a1 0.2S%  en metanol 8SF al 20U

peire

v/v con 0.80 de A-clore-il-rofiol (Sigma, St. Louwis, Ma.).

—Eo.anoeilion de pacienter. — Se tomaron
muecstras de 20 ml de sangre heparinizada de pacientes con
tuberculozis no tratada en diferentes estadios de la enfermedad
y par medio de wn gradiente de Ficoll bhypague se sislaran los
monocitos.  Las telulas se dedaron adherir por espacio de una
hora con DMEM y 107 de SFR y antibipticos. despues de permitir su
adherencia, la monocaps se lave ¥y se incube can DMEM nueve v sin
suern, para evitar alteraciones en la electroforesis, por espacio
de 12 horas; despues de transcurrido estez tiempo se tomaron dos
muestras por separada de tads paciente: la parte celular vy el



Sangre heparinizada de paclentas con fuberculosis

gradienfe de ficoll hypaque

: ——
Pig.2 Para 1a obtencién de célulrs '
\J

adherentes de paciente con tuber-
culcisia, ge aiguid el protocolo del separaclén de_mononucleares
esquema; Liag células obtenidas se clulas a!heranfal

gnalizaron por inmunoelectrotrans

incubacién con DMEM por 42 horas.
ferencia (IET), al igual gue sus

sobrenadantes, y s8¢ revelaron con. EE
un sueroc hiperinmune anti-M. Tuber
culosis o con suero del mismo pa— |
Ciente. ‘( \,
mezcla digesfora mda digesfora
+ vy +

{150 wl)

sobrenodante L células J

Inmunoelectrotransferencia
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FILMACION CELULAS J774 en presencia de protelnas de secresidn ( P S. )
de M. tuberculosis.

Fig. 3 Circuiteo utilizado para la fil-
macibén de la 1%nea celular J774 en

presencia de tas protefnas de secrecibn
(PS) de M. tuberculosis mediante la téc

nica de Nomarski.



sobrenadante, ambas muestras fueron rreducidsas con la muestra va
refereride para cotrerse por electroforesis vy detectar los
antigenos presentes en la monocaps despues de 1a transferesncia,
con el suero hiperinmune (Fig. 2.

Efecto de las PS =mobre la capacidad de adherencia.- Cuando se
ponia la monocapa de la linea celular J774 en precencia de las FPS
s podia apreciar gue despues de IO min, 1 aes celulas se
desprendi an del sustrato de manera proporcional sl tiempo. por lo
que se registro la capacidad de las mismas para permanecer

adheridas al plastico wvariendo el tiempo de ewposicion
concaentracion de las PS. Ademas, se cuantifico la wiabilidad por
azul tripano (Gibco, Grand Island, No¥Yod o para descartar un
posible pfecto tontico. Fara saber si el danp ocasitnado eh las
celulas era irreversible, se sembraron las celules despues de
haber epstado en presencia de las FS, tanto las gue permaneciercn
adherides comc las gque se soltaron, 24 horas despuesn de la

resiembra, se cuantifico 1a wiakilidad de 11ss mismas v la
capacidad de adherencia.

ilmacion de los eferctos de las FS en la linea _celular J774, -
La linea celular se crecio en lentejas de wvidric de 0,17 mm de
grueso a una densidad de 2 millones de celwlas por lenteds. La
lentelia se coloco en la camesra de Dvorlial como lo marca el
esquema (Fig.Z, 4), y = mantuviersn con DMEM amortiguado con
4mM de bicarbonatc y 10 mM de hepes., va gque la filmacion se llevo
a cabo fuera de la estufa de CO2. La sonpcapa s2 mantuvo con
medio fresco durante la filmacion con una bomba peristaltics que
banaba las celulas de medio nueve. La temperatura  se mentuve a
I7°C por medic de uwn radiador controlable (ASI 400 Air Stream.
Nighol son FPrec. Instr. Inc. BGaithersburg, MDY, vy la filmacion se
realizo en intervalos de S segundo dwrante una hora con la
tecnica de Nomarski . Frimeramente se Ffilmo un testigo
consistente en el registro del movimiento de las celulas en medio
en ausencia de las PS. Despues de 30 min de filmacion, s2 agreoo
una concentracion de 250 wug/ml tde las PE y se registro su
movimiento y morfologia por &40 min. A wuna lenteja diferente, se
le adiciono una concentracion mayor (SO0 wug/ml) de las PS8 y se
filmo tambien por &0 min.

De la filmacipn obtenida, se conto 1 numero de seudopodos
formados (P} vy seudopodos "abortadeos" (Fa), por celula para los
tres registros. L.os seudopodaos abortados se definieron como
seudopodos de una elongacion menor al testigo, semejando una
vesicula., Con estos datos se obtuvo el indice morfologico . 21
cual fue calculado diviendo el numero de seudopodos entre el
numero de seudopodos abortados: tambien se calculo el porcentalie
de los mismos.
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R E 8 U L T A D D 5 .

Detecridn de las PS en la 1lfnea_celular J774.- A) incubar la
linea celular con las PS5 de M. tuberculosis por & min a 4°C se
detecte por IET la presencia de dos proteinas de 71.3 'y &0 Kd
respectivamente, estas permanecieron en las c©ofFfltuwlas inclusive
hasta los T&0 min despues del lavadoe (Fig. 5).

El sobrenadante obtenido de la incubacidn de estaes cdlulas,
muestr-a a suw ver P71.37 y P&60.0 Kd (Fig. &). Estos resultados
indican la seleccich de estas dos proteinas de un total de S0,
par la cdlula Fagocftica v la resistencia de las mismas & 1a
degradacicon lispsomsl. :

Es probable gue el efecto observado en las Figuras § yv & sea
debido & que el periocdo de incubscich fue corto, y  que al
tncrrementar el tiempo podamps observar un mayor ndmerc de
proteinas de secrecidn en 1os fagocitos. Las Figuras 7 vy B
muestran gue al aumentar el tiempo a 15 min de incubacidh, de la
linea celular con las  P§, se detectan un mayor numero de
protefnas, siendo F71.3, F&O,0 y PES5.0 proteinas que son
erocitadas al medio.

Peteccicn  de  antigenos en _monocites de pacientes.— En los

monocitos aisladas de sangre perifeica de pacientes con
tuberculosis incubados con DMEM, s detecto la presencia de
antfgenos provenientes del bacilao, de diferentes pesos

molecul ares, siendo frecuente P6O.0 Kd.

Los sohrenadantes de estas edlulas  indicsn gque existen
antigenos gue son retenidos intracelularmente v otros  que son
exocitados con preferencia (Fig., 9, 10, 11}, €5 probable que los
monpcitos de pacientes esten afectados a tzl grado que les sea

imposible procesar antigenocs de nueve reto. Fara resoclver aecta
interrogante, los monocitos de pacientes fueron incubados por 15
min & 37'C con las PS5, lavados incubadpos con DMEM nueve a J7°C
por 30y 60 min, La Figura 12 presentan los resultados de este
guperimento, dande ce puede ohservar gue inclusive hasta lps &0
min despué% tde internalizadas las FS no w2 observa una

degradacidn de las mismas. Con esta tg&nica se puede apreciar

P&3. 0O Y, P32.0 en el sobtrenadante despus de &0 min de
incubacion. .

Efecto cde las PO _sobre ia cepacidaed de sdherencie.- Al
exponer la linea J774 rcon las PS de M. takerculosis, la
viabilidad nmo se afecto, , va que en el wperimental se registro

una viabilidad del 85% en comparacidnh del %3% registrado en el
testigo.
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Fig £ . Lz 1inez celular J774 se incubd por 5 min a 4°'C
con las PS de M. tuberculosis. Posteriormente fueron lavadas con
SSP ¢ ineubadas con medio nuevo DMEM a 37*C.

{a) Testigo: ecélules incubadas unicemente con DMEM,

(b) 1 min después del procesc, a 37*C.

(e} 5 min despufs del <tratamiento a 37¢C.

{d) 15 min

'(e) 30 min - -= . Sl R

(f) 60 min

(g) 90 min

(h) 180 min

(i) 360 min

(jy s~
Lag muestras se trataron narse IET, ¥ se revelaron con un suero hi-

perinmune anti-M. tuberculocig.
PS= protefnas de secrecidén de M. tuberculosis.

S5F= solucifn salina fisiolégica.
Duw
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fig. b Sobrenadante de las célulmps inoubadas 5 min a8 4'c
con las PS DE M. tuberculosis. Las muestras fueron procesadas nor IETD
para posteriormente revelarse con un Suero hiperinmune anti-. M. tu -
verculosis. (&) testigo; sobrenadante de las célnlas incubadas dnica
mente con DMEM. (b)) 1 min despuds del tratamiento, a 37'C. (¢) & min

(3) 15 min. (e) 30 min. (£) 60 min. (g) 90 min. (h) 180 min. (i) 360
min. {j) PS.
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Fig ¥ C€lulas de la linea JT774 incubadas por 15 min a 4tC
con las proteinas de secrecién (PS) de M. tuberculosis. Posterior -
mente, las célules fueron levadas con SSF, incubadas con DMEM nuevo
¥ llevadas a 37'C por diferentes tiempos. Después de hacer la IET,

. las muestras fueron reveladas con un suere hiperinmune anti- M. tuber

.

I

L3) 360 min,

culosis. (a) testigo: célulms incubadas Unicamente con DMEM. (b) 1 min

(¢) 5 min, (d) 15 min {(e) 30 min. (£} 60 min. (g) 90 min. (h) 180 min.
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Fig ® Sobrenadante de la Linea
celular J774 incubadas por 15 min
a2 4'c con PS de M. tuberculosis.
() Testigo: sobrenadente de leas
células gque no fueron expuestas a
les PS. (P} 1 min (¢) 5 min. (4)

i 15 min. (e} 30 min. (f) 60 min.
" (g) 90 min. (h) 180 min. (i) 360
] min.
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’Fig; 9 IET de monocitos de paciente con tuberculosis
aiglados con Ficoll hypague, incubados con DIEM por 12 horas.
Revelados con suero hiperiﬁmune anti-M. tuberculosis,

(2) C&lulas adhnerentes de peciente.
{b) Sobrenadante de las célulams esdherentes.
(¢) Proteinas de secrecién.
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Fig 1) Ant{genos detec-
tados en monocitos de paci
entes con tuberculosis por
IET. ¥ revelmdos con suero

' Proveniente del mismo pa -
ciente. Las células fueron

- aisledas por medioc de un

- gradiente de fiecoll hypaque

. Como lo marca el protocolo.

. (2) células testigo; sujeto

ino enfermo. .

i(b) sobrenadante testigo,
{c) células paciente 1

;(d) sobrenadante paciente 1.

}

1

5.0

{e) célulms paciente 2.
' (f) sobrenadante paciente 2.




Fig ﬂ Monocitos aislados por
medio de un gradiente de ficoll hy-
paque, de pacientes con tuberculosis.
Las ¢élulas fueron aisladas como lo
marce el protocolo, e incubadas por
12 horas con DMEM. Posteriormente,
se tomaron dos muestras (células)
(sobrenadante), después de la IET, se
revelaron con un suero hiperinmune
anti- M. tuberculosis. {a) cé&lulas,
(%) sobrenadante.

DMEM= Medio de Eagle modificado de
Dulbeco.
IET= inmunoelectrotransferencia.




Fig 12 Monocitos de pacientes
con tuberculosis aislados por me
dio de un gradiente de ficoll
hypaque, incubados con PS de M.
+tuberculosis por 15 min a 37'C,
lavedos € incubados con medio nue
vo de DMEM.

{a) células de paciente 60 min
J después de la incubacibn.
(b) célules de paciente 90 min
' despuéds de la incubac ibn
{c) sobrenadante de las células
expuestas, b0 min después de la
. incubacién,
' (d) sobrenadante de las células
expuestas, 90 min después de la
incubacidn, )




En 1a Tabla i se puede obsprvar que 21 efecto de las PS
sebre 1a 1inea celular ss  irreversible . ohservahdose que las
c£lulas aun despus= de trascurridas 24 horas . 2 N0 S8 vuel ven a
adherir a su wvez, puade apreciarse que el porcentaie de celul as

adheridas dependid del tiempo gue permanecieron en contactt con
las FS.

La Figura I3 indica que las c£lulas que se expusieron & las
antigenos de secrecidhn a diferentes tiempes vy permanecieron
adheridas, 24 horas despuds mostrar-on tambidn pefrdida  de su
capacidad de adherencia, siendo las mas afectadas las celulas gue

permanecieron adheridas de &0 a S0 min en contacto con el
antigenao, va ogue & las 24 horas sdlo oun 20 ¥ de estas logra
adherirse. Un 10% menos de esta capscidad de sdhesich se registro
& las 24 horas en las cglulase que se registraron el die del
sperimento.

La Figura 14 muestra el porcentaie de las células asdheridas
al plastico despuss de haber estado en presencia de las PS a
diferentes tiempaos vy a diferentes concentraciones, en  esta
gr{fica se observa gue la capacidad de mdhern:1a se pierde de
manera praporcional tante a la concentracion como al tiempo.

7 s _lge pfestes de  las B8 en. 1a 1fnea_eslular
J774, — De lm pelicula abtenida, se :Dntm el numero de seuddpodos,
y de seudopcdns abortados por cada cflula. En la Tabla 2 se puede
apreciar el efecto de las PS snbre la Cﬂpacldnd de mDV1mzentn de

la célula, en -cuanto & numero de seudopodos y seuddpodas
"abortados". E1 {ndice morfoldgico permite relacionar ambos
numeros, lo que guiza este relacionado caon la capacidad
fagocitica exitosa (Fig. 13 . Adends del cambioc observado en

cuanto al contarno, la linea celul ar presento una tendencia a la
agregacion en presencia de las PS. Esto dltimo es dificil de
ahservar en la pelicula, va gue tal efecto logra verse despuss de
&0 min de edposicicdn a los antfgenos micobacterinos



PORGENTAJE DE CELULAS J774 ADHERIDAS AL
PLASTICO 24 HORAS DESPUES DE HABER ESTADO
EN PRESENCIA DE P.S. DE M. tuberculosis .

100

%

-60
Fig. 13 Tas células que
Se eXpusieron a los anti-
genos de secrecién a dife
rentes tiempos {30,60,90 —40
min) y permanecieron ad-
heridas, 24 horas después
mostraron también pérdida
de su copacidad de adhe—
rencia. Los dates grafi-
cados provienen de la ta

bla 1. i ] |
30 60 90

—~20

TIEMPO {min.)
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PORCENTAJE DE CELULAS ADHERIDAS AL PLASTICO
EN PRESENCIA DE PROTEINAS DE SECRECION DE

M. fuberculosis

0.5 Img/ml

C.S. 500 ug/m}

1 i 1
30 60 90

TIEMPO {(min)

Fig. 14. Porcentaje de células adheridas al plistico
... en. presencia de las Protefnas de Secrecidn’ de-M.

- tubercu]osis, a diferentes concentraciones: 500 ug,

. 1ug/ml ., Cc= células control, en ausencia de PS
adheridas al sustrato, CP= cé&lulas adheridas. CS=

células sueltas,
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Fig.15 INDICE PREDICTIVO DE EXITO FAGOCITICO. Le linena
celular J774 fue expuesta a 250 y 500 vg de PS de M. tuberculosis
y registredo su movimiento por cinemstogreffa. La gré&fica presen
t2 el Iindice predictivo de éxito fagoeftico, gue me obtiene de 1la

“razén del'némerc de seudbpodos en seudépodos abortados, parz-ios -~ -
tres casoe incluyendo el testigo (0).



Table 1.~ Porcentaje de células afectadas en su capacidad de
adherencia después de haber estndo en contacto con
las proteinas de gecrecibn (PS) de M. fuberculosis.

Tiempo de Resultado de Resultado a las 24 horas despuds
expogicién 1a incubacién con de la resiembra. {(%).
a2 P3 (min) 5. { £} Adneridas Sueltaes
Testigo Sueltas ===
(e/PS) Adheridas-93% 93% %
30» Sueltas --19% 349 ++ 665
Adheridas-82% 40% + 60%
&0 Sueltas-~-26% 19% +4 814
Adheridas-B82%4 299 + T1%
2]o) Sueltas~~46% 204 ++ 80s%
Adheridas~65% 304 + 70%




Tabla 2.,- Nimero de estructuras involucradas
en el movimiento celular de la linea J774, en =
presencin de las Proteinmes de Secrecién de Myco-
bacterium tuberculosis (PS).

Tratamiento P/célula Pa/célula P/Pa
( g/ml) ..
Testizgo 9.26 1.11 8.33
(s/75%
250 2.409 2,409 1 |
500 1.44 2.00 0.722

P= mimero de seuddpodos emitidos por célula durante la pelfcula
Pa= nfmero de seudbpodos abortados
P/Pa= Indice predictivo de &xito fagoc-{tico.
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Los macrofagos e taracterizan por manejar varios antigenos
sin reestriccion y por su partricipacion en uma respuesta
inflamatoria caracteristica de los procesos inmuanes. Los
antigenos ingeridos por e1 macrofago son mas efectiveoe gue los
antigenos solubles: de hecho 1os macrofagns parecen  Jugar un
papel importante en inmunidad, en parte dehido a su capacidad de
tomar y manipular antigenns vy por lo tanto de regular la
magnitud del estimulo inmunogenico (Z5,41).

El presente estudio se llevo a cabo como parte de un esfuerzo
por entender a posteriorst las funciones inmunorregul adoras del

macrofago. i
Como ya se menciono con anterioridad,ls hipotesis en 1a gue

ce basa este trabajo sostieme que el mecrofago puede pinocitar y
catabolizar una serie de antigenos provenientes de las PS de
Mycobacteriurn tuberculosis gquedandose con algunoe de ellos, los
cuales podrian dirigir al macrofago tanto fisiologica como
marfologicamente .

Fara probar esta hipotesis, se fonstiruyo un modelo con la
lines celular J774, nue =& eligie por sus caracteristicas
maclrrefagicas (29).

Este y otros experimentos (I5,37) muestras que las celulsas
fagociticas en contacto con antigenoeE zsolubles =on coapaces de
catabolizar a los miemes vy liberar productos &l medin . Sin
embargo, una peguens cantidad puede ser retenida en el interior
de la c2lula =in cambio (TS). En este trabaioc s puede obssrvar
que de un totsl de S0 proteinac . producto de secrecion de #H.
tuberculosis, salamente dos tienen preferemcia a unirse a
membrans, bajo las presentes condicitnes experimentales, siendo
estas mismas resistentes & degradacion, va gue aun despuss de &0
%E%EEQQ% n dﬂm—%%ta%in r%%%biar (Fig. ©S). La resistencia =& la
inmunogeni:idad. s;tapcoin;;jécmsnf;lar Es:ar e acionade  con
guien ha demostrede que los pr'aductizmrcgggbg?;~agzgnu: g
é;ﬁﬁﬁugenifas v las moleculas que permansesn en ;a celulg 2?2

10= 1= [ '
1nmunngen;:idaéc d;mnl-(36542). _Ademas o e visto que la
asacia com 1 e & hemncianlna en c=2lulas Ffagoriticas es
(35, azy. 8 Ppersistencia de una peguens firaccion de amtigeno

Otros i Ci oo e :
primeros miiztzgeggigq:;;a ;?2 ilb?:?dns d= 1s membrana en los

iny. = g etectarse en &l sobrenadante (1, S
21” 1 GURHUE parte de sstos mismos permanecen en las czlulas ’su
P3%.5a Y FS1Teay s L arbaoe e fCvTUTir el Tiiemps TFl.o,

* . - e probable gue leog & i -=

encugn?ren unidos a ciertas geginnes n;;ge?gs szgfgkgdadaz :e
participan en 1la endocitosis, reteniendos de esta nangr- :3
Estru:tura Dr%ginal Y par la tanto la respuests humorél cu;t;a
gntngepns unidos a membrana de macrofagos puede dirigirse a
Esrzzminaztgg capffrma:iopalgs_del antigena nativo. Sin embargo,
en videntias que indican gue la prresentacion antigenica,



tanto para linfocitos - T cameo para B, requieren de 1la
internalizacion vy procesamianto del mismo en  un zompartimento
acido (32,44).

5@ ha mencionado que los antigenos liberados por las c=2lulas
fagociticas son preferentemente los mo digeribles (43) Y qQue &s
posible gus estos esten relacionados con =21 mantenimiznto de
tolerancia. Cruchaud (473). ha visualizado esta liberacion como
una posibla ruta por la cual 21 matz=rial de peso mal=cular
elevado puede ser liberado para =21 reconocimiente de linfocitaos.
Es posible que esta .perdida pueda tener difersnte significado
biologico dependiendo del antigeno en cusstion . LLa liberacion de
antigenos por parte de celulas fagociticas puesde tzner tambien un
papel impartante en inmunorregulacion, por edjemple ser tomado por
una celula Ia+ con capacidad fagocitica limitada como lo &= ol
linfocito B. Sin embargo,. pueden ser totalmente irrelevantes.

En virtud d=2l =2fescto gque sa tiene scbrz 2@ antigeno. sl
macrofago puede sar considerado camo el primer regulador de la
respuestas inmune, debids a que puede detarminar 1lia magnitud del
estimalo inmunogenico (Fa).

Respecto a los antigenos encontrades =2n monocitos de
pacientes, estos no se presentan con un patiron caracteristico 1o
gue quiza 2ste relacionado con el grado de s=velucicn de la
enfaermadad [a] manipulacion antigenica por parte del
microorganismo. A pesar del pequeno grupe de paciesntes estudiados
(5), w@estas ohservacicnes indican que eriste una hetsrogesnesidad
considerabla2 en la respuesta de un paciznte a otro, tanto =2n el
nwnero como &n la intensidad de las bandas. Sin aembargo, se logra
ver una tendencia por parte de los monocitos a r=2tener antigenos
de peso molecular baio, dentro de los cuales se encuentra FE5.0 y

P&HO.D Kd, gstbs I1laman la atencion por =21 hecho de gque fueron
reconocidos tanto pas al suero hiperinmune como por 21 suero
autologo, esto prdria estar indicando la presencia de un antigeno

importante inmunogenicamente. De hecho, en las Fig. 9, 10 y 11 se
obhaerva que enisten antigenas que 30N mantenidos
intracelularmente vy otros gye son exocitados con preferesncia. Una
de las proteinas que es retenida PSS5.0 ha sido detectada por
Fanadive (45) como un antigeno gque despierta la respuesta humoral
en pacientes.

Ademas, la Fig. 12 nos indica gue la maguinaria de monocitos
relacionada con el procesamiento antigenico esta deteriorada, va
gque 2stas celuwlas no procesan ni erocitan antigeno de nusvo reto
en los primeros A0 min, esto podria estar relaciomnado con la
hipersensibilidad retardada gue se observa =n 1la tuberculosis.
lLa probabilidad de que manacitos humanos tomen mas tiempo para el
procesamniento antigenico que la linea celular, no  s2 puede -
daescartar.

Dtro de los 2fmctos que podriamos adiudicar a las P8 es su
capacidad para afaeckar la morfologia de los fagocikns  y su
adharencia. Al parscar, las FP§ peramanscen 23 horas =2n la linea
calular (Tabla 1) 2 de asta maneri los fagocitos afectados
padrian pasar parte de actos antigenas a las celulas hijas, las
cualas sa2quirian ejarciendo s ef2otn saobre 1a capacidad de



sdherencia, e e puede seber =i las PE estan egivrciendo su
efecto directamente sobre gl citoesguelelto afectande 1a capacidad
de adherencia vy por lo tanto su capacidacd fagocitica, 2=t no
fuie probade en  este trabado pere ez una posibilidad que no se
puede descartar, va gque guita sea este uno de lows mecanismos
de los gue e valge el bacila de le tuberculosis pat'a ewvitar
una sobrepoblacion intracelular vy asegurar suw estancia Emitngﬁ.

La agregacion de macrofagos ha sido demostradsa despues de la

sensibilizacion por infeccion con M. taberculosis per Nelson et
al. Freston et al (461, mencianan  tambien una agregacion de
macrofagos cuando =1 ponen en contacte con  linfocitos
sengibilizados con FRPD. los resuliados de esta investigacion

indican que la agregacion de la monocapa se puede llevar a cabp
de manera directa, y & diferencia de Preston, ¢n este trabaio, la
linea celular no piprde su vizahilidad aun con 1 mg/ml de las PS y
en cambico retieme su capacidad de replicacion, aungque si pierde
su capacidad de adbherencia. No eiticste la posibilidad de ausencia
de Fibronectina que pudiers-afectar la adherencia, vya que la
linea fue incubada con SFER deepues de haber agregado las PS.
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