
o 7:J o.ro J s 
,< !/~· 

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE 
MEXICO 

COLEGIO DE CIENCIAS Y HUMANIDADES 

UNIDAD ACADEMICA DE LOS CICLOS PROFESIONALES Y DE POSGRADO 

INSTITUTO DE INVESTIGACIONES BIOMEDICAS 

INTERACION DE LAS PROTEINAS DE 
Mycobacterium tuberculosis CON 

MACROFAGOS ALVEOLARES 

Tesis que para obtener el grado de Maestro en Investigación 

Biomédica Básica presenta: 

B.E. Judíth González Chrísten 

Tesis Dirigida por el Dr Raúl Mancilla Jiménez 

México 1994 

t ES.IS:· CON:' 
Fltl.A::·:DE ,~~'-.......... ;~ ···· . . :. .. v~·· 



UNAM – Dirección General de Bibliotecas Tesis 

Digitales Restricciones de uso  

  

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA 

SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL  

Todo el material contenido en esta tesis está 

protegido por la Ley Federal del Derecho de 

Autor (LFDA) de los Estados Unidos 

Mexicanos (México).  

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y 

demás material que sea objeto de protección 

de los derechos de autor, será exclusivamente 

para fines educativos e informativos y deberá 

citar la fuente donde la obtuvo mencionando el 

autor o autores. Cualquier uso distinto como el 

lucro, reproducción, edición o modificación, 

será perseguido y sancionado por el respectivo 

titular de los Derechos de Autor.  

 



INTERACCION DE LAS PROTEINAS DE Mycobacterium tuberculosis 

CON MACROFAGOS ALVEOLARES 

Juelith González Christen 

RESUMEN 

A pesar ele la gran .. importancia que poseen en el .estáblecimientci ele 

la infección los mecanismos .. a .. t1:avés; de ·.los cui:iles· ei· b~cifO cte la 

tuberculosis, .el · Mycobacterium'it:u~erc~;?~.~~·,;inf:~t~·/·:m~C:~~f~~cis•.•.11an 
sido poco estudiadas· .• • Eni;'í~ft'cik :1;~6iérifü~ :~~· iha!l.~~i:e;~i:l~~L:¡¡j {v~:ios 

' " . . -.~. . .. ' .-") : •''· º--.::.·~; - • -:· 

;;:~;::i~~1~1iliiiiililíl~!!!rlti:i:: 
La .unió11.:a ,la··;celula¡1por;;.·e·stos• .. re·ceptores·.o'no ecesar.iamente. de 

la pre~~ri~i~>~~s~~~~}~~¡M~~~~~~~i~,t~'1~1f 11i~~1~;~~~;,;;*f~~~s~~l~~j,!·~i~tr ~:ª~¡10 
pos.e e ·~.~/slJ, ·super ficie,•moleculas ·,que\;reconocenl!a'.estos•,,receptores·;i· . · · .. 

::2E~~:~J~~~~~~mt~tii~r,ri~\~~~2~: 
, ~ -·~ .. _ .. ;,:; --· :' ' . ' . ··,·::.::. ·,;-:· '.1;'.~',j.:-.::"'~ ·- - ·~ 

En 'es't'a tesis,se:p~~sentan :~vid~ri~i~s~dé'q~é· uria· proteína de pared 

dél bacilo, con peso molecular de 7i; kD. ·y cori afinidad por ATP, es 

reconocida por macrófagos alveolares de rata. También se demuestra que 

esta proteína soluble es capaz de competir por algÚn componente 

membranal del macrófago, e inhibir hasta en un 40% la adhesión de 

bacilos a macrófagos. 



Un aspecto importante de esta tesis es que fue posible 

caracterizar una p1~oteiná .como adhesina, utilizando el sistema biotina-
_.-\·.- .·_:'-. ....... . .; . 

estreptavidina pai·a 5..i detección,· lo que pe1'mite tener un marcaje 

durable y evi~;-~ el ~s: de m~terial radioactivo. 

Dr Raúl Mancilla Jiménez 

Opto de Inmunología 

Ins t Inves t Biomédicas 

U N A M 
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INTRODUCCION 
I ANTECEDENTES 

1.1 HISTORIA DE LA TUBERCULOSIS 

La tuberculosis es una enfermedad infecciosa : causada por . el 
. ., '' ' ~: -.'. . . : 

bacilo · Mycobacterium tUberculosfs;... un . microbio intracelular 

facu1 tativo; _--~~r:~~~~-~~:t.f1~f~.X~A~:"é~~-~;'.r:i~~?~~:~f~:~.1''~~-k,'.~~ ':~r: ácído-

a1coha1_, r~Sistente .. :~·Adérnás ,del~ hombré~ n·o: se~ c0noc8 ," d9~-un ~.hospedero 

na tur~l~·::,:~f~~
1

;tf ~~~i~~~~t~~Itt!!·~~+ 2,r~~t;~~--~~~1j\e~~i?:~~~h~Kff \~~'.~!;f.~~N~~r- · 
1 ª 

infección :y:exp·erimen talmén té •o;;- .en< •'Una'.;;::varie_dad '.\dé %'animales:· como 

~~;i~~~!~f f f lltllllf !Jl~i~~~!~~1::~;i~i~~ 
extrapulmonare·s,'se:·,c¡'des'arrollán•: .. generalmente en niños o en adultos 

... >>,,:<:_ .>;'.~,·~~~\:t~\(/{~·-:'.~5~tf: __ -~-:~-~;;. -· -
por reactivación':· de.•·uná''lesion provocada por una infección anterior. 

·:<_·.«" :.:··;· 

En fósile~ 'J:rnnÍa~os de la edad de piedra y momias egipcias se 

han encontrado··rastros de lesiones tuberculosas ( Willet,H., 1992). 

Aristóteles describió la enfermedad y desde esta época se 

encuentran referencias sobre su posible origen y tratamiento. El 

nombre de tuberculosis se le atribuye al médico francés F. Sylvius, 

quien en 1679, describió las lesiones pulmonares características de 

la enfermedad, llamándolas tubérculos Bloom,B.,1992). A principios 

del siglo XIX R. Laennec estableció la relación entre las lesiones 

histológicas y el curso de la enfermedad. El carácter infeccioso de 

la enfermedad fue demostrado por J.A. Villemein en 1865, quien logró 



transmitir la enfermedad humana a conejos inoculándoi.es. esputo de 

pacientes No fue sino hasta 1882 que R .. Koch logró aislar. al 

agente causal, · estableciendose así el or.igen :··bacteriano del 

p'adecimiento (Grange,J., 1982; Marchal,G. ,1993). 

1.2 IMUNOPROFILAXIS Y TRATAMIENTO DE LA TUBERCULOSIS 

. . 
A principios del siglo XX los investigadores G. Calmétte y c. 

Guérin lograron obtener una cepa atenuada . del· ·J:laáiÍB· · de .la 
.. - -. -~'::::·;::,:.": :'.:·:)_:_.:;·. 

:::~~::::~~s~~f ~!~:~.·: 1~::::::,::~ •• :;~'füil~~iiJj~!t:~::~;:: 
se extendió el uso del BCG como ;:medfoi~de\ :preVención de la 

tuberculosis en Europa y en ca~íi0~~i~i·~ii.~%~AJ~'.~f''. ' •. 

Los estudios epidemiol~.ci.icos/'i:;,éaHza<dos pOr la OMS en la 
.. -;..,,. 'f~J-~ 

década de 1980 muestran que. es.ta/vacuna: es eficaz en prevenir en un 
;:_: .. ;: 

80% las formas graves·· de:. ia·: 't:U:iJeJ::culosis infantil (meníngea y 
-,·,·, .:·· 

miliar) y en un 60% la tuberculosis pulmonar (sundre, P., 1992). Sin 

embargo la eficacia "de e's't:·~· vacuna para prevenir la tuberculosis 

pulmonar ha sido muy variable, ya que en algunas regiones se ha 

alcanzado hasta un 80% de protección, mientras que en otras regiones 

del mundo es del O% (Fine, P .. , 1989). Aún no se ha establecido la 

causa de estas diferencias, aunque se ha propuesto que pueden ser 

debidas a interacciones entre la vacuna y otras especies de 

micobacterias, diferencias regionales del bacilo M. tuberculosis, 

diferencias nutricionales y genéticas entre la población vacunada, 

etc. otro problema que presenta la vacunación con BCG está 



apareciendo recientemente, al expandirse la epidemia del· VIH, ya 

que en algunos enfermos de. _SIDA 'ia ·vacunación. previa _ha. causado 

mayores problemas que beneficios ;' QuÍnn,T .. , /i9B9;: gor es.tos 

motivos se h~-·-._conc·~·~-íj~C,·~~'.~ .. +:~t_.~r~c~;~.f:Tif;~&.':~·~3-~~'.$~·.i~.~?f.!i:~~·~::~~,·--•~a-. 
infección por :otras)micobacterias:-;<''. sino¡coque:.~-permite.;\_un•;;•control ,·•.mas · 

: : ... ¡ · • :, :::<:.:,: .:~ :.¿~:-;~:· ~~;~g:\;/;~'// .i(:.fi:·}~f ~~~~:.~~t?\X/~.~;·;.¿~{~~i;:·:~\k~~f:::'~1;~~\;~~'.'·.~t:~;;~~~·:.ih~~~tü:~;,~;~~i~~{~,::t·;;f.J::::(·~;~{?5\: (':':~'.- . :-
rápido - de. las'hnfecciones í~;.cón 1\meno"r?daño:-tisular.;{y_.;;_úna•~di~úriinución. 

en .1 ª .cli s emf~~8¡~¡r·~z~:~~¿~~g~~A:'~~·r;?t~~d1it~:K~i'·t~~o/f~r:f J tB:(if 1~\~~~-~·-jt~/. · ., ·•·· 

.. ,.~~,~~l~·~~~f.~f ~If~i~~ff¡li[f,:,ltJI·[< ':: 
estreptomicina {per.mi.tió :'.'jm¡;_;ráp ia6.:«: mej oramfento.•:1de ~·los_c,¡-p~ci·en tes por 

:.~:::~:,;~~::c:!~~~~f ~¡t~t::[~iiili~f~~~,~~~:::::::: 
necesaria la búsqu,e1a ·'.1¿~tt7iiH)~i;:'.~~i~~:fi~i~.~~·.?:Acttia1mente la OMS 

recomienda un tratamiento',;·¿·con·•·J;~cuatro··•·;:.antibioticos para eliminar 

:::::··:::,:::.::;,'':li~ill~ti~l~:~,;:~::: ~::.::::'°~:· :: 
infección una vez :sl!sP.l::~.di(i? •e:J: ::tratamiento ( Memoranda WH0, 1992). 

El éxito de 'id'· vacunaciórl como medio de prevención y la 

eficacia de los a~tib{ótic~s hizo que de 1950 a 1980 la 

investigación sobre la tuberculosis se enfocaran más a la búsqueda 

de antifímicos y de una mejor .vacuna, que a la comprensión de la 

bioquímica del bacilo y de las relaciones huésped-parásito por lo 

que, a pesar de ser una de las enfermedades más estudiadas, aún se 

desconocen muchos aspectos importantes del desarrollo de la 

infección . 



iÚ 

1.3 EPIDEMIOLOGI~ 

Actualmente la tuberculOsis es un problem·a de salÚd mundial que 

no ha pod¡do· ~er er~adicado·.y, aún éfr.\países: con ~~ehos!servicios 
sanitariÓs,••--fá::focidencia:de l;a~'enfe;~~~§~,·~&~'~~~~i,cgda{:~~~c.· iii•- f992 

t~::~~:.::t~1¡1~t~1t~i}~~~1-~1Jr~~t~~~~f~~~~;:~::::: 
distribudióric 

enfermedad se 

mayor de 260 por ;i'o6: ooo: 
Japón y Norteam~)ii~ ~-~s·' menor 

(sundre,P., 1992;'.?~~~-oflncia wHo, 

tiTiund.b;' e~t.f! ;i'iBr,f de este 
':.-:,;_/ ·:':~::<~~:.:.~;::<: . - ,';,;:,,,;,,o,.;,~¡,:,"-·' 

y 

'economía 

de la 

en' donde es 

!:··<:'-.' 

de .. 3 i ·~·~·PO;~.<;.· habitantes 

1992). 

En los paise's·· no desarrollados la enfermedad se presenta en 

personas de todas las· edades, aunque afecta principalmente a la 

población de 14 a 40 años de edad (Kochi,P.,1991). En los países 

desarrollados la distribución de la enfermedad, entre grupos de 

población de distintas edades, ha cambiado drásticamente desde que 

se extendió la epidemia por VIH. Un estudio realizado en los Estados 

Unidos de Norteamérica (Braun,M., 1993) muestra que hasta antes de 

1985 la muerte por tuberculosis era mayor en personas de 50 a 79 

años de edad, y que a partir de 1990 hubo un notable incremento en 

la población de 20 a 49 años de edad; este aumento pudo ser 
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asociado con el aumento en esta población de los casos-de SIDA. La 

asociación entre el VIH y la tubercuf6sis también es diferente en 
', ' : .. ;,, 2- .,. ·_ ,.·_ .... !' 

las distin.~as regiones_· del _mll~do, _a~í ~ai;a el•Africa _su,bsahariana. y 
•• , 

1 
•• : •• , ' ' ••···· . • • ' ~~ {~asi_ del 

so%, \JF~~fa~;; que u ~~ 

En 2.9 

(Memoranda W~0;~992)~Lós~paíies'.~del~suréste~asiáf~~~~~-de la zona 

de 1 pací i i ~b-·-·i~~f:~-d'''f i~{_~J~~?;~~~~~~~-~~J::f~~I{Gf ii-:¡~,~~~L'0};t;;~~D)_~~~··; __ .-.. _ .-
En México el informe. presentado -e~ c1992'Cpot)'la"z-;Secr~taria de 

Salud muestra que a part¡r d~~-:ig~";;i~t~·;h;~b;~~~>ii~·:c,~J~~~~'í i~ los casos 

anuales de tuberculosis ( s.~.~~;f''~ig~~~~;};;-~J~'{~-91•:s~f~~~hica~on a 660 ,. ·. : " --- .::. ':~;·:~::x ,,_··--. , ..... _ ; ·, . . , , ... , 

nuevos casos , lo que repres'etita+:i.ihii·:.inciden~ia del. 9. 9. por 100 ooo 

habitantes. La mayoría: de ~os/:~~ferínos ti~nen edades entre 15 y 60 

años. El 98. 3 % de. ~~~Ji'.*~'bof,:f~{ son de tuberculosis pulmonar. 

Debido a los sistem~i.id,~j•fé~hi:~ci <utilizados se estima que hay un 

40% de casos no seregi~tracios ( s.s.A, 1982). 

Los datos anterióres muestran la necesidad urgente de controlar 

esta enfermedad, pues es la primera causa de muerte mundial 

provocada por una sola bacteria_. Si bien el costo del tratamiento 

antifímico no es alto tiene el problema de que es difícil aplicarlo 

a grandes poblaciones y zonas rurales (Sundre,P., 1992), y muchas 

veces el tratamiento se abandona antes de que la bacteria haya sido 

erradicada del paciente, por lo que surgen nuevas reinfecciones. 
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l. 4 PATOGENIA DE LA TUBERCULOSIS 

Diversos.• est~dÍ.~~, •. tanto in vitro como in vivo, han 

demostrado .<.qúe:~{a~t¿: ia :i..~rnUrÍidad protectora,.• así como las 

lesiones>'ip~~~ó;B~~.~~-ii~:. :, ,¿,, .. ·. . .. ... '· 

este .los· 

·"e~ .. ····~·,, ~··.'::.::-;~:, 
,la 

: ·.- ..... · :' i -'.~ --,_:(;:. ;.:::' 
activación .. 

Recientemente:;, se · ha· ·:'cpnsiderado_\';_que:;;/;~arnb.ieri•.•.¡es. };•importante • la 

participación d~···1a~·:~áJ.~í~Jlf~.~~~~'.~{J·'J,~t~~~~~~?'~!f;'{T9~:~·;.v.Ú'a9¡, ··así 

corno otros factores ~oin'~'-: eli.• c:aldtr:eo.gque>potericia los efectos del 

IFNi; ( Denis, M., 1991a·V.~'JF;}~·~DEÍ~f.t~~t;~{~.·¡nrnuneh~moraípuede ser 

muy alta en pacientes éon(t~lJercul~sis 'aunque, como en el caso. de 

otras infecciones intracelulares, parece no conferir protección 

(Reggiardo,Z.,1974). 

De acuerdo con Dannenberg ( Dannenberg,A.,1989), el proceso que 

siguen los enfermos desde el momento en que inhalan los bacilos 

hasta el desenlace final, ya sea el control de la infección o la 

muerte del paciente, puede ser ,dividido en cuatro etapas , en las 

que participan distintos componentes del sistema inmunológico: 

1) La primera etapa se inicia con la colonización tisular de 

bacilos inhalados que logran adherirse a las paredes alveolares y 

son fagocitados por rnacrófagos. Si los rnacrófagos que invaden están 

activados por estímulos anteriores los bacilos son destruídos y la 
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infección no progresa. En caso de invadir macrófagos. no activados el 

bacilo encuentra uri :nichc:í favorable para su desarrollo, 'l~eplicándose 

en ellÓs y\'jpt6'1tc:á~ci~> fiíialm~~~e:;''la: ~~~·i:t:.( .. :\i~ .. i~s ~.células 
fagocíticas.i(·str ·liberación ·hacia .el espacio 'exfr'ácelular,· donde 

son . ··~n g.e~t;d;?~jp·I~~~x}?:l1,~y~~ :tÍ~,~·~:;~~~·g~7".::.;B;·f~~['~r,~~1~~~;:.~~~f níti\~~~~.~,1i:·.:;:uh; 
equ>l ilirio •.• , •ntre/; lo••b•oilo• ,• qu:' 'on '<°~' tru iéo •t"º''' oe1u1" 

un 
-

una 

lucha por 

\].~ de otros tipos 

de la respuesta 
1 'i" ::_,-,'. • _ -:";¡r~ ,:,:"!: '• •;_. • .-\~·; ' 

inmune ce!Íüíar/}:'.como' son r.eaccic:írie~:dé !Úpeisensibilad retardada ni 

centros «é:aseoscis ~ Por primera ~ez se observa un incremento en el 

número bacilar, que se desarrollan primordialmente en macrófagos, 

atraídos a las lesiones por factores quimiotácticos liberados por 

las células muertas. En algunos casos las células que llegan a la 

lesión se encuentran activadas y son capaces de eliminar al invasor, 

por lo que la lesión no progresa. En caso de que estas células no 

limiten la infección comienzan a llegar a la zona de lesión células 

T y forman granulomas junto con macróf agos activados 

(Dannenberg,A.,1991). 

3) En esta etapa ya hay un establecimiento de granulomas, 

formados por células mononucleares y linfocitos T CD4+ y CDS+. Los 

macrófagos maduros se transforman en células gigantes 

multinucleadas, las cuales pueden contener a los bacilos de Koch. En 
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los granulomas predominan los linfocitos T CD4 +,: los· cuales inducen 

actividades tuberculostática~. en · lÓs monocitos por medio. del INF i: '. 

en~e:Jeeimfenfo'i . "m'a:lnutriciÓn, infección por VIH, etc) de estos 

ceni:r~·~>se . li~eran bacterias que pueden colonizar nuevas regiones 

pulmonares o nuevos tejidos. En esta etapa es · po'sible detectar 

respuesta de hipersensibilidad retardada, pues la respuesta inmune 

celular se encuentra bien establecida. 

4) La etapa terminal se presenta cuando el hospedero es 

incapaz de controlar el crecimiento de los bacilos, y la misma 

respuesta inmune que ha montado favorece la licuefacción de los 

centros caseosos convirtiéndose, entonces, en un medio idóneo para 

el desarrollo de los bacilos por lo que se observa, por primera vez, 

el crecimiento de bacterias ep un medio extracelular. De estas 

lesiones se liberan bacilos que provocan la destrucción total del 

pulmón y son capaces de establecer la infección generalizada o 

miliar. 



1.5 FAGOCITOSIS 

El estudio de las lesiones tisulares observadas en la 

permitido. establec~r la ;impórt.ancl.a .. de 
.:C''. 

tuberculosis, ha los 

macrófagos en el >~~iit~oi .. ~ei,c,{~;<~nd?me~.;:;..ci;. P:~i lcF citie · ~n' •este 

::::::~:l~~¡;~i i~í~ít~if f ~~ilf Jl~if ill:tJJ~Wz;~~: 
::::: :L1!;~wr~~~*1:~1;;~~t.~~1,tit~~~~~{iKf~0~i~vf t~~~~~!w~wt~~t~r~;t~~1~~t: 

::~r::ttj
2

~:J,~~~~;~~f ~il~íll!~~;~~~~:::~::~:to::: 
procesos·• requiereri:Yde,·tín<ré'cambiotcniembrána;1 constante y de gasto de 

enecg:::::,t;~~~tir:~~l~!"fütJ11:~o:~l" perteneoen a do• grupo• 
celulares: Los.·· fagoc~tos · mononucleares (monocitos sanguíneos y 

macrófagos), y los. leucocitos polimorfonucleares (neutrófilos, 

basófilos y eosinófilos) . Ambos grupos se originan de una célula 

progenitora en la médula ósea. Los polimorfonucleares emerge.n de la 

médula ósea como células maduras circulan un tiempo corto en 

sangre y se establecen en diver~os tejidos. Los monocitos provienen 

de monoblastos que son liberados a la circulación sanguínea, 

posteriormente alguna de estas células se extravasan en diversos 

tejidos y dan origen a la población de macrófagos tisulares, que, 

dependiendo del tejido donde residan, tienen distintos nombres 

(Giraudet,P., 1984; Holtzman,E.,1989). Los distintos tipos de 
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macrófagos no se distinguen'morfológicamente entre sí, pero cada una 

de ellos presen~a diferencias 'bioqu!micas que les permiten 

mantenerse• en .cada tej ido;y real:izar. fund;Of!eS dfv~rsas; 

10
' .::.~~,,~~~ji f~~'~i~~!~¿~#~~~í~1!~i*i.~~¡~~~;!~:li~:';;,;:;. 

macrófagci's :::al veolari:!s'; •.::nos·;;, cu·a1é·s \'.pueden'/ s'er•:::considerados,<tcomo ·un 

mismo ..• ::t~~f~·i~~~:}~Ji~~·~,i;~t]f !,~i:~;~~~'.i.~~~i~,~~~iR}{~~)?T~~li}¿!i~~~~~;X~1;.~.f~~~·~· · •ios · 
macrófagos•;•;alveolareis\:•l'';las•";:c·élüléis\2\terriiináles:·: U>Blussé :.: ván oud 

: .. :, .; -:~;~-:-· .. ';~i::·; .. : .. r,:,::t·:,:.,·>-' «··~/<';,::. ·, :~:.~;-~:::,.;-:~~::~~t:'- ~:·;5~~1,::~y~~.·:=--~~t.':·::·:N·i~:;1:::;:._~~·.-·"~·>-:~-- :'/.: :-'. ·:':··::,,.:_:e;_"·.,.:._ .. _·.,,. .-:_ . 

Alblas ,A,,,:19},9 'l') ;.':~.::Los:~.monocitos -,.:s·an'guíneos, •'·•~e .•loc.alizan .· en las 
- .. . ~.,,·.•:;:;.:'>'.9+B~/~<-/,~: .. ~:_\ ·:·~::-~'-~-~ .. ~~f;¡;~~:---,~~:~3~·:J;.1~:~ .'~-~>~:.)~?{'..: ~-~·:'.·'~_'.'· ·.-~~Y. '_I -

estructuras•?vasculares·:•deh·pulmon ¡ Y. es tan en ·fl'uj o continuo entre 

la 'sang~: (.el,,te~:l~~· intersÚdal. ¡os macrófagos intersticiales se 

originan de. monocitos que colonizan esta región y sufren 

modificaciones bioquímicas y funcionales para adaptarse a las nuevas 

condiciones ambientales de este tejido, en el que existe una mayor 

tensión de oxígeno y se encuentra en mayor contacto con el exterior 

corporal Oren,R., 1963; Bowden,D., 1972), estos cambios son: 

utilización de la fosforilación oxidativa en lugar de la glucólisis 

anaerobica (Murphy, s., 1983), mayor capacidad para responder a 

estímulos tale~: como. complejos inmunes (Warren, J., 1987), cambio en 

el número y tipo de receptores de membrana (Daughday,c., 1976) y la 

aparición de una peroxidasa endógena propia de esta población De 

Mendez, I., 1991). Estas células. aún son capaces de replicarse, por 

lo que se les atribuye un papel importante para mantener la 

población basal de células fagocíticas, aunque parecen no contribuir 

importantemente en la población de células presentes en las lesiones 

inflamatorias (Blussé van oud Alblas, A., 1983). Los fagocitos 

intersticiales migran al espacio aéreo del pulmón, instalándose en 
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la pared alveolar; donde finalizan los cambios bioquímicos y dan 

número y 

c., 1989; Ravetech,J.,1990). 

El proceso fagocítico puede ser descrito como una serie de 

eventos continuos, detallados a continuación: 

1) La partícula a fagocitar se adhiere fuertemente a la 

superficie del fagocito y genera una señal que promueve los 

mecanismos fagocíticos. 

2) La membrana del fagocito, junto con el citoplasma inmediato, 

se extienden alrededor de la partícula formándo un pseudópodo que, 

finalmente, se fusiona en el extremo distal de la partícula, la cual 

queda englobada en una vacuola, llamada fagosoma (Stossel,T., 1974). 
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3) Dentro de la célula el fagosoma se.desplaza· hacia ei núcleo, 
: - . . . -

mientras que los liso~(jmas s9n di~igidos· hacia el fag~sÓma; para 

finalmente encontfal~se Y:·:;fusfonai.-se; ~féirinaiido·,:eii fa~oiág~om.i\~ .En ·el 

interior ci~' . e~t::\ 've~Íé~i~'\'.f J;~; /hd~ri~' k~~~r~g;úf'·J~~;r~~ad.vas 
lac.toferr~n~·:';Y,i~?~~s.;:;~9~;.~~:f ·f~Ht~>:rf;ª~f i;f~·~"~:,e.~~~~~~'.i~f·~:í:;~~~.~,~·enido.: 
También~ 5·¡,;.: observa un· brusco- descenso en el pH _•por -la·'generación de 

._..·,:.{_:.: .. ~.,~,'.'.:ü .• :· :::.~'?/.~?-.<:::.- ··,,:,,-:;.\ .::-.:,.: ·-~·: , ,. >~·L ·-.; .,·(.: .. ::- . '.?(}. ·;:~~fE··~.ii;.- :f;•~ , ··:) '.·-"· ·. 
'·!" ··,,'.¡•!'.._~>:.·'¡ 'fs.,:•:;¡_co• 'i»". ~:.·0··'J·¡".: -~:;.;;:;··:ei:~·.-', ':~:;~.:-'..~:-·,:,~:":.':) ;:- , .. .,.,, '•"" • 

.· --~-:~~:~ .. :;.':~;,:: ~,~.,~~ ~ •, :, '.-~~:-:,-; ::: ~:~: .. :;:i-;~-<Yr~};~~:·~:~T,_~ :·r<!~~-~:.:~;:}~~:~0{'.~~~i!~·~;~:t{J~~::~;.:·:.;~~·i:Fiff1~:{~::i: ·.·F:~\·· >·:~·.!- .. -
4) .. EL::materJal\cútilizable«,.es;;,~captadO,, por.'.:l·.il ·lula: .o bien 

permanec'e';Xd'.~f ~t~~-'f é~;~i·~:.~~~~~~~~~,if ~f~~f~~~i~~··l~~c~í~!~~f~~~t1~;,~~~Har·.· es 
reconst i tu ida\'.'C:.:reincorporando ·J\'4ilos~·:c;(.receptore s~·(."f uti !izados' ., !3n 1 a 

fagoc~:~:~~~?;~~:r~1rr~ilít~l~!il~f ¡1r7 

;,, ,. en el 

desarroilo de este proceso '' ya':,•qüe··.~'púedeY·:e·i:d:sfi. de 
' . - -': .'.,"'.__. .. ~~j{~~-f)}::~::;~~:.;t?t<'."f~t~;h;~.j~f(~~;}~;:~i}~[~::;~.: .-

partículas a fagocitos sin hal1a1inte~iórfzác:ió~ 

observar fagocitosis sin uni4~[it~~·~~fzt;it!$2.~j~~~· 
puede ser a través de di versos Ítieéanisn\cis}'~cÓ - ··Z 

1) Mecanismos físicoq01~'{~.b~'.j;~.i(t~{;;~~·; ;•'.; .,~fféiff:~~~.)id.~{ Úpo de 

atracciones de van der waái~·/.;('úil'ií 'S.tra'6ciÓrÍ·. hidrofóbica o, 
: •. - ' ;: ; ' :::.:: ~, - '-~,""J • • : .•.• 

raramente, una atracción eie'ci:.~1é:is~i'Üc~: ¡·:van ·oss;c., 1986). En 

soluciones acuosas y en medios que contienen proteinas plasmáticas 

las partículas más hidrofóbicas son las más fagocitadas, en el 

primer caso debido a las interapciones de tipo van der Waals, y en 

el segundo por la adsorción de proteinas que favorecen el 

reconocimiento por fagocitos. 

2) Mediada por receptores presentes en la célula fagocítica, 

tales como el receptor para inmunoglobulinas (Unkeless,J.,1988), el 

receptor para moléculas del complemento (Silverstein,C.,1989); o 



para azQcares como el receptor para rnanosa (Sthal~P.,1986). Ekisten . - . . : • .. 

di versos ejemplos ' de este mecanismo. desde la unión de, complejos 

inmunes hasta la adhesión [d: .orgS.?\~~o~ ;·c~~p~.~jos. ;f)~m;r·~ p{o,t.~tº:~i-ios ' 

y hongos·. . . •·<; ·•} ·. ',. ,.., •••, .¡;;(. '•' ""', "'""•' ';clé .: 

::::::~~·:,d,~l~~; ·~1l~)f ;:1~~~it1tt~!1~~~~i~ttf t{~:~E: 
componentes 'ni'ás;·,·' ·co~;i@§s:,·;~;(••i'(~·~~'.~~~.~'.?~·.'.é:r.~.:·~ .• ~~~.t~f.(~.ª-•.;:f~¡~~~·~~~~~na. P.·,. 

: .. _: ..::-.·, ---._·. :_.-;,_,._·~--->- - .·/-x·\:>.> 
1990) . /':,,. ."·: '', ,•; %f :<;:;:,, ·"' ·• .. ·•· '"' •'.,;,:,,.,, c.:•:c- ;¡'•:;;e; ',. ' 

~:: -:·-:;: '. .• <;:,_.: -· . ' . ::_~--i .. >'; • ~-:(/.,' e..• : ;:.::¿~'~;,~;:_-~;~~'.·; __ :- .-. -· 

L•• ,, •• ~)"Jº'~~;~:~~~I~~tíili~"f.o·;· 'º" 
1) un: aumento., en·;:el\:rnetabolis'nio;•,:oxidativo'['J"'stossel, T. , 1974) , 

_ .. :'·. :- .. ::··~:--_·_ :- :·:'.-~::~ ;: ~: .. :}?;:"/i:f'.: ;~ ~(t{:~~<~~l\~~-\~~y~:-i~~vs-~:·~~--~~rJV\~{f:?,~\\;:~~;¿_·'dif.;'.~~.{;-.·· ... '. ').~::· ... · · · .. ~ 
con la producdon';.'de\cpro:du'ctos''}re'áctiv6s.~Cielú,ox1geno, tales como 

, .: · _:;- .. :·: .. :t : ... ·~~: ... :·;~·>::·:;<~~; .. :.,E~ii:{~:;r~~~~.~~:~?f.:'.~:fl~:'.··~~H'.~~~~::~:·.~;tt~~::~~{t~~/ti~!~~f~~;.~~~~-ti~~\·~1'.···::,~;;~::~·· ... ·.· ·. 
peroxido. de 'hid¡:ogeno,:y;;el·,;singl~te,,de;,~p,xigeno,'- lBabÍor ,B., 1984) 

2) LibJ;r-;X~ri d~ -~·ü~~,l~~~~~':· iS'~~;b~~~~-ap~~kios def en si VOS como 

son la prodhcción d~· ó~id~ Ílítrico (st~i'hF;D: ,1989; Adarns,L. 1990), 

metabolitos del ácido . ara~uidónico, defensinas (Lehrer,R., 

1993),etc. 

3) Generación de segundos mensajeros tales corno nucléotidos 

cíclicos y fosfatidil inosi tol ( Sil verstein, e. , 1989) . Además se 

incrementa el gasto de ATP ( Sch~id,S., 1990). 

1.6 ESTRATEGIAS DE SOBREVIVENCIA DESARROLLADOS POR 

PARASITOS DE CELULAS FAGOCITICAS 



Algunos parásitos intracelulares se han . adaptado· a la vida 

dentro de las células · fagocíticas, evadiendo los mecanismos ·. ; '. _,, --

destructivos 6on: que· cí.í'ent~nj estas' células; >Ex:i.st~~ diversas 

estra tegf~~/ con i-> l~~ ; ~t~P i6s -i:¿¡Járá~·it·6~ : e'li tan. .Ú )d~~\:ru~ción 
int_race1u1~~; ::_{4~}.§ __ á_._-_-_-.. _.,1:·.·_-_·._._._;: cis~~'.W~~--w~¿~: é/ .i;S;::s; -· ·: . .. ,·· ----- •'h 

., • .. , ,-o/;'··· ; -~.~:;~::>;\h~~~-~~-:,;(;:.:f:'.'.:~. -·.":!.::·~. •,··.•.:~·O-~·i~>":· ,- ·- :'.'.<':~:' ··~.:.-- .'-- :,. :':: ... ~~··.~>_.___,-;<:. ~:<:~,'-;'-
. 1) .In~·et;Jón Vde :rasi~c'éiú"1~slra· <~r~~é~·': de; receptores( que ' no 

:::~::::r))~:J~~i~~!!~~il.;¡riKrif~~~~~jt~\~{i~~~~{~~.d::: 
permiten.' la-.· fagocitosis sin. que<·se;:,·obser.~en:\:H~s'~r.consecuencias :::::::'·:. ·:::·. ·:::::::, ( ::~~;:::Jt~~~~~~:~:~~c::·· sp 

·., ;;. .-:~ .. ' <> 
Russell,D., 1989 ) , Hycobacterium ( sc~i~"~"fri;~~-f';'.L., 1990a y 1990 b), 

Legionella pneumophila ( Payne; N ./i9 07 (, i.-~~teria · monocytogenes 

(Drevets, D., 1991),entre otros~ 

2) Inhibición de la fusión f·agói:l.s'osomal. Al igual que otros 

mecanismos diversos esta estrategia, 

como son M. tuberculosis (Armstrong-;J)}i9'75), M. leprae ( Fréhel, e., 
····"'" 

1987), Chlamydia psittaci (Friss,R., 1972), Legionella pneumophila 

(Horwitz,M 1983) y Toxoplasma gondii (Jones,T. ,1972). 

3) Resistencia a enzimas lisosomales, en la que los parásitos 

pueden presentar una superficie resistente a enzimas degradativas, 

liberación de factores que inhi~an a estas enzimas o el aumento del 

pH que impida la activación de las enzimas lisosomales. Ejemplos de 

este mecanismo lo encontramos en los miembros del género Leishmania, 

en Yersinia pestis y Salmonella typhimurium ( Moulder,J., 1985) 

También en esta categoría estarían las adaptaciones que algunas 

bacterias han desarrollado para sobrevivir al estrés oxidativo de 
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estas células, como P. aeruginosa (Hassett,D., 1989) y rnicobacierias 

Chan,J. ,1991). 

4) Úcapé hacia ~l)Üoi:li~snia .antés 1de que .la fusiÓn con el 

lisos orna i:~ i:-ka,lic~: En ~st~ ~~·~º ''i~r{~~os c~\no ejempl() a T; crüzi y 
. . ,•. . . : ·, ·'· ' 

algunas Riket~ias ( Moulder tJ. ,• 1985) .. :E:~d·m~canism6aé ·ha propuesto .. ·"' ... -- . . . . .' . . . . ... · . ~ 

también para H. tuberculosis ( M;rv:l.k,Q. Í984). 



···:-

2 OBJETIVOS 

' OBJETIVO GENERAL 

El objetivo general de esta tesis es el de identificar 

componentes proteicos del bacilo de la, ~ubercu16;.i.s CJUe participen 

en la adherencia y fagocitosis por macrófagoscalveolares. 

OBJETIVOS PARTICULARES 

1. Estandarización de un método no radioactivo para identificar 

proteinas micobacterianas que interaccionen con macrófagos. 

2. Caracterización y purificac,ión de proteinas micobacterianas 

capaces de unirse a macrófagos alveolares 

3. Analizar la participación 4e estas proteinas en el proceso de 

fagocitosis del bacilo por macrófagos alveolares. 



3 MATERIALES Y METODOS 

3. 1 BACTERIAS 

La cepa de M. tuberculosis H37l:<v se .obtuvo ·de. la · Escuela 

Nacional de Ciencias Biológicas del IPN. Elbacilb'se cultivó ~nel. 

medio líquido sintético de Prosk.awer y BeC:k.·~~i;J'1~ic~~:of por vóu!Dáns 

( Y~umans G'.;/;, ;i;~g~;~}· ._ Las bacteri~•~<¿~;i!~lé~~~~/~~,t~~~J~.;~:;;(;tg~~2j~~'-}in' ·· 
agitación ¡:;'durante: 6'• :-:'a: semanas·; ·:·La::;qnasa;;b_acte_r.iana.;;_se.~ .. separ_o::·:por.,: 

::::51~~~~~¡f §tf~~~i~~~i~~¡¡~f :11:w~~iiilii~~~~',~: 
soluc:l.óri; Con ' .. el:~ fin •déc'.} obtener .. ·- ·suspensiones\ unicelulares · las 

' ' .. - . ·.-.--~ ·5·-;;" -·· .. -· · .. -· '. '. 

bacteri~~ se l_ávarori é:on SSAF, se les agregó o. 01% ·de: ~~e~~ so,: se 

agitaron en vórtex con perlas de vidrio y se laJ~roh. 'I.os cúmulos 

bacterianos -se digregaron totalmente al a sonicar BOW por tres 

periodos de 10 seg, dejando 1 min entre cada uno. El número de 

bacterias por rnl se estableció por cuentas en frotis teñidos con 

Zihels- Neelsen de diluciones de la muestra original. 

3.2 OBTENCION DE PROTEINAS TOTALES DEL MEDIO DE CULTIVO 

(PMC) 

Se cultivaren las bacterias como en el inciso anterior. El 

medio se filtró a través de un filtro Whatman N°3, después a través 

de filtros Millipore con poros de 1.2,0.45 y 0.22 µm. Las proteinas 

se precipitaron con sulfato de amonio al 73%, a 4ºC, se centrifugó a 

10 OOOg , durante 30 min. El precipitado se resuspendió en SSAF, con 



SmM de PMSF. se dializó exhaus tivaritente contra ·.SSAF, se almacenó el 

material en alícuotas_, a 20 ºC. La. concéntración proteica se 

determinó· por i~1 ~éfo~d ~~··I,<Jwi-~ (~owfy,~~o(,\i9s ~)'; {us~~cto/A~B como 

::::::~,:,~~;:!;;~Y~?~~~d~~{~1/i~~,~~I~~j~ii~~~~~l~~«,f tlJ!':od.::: 
sulfato j:le.·.' ~'.6~n;,~. ~· .. '· én 'coÍldic:i.ories. desnatí.iralizarites. ( EGPA-DSS) I 

: . . '"~. :. ' : i .- . 

según .eP;s:is.tema: discontÚmo. de amortiguadores de· Laemmli ( Laemmli, 
._.',-·. •.\ ".,;_. _,-_ .. ,·,,_, 

u.,1970)., ·r:.os geles se tiñeron azul Coomasie Azul coomasie 

Brillante,R, 0.03% en metanol 30%, ácido acético 10%). 

3.3 OBTENCION DE SUERO INMUNE DE CONEJO CONTRA PMC 

se inyectaron a dos conejos blanco Nueva Zelanda, de 3 meses de 

edad, cada uno con 6.5 mg de bacilos H37Rv muertos por calor, 3mg 

de PMC, mezcladas con adyuvante incompleto de Freund, por vía 

subcutánea, en seis puntos:·dist:i.ntos .. de la espalda . A los quince ' . : " . .,;' ,_, .. · 

días y al mes los anfrnai~; ;~~a'rni~~¿ri un refuerzo intramuscular con 
,·< '.:~: :··.. '·.·::" ::,: . 

las bacterias y PMC en SSAF. se sangraron los animales, se obtuvo el 

suero y se almacenó en alícuotas a -70ºC. 

3.4 PURIFICACION DE UNA PROTEINA DE 71kD DEL MEDIO DE 

CULTIVO POR CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD EN UNA COLUMNA 

DE ADENOSIN TRIFOSFATO (ATP). 

La obtención de una proteína de peso molecular de 71kD, fue 

realizada de acuerdo al protocolo usado por Young, por afinidad a 

ATP,( Young,D., 1989 ) . Las proteínas de medio de cultivo se 
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dializaron contra un. amortiguador Tris-HCl 50rnM, pH 7.5, 20 mM de 

Nacl, ·· lmM EDTÁ. 4Na. y iS. ~~ c:le <2i>-rnerca;to~tanol ).z:.mo~tigLtador 1 l. 

Gmg de es.t:~s.:.· ?r.o.t.~inas .• }: ~~'.~ffer~11j~ ~%~~¡¡t~~~,;.~11~j.'c~;~{;TJ.~'>d.e: 5.m.l·, 

de ATP. unida·.:.I:>8r'./;;~i. carbono~'·~ ;{.4'% '.i:ie 1 agarosa .espaciadora de i; 
-:·.,::' ~ .) '> .·.-:'.'.iS'.''·\'.':::,_. .. ~:;::.~~; <

0 

• ·,\ .!.¡'.•.,; -~·.,,: ..... :.~.- 1 
1

,~.,-,,' .- .• --···· ~. 

:::":·¡¡\~i:~~~~~Jf tl~~~!~tg°'~~~!~i~!iii~tt~~i~~¡:,~*'t; 
mismo' amortiguador, ·más ,50mM de NaCL',·. La· proteina:,,: se'. 'elúyó, de ;lá · 

··;·· 

columna, 

·, ·:_·~:}-· 

agua·;·~se 

r 

1· :~·_,...¿¡ ... : :· ·;:i 

USA ) . Se 

cuantifico~·.;;: ·la:;:tconceritrac ión"~·:de ;:;·; pro:t'eina,:-',;p(:¡i::),eV•i microens ayo de 
. '. · ·;.<-~~:::~i'.}.~~:/;~: /-~{{{f~~~\~J~tt~~::~~tt~:.13f :i'./.~--~~~~~f1i,·;~~~!M ,:~1.é>.~ ~~Nt:~~:~~-~::{;: ~'.·Hr~~~:?~~_;p~{:}~!Yf.Yf:·~:;: ?.}..{;(;:.:·:_ . 

Bradf ord ;·•:::útfl iz·andó :: los ::reactii,ros1•'de/'BioRad i·'La'•honiogenidad de 1 a 

proteina. s~ ·~:~aÚzi p~r EG;A_~~~ ~~~idi c:~n - azul Coornasie, y por 

elec1:rotransferencia a papel de nitrocelulosa con el suero inmune de 

conejo. 

3.5 MARCAJE DE PROTEINAS CON BIOTINA 

El acoplamiento del éster de biotina éster biotinil-acido 

aminocapróico-hidroxisuxinimida)( Sigma) a proteinas se realizó 

siguiendo el proceso de Anderson Anderson,L., 1984) . Las 

proteinas se dializaron contra carbonato de sodio O.lM pH a.o, toda 

la noche a 4°c, posteriormente se incubaron con el éster de biotina 

(disuelto en dimetil sulfóxido 50mg/ml), en una relación de 1:5 p/p 

de biotina/proteina, en agitación suave, durante 2H a 37°c. La 



reacción se detuvo con. ,0. lM de cloruro de amonio. Se dializó contra 

agua y posteriormente ·contra ·SSAF con 0;2% 'de· azida. de sodio. Se 

almacenaro,n a .xoc; •, ~ié. anáifsiS Y.de{ marcaje" se. realizó por la 

separaciÓ~. cÍe ; Ías ~~f~i~i~~~'.' ··p~~ :,:~~~~~,~~s .·y",.· ~·~~h:é~~r.e~~iá ·.· · a 

nitroéelul¿s~~·· con estre;t~~·idi~a~~e~óxidas~ e· ~Il11e~)IC~:{· ~;ºº. La 

actividad de peroxidasa se rev~ló con Órtocloronafto1'' ~ p~ró~ido de 

hidrógeno, en SSAF. 

3.6 ANIMALES DE EXPERIMENTACION 

se utilizaron ratas machos Wistar de 6 a a semanas de edad, con 

pesos de 250-350g. Dichos animales· fueron alimentados y mantenidos 

bajo condiciones modelo en el bioterio del Instituto de 

Investigaciones Biomédicas. Ninguno tuvo lesiones o signos de 

enfermedad aparentes. 

3.7 OBTENCION DE MACROFAGOS ALVEOLARES DE RATA 

se obtuvieron macrófagos al veo lares de rata macho, Wistar de 

250-350 g de peso, por lavados bronquiales con SSAF, según la 

técnica de Brian Brian,J., 1968 y 1973 ) . Los animales fueron 

anestesiados con anestesal, se sangraron cortándoles las venas 

axilares y la cava. La tráquea se canalizó con un catéter conectado 

a una jeringa de 10 ml. A cada animal se le hicieron 10 lavados de 

10 ml cada uno, con SSAF, el tiempo entre la inyección del medio y 

la recolección en cada lavado fue de 3 min. El lavado se centrifugó 

a 500 g por 15 minutos, las células se lavaron dos veces con SSAF. 



:_¡ 

En caso de haber contaminación con eritrocitos, estos se eliminaron 

por lisis con ciéiruro de amonio .El número de ~células .Y .la 

viabilidad. si~ ~e"t~~mi~ó··~oi,i la. exclusi~!l ~t;! azU~,~~tripano'~~l. o. 2%, 

contadas e~ cá
0

~ai'~s d~ .~~J~~-~~r. · 561.a" se >~ÚÍ'iz~~~~· · múes iras. con 

viabilidad mayor del 90%. En Í~s: ~rim~~Ós ensayos• s·~ .hideron 

tinciones de hematoxilina-eosina para analizar la contaminación con 

otros tipos celulares. 

3.S ENSAYO DE ADHESION DE PROTEINAS MICOBACTERIANAS A 

MACROFAGOS ALVEOLARES 

Para analizar la posible participación como molécula de 

adherencia de alg,ún componente ·proteico de H. tuberculosis, se 

disefíó un . modelo experimental .para. favorecer la unión de este 

:~::;::::::!1tt;1¡~¡~¡~~tif t~:n::·::::: 'e:::::.~,::::ó:::.••:n :: 
'!._; .. ,;'->"··· 

Las células. alveói'ares de rata en suspensión se ajustaron a una 
·: ;:. '. 

concentración de :{ ~ · 105 células por ml, y los ensayos se hicieron 

con O.Sml de células, a las que se les inhibió la endocitosis al 

incubarlas a 4 °c o al agregárseles O. 02% azida de sodio SSAF ( SSAF-

Az), posteriormente se adiciona~on las proteinas micobacterianas y 

se ajustó el volumen final a 1 ml. se incubaron a 37°c con agitación 

suave, con intercambio libre de gases. Las células se lavaron, al 

menos 4 veces, con SSAF fría, a 4ºC, por centrifugación a 500g. se 

determinó la viabilidad y el paquete celular con 500 000 células 

(aproximadamente 300µg de proteina) se disolvió en 200µ1 de 



PROTOCOLO EXPERIMENTAL 

OBTENCION DE MACROFAGOS ALVEOLARES POR LAVADO BRONQUIAL 

( ratas jóvenes Wistar macho ) 

INHIBICION DE LA ENDOCITOSIS 

( a 4 °c o a 37 oc con azida de sodio 

INCUBACION CON PROTEINAS DE M. tuberculosis 

( sin marcar o acopladas a biotina ) 

ANALISIS EN EGPA- DSS 

TRANSFERENCIA A NITROCELULOSA 

SIC - Prot A PEROXIDASA ESTREPTAVIDINA PEROXIDASA 

FIGURA 1 



amortiguador .de Tris-HCl O.SM, pH 6.8, EDTA lmM, .1% glicerol, 1% oss 

y 15 mM /3 merc~ptoeta:noi; inmediatamente· se. hÚviercin a: · bafio de 

María durant~ 's min':/;E,~ta:~in~zbr~•á~. ~~pfra~; z~~PA]~~~- ~le 10%, - y 

transferic1a·ia[~gfa~1~i·~~.n:L~~~~~füi~~~~·; ; :'
1M ·. :'\ !"~. }•:• ,·.:":>" •· 

':·,' -';.¡'-.::,_;_:·:,:0:::::1: ·.•- -·, •• - ···,---;;·,·"- ... \!{}:;· -~' . - . ,.. . .. . 
· . · .. · ·' :c ... ··<.-•:_. :_ L'-.~··.-;' ·.-);;:;\::. ~'t··.· · .. -:::,« .: ~;J·;;·_~_:·: ?~\~-:ü:····:·,_'.!<<-<·? ·. ·; : '.-:»; · ·; c.;c ·-. ..... - _,:_,-,·:.'-f~/:: ·5/;:;;_:_:_ '~>.~;· .-)~:~,~.\-\·;·: :_'.. '. 

En ·los •¡ensayos : .. eri 'los··ié:uales.flas)proteinas:; inicobacter,ianas. no 

fueron. · +;.f :~~~f~Z\l·;g~~'s\~lo-§X~:~~l.;.:;(~~t.~~~~-~-~ii~:t~~:~}~·~F~~~~~f ;~:~~~;·d.~~·· .. 1·os 
macró f agcís ''con,;,:1 as··:: proteirias ;":fy ''.cie .lá')tr·a·ri's fe rene i'a'.i a~nitroc él til osa, 

demostró 

Poster:Lcit~~:;;l·~-~ 
biotina, ~~~~ ' - ... 

transferidas·, fueron incubados' con 

se 

a 

(Zymed) 

1: 1 500. se utili~ó el mismo sistema: de 
. ';'.:.::~;, ~ .'~,.-:, : ' ' . ' 

poro•:::•:; fin de impedir l• endocitÓeii;;~~f~(~t~iI~l~; se hicieron 
los ensayos en bafio de hielo;. a, ~!>c;y\o,;:§}en a 37ºC pero 

agregándosele al medio de. iricubáb~,6'.ri;'o_;~?i'-'~~:a~:':~:&úéia. de sodio. 

Después de la incubación las célúiafl .fueron lavadas por 

centrifugación a 500g, con SSAF enfríada a· 4°c, por lo menos tres 

veces, 

Los primeros ensayos de incubación se realizaron con solución 

salina fisiológica ( Nacl o. 14M). Posteriomente se probó un medio 

con mayor capacidad de amortiguamiento de pH, solución salina de 

Hank Gibco). Finalmente se trabajó con medio RPMI-1640, 

suplementado con O.l mM L-glutamina, 0.01 mM de aminoacidos no 



esenciales. y .1% de estreptomicina:-penicilina ( TodÓs estos reactivos 

fueron de GIBCO) ;· en caso de requerir.se· el Ínedio· se· suplementó con 

10% de sueroif~t~l B~vinc:l; éon 'facitores:dei. comÚ~~~nto inactivados 

por calénú~i~hf:~ dJ;~~té' io• inin• a 56~C. ' '\ • , .. · . 

::'~'.::;~~l~~~~¡i~)is:~llll!~Wi.~iiií~I~íii~g1~::::·:: 
incubación···a tJ> ml ·•en;:: SSA];'.;/:.En1,6tro:;•.·expedmento.~"J;:se•,':·investigó la 

=· .. '" ·_ ~-·,,- .· ·r ·;~< -·,; .. --.~- ." . ,~~-~-. ~·~-=< ·-~-~--·.l.-{~~:~~~-. :~:1 ~-~:'~::¿::},¡Y.i~'.{~:)~01-:~--<<~~- .- . 
influencia ·del.· tiempo: de· incubación· de· ·1as·i<prote·inas ·con las 

.•: - .·· ,,!••· '•': '::_'_'..:"'e :·.,:.- ' -

células, ensayandose H~mp'ó's.i~ :6';15:; ·3o<;i ~o min. ·.·· 

Después de cada ensay('.,::~~''(def~;;.~ÍnÓ la viabilidad celul_ar por 

exclusión de azul de tripano. 

3.9 ANALISIS DE PROTEINAS POR ELECTROFORESIS EN GELES EN 

PLACA DE POLIACRILAMIDA CON DODECIL SULFATO DE SODIO 

(EGPA-DSS). 

El análisis de las proteinas estudiadas en este trabajo fue 

realizado en geles de poliacrilamida, tanto para determinar su 

pureza como para calcular el peso molecular, utilizando siempre 

condiciones desnaturalizantes y reductoras. se. trabajó con el 

sistema discontinuo de amortigu~dores de Laemmli ( Laemrnli,U, 1970), 

en geles al 10% de acrilamida para la resolución de proteinas en 

Tris-HCl 3 7 5rnM ,pH8. 8. El gel concentrador fue preparado con 3% de 

acrilarnida en Tris-HCl 125 rnM, pH 6.8. Ambos geles contenían 0.01% 

DSS y fueron pol imerizados con O. 05 % de persulfato de amonio, y 

0.005% de TEMED. Las proteinas a analizar fueron diluídas en Tris-



: 1 

HCl 125mM, pH 6.8, 0,1% nss,O.i% glicerol, 0.01% 2Smercaptoetanol y 
- •'- . -- . 

0.01% de pironina y, Se c~le~taron en ba~ode Ma~.Í.a~or 5 min, antes 
' - . . . ~ - . 

de aplicar al ~~~¿h~1Jt1~~J:i:~/~fa-\:~~l'~-~J~f-jÍ9_fo,tr~cª•ffM,e1~f~~ H cm 
de largo, con·-. un ·grosor de O-. 75· mm, 'fueron corridos ·-a_0 •100 V por una 

·. . ·' -~\.:.-- -_- .-,_,:,-¡_~--_,.::/'.-:; .. : .=~·\:.;:·:-~:- i<·};~·-· .. : ;, -~-~,:-- ;;::~:~ú ·~J¡/:.\ :\';;~~ ··; .. ~;-.::·~:>_<", :J/i~/~ '~i~i:::.~'--: {;;>,~ .. :\~.:~<3.-r::_~-.;.::::-:.i~.,;;.;: --?.-;-,.'.·._ .. ,. .. '._ 
hora y a 200,y hasta\~~e(él;frente[,estuv~,-.a•_,,_1 Cm-'.de,fin'alizarel_·gel 

un el 

sistema· 

corrida:. 

teñidos • {6n' ) ~~u? . -ccíomas ie, o incubados en amortiguador de 

transferenCia frío. 

3.10 TRANSFERENCIA DE PROTEINAS A PAPEL DE NITROCELULOSA 

Se utilizó el método descrito por Towbin (Towbin,H.,1979 ) para 

la electrotransferencia de proteinas separadas en EGPA-DSS, 

utilizando una cámara Idea Sci ( corvallis, USA). como soporte de 

las proteinas se utilizó papel de nitrocelulosa de poro de 45µ 

(BioRad). El medio de transferencia fue Tris, Glicina y 20% de 

metanol. Los geles de 14 cm y o. 75 mm de grosor se transfirieron 

durante 1 H a 0.95A. Los geles de 8 cm y 0.75cm de grosor se 

transfirieron por 30 min a 0.95A. 

Posteriormente los papeles fueron incubados con 3% de leche 

descremada ( svelty, Nestlé), en SSAF con 0.3% de Tween 20, durante 

16 horas, a 4ºC, para bloquear los grupos reactivos de la 

nitrocelulosa. 



3.11 FAGOCITOSIS DE MICOBACTERIAS 

Las células de lavado alveolar se ajustaron a 1 X l~ células 
- ·-. 

por rril en ssF; se··colocaron 250µ1.en ·c·aaa ·P()ZO de· .una .caja·;de 

cultivo· de 24~~éJ~Js:'!( c6~gr¡\: ~~e.co~~~b.ían /ctibr~bbj'el:bi~e )id~io·· 
. - ·«,-.' .·_~:f··. -· ·;·.~·.,,: .. .'>:~~/ .. · .... -·· '..-::~:_:'.'.;:'~-.<'.;/:_,,·,·}/'- -~.-:;:~'.-·;-.'.;;:~:,-,_;-.-t:·_:-<~/~:~::'.':r/~)-~· ;.;:_,,_·· .. _, 

de 12 mm·· de.cdiámetro)(Fish·er) <·• se.;incubó;:.pcir[b·3o,\mfo•;•a:o·37ºC(';con •5.%· 

:: :~;,;K:~iW~~!iif f i~~Íilf i~f ~\líi~ii~~~-.: .. 
1ncubaron··;J.6/.horasi.~~antes;::de'."i.!1ic1ar•··:.elO"en;sayo;;~de.;.:.fago•c•i.tosi.:·;~~.:: 

~··~ . 
'.-,.·: 

.-.•: ·=·'·~}:-·,_ 

2éfulas por 

ml en ~ti'ÚivÓ·•s.e retiró 

y· se. O.lml de 
:. -~-;-~:·_.-)/,~-~ 

de 1:50 ,se 

Finalmente se 

. ,. ·'· -

final.de 'cáda periodo cada pozo se·lavó5 veces con SSAF fria, y los 

cub~'eol:ijeto~ se procesaron para análisis microscópico. 

3.12 EFECTO DE LAS PROTEINAS MICOBACTERIANAS EN LA 

FAGOCITOSIS DE BACILOS . 

Para el análisis del efecto de las proteinas micobacterianas en 

el fenómeno de fagocitosis, se retiró el medio de los pozos y se 

colocaron 0.1 ml de las proteinas en SSAF, calculando que la 

concentración final fuera de 50, 100, 200, 400 y 800 µg de proteina 



por ml, cuando se ensayó el efecto de PMC y de albúmina, y de 10 y 

20 µg por ml para p7 o. Se incubaron las cajas< a_ 3.7 °c I con .. 5% de. Gº2 I 

sin agitación, por-3o.,.mil1. se agreg~ o:a ml,de ~e~~º_,DMEM-~S%SFB y 

o. 1 ml de ,bacterias¡/disgregadas/ _nuev,ámente .se i~clibarpn •en .. las 

mismas .·~onái~;i6~:~~~.ii>b;;¡:~;";!;~' ~~~-· \r:c:i~·--~~z¿~é- -l~ i·~J¡'i~ti/~/ veces con 

ssAF fria .y:' ~~)·;k_~~~~s.ar~i{ .P,arií; la '.··-~e·¿~ril¡nacióri de · bacteí:ias 

asociadas a macróf"a'gcis . 
. ·.·.:::.::~:/· 

3.13 

Los cubreobjé'tos•~·cion las · células se lavaron con etanol, se 

dejaron secar y la~ <:-~Iu'f~s· .se" fijaron con acetona durante 5 min. Se 

tiñeron con la téc~ica· cÍ~- ~iehl '- Neelsen para la determinación de 

bacilos ácido-alcoh~l re~i~l:enf~s-: Los ~u})reobj~tos •·._:;·~·-· sumergleron 

en fucsina fenicada, ··~--~-·-c~l~~~~~~-~~}t.fo~?~;"1~{·~~t~-.:~a..:~~n-se· lavaron 
con agua, se decoloraron••cci'n.-•alcóhol,;;ácido-.::;-.¡;;:cEtariol · .. 'al. •95%, 3% de 
~ , :., · ·\_ :·:,:;:··--~?<--~-~~-:~~;·;;::}~<:~~-::'.~~~~1_r:::·~);ir'.~·~_,~;~1t\Nn~r<~~(~?~~~~~~-;::~f~~:~~~~~0:~~- i.:-~·: ~'.~-:-· · -· 
acido clorh1drico l.', .... se_:... l·avaron'.'i;c,on:'¡agua-;.:·~~s.e--.•;con tra, tineron con azul 

de metileno, ~~ ''.•fit·~~~?;~i~351~1'~i~~ff"~J[~-~E~~~~};i,~~i{ff;' se secaron· Se 

montaron en . pórtaol:ij~to~·<· cÓh ;yQe~':i.~~': Entéian. (Merk). De cada 
:.· .. , .. : ,: ,: .. 

cubreobjeto se· é:oritarori 100"'.200 células_ ::ar azar, con el objetivo de 

lOOX, en inmersión. se determinó el número de células que tenían 

asociada al menos una bacteria,. así como el número de bacterias en 

cada célula. La primera determinación fue para saber el porcentaje 

de células con bacterias asociadas, y el segundo para obtener el 

promedio de bacterias en células fagocíticas. 



3.14 ENSAYOS DE FAGOCITOSIS DE ZIMOSAN 

10 mg de zimosán ;) .S,igma ) se hirvieron por. 30 min en SSAF, se 

lavaron 3. veces e!1 ''.i.ii;'rnis~á ·Solución <Y se resuspendier:on en · 8 ml de 
·<.:...-, . ~. ,_; ' "·'.·¡'." 

SSAF, 

37 oc 

finalmente 

lavaron': cori·· 

a 

SSAF y 

en 

se 

y_se 

tiñere:· :t~ :~~matOxilina;_eOsina; Se. m~:h~~r6Ü en c~~ie6bfetos con 

Eht~lá~'.y se ~Ónta~Ón 100'-'200 células, para determinar el número de 

célul~s as6ciadas con zimosán. 

3.15 MEDICION DEL ESTALLIDO RESPIRATORIO EN MACROFAGOS 

CON AZUL DE TETRAZOLIO 

se disolvieron 4 mg de Azul de tetrazolio {Sigma) en 10 ml de 

SSAF , se filtraron por 0.22 µm y se mezclaron con un volumen igual 

de zimosán tratado como en el inciso anterior. A cada pozo se le 

agregó 1 ml de esta mezcla, s~ incubaron 4 horas, se lavaron con 

SSAF, se fijaron con acetona y se montaron para contar las células. 

se consideraron posiiivas las células teñidas de azul intenso. 

En algunos ensayos se preincubaron las células con SOnM de 

Forbol Miriacetato por 30 min, antes de adicionar la mezcla con azul 

de Tetrazolio. 



.? 5 

Para estudiar el. efecto de las proteinas micobacterianas en la 

fagocitosis de: zimosán ( z): y ·· en la producción . de. · es.tallido 

respii:atoi~io; :ras : · :¿é1~1~~ ~. ~e ' preincub·ar:cirr &cih • i~i' pro te in as 
·- - • -· .: • ' • ' . .~ . -·~ ' • • . ' ·1, . • . ,.'; " 

::::::~::::::. ~:,p:::::,::~·:,:::~0·~1:.~i~~f wz~~~~\~ ~;}t·~:::~: :: 
Z-ATZ. Se procesaron igual que las c~iuí·'a~. cintéri6'r:·~~ ~· 

.. ·~: ; . ~ .. -'· 

3.16 ANALISIS ESTADISTICO 

Para determinar diferencia e~~adí~~f~~>~~~fe .dos tratamientos 

se utilizó la prueba de do.s éb,1,a:.· ;~~~:}~~W~Ci>}r~,<·t de <student, con 
, ,. • ,. > •• ,: ... >< ... ···•· . . {J: .. 

probabilidades de O. 05 .y O.~F~·c,~~~;~;"f7f~f .. ,f~T~.~~,~~.~~cÍ~osis se repitió 

al menos 3 veces. .::·:·.\ :< " .:;·::· :< ..... , . ·::>·• .. :'• "'· · 

En los ensayos para':c1~te~~illar: d::i.úfericÍ.as por la presencia de 
'. ·>:,.-,:. '.. :~-< ',,.':.: ,_ ...... -.'.-.. ·' . 

albúmina o PTC se utilfzó·: la j;>ru'eba de·:·análisis de varianza, ANOVA 

con F de o.os y 0.01. 



4 RESULTADOS 

4.l ADHESION DE PROTEINAS MICOBACTERIANAS A MACROFAGOS 

ALVEOLARES DE RATA 

La primera parte del trabajo se enfocó a encontrar elc.si~tema 
- : .... -

adecuado pare¡· d_etectar la adhesión de proteinas ~icobact.erianas a 

:::::::;:t[ :f ;;::;:;';,d::~:::::dº ,;;:¡f f ~iit~tlSJ~~~l~~;,~!f ·:;,;'. 
inmune .ae. conejo para detectar las protein~.5:¡,'J~'.~:~~i;~H~&~ 
4 .1. l INMUNOMICITOQUIMICA 

.se realizaron ensayos de localiz1fd:i.6ri.< de proteinas 

micobacterianas, incubando l x 106 macróf:ig:?~}~,iJ;~lá~es de rata con 
,,. . -,:':.~·.<~/5.c!·::;·:~-~~·::~: .. ;/'.{.:;.··,~-.·: 

200 y 400 µg de PTC, despues se incubarom•:con;:1suero inmune de rata 
.· »·-- ·' ~,\''~;l;·:-:;t;"~~:-:.;;~c:· ., .. ;'.. .-

acoplado a biotina y con avidi~~;;G~;~~;~,~~;~;~;'~.ª'·/"~l análisis de estas 

células en el miscrocopio .nos··.'i;iermiti'ó'•c§·.observar claramente la 
. .·:·~ \ _ ; ,5: >~.: ·-~~-;~:t.~!:(:/~f,fi;~f3·~-;·:.~-~- '-:. ';'' 

adherencia de estas proteinas .ª la·sup13rficie de los macrófagos, por 

lo que decidimos 400 µg de proteina era una dosis conveniente para 

determinar el peso de las proteinas reconocidas en los macrófagos 

por el suero inmune. 

4. l. 2 IDENTIFICACION DE LAS PROTEINAS MICOBACTERIANAS 

ADHERIDAS A MACROFAGOS. POR INMUNOBLOT. 

Después de la incubación con 400 µg de PMC, por 1 y 2 horas a 

4°c, para evitar la endoci tos is de estas proteinas, las células 

solubilizadas en coctel de corrida fueron separadas en geles de 

poliacrilamida y transferidas a 
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FIGURA 2 Ensayo en el que se demuestra la unión de proteinas de PMC 

sin marcar, a macrófagos alveolares. Carril A MA incubados por 2 h. 

carril B MA incubados 1 h. carril c MA incubados sin PMC. 

El sistema de detección fue SIC- Proteina A peroxidasa. 
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FIGURA 3 Comparación de las PMC detectadas con SIC o marcadas con 

biotina y detectadas con estreptavidina- peroxidasa. carril A 15 µg 

de PMC. carril B 30 µg de PMC. carril c 20 µg de PMC-B. carril D 

20 µg de PMC- B. 



nitrocelulosa. Para identificar las proteinas de origen 

micobacteriano ios papeles de J)itrocelulosa fueron incubados con 

suero. inmune y P.r?t~iri~ A;:_ peroxidasa. 

En. fá'),fi~u'fd(2' • pfe~~ntamos el resultado d~• ~~t~ ensayo. Se 
. '·}·.' "" . ·-.: ;',;:.~. ·. .: .·· . -., 

observa~; C:i~;ik~iit~':/tr~s' iJ~í{cias .cie 71,31 ... • y1s· ko~:>qúé}t'amb:i.én están 
";.,.· ,.,. '· .. · ·' ·;'. :: ~- , ·-:;'. 

represent~·J~5;;·:~~{~~i~s·: ,pJ:ic'.'.Las · banda~'; de' 7 i: ~/úTko .•.5Ei ;detectaron 

mejor á ii~ ':d~: ~º~~~ ~e i~~~b~ci~i{. La !Já'~~¡.· de '1'8 '·ko no la 

•· considerani-os ·como de origen :bacteriano pues también se detectó en 

células que no habían sido incubadas con PMC. 

4.2 MARCAJE DE PROTEINAS MICOBACTERIANAS CON BIOTINA 

Debido a que el suero inmune de conejo reaccionaba con 

proteinas del macrófago se buscó otro método para identificar a las 

proteinas micobacterianas adheridas a macrófagos alveolares de rata. 

se seleccionó el acoplamiento a biotina como sistema de marcaje. 

El análisis comparativo de la's PMc· sin marcar ( utilizando suero 

inmune para su detección) y ele i~~-'aéopladas a biotina (utilizando 

estreptavidina para su det:cd~·6n), mostró un patrón muy semejante 

con ambas técnicas ( Fig~r~'-·'3) .. Aparentemente la sensibilidad es de 

casi el doble utilizando las proteinas marcadas con biotina, ya que 

observamos una reactividad muy semejante con 10 µg de proteinas 

acopaladas a biotina y con 20 µg de proteinas sin marcar. 

No todas las proteinas se acoplan igual a la biotina, lo que 

depende principalmente del contenido de lisinas de la proteina a 

marcar ( Bayer,E.,1990). En nuestros ensayos las proteinas con pesos 

entre 45 y 36 kD no son tan bien detectadas como con el suero 
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FIGURA 4 Ensayo para demostrar la unión de PMC-B a macrófagos 

alveolares de rata. carril A marcadores moleculares. carril B 20µg 

de PMC-B. carril c MA sin PMC-B. carril DMA incubados con PMC-B. 



inmune, mientras que las proteinas de 95 y 68 kD son mejor 

visualizadas con el sistema biotina -estreptavidina. 

4.3 ADHERENCIA DE PROTEINAS HICOBACTERIANAS MARCADAS CON 

BIOTINA A HACROFAGOS ALVEOLARES. 

Los ensayos de incubación de los macrófagos alveolares.· con las 
...... -<·· __ ::'.>. ~:;~·-.. ' __ :·::/::·-·- ._·'.'/;·.: __ .' -

PMC-B se realizaron en las mismas condiciones descri ta·s >en.·.el• ·:·inciso 

4 
· 

1
' excepto _q~~: .;,ºzy,f;)_,~;lN;i~·~,t~~'.m~>;;•~;.~·;:~A/:;~~f~~.E~~;:á{t;~Íhr~,i:?SI~(~' :· se 

utilizó una· can;~1~~d,·menor¡cdei).)rot~1na;en'.•laf;~i~cubacfon·J .. ~200 ·.µg por 

:::.::ó .·;~"~K.::~.::!·:éó:Jilirp~~¡~~li~lf !iiiil!~~~::r::: .. :: 
alveolares (Figuras 2 y 4 ¡. En· estos<.'e.nsa:yos~s·e:::detectó también la 

, . . -· . -~ -r :{t :).'.:~{-:tif;:%:· ... ?i~tJ.i(Ji);.~~~j{~:T~·:;~:~q:'. -.-~ .. :. -. 
adhesión de una proteina de 31-32· k,D,·:si.n'i·eiilbargo';>la"definición de 

este doblete fue menor que la o:~~-f f~t.~~~~'.~${~~tf~-~o,~proteinas no 

marcadas, esto a pesar de ·que ,.é_l ·'doblete,( de:. 31-32 está bien 
';'-;.,' -

representado en las PMC-B. En otros ''em~ayCÍs; .utilizando otros lotes 

de PMC-B, se observó una gran variabilidad en la adhesión de este 

doblete. 

En estos ensayos no se demostró la adhesión de la proteina de 

18 kD, que se observó en los ensayos en los que utilzamos suero 

inmune de conejo ( Figura 2 ), lo que confirma que se trata de una 

proteina del macrófago alveolar. Tampoco se observó reactividad de 

la estreptavidina con algQn componente del ~acrófago alveolar. 
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FIGURA 5 Ensayo de incubación de macrófagos alveolares con PMC-B a 

distintas temperaturas. carril A MA incubados con PMC-B a 4 °c. 

carril B MA incubados con PMC-B .ª 37 °c. carril c MA sin incubar. 



4.3.1 EFECTO DE LA TEMPERATURA EN LA ADHESION DE LAS 

PROTEINAS MICOBACTERIANAS MARCÁDAS CON BIOTINA 
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En algunos casos la adherencia y fagoc,~t~~is)d~' partí,C::ulas son 

dependientes de temperatura 

realizar los experimentos'. ~e, ai:lh~iióH~ _,_, 

utilizó o:o2% de> 

metabólic~~: 
sobre 

':;·, ..... ,.,,_.,-_: 

la '.;:m-énói:' á la 
observ~~a.'';:~{¡; ''''''-"'"'>-~--:;>';-.'' >- --~':;_,_ --

En - la/f:Ígufa fs;'_'~é'riiú~-~tr~n;;,\iió'~~L~'f'~-5-Gl.t?~d.ó~ 'cÍe -- un· ensayo de 

adherenciú Üev¡do -~ cabo a 37ºC, ;\;;;$g:_;'¿¡~Úd~neo a 4 °c. En ambos 

se observa la adhesión de una proteina d~-'3t kD. En el ensayo a 4°C 

también se observa, con poca detect~bilidad: el doblete de 31-32 kD. 

Por estos resultados todas las incubaciones posteriores se 

realizaron a 37°C y con azida de sodio. 

4.3.2 INFLUENCIA DEL TIEMPO DE INCUBACION 

Los procesos de reconocimiento y adhesión entre moléculas 

pueden variar con el tiempo de incubación. La unión de moléculas y 

parásitos a macrófagos es un proceso rápido que se observa a partir 

de los 15 min y que continua por tiempos variables. Para conocer el 

efecto de esta variable en la adhesión de las proteinas a macrófagos 

se hicieron incubaciones de 15,30 y 60 min. En la figura 6 se puede 

observar que desde los 15 min es posible detectar a la proteina de 

71 kD. 
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FIGURA 6 Ensayo de incubación de macrófagos alveolares con PMC-B a 

distintos tiempos. carril A lSµg de PMC-B. carril B MA sin incubar 

con PMC. carril c MA incubados con PMC-B por 15 min. carril D MA 

incubados con PMC-B por 30 min. carril E MA incubados con PMC-B por 

60 min. 
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FIGURA 7 Ensayo de incubación de macrófagos alveolares incubados con 

diferentes concentraciones de PMC-B. carril A 15µg de PMC-B. carril 

B MA sin incubar con PMC-B. carril c MA incubados con 50 µg de PMC-B 

carril D MA incubados con 100 µg de PMC-B. Carril E MA incubados con 

200 µg de PMC-B. carril F MA incubados con 400 µg de PMC-B 



y que su detectabilidad aumenta conforme se incrementa el tiempo de 

incubación. 

4.3.3 VARIACION ·EN.LACONCENTRACION DE.PROTEINA 

Para· determinar si· ·e1· ~pro.ceso- de adhesion ·es :saturable 
- , ·¡,: ,'.;<~- ,·, . ' 

decidimos v~i:i.ai J.ª ::co~cen\racióri dé;~_prp~eina" en ;~J.· medio ·.·de 
' .. : .- <:: - ~:. <~ '~ ,<;· <:~,(-_ : ;f._;'.'?._.·-¡;·;_ . .-·:~-.':::·:_:"'., --:~l•'i°.: :· ·'.,,;.· ... -' ... _:·~;· __ ,:,::·.).: ;·-;;~:-.•- ·::/-~-~; ·~ .. ,·:[,·:·:- • .. :;[:<--->~;;: :, ,_:_-; : , ':, ·:· 

incubacion; .manteniendo.· constante ··'·el•numero;de:~celulas :.por,:~ml: .. : .. En la 

~~:~~:~~t11t1f '''~ti r~J!~~l!~í[~~JI:::~~ 
sistema.; ~:g~,C{~:ó'\1~{/f;)~' ~g-:de p~;oteina se demue~t~a la 'adhesión de la 

,.~::~~ _-.: :.· '-· . 

proteina . de . 7i :l<D, e incrementando la concentración a 400 µg 

aparecen otras bandas de tamaño menor, que pudiesen ser productos de 

degradación de la p71. 

4.3.4 VARIACIONES EN LA CAPACIDAD DE AMORTIGUAMIENTO DE LAS 

SOLUCIONES DE INCUBACION. 

Tratándo de óptimizar nuetros resultados además de solución 

salina se hicieron ensayos utilizando otros medios de incubación. se 

utilizó solución salina de Hank, que contiene elementos 

nutricionales no esenciales y con capacidad de amortiguamiento mayor 

que la solución salina. Como se puede ver en la figura 8, no hay 

diferencias en el patrón de proteínas detectadas, siendo la p71 la 

única demostráble en ambos ensayos. 
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FIGURA 8 Ensayo de incubación de MA con PMC-B, en distintos medios 

de incubación. carril A 20 µg de PMC-B. carril B MA sin incubar con 

PMC-B. carril c MA incubados con PMC-B en NaCl o. a 5%. Carril D MA 

incubados con PMC-B en solución de Hank. carril E MA incubados con 

PMC-B en RPMI-1640, con 10% de SFB 



La selección del medio de cultivo es importante para permitir el 
'. . '. .-.,_. __ ·. '. -

mantenimiento : y.·.· crecim:Í.ento celular.' por lo' que decidimos utilizar 

uno . de·.· los. m:cl¡~~.):ep~~.f;élos: p~~r¡:;_1n;;:t~~:e·#'dé!.'l:a~. 0\:;~~u\~5:,;,~1ie:C>i~res 
en cti1úvC>; '·~i?~'eéiio RPi-fr:-~G40/ tanto en preseriéÜa''_c1~; io%}d~: ÚB, 
como. si~ ü ::Y~n~'.:,¡lllbos:I casos sólo se observó la protÚfi~ el~·; 1'1''k~. En 
la f:i.gu~á S :sé ~;~$:~:~:~ el resultado d el ensayo en me~ÜRPMI 1640 

con 10%,de SFB. 
·,:;,., . 

4.4 PURIFICACION DE p70 POR AFINIDAD A ATP 

se ha reportado que H. tuberculosis posee una proteina de 71kD, 

que corresponde al peso estimado de la proteina que se une a los 
. :-·· .. 

macrófagos alveolares de rata. Esta· proteina ha sido descrita como 

una proteina de estrés con afiriidad por ATP (Young,D., 1989 y 1991), 

por lo que decidimos utilizar una matriz de ATP-agarosa para 

purificarla e investigar si es capaz de adherirse a macrófagos. se 

utilizó una columna de 5 ml de ATP-agarosa, lográndose purificar 200 

µg de proteina a partir de 6 mg de PMC. El primer lote de proteina 

no fue liqfilizado, sino que se almacenó a -20 °c, en SSAF, pero 

el análisis posterior de este lote mostró que rápidamente se 

degrada, aún en presencia de inhibidores de proteasas durante su 

purificación y almacenamiento, por lo que se optó por 

liofilizarla. En la figura 9 se observa la proteina purificada por 

este proceso. Ocasionalmente se observó una banda de 68 kD que 

representa, probablemente, un producto de degradación. 
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FIGURA 9 se muestra la proteina purificada a partir de PMC sin 

marcar, por cromatografía de afinidad a ATP. Carril 1 20 µg de PMC 

carril 2 Sµg de p71 sin marcar 



kD 

106 

ªº 

¡ 

18-fÍ 

. <~ .... · .. · ... ·. ,, 
,~·':'."· ~ 

.1.,; 
~ ~ .:~ ~·· 
:'. ~ ..... '··: .< 

A B e D E 

FIGURA 10 Ensayo en que se muestra la unión a macrófagos alveolares 

de la p71 purificada por afinidad a ATP. carril A Sµg p71-biotina 

carril B MA sin incubar con p71~B. carril c MA incubados con 5 µg de 

p71-B . Carril D MA incubados con 10 µg de p71-B . Carril E MA 

incubados con 20 µg de p71-B 
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4.5 ENSAYOS DE ADHESION DE p71 A HA. 
,•' 

Para·. estos ens'aycis se utilizaron 1 X macrófagos 

alveola~e~ y .•. '.c .. ária~ades)vir.,Í~bl~~ de ¡;¡71; · Las 
.. ,,,· 

·5~d\~·\::~~i~nt~·1 .~·, 
:;;.: !· • .. :..·,,;''.;.'. 

incuba.dones se 

a 

a 

misma reactividad·':que,'.'.'cuando~:·se'Y'utiFizan~·'.PMC·;•·'•cEntre1':lO•'•'y.:L20" ¡.Íg,: no 

observamos ··u~· i~f~m~·~~f~"~~:;:;X~J2r'.~~1t~~g;i~}:~~:~~!~}.:~~~~~]Wf~· .~~e. no se 

ensayaron concen.traci:ones·~mayore~ '.'~;:'}§:) ·'•':::'::; ''•" ''''•:;'>. :: ,. 

proto:::• :.:::11~·.?~',f !¡¡~1~1~~J~t::::• ::"J•::::~ :: ~:::r::• :: 
unión de la proteina de 71 kD y de una menor de 68 kD, que también 

es purificada por ATP, por lo que suponemos que es producto de 

degradación de la primera. 

4.7 ADHESION de H. tuberculosis A Macrófagos Alveolares 

Al iniciar estos estudios no había antecedentes de ensayos de 

fagocitosis de M. tuberculosis por macrófagos alveolares por lo que 

fue necesario estandarizar las c.ondiciones experimentales. Lo 

primero fue establecer el tiempo óptimo de incubación. En la figura 

11 puede verse que con 2 h de incubación el número de macrófagos con 

bacterias asociadas es muy bajo. A las 4 h de incubación este 

porcentaje casi se duplica, y on 8 h no se observaron diferencias 
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FIGURA 11 Porcentaje de macrófagos alveolares que tienen asociada al 

menos una bacteria, después de varias horas de incubación. 



FIGURA 12 Macrófagos alveolares teñidos con Zihel-Neelsen. Algtmos 

presentas bacterias señaladas con una flecha. 



significativas, por lo que se decidió que 4 h era el tiempo adecuado 

de incubación . 
. ,. . ' 

En estos· ex¡;:ierimentos confirmamos . ci:ue la tirición de Ziehl-

Neelsen · .. ·· era ad~hu~da para detérminár · .el rlÚmero , de bacterias 

asociada~ .···~-~ llla~~·~fagos ... ·E~ la Fig~h. -~--~ .. ~e 'óbserva . u~. macrófago 

alveolar. que ha fagocitado bacilos, teñidos de rojo con esta 

técnica. 

4.8 LA PREINCUBACION DE MACROFAGOS CON PMC INHIBE LA 

ADHESION DE H.. tuberculosis 

En estos ensayos los macrófagos alveolares fueron preincubados 

in vitre, durante 30 min, con PMC. En seguida se adicionaron las 

bacterias incubándose durante 4 h a 37 °c. En la Figura 13 

presentamos los resultados de estos ensayos. se observa que la 

preincubación con PMC disminuye la fagocitosis de los bacilos por 

macrófagos alveolares (Tabla I). 

Tabla 1 Efecto de PMC en el % de células con al menos una bacteria 
asociada 

Tratamiento % de células con bacterias % de inhibición 

NaCI 22.38 ± 2.1 o 
200 µg/ml PMC 18.22 ± 1.5 18.6 

400 µg/ml PMC 12.47 ± 1.3 44.3 

800 µg/ml PMC 10.81 ± 1.6 48.3 



A partir de 200. µg se observó ·una inhibición significativa en 

el índice. de fagocitos is ( 20% ) . ; La inhibÍ~ión aurnent~ niarcadamente 
I·'"ic.'·'" 

( 3 5-4 5%) cuando los macróf agós si/pf,i:i'~~~b~Í1 ~'o~ 4 ~b ··~·~·'d.~ PMC; con 

una concentración de 800 µg de proteina la inhibición es cercana al 

50%. La disminución en el número de bacterias asociadas a una célula 

es muy semejante a la disminución en el porcentaje de rnacrófagos 

Tabla 11. Efecto de PMC en el No. de bacterias asociadas por 
macrófago 

Tratamiento No. de bacterias/M0 % de inhibición 

NaCI 2.39±0.43 o 
200 µg/ml PMC l .75 ± 0.07 26.8 

400 µg/ml PMC l .23 ± 0.23 48.5 

que han fagocitado ( Tabla II ) . Corno un control para descartar la 

posibilidad de que las PMC inhiban la fagocitosis uniéndose 

inespecíficarnente a la superficie del macrófago, se realizaron 

experimentos preincubando rnacrófagos con ASB. En la tabla III puede 

verse que la ASB no inhibió la fagocitosis de bacilos aun utilizando 

concentraciones muy altas de la proteina. 

Tabla 111 Efecto de ASB en el % de células con al menos una bacteria 
asociada 

Tratamiento % Células con bacterias 

NaCI 24.55± 3.07 

200µg/ml ASB 22.25±2.17 

400µg/ml ASB 23.90 ± 2.09 

800µg/ml ASB 20.91± 2.30 
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A partir de 200 µg se observó una inhibición significativa en 
·.· .·· .. :· ... . ·. 

el índice de fagocitosis ( 20% ) . La ·inhibición aumerit.~ marcádamente 

(35-45%) cuando los macrÓfagos se preincuban con 400 Jig de PMC. don 

una concentración de 800 µg de proteina la inhibición es cercana al 

50%. La disminución en el número de bacterias asociadas a una célula 

es muy semejante a la disminución en el porcentaje de ma.crófagos 

Tabla 11. Efecto de PMC en el No. de bacterias asociadas por 
macrófago 

Tratamiento No. de bacterias/M0 % de inhibición 

NaCI 2.39 ± 0.43 o 
200 µg/ml PMC l.75 ±0.07 26.8 

400 µg/ml PMC 1.23 ±0.23 48.5 

que han fagocitado { Tabla II ) . como un control para descartar la 

posibilidad de que las PMC inhiban la fagocitosis uniéndose 

inespecíficamente a la superficie del macrófago, se realizaron 

experimentos preincubando macrófagos con ASB. En la tabla III puede 

verse que la ASB no inhibió la fagocitosis de bacilos aun utilizando 

concentraciones muy altas de la proteina. 

Tabla 111 Efecto de ASB en el % de células con al menos una bacteria 
asociada 

Tratamiento ·%Células con bacterias 

NaCI 24.55± 3.07 

200µg/ml ASB 22.25 ± 2.17 

400µg/ml ASB 23.90 ± 2.09 

800µg/ml ASB 20.91± 2.30 
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FIGURA 13 Efecto de la preincubación de rnacrófagos alveolares con 

PMC en la fagocitosis de M. tuberculosis. 
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FIGURA 14 Efecto de la preincubación de macrófagos alveolares con 

p71 en la fagocitosis de M. tuberculosis. 



TABLA IV Efecto de PMC o p71 en la asociación de zimosán a 
macrófagos. 

Tratamiento ~'º Células con partículas 

NaCI 65.2 ±3.16 

400 µg/ml PMC 62.9 ± 8.10 

20 µg/ml p71 66.7 ± 2.00 

corno controles, y con el propósito de evaluar el estado 

metabólico general del rnacrófago, se realizaron ensayos de 

fagocitosis de zirnosán y del estallido respiratorio consecutivo. En 

la tabla IV podernos observar que aproximadamente el 65 % de los 

rnacrófagos alveolares son capaces de fagocitar zimosán, y que 

también responden a estímulos para producir el estallido 

~espiratorio (Tabla V). 

Tabla V Efecto de PMC o p71 en la respue~a oxidativa de 
macró1agos 

Tratamiento % Células con Formasán 

NaCI 70.32 ± 4.2 

400 µg/ml PMC 75.35 ± 8.8 

20 µg/ml p71 72.85 ± 3.5 

La pre incubación con 400 µg de PMC no alteró ninguna de estas 

dos funciones, por lo que la inhibición de la fagocitosis de los 



bacilos no puede atribuirse a efectos tóxicos provocados por las PMC 

por la p71 
"J.,. 

4. 9 LA p71 INHI.BE LA FAGOCITOSIS. DE H. tubÉ!rculqsis 

Uria;; ve·z demostrado que• las PMC. dism:i.tiuyen .. ' 'el porcentaje de 

células· 

el 

inhibici6h<fue'. 

. .,. 

asociados a una sola célula tam~ié~ ;e disminuyó: 

Estos resultados fueron estadísticamente significativos. 

µg ú 

Tabla VI}. 

TABLA VI Efecto de p71 en el% de células con al menos una bacteria 
asociada 

Tratamiento % Células con bacterias % de Inhibición 

NaCI 26.78 ± 1.7 o 
10 µg/ml p71 22.13 ± 1.8 17.21 

20 µg/ml p71 16.07 ± 3.4 40.14 

La preincubación de los macrófagos alveolares con p71 no afectó 

la capacidad para fagocitar zimosán, ni la de desarrollar el 

estallido respiratorio, por lo que se puede inferir que esta 

proteina no provoca efectos tóxicos sobre los macrófagos que lateren 

estas dos funciones (Tablas IV y V}. 



TABLA VII Efecto de p71 en el No de bacterias asociadas a 
macrófagos. 

Tratamiento No bacterias/Mo º·o Inhibición 

NaCI 2.7 ± 0.35 o 
10 µg/ml p71 2.0 ± 0.20 26 

20 µg/ml p71 1.7 ± 0.20 37 
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5 DISCUSION 

A pesar. de la .. gran .importancia que poseen en el establecimiento 

de la infección / 19~ m.ecanismos. a; travé:5 d.e .los 'c.ual,¡:s ei' bacTl.o de 

presencia de 20% de suero fresco en el medio de ensayo, 2) el 

porcentaje de infección disminuye en casi un 70% al calentar el 

suero, 3) se puede reestablecer la actividad opsónica del suero 



inactivado por c~lor al· agregar C3 fresco, 4) el proceso es inhibido 

por anticuerpo_s ... ·contra ·1.os receptores· RCl y RC3. y, S) en las 

especies leprae y; ~~hefculosis'se ha de~ostfado. el d~p6~Úo dé C3 en 

los bacilos p~~ --~~~-~~ ~e:.EZ~~i.G· ·~t • . · :: ' < .· .... · 
Reciel1te~é~fEi'#~'e ~ª}¿1J1'~%J~~oxr4ue':;1a>unión >'de ¡'.¡; t~b~rgulósis 

a macrÓf~~ó~ /~i~~:6{t¡:e¡;~;·~TI~~~:;;~-~i:·gi~-~~eB~g .hü~ .· ~;;~6¡;'6hr·~~~·; ·~~ .·que 

en es t ~ · •..• -.-~·~.~-~~- ···~;.~ .. -~i~~'.~·{~~~~f ;1~~:~) ~~}\~i;o!_~·~-~~i.§,~~{ TI'if-;t::~~.~~Jf $~r_-_,:?'; __ · _Rc3 
(Hirsch; e.;· .1994 ¡•, pero·:.para/:ambos i're!'Ceptores.f;lá~;morécula·.•.Tigando es 

la misma, _es t6•e•s __ .. 1a ··_mo~é~~1~")~~\.{t~;i~~í§~~~~~tii~~r1f j[~~~~}~i;[e~if~tos is 
de M. avium se ha sugerido que••.;.taínbién~;;'.'l:aj~'fibróne:ctiria'.•participa 

.. __ , · -·. ·., -;':.~~-~~·<:-:;N::~._;,:_r:·t~~~·-:~;~~s;::>f-.~-~;~;~~:-:~~t~:~ .. ;.~3~t1,3;~~~:.:~~::~t:;f .::~~~:'.)'. '· . :, . ·:· -.. 
como opsonina ( Bermudez, L·. , 1991) ;•qLa·:::par.ticip_acio.n.::'.de;•_esta: .. molecula 

::co::ct::,.:·::::::::, ,·x;;~~}j]lf i¡,ji~1~if lli!~!!:::::: e:: 
afinidad por fibronect7~ª-. :?JJ,?C".Z~i~¡C.'~i':119BB;;~;Réltliff1T., 1993). 

Los estudios r~~~~~~~;~;~~J:j~~r~t~;~~J~~S~~ji~~X2.~n>,i,fre:¿fnguna de las 
especies patéigen~s utiliza·;·~alguno '''.:de •;•1os:12receptor.es para IgG, y se 

sugiere que ~q~~~:~ff~~,~~t,~~1-t~~~-~é;~~~~J~W;~tf#~t~Je · inmunoglobulina 

participa en. el ':Pr~ceso~( 'isC::hf~"s)';;_g.~_i::•;L,'¡ 1990a y b, Bermudez, 

L., 1991). · De·. hecho lá: opsoniÚ~1~~'.i:~¡;:~.- ánücuerpos antes de la 

fagocitois puede tener efectos deletereos para el bacilo, haciéndolo 

más suceptible a la degradación por macrófagos (Fréhel, c., 1987). 

La fagocitosis independiente de opsoninas se demostró porque 

las especies tuberculosis, leprae y avium, pueden ser fagocitadas en 

ausencia de suero, pero la invasión puede ser inhibida hasta en un 

60% si se bloquean los receptores RCl y RC3. Se han propuesto dos 

explicaciones a este fenómeno: una es que las células fagocíticas en 

cultivo liberen moléculas de C3, capaces de opsonizar in situ a las 



bacterias, o bien que· 1as micobacterias posean mo,lécülás. própias que 
' .. '",: ' ·. . 

les permitan .unirse'diréctamente a•estos receptores .(Schlesinger,L., 

1990a,b
1
1993 ). . >J. , .>:'.;! ''\ , •.• 

•nt .. ::r,: ;~~:~~~~~~J~i~~~~~I!~\~i~~Vf~~f i~l~l~~~!f tJ.,::0
'.'. 

El trab.aj O'<de':Schle:siriger•,. ( s.chlesiriger,/(i',L ':·;:; l99,3•Jp:!demostró ··que la 

::::~:~;¡tj~~lllf ililJtl!i!;iij~~~~:::":: 
s ugeridó';:l a''' part i c ipac ión"?.de i:::.· recepto r<p.ar a~;:ma.no s a:··):in·¡·:•si.r.: ·fagocitosis 

. o . , : .. ',·,:~·>"-.c..:·:.'.=:;.'_:.:':-::·~'.·º::·::.':' :\~;:7:'~:'~,"..:_: '~.:·\:'.;;~.~~~·-:~{~~··.:·~·;:;.':·J:J·:··)!~';~;·.·»~;;,~'';L'.~'..~~.':;2~·:~'.~:-::_c_.\~-~-~,:·,:~:;]J:~.I :-;:";1~~ ' . .' ~?.:·:·>". '.; .. _·, :-~::~ . : ·-: :_:,'. · .. :: ~-' .. : . 

que 

i.a pósibilidad de que se 

trate de algudá~ que se ha sugerido se 

encuentran en. i~pi1:ia:,c., y Mancilla, R.,1989; 

Garbe, T. , 19 9 2 ).·:··_, ;-><·~·~-'.-&~:'~?-· :'.-'·;· 

En este t;~~a:}8;1~¿~:g:~~,~~b6{;;.ado que. de 

de cultivo de ',~.·~X~;~~J;~~()~~-i~:, . ~~P,ª: H31 .Rv, 

las proteinas del medio 

el macrófago alveolar de 
.:·:·;.~··J: '...".:. -;· .'::~,,- . ::~'. ... 

rata seleccioria::üria' p],"óteiná, que en geles de poliacrilamida migra 

en 71 kD. La reproduc:lbilÍ.dad de. estas observaciones es muy al ta, ya 

que esta proteina fue detectada aún cuando utilizamos diferentes 

condiciones de incubación, lot~s de extracto proteico y métodos de 

detección. 

En cuanto a la identidad de la proteina de 71 kD de M. 

tuberculosis, desde hace algunos años se sabe que esta micobacteria 

posee una proteina de peso molecular de 71 kD con afinidad por ATP, 

la cual pertenece a la familia de las proteinas de estrés, homóloga 



a la DNA-K de E .. coli ( Young,D., 1991).cuando analizarnos in vitro 

la proteina pü1~ificada por·crornatografia de afinidad .. por ATP, 

Los. haii~':l965. ~ás.' 
', '.":" ·.\·:: ;.,:.-: _, º.<:: ".{:;;·;. ~- '•' ··: ;.~ -· 

los 'erisa':Yó5~:\.ci~~ .;~;~9?-~it6~t'5A ;;, 
~~:~:~,,~ -: '.' 

de 

analizar.·, u~. ;'té's'peCtr' ayer'~ d.!f'::e:añc·enfración próteica - en: estos 

ensayos', ·p~:~,ª~.~~~tú-~:~~ilRff;~~~t!~;~~~-%;f~;~~,f{r;~~~:f,~~úr~bi~·'.·10. cµal .·no . nos 
fue posiblé., 'deteriíffriar':'•.porl2n6J}i::ontár•Lcon· la cantidad suficiente 

proteina ;=rific:¿~:{':,'.::'.1',f~:~~;i~;r;~~i~~'~;r~-:~-!;i~';~~-: .••. ·· .. 
Nuestras observacionés'.i;;.de(:•:_qu¡i<la:·.p?l puede tener función de 

adhesina son de ~uch~'.:UrÁf~~t~r~-:t;'.~~/T~~~~:< no se ha demostrado una 

función sernej ante en la f~~.Nia d~:>ia~:;roteinas de estrés de 7 o kD, 
. - ' - ,. . - . :· 

en eucariótes. Sin embargo Ensgraher 'y· su grupo Ensagraber, M. , 

1992), ha demostrado que en otro procariote, Salmonella thypimururn, 

utiliza a un posible miembro de esta familia, lo que puede sugerir 

una función particular de esta familia de proteinas en procariotes. 

La proteina de 71 kD de Mycobacterium tuberculosis ha sido 

localizada en la pared del bacilo , con un suero que reconoce a la 

p71 purificada.( Andersen, l'L ' 1986; Hernández- Pando, R.' 

comunicación personal), lo que favorece su función de adhesina. 

En el momento actual desconocernos la naturaleza de la 

interacción de la p71 con rnacrófagos alveolares. sin embargo hay 

datos que sugieren que se trata de una interacción con algún 

componente rnernbranal. Se observó la adhesión de la p71 en 
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condiciones en las cuales la endocitosis está inhibida f lo que 

permite descartar que halla, sido interiorizada junto con e1·. medio de· 

cultivo,, • util¿arl~o .: dos mét~dos ~de irÍ~i~iciÓn i:l.~ P,i.noéi{osis 

~~~~~:~;;ill!~i!íli~lllll!if 6\l!li~''f ¡f~t~: 
Muy ·•·recientem_'ªnt.e • Arruda:.y~:su~_gr,upo;~,L·;AI'.ruda·;s ;·•;<19_93 J;,presento _ 
- ; ~ · · · ?~}: ~ :-: ::·:_4~:,;·;·~)~ ( .~};:,~~~~ ~~~/;; ~·;F0\L~;~{f :;~l.:~~;~.~-;'.~~;{~'..: ~~,:~~J1:;}~Jt~:·:~.:~~1;i .. ~~zcj,:;~; ~·:~~{:~ /~:~,;,~:s,: ~~¿~~:~ .. j.:~i~?:~; :~~~'.J:-~ ~ -':~ ;~.:~ : ~-. ·~:-

un trab aJ o::: ,que·;:;,apoy_a%.'ila·:~>hipotes·fs·c\•de .;;'l a\"exi·s ten_cia":'de~·a9.hes in as ·en 

::::;~~~ti~lt~ililili!ifl~l!lS~~f J~:r~o:: 
capacidad;¡Cde ;.:'inváEfión";;y/-•'de·><sóbrevi venci'az~.:'e-n·eo:·ínacr-óf agos .. En este 

::::~~i·~~~J!¡l{f~~rt~f~iJI ·r¡t}~;~,~ l• que •e l• 

· En-'.. nue stro·s;; en·sayos··¡:sóio ;i\uti•l-'izamos :.-;-macr:óf agos: . alveolares, ya 

~::!~t~}if~~~~~~í~jj~~;~~i!º~';'~=~~~J~:::::;::"::.::::: 
diferencias entre la fago~Ú'ós'i~:-pQ']::~onocitos y macrófagos, apoyan 

esta decisión. En realidad ·no .es ·s.orprendente que la interacción de 

micobacterias con macrófagós · s~a más compleja que con monoci tos, 

puesto que la primera es una célula mucho más madura que posee mayor 

cantidad y variedad de receptores en su superficie ( Speert, ,1985). 

Nuestras observaciones no descartan la posibilidad de que 

exista más de una adhesina en el bacilo de Koch, sino por el 

contrario, la apoyan, ya que en algunos ensayos observamos la unión 



de una proteina _de 31-32 kD. a macrófagos, si bien se requieren de 

ensayos .con la proteina _pura para saber si· realmente esta ptoteina 

está p~r,Úc1,~.a~do/'..·~ieh(ú ':'a~~~5~J:C:\~:' ... E~tª :. ~O,~}&.:ii;~é~;f•'r~.~·· muy 

:::::··::::,:r,~-~;J,irt~l~~}&~1~~~~~1i~~~k~!lt\t{~:~1u~w:: 
superf f~:i~·; del"· baci'lo ;:·propiedades· que- .·re puedeh,,'.permit·irJ':í:ul'irsé •al . 

mac'ó:;iº~t,iti~fGllíillillfilí'i~~1~~ii~b:e' 
caracterizar:, una•.•:proteina·;.>comci'.,•·'adhes 1na·f·::•utilizando -.. al· .. · sistem·a ':de 

biotina,j~;-;~~.ii~1.~W~&~~1~~~~t;i~~~~~~;~it~~t~~1~·~i~fuf~·~· ·•·f~n·~i.· ·iin···~·~·;é aj· e·•· 
durable•.•y.iJevi tai::i':·eFrous'o:'; de<materiál;•,•:radioacti vo. Se 'sel~~·~ {;,nó . ~i 
acopl~~{·~~~di!~·¡:~{'~';g~fü~ji~'!~fl~df~ú.~;:~i:·~?BVg~~;~%( el~ marcaje es muy suave y 

no a}F~.:~i.~,ff~·~~~~~i~1~$t~~¡~~2f~~:;~~f~~~~~~~~~~r además se pueden marcar 
específicamente/prót'einas:~·.;:.;;c:arbohfdratos( o .ácidos nucleicos, lo que 

permi~~--·~'b~·~¿·~~zf;f.~fU~;~·~~~~[·~·~¡l 'f~';;kfaéctila adherida (. wilchek,M., 
. ',. , ·:;_:.. ·.· .~::·.,·~~;:·:~·-~ .:~:~:'.'.i,}:fi~.K:t~~)~~~~~~;~rr~~F:·:;;.~~1~:~:~ ·: ... ·-'~·',~ .. ·;~< .. \~. :.-.~.,; ·· .~ .... ~ . . . 

1990) . · En· la.· forma'.'erí:c;.:que,;S,'.di'se amos:"; los":' experimentos los resultados 
. . -~ ... :. .~ .. :; ·.;:_: .. :_:<~:.'{·~·>f:{~t~~-~:~Afr~~~·~:~t~~>ff iJ1~.~i~~~1.?,J~:i>> .. \\~·~!; .·;.:z:'; ~ ·~,~·: . .- :·~~ ·· :.:-.;. : . 

no fuerori. cuantitaHvos;·;;~pero:.~:.h~9fán~oc'"ªlguna : modificaciones. se 

:::::.~:0:·:1::: .. ::l~i;;~~i~Jli~~i~~~~i,i~t~d~ o·::::·::·::::: 
con lectores densitrométric.os> :pero :j~~b:~á ·. que estandarizar estas 

técnicas. un defecto que tiene ·'ei :·l1~·o de la biotina como molécula 

marcadora es que la unión de éi;ta a proteinas es a través de las 

lisinas de la proteina, por lo que algunas proteinas no acoplan bien 

y no son detectadas. 

Para establecer si la unión de la proteína con el macrófago es 

de tipo ligando- receptor es necesario cambiar el sistema de 

marcaje, por uno que nos permita determinar la relación de moléculas 
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que se adhieren al macrófago, establecer si·· existe saturación en 

esta unión. y otras ~ediciones má,s ex~C:tas, por lo que. s~. ha p~nsado 

en sus ti tu ir .·.~··· üi i:llotíná coíi ~lg_ú~ ·~~1-dád6f.,;~cif8_a'd~i-~é:i ;;5. si es_tos 

ensayos/· a;§·Y;,~ 'i·~ ··-.~Íiií'.lóá'~:~i-' ~e '.:-Fn~a t1~~~-~:~~_;;ió.e •i_~~:,~~x~¿ (t:¡;º ~ 
~'á.é :> c~í·a~·ter'i:~a;· -~~y·"·~~,~~pto-~'.: ·en . los 

:~\t ;.~'.; ,\~:'.:.: .~-~i-~lil·'. .. :·~·:~"::<;:~\r\;:.~\:~-:_:;~;~~~~-"' /'.j{:;::-:~}Y~:. :: ~:~·- -,,. :;:f;~~/.t-~~ .. '. .. )(;\ '. -~: 
:· tecnica;:. :tainbienc:•: podremos.:•.;.observar.,·,::-s 1 : otras•-

w.. :::' . 1:, ¡ - -~ '-- ·~ •• :. i~. ': ~. -~ _ .. .1 ~ ~~~- ~,_ ._ ,-,~·.~\·~ :·~·:.i))'. :{~:~:.-_'_/::,:. 

:_,.<:~)t::,f~/t~;·it r, _ ·-~······:~~., ~-·;:,:·t:,~:>?E:· ::_ .·· :· · 
más sens~ble ·• \~'.·.'': ;x;; % 

.iai~{ff ¡.,~-

;~de la 
. '"""/:~--"~·;;~.-. --,;,,.-:,,~ 

fagocitos is con, la .próteiria:·.-pura-;·1:::.0.tra•¡;.f orma,en•;,que rnu_ep.e:, estudiarse. 

::t::~~1~~~~;11~¡f it1111¡s¡f ::'.~lrf~~:~~:i:: 
adherencia. de. ·la p71c se.• óbserv:a'<.t n')~inacrófago"s('al veo lares de 

humano, pue s:.:•·;~;~~ .... k~~h,t~1,~~~
1

1!~-~~¡¡~f?!~,:~¡ ~~~;I¡I~~~l~~i'.~~?.r:f ago.s de 
distintas especies; As"f•,•cmismo;·':•·'.'tambie . sa·r~o:::analizar otros 

tipos de .. )~~i§~~#I~Jl! g~:i~l~~~~-~J;~~,Jf~f~~~~~~~~t~j~~;,,il~i~f~~Kos sanguíneos , 
pues.· estas,\células::::favoréceri .. 1a::.~·diseüninación:'.de};:bacilo. 

·.·:-~::. '-:. '•,'. ,'• ·; __ ··,.::.:.>·.·.:- :_~;:~? ··:-· .. ::::;_~;:}:,~ .... : 



VI CONCLUSIONES 

1 El marcaje con biotina de mezclas,compieja~ d~ proteinas es 

un método sensible para identificar adhesina's; Y:·PUede sustituir a 

métodos de marcaje ~adioactivo; 
. ' . . , . . 

2 una .proteX~~. d~ ;~i kD, de• entre la gran v.ariedad de proteinas 

. ·. ' .. -~·- . 

macrófago alveol;r>de. rata·.·. 

~e:une a la ~uperficie del 

·::\ 

3 La p71 de H. tuberC:ur;,sis tiene la capacidad de inhibir la 

adherencia del bacilo· p~~ ~~~l.inacr:ófago, siendo la inhibición dosis 

dependiente. 

4 La p71 pudo se purificada .Por cromatografía de afinidad a 

ATP, por lo que puede pertenecer a la familia de proteinas de 

estrés. 
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