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1.2.2 La tuberculosis en México 

En el 2001, la Secretaria de Salud determinó que la incidencia de tuberculosis 

en México fue de 18 por 100 000 habitantes ' . Esta incidencia fue inferior al 

promedio latinoamericano, que a mediados de los años noventa se estimó en 32 

casos nuevos por 100 000 habitantes. La infección por tuberculosis se observa 

principalmente en jóvenes y adultos de edad media que pertenecen a la población 

económicamente activa 10. Otro problema grave que incrementa la incidencia de la 

tuberculosis en México y otras partes del mundo es la presencia de cepas 

multidrogo resistentes. Esto fue confirmado en un estudio realizado en tres 

estados de México en los que se observó una alta resistencia a los fármacos de 

primera elección ". 
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Figura 1.2. Incidencia de tuberculosis en Latinoamérica y México. A la izquierda se represenla la tendencia de la 
tasa de casos notificados de 1981-2001 en Latinoamérica. (Tomada de Reporte INHO 2003). A la derecha se 

presenta la morbilidad por tuberculosis pulmonar en México de 1990 al 2001 . (Tomado de Salud: México. 2001). 

En el año de 1997, la OMS consideró a México como un pais de alto riesgo 

para tuberculosis. Como muestra la Figura 1.2, la tasa de incidencia de esta 

enfermedad en México y Latinoamérica se ha mantenido relativamente estable en 

los últimos años. Sin embargo las diferencias entre entidades federativas son 

considerables , siendo los estados con mayor incidencia Baja California , 

Tamaulipas, Guerrero y Chiapas 12. En México y otros países, la tuberculosis 

constituye un problema que va en ascenso y que presenta nuevos retos para su 

control , entre los que destacan, la asociación con la infección por VIH y la 

drogoresistencia 13. 
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La reacción granulomatosa es la manifestación de una respuesta de 

hipersensibilidad de tipo tardío a los antígenos de la micobacteria 22. Además, 

como parte de la respuesta a la infección por M. tuberculosis, los macrófagos 

producen IL-12 la cual promueve la producción de IFN-y por parte de las células T 

CD4+, T CD8+ y las células NK, que forman parte de la respuesta inmune de tipo 

Th 1 23. Tanto el IFN-y como la IL-12 son esenciales para el desarrollo de células 

las T CD8+ y las células T doble negativas restringidas a CD1 así como de células 

citotóxicas CD8+ restringidas a MHC clase I capaces de matar a macrófagos 

infectados por M. tuberculosis. 24-25 

Las bacterias viables pueden persistir de 2 formas: secuestradas dentro de 

lesiones focales caracterizado por fibrosis y calcificación subsiguiente (caseación y 

licuefacción); ó fuera de lesiones focales. Se cree que las células son Iisadas por 

gránulos de perforina generados por células CD8+ propiciando la liberación de las 

bacterias. (Figura 1.4)21 

Contenimiento 

Macrófagos 

~ . 10 ~ Infectados 

CD1 restringidos 

Células dendrlticas 

Persistencia 
Micobacteria dentro de lesiones focales 

M· 

~~ ---+ ..... ~ 
(D¡+ POOoon 11 

Micobacteria fuera de una lesión local 

Figura lA. Mecanismos de respuesta immune, contenimiento y persistencia. Tomado de 
Stewart G, et al. 2003. Tuberculosis: a problem with persistence. Nature Rev Microb. 1 (2) : 
97-105 
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2.2.1.1 P' ...... ld8. no 

El PIg ........ gIi(:q¡fowI"" .......... 11 __ ..... _ en '" 1>Ig ........ 

_ en '" ~I, , .... "..,...,.., en PoI ...... ." ...... , ... EIIIo _o.. Ii 

poi 181 om_ t.o) J 24 ~ d .. uW ... o ..... un ..... _ en 

.... boI .......... ~y "" peso MI I .·I ~ 112.000 d •• '. EIIIo proIeI",,_ 

orgon"ado In ... 14 dominiol esUilClu,.Ift. denomonNoo kringl... q"" 

eo:>ol"."'" "" ~'~I' Jc¡ ~ PlO .o:IÑac:01ÓII (' .. kh .... 1_ nI. 

En l. regM!>n Imlno-!,rrn;n.1 con!ie .... CllICO dominio. Ittltlgie homOIogOl 

.............. ( .. """"" .. o. !ripio _ o.nida. poi puenlft d4uII\.Iro ~ ~ ~ 

SO 7MidYOl). Y deI_ "'_". tlMidYOl 582.791). loo dortOt;oolttiz9o 
_ lCiOI ~...- ..... (lBS. "Iyaine _"'11_1 que¡uegan un ~ 

auo.oI "' .. ,~: 1 .... 110 "~ •. I6w ~ Ii _. ""-,:1," . , .. , .. , ~ Ii 

<02 • • • , 'u-. .... ,_ ~ uni6na""'.'.u..a" 

El PIg ........ 17_ drt PoI LBS. 11 dIi ... ...."ri .. k> _ Ia,o<_ IU 

..,.".~ • _ Iocoil El _ que cadN· .. la prOleI ... esUl loe ........ .., 

"CfO<IIOI07i'iIi B __ ... 10 _ c¡2I5 o q21 C_ uno o. PoI CInCO doIo._ 

es co,liI~ poi _ .~ ........ oe¡>arodOl poi "" ",17M .n ,,*50 ~ c.d> 

" " UCE",> El con-wo • IU kim'II KIiv. poi actiY_ •• ""' 0 _,1óIówa 
como ~'OC~ t. kim'II 7\1"" del PI¡¡ " 11 ...... 1. GIu.PI¡¡ cIeOldc • q .... 

pe ' .. un rfllduo de ~ gIutá<róco e<11U regiOl1 omino *mó\aI " 

II KlNIoI:>Oon de PIg .. Ui "'11 __ le EtEa .. 01 poi acW_ 

."~pec. lficoo. iMibkIor .. q .... co .. bolan ..... _ ~ PIg (amco. 11 .w.. de 

de&ignadll. u....- drt PIg > ' .......... ""'71" .... Ul' l .... in.'1ibda poi 

.... O ... II~ 0. ........ j¡ J -* __ unoOn" m, , 'Id> poIoiEJoo de 

...... 0. ......... PIg " 

" 



2.2.1.2 Plasmina 

La activación del Plg a Plm tiene lugar por escisión del enlace peptidico Arg56'

Val562 en la molécula del Glu-Plg por acción de los diferentes activadores. La Plm 

así formada, es una serina proteasa bicatenaria compuesta por una cadena 

pesada derivada de la porción amino-terminal, que contiene 560 aa, y las 5 

regiones "kringles" en donde se localizan los LBS. Contiene además una cadena 

ligera derivada de la posición carboxiterminal compuesta por 241 aa, que contiene 

el centro activo formado por los aminoácidos serina , histidina y ácido aspártico. 

Ambas cadenas están unidas por puentes disulfuro. Esta estructura puede ser 

observada en la Figura 1.5 ". 

La Plm degrada laminina. fibronectina. proteoglicanos y otras proteinas de la 

matriz extracelular. También se ha observado que puede activar procoJagenasas. 

La Plm es una proteasa de amplio espectro que preferentemente se une a 

residuos de arginina o lisina 46, La vida media de la Plm libre en la sangre está 

estimada en aproximadamente 0.1 segundos. La Plm con un LBS ocupado es 

¡n activada 50 veces más lentamente por la a2-antiplasmina. El bloqueo reversible 

del sitio activo de la Plm con su sustrato reduce marcadamente el rango de 

¡nactivación por la a2-antiplasmina 47 , 

KI K2 KJ K4 

Plasmina .. 

Figura 2.1. Esquema de la estructura del PIgI PIm humano mostrando tos sitios <Se activaciOn. Tomado 
de Lahteenmaki L el al. Bacterial plasminogen activalors and receplofS. FEMS Microbiol Rev. 25: 531-552 
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2.2.2 Función fisiológica 

La generación de Plm es fundamental para la solubilización de trombos que 

contengan fibrina, así como en otros procesos biológicos, tales como la 

degradación de coágulos sanguíneos, movimiento y migración celular, 

cicatrización, remodelación de tejidos, embriogénesis. También puede participar 

en procesos como en invasión y propagación de productos que afectan la 

permeabilidad de vasos sanguíneos y pueden llevar a la acumulación de células 

inflamatorias 53 . 

Estudios recientes han demostrado que el sistema del Plg y las MMP participan 

en la formación neointima arterial, arterosclerosis, formación de aneurisma y de 

isquemia miocardial, angiogénesis, crecimiento de tumores, metástasis e 

infección . La expresión de uPA-uPAR es crítica para la habilidad de leucocitos 

para degradar proteínas de matriz y atravesar tejidos durante el reclutamiento en 

sitios inflamatorios 54 . 

En la Figura 2.2 se muestra una representación del sistema Plg. El Plg es 

activado a Plm por t-PA o u-PA. La Plm degrada fibrina . Además, puede activar 

pro- MMP a MMP favoreciendo la degradación de EMe. Este proceso puede ser 

inhibido a nivel de PA por PAI, a nivel de Plm por a2-antiplasmina y a nivel de 

MMPs por TIMPs. 

FIBRINA 

toPA 

PLASMINÓGENO 

PAI 

i 
... u-PA: u-PAR 

¡- PLASMINA -=1 j 
!.- UrANTIPLASMINA -+ 

DEGRADACiÓN MMP 
-- DE FIBRINA pro-MMP ~ 

~--~ ' 

t 
TIMP 

DEGRADACiÓN DE M. E. 

Figura 2.2. Representación del sistema PlglPlm. Tomado de Collen D. 1999.The 
plasminogen (fibrynolilic) system. Thrombosis and Haemostasis. 82(2): 259-270 
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Recientemente en nuestro laboratorio se demostró la interacción directa del Plg 

con M. tuberculosis. Se identificaron moléculas capaces de unirse a Plg. Las 

proteínas encontradas tienen un peso aproximado de 3D, 60, 66 kDa y están 

presentes en la pared celular y en el extracto soluble de M. tuberculosis. Además 

se observó que pueden activar el Plg solo en presencia de fibrina74
. 

En otro estudio se demostró que el Plg juega un papel en el recambio de 

proteínas de matriz extracelular dentro de los granulomas y tiene un efecto 

limitado en la diseminación de M. avium de los pulmones. Debido a esto se sugirió 

como la función del Plg , limitar la fibrinólisis progresiva en el granuloma durante 

una infección crónica micobacteriana 75. 

En la Figura 2.3 podemos observar la el mecanismo mediante el cuál, las 

bacterias pudieran utilizar este sistema. Este mecanismo es similar al utilizado por 

las células cancerígenas , por lo este proceso ha sido denominado como 

metástasis bacteriana. 

, Bacteria 

o PlgR 

D Fibronectina , 
Heparina, 
Laminina 

DPlg 

(J1fPlm 

Matritt i 
Ei trá¿éftlar 

Figura 2.3. Modelo prop~~~to pí;1ra·el re~QnQtimientp · y ur:'!ión .de p{oteíila~ ·gebªGteiias)f., .. 
p,atógenasa la matriz extraceh,llar.. . .... 
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También se ha reportado que algunas bacterias patógenas pueden unirse al 

Plg mediante receptores como los que se enlistan en la Tabla 2.1 

Tabla 2. 1. Patógenos capaces de unir Plg 

Microorganismo 

Borrelia burdoferi 

Escherichia coli 

Haemophilus influenzae 

Heliobacter pylory 

Moraxe/la catarrhalis 

Mycoplasma fermans 

Neisseria gonorrhoeae 

Neisseria meningitidis 

Proteus mirabilis 

Pseudomona aeruginosa 

Salmone/la enteritidis 

Streptococcus 

M tuberculosis 

PlgR 

Proteínas 

Flagelo 

? 

Aspartasa 

? 

? 

? 

? 

? 

? 

Fimbrias 

GAPOH 

HSP-70 y Gln 

Referencias 

(Fuchs H. et al. PNAS. 1994,91 :12594) 

(Lahteenmki K, et al FEMS Microbiol. 1993,106:306) 

(Sjoslrom 1. el al. Biochimi Biophys Acta. 1997,1324: 58: 182) 

(Ringer M. et al. FEMS Immunol. 1994,9:29) 

(Ullberg M. et al. Infec. Immun. 1990, 58:21) 

(Tarshis M. et al. FEMS MiCfObiol.1993, 106:306) 

(Ullberg M. et al. J Infect Ois. 1992, 166:1329) 

(Ullberg M. et al. J Infect Ois. 1992, 166: 1329) 

(Ullberg M. et al. Infec. Immun. 1990, 58:21) 

(Ullberg M. et al. Infec. Immun. 1990,58:21) 

(Kukkone M. et al. Infec. Immun. 1998, 66:4965) 

(Winram SS. et al. Microbiol. 1996, 142:2311) 

(Monroy, V et al. Infec. Immun. 2000. 158:7)7 

Igualmente, se ha identificado la capacidad de algunas bacterias para activar el 

Plg a Plm. Los activadores identificados son resumidos en la Tabla 2.2. 

Tabla 2.2 Activadores de Plg en bacterias patógenas 

Microorganismo 

Escherichia coli 

Staphylococcus aureus 

Streptococcus-Group A 

Yersinia pestis 

M. tuberculosis 

Activadores 

Proteasas 

Estafiloquinasa 

Estreptoquinasa 

Pla 

No identificado 

Referencia 

Ley tus S. et al. PNAS. 1980,78:14251) 

(Collen OS. et al. J Siol Chem. 1993,268:8284) 

(Winram SS. et al. Microbiol. 1996, 142:2311) 

(Lahteenmki K, et al.lnfect Immun.1998, 66:5755 ) 

(Xolalpa W, Espilla e, comun personal) 
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, . JUSTIFICACIÓN 
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~ _O <.1tI _~o. El P'JI 11611" ~ _ el .. io oapai 

do--... ... ""'"' /II~. corno el n/\c\n, el s.._ NIIM<IIO c.nlrel. ellojicfc 

o.eo . ..,11. ""'"' U d_ oiI_ de 0It b..cilol p.,ece _ un ,.otnlo 

~ ." 111 Pltog4neoil de .. tubefClA sil 

........ P9'f'Im .. __ ... "...,.1iorno , ... "joP<>' """"'- ""cSI IN P S"JIf'u 

.,... lKiIM, ... 1",,"i1mlO' b •• k de r.. bE '_M _ .El lIII&zwc> de 

, __ y 1<," lb" pon PIg .. Al. ~ Mol corno en 1Ig ...... _ 

""~.Ii'O' lugrer. q ... , ..... una"', ..... anu. .. ""u ). __ y" 
1>'01 1 C

I

,. P<>' la for,·. C ,de PIm .. 1oo 'El ... del rw¡I; I ji O. ""'6".' .. _ 
¡.,.;;¡ .. ¡ ...... pepe! "'-- ... el _ de Ir;:!<>r n .... io con "" io l ••• '1S' ...... ,. 

El .sclll,ecim"nlo de 101 tMCan,"1'nOlI UO"'''' po< M. l~uJooio Pi'ra 

h.eWuo, .. el 1«'10. loe lefrdOil .un.,able, (!elputl de 111 "'I&c:dór, pulmonar 

pu"',ri, pUld' p'<>po,elon" ,ce,e,,,,i.nlol "clon" .. pire un ""jor 

otnle"" ..... nlO del p<OCHO de infeccü, Y de 101 de!lrMirvnIft eo.ped,"",- de 

._ult<i<:iI ..... ortiIi>: ... la t>.,;terio .,.., d .............. Y ce ..... tnle<Jnedld ... 
__ Or¡¡WlOl. 
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4, HIPÓTESIS 

S. ha demottrado que M. tuberculosi, puede un!!_ y activar el 

plasmm6geno, por lo que podrla lItIlizar eale .. 'Iem. par. llllnet'aJ 

dal\o V ~IblelTlllf1te (ji&eminarse. Si la bactl'ria es capaz de utilizar 

elte liltema, entonces la infeCCl6n por M rubercu/osi" puede 

lavorece-r la J)fesencia de PlgIPlm en 101 P<l111"IOt'WI' Inlectados, 



5. 08JE11YO GENERAL 

Es·"'· ,. ti . . ... 1IgwIe .... A, __ .. _'010 ". 11 ¡fa ' A, par M. 

5.1. OfUETTVOS PA~TICULARE5 

• Clli"' .... ' y ......... "C'6n de PIg .. • • u_ pulmona/" da ,.11_ 

o fE ..... con M I.-.:urosd a m dI8s. ' . 3. 7, I~ . 2 1.2'1. 110 J 120.". 

~.''''''''' .. (dp j) 

• De,«oOn Y cu.nUlicllcio)n del PIm .. a Wae10a ~'" ". ,atonel 

onIect .... con M ,-. a loa di ... \ , 3. 7. 14, 21 ,21. ea y 120 d i .. 

~ ...... ' ..... (d ,pi). 
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6. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL 

Ratones BALB/c infectados con M. 
tuberculosis H37RV (106

) 

Modelo de tuberculosis progresiva 
(0,1 , 3, 7,14,21,28,60,120 d.p.i.) 

Obtención de 
pulmones 

Homogenizados 
pulmonares 

Tejidos en parafina 

"'\ l' 
Histopatologla Tinción H-E " -

Detección de Plg - Inmunoblot 
Detección de bacilos - Ziehl - Neelsen 

Detección Ensayo 
de Plm colorimétrico Detección del Plg Inmunohistoquímica -

/ 
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8.2. Detección y cuantificación de actividad plasmina 

La actividad enzimática aparece en el día 21 y aumenta conforme el tiempo de 

infección , en especial es notable en los días 28 y 60 (Fig 8.2). 
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-B- 21 

-+- 28 

- 60 
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Fig. 8. 2. Cinética enzimática de extractos pulmonares. A. Cinética durante 24 horas. B. 0 .0 . a las 24 horas. En 
ambas figuras podemos observar que existe un aumento en la actividad enzimática de plasmina a partir del dia 14. 
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La concentración de la Plm en los extractos de los pulmones homogenizados, 

coincide con su actividad aumentando a medida que avanza la infección. La 

concentración varió de 0.4 microunidades (¡ . .tU) en el control hasta 2.35 )lu en la 

muestra de 60 días. En el caso de las muestras de 120 días esta concentración 

disminuyó concordando con la disminución de actividad (Fig 8. 3) . 

, 2: ~ , 
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o 
o 0.5 

I- ¡ 
r 

., ¡ , 
1- 1 iC-- 1- f-
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I IE 
1- I- ¡ '1- 1 

! I-- ¡ : - 1- 1- f-
I I 1 I , 

1 .1 • .¡ ¡ , o 
c 3 7 14 21 2B 120 

Dias de infección 

Fig. 8. 3. Cuantificación de la concentración de Plm en los extractos pulmonares. 

En la Tabla 8.1 se muestran los valores de Plm obtenidos para cada d.p.i. 

Tabla 8.1. Concentración de Plm en sobrenadantes de homogenizados pulmonares 

d.p.i. Concentración Plm ()lu) 

O 64.85 

1 65.27 

3 75.68 

7 77.99 

14 80.43 

21 80.88 

28 88.49 

60 96.21 

120 79.27 
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Figura VIII. 5. Tejidos de los días 14 a 60 días con a) Tinción de Hematoxilina- eosina, b) Tinción con Zhiel- Neelsen y c) 
Inmunohistoquímica. a) En el día 14 aparece un infiltrado. A partir del día 21 observamos la presencia de lesiones tisulares que se 

hacen más evidentes conforme al desarrollo de la enfermedad. b) En el tejido del día 14 observamos pocas bacterias. 
Posteriormente observamos un aumento en el número de bacterias c) A partir del día 14 podemos observar reconocimiento por 

parte del anticuerpo. En los días subsiguientes la marca del anticuerpo aumenta. 
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8.6 Cuantificación de Plg/Plm en tejidos 

El promedio del número de células positivas se observa en la gráfica de la 

figura 8.6. En los controles y primeros días de infección no se observa ninguna 

célula positiva. En la muestra del día 14 aparecen las células positivas las cuales 

aumentan en los días subsecuentes. El número máximo de células positivas se 

alcanza a los 28 días. A los 60 días, el número de células positivas disminuye a 

los niveles del día 21 . Esto puede deberse a que existe un menor número de 

células totales en el tejido. Los resultados presentados anteriormente sugieren que 

puede existir una relación entre la presencia de la bacteria y el Plg con el daño al 

tejido pulmonar. 
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Figura 8.6. Número de células positivas a Plg detectadas por IHQ 
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11. tMSCUSIÓN 

M. fUl><m:uJosi" eo un pall>¡¡fttlo e,;IMO _ .. qu<l _ la capacidad <le 

~..".~ I"IOo.pederc y d .................. En la actualidad . no 11ft ha n ldenliflcado 

fael", ... in~ucradoI "" la disemina CIÓn de la _. Se han prOPu<l$lO 

'.fiao hipóle,;, pa,. e <pl",a, l. l;be,o-ei6n de baC1",i .. y por ende ,~ 

di~. Un. de las m.h »<:eptadas 1IeIUaimenIe. i-npüca IIliber.oc:ión de las 

_ debido a la muerte <le loo """,,61agOS come f6$Ultado de 11 replicaaot. 

bacte<i."" "'o Otros ",Op/lflen que 11 dioo)min&eiór1 de M. fu!>ert"ulo.i. de lo. 

puimone' eslJo delerminada l'Of f""""" ~ del I\o$p/kkIro y ... in<Iupendienle 

de 100 IinlocilM B ° T. Se observO que 11 bacleria inici.llmenle emlgr. de 101 

pul",one, vi. linIM>ca ya que "" lo ha 8IlCOfltr..oo "" nóduloo linfábco. pe<ijé,icos 

","",ca de w<>s (lrganoo n, 

Alguna. baCleria. pat6genas 10ft"'" 11 capacidad de uIilil:a, ,,1 oíot""", dfI! 

P1gIPkn pa,. su disemirladoOn, La presencia de receptor ... y lIdrvador ... pa,a Plg 

en M,~, oug __ que la, rI'Ii<:oMc1""'" pudieran tambiM Wlizar ... Ie 

slslema "" ,,,,.HMdad Y plOtogene ... , En ""e uablojo 11ft blHoCÓ la ... istencia de 

una posible 'elac>6n del aumento en la preoeo>CÍOI de PI¡¡ Y ef dnaffolo de la 

eni<!m>edad tuberculosa. 

Se _liÓ que la pres ,Olcia del PlglPIm .." los pufmones inle<tados. 11ft hrK:e 

owidetrUI a portJr de di. 1~ Y aumerua con ef tiempo de ir,fe<:dOr¡. Con resp«'" I la 

lICbvidad óe Pjm. 11ft puede observa< que aumenta a los 1. d p,l. Y con~n~ • 

.....-.tondo confum>o ... dnarrolo la inlecci60., l a ~ de PIm ~ 

En ef .""Iisis óe IoIlejidoo por inrnunchisIo<¡ulmica. 11ft _O la pre ... ,..aa ele 

P1gIPkn. pa n~ del dio , • • lo que ... 1a COI1'efocÍO>nado con la presencia . ........... to 

de las bacI"'''s. y con la ~'a_¡od óe 1 ... Inioneo originadas, Le p,e&encia de 
PIgI PIm en 1M Iejidos, ... _ ~ __ "" las zonas con _ lisuia,,,,, 
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10. CONCLUSIONES 
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Anexo 11. Lista de abreviaturas 

Bacilo de Calmetle-Guerin 

Ácido paraamino salicílico 

Organización Mundial de la Salud 

Mycobacterium tuberculosis 

Virus de la Inmunodeficiencia Humana 

Complejo mayor de histocompatibilidad 

Matriz extracelular 

Plasminógeno 

Plasmina 

Metaloproteinasas de la matriz 

Activadores de Plasminógeno 

Activador de Plasminógeno tipo- tejido 

Activador de Plasminógeno tipo-uroquinasa 

Receptor para u- PA 

Inhibidores específicos de Activadores de Plasminógeno 

Inhibidores tisulares de metaloproteinasas 

Sitios de unión a lisina (Iysine binding sites) 

Aminoácidos 

Arginina 

Lisina 

Arginina 

Valina 

Días post infección 

Estreptoq uinasa 

Estafiloq uinasa 

Electroforesis en Gel de Poliacrilamida - Dodecil Sulfato 

de Sodio 

Diaminobencidina 

Densidad óptica 

Proteoglicanos 

Adhesina hemaglutinina de unión a heparina 

Abreviautura 

BCG 

PAS 

OMS 

M. tuberculosis 

VIH 

MHC 

EMC 

Plg 

Plm 

MMPs 

PA 

t-PA 

u-PA 

uPAr 

PAls 

TIMPs 

LBS 

Aa 

Arg 

Lys 

Arg 

Val 

d.p.i. 

Stk 

Sth 

SDS-PAGE 

DAB 

0.0 

Pg 

HBHA 
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