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Never at rest 

tortured by energy 

wasted prodigiously by the sun 

poured into space. 

A mite makes the sea roar. 

Deep in the sea 

all molecules repeat 

the patterns of another 

till complex new ones are formed. 

They make others like themselves 

and a new dance starts. 

Growing in size and complexity 

living things 

masses of atoms 

DNA, protein 

dancing a pattern ever more intricate. 

Out of the cradle 

onto dry land 

here it is standing: 

atoms with consciousness; 

matter with curiosity. 

Stands at the sea, wondering: I 

a universe of atoms 

an atom in the universe. 

 

-Richard Feynman (modificado)  

 



3 
 

I. Agradecimientos 
 

El presente trabajo se llevó a cabo en el laboratorio de Nanobio-óptica, del departamento 

de Nanotecnología en el Centro de Física Aplicada y Tecnología Avanzada de la Universidad 

Nacional Autónoma de México, campus Juriquilla.  

Agradezco el apoyo económico del Consejo Nacional de Ciencia y Tecnología (CONACyT) a 

través de una beca para la realización del Doctorado en Ciencias Biomédicas, en la 

Universidad Nacional Autónoma de México. También agradezco el apoyo financiero para la 

realización de mi proyecto a la UNAM, a través del proyecto PAPIIT IT200421, y al CONACYT, 

a través del proyecto de Fronteras de la Ciencia 2019-53395.  

Primeramente, quisiera agradecer a mi tutora principal la Dra. Luz María López Marín por 

su paciencia, su guía, y apoyo a través de mi posgrado. Es y seguirá siendo una de las 

mayores influencias en mi forma de trabajar en la ciencia. Su personalidad, curiosidad y 

honestidad son lecciones de vida, así como la manera de trabajar en el campo de la 

investigación. Gracias por su tutoría, su ayuda y buen humor en el laboratorio, y por ser la 

persona que me dio la confianza de perseguir el sueño de ser un investigador.  

A mi comité tutor, la Dra. Romina Rodríguez Sanoja y la Dra. Yolanda López Vidal por sus 

consejos en los tutorales, así como sus palabras de aliento e interés a través de mi posgrado.  

A la Dra. Blanca Edith Millan Chiu, Dr. Josué David Mota Morales, Dr. Gonzalo Ramírez 

García, Dr. Ravichandran Manisekaran, Dr. Edgar Jimenez Cervantes Amieva y al Dr. Jorge 



4 
 

Luis Domínguez Juárez por apoyarme en mis prácticas de tutorales y examen, las 

discusiones de artículos y por motivarme a avanzar durante mi posgrado.  

Al Dr. Miguel De Icaza Herrera y al Dr. Pedro Salas Castillo por esas mañanas y tardes de 

café. Por enseñarme a cómo preparar y disfrutar una buena taza de café y dejarme 

participar en las discusiones de diferentes temas de conversación. Gracias infinitas por 

permitirme ser su amigo.  

Al laboratorio de Nanobio-óptica, Armando, Juan, María, Giovana y Damian, por ayudarme 

en los experimentos, enseñarme protocolos y su amistad, soy afortunado al pertenecer a  

un laboratorio muy amigable.  

Durante la realización de este trabajo, se contó con el apoyo técnico de la Unidad de 

Microscopía y de la Unidad de Proteogenómica del Instituto de Neurobiología de la UNAM 

campus Juriquilla. Agradezco al personal académico: Ing. Elsa Nydia Hernandez Ríos y M. en 

C. Ma. Lourdes Palma Tirado y M. en C. Adriana González Gallardo.  

A Edgar, Yerry, Charly, Gis, Mando, Pulido, Gilberto, Amir, Lechuga, Gibran, Willy, Jorge, y 

Luis. Por su amistad y su atención, por creer en mí y en el futuro que estoy intentando 

alcanzar.  

A Ana María Gómez Coutiño, por estar a mi lado durante los procesos más complicados del 

posgrado, por motivarme a avanzar y ser mejor en cada aspecto de mi vida, y por estar 

conmigo cuando pensé que todo se desmoronaba. Te debo gran parte de mi salud 

emocional y mental, a ti mi gratitud infinita. 



5 
 

 

Finalmente, a mis padres Juan Manuel Valdemar Larrañaga y Carlota Corina Aguilar García-

Méndez, y a mis hermanos Fernando Valdemar Aguilar y Raúl Valdemar Muzquiz. Me 

enseñaron a luchar y me permitieron soñar en lo que puedo llegar a ser. Detrás de mis éxitos 

y logros están su amor y su apoyo, estos que nunca han dejado de llegar.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



6 
 

Contenido 
I. Agradecimientos .................................................................................................................. 3 

II. Lista de Figuras y Tablas ....................................................................................................... 9 

III. Resumen ............................................................................................................................ 12 

IV. Abstract ............................................................................................................................. 13 

V. Capítulo I ........................................................................................................................... 14 

A. Introducción .......................................................................................................................... 14 

1. El sistema inmunitario humano ........................................................................................ 15 

2. Vacunas y adyuvantes ....................................................................................................... 18 

3. Receptores de reconocimiento de patrones (PRRs): .......................................................... 22 

4. Receptores tipo Toll (TLR) .................................................................................................. 23 

5. Patrones moleculares asociados a patógenos (PAMPs) .................................................... 25 

6. Fosfatidil-inositol manósidos, ligandos de TLR2 ................................................................ 27 

7. Vacunas fabricadas mediante nanotecnología ................................................................. 29 

VI. Planteamiento del problema .............................................................................................. 31 

VII. Hipótesis ............................................................................................................................ 36 

VIII. Objetivos ........................................................................................................................... 36 

A. General .................................................................................................................................. 36 

B. Particulares ............................................................................................................................ 36 

IX. Material y Métodos ............................................................................................................ 38 

A. Síntesis de la sílice mesoporosa SBA-15 ................................................................................ 38 

B. Funcionalización de partículas SBA-15 aminadas con isotiocianato de fluoresceína (FITC) . 39 

C. Obtención de fosfatidil-inositol manósidos (PIMs) de M. tuberculosis ................................ 39 

D. Cultivo de M. bovis BCG cepa México ................................................................................... 40 

E. Obtención de fosfatidil-inositol manósidos (PIMs) de M. bovis BCG cepa México .............. 41 

F. Preparación de liposomas con PIMs de M. bovis BCG y M. tuberculosis .............................. 41 

G. Preparación de partículas híbridas SBA@liposomas ............................................................. 43 

H. Caracterización estructural de las muestras ......................................................................... 43 

1. Microscopía Electrónica de Transmisión ........................................................................... 43 

2. Microscopía Electrónica de Barrido ................................................................................... 44 

3. Potencial Zeta .................................................................................................................... 44 

4. Isotermas de adsorción-desorción de N2 a 77˚ K ............................................................... 44 

5. Caracterización de lípidos de M. bovis BCG cepa México ................................................. 45 



7 
 

I. Interacción de partículas híbridas con cultivos celulares ...................................................... 46 

1. Cultivo celular de monocitos de origen humano THP-1 .................................................... 46 

2. Microscopía de contraste diferencial de interferencia (DIC)/Nomarski ............................ 47 

3. Análisis de expresión de receptores y proteínas en macrófagos THP-1 por fluorescencia y 
microscopía confocal ................................................................................................................. 47 

4. Análisis de la expresión de TLR2 en macrófagos THP-1 por citometría de flujo ............... 48 

5. Análisis de citocinas generadas en macrófagos THP-1 tratados con partículas híbridas . 49 

6. Caracterización de partículas híbridas mediante espectroscopía infrarroja ..................... 49 

7. Síntesis de nanopartículas de oro con Concanavalina A (AuNp@ConA) ........................... 50 

8. Caracterización de partículas PIM@SBA15 con AuNp@ConA .......................................... 51 

X. Capítulo 2 ........................................................................................................................... 52 

A. Resultados y discusión ......................................................................................................... 52 

1. Caracterización y funcionalización de partículas SBA-15 .................................................. 52 

a) Propiedades texturales (XRD, BET) ............................................................................... 52 

b) Morfología y Tamaño .................................................................................................... 54 

c) Cationización de las partículas aSBA-15 (FTIR, Potencial Zeta) ..................................... 55 

2. Caracterización estructural de las partículas híbridas SBA 15-liposoma .......................... 59 

a) Caracterización de componentes y estructuras membranales (lípidos de BCG, 
liposomas) ............................................................................................................................. 59 

b) Caracterización y funcionalización de partículas SBA-15 .............................................. 65 

3. Producción de partículas híbridas aSBA15-liposomas ....................................................... 68 

a) Desarrollo de estrategias de análisis de partículas híbridas SBA-15-liposomas ........... 68 

b) Detección mediante SERS y partículas funcionales ....................................................... 70 

4. Potencial de partículas híbridas SBA-15-liposomas para fines de vacunación ................. 73 

a) Evaluación de biocompatibilidad de las partículas híbridas en cultivos celulares in vitro 
en línea primaria de fibroblastos gingivales .......................................................................... 73 

b) Incubación de partículas híbridas con macrófagos derivados de monocitos THP-1 para 
evaluar expresión de TLR-2 ................................................................................................... 77 

c) Producción de citocinas proinflamatorias de macrófagos derivados de monocitos THP-
1…….…………………………………………………………………………………………………………………………………82 

d) Destino intracelular del vector adyuvante PIM@SBA-15 en macrófagos derivados de 
monocitos THP-1 ................................................................................................................... 84 

XI. Capítulo 3 ........................................................................................................................... 90 

A. Conclusiones ......................................................................................................................... 90 

B. Perspectivas .......................................................................................................................... 92 



8 
 

XII. Capítulo 4 ........................................................................................................................... 93 

B. Referencias ........................................................................................................................... 93 

XIII. Capítulo 5 ......................................................................................................................... 110 

A. Producción en Investigación .............................................................................................. 110 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



9 
 

II. Lista de Figuras y Tablas  
TABLA 1 DESARROLLO Y CLASIFICACIÓN DE VACUNAS. ...................................................................... 20 
TABLA 2 PROPORCIÓN DE LÍPIDOS PARA LA FORMACIÓN DE LIPOSOMAS UNILAMINARES. .......................... 42 
TABLA 3 BANDAS CARACTERÍSTICAS DEL MATERIAL ANALIZADO POR ESPECTROSCOPÍA INFRARROJA ............. 64 
TABLA 4 BANDAS CARACTERÍSTICAS DE LOS CARBOHIDRATOS ENCONTRADOS EN PIM@SBA-15 Y DE LA 

CONCANAVALINA A ............................................................................................................ 71 
 

FIGURA 1. ESQUEMA DE HEMATOPOYESIS DEL SISTEMA INMUNITARIO ................................................. 16 
FIGURA 2. GRÁFICO GENERAL DE LA RESPUESTA INMUNITARIA. LAS CÉLULAS DEL SISTEMA INNATO SON 

ACTIVADAS 1) AL DETECTAR LA PRESENCIA DEL PATÓGENO Y FAGOCITAN AL PATÓGENO. DESPUÉS LAS 

CÉLULAS PRESENTADORAS DE ANTÍGENO (CÉLULAS DENDRÍTICAS, MACRÓFAGOS, ETC.) QUE HAN 

FAGOCITADO Y DEGRADADO AL PATÓGENO 2) MIGRAN HACIA LOS NODOS LINFÁTICOS. EN LOS NODOS 

LINFÁTICOS SE ENCUENTRAN LA MAYORÍA DE LAS CÉLULAS DEL SISTEMA ADAPTATIVO (CÉLULAS B Y T), Y 

SE INICIA EL PROCESO DE 3) PRESENTACIÓN DE ANTÍGENO. FINALMENTE, EL SISTEMA ADAPTATIVO 

MADURA UNA 4) RESPUESTA ESPECIFICA HACIA EL PATÓGENO, MEDIANTE ANTICUERPOS Y CÉLULAS T 

EFECTORAS. ..................................................................................................................... 17 
TABLA 1 DESARROLLO Y CLASIFICACIÓN DE VACUNAS. ...................................................................... 20 
TABLA 2 PROPORCIÓN DE LÍPIDOS PARA LA FORMACIÓN DE LIPOSOMAS UNILAMINARES. .......................... 42 
FIGURA 3. A) ISOTERMAS DE ADSORCIÓN-DESORCIÓN DE N2 DE SBA-15 Y B) DISTRIBUCIÓN DE DIÁMETRO DE 

PORO DE LAS PARTÍCULAS SBA-15, DE ACUERDO CON EL MÉTODO DE BET ...................................... 53 
FIGURA 4. IMAGEN OBTENIDA POR SEM DE LAS PARTÍCULAS SBA-15 SINTETIZADAS A) INDICANDO CON 

POLÍGONOS PUNTEADOS UN RODILLO DE FORMA BACILAR DE ALREDEDOR DE 1 µM DE LARGO, Y B) LOS 

NANOPOROS HEXAGONALES ORDENADOS DE LA SBA-15 ........................................................... 55 
FIGURA 5. POTENCIAL ZETA PARTÍCULA A) SBA-15 Y B) SBA-15-NH2. CADA COLOR REPRESENTA UN 

ANÁLISIS INDEPENDIENTE DE LA MUESTRA BAJO LAS MISMAS CONDICIONES. ................................... 56 
FIGURA 6. POTENCIAL Z DE PARTÍCULAS DE SBA-15 DECORADAS CON PIMS DE M. TUBERCULOSIS, 

REALIZADOS EN PBS 1X A DIFERENTE PH. LA LÍNEA ROJA REPRESENTA LOS VALORES DEL POTENCIAL ZETA 

OBTENIDOS DE LAS PARTÍCULAS PIM@SBA-15 Y LA LÍNEA NEGRA LOS VALORES DE PC@SBA-15.  LA 

GRÁFICA MUESTRA LOS VALORES OBTENIDOS DE UN EXPERIMENTO POR TRIPLICADO. ........................ 58 
FIGURA 7. ESTRATEGIA PARA EL RECUBRIMIENTO DE UNA PARTÍCULA MESOPOROSA CON LIPOSOMAS QUE 

CONTIENEN PIMS O LIPOSOMAS CONTROL ............................................................................. 60 
FIGURA 8. CROMATOGRAFÍA EN CAPA FINA DE PIMS DEL BCG CEPA MÉXICO. LA ELUCIÓN SE LLEVÓ A CABO 

CON UN SOLVENTE POLAR CLOROFORMO/METANOL:AGUA (60:35:8 V/V/V) Y SE REVELÓ LA PLACA A) 

CON AZUL DE MOLIBDENO Y B) CON ANTRONA. EN LA LÍNEA 1 SE COLOCARON PIMS SIN PURIFICAR Y EN 

LAS LÍNEAS 2-6 SE COLOCARON LAS FRACCIONES OBTENIDAS DE LA PURIFICACIÓN DE PIMS. EN EL CARRIL 

L1 SE MUESTRA UN GLICOLÍPIDO NO FOSFORILADO DE ESTRUCTURA DESCONOCIDA (FLECHA AMARILLA).
..................................................................................................................................... 62 

FIGURAS 9. TEM DE LIPOSOMAS UNILAMINARES DE PC CON PIMS DE BCG ......................................... 63 
TABLA 3 BANDAS CARACTERÍSTICAS DEL MATERIAL ANALIZADO POR ESPECTROSCOPÍA INFRARROJA ............. 64 



10 
 

FIGURA 10. CARACTERIZACIÓN DE PARTÍCULAS PIM@SBA-15. EL ESPECTRO DE ABSORCIÓN FTIR DE LAS 

PARTÍCULAS HÍBRIDAS MUESTRAN SEÑALES DE LOS GRUPOS FUNCIONALES DE LA ESTRUCTURA 

INORGÁNICA (SÍLICE) Y DE LOS LÍPIDOS. LOS RECUADROS B) Y C) REPRESENTAN LA MAGNIFICACIÓN DE LAS 

BANDAS DE ADSORCIÓN DE 1500-1640 Y 2800 A 3200 CM-1 DE LA PARTÍCULA ASBA-15. GRÁFICA 

REPRESENTATIVA DE TRES EXPERIMENTOS INDEPENDIENTES. ....................................................... 65 
FIGURA 11. MAPEO DE RAYOS X EMITIDOS POR LOS ELEMENTOS PRESENTES EN LAS PARTÍCULAS A) ASBA-15 Y 

B) PIM@SBA-15. SE MUESTRA EN ROJO LA SEÑAL DE SILICIO, Y EN VERDE LA SEÑAL DE CARBONO. .... 66 
FIGURA 12. CARACTERIZACIÓN DE PARTÍCULAS PIM@SBA-15. IMÁGENES DE TEM A) MUESTRA SBA-15 

(NO RECUBIERTA), B) PARTÍCULA DE SBA-15 DECORADA CON LIPOSOMAS CON PIMS DESPUÉS DE 

TINCIÓN NEGATIVA. ........................................................................................................... 67 
TABLA 4 BANDAS CARACTERÍSTICAS DE LOS CARBOHIDRATOS ENCONTRADOS EN PIM@SBA-15 Y DE LA 

CONCANAVALINA A ............................................................................................................ 71 
FIGURA 13. CARACTERIZACIÓN DE PARTÍCULAS PIM@SBA-15 POR SERS. LAS LÍNEAS PUNTEADAS NEGRAS 

SON LAS BANDAS PARA CARBOHIDRATOS, Y LAS BANDAS DE COLOR MORADO PERTENECEN A LA 

CONCANAVALINA A. GRÁFICA REPRESENTATIVA DE TRES EXPERIMENTOS INDEPENDIENTES. ................ 72 
FIGURA 14. ENSAYOS DE BIOCOMPATIBILIDAD DE CULTIVO PRIMARIO DE FIBROBLASTOS A 24 HORAS DE 

TRATAMIENTO CON ASBA-15, PC@SBA-15 Y PIM@SBA-15. ENSAYO COLORIMÉTRICO MTT. 
ANÁLISIS POR T STUDENT P<0.05. LOS DATOS SON EL PROMEDIO DE 3 EXPERIMENTOS INDEPENDIENTES 

EXPRESADOS COMO MEDIA ± SEM. ...................................................................................... 75 
FIGURA 15. ENSAYOS DE BIOCOMPATIBILIDAD DE CULTIVO PRIMARIO DE FIBROBLASTOS A 48 HORAS DE 

TRATAMIENTO CON ASBA-15, PC@SBA-15 Y PIM@SBA-15. ENSAYO COLORIMÉTRICO MTT. 
ANÁLISIS POR T STUDENT P<0.05. LOS DATOS SON EL PROMEDIO DE 3 EXPERIMENTOS INDEPENDIENTES 

EXPRESADOS COMO MEDIA ± SEM. ...................................................................................... 76 
FIGURA 16. DIAGRAMA DE FLUJO PARA OBTENER MACRÓFAGOS DERIVADOS DE MONOCITOS THP-1 Y LAS 

PRUEBAS BIOLÓGICAS DESARROLLADAS .................................................................................. 78 
FIGURA 17. INTERACCIÓN DE PARTÍCULAS PIM@SBA-15/ PC@SBA-15 DURANTE 6 HORAS CON 

MACRÓFAGOS THP-1. MARCAJE DE NÚCLEO CELULAR CON DAPI (AZUL), BICAPA LIPÍDICA SUPERFICIAL 

EN PARTÍCULAS CON RHO-PE (ROJO) Y RECEPTOR TLR2 CON FITC (VERDE). DENTRO DE LOS CÍRCULOS 

AMARILLOS SE MUESTRA VESÍCULAS DE GRAN TAMAÑO. IMAGEN DE MACRÓFAGOS THP-1 UTILIZANDO 

MICROSCOPÍA DE NOMARSKI (DIC) CON LENTE OBJETIVO 63X. LA BARRA BLANCA CORRESPONDE A 20 

µM. .............................................................................................................................. 80 
FIGURA 18. INTERACCIÓN DE PARTÍCULAS PIM@SBA-15/ PC@SBA-15 DURANTE 12 HORAS CON 

MACRÓFAGOS THP-1. MARCAJE DE NÚCLEO CELULAR CON DAPI (AZUL), BICAPA LIPÍDICA SUPERFICIAL 

EN PARTÍCULAS CON RHO-PE (ROJO) Y RECEPTOR TLR2 CON FITC (VERDE). DENTRO DE LOS CÍRCULOS 

AMARILLOS SE MUESTRA VESÍCULAS DE GRAN TAMAÑO. IMAGEN DE MACRÓFAGOS THP-1 UTILIZANDO 

MICROSCOPÍA DE NOMARSKI (DIC) CON LENTE OBJETIVO 63X. LA BARRA BLANCA CORRESPONDE A 20 

µM. .............................................................................................................................. 80 
FIGURA 19. ANÁLISIS POR CITOMETRÍA DEL EFECTO DE PARTÍCULAS HÍBRIDAS EN LA EXPRESIÓN DE TLR2 EN 

MACRÓFAGOS THP-1. A) ESTRATEGIA DE ANÁLISIS UTILIZADA A PARTIR DE LA POBLACIÓN 

“MACROPHAGES” EN EL DOT PLOT FSC-A/SSC-A. B) DE ESTA POBLACIÓN SE ANALIZÓ LOS 

MACRÓFAGOS THP-1 FITC+. C) EL ANÁLISIS DEL INCREMENTO DE LA INTENSIDAD DE FLUORESCENCIA 



11 
 

SOBRE LOS MACRÓFAGOS THP-1 SIN TRATAMIENTO (CTL) Y CON DIFERENTES TRATAMIENTOS. D) 

ANÁLISIS POR T STUDENT P<0.05. LOS DATOS SON EL PROMEDIO DE 6 EXPERIMENTOS INDEPENDIENTES 

EXPRESADOS COMO MEDIA ± SEM. ...................................................................................... 82 
FIGURA 20. EXPRESIÓN DE CITOCINAS POR MACRÓFAGOS THP-1 BAJO DIFERENTES TRATAMIENTOS. POR EL 

MÉTODO ELISA SE EVALUÓ LA PRODUCCIÓN DE TNF-Α, IL-1Β, IL-6 COMPARANDO CON LA PRODUCCIÓN 

DE CÉLULAS SIN NINGÚN TRATAMIENTO Y CON AGONISTAS DE TLR-4 Y TLR-2. LOS DATOS SON EL 

PROMEDIO DE CUATRO EXPERIMENTOS INDEPENDIENTES EXPRESADOS COMO MEDIA ± SEM. ANÁLISIS 

POR ANOVA MEDIANTE EL ENSAYO DE COMPARACIÓN MÚLTIPLE DE DUNNETT´S. .......................... 84 
FIGURA 21. INTERACCIÓN DE PARTÍCULAS PIM@SBA-15/ PC@SBA-15 DURANTE 15 MINUTOS CON 

MACRÓFAGOS THP-1. MARCAJE DE NÚCLEO CELULAR CON DAPI (AZUL), RAB5(ROJO) Y PARTÍCULA 

HÍBRIDA CON FITC (VERDE). IMAGEN DE MACRÓFAGOS THP-1 UTILIZANDO MICROSCOPÍA DE NOMARSKI 

(DIC) CON LENTE OBJETIVO 63X. LA BARRA BLANCA CORRESPONDE A 20 µM. IMAGEN REPRESENTATIVA 

DE 3 EXPERIMENTOS INDEPENDIENTES. .................................................................................. 86 
FIGURA 22. INTERACCIÓN DE PARTÍCULAS PIM@SBA-15/ PC@SBA-15 DURANTE 30 MIN CON 

MACRÓFAGOS THP-1. MARCAJE DE NÚCLEO CELULAR CON DAPI (AZUL), RAB5 (ROJO) Y PARTÍCULA 

HÍBRIDA CON FITC (VERDE). IMAGEN DE MACRÓFAGOS THP-1 UTILIZANDO MICROSCOPÍA DE NOMARSKI 

(DIC) CON LENTE OBJETIVO 63X. LA BARRA BLANCA CORRESPONDE A 20 µM. IMAGEN REPRESENTATIVA 

DE 3 EXPERIMENTOS INDEPENDIENTES. .................................................................................. 87 
FIGURA 23. INTERACCIÓN DE PARTÍCULAS PIM@SBA-15/ PC@SBA-15 DURANTE 3 HORAS CON 

MACRÓFAGOS THP-1. MARCAJE DE LAMP1 (AZUL) DENTRO DE LOS CÍRCULOS AMARILLOS Y PARTÍCULA 

HÍBRIDA CON RHO-PE (ROJO). IMAGEN DE MACRÓFAGOS THP-1 UTILIZANDO MICROSCOPÍA DE 

NOMARSKI (DIC) CON LENTE OBJETIVO 63X. LA BARRA BLANCA CORRESPONDE A 20 µM. IMAGEN 

REPRESENTATIVA DE 3 EXPERIMENTOS INDEPENDIENTES. ........................................................... 89 
 

 

 

 

 

 

 

 



12 
 

III. Resumen 
El desarrollo de nuevos vectores de vacunas con capacidad adyuvante y seguros es 

actualmente una necesidad en el campo de la vacunología. El uso de nanopartículas ha 

generado interés en aplicaciones biomédicas debido a su versatilidad en cuanto a 

composición química, área superficial, tamaño y propiedades texturales. En este trabajo se 

diseñó y se desarrolló un nuevo vector vacunal, consistente en partículas de sílice 

mesoporosas con bicapas lipídicas con fosfatidilinositolmanósidos (PIMs), que son patrones 

moleculares aislados de Mycobacterium tuberculosis y Mycobacterium bovis BCG. Análisis 

por microscopía electrónica, espectroscopía Raman, FTIR, y potencial zeta fueron utilizados 

para la caracterización del vector, encontrándose que se obtiene una correcta decoración 

con una bicapa lipídica. Esta decoración le confiere a la partícula una carga aniónica, la cual 

se asocia a una baja interacción con membranas celulares; sin embargo, nuestros análisis 

mostraron que las partículas PIM@SBA-15 condujeron a una rápida interacción con células 

fagocíticas. Dicha interacción está dada por la unión de las partículas PIM@SBA-15 con el 

receptor de reconocimiento de patrones TLR2, como era esperado para una estructura con 

PIMs, los cuales son conocidos como agonistas de TLR2. Por microscopía confocal y 

marcajes fluorescentes se observó la expresión de marcadores de la vía fagolisosomal, los 

cuales indican que nuestras partículas PIM@SBA-15 siguen dicha vía, asociadas con 

vesículas involucradas en la presentación de antígenos. Además, mediante inmunoensayos 

el vector muestra una sobreexpresión de las citocinas IL-1β y TNFα, indicando su capacidad 

para activar una respuesta proinflamatoria. Finalmente, experimentos de viabilidad celular 

indicaron una alta biocompatibilidad del vector con respecto a células humanas. En 

conjunto, estos datos revelaron que el vector desarrollado, PIM@SBA-15, constituye un 

sistema biocompatible pero capaz de activar la respuesta inmunitaria innata, y capaz de 

conducir cargos al blanco de vacunas proteicas: por la vía fagolisosomal de presentación de 

antígenos. Considerando el alto poder de encapsulamiento de su núcleo inorgánico 

nanoporoso, este trabajo incita a la realización de mayores investigaciones de las partículas 

PIM@SBA-15 como una nueva clase de acarreador vacunal. 
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IV. Abstract 
 

The use of nanoparticles has generated interest in biomedical applications due to their 

versatility in terms of chemical composition, surface area, size, and textural properties. In 

this work, a new vaccine vector was designed and developed, consisting of mesoporous 

silica particles with lipid bilayers with phosphatidylinitolmanosides (PIMs), which are 

molecular patterns isolated from Mycobacterium tuberculosis and Mycobacterium bovis 

BCG. Analysis by electron microscopy, Raman spectroscopy, FTIR, and zeta potential were 

used to characterize the vector, results shows that a complete decoration with a surface 

lipid bilayer is obtained. This surface lipid bilayer gives the particle an anionic charge, which 

is associated with a low interaction with cell membranes, however, our studies showed that 

the particle PIM@SBA-15 led to a rapid interaction with phagocytic cells. This interaction is 

given by the attachment of PIM@SBA-15 particles with the pattern recognition receptor 

known as TLR2, this is expected for a surface decoration with PIMs, which are known as 

TLR2 agonists. By confocal microscopy and fluorescent markers, the expression of the 

phagolysosomal pathway markers was observed, which indicate that our particles 

PIM@SBA-15 follow this pathway, associated with vesicles involved in antigen presentation. 

In addition, with immunoassays the vector shows an increment in the expression of the 

cytokines IL-1β and TNFα, indicating the ability of the vector to trigger a pro-inflammatory 

response. Finally, cell viability experiments indicated a high biocompatibility of the vector 

with respect to human cells. Together, these data showed that the vector developed, 

PIM@SBA-15, constitutes a biocompatible system but also capable of activating the innate 

immune response, and able of driving cargo to the protein vaccine’s goal: by the 

phagolysosomal route of antigen presentation. Considering the high encapsulation power 

of its nanoporous inorganic core, this work encourages further investigation of PIM@SBA-

15 particles as a new class of vaccine carrier. 
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V. Capítulo I 
A. Introducción 

 

El concepto de inmunidad es bastante familiar, ya que puede estar asociado a la idea de 

mantenerse sano o con salud al enfrentarse a diferentes enfermedades infecciosas, pero 

también es afín a la idea de estar exento de pagar algún impuesto o de hacer alguna tarea 

desagradable.  

La palabra inmunidad deriva del latín “immunis”, integrada por “im” prefijo que denota 

negación, y “munus” = servicio. Inicialmente hasta el siglo XIX, el término inmunidad se 

aplicaba usualmente a quien estaba exento de prestar un servicio, carga o condena. Marcus 

Annaeus Lucanus (39-65 AD) se permitió el uso de licencias poéticas para usar la palabra 

immunes en su poema épico “Pharsalia”, donde describe la resistencia de la tribu Psylli del 

norte de África a las mordidas de serpiente. La idea pudo haberse derivado de la diferencia 

entre una persona común la cual era susceptible a una enfermedad, y una persona inusual 

que estaba protegida o inmune1 (From Immunity to Autoimmune Disease, A Historic Trail, 

s/f).  

El sistema inmunitario nos mantiene con buena salud constantemente, y solo cuando el 

sistema presenta una falla es que nos volvemos susceptibles a ciertas enfermedades. En 

general, el sistema inmunitario es notablemente efectivo considerando que infecciones 

severas o recurrentes son bastante raras. Sin embargo, a veces se presentan infecciones 

 
1 Antoinette Stettler rastreó el primer uso del término immunitas o immunis en contexto de una enfermedad 
en el siglo XIV, cuando Colle escribió “Equib us Dei gratia ego immunis evasi” (Por la gracia de Dios salí ileso), 
refiriéndose a una epidemia de peste la cual él no se podía enfermar de nuevo.  
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serias, o un daño derivado de la respuesta inmunitaria. De nuestro sistema de defensa 

humano, el sistema innato se caracteriza por estar presente en todos los organismos 

metazoos, así como el que presenta una respuesta rápida en contra de los patógenos. La 

gran mayoría de los organismos sobreviven mediante el mecanismo de defensa del sistema 

innato; solo los vertebrados evolucionaron un sistema alternativo para la eliminación de 

patógenos, el cual se denomina el sistema adaptativo (Beutler, 2004). Aun así, existen un 

puñado de patógenos de difícil control, por poseer mecanismos de virulencia que logran 

evadir la respuesta inmunitaria, tales como la variabilidad antigénica del virus de la 

influenza, o el carácter multifactorial de patógenos como el bacilo causante de la 

tuberculosis. También los nuevos patógenos, o patógenos emergentes (organismos que 

pueden causar enfermedad), crean un nuevo reto para el sistema, en específico aquellos 

que saltan de una especie para infectar a humanos (virus del ébola, SARS-CoV 2).      

 

1. El sistema inmunitario humano 
 

El sistema inmunitario se puede considerar como un sistema encargado de mantener la 

homeostasis en el cuerpo. Por lo tanto, en la presencia de un organismo invasor, este 

sistema es activado para eliminarlo.  

Muchas veces, la primera barrera es constituida por la piel, la cual tiene un rol bastante 

importante en la defensa del huésped contra bacterias y virus. Por ejemplo, los virus 

necesitan una célula viva para poder reproducirse, pero en la parte más externa de la piel 

hay una capa de células muertas que previene el acceso a numerosas infecciones 
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(Klenerman, 2017). La piel representa una barrera física externa bastante efectiva para 

algunos patógenos, pero el sistema inmunitario continúa dentro del cuerpo. El tracto 

respiratorio y los pulmones están protegidos con una membrana mucosa. Los pulmones 

contienen unas células de revestimiento (epitelio) bastante delgadas para permitir el 

intercambio de gas. Estas células presentan una característica física la cual es llamada  

barrera mucociliar, constituida por pequeños pelos los cuales trabajan en grupo, ayudando 

al movimiento continuo de la mucosa que recubre las vías respiratorias hacia arriba y hacia 

afuera del pulmón (Abbas et al., 2018).  

Las células distintivas del sistema inmunitario (leucocitos, glóbulos blancos) son generadas 

en la médula ósea, junto con los glóbulos rojos y las plaquetas. Los subtipos de leucocitos 

son altamente diversos, y cada uno tiene funciones específicas, pero se pueden dividir en 

dos tipos, los linfocitos y las células mieloides.  

 
FIGURA 1. ESQUEMA DE HEMATOPOYESIS DEL SISTEMA INMUNITARIO 
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Las células mieloides son las que se desarrollan en la médula ósea, y los linfocitos son 

aquellas que se desarrollan en estructuras linfáticas. Los órganos linfáticos incluyen el timo, 

los nodos linfáticos, y el bazo (Abbas et al., 2018; Sompayrac, s/f). En el caso de las células 

mieloides, estas se desarrollan en la médula ósea y salen completamente formadas, para 

transitar por todo el cuerpo con la capacidad de responder a una infección o daño de tejido 

donde sea que lo encuentren. Las células mieloides son tradicionalmente consideradas 

como el sistema inmunitario innato. Algunas de las células más estudiadas del sistema 

innato son los neutrófilos, los macrófagos, células dendríticas y las células asesinas 

naturales. El sistema innato presenta una función fundamental para la activación del 

sistema inmunitario, el cual es reconocer lo propio de lo no propio, y de ello lo patogénico 

vs lo no patogénico.  

 

FIGURA 2. GRÁFICO GENERAL DE LA RESPUESTA INMUNITARIA. LAS CÉLULAS DEL SISTEMA INNATO SON 
ACTIVADAS 1) AL DETECTAR LA PRESENCIA DEL PATÓGENO Y FAGOCITAN AL PATÓGENO. DESPUÉS LAS 

CÉLULAS PRESENTADORAS DE ANTÍGENO (CÉLULAS DENDRÍTICAS, MACRÓFAGOS, ETC.) QUE HAN 
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FAGOCITADO Y DEGRADADO AL PATÓGENO 2) MIGRAN HACIA LOS NODOS LINFÁTICOS. EN LOS NODOS 
LINFÁTICOS SE ENCUENTRAN LA MAYORÍA DE LAS CÉLULAS DEL SISTEMA ADAPTATIVO (CÉLULAS B Y T), Y SE 
INICIA EL PROCESO DE 3) PRESENTACIÓN DE ANTÍGENO. FINALMENTE, EL SISTEMA ADAPTATIVO MADURA 
UNA 4) RESPUESTA ESPECIFICA HACIA EL PATÓGENO, MEDIANTE ANTICUERPOS Y CÉLULAS T EFECTORAS. 

 
El sistema inmunitario no está limitado a solo unas cuantas células especializadas con 

funciones discretas, se ha propuesto que el sistema está incorporado en todas las células 

del cuerpo. Al día de hoy se ha reportado que los glóbulos rojos actúan como centinelas y 

cuentan con unos receptores para detectar la presencia de ADN libre de células (Lam et al., 

2021, p. 9; Lelie, 2021). 

2. Vacunas y adyuvantes 
 

El origen de las vacunas usualmente se presenta como el 14 de mayo de 1796, donde 

Edward Jenner inoculó a un niño de 8 años, llamado James Phipps. Utilizó el fluido de las 

ampollas de la mano de una lechera llamada Sarah Nelmes infectada con viruela bovina. 

James Phipps presentó síntomas leves, pero se recuperó sin problema, y para julio del 

mismo año Jenner retó al niño con una cepa de viruela humana, comprobando su hipótesis 

de protección. Fue en este momento donde ocurrió el nacimiento de las vacunas y de la 

inmunología. Phipps no contrajo la enfermedad y este procedimiento eventualmente fue 

descrito como vacunación por Louis Pasteur, en honor a la vacuna de Edward Jenner. Sin 

embargo, antes de este gran suceso, la variolización ya estaba establecida como una forma 

de defensa contra esta enfermedad (Riedel, 2005). La variolización protegía a las personas 

de la viruela, y consistía en tomar pus de una ampolla del paciente con viruela, y se aplicaba 

en personas no infectadas en alguna pequeña herida o rasguño. Este procedimiento tiene 



19 
 

sus inicios en India y China2 (Boylston, 2012); sin embargo, fue popularizado por la escritora 

y poeta Lady Mary Wortley Montagu. Lady Mary presenció y escribió sobre este 

procedimiento contra la viruela, y en 1718 sometió a su hijo y en 1721 a su hija a la 

variolización.  

La variolización ayudó dramáticamente a reducir la fatalidad inducida por la enfermedad; 

sin embargo, este procedimiento presenta altos riesgos. Debido a que se necesitaban 

personas infectadas con viruela para poder inocular a otras personas, esto acarreaba riesgo 

de nuevos brotes en la población. El uso de la variolización también podría causar la 

enfermedad al paciente, así como la transmisión de otras enfermedades durante este 

proceso de persona a persona. A pesar de ello, la historia de la variolización eventualmente 

llevó a uno de los logros médicos más importante para la humanidad, la erradicación de la 

viruela en 1980, y por supuesto el desarrollo de las vacunas para más enfermedades 

infecciosas.  

El impacto de las vacunas en la salud global es incuestionable; enfermedades como el 

sarampión, rubéola, paperas, difteria, tétanos, polio y la fiebre amarilla, son controladas 

gracias a las vacunas (Peek et al., 2008; Zhao et al., 2014). A través de la historia, la mayoría 

de las vacunas han sido desarrolladas utilizando organismos vivos atenuados, ya que tienen 

la ventaja de producir una respuesta inmunológica robusta. En las últimas décadas, debido 

a su seguridad y a su bajo costo, la investigación se ha enfocado en el desarrollo de 

subunidades microbianas para vacunación. 

 
2 Se sugiere que el origen de la variolización fue en India y China. Sin embargo, algunas afirmaciones reclaman 
que la inoculación fue inventada alrededor de 1000 a. D. por un monje budista taoísta, al ser una practica que 
involucraba mezcla de medicina, con magia y hechizos se consideraba tabú y no hay registro escrito.  
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TABLA 1 DESARROLLO Y CLASIFICACIÓN DE VACUNAS. 

 

 

En general, esta estrategia necesita el uso de componentes adicionales que permitan la 

inducción de una inmunidad protectora. Estos componentes adicionales, llamados 

adyuvantes, son estructuras moleculares, macromoleculares o sistemas que despiertan una 

reacción del sistema inmunitario (Correia-Pinto et al., 2013). Entre los componentes 

fundamentales para la correcta activación del sistema inmunitario se encuentran las células 

presentadoras de antígenos (APCs por sus siglas en inglés), cuyas funciones incluyen la 

identificación de microorganismos vía sus receptores de reconocimiento de patrones (PRRs 
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por sus siglas en inglés) que reconocen a los patrones moleculares asociados a patógenos 

(PAMPs por sus siglas en inglés) (Zhao et al., 2014).  

 

El objetivo general de las vacunas es la activación de una respuesta inmunitaria específica 

hacia un antígeno. Sin embargo, las vacunas no pueden llegar a este objetivo sin activar 

adecuadamente el mecanismo de detección de patógenos del sistema inmunitario innato. 

Por lo tanto, los adyuvantes se añaden en algunas vacunas para aumentar su efectividad 

activando al sistema inmunitario. La palabra adyuvante procede del latín adiuvare que 

significa ayudar o auxiliar, y se define como cualquier sustancia que mejora o modula una 

respuesta inmunitaria hacia un antígeno. Los adyuvantes más utilizados hoy en día son las 

sales de alúmina; sin embargo, nuevos adyuvantes orgánicos han sido aprobados para su 

uso en vacunas. Las sales de alúmina consisten en precipitados de hidróxidos de aluminio o 

fosfato de aluminio a los cuales los antígenos son adsorbidos. Este adyuvante promueve 

una mejor respuesta humoral del huésped hacia la vacuna, pero no promueve una 

respuesta celular adecuada (Coffman et al., 2010; Karch & Burkhard, 2016). Además, este 

tipo de adyuvante presenta algunos efectos secundarios como el desarrollo de granulomas, 

eventos alérgicos, y el estímulo para la producción de anticuerpos IgE (Bastola et al., 2017).  

 

Se han separado los adyuvantes en dos categorías: vectores de entrega y potenciadores 

inmunológicos (O’Hagan & Valiante, 2003). Los adyuvantes denominados como vectores de 

acarreo son aquellos que contienen el componente de las vacunas y dirigen la vacuna hacia 

las células presentadoras de antígenos (APCs, del inglés antigen-presenting cells). Los 
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adyuvantes denominados como potenciadores inmunológicos son aquellos que activan las 

células del sistema inmunológico mediante sus receptores de reconocimiento de patrones 

(PRRs, del inglés pattern recognition receptors). Este tipo de adyuvantes puede referirse a 

aquellas sustancias capaces de mimetizar patrones moleculares asociados a patógenos 

(PAMPs, del inglés pathogen associated molecular pattern), los cuales activan al sistema 

inmunitario innato. El sistema inmunitario reconoce y responde al encontrase a los PAMPs, 

y al presentarse un antígeno específico, esto promueve una respuesta robusta del sistema 

inmunitario de tal manera aumentando y modulando la respuesta inmunitaria adaptativa. 

Ejemplos de estos tipos adyuvantes que activan receptores del sistema inmunitario innato 

y promueven una respuesta inmunitaria, son algunos componentes que se encuentran en 

la capa externa de la membrana bacteriana como lipopolisacáridos de Gram-negativas, 

liposomas, RNA de doble hélice y CpG no-metilados que contienen DNA (Reed et al., 2009). 

Algunos adyuvantes orgánicos actualmente aprobados para su uso en los Estados Unidos 

de América son los motivos CpG 1018, la emulsión agua-aceite MF59 c.1, sustancias basadas 

en escualeno, y liposomas que contienen el monofosforil lípido A (MPLA) y extractos 

purificados de la planta Quillaja saponaria QS-21.  

 

3. Receptores de reconocimiento de patrones 
(PRRs): 

 

La habilidad de detectar PAMPs está presente en casi todas las células del cuerpo. En células 

especializadas del sistema inmunitario, algunos conjuntos celulares en este aspecto 

presentan un arsenal más efectivo que otras (Vijay, 2018). Por ejemplo, los monocitos, los 
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cuales son muy abundantes y circulan en la sangre, son capaces de migrar al tejido donde 

se diferencian a macrófagos. Los monocitos también pueden diferenciarse en células 

dendríticas, las cuales poseen una superficie ondulada e involucionada con un arreglo de 

detectores de PAMPs para reconocer un sinfín de patógenos (Abbas et al., 2018). Estas 

células son capaces de detectar el peligro usando múltiples receptores, y una vez que se 

activan, coordinan efectivamente la respuesta del sistema inmunitario. La detección de 

PAMPs se lleva a cabo por receptores codificados desde la línea germinal, llamados PRRs 

(Mogensen, 2009). Actualmente se han identificado una gran variedad de PRRs, de los 

cuales algunos ejemplos son los receptores de reconocimientos de manosas (MBL, DC-SIGN, 

MR), los receptores lectina tipo-C (CLR), los receptores tipo toll (TLR), los receptores NOD 

(dominios de oligomerización de unión a nucleótidos), y los receptores tipo NOD, entre 

otros (Kumar et al., 2009, 2011). Estos receptores pueden ser expresados en la superficie 

celular, en compartimentos celulares, secretados a circulación sanguínea o encontrarse en 

el citoplasma. Los PRRs se encuentran en células del sistema inmunitario y reconocen a los 

PAMPs como señales de microbios patogénicos. Entre los adyuvantes de mayor potencial 

inmunológico se encuentran aquellos capaces de activar células presentadoras de antígeno 

a través de receptores tipo Toll (Leo et al., 2011).  

4. Receptores tipo Toll (TLR) 
 

Un mecanismo que tiene una gran historia evolutiva y se ha mantenido como un 

componente crítico para la defensa inmunitaria humana, son los receptores tipo Toll (TLR, 

del inglés Toll-Like Receptors). Estos fueron reconocidos originalmente en la mosca de la 
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fruta por Nüsslein-Volhard y Wieschaus (toll es un vocablo alemán que significa chido) 

(Klenerman, 2017). Estos receptores juegan un rol bastante importante en el desarrollo 

embrionario de la mosca. Se observó que el insecto era más susceptible a infecciones por 

hongos al presentarse mutaciones en el gen toll que provocaban una ausencia de la proteína 

Toll. Se encontró que estos receptores iniciaban la respuesta inmunitaria contra hongos 

mediante la liberación de proteínas antimicrobianas y la activación de células inmunitarias. 

Esto llevó a la conclusión de que Toll es una proteína capaz de inducir inflamación, y 

promover una respuesta contra infecciones (Belvin & Anderson, 1996; López Marín & 

Valdemar Aguilar, 2018). Los humanos presentamos proteínas homólogas de ellas, por lo 

que se han denominado como los receptores tipo Toll, los cuales activan y señalizan una 

respuesta inmunitaria.  

Los receptores tipo Toll son PRRs que están presentes en diferentes tipos de células, y que 

ayudan a reconocer diferentes PAMPs de bacterias, hongos, virus y parásitos (Lahiri et al., 

2008). El descubrimiento de estos receptores fue el cual le dio una gran importancia al 

sistema inmunitario innato en el desarrollo de vacunas y adyuvantes. En los humanos se 

tienen detectados 10 tipos de TLRs, los cuales pueden detectar la presencia de PAMPs y de 

patrones moleculares asociados a daño (DAMPs) (Tang et al., 2012). Estos receptores se 

expresan en diferentes tipos de células del sistema inmunitario innato, como los 

macrófagos, neutrófilos, células dendríticas, células NK y granulocitos. Funcionalmente se 

pueden dividir los TLR con respecto a donde se encuentran en la célula: existen TLR 

membranales (heterodímeros de TLR2/1 y TLR2/6, TLR4, TLR5 y TLR10) expresados en la 

superficie celular (Jiménez-Dalmaroni et al., 2016), y TLR intracelulares (TLR3, TLR7, TLR8 y 
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TLR9), los cuales se localizan en el retículo endoplásmico (Johnsen et al., 2006, p. 3; Latz 

et al., 2004, p. 9), endosomas (Lahiri et al., 2008) y lisosomas (Barton et al., 2006; 

Chaturvedi & Pierce, 2009).  

Los TLR son proteínas transmembranales tipo I, las cuales contienen un motivo rico en 

leucina extra membranal, encargada del reconocimiento de PAMPs, un motivo 

transmembranal y una parte con dominio TIR (Receptor Toll-IL-1) en el citosol, que activa la 

cascada de señalamiento. Una vez activado el TLR por su agonista, se reclutan proteínas 

coactivadoras, como MyD88 y TRIF las cuales, a través de sus dominios intra citosólicos, 

inician la cascada hasta la secreción de citocinas proinflamatorias, quimiocinas y péptidos 

antimicrobianos (Kawai & Akira, 2011). El proceso de internalización es suficiente para 

alterar el mecanismo de señalización proinflamatorio. Los receptores activados son 

acumulados cuando se forman los fagosomas, resultando en un enriquecimiento de la 

cascada de señalización (Ozinsky et al., 2000). Algunos reportes han concluido que la 

activación de TLR2 y TLR4 promueve el reclutamiento de mitocondrias hacia los fagosomas 

y el incremento de la producción de ROS (West et al., 2011). 

5. Patrones moleculares asociados a patógenos 
(PAMPs) 

 

Entre los PAMPs más potentes se encuentran los lipopolisacáridos (LPS), los cuales forman 

parte de la capa externa de algunas especies de bacterias, particularmente de las Gram 

negativas. Los LPS son detectados incluso en concentraciones bastante bajas a través de los 

TLRs, específicamente del TLR4 (Chaplin, 2010; Holst et al., 1996; Tang et al., 2012). La 
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activación del TLR4 es una señal de peligro que induce en las células dendríticas la secreción 

de citocinas, lo cual produce el reclutamiento de más células del sistema inmunitario e inicia 

una serie de respuestas llamadas proinflamatorias. Si se elimina la infección de la bacteria 

en cuestión, y los LPS desaparecen, el sistema regresa rápidamente a la normalidad. En 

sangre, en el caso de que la situación no esté controlada y la bacteria esté demasiado 

dispersa, se presenta un cuadro de sepsis. Un ejemplo sería una infección debida a 

meningococos no controlada efectivamente, desencadenando una respuesta por LPS que 

puede llevar a consecuencias fatales (Klenerman, 2017). Se ha propuesto utilizar LPS como 

un adyuvante en vacunas; sin embargo, debido a que es una endotoxina se considera 

riesgoso debido a su toxicidad. El derivado del lípido A de Salmonella minnesota (MPLA), se 

considera un agonista de TLR4, así como el LPS, pero más seguro y es preferentemente 

propuesto como adyuvante. A pesar de que el adyuvante MPLA es menos tóxico que el LPS, 

estos presentan diferentes efectos inmunológicos, y en algunos casos son mucho menos 

efectivos para despertar correctamente el sistema inmunitario (Demento et al., 2011). 

Algunos ligandos de TLRs han sido explorados como adyuvantes de nano vacunas (Demento 

et al., 2011; Leo et al., 2011).Sin embargo, la alta toxicidad de los ligandos más comunes, de 

tipo lipopolisacáridos, ha originado el interés de explorar ligandos de TLRs distintos. 

Los primeros TLRs fueron identificados en el año 1998, entre ellos el TLR2, el cual tiene una 

gran importancia en la inmunidad de los vertebrados. Hasta la fecha es el único TLRs que 

presenta heterodímeros funcionales con otros tipos de TLRs, así como con otros receptores. 

Se ha reportado que los TLR2 tienen una capacidad de detección de una gran variedad de 

PAMPs, los cuales incluyen moléculas de toda la filogenia microbiana incluyendo a virus, 
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hongos, bacterias y parásitos. El reconocimiento del ligando específico y señalización en los 

TLR2 ocurre mediante la heterodimerización con TLR1 y TLR6 (Oliveira-Nascimento et al., 

2012). Estos TLRs tiene un módulo de repeticiones ricas en leucinas los cuales, al estar con 

su heterodímero, forman un complejo de forma “m” con un ligando, el cual estabiliza ambos 

receptores. Si el ligando entre el TLR2 y TLR1/6 no se presenta, los heterodímeros no podrán 

interactuar entre ellos y por lo tanto la cascada de señalización no se iniciará (Jiménez-

Dalmaroni et al., 2016; Oliveira-Nascimento et al., 2012; Tang et al., 2012; Vijay, 2018). Los 

ligandos de TLR2 incluyen fracciones de moléculas con diacil y triacilglicerol, proteínas y 

polisacáridos. Se han reportado ligandos endógenos para los TLR2, llamados “alarminas”, 

los cuales indicarían daño en tejido, necrosis o células potencialmente cancerígenas. Dentro 

de esas alarminas se encuentran las proteínas de choque térmico, fragmentos del ácido 

hialurónico, y defensinas beta-3 humanas, entre otras (Oliveira-Nascimento et al., 2012).  

Esta diversidad bioquímica que el TLR2 tiene para reconocer patógenos ha presentado un 

interés. Nuestra propuesta para activar al sistema inmunitario es la utilización de los 

fosfoinosítidos con manosas (PIMs), ligandos de TLR2 presentes en micobacterias. 

6. Fosfatidil-inositol manósidos, ligandos de TLR2 
 

La mayoría de los ligandos de TLR2 son moléculas anfipáticas presentes en pared celular de 

varios patógenos.  Los PIMs representan moléculas que han sido ampliamente utilizadas en 

la práctica clínica, ya que forman parte del bacilo de Calmette y Guérin (BCG), una 

micobacteria no patogénica que constituye la actual vacuna contra la tuberculosis, la cual 

ha sido también utilizada como inmunoterapia contra el cáncer de vejiga (Morales et al., 
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2017). En forma aislada, los PIMs han sido descritos como activadores y reguladores de la 

respuesta inmunológica, además de permitir el reconocimiento de la micobacteria por 

células fagocíticas, así como de células no-fagocíticas. Dentro del campo de las vacunas, los 

PIMs resultan interesantes, ya que al ser agonistas de TLR-2 son un factor clave de las células 

del sistema inmunitario innato para producir una respuesta proinflamatoria, pero menos 

exacerbada que la promovida por TLR4, y útil para una variedad de respuestas anti-

infecciosas.  Los receptores del sistema inmunitario innato llevan información acerca de la 

naturaleza del microorganismo que se está identificando (Stuart & Ezekowitz, 2005). Ciertos 

receptores como los TLRs modulan la respuesta inmunológica para el tipo de amenaza 

detectada. La importancia del primer contacto con el objetivo de las células fagocíticas 

activa dos eventos de suma importancia denominados, “probando y sintiendo” (Underhill 

& Goodridge, 2012). Por medio de ciertos receptores de membrana, como los TLRs, el 

fagocito “prueba” el objetivo, mientras que la exploración física del objetivo, “sintiendo”, 

se debe a la membrana plasmática. Los TLRs activan la cascada de señalización de NF-kβ vía 

la proteína MyD88 de los receptores y esto es suficiente para promover la producción de 

citocinas proinflamatorias; sin embargo, la exploración física toma una parte muy 

importante para la decisión de internalizar el objetivo. Los seudópodos dan información 

acerca de las propiedades físicas del objetivo y cómo proceder para internalizar (Aderem & 

Underhill, 1999; Underhill & Goodridge, 2012).  
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7. Vacunas fabricadas mediante nanotecnología 
 

 
La nanotecnología ofrece la oportunidad de diseñar nanoestructuras conmensurables con 

sistemas biológicos, variando su composición, tamaño, forma y propiedades superficiales. 

Diferentes tipos de nanopartículas han sido propuestas para el desarrollo de nano vacunas, 

tales como nanopartículas inorgánicas, nanopartículas poliméricas, liposomas, complejos 

inmunoestimulantes, emulsiones y partículas pseudo virales, entre otras (Doherty et al., 

2016). A través de la nanotecnología es posible obtener partículas de tamaño comparable 

con componentes celulares, pudiendo entrar a células por medio del método de 

endocitosis, por pinocitosis o inclusive a través de interacciones ligando-receptor. Uno de 

los objetivos buscados a través de la nanotecnología es el mimetismo de bacterias, para 

generar construcciones capaces de ser fagocitadas de una manera más eficiente por 

macrófagos, y llegar a los nódulos linfáticos, donde habitan las células T y B del sistema 

inmunológico, es decir al sitio blanco de una vacuna.  

Entre las partículas de materiales inorgánicos que han despertado interés como 

acarreadores de fármacos destacan las sílices mesoporosas. Estas partículas constituyen un 

excelente acarreador, ya que han sido utilizadas debido a su alta área superficial, así como 

a la posibilidad de sintetizarlas con poros de talla adaptable para aplicaciones biomédicas 

(Mehmood et al., 2017). Por estas razones, las sílices mesoporosas podrían servir como 

acarreadores de vacunas de subunidad, las cuales presentan ventajas como: aumento en la 

entrega de antígeno por células presentadoras de antígenos (APC, del inglés antigen-

presenting cells), liberación controlada de antígenos y modulación de una respuesta 
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inmunológica (Baranov et al., 2021; Oyewumi et al., 2010). Formulaciones a base de 

partículas de sílice ya han sido reconocidas por la administración de alimentos y medicinas 

de los EE.UU. (FDA) como seguras, y actualmente ya se encuentran en fase clínica para 

administración intravenosa (Benezra et al., 2011; Diab et al., 2017). Su biocompatibilidad 

ha sido extensivamente estudiada, llegándose a la conclusión de que estas estructuras se 

encuentran entre las opciones más seguras para su uso en humanos, aunque cabe 

mencionar que la toxicidad de las partículas es dependiente de su concentración (Zhou 

et al., 2018). 

Entre las estructuras de sílice, las estructuras mesoporosas (con poros de diámetro de 2 a 

50 nm) destacan debido a su gran capacidad de adsorción. Las sílices mesoporosas permiten 

obtener un alto porcentaje de encapsulamiento, lo cual es muy importante ya que influye 

sobre la habilidad para retener y proteger el cargo, es decir el producto acarreado hacia un 

tejido. Hasta ahora, los tipos de sílice mesoporosa reportados para la liberación de fármacos 

corresponden principalmente a dos tipos, partículas esféricas con diámetros de 100 a 500 

nm (partículas MCM-41), y partículas porosas con talla y morfología bacilares (partículas 

SBA-15) (Mehmood et al., 2017). En los últimos años, algunos fenómenos biológicos 

complejos han sido fácilmente imitados al exhibir moléculas biológicamente activas en la 

superficie de sílice mesoporosa. Por ejemplo, la matriz de radicales semiquinona con 

proteínas imidazoles en sílice permiten la interacción para que los centros de reacciones 

fotosintéticas puedan ser estudiados (Christoforidis et al., 2008). En otro trabajo, se ha 

reportado arreglos de membranas con citocromo c oxidasa sobre sílice mesoporosa, los 

cuales reproducen el intercambio de protones impulsado por redox a través de la 
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membrana celular, dando lugar a corrientes iónicas hacia el citoesqueleto basado en sílice 

poroso. Por su parte, Liu y colaboradores (C.-M. Liu et al., 2019) reportaron el uso de 

nanopartículas de sílice las cuales, al ser decoradas con membranas de células cancerígenas, 

liberaron satisfactoriamente fármacos quimioterapéuticos en el sitio tumoral. En conjunto, 

estos ejemplos demuestran la propiedad de la sílice mesoporosa como un soporte para 

bicapas de membrana en un sistema coloidal biomimético.  

Como puede deducirse de esta información, las cualidades de encapsulamiento, variaciones 

superficiales y la biocompatibilidad de estas estructuras las posiciona como un material 

prometedor para el desarrollo de vacunas. Sin embargo, hay pocos estudios encaminados 

a explotar la versatilidad de la sílice para fines de vacunación.  

A medida que la tecnología avanza, el uso de adyuvantes es de suma importancia para 

estimular la respuesta inmunitaria innata, que a su vez conduce a una mejor inmunidad 

adaptativa. La inmunidad hacia los patógenos a los cuales estamos expuestos es lograda 

gracias a la integración de los dos brazos de la respuesta inmunológica. Aunque el objetivo 

general de las vacunas es la activación de la inmunidad específica a un antígeno, no se 

puede lograr este objetivo sin antes activar el mecanismo de detección de patógenos de la 

respuesta innata (O’Hagan & Valiante, 2003).  

VI. Planteamiento del problema 
 

Se ha explorado el uso de nanopartículas para vacunación por DNA recombinante, así como 

para acarrear proteínas en vacunas de subunidad, pero pocos trabajos han explotado el uso 
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de nanopartículas para vacunación junto con la posibilidad de introducir adyuvantes, es 

decir elementos que promuevan la respuesta inmunitaria innata a través de 

nanoestructuras biocompatibles que desplieguen patrones asociados a patógenos. 

Los liposomas son conocidos como excelentes vectores de entrega debido a propiedades 

tales como facilidad de síntesis, alta biocompatibilidad, variabilidad en su formulación, 

posibilidad de orientar hacia un objetivo específico, y un alto tiempo en circulación. Sin 

embargo, una vez que se obtienen los liposomas es difícil controlar la fuga del material 

encapsulado debido a la permeabilidad de la membrana, o por el cambio en la distribución 

de tamaño. La estabilidad también se ve afectada debido a degradación oxidativa así como 

hidrolítica al almacenarse (Çağdaş et al., 2014).   

Las nano vacunas se componen de partículas las cuales tienen moléculas o antígenos para 

lo cual se desea una respuesta inmunitaria. Estas vacunas ofrecen algunas ventajas las 

cuales incluyen la entrega de antígenos a sitios específicos, aumentan la biodisponibilidad 

de antígenos y reducen un posible efecto secundario. El desarrollo de nano vacunas, o de 

vacunas utilizando nanopartículas, ha incrementado debido a su capacidad de inducir una 

inmunización efectiva a través de la activación enfocada de una respuesta inmunitaria. Se 

enfocan en dos áreas de investigación, en las cuales se utilizan como sistemas de acarreo o 

para el desarrollo de adyuvantes para vacunas. Los adyuvantes actúan para estimular y 

aumentar una respuesta inmunitaria hacia un antígeno, en algunos estudios se proponen 

ciertas nanopartículas capaces de inducir una respuesta similar o mejor que las sales de 

alúmina (el adyuvante más utilizado en vacunas para humanos). Se sugiere que las 

propiedades fisicoquímicas tales como tamaño de partículas pueden aumentar la ingesta 
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de antígeno o estimular a células presentadoras de antígenos. La estrategia de usar 

partículas las cuales tiendan a ser de tamaño comparable a algunos patógenos, así como 

nanopartículas que mimetizan a un patógeno ha generado interés en el desarrollo de 

vacunas. El uso de inmunomoduladores y antígenos encapsulados en nanopartículas de 

PGLA, ha demostrado aumentar la respuesta celular hacia el antígeno comparado contra la 

entrega del antígeno soluble (Zaman et al., 2013).  

Las vacunas de nueva generación las cuales utilizan mRNA y un vector de entrega de 

nanopartículas lipídicas presentan un avance en seguridad, así como en su efectividad. Los 

ácidos nucleicos presentan un gran potencial para modular la expresión de proteínas in vivo, 

pero el uso de ellos sin un vector de entrega presenta algunas desventajas. La entrega de 

ácidos nucleicos sin un vector de entrega resulta en una baja internalización en células, así 

como una en una degradación rápida y eliminación vía renal. Debido a que necesitan un 

vector de entrega, se han utilizado las nanopartículas lipídicas para encapsular y entregar 

los ácidos nucleicos a su objetivo. Usualmente estas nanopartículas lipídicas están 

compuestas por un 1) Lípido catiónico, el cual facilita la absorción del vector para entregar 

el cargo, así como un 2) fosfolípido el cual provee estructura y estabilidad a la nanopartícula, 

3) colesterol el cual promueve la fusión con la membrana celular y también 4) un lípido 

anclado al polietilenglicol el cual reduce el agregado de nanopartículas (Kauffman et al., 

2015; Rijkers et al., 2021). La síntesis de estas nanopartículas se ha llevado a cabo con la 

tecnología de microfluídica. Esta tecnología puede producir una variedad de micro 

acarreadores (micro geles, partículas core-shell, microesferas, etc.) y nano acarreadores 

(partículas poliméricas, nano emulsiones, nanopartículas lipídicas) en los cuales diferentes 
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moléculas se pueden acarrear hasta llegar al destino celular deseado (Khan et al., 2015). A 

pesar de tener ciertas ventajas en el desarrollo de micro o nano acarreadores, esta 

tecnología presenta una gran limitante y es la producción a nivel industrial. Debido a que 

estos equipos por lo general manejan variables a una microescala, esto a menudo indica 

que las nanopartículas producidas son usualmente algunos mililitros por hora y esto hace 

que su producción a gran escala no se considere viable (Y. Liu et al., 2022). Una de las 

partículas candidatas que recientemente han generado interés son las sílices nanoporosas 

Santa Barbara Amorfa-15 (SBA-15). Estas partículas usualmente son sintetizadas bajo 

condiciones ácidas promoviendo un auto-ensamble entre especies de silicio y un 

copolímero de tres bloques como un agente director. Las partículas de sílice mesoporosas 

presentan ventajas tales como tamaño y forma controlable, alta área superficial, diámetro 

de porosidad adaptable, además de ser de fácil funcionalización y biocompatibles (J. Liu 

et al., 2009). Una de las capacidades de estas partículas es la posibilidad de modificar su 

superficie mediante su funcionalización con componentes orgánicos e inorgánicos. 

Recientemente, se ha demostrado un gran potencial al decorar su superficie con otros 

componentes biocompatibles, el cual ajusta la interacción en un ambiente biológico (Davis 

et al., 2007; C.-M. Liu et al., 2019). Esto permite un control sobre las propiedades físicas y 

químicas del material, de este modo permitiendo el anclaje de un antígeno, un adyuvante, 

o un objetivo molecular para el reconocimiento inmunológico innato, y así optimizar la 

magnitud y la dirección de una respuesta inmunológica (Demento et al., 2011). Se han 

reportado algunos avances en la investigación de la SBA-15 como un adyuvante, los cuales 

demostraron que la SBA-15 despertó una respuesta similar o mejor al adyuvante de 
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incompleto de Freund en ratones BALB/c (Carvalho et al., 2010). También se han utilizado 

las partículas de sílice mesoporosas como acarreadores de albúmina, y demostraron ser un 

adyuvante extremadamente efectivo capaz de generar una respuesta humoral y celular de 

la respuesta inmunitaria. En estos estudios también se abordó la biocompatibilidad de esta 

partícula para futuros usos en biomedicina (Mahony et al., 2013).  
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VII. Hipótesis 
 

La construcción de partículas de sílice con recubrimiento biomimético con PIMs del 

complejo M. tuberculosis resultará en una preparación coloidal que incluye un material 

reconocido por su alto poder de encapsulamiento, y que tendrá la capacidad de activar 

mecanismos de inmunidad innata a través de TLR-2.  

 

VIII. Objetivos 
 

A. General 
 

Desarrollar un sistema de acarreo de vacunas basado en sílice mesoporosa y en bicapas 

lipídicas, con mimetismo de superficies bacterianas, biocompatible in vitro y que tenga la 

capacidad para activar la respuesta inmunitaria innata. 

 

B. Particulares 
 

1. Sintetizar partículas de sílice mesoporosa de una talla mayor a 800 nm para 

provocar la internalización exclusiva en células fagocíticas. 

2. Purificar patrones moleculares asociados al complejo M. tuberculosis reconocidos 

como ligandos de TLR2, particularmente glicolípidos de la familia de fosfatidil-

inositol-manósidos (PIMs). 
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3. Diseñar y producir un sistema de sílice mesoporosa cuya superficie despliegue 

lípidos de envoltura celular de M. tuberculosis. 

4. Caracterizar las partículas de sílice biomiméticas en cuanto a nanoestructura, 

morfología, talla, potencial zeta y propiedades texturales. 

5. Desarrollar métodos que permitan confirmar la decoración de partículas de sílice 

con moléculas bioactivas de origen bacteriano. 

6. Evaluar la biocompatibilidad de partículas de sílice biomiméticas en cultivos 

celulares in vitro (mediante método MTT en una línea celular primaria de 

fibroblastos humanos).  

7. Evaluar el comportamiento in vitro de macrófagos derivados de monocitos THP-1 

con partículas híbridas control (PC@SBA-15) y partículas PIM@SBA-15. 

8. Explorar la capacidad del vector para activar la respuesta inmunitaria innata por 

medio de la activación de los TLR-2.  

9. Caracterizar el destino intracelular de las partículas de sílice biomiméticas en 

macrófagos derivados de monocitos THP-1. 
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IX. Material y Métodos 
 

A. Síntesis de la sílice mesoporosa SBA-15 
 

El material mesoporoso de sílice SBA-15 se sintetizó de acuerdo con el procedimiento 

descrito por Flodström y Alfredsson (2003), modificado por Nava y colaboradores (2007). 

Se utilizó el copolímero de tres bloques Pluronic (BASF, EO20-PO70-EO20, P123) como agente 

director de la estructura y tetraetil ortosilicato (TEOS, 98%, Aldrich) como la fuente de sílice. 

En una síntesis típica, el copolímero de tres bloques se disolvió en una solución de agua y 

HCl 4M (HCI, J.T. Baker, 36.6%) con agitación constante y a una temperatura de 35°C. 

Posteriormente, se agregó a la solución anterior la cantidad de 10 ml de TEOS y la reacción 

se mantuvo a 35°C con agitación constante durante 24 h. Una vez transcurrido este tiempo, 

la mezcla de reacción se transfirió a un bote de polipropileno y se calentó a 80°C durante 

24 h sin agitación. Después de la síntesis, el sólido obtenido se recuperó por filtración, se 

lavó varias veces con agua destilada, se secó a 110°C y finalmente se calcinó a 550°C durante 

4 h para eliminar el molde orgánico. La funcionalización superficial de las partículas de SBA-

15 para cationizarlas se realizó por el método de post-síntesis (ex-situ), es decir a partir de 

la SBA-15 previamente sintetizada, y se siguió el procedimiento descrito por Hernández-

Morales y colaboradores (Hernández-Morales et al., 2012). Brevemente, las partículas de 

SBA-15 se dispersaron en una solución de 3-aminopropiltrietoxisilano (APTES) (precursor de 

los grupos funcionales -NH2) en etanol. Se recuperó el sólido por filtración, se lavó con agua 

desionizada, y se secó, primero a temperatura ambiente, y posteriormente a 110 °C por 18 

horas. 
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B. Funcionalización de partículas SBA-15 
aminadas con isotiocianato de fluoresceína (FITC) 

 

El fluorocromo FITC se diluyó en DMSO a una concentración de 1 mg/ml, preparando una 

solución stock de acuerdo con las recomendaciones del fabricante (FITC, Sigma-Aldrich). 

Para la funcionalización, se suspendieron partículas SBA-15 cationizadas en agua destilada 

estéril a una concentración de 1 mg/ml y se añadió 50 µl de la solución stock de FITC. Se 

agitó suavemente la mezcla de partículas con FITC, y se incubó durante 3 horas a 

temperatura ambiente en la oscuridad. Finalmente, la muestra se centrifugó a 4000 rpm 

por 1 min y se descartó el sobrenadante. Para lavar el producto, se colocó 1 ml de agua 

destilada estéril y se repitió el proceso de centrifugación 2 veces más. Las partículas de SBA-

15 funcionalizadas con FITC se mantuvieron en la oscuridad a 4°C hasta su uso. 

C. Obtención de fosfatidil-inositol manósidos 
(PIMs) de M. tuberculosis  

 
Los lípidos de M. tuberculosis fueron obtenidos en el Instituto de Investigaciones 

Biomédicas de la UNAM a partir de células inactivadas de la cepa H37Rv. A partir de este 

extracto se obtuvieron los lípidos anfipáticos de M. tuberculosis, se separó la muestra total 

de lípidos por cromatografía de adsorción en columna abierta. Los lípidos se disolvieron en 

un volumen mínimo de cloroformo. La solución se colocó en una columna de Florisil, malla 

100 (Biotecna Corp., Miami, FL.). Se eluyeron con cloroformo, seguido por eluciones con 

porcentajes crecientes de metanol en cloroformo (5, 10 y 12% vol/vol), y 

cloroformo/metanol/agua (60:12:1 y 60:35:8, v/v/v). Cada fracción fue transferida a un 
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matraz de bola, el solvente evaporado en rotaevaporador y conservada a -20°C en 

atmósfera inerte. Se obtuvieron de la fracción más polar los PIMs, los cuales consisten en 

un conjunto de homólogos que varían en número de residuos de manosas y el número y 

estructura de sus cadenas de ácidos grasos. Se analizó la fracción por cromatografía en capa 

fina en placas recubiertas de gel de sílice (0.25 mm de espesor) desarrollados con los 

siguientes solventes: 1) cloroformo/metanol (9:1 v/v), 2) cloroformo/metanol/agua 

(60:30:6 v/v/v) y finalmente cloroformo/metanol/agua (60:35:6 v/v/v). Las reacciones se 

realizaron in situ mediante el revelado con antrona al 0.2 % en H2SO4 a 110°C para azúcares, 

0.2% de ninhidrina en acetona a 110°C para amina primaria, y azul de molibdeno a 

temperatura ambiente para visualizar los fosfolípidos.  

D. Cultivo de M. bovis BCG cepa México 
 

Se cultivó Mycobacterium bovis BCG cepa México en caldo de cultivo Middlebrook 7H9 

(Sigma-Aldrich, USA, M0178) con glicerol (0.004%, vol/vol) a pH 6.6. Eventualmente, el 

medio fue suplementado con albúmina, dextrosa y catalasa (Middlebrook ADC, Sigma-

Aldrich, USA, M0553). El cultivo se mantuvo durante 25 a 28 días o hasta obtener 

crecimiento en fase exponencial visualizado por el crecimiento en forma de película en la 

superficie del medio. Finalmente, los cultivos fueron inactivados por autoclave a una 

temperatura de 121°C por 25 min.  
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E. Obtención de fosfatidil-inositol manósidos 
(PIMs) de M. bovis BCG cepa México 

 

Los lípidos se extrajeron de células inactivadas de M. bovis BCG cepa México por incubación 

en una mezcla de cloroformo/metanol (1:2, v/v) a 50°C por 2 horas, seguido de otra 

extracción con cloroformo/metanol (2:1, v/v) bajo idénticas condiciones.  Los extractos 

combinados fueron secados en rotaevaporador. El residuo se separó en una mezcla de 

cloroformo/metanol/agua (4:2:1 v/v), después de la separación de fases, se recuperó la fase 

orgánica que contiene los lípidos y se evaporó por rotavapor. El extracto se suspendió en 

cloroformo, y se colocó en una columna de Florisil 100 mesh (Biotecna Corp., Miami, FL). 

Las eluciones se realizaron utilizando cloroformo, y concentraciones en aumento de 

metanol en cloroformo (5, 10, 12 y 35% v/v), y finalizando con cloroformo/metanol/agua 

(60:12:1 y 60:35:8 v/v/v).  

 

F. Preparación de liposomas con PIMs de M. 
bovis BCG y M. tuberculosis 

 

Se prepararon liposomas de PIMs de una fracción obtenida de M. bovis BCG y M. 

tuberculosis mediante el método de deshidratación/rehidratación. Se mezcló 

fosfatidilcolina (PC) con los PIMs obtenidos de M. bovis BCG en una relación de 1:1 (w/w). 

Los lípidos fueron disueltos y mezclados usando una solución de cloroformo/metanol (90:10 

v/v). La mezcla de lípidos se secó con corriente de nitrógeno en un baño seco a 50°C, y se 

colocó la muestra en un desecador por 10 min al vacío. Los lípidos fueron suspendidos en 
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agua a una temperatura de 50°C (1 mg/ml), pasando la suspensión varias veces a través de 

una aguja calibre 23, para obtener los liposomas multilaminares grandes. Inicialmente se 

obtuvieron liposomas multilaminares grandes (MLV) con una concentración de 1 mg/ml. 

Para ello, en un frasco de centelleo de vidrio previamente pesado, se colocaron los lípidos 

en distintas proporciones, de acuerdo con la Tabla 1. Para eliminar rastros del solvente se 

colocaron las muestras en un desecador por 10 min al vacío. Para la preparación de 

liposomas marcados con fluorescencia, se utilizó el fosfolípido DHPE-rodamina (LisaminaTM 

Rodamina B, Life Technologies) a una concentración de 0.01 mol Rho-PE/mol de lípidos. Se 

mezclaron los lípidos con 500 µl de cloroformo/metanol (90:10 v/v). Una vez terminado 

este proceso, los liposomas fueron filtrados 8-10 veces a través de un filtro de 0.4 µm a fin 

de extruir la muestra y obtener liposomas unilaminares grandes (LUV). Cada muestra se 

mantuvo en refrigeración a 4°C.  

TABLA 2 PROPORCIÓN DE LÍPIDOS PARA LA FORMACIÓN DE LIPOSOMAS UNILAMINARES. 

Nombre de 
muestra 

PIMs del complejo M. 
tuberculosis  

Fosfatidilcolina 
(PC) 

PC  5 mg 

PC+PIMs 2.5 mg 2.5 mg 
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G. Preparación de partículas híbridas 
SBA@liposomas 

 

Se pesaron 2.5 mg de nanopartículas de sílice (aSBA-15), y se les colocó 2.5 ml de agua 

destilada. Enseguida, se agregaron 2.5 ml de LUV con los lípidos de M. tuberculosis, y se 

agitó suavemente con una punta de micropipeta. Se incubó a temperatura ambiente por 25 

min con agitación ocasional, posteriormente se centrifugó a 4000 rpm por un minuto y se 

descartó el sobrenadante. Se colocaron 2.5 ml de agua destilada para resuspender y se 

conservó a 4°C. La concentración de sílice en el material resultante es de 1 mg/ml. 

 

H. Caracterización estructural de las muestras 
 

1. Microscopía Electrónica de Transmisión 
 

Se tomaron muestras para observación en TEM de liposomas mezclados con lípidos de M. 

tuberculosis; todas fueron diluidas en agua destilada a 1:500 v/v. Las muestras fueron 

depositadas sobre una rejilla de cobre malla 200, recubierta con Formvar (Cat. 01800-F de 

Ted Pella, Inc). Las rejillas fueron secadas en un desecador durante 10 min. Se contrastaron 

las muestras con tetraóxido de osmio el cual fue utilizado para fijar los liposomas y que no 

perdieran su morfología. La observación fue realizada en un microscopio electrónico de 

transmisión JEM-1010 (Jeol Co., Peabody), trabajando a 200 kv.  
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2. Microscopía Electrónica de Barrido 
 

La morfología superficial de SBA-15 y funcionalización de SBA-15 aminada con liposomas 

dopados con M. tuberculosis se observó mediante un microscopio electrónico de barrido 

(SEM) marca Hitachi, modelo SU8230. Se prepararon las muestras realizando una dilución 

de 1:500 en agua destilada, y se colocaron en un portamuestras de cobre, el cual se secó al 

vacío en un desecador.  

 

3. Potencial Zeta 
 

Las muestras fueron diluidas (1:100) en 1 ml de agua destilada las cuales se colocaron en 

celdas DTS1070 (Malvern Instruments Ltd., United Kingdom). Las mediciones de movilidad 

electroforética fueron realizadas por triplicado en un analizador Malvern Zetasizer Nano Z 

el cual tiene una potencia de 100 VA, y un Láser He-Ne 633nm, max. 4mW, y un rango de 

medición de 3.8 nm-100 micras (diámetro). 

 

4. Isotermas de adsorción-desorción de N2 a 77˚ 
K 

 

Las propiedades texturales de la SBA-15 se determinaron mediante las isotermas de 

adsorción-desorción de N2 a 77 ̊ K en el equipo autosorb (Quanthachrome iQ2 USA). El área 

específica de la muestra se calculó con la ecuación de Brunauer-Emmett-Teller (B.E.T) 

utilizando los datos de la isoterma de adsorción en el intervalo de presiones relativas de 
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0.03<P/P°<0.3 (Brunauer et al., 1938). La distribución del tamaño de poro se calculó por el 

método de Barret-Joyner-Halenda (B.J.H.), utilizando los datos de la isoterma de desorción. 

El volumen total de poro se estimó a partir de la cantidad de nitrógeno adsorbido a la 

presión relativa de 0.98. 

 

5. Caracterización de lípidos de M. bovis BCG 
cepa México 

 

La fracción con PIMs fue suspendida en cloroformo/metanol (9:1 v/v) y eluida en una 

columna Sep-Pack (Water Corp, Milford MA, USA). Se realizaron eluciones de cloroformo, 

seguidas de un incremento en porcentajes de metanol en cloroformo (1 y 5% vol) y 

cloroformo/metanol/agua (60:12:1 y 60:35:8, v/v/v). Las fracciones obtenidas fueron 

analizadas mediante cromatografías en capa fina (CCF) en placas de Sílica-gel 60 F254 (E. 

Merck, Darmstadt, Germany) se eluyó con cloroformo/metanol/agua (60:35:8 v/v/v). Se 

revelaron las placas con antrona al 2% en H2SO4 a 110°C para detectar azúcares y azul de 

molibdeno para detectar los lípidos que contienen fosfato. La fracción con PIMs se analizó 

con CCF en 2-D para resolver mejor los lípidos de las primeras cromatografías. Se utilizaron 

dos sistemas de eluyentes perpendiculares a cada corrida, 1) cloroformo/metanol/agua 

(60:30:6 v/v/v) en la primera dirección y 2) cloroformo/metanol/agua (60:35:8 v/v/v) en la 

segunda dirección. Se revelaron las placas con antrona al 0.2% H2SO4 a 110°C para revelar 

azúcares, también se utilizó el azul de molibdeno a temperatura ambiente para visualizar 

los componentes con grupo fosfato.   
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I. Interacción de partículas híbridas con cultivos 
celulares 

 

1. Cultivo celular de monocitos de origen 
humano THP-1 

 

Se utilizaron monocitos de origen humano de la línea THP-1, incubados a 37°C en una 

atmósfera con 5% CO2. Se mantuvieron en medio RPMI 1640 suplementado con piruvato 

de sodio (1 mM), aminoácidos no esenciales (0.1 mM), HEPES (25mM), 2-mercaptoethanol 

(0.05mM), 10% de suero fetal bovino (FBS), penicilina (100 IU/ml), y estreptomicina (0.1 

mg/ml), a 37°C en una atmósfera al 5% en CO2. Para llevar a cabo los ensayos de interacción 

celular con partículas híbridas, se cultivaron 2 x 104 células en placas de 24 pozos con 

cubreobjetos que contenían una capa de gelatina al 0.5 % o de poli-D-lisina al 0.1 mg/ml. 

Posteriormente, los monocitos fueron diferenciados a macrófagos estimulándolos con 

forbol-12-miristato-13-acetato (PMA) 162 nM durante 72 h. Después del tiempo de 

incubación, se removió el medio RPMI 1640 suplementado con PMA, cambiándolo por 

medio fresco por un periodo de 24 horas antes de cada ensayo. Después de cada 

experimento, las células fueron fijadas con 500 µl de paraformaldehído al 4% durante 15 

min, lavadas con PBS 1x, marcadas con anticuerpos y DAPI como se describe más adelante, 

y montadas sobre un portaobjetos con una solución de montaje (Fluoroshield with DAPI, 

Sigma F6057). Para los experimentos de interacción células-partículas, se utilizó una 

densidad de 0.2 mg de partículas híbridas por ml.  
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2. Microscopía de contraste diferencial de 
interferencia (DIC)/Nomarski 

 

Las observaciones de microscopía confocal de células vivas fueron realizadas en un 

dispositivo usando la técnica DIC/Nomarski en un microscopio invertido (Olympus IX81, 

Tokyo, Japan) con un lente objetivo PlanApo 60x/1.40 NA (Olympus, Japan) de inmersión 

en aceite, a una temperatura de 37 °C en la platina. Las imágenes fueron adquiridas con una 

cámara con dispositivo de acoplamiento multiplicador de carga de electrones (Luca R, 

Andor, UK) con 1002 x 1004 píxeles. Los ensayos consistieron en una serie de adquisiciones 

de 31 cuadros consecutivos con intervalos de 5 segundos entre cuadros. Las imágenes 

obtenidas fueron analizadas con el software ImageJ. Solo se ajustó contraste y luminosidad 

para visualización óptima. 

 

3. Análisis de expresión de receptores y proteínas 
en macrófagos THP-1 por fluorescencia y 
microscopía confocal 

 

La interacción de partículas híbridas con macrófagos THP-1 fue analizada utilizando un 

microscopio invertido Zeiss Axio Observer 7 Confocal Laser Scanning LSM880 (Carl Zeiss, 

Jena, Germany), equipado con láser de argón, Diodo Azul y Helio-Neón. Se utilizó un lente 

objetivo de 63x (EC Plan-Neofluar-Zeiss) con una apertura numérica de 1.4 en aceite.  Todas 

las muestras celulares fueron previamente fijadas con paraformaldehído al 4%, y se marcó 

con azul fluorescente el DNA por el compuesto 4 ‘,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI).  Se utilizó 

el anticuerpo primario anti-TLR2 (ab9100, Abcam) y un anticuerpo secundario conjugado 
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con el fluorocromo FITC, ambos diluidos 1:1000 en PBS 1x. Se tomaron imágenes a 

diferentes planos en el eje Z (Z-Stack). Para las pruebas de internalización de partículas 

híbridas con macrófagos THP-1 se realizaron ensayos por 15, 30, 60 y 180 min en medio 

RPMI suplementado y una concentración de 0.2 mg/ml de partículas híbridas.  Se realizó 

una permeabilización de los macrófagos THP-1 con Triton X-100 al 0.1% seguido de lavados 

con PBS 1x. Se utilizó un anticuerpo anti-Rab5 (ab218624) rabbit anti-mouse como 

anticuerpo primario, y un anticuerpo secundario Alexa Fluor 594 nm (ab150084), ambos 

diluidos 1:1000 en PBS 1x. También se utilizó un anticuerpo anti-LAMP1 (ab25245) como 

anticuerpo primario, y un anticuerpo secundario Alexa Fluor 405 nm (ab175673), ambos 

diluidos 1:1000 µL. Todas las imágenes se analizaron mediante el programa Carl Zeiss Zen 

3.0 SR (Black) y se realizaron procesos de imagen de intensidad máxima de proyección, así 

como reconstrucción en 3-D.  

 

4. Análisis de la expresión de TLR2 en 
macrófagos THP-1 por citometría de flujo  

 

Para analizar la expresión de los TLR en macrófagos THP-1 en interacción con partículas 

híbridas, se utilizó el citómetro (BD FACSVerseTM Cell Analyzer, USA). Para llevar a cabo los 

ensayos de interacción celular con partículas híbridas, se cultivaron 5 x 105 células en placas 

de 24 pozos para posteriormente, ser diferenciados a macrófagos estimulándolos con PMA 

162 nM durante 72 h. Después del tiempo de incubación, se removió el medio RPMI 1640 

suplementado con PMA, cambiándolo por medio fresco por un periodo de 24 horas antes 

de cada ensayo. Se realizó ensayo con diferentes tratamientos, partículas PIM@SBA15 y 
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control para estimular a los macrófagos THP-1. Como inductor de TLR-4 se utilizó el 

lipopolisacárido de Escherichia coli B55:05 (LPS) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) a una 

concentración de 10 ng/ml. Como inductor de TLR2 se utilizó zymosan A de Saccharomices 

cerevisiae (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) 5 ng/ml. Los macrófagos THP-1 fueron 

tratados con estos agonistas y las partículas híbridas por 6 horas a 37°C con 5% de CO2. 

Transcurrido el tiempo de incubación se midió la expresión de TLR2 en macrófagos THP-1, 

por citometría de flujo, utilizando un anticuerpo primario TLR2 (ab9100, Abcam) y un 

anticuerpo secundario conjugado con el fluorocromo FITC, ambos diluidos 1:1000 en PBS 

1x. 

5. Análisis de citocinas generadas en macrófagos 
THP-1 tratados con partículas híbridas 

 

Se caracterizó la producción de citocinas en los macrófagos THP-1 tratadas con partículas 

control (PC@SBA-15) y PIM@SBA-15.  Se analizaron los sobrenadantes de los macrófagos 

sin tratamiento, tratadas con LPS, Zymosan, PIM@SBA15 y partículas control. Se utilizaron 

kits comerciales para la determinación de TNF-α (ab18141), IL-6 (ab178013) e IL-1b 

(ab214025, Abcam, Cambridge USA,) dentro de las primeras 6 horas de incubación 

utilizando las instrucciones del fabricante.  

6. Caracterización de partículas híbridas 
mediante espectroscopía infrarroja  

 

Se caracterizaron las muestras de las partículas híbridas PIM@SBA-15, PC@SBA-15 y 

aSBA15 mediante espectroscopía infrarroja. Para la caracterización de muestras por 
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espectroscopía se depositaron 50 µL de cada muestra en un portamuestras de vidrio 

recubierto con papel aluminio liso. Posteriormente se secaron las muestras al vacío por 30 

min para su análisis en el espectroscopio Senterra II (Brunker, Optik GMBH) con una fuente 

láser de 785 nm. Se utilizó una potencia de 1 mW con un tiempo de integración de 4 

segundos y un total de 8 repeticiones por punto. También se analizaron por espectroscopía 

infrarroja por transformada de Fourier (FTIR). Se empleó un equipo Brunker Vector 33 con 

una configuración ATR para FTIR-MIR de 4000 a 400 cm-1.  

 

7. Síntesis de nanopartículas de oro con 
Concanavalina A (AuNp@ConA) 

 

Se realizó la síntesis de nanopartículas de oro con Concanavalina A de acuerdo al protocolo 

ya establecido del laboratorio de nanobio-óptica  (Vázquez Ibarra, 2019). Brevemente, se 

sintetizaron las partículas de oro empleando el método convencional de Turkevich-Frens 

con algunas modificaciones. La síntesis nos permite obtener nanopartículas de oro de entre 

18-25 nm de diámetro. Se utilizó HAuCl4 como precursor de oro y citrato de sodio al 1% 

como agente reductor. Para sintetizar las nanopartículas se utilizó un volumen de 15 ml de 

una solución de HAuCl4 0.25 mM, y posteriormente se llevó a ebullición. Se agregó 750 µL 

al 1% de citrato de sodio gota a gota a la solución.  La síntesis se llevó a cabo bajo 

condiciones de agitación constante y ebullición por 10 min. El color de la síntesis cambia de 

amarillo a un rojo vino, el cual confirma la formación de nanopartículas de oro. Finalmente, 

la suspensión resultante se dejó enfriar a temperatura ambiente.  
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La concanavalina A fue activada al diluirla en PBS 1x suplementado con 1 mM de CaCl2 y 

MnCl2 y mantenida a -20°C hasta su uso. Para la fisisorción de la proteína sobre las 

nanopartículas, se consideró una relación de AuNp:ConA de 1:10 (w/w), incubando la 

mezcla por 48 h a 4°C.  

8. Caracterización de partículas PIM@SBA15 con 
AuNp@ConA 

 

Se estudió la afinidad de las AuNp@ConA con las partículas PIM@SBA15 mediante la 

espectroscopía Raman y la espectroscopía  de superficie mejorada Raman (SERS). Las 

muestras fueron preparadas incubando las partículas híbridas con AuNp@ConA en una 

relación 1:1 w/w e incubadas por 15 min a temperatura ambiente. Posteriormente se 

realizó la preparación de muestra para espectroscopía.  
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X. Capítulo 2 
A. Resultados y discusión  

 

1. Caracterización y funcionalización de 
partículas SBA-15  

 

a) Propiedades texturales (XRD, BET) 
 

El desarrollo de nanovacunas ha ganado interés debido a reportes en la habilidad de inducir 

una inmunización efectiva, mejorando la orientación y activación de una respuesta 

inmunológica. Se han estudiado sistemas de acarreo y adyuvantes para el desarrollo de 

vacunas y tratamientos terapéuticos contra el cáncer o enfermedades infecciosas. En este 

trabajo se propone una vacuna utilizando un acarreador basado en partículas de sílice 

mesoporosa, decoradas con lípidos de superficie bacteriana para despertar una respuesta 

inmunitaria. 

La sílices mesoporosas la cual posee poros cilíndricos ordenados hexagonales y una pared 

gruesa en sus poros, así como una estabilidad termal e hidrotermal, se ha propuesto como 

un acarreador eficiente (Carvalho et al., 2010). Las sílices porosas ordenadas pueden ser 

sintetizadas con una variedad de tamaño de poro, arreglo de poro, así como con diferentes 

tamaños y formas. Esto permite que estas partículas presenten una alta área superficial 

para el cargo de antígenos, y al modificar su carga superficial permite la internalización de 

diferentes tallas las cuales puedan ser internalizadas por células fagocíticas (Foged et al., 

2005). El material mesoporoso de sílice denominado SBA-15 se sintetizó de acuerdo con el 
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procedimiento descrito por Flodstrom y Alfredsson (2003) y modificado por Nava y 

colaboradores (2007). Una vez obtenida la síntesis de SBA-15, se realizaron pruebas de 

caracterización fisicoquímica y morfológica mediante diferentes métodos analíticos. El 

método de adsorción/desorción de nitrógeno a bajas temperaturas, es una herramienta 

común para medir el área superficial y distribución de tamaño de poros de un material. El 

método se basa en el fenómeno de adsorción física de gases en la superficie interna y 

externa de un material poroso. Además de poder determinar el área superficial, se puede 

utilizar este método con el análisis de BJH para determinar el área de poro, así como la 

distribución de tamaño. Esto confirma la presencia de un material ordenado mesoporoso, 

característico de una partícula de SBA-15. Además, se realizó un análisis mediante el 

método de BET, el cual indicó un área superficial de 849 m2/g y un volumen total de poro 

de 1 cm3/g, así como un promedio de diámetro de poro de 4.9 nm.   

 

 

FIGURA 3. A) ISOTERMAS DE ADSORCIÓN-DESORCIÓN DE N2 DE SBA-15 Y B) DISTRIBUCIÓN DE DIÁMETRO DE 
PORO DE LAS PARTÍCULAS SBA-15, DE ACUERDO CON EL MÉTODO DE BET  
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b) Morfología y Tamaño  
 

Con la finalidad de comprobar la morfología y formación de una estructura mesoporosa, las 

partículas SBA-15 se observaron mediante Microscopía Electrónica de Barrido (SEM) y 

Microscopía Electrónica de Transmisión (TEM). Los resultados que se muestran en la figura 

4, en donde se observan partículas con una estructura de forma bacilar y con un tamaño 

aproximado de 1-1.3 µm de largo (Figura 4a). También se observa la presencia de 

mesoporos hexagonales, como se esperaba para una estructura típica de la SBA-15 (Figura 

4b). Una característica deseada de este material es su alta área superficial y el tamaño de 

sus poros. Estos poros ofrecen la oportunidad de encapsular o adsorber diferentes tipos de 

moléculas como DNA, fármacos, proteínas, fluorocromos y péptidos. El tamaño de la 

partícula es una característica importante ya que, de acuerdo con Zhao et al (2014), 

partículas de 0.5 a 5 µm tienden a ser internalizadas por células profesionales fagocíticas, 

entre ellas las células dendríticas o macrófagos (Huang et al., 2020). 
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FIGURA 4. IMAGEN OBTENIDA POR SEM DE LAS PARTÍCULAS SBA-15 SINTETIZADAS A) INDICANDO CON 
POLÍGONOS PUNTEADOS UN RODILLO DE FORMA BACILAR DE ALREDEDOR DE 1 µM DE LARGO, Y B) LOS 

NANOPOROS HEXAGONALES ORDENADOS DE LA SBA-15  
 
 
 

 

c) Cationización de las partículas aSBA-15 (FTIR, 
Potencial Zeta)  

 

Uno de los parámetros que afectan la estabilidad y las posibles interacciones de una 

partícula es el potencial zeta, que es una medida de la movilidad electroforética de las 

partículas en un medio determinado, y ofrece información sobre la carga de las partículas 

en la interfase partícula-medio. En este trabajo, para realizar la funcionalización de 

partículas SBA-15 con lípidos aniónicos, se realizó una funcionalización con grupos amino, 
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cargados positivamente. En la figura 5a) se muestra el potencial zeta de la partícula de SBA-

15 original y de la partícula SBA-15 aminada (figura 5b). 

El potencial zeta promedio de la partícula SBA-15 original es de -0.537 mV, es decir una cifra 

que se aproxima al valor neutral esperado. Como esperado, la funcionalización de la 

partícula SBA-15 con APTES confirió a las partículas una carga positiva de su potencial, 

quedando con un valor de potencial zeta de +11.8 mV. 

 

FIGURA 5. POTENCIAL ZETA PARTÍCULA A) SBA-15 Y B) SBA-15-NH2. CADA COLOR REPRESENTA UN 
ANÁLISIS INDEPENDIENTE DE LA MUESTRA BAJO LAS MISMAS CONDICIONES.  

 

La interacción de las partículas con los liposomas confirió a la estructura supramolecular 

una carga negativa de su potencial quedando un valor promedio de -8.09 mV. Se ha 
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reportado el escape endosomal de nanopartículas, por un cambio de carga superficial (de 

aniónicas a catiónicas) en compartimientos ácidos de endosomas. Uno de los grandes retos 

para la entrega de fármacos, DNA, o RNA, es evitar que sean degradados en los 

compartimentos endosomales. Se han desarrollado sistemas de entrega de fármacos que 

evitan la degradación endosomal mediante el uso de liposomas y materiales poliméricos. 

Una de las vías de escape endosomal es mediante la desestabilización de membrana, 

utilizando liposomas catiónicos, los cuales promueven una interacción electrostática con la 

membrana aniónica del endosoma y de esta manera escapando del endosoma (Lalani & 

Misra, 2011; Rayamajhi et al., 2020). En general, los liposomas formados con lípidos 

catiónicos monovalentes tienen una mejor eficiencia de transfección in vitro e in vivo. De 

acuerdo con lo reportado, se sugiere que tienen una mayor internalización en células 

debido a una interacción iónica no específica y que los proteoglicanos en la membrana 

celular juegan un papel importante en este proceso (Mounkes et al., 1998). Al igual, estos 

lípidos catiónicos promueven un escape endosomal por el mecanismo de par de iones. En 

este caso, los lípidos catiónicos forman pares de iones con los lípidos aniónicos (como la 

fosfatidilserina) que se encuentran en la membrana del endosoma, permitiendo el 

desensamble y la liberación del cargo. Además, este mecanismo de par iónico promueve la 

fusión de membrana del endosoma con el liposoma, liberando el cargo en el citoplasma 

(Rehman et al., 2013; Xia et al., 2016). 

La construcción final fue sometida a diferentes pH específicos para evaluar la estabilidad de 

las partículas híbridas. En la figura 6, se muestran las cargas de su potencial; a pH 5, las 

partículas híbridas cambian su potencial negativo a uno positivo con un valor promedio de 
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2.43 mV. Las partículas híbridas pudieran escapar fácilmente al citosol, como ha sido 

reportado con nanopartículas de PLGA que también contienen grupos protonables que 

influyen en su carga superficial (Panyam et al., 2002). De acuerdo a lo descrito por Panyman 

y Labhasetwar, esto causa que las partículas interactúen con la membrana del endosoma y 

permite el escape de ellas al citosol (Panyam et al., 2002; Panyam & Labhasetwar, 2003).  

 

FIGURA 6. POTENCIAL Z DE PARTÍCULAS DE SBA-15 DECORADAS CON PIMS DE M. TUBERCULOSIS, 
REALIZADOS EN PBS 1X A DIFERENTE PH. LA LÍNEA ROJA REPRESENTA LOS VALORES DEL POTENCIAL ZETA 
OBTENIDOS DE LAS PARTÍCULAS PIM@SBA-15 Y LA LÍNEA NEGRA LOS VALORES DE PC@SBA-15.  LA 

GRÁFICA MUESTRA LOS VALORES OBTENIDOS DE UN EXPERIMENTO POR TRIPLICADO. 
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2. Caracterización estructural de las partículas 
híbridas SBA 15-liposoma 

 

a) Caracterización de componentes y estructuras 
membranales (lípidos de BCG, liposomas) 

 

Las nanoestructuras híbridas son producidas a partir de SBA-15 y liposomas con PIMs 

obtenidos de M. bovis BCG, esquematizado en la figura 7. Los liposomas fueron formulados 

con una mezcla de PIMs y PC en una relación peso de 1:1, también se formularon liposomas 

solo de PC como control. Los liposomas de PC mezclados con PIMs se analizaron mediante 

cromatografía de capa fina, método que demostró la presencia de las señales características 

de PC, así como de los PIMs de micobacterias. Uno de los métodos más comunes para la 

adherencia de partículas con una capa bilipídica, es por un recubrimiento espontáneo entre 

partículas y liposomas. Los liposomas recubren a la superficie de las partículas de sílice 

debido al intercambio electrostático entre la sílice y cargas opuestas de los liposomas 

(Butler et al., 2016; J. Liu et al., 2009). Al estar en contacto los liposomas con las partículas 

de sílice, el área de contacto entre la superficie de los lípidos y del sustrato se incrementa, 

debido a las fuerzas de adhesión. Esto lleva a la formación de una capa lipídica al 

presentarse este proceso continuamente, hasta su completa decoración. Las interacciones 

electrostáticas juegan un papel determinante en la formación de estas capas lipídicas en 

sustratos como la sílice (Mornet et al., 2005). Se analizó el potencial zeta de los liposomas, 

el cual presentó un valor negativo de -49.7 mV, atribuido a la presencia de fosfoinosítido 

aniónico. Debido al potencial zeta de los liposomas, se procedió a cationizar la SBA-15 con 
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grupos amino para mejorar la interacción entre ellos, dando lugar a enlaces electrostáticos 

entre el grupo amino, con carga positiva, y los liposomas, con lípidos de carga negativa.  

 

FIGURA 7. ESTRATEGIA PARA EL RECUBRIMIENTO DE UNA PARTÍCULA MESOPOROSA CON LIPOSOMAS QUE 
CONTIENEN PIMS O LIPOSOMAS CONTROL 

 

El extracto de lípidos totales de BCG fue separado por cromatografía en columna de fase 

sólida, posteriormente una porción de la fracción la cual contiene los PIMs fue purificada 

usando una columna de gel de sílice pre-empaquetada (Sep-Pak, Waters Associated, USA). 

El volumen purificado de PIMs de BCG fue analizado mediante cromatografía en capa fina 

en 1-D, y las 5 fracciones obtenidas se revelaron con antrona y azul de molibdeno para 

confirmar la presencia de PIMs purificados. En la figura 8 tenemos en la fila 1 la señal 

obtenida de los PIMs no purificados, en donde se presentan las señales características de 

los PIM2 a PIM5 en los dos revelados, e identificado con una flecha amarilla un glicolípido 

no identificado se presenta sólo en el revelado por antrona. En la fila 2 y 3 tenemos las 
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eluciones que presentan señales de los PIMs. En la fila 2 se observa las señales 

características de PIMs (PIM2-PIM5) confirmados por el revelado de antrona y azul de 

molibdeno. En la fila 3 se presenta una pequeña señal de PIM2 junto con la señal del 

glicolípido no identificado. De las especies de glicolípidos  más predominantes en 

micobacterias son los PIM2 y PIM6; los PIMs y los fosfatidil-inositol contribuyen casi al 56% 

de todos los fosfolípidos en la pared celular (Abrahams & Besra, 2018). De acuerdo al patrón 

de corrimiento previamente reportados de los PIMs de M. tuberculosis y M. bovis BCG , se 

establece que PIM1 y PIM2 son los más preponderantes seguido por PIM6 (Alexander et al., 

2004; Gilleron et al., 2001; Kremer et al., 2002; Torrelles et al., 2006; Villeneuve et al., 

2005). La síntesis de lípidos de micobacterias como los PIMs  se ha descrito para el 

desarrollo de métodos de diagnóstico, vacunas e inmunoestimulantes (Holzheimer et al., 

2021). Se han elaborado PIMs sintéticos (Ainge et al., 2006) o miméticos los cuales han sido 

reportados y estudiado para evaluar su capacidad en modular la respuesta inmunitaria 

(Holzheimer et al., 2021). 
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FIGURA 8. CROMATOGRAFÍA EN CAPA FINA DE PIMS DEL BCG CEPA MÉXICO. LA ELUCIÓN SE LLEVÓ A CABO 
CON UN SOLVENTE POLAR CLOROFORMO/METANOL:AGUA (60:35:8 V/V/V) Y SE REVELÓ LA PLACA A) CON 

AZUL DE MOLIBDENO Y B) CON ANTRONA. EN LA LÍNEA 1 SE COLOCARON PIMS SIN PURIFICAR Y EN LAS 
LÍNEAS 2-6 SE COLOCARON LAS FRACCIONES OBTENIDAS DE LA PURIFICACIÓN DE PIMS. EN EL CARRIL L1 SE 

MUESTRA UN GLICOLÍPIDO NO FOSFORILADO DE ESTRUCTURA DESCONOCIDA (FLECHA AMARILLA).  

 

Los liposomas fueron los primeros sistemas de entrega de fármacos trasladados 

exitosamente a aplicaciones clínicas. Los fosfolípidos son lípidos anfipáticos que se 

ensamblan automáticamente en bicapas lipídicas o liposomas. Dentro de los fosfolípidos 

comúnmente utilizados en sistemas de entrega de fármacos, la fosfatidilcolina (PC) ha sido 

reportada como un lípido excelente para la formación de liposomas. Este lípido puede ser 

mezclado con otros lípidos para modificar las características de los liposomas, tales como la 

presencia de grupos funcionales, su carga eléctrica, o la introducción de polímeros 

hidrofílicos que protegen al liposoma de ser degradado o reconocido por leucocitos. Debido 

a que los liposomas de fosfatidilcolina no activan una respuesta proinflamatoria en el 
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sistema inmunitario (Treede et al., 2007), al ser dopados con lípidos obtenidos a partir de 

micobacterias despertarán una respuesta inmunológica. Recientemente algunos lípidos de 

la pared micobacteriana han sido utilizados como inmunomoduladores en vacunas (Agger, 

2016). Esto incluye a los fosfoglicolípidos denominados fosfatidilinositol manósidos (PIMs), 

son comúnmente encontrados en los lípidos “extraíbles” de la capa externa bacteriana. 

Además, estudios recientes han demostrado que son capaces de levantar una respuesta 

celular inmunológica. En condiciones fisiológicas, la capa externa es comúnmente el primer 

contacto entre la pared bacteriana y el sistema inmunológico. El interés en los PIMs 

aumentó debido a que se observó que el PIM2 forma el sitio de anclaje para diferentes 

arreglos de glicolípidos y lipoglicanos (incluyendo a LM y LAM) en la pared celular 

bacteriana. Los liposomas se construyeron combinando fosfatidilcolina con los PIMs 

purificados en una relación de masas 1:1. De esta manera se logró la construcción de 

liposomas con aspecto redondo, muy similar a la estructura que forman los liposomas a 

partir de PC (Figura 9 a). Al visualizar los liposomas mediante TEM, se observa un diámetro 

aproximado de 200 a 250 nm (Figura 9 b)). 

 
FIGURAS 9. TEM DE LIPOSOMAS UNILAMINARES DE PC CON PIMS DE BCG 
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Para saber si las partículas de SBA-15 desplegaban lípidos se realizó un análisis mediante 

espectroscopía infrarroja por transformada de Fourier (FTIR). Este método utiliza radiación 

infrarroja la cual se hace incidir sobre una muestra, donde parte de la radiación es adsorbida 

por la muestra y el resto se transmite. La señal resultante es detectada, y produce un 

espectro que representa la “huella digital” molecular de la muestra. En esta técnica, las 

vibraciones de una molécula se deben a la presencia de grupos funcionales específicos. En 

la figura 10 se observó que las partículas denominadas como PIM@SBA-15 y PC@SBA-15 

mostraron señales características del material de sílice, así como señales características de 

los lípidos, confirmando el recubrimiento de las partículas con estas biomoléculas. En la 

Tabla 3 se muestra las bandas obtenidas de las partículas híbridas por espectroscopía 

infrarroja.  

TABLA 3 BANDAS CARACTERÍSTICAS DEL MATERIAL ANALIZADO POR ESPECTROSCOPÍA INFRARROJA 

 Bandas  Tipo de vibración  

1 950 Si-OH 

2 1234 R-PO2- 

3 1562 R-NH2 

4 2854 CH2 

5 2962 CH2 
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FIGURA 10. CARACTERIZACIÓN DE PARTÍCULAS PIM@SBA-15. EL ESPECTRO DE ABSORCIÓN FTIR DE LAS 
PARTÍCULAS HÍBRIDAS MUESTRAN SEÑALES DE LOS GRUPOS FUNCIONALES DE LA ESTRUCTURA INORGÁNICA 
(SÍLICE) Y DE LOS LÍPIDOS. LOS RECUADROS B) Y C) REPRESENTAN LA MAGNIFICACIÓN DE LAS BANDAS DE 

ADSORCIÓN DE 1500-1640 Y 2800 A 3200 CM-1 DE LA PARTÍCULA ASBA-15. GRÁFICA REPRESENTATIVA 
DE TRES EXPERIMENTOS INDEPENDIENTES. 

 

 

b) Caracterización y funcionalización de 
partículas SBA-15 

 

La EDS es una técnica analítica semi cuantitativa empleada para el estudio elemental o 

caracterización química de una muestra. Está basada en el principio de la energía 

característica de los rayos X emitidos por cada elemento, los cuales son inducidos al 

someter la muestra a una radiación ionizante, específicamente al haz de electrones en un 

microscopio electrónico.  

Para confirmar la presencia de lípidos sobre la superficie de las partículas se procedió a 

hacer un análisis por EDS de la muestra, y así revelar la presencia de los elementos 

 

a) b) 

c) 



66 
 

presentes. En la figura 11, se muestra el mapeo de las partículas aSBA-15, así como de las 

partículas híbridas PIM@SBA-15. La imagen obtenida de las partículas PIM@SBA-15 sugiere 

fuertemente la presencia de un recubrimiento que contiene carbono en su superficie dado 

el aumento importante en la señal de este elemento colocalizado con el silicio. En la figura 

11 a) se muestra el análisis de los elementos presentes en aSBA-15; se detectó la presencia 

de carbono en bajas proporciones cuando únicamente el isopropil del grupo funcional 

aminado está presente, pero significativamente aumentadas cuando se presenta el análisis 

de partículas con liposomas. En la figura 11 b) se analizó la muestra PIM@SBA-15 la cual se 

observa que hay mayor abundancia de carbono en las muestras decoradas, los cuales están 

presentes en las cadenas hidrocarbonadas de los lípidos. Se observan señales de carbono, 

cuya abundancia se correlaciona con las estructuras de la SBA15 visualizadas por 

microscopía. Estos análisis en conjunto sugieren fuertemente una decoración exitosa de la 

SBA-15 que despliegan en su superficie lípidos con PIMs. 

 

FIGURA 11. MAPEO DE RAYOS X EMITIDOS POR LOS ELEMENTOS PRESENTES EN LAS PARTÍCULAS A) ASBA-
15 Y B) PIM@SBA-15. SE MUESTRA EN ROJO LA SEÑAL DE SILICIO, Y EN VERDE LA SEÑAL DE CARBONO. 

 

a) 

b) 
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La partícula denominada PIM@SBA-15 se analizó por microscopía electrónica de 

transmisión (Figura 12), mostrando que la partícula tiene un recubrimiento en su superficie. 

Debido a este recubrimiento, las características superficiales de la partícula ya no son 

visibles.  Estos análisis en conjunto muestran una decoración exitosa de la SBA-15 que 

despliegan en su superficie lípidos con PIMs.  

 

FIGURA 12. CARACTERIZACIÓN DE PARTÍCULAS PIM@SBA-15. IMÁGENES DE TEM A) MUESTRA SBA-15 
(NO RECUBIERTA), B) PARTÍCULA DE SBA-15 DECORADA CON LIPOSOMAS CON PIMS DESPUÉS DE TINCIÓN 

NEGATIVA. 
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3. Producción de partículas híbridas aSBA15-
liposomas  

 

a) Desarrollo de estrategias de análisis de 
partículas híbridas SBA-15-liposomas  

 

Aunque los análisis arriba descritos apoyan fuertemente la decoración exitosa de partículas 

SBA-15 con liposomas, era necesario contar con mayor evidencia de la decoración de 

partículas de sílice con lípidos bioactivos (PIMs). Asimismo, el contar con un método capaz 

de asegurar la funcionalización y calidad de cada lote producido por estas partículas híbridas 

sería sumamente valioso. Para ello, en este trabajo se implementó un análisis novedoso, 

basado en la afinidad de PIMs por la lectina Concanavalina A, y unas nanopartículas 

funcionales previamente desarrolladas en el laboratorio de Nanobio-óptica para análisis de 

espectroscopía  Raman de superficie mejorada (SERS, por sus siglas en inglés Surface 

Enhanced Raman Spectroscopy): las nanopartículas de oro funcionalizadas con 

Concanavalina A (Vázquez Ibarra, 2019).  

La espectroscopía Raman detecta los modos vibracionales de grupos funcionales en las 

moléculas, de tal manera que puede funcionar como una herramienta de análisis molecular. 

El efecto Raman surge de la interacción de un haz de luz (fotones) con la materia que está 

siendo investigada. Durante esta interacción, los fotones pueden perder o ganar energía 

igual a la energía vibracional molecular. De los fotones incidentes, solo unos cuantos (1 de 

cada ~108) experimentan el efecto Raman, al perder energía con los modos vibracionales 

moleculares de la muestra (Jarvis & Goodacre, 2004). Estos fotones que experimentan este 
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efecto son los que se detectan para obtener el espectro de la muestra. Toda macromolécula 

presenta un espectro Raman con señales específicas. Las vibraciones moleculares en 

algunos grupos funcionales pueden ser típicas de ese grupo en particular, y no se ven 

afectadas por el resto de las moléculas o por el ambiente. Estas vibraciones características 

del espectro son utilizadas para la identificación instantánea de ciertos grupos funcionales 

en biomoléculas. El uso de la espectroscopía  Raman para análisis de biomoléculas presenta 

las ventajas de ser rápido, no destructivo y se necesita poca preparación de la muestra 

(Niaura, 2000).  

Aunque el espectro Raman nos proporciona información estructural, la complejidad de las 

biomoléculas puede afectar el análisis. El espectro puede contener mucha información 

consistente de muchas señales o bandas que se sobreponen, dificultando su interpretación. 

También debido a que el efecto Raman es bastante débil, usualmente altas concentraciones 

de las biomoléculas son requeridas para tener un buen espectro. Afortunadamente, el 

análisis SERS ha generado interés como una técnica bioanalítica prometedora, combinando 

la información estructural presente en Raman con una detección ultrasensible (Jia et al., 

2018). Se han reportado estudios de biomoléculas que algunos nanomateriales proveen un 

incremento de su señal Raman, incluso a concentración micro y nanomolares (Niaura, 

2000). Este incremento de señal se debe al campo electromagnético cercano que ocurre 

entre moléculas y superficies de nanoestructuras de metales nobles, usualmente oro y 

plata. Cuando los fotones interactúan con las nanoestructuras metálicas, modos localizados 

de plasmón de superficie son excitados y se induce un evanescente pero fuerte campo 

electromagnético en la superficie de las nanoestructuras. Si existe una molécula cerca de la 
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estructura metálica las señales Raman de esa molécula son aumentadas, esto se debe a que 

el efecto SERS es dependiente a la distancia (Jarvis & Goodacre, 2004; Nguyen et al., 2017). 

El objetivo molecular debe estar muy cerca para poder generar el incremento de la señal.  

Consecuentemente, se planteó el diseño y construcción de una nanopartícula de oro y su 

funcionalización con una lectina que reconoce de manera específica carbohidratos. 

Brevemente se sintetizó nanopartículas de oro por el método de Turkevich, y se funcionalizó 

con Concanavalina A la cual es una lectina de origen vegetal. Las nanopartículas de oro al 

estar expuestas a las proteínas tienden a formar una estructura denominada como corona 

proteica, esto le confiere al nanomaterial una nueva identidad biológica.  

b) Detección mediante SERS y partículas 
funcionales  

 

Se utilizaron estas nanopartículas de oro funcionalizadas con concanavalina A (Au@ConA) 

para detectar la presencia de carbohidratos (manosas) en las partículas híbridas mediante 

el análisis por SERS. Se realizaron incubaciones de las partículas PIM@SBA-15 y PC@SBA-15 

con las partículas Au@ConA. A pesar de que las manosas tienen una presencia importante 

en patógenos, es el monosacárido menos estudiado y existe poca literatura del estudio de 

ellos por espectroscopía.  

Basado en los resultados obtenidos y resultados de otros reportes, la región entre 1000-700 

cm-1 es donde se presenta la señal característicamente de las vibraciones de los grupos 

funcionales C—C y C—C—H.   Esta región es donde se observan las señales características 

de los carbohidratos.  En la figura 13 se observa el promedio de 5 espectros obtenidos 
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después de la incubación con Au@ConA y las partículas PIM@SBA-15, PC@SBA-15. Se 

evidencia que dentro del rango donde se detectan los carbohidratos, las partículas 

PIM@SBA-15 muestran señales características dentro de la región de carbohidratos. En 

cambio, las partículas PC@SBA-15 y las Au@ConA solas, no presentan señales específicas a 

los azúcares. Esto confirmando una decoración superficial de las partículas PIM@SBA-15 

con un glicolípido y demostrando la diferencia de nuestra partícula control.  Las líneas 

punteadas de color negro muestran las bandas 776, 826 y 893 cm-1 pertenecientes a 

carbohidratos α-piranosas, y se describen en el libro de Infrared & Raman Characteristic 

Group Frequencies de George Sócrates. Las líneas de color morado en 982 y 1147 cm-1 son 

las señales características de la proteína ConA, las cuales pertenecen a el anillo aromático 

de la fenilalanina y al modo vibracional de C—C respectivamente.  

TABLA 4 BANDAS CARACTERÍSTICAS DE LOS CARBOHIDRATOS ENCONTRADOS EN PIM@SBA-15 Y DE LA 
CONCANAVALINA A 

 Bandas Tipos de vibración 

1 776 Vibración de anillo α-piranosa 

2 826 C—H vibración característico de α 

3 893 C—H ecuatorial 

4 982 Anillo aromático fenilalanina 

5 1147 C-C vibración  
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FIGURA 13. CARACTERIZACIÓN DE PARTÍCULAS PIM@SBA-15 POR SERS. LAS LÍNEAS PUNTEADAS NEGRAS 

SON LAS BANDAS PARA CARBOHIDRATOS, Y LAS BANDAS DE COLOR MORADO PERTENECEN A LA 
CONCANAVALINA A. GRÁFICA REPRESENTATIVA DE TRES EXPERIMENTOS INDEPENDIENTES. 
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4. Potencial de partículas híbridas SBA-15-
liposomas para fines de vacunación  

 

a) Evaluación de biocompatibilidad de las 
partículas híbridas en cultivos celulares in vitro en 
línea primaria de fibroblastos gingivales 

 

Estudios encontrados en la literatura sugieren que las nanopartículas de sílice son 

biocompatibles y se degradan con el tiempo en el cuerpo. Estudios de citotoxicidad In vitro 

han concluido que la toxicidad de ellas aumenta conforme a su concentración. La 

morfología y la carga superficial pudieran ser factores importantes que afecten el destino 

de las partículas en seres vivos. En este trabajo se evaluó el efecto de la decoración con 

liposomas que contienen PIMs sobre la citotoxicidad de las partículas SBA-15 aminadas 

convencionales (aSBA-15).  

Se realizó el ensayo colorimétrico con sales de tetrazolio (bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-

2-il)-2,5 difeniltetrazolio) MTT para evaluar la viabilidad celular. Este compuesto soluble en 

agua y con color amarillo es reducido debido a la actividad metabólica de las células, las 

cuales convierten al MTT en formazano (Keong & Halim, 2009). Esta reacción es catalizada 

en su mayoría en la membrana externa de la mitocondria e involucra las enzimas 

oxidorreductasas dependientes del NAD(P)H (Berridge & Tan, 1993; Mosmann, 1983, p.); 

solo las células metabólicamente viables pueden reducir el MTT. Por lo tanto, la producción 

de formazano es proporcional al número de células viables y se mide la absorbancia de la 

solución de formazano por métodos espectroscópicos (Morgan, 1997).  
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Para los estudios de biocompatibilidad se utilizó un cultivo primario de fibroblastos 

humanos  (Contreras et al., 2010). Estas células son los residentes abundantes en tejido 

conectivo, y son comúnmente utilizadas para evaluar la toxicidad de los materiales 

(Pizzoferrato et al., 1994; Soares et al., 2018).  

El uso de nanopartículas de sílice se ha propuesto debido a su biocompatibilidad y a que se 

degradan en el cuerpo con el tiempo. Los efectos de nanopartículas mesoporosas sobre 

células han mostrado que dosis mayores o iguales a 0.5 mg/ml arrojan resultados de alta 

toxicidad al usar este modelo en monocapa, mientras que la mortalidad causada por dosis 

menores han sido consideradas como aceptable (Hudson et al., 2008). En este trabajo, las 

partículas aminadas sin recubrimiento de liposomas, aSBA-15, presentaron una toxicidad 

dependiente de la dosis, como esperado. En cambio, los ensayos mostraron que las 

partículas recubiertas con liposomas (PIM@SBA-15 y PC@SBA-15) resultaron de una 

biocompatibilidad mucho mayor (Figura 14) (Durfee et al., 2016; LaBauve et al., 2018).  
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FIGURA 14. ENSAYOS DE BIOCOMPATIBILIDAD DE CULTIVO PRIMARIO DE FIBROBLASTOS A 24 HORAS DE 

TRATAMIENTO CON ASBA-15, PC@SBA-15 Y PIM@SBA-15. ENSAYO COLORIMÉTRICO MTT. ANÁLISIS 
POR T STUDENT P<0.05. LOS DATOS SON EL PROMEDIO DE 3 EXPERIMENTOS INDEPENDIENTES EXPRESADOS 

COMO MEDIA ± SEM. 
 

En la figura 15 se muestran los resultados obtenidos después de 48 horas de incubación con 

las partículas híbridas y la partícula aSBA-15. La partícula aSBA-15 muestra una disminución 

en la viabilidad celular dependiente de su concentración. Estos resultados concuerdan con 

otros estudios de la biocompatibilidad in vitro de la SBA-15, donde a concentraciones 

mayores a 0.5 mg/ml inhiben el crecimiento celular (Lu et al., 2010). Sin embargo, las 

partículas PIM@SBA-15 y las partículas control continúan mostrando una buena 

biocompatibilidad. A las 48 h de exposición con partículas híbridas vemos un decremento 
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en el porcentaje de viabilidad celular, aunque en comparación con las partículas no 

decoradas, el resultado muestra menor porcentaje de toxicidad. Se ha reportado que una 

decoración superficial con lípidos de las partículas de sílice, mejora la biocompatibilidad así 

como su posible uso para una liberación de fármacos controlada (Han et al., 2016).   

 

 
FIGURA 15. ENSAYOS DE BIOCOMPATIBILIDAD DE CULTIVO PRIMARIO DE FIBROBLASTOS A 48 HORAS DE 

TRATAMIENTO CON ASBA-15, PC@SBA-15 Y PIM@SBA-15. ENSAYO COLORIMÉTRICO MTT. ANÁLISIS 
POR T STUDENT P<0.05. LOS DATOS SON EL PROMEDIO DE 3 EXPERIMENTOS INDEPENDIENTES EXPRESADOS 

COMO MEDIA ± SEM. 
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b) Incubación de partículas híbridas con 
macrófagos derivados de monocitos THP-1 para 
evaluar expresión de TLR-2 

 

Los macrófagos son células heterogéneas que mediante diferentes mecanismos varían su 

respuesta a un estímulo, y usualmente se pueden caracterizar como M1 (activación clásica) 

o M2 (activación alternativa) (Chanput et al., 2014a). La caracterización de la activación de 

los macrófagos se puede realizar mediante diferentes ensayos como el aumento en la 

expresión de factores de transcripción (NFkB, AP-1, INF, etc.), la producción de citocinas 

pro-inflamatorias (TNF-a, IL-1b, IL-6, Il-8 e IL-12), el aumento en la expresión de PRRs (como 

los TLR y los NOD), además de por su actividad fagocítica y la actividad de especies reactivas 

de oxígeno (Chanput et al., 2014a; Genin et al., 2015).  

Los receptores TLR2 reconocen una variedad de PAMPs, como de bacterias Gram-positivas 

y negativas, lipoproteínas y peptidoglicanos, entre otras moléculas (Akira et al., 2006). Se 

ha descrito que, tras la infección de micobacterias, el receptor TLR2 que se encuentra 

expresado en células del sistema inmunitario innato, detecta la presencia de los PIMs (Vijay, 

2018). Los PIMs han demostrado ser una de las estructuras moleculares principales en 

micobacterias. Esta activación de los receptores de reconocimiento de patrones (PRR) del 

sistema inmunitario innato promueven la activación de eventos celulares , tales como el 

estallido respiratorio, la internalización por fagocitosis, y la producción de citocinas pro-

inflamatorias (Guerin et al., 2010; X. Liu et al., 2006). En este trabajo se realizaron ensayos 

para determinar la producción de citocinas proinflamatorias, la expresión de PRRs 
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específicamente los TLR2, y la internalización por fagocitosis para determinar si los PIMs 

promueven eventos celulares previamente descritos. 

Los monocitos THP-1 son tratados con forbol-12-miristato-13-acetato (PMA) para iniciar 

adherencia a la caja de cultivo y diferenciación a macrófagos THP-1. Esto permite obtener 

macrófagos derivados de monocitos THP-1, para utilizarlos como un modelo de macrófagos 

humanos derivados de monocitos circulantes, ya que presentan una capacidad fagocítica y 

expresión de receptores y un perfil de expresión de comparable después de estar expuesto 

a un agonista de TLR (Chanput et al., 2014b, 2015).  

 

 
FIGURA 16. DIAGRAMA DE FLUJO PARA OBTENER MACRÓFAGOS DERIVADOS DE MONOCITOS THP-1 Y LAS 

PRUEBAS BIOLÓGICAS DESARROLLADAS 

 

La construcción de partículas biomiméticas PIM@SBA-15 fue diseñada para desplegar en su 

superficie PIMs. Con el objetivo de evaluar la interacción de las partículas híbridas con 

fagocitos, macrófagos derivados de monocitos THP-1, se utilizaron partículas de aSBA-15 
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que desplegaban PIMs en liposomas que recubrían las partículas, y el fosfolípido PE 

conjugado con rohdamina fue también añadido para fines de marcaje por microscopía de 

fluorescencia.  

Se realizó un análisis confocal para observación de partículas (marcadas con Rho-PE) y se 

utilizó un anticuerpo anti-TLR2 para detectar la presencia de este receptor en los 

macrófagos. En la figura 17 y 18, se muestra una microscopia de macrófagos THP-1 en 

presencia de partículas con lípidos bacterianos (PIM@SBA-15) y partículas control 

(PC@SBA-15) durante seis y doce horas, respectivamente. Se observa en la figura 17 que, 

en presencia de partículas PIM@SBA-15, hay una mayor expresión de los receptores TLR2 

de los macrófagos. Los macrófagos muestran una clara colocalización de las señales de los 

TLR2 con las partículas PIM@SBA-15. Por otro lado, la expresión de TLR2 en os macrófagos 

tratados con partículas PIM@SBA-15 es incrementada después de 6 y 12 h (figura 18), con 

respecto a lo encontrado en las partículas control PC@SBA-15. Más aun, los macrófagos 

incubados con partículas PIM@SBA-15 muestran vesículasde gran tamaño (resaltadas en 

círculos amarillos), sugiriendo una actividad lisosomal importante.  
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FIGURA 17. INTERACCIÓN DE PARTÍCULAS PIM@SBA-15/ PC@SBA-15 DURANTE 6 HORAS CON 

MACRÓFAGOS THP-1. MARCAJE DE NÚCLEO CELULAR CON DAPI (AZUL), BICAPA LIPÍDICA SUPERFICIAL EN 
PARTÍCULAS CON RHO-PE (ROJO) Y RECEPTOR TLR2 CON FITC (VERDE). DENTRO DE LOS CÍRCULOS 

AMARILLOS SE MUESTRA VESÍCULAS DE GRAN TAMAÑO. IMAGEN DE MACRÓFAGOS THP-1 UTILIZANDO 
MICROSCOPÍA DE NOMARSKI (DIC) CON LENTE OBJETIVO 63X. LA BARRA BLANCA CORRESPONDE A 20 µM. 

 
FIGURA 18. INTERACCIÓN DE PARTÍCULAS PIM@SBA-15/ PC@SBA-15 DURANTE 12 HORAS CON 

MACRÓFAGOS THP-1. MARCAJE DE NÚCLEO CELULAR CON DAPI (AZUL), BICAPA LIPÍDICA SUPERFICIAL EN 
PARTÍCULAS CON RHO-PE (ROJO) Y RECEPTOR TLR2 CON FITC (VERDE). DENTRO DE LOS CÍRCULOS 

AMARILLOS SE MUESTRA VESÍCULAS DE GRAN TAMAÑO. IMAGEN DE MACRÓFAGOS THP-1 UTILIZANDO 
MICROSCOPÍA DE NOMARSKI (DIC) CON LENTE OBJETIVO 63X. LA BARRA BLANCA CORRESPONDE A 20 µM. 
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Para confirmar el aumento en la expresión de TLR2 en macrófagos THP-1 en interacción con 

PIM@SBA15, se analizó por citometría de flujo. Como criterio de elección se evaluó el índice 

medio de fluorescencia (IMF) para evaluar la expresión de TLR2 en macrófagos THP-1. Para 

realizar este análisis se obtuvo una ventana de tamaño (FSC-H) vs granularidad (SSC-H) para 

delimitar nuestra población y excluir restos celulares. En la población de interés se realizó 

el análisis de la intensidad de fluorescencia para TLR2. Se evaluó la expresión de TLR2 en 

macrófagos THP-1 tratados con con LPS, Zymosan, PIM@SBA-15 y PC@SBA-15. En la figura 

19 se muestran los resultados obtenidos de la incubación de macrófagos THP-1 con 

partículas PIM@SBA-15. Se observa un incremento significativo de la expresión de TLR2 con 

respecto al grupo control, y también con respecto a las partículas PC@SBA-15. Se ha 

reportado que los TLR2 y TLR4 contribuyen significativamente en la interacción y respuesta 

inmunitaria contra M. tuberculosis. La activación de estos receptores vía PAMPs, como los 

PIMs aquí utilizados, activan cascadas de señalización las cuales subsecuentemente pueden 

activar factores de transcripción como NFκB y genes asociados a citocinas pro inflamatorias 

(Talat Iqbal & Hussain, 2014). 
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FIGURA 19. ANÁLISIS POR CITOMETRÍA DEL EFECTO DE PARTÍCULAS HÍBRIDAS EN LA EXPRESIÓN DE TLR2 EN 

MACRÓFAGOS THP-1. A) ESTRATEGIA DE ANÁLISIS UTILIZADA A PARTIR DE LA POBLACIÓN “MACROPHAGES” 
EN EL DOT PLOT FSC-A/SSC-A. B) DE ESTA POBLACIÓN SE ANALIZÓ LOS MACRÓFAGOS THP-1 FITC+. C) EL 

ANÁLISIS DEL INCREMENTO DE LA INTENSIDAD DE FLUORESCENCIA SOBRE LOS MACRÓFAGOS THP-1 SIN 
TRATAMIENTO (CTL) Y CON DIFERENTES TRATAMIENTOS. D) ANÁLISIS POR T STUDENT P<0.05. LOS DATOS 

SON EL PROMEDIO DE 6 EXPERIMENTOS INDEPENDIENTES EXPRESADOS COMO MEDIA ± SEM. 

 

c) Producción de citocinas proinflamatorias de 
macrófagos derivados de monocitos THP-1                                

 

La activación de TLR por sus respectivos agonistas, es un evento que desencadena vías de 

señalización que resulta en la producción de citocinas. Estas citocinas pueden activar a otras 

células del sistema inmunitario y modular la respuesta de la inmunidad adaptativa. 
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Se analizó la producción de citocinas pro-inflamatorias TNF-α, IL-6 e IL-1β por el método de 

ELISA en macrófagos THP-1 tratados con partículas híbridas y se comparó con la producción 

de citocinas inducida por agonistas de TLR. Se evaluó la producción de citocinas tomando el 

sobrenadante después de 6 horas de incubación con los diferentes tratamientos.  Los 

resultados en la figura 20 están expuestos como la media ± SEM de 3 experimentos 

independientes. La diferencia significativa en la concentración de citocinas fue evaluada por 

análisis de varianza (ANOVA) con el ensayo comparativo múltiple de Dunnett. Para TNF-α 

se observó que las partículas PIM@SBA-15 indujeron una producción de este factor con una 

diferencia significativa comparada contra el grupo control. Así mismo se ve que el agonista 

de TLR-4, el LPS también induce un aumento en la producción en las primeras 6 horas 

(p<0.0001, ANOVA). Se ha demostrado la importancia del TNF-α para la inducción temprana 

de quimiocinas y el reclutamiento de leucocitos.  El TNF-α también contribuye en la 

formación de granulomas y se expresa altamente dentro de granulomas en individuos con 

tuberculosis (Roach et al., 2002).  Se observó también la expresión de la citocina IL-1β con 

las partículas PIM@SBA-15, así como con las partículas control (PC@SBA-15). Otros autores 

han reportado que las partículas de sílice inducen la liberación de IL-1β por la vía 

dependiente de la caspasa-1 vía la activación del inflamasoma NALP3 (Carvalho et al., 2010).  

La citocina IL-1β se ha asociado con el reclutamiento de neutrófilos; además, está 

interleucina esta encargada de regular la expresión de E-selectina en ellos para iniciar 

procesos de migración (Lee et al., 2010). La secreción de citocinas proinflamatorias como el 

TNFα e IL-1β son requeridas para la activación de una respuesta inmunitaria innata, la cual 

modula el reclutamiento, activación y adherencia de células fagocíticas (Ott et al., 2007). En 



84 
 

conjunto, estas citocinas proinflamatorias modulan la respuesta innata lo cual podría llevar 

a la activación de una respuesta inmunitaria adaptativa.  

 
FIGURA 20. EXPRESIÓN DE CITOCINAS POR MACRÓFAGOS THP-1 BAJO DIFERENTES TRATAMIENTOS. POR EL 
MÉTODO ELISA SE EVALUÓ LA PRODUCCIÓN DE TNF-Α, IL-1Β, IL-6 COMPARANDO CON LA PRODUCCIÓN DE 

CÉLULAS SIN NINGÚN TRATAMIENTO Y CON AGONISTAS DE TLR-4 Y TLR-2. LOS DATOS SON EL PROMEDIO 
DE CUATRO EXPERIMENTOS INDEPENDIENTES EXPRESADOS COMO MEDIA ± SEM. ANÁLISIS POR ANOVA 

MEDIANTE EL ENSAYO DE COMPARACIÓN MÚLTIPLE DE DUNNETT´S. 
 
 

d) Destino intracelular del vector adyuvante 
PIM@SBA-15 en macrófagos derivados de 
monocitos THP-1  

 

La endocitosis involucra la formación de vesículas intracelulares las cuales se pueden 

transformar en diferentes compartimentos endocíticos. Estos compartimentos se 

transforman de endosomas tempranos a endosomas tardíos y luego a lisosomas, y esto 

debido a una serie de pasos de maduración y fusión. Existe una teoría que explica el proceso 

de internalización, llamado el modelo de maduración. En este se propone que los 

endosomas y su contenido permanecen juntos y maduran para luego fusionarse con 

lisosomas (Shearer & Petersen, 2019).   

La internalización de patógenos en los endosomas fagocíticos es un componente de 

importancia de la respuesta inmunitaria innata. Después de formarse el endosoma, estos 
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adquieren propiedades microbicidas mediante el proceso de maduración de fusión 

secuencial. Se piensa que las proteínas Rab GTPasas inician la secuencia de eventos de 

maduración y fusión de endosomas. Rab5 se ha detectado en endosomas tempranos, 

donde reside de manera transitoria y Rab7 se presenta en etapas posteriores de 

maduración, en los endosomas tardíos. Rab 5 se propone como la proteína que direcciona 

la fusión al endosoma temprano, y también se ha descrito que las señales que activan a 

receptores fagocíticos direccionan a Rab5 a fagosomas nacientes. La supervivencia de M. 

tuberculosis en células fagocíticas se debe a la habilidad del bacilo para bloquear la 

maduración del fagolisosoma. Se ha reportado que los PIMs estimula la fusión a endosoma 

temprano, estimulando la producción de Rab5 (Garcia-Vilanova et al., 2019; Vergne et al., 

2004). Aún no se han identificado proteínas Rab que se localicen después del endosoma 

tardío, en los fagolisosomas; sin embargo; la proteína de membrana asociada a lisosoma 

(LAMP-1, por sus siglas en inglés) se conoce como un marcador de lisosomas (Vieira et al., 

2003). En este trabajo se utilizaron anticuerpos contra Rab5 y LAMP-1 para estudiar la 

localización de ellos cuando están macrófagos THP-1 en contacto con partículas híbridas.  

Se utilizaron partículas de SBA-15 recubiertas con liposomas. Las partículas PIMs@SBA-15 

fueron evaluadas in vitro. Se utilizó el anticuerpo anti-Rab 5 para detectar la presencia de 

esta proteína intracelular en macrófagos y su expresión al estar con partículas híbridas 

marcadas con FITC. En la figura 21 y 22, se observa una microscopía de macrófagos THP-1 

en presencia de partículas PIM@SBA-15 y partículas control, durante 15 y 30 min, 

respectivamente. En los primeros 15 min de interacción con partículas PIM@SBA-15, los 

macrófagos muestran un aumento en la expresión de Rab 5 al estar interactuando con 
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partículas PIM@SBA-15, en cambio, los macrófagos con las partículas control muestran 

poca expresión de Rab5. Después de 30 min de interacción los macrófagos con partículas 

PIM@SBA-15 siguen mostrando una señal intensa de Rab5 en comparación con las 

partículas control.  

 
FIGURA 21. INTERACCIÓN DE PARTÍCULAS PIM@SBA-15/ PC@SBA-15 DURANTE 15 MINUTOS CON 

MACRÓFAGOS THP-1. MARCAJE DE NÚCLEO CELULAR CON DAPI (AZUL), RAB5(ROJO) Y PARTÍCULA 
HÍBRIDA CON FITC (VERDE). IMAGEN DE MACRÓFAGOS THP-1 UTILIZANDO MICROSCOPÍA DE NOMARSKI 

(DIC) CON LENTE OBJETIVO 63X. LA BARRA BLANCA CORRESPONDE A 20 µM. IMAGEN REPRESENTATIVA DE 
3 EXPERIMENTOS INDEPENDIENTES. 
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FIGURA 22. INTERACCIÓN DE PARTÍCULAS PIM@SBA-15/ PC@SBA-15 DURANTE 30 MIN CON 

MACRÓFAGOS THP-1. MARCAJE DE NÚCLEO CELULAR CON DAPI (AZUL), RAB5 (ROJO) Y PARTÍCULA 
HÍBRIDA CON FITC (VERDE). IMAGEN DE MACRÓFAGOS THP-1 UTILIZANDO MICROSCOPÍA DE NOMARSKI 

(DIC) CON LENTE OBJETIVO 63X. LA BARRA BLANCA CORRESPONDE A 20 µM. IMAGEN REPRESENTATIVA DE 
3 EXPERIMENTOS INDEPENDIENTES. 

 
Se observó también la expresión de la proteína LAMP-1 en macrófagos THP-1 en interacción 

con partículas híbridas PIM@SBA-15. Se realizó este experimento incubando las partículas 

PIM@SBA-15 por 3 horas con los macrófagos THP-1, en donde se observó un incremento 

en la señal de LAMP-1. En la figura 23 se observa cómo la señal de LAMP-1 colocaliza con la 

partícula PIM@SBA-15, la cual contenía Rho-PE en su bicapa lipídica superficial para su 

identificación por microscopía confocal.  En macrófagos THP-1 los resultados obtenidos con 

las partículas PIM@SBA15 muestran que se expresa el marcador de endosoma temprano a 

15 min de incubación; sin embargo, a 3 horas de incubación con las partículas PIM@SBA15 

aumentan la expresión del marcador del endosoma tardío. La expresión de esta proteína 

asociada a endosomas tardíos nos presenta una perspectiva de dirección del sistema de 

adyuvante PIM@SBA-15 hacia la presentación de antígenos vía el complejo mayor de 
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histocompatibilidad-II (MHC-II, por sus siglas en inglés Major Histocompatibility Complex-

II). 

Las células presentadoras de antígeno presentan un antígeno que ha sido fagocitado. Para 

ellos los patógenos (o sus antígenos) son fagocitados y procesados por la vía endocítica, es 

decir que son fragmentados dentro de vacuolas hasta generarse péptidos pequeños, los 

cuales son cargados por moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad II (Irvine 

et al., 2015). Mediante el MHC-II se presentan los epítopos a células T cooperadoras, las 

cuales son capaces de activar al sistema innato y adaptativo mediante la producción de 

citocinas (Karch & Burkhard, 2016). La presentación de antígenos peptídicos por las 

moléculas MHC-II hacia los linfocitos cooperadores CD4+ es una función crítica, ya que los 

linfocitos CD4+ producen citocinas, las cuales modularán otras funciones del sistema 

inmunitario adaptativo (Wu et al., 1995). Tomando en cuenta los resultados anteriores, del 

potencial zeta de la partícula PIM@SBA15 a diferentes pH, el destino intracelular permitió 

analizar la posible vía de entrega de moléculas de la partícula. Como observamos en estos 

resultados, la partícula al ser internalizada y encontrada en endosomas tardíos, donde el 

pH se encuentra entre 4 y 5, la entrega de péptidos es posible considerando el destino 

intracelular. En contraste, si la partícula hubiera escapado del endosoma, péptidos, DNA, o 

RNA podrían ser liberados en el citoplasma y ser presentados mediante el MHC-I a células 

T citotóxicas (Jahanafrooz et al., 2020).        
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FIGURA 23. INTERACCIÓN DE PARTÍCULAS PIM@SBA-15/ PC@SBA-15 DURANTE 3 HORAS CON 

MACRÓFAGOS THP-1. MARCAJE DE LAMP1 (AZUL) DENTRO DE LOS CÍRCULOS AMARILLOS Y PARTÍCULA 
HÍBRIDA CON RHO-PE (ROJO). IMAGEN DE MACRÓFAGOS THP-1 UTILIZANDO MICROSCOPÍA DE NOMARSKI 
(DIC) CON LENTE OBJETIVO 63X. LA BARRA BLANCA CORRESPONDE A 20 µM. IMAGEN REPRESENTATIVA DE 

3 EXPERIMENTOS INDEPENDIENTES. 
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XI. Capítulo 3 
 

A. Conclusiones 
 

Se sintetizaron partículas SBA-15 de un tamaño aproximado de 1 a 1,3 um de largo, de 

forma y talla similares a las de un bacilo.  

 

A partir de los lípidos totales de Mycobacterium tuberculosis y de Mycobacterium bovis BCG 

se obtuvieron fracciones con lípidos anfipáticos. Se identificaron lípidos característicos de 

M. tuberculosis y M. bovis, y se obtuvieron PIMs del extracto total de lípidos. Estos lípidos 

han sido reconocidos como PAMPs, y son capaces de activar células del sistema 

inmunológico innato.  

 

Utilizando fosfolípidos convencionales (PC) y lípidos de micobacterias (PIMs), se encontró 

una proporción adecuada para la formación de liposomas unilaminares bioactivos de 

manera reproducible.   

 

Mediante cambios químicos superficiales en las partículas SBA-15 (cationizacion mediante 

la introducción de grupos amina), se promovió el ensamblaje de liposomas con PIMs 

(aniónicos) para la formación de partículas híbridas.   
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Los ensayos de biocompatibilidad en células primarias de fibroblastos humanos gingivales 

(HGF), muestran biocompatibilidad de las partículas híbridas y una menor toxicidad con 

respecto a las partículas sin recubrimiento.  

 

Se mostró que las partículas PIM@SBA-15 interactúan con receptores TLR2 de macrófagos 

THP-1, promoviendo la sobre-expresión de los mismos en la superficie.   

 

Se mostró que la presencia de PIMs en la decoración de partículas SBA15 induce claramente 

la producción de citocinas proinflamatorias, tales como Il-1b y TNFα, a 6 horas de 

incubación.  

Los análisis por microscopía confocal de fluorescencia de partículas PIM@SBA-15 en 

macrófagos derivados de monocitos THP-1 mostraron que el destino intracelular de esta 

nanoconstrucción coincide con la ruta típica para el procesamiento de antígenos 

fagocitados: a los 15 min de incubación, las partículas colocalizan con Rab5, indicando un 

aumento en la expresión de este marcador de endosomas tempranos, mientras que a las 3 

h de incubación, las señales mostraron una colocalización con la proteína LAMP-1, típica de 

endosomas tardíos.  

Los resultados obtenidos durante este trabajo soportan la idea de un posible uso de la 

partícula PIM@SBA-15 como un sistema inmunoestimulante que podría ser utilizado como 

vector de entrega con actividad adyuvante. 
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B. Perspectivas 
 

La vacunación es una de las armas más poderosas contra enfermedades infecciosas. Es 

indudable el efecto que ha tenido en el ser humano, y cómo ha ayudado a la longevidad de 

la especie. En el área de vacunas, existe la necesidad de vacunas de subunidad que pudieran 

ser utilizadas para poblaciones en riesgo, así como de vacunas y/o refuerzos vacunales que 

permitan reducir costos, para ser aplicadas a poblaciones amplias. La nanotecnología 

permite el desarrollo de opciones libres de agentes viables, es decir de mayor seguridad, 

pero capaces de incluir la variedad de elementos necesarios para montar una respuesta 

inmunitaria efectiva: antígenos presentados en un formato coloidal, biomimético, y 

patrones reconocidos por el sistema innato. Considerando los resultados obtenidos en este 

trabajo, es necesario seguir evaluando los efectos que se pudieran presentar al usar estas 

nuevas partículas. Entre los eventos a evalular se incluyen la capacidad del vector para 

entregar su contenido, determinar la eficacia para la entrega de distintos antígenos, así 

como definir la dosis ideal para tener un efecto protector in vivo (empleando modelos 

animales de patologías definidas). Esto permitiría dar pautas sobre la posible vía de entrega 

de las partículas híbridas, así como explorar posibles reacciones colaterales. La ruta para 

poder obtener un vector vacunal o un adyuvante es usualmente bastante riguroso, pero es 

a través de estos proyectos que nuevas opciones podrán salir a la luz.   
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XIII. Capítulo 5 
 

A. Producción en Investigación 
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decorated mesoporous silica-A colloidal 
model for studying bacterial-host cell 
interactions 

c~ • .., " _ . . ......... IS, 0.100. I'O'O~ "" •• J Ido;,o../IO.mf / ' 0000,.. 
"""""""'" 0 ..... , ,. 20'0 . ""'''''"''' ' ' "- '0'0· ............ 0n0n0, 15 ""y '0'0 

. c- oo.v " . ...... ,1) • • _ .. .. _ " .... . _ __ .... , 

_~TICLES ... ou ........ BE II'<T£~EST£O I .. 

p''''''"c~on ... d c ... ''''I ... ~ .. o'' of "g;~I. b"~' m""'b .. ~. fo< ~1e ••• "Il "mv~ ... u" to 

"H' ",""""d. 
Bioin'. ' p" .... 15. 0.1002 (2020), M'p." /doi,org/l0.1116/6.0000167 

p .... m. ·.mmOf>i"" "'" ;m .... n .... "" . u",,,,. ",id.""" "" . cob. H-ch<om"m " toy for 
b_ic. , . pplieotoon. 
Bioin"' . " .... IS. 0.1000 (2020), "tt •• ;I/~,org/l 0, 1'16/5 0000'16 

S)""th .. , ...... <t> ... c l. " .. ",," '" n><>IyI>do"om <i; , o,fid . ... no ... Uc ... '" ~ ... w." .. ,. 
on~d .... h MR_' OIofOlm. 
Bioin' ... " .... IS. 041005 IIOIO~ htlp." Idoi,org/l0,1115/6,0000"9 

_ _ ",,,.,,,,,,,,0,,,,, ,,,,,,, /1_.,..,."";'.,,,,,,,,_ .>0>0_., 



111 
 

 

 

t 
"
0

"
,
 

J'i 
0 

••• 
" 

>
. 

0
"
0

 
u 

, 
o
~
 

"0
 

• 
, 

" 
E.E 
0

-
~
 

0 
~
"
O
 

• 
0 

~
E
 

· -. 
-

• 
0 

, 
"0

 
0 

u
._

._ 
o 

0 
~
 

-
-
u

 
0

-
.
 

E
O

"
 

u 
• 

"C
«c 

Q
I 

I 
.­

~
.
­

· 
-

._ 
u 

w
 

u
:=

 
U

 
0

'· 
III 

I/) t: 
• 

• 
0 

.'.<
: 

t
:
2

...!.. 
·0. 
01 a. ';:: 
0

0
·
 

.
<
:
.
~
 

~
 

• 
u 

• E
 • 

0
. 

.c 

8 
If 

1 

-J
ll 

I! 
. 

, 
~ 11 I! 1 

: 
i, 

, 
Ii 

u 
~ 

~ 

, 
'
l
'
 

o 
~ 

~ 
~ 

iii i! 
! 

'! " 
! 

• 
~ 

j I 
I 

S. 
1 

.
l 

~!l
'l 

1 I 1'1 
--

1
, I 

Ii 
II 

I
' 

I, 
h 

.2 
i 

~ 
~'!' 

~t 
H

 
~ 

~ 
~ I 

ll!
"j 

I 1 '11 
'" 

JIG
 

,
~
f
~
-

i!l h !'," 
II 

W
Il

I1'l 
!I.! .i i !j.lll! 
i ! !! !!rll JlJ !WlllllU1l1 

lllililthlh 
i',liilr!i1f!j'l 
, Il'-ln

! , I 
! r'flnn!!!! 
l~lj!lljlHlP 
!lI lj (j'I'd

 
IHlIhhiill 
'Jl11 ill I ill il t 
1 

JiIJ' 'J' 1t, ' 
IJ

P
 ~l 

. 

j' haUl IIp 
Ifll'J!fIII'jll}! } 
flllil1lfn! 

! j' i.!liljl tIlJ II 
i ,1lH

r,If.l;, 

W
W

tl 
Ulli!fl 
If "" 

1 
"m

l 
,=~:t!'HJl 
'P

ll 
I' 

l r~ /,! 
"'i'j'l 

:!(l, 1, 
II ]I,ll 
.. Illfll 

I;lltr 
,.Ji:lf 
ll!lf'l 
,j!",f, 
Pili' 
1,.1 

I 

i ]1< hill 
j Ill!J 

_
,

11 '1" 
~ 

1 h
I! 

! • I • • , • I, 
{. 
t! 

\I 



112 
 

 

 

_ 0.. ..... _ ..... _ .. ..,..... ...... _ - .. ... "" ~---II'IMo}. ..... "" ........ "" ._ ""...,. • ....,. ..., ---. ,""""",, " -... - .. "" .....-. ""0..-,, ............ ___ ..,....._ ........ _ -,..,_ ........ .. _ ..... _--,,"'_ ..... _ ... _... ', ..... ----..--......... .. - ."" ........................ _ ......................... ' ... Im. 
""-" (rut,,- I ...- "'-' ~ ... -<.00 .. ~ -......., .......... --- ....... ... -.- .. -
" "l' __ . ""' ............ " - -..., ... "' .... - '"""'" ..... ------""-- ._--......... " ..... -- .. --;,~ -_ ... .. __ .. _-
_",.-ood ' ,_ .. .... _ ... -"' ..... .. _"' ... --._ .. ... 1' . ," ...-... ...... __ ..... -..... . ----....-U ... _ ,_'--"_ .. 
_ ......... _0.- ............ -.1-_ ... ,.---....-_ .. -_ _ .... _......... .. .... -. .. ...r--
, ... "' .... --_...-..._- .. ............................................. --....... .. _____ .. ~ ............ W ... ... ----.......... _ ... _""" ..... . 
.... ------""'_ .... -_ .. ............ """""-" ~ -, ",.--..-..... -.-.......... ....-..- .. ,..- .... ... _""-1&< ..-,UI ... ·" __ ,,., ' .. od " -_._ .. _ ... .. _ ......... "" 
~" _____ d ..... _""'" 

It<I~!OI .. ". 

~ .. .. -.... 
(" ... _ ..... ' .. .. --~ .. - ....... ...................... to_ .... ""'" """" ... 
_-"'''' ' __ ",, 1 .. ---,._,....---_ .... ..... _...-...... ..................... -'"' - -
..- - ' t. _ .... ..-... """"""" ... __ 
-'..,.,. .. ,,-,--.. ..,...,.... ............. .... ...... _..- ""-_ .. _ .. -- ........ ,.......-_ .... , ....... . -..-- ... --.... ... ~.--.. ............. -...... _ ........................ "" _-....., _'" ' , .. -_10.,_,*. __ 
.. ,,_ - - """"" .. - .. " I ""'"', .. "" .... ........,-....-., ..... _ .. ..-. Io-- ...... .... ,.,;"J. ...... -.. ___ .. ....- .... 

............ "" " , -_ ... _-----................ _ " ,, __ ...... bdoo<-r-lk 

..... - _" I"" ·") ___ _ 

......... ....- ......... (lo "'" .. "' ......... . -- ......... --... - ................... "--
""_._ ............. 'UU), ............ _ _ FlU __ , ood . .... __ ,_, 

....... _-, "' .. ....... _-_ .... -......"",,--_ .... _-- .. -... .... --.._ . 
"- U PEQ' ''' N'T 

• S\m1_ .. ,,, ••• ,. ,.,,, • .,... ...... ]5 -'"""- .... -~ ......... . """ __ _ !illO-""'"-""""- . '" ( ..... , 
..... . ' ' .. GH_I ..... _ ..... _ ood _ 
-.., (11;OS, _., .... -.. ........ _ .... 

, .... " 
... - .... ~ -

... ',-,,---_ ... -.- ._-_ ..... _ ....... ,._-_ .... _ _ .. ... _ .. , 4 . ,, ___ _ .. __ _ '"' ___ _ _ 

.. _ .. _. __ ~_II'OI_ .. ~ . __ ... __ .. , _ .... ..... .... 1"-' _ _ ___ _ ___ ~ __ .. _ .. __ '"'_" .. __ _ 
_ ... IO. ____ .. ~_,, __ _ 

' ..... __ .,," ... ----...... 



113 
 

 

 

l !illllir~I;!· 
:W

j!j'! 
jli' 

II't'li 
i!'!lj!t;l 

-~ -
"
I~tf 

; ~~~ a i~ 
_:-~ 

~ I §.L~ 
_ ~Ho.,J· 

tIl 

{Wl"Wli/lll! 
I" -t!!iW

il mt IUmlh! l,itI11:nm l 
III 1 11'1;, 

"'''h; "
'"' ! !l'hl'l 

! Ii l!d!, 
f ilihlflj] _ i lll:H

! I Hlllj , ,!i'll~l IIFllii~!l'll 
'It.J~IP 

[is 
,!! t ·h .. 

d
t h: 

E
 1'~ 

.~ 
l
l
1

 
1~_I! 

L
IIlII!l!tl ! 1,Ib : ,I,: ! llllth ; IllH

n
d

 
11:1 fJ!!: tit 

W
ill,· 

11111fW
it'i'j'UlI'!!1l; 

Hi 
~:;·t 1~J(.I 

.I~'"'I 
. ),1" 

'1 
t'1 t J~}t~J 

. r 

ilil1lilr{I:! tfJiHli I !lli!lHi!h lJul l\jQJH
ll!1 

':!!lli::! ~ii Illb! i1IJI! l!HI iitl ' ilfl!!liil!h.! lId III U
 

h' · 
lItl" 

'Ill! II ' JIll' 1'1 .... 1 llll 'I 
.j 

,,!11I11 
1.1 • 

j
, 

t 
1 : 

• 
10 f "

H
!h

ll 
fI.1

 
• 

L
 

! • I • • • • I, 
I­iI 

\I 



114 
 

 

 

• 

.... . ..... _ .... -n. ........ .. __ "...-__ 
_ ... QO:IO n .. _ /fA _ ,;.. Cool.. 

"'" '">10/" ~ _ oi .. V- _."'''.'''-_ .. ~ ............... _01 .. __ 
__ ._, ....... __ ... 01 

.... "...---_ .. --­_01~,._ ... ~; •• ,_ , ""_ 
iAoo-_,'LU>.<) "" .... ___ ........ 10 .. ___ '.,,1) ___ _ 
_ .I ...... ' _"..._ __ . _ .. ' " _.,.",_ .7-
-...-I..-.'- ..... '~-­__ ...... _ .. ~ •• , _01 
_....... ,LU\,n-_ "" -_ .. _....,.. 
1 ty\oIo,~Ity ... " .... """""- .. _-.. .. "'---, ... .......... ,' ." .. ,'----,.,. "" . ',' ",.".-..~-- ........ I .. m....,'_ ..... ' ____ -_ _ .,,'C .. ,., .... _ .... _ 
... -1 ....... ..... __ , .... _, _I ... m ... ' ... . . ... ' .... '_1 .. . _ 
--"'''', ''''--'"'''''--­__ ,01" ...... ' ..... _ ' ......... ·n_ ""-_.""--._._-_ ... -- ......... _-_ ... __ ._,, ><TT ..... .. __ 
' ..... 'OJ_L_ ...... >1~~ ...... _ .. ____ .,,,_w........ ( -.. ....... _ ....... 

.... ____ 1lII', .... _ _ .. _n"" __ .... __ --_ .. _-" ,--__ "_, ' __ .. ,.w}. .... 

--~'" " ..... _, ....... 
,. " ... _------, ........ , ..... , J •• _.,,"' ... __ ... """" n .. , __ _ 
..... _01 ....... _"" ___ 10 

" .. ,-....... _ ........ _--
.. _---,---"'­",,-, ... ,...... n,_ ,_ ,pow .. ,,. _ .. _-_ ... ,.--
_ ... _ , '_ .. J<~ n 

L nJ02w ..... , , ... "'.-,-
'. -.. ... _01'0> ..... ..-.. n_ .. -,~(... . , ......... __ .. -

.. .. ..- _ .. - ".!.10M 

---..... 

.. A 

....... ..,0.--. .. _-_ ... ---_ ........ ", ,_ .. ,. .. 'n.oio._ .. __ ..._ __ •• 

.I.> ........ - ... , ... -,,~---_ ........ _ ........ __ .. 01 " .. 
~ .. ,,- .............. -........... -,...., __ ''''_~lt), ... __ ""'------....... ..... "<:---- ... -----'-LVO ,. ..... ICat ..... _""-, __ • -........."." ..... __ ............. 01 _ 
---I~_-orne- TU.» _ ... ' _ 1_"- _ ,.... ---_ ... , .... -.-' -" - ... -- ...... -~- .. , , 'n_...... . · ........ 01' ... __ ....... __ M ___ .. 

""..--.. _ .. --." ........ "'---', .... _­... . ,_Of"""'''' nr ......... , ' • • _ _ ~,, __ 
_ ... ... .....,.01"_ ......... _ ... _ .. . _01.' ............. ___ . 
~--- ..... -_."..;,", ""'-'""' __ roo ___ . _ 
'''''- ........... ......... -....... ,,",-_""'_00" .. __ , .... __ , ...... .. -_ .... ,""-_'''''_­-- .. ----... -_"~ .. ...... ~ __ ., ... _roo_ 
..... .-..01._0111·_· ........ ·'-_ _ .>-0-... ____ .... __ 
__ "' __ .0010-"_"'_ .. -_ ... - ' 

__ .... " .... _ 0dCUSSI0f< 

......... -
... .... ·"......-, ... -.. __ ,lJ -_ ..... _--, .... __ .... -.....- ........... _ .. _ ..... -_ .... _"'-" __ '''a ... _ 

---" .... --- .. ~- ... -- . ""-~---- ... -_ .. _--' -...... --.- ... ... 0. ... _ ........ ___ .. _ 
... _01 ...... _ ...... _ ..... _ 
...... .....-0- ..... ....- .... __ • <>'Cc_, ..... __ 01 __ -' .... _-_ ..... __ ...... .'Cc_ .. _ ..... ,_.' I" _ ........... , ''""-''-'-. ..., ........ -......... ""--. ... . __ .....- ...... ,. ....... ' ........ ". _ .... '_IJ ...... 'lOII ... __ --'> 

.,-



115 
 

 

 

Bkintlll'p/Jases AAl1CU . . . 

., • 
• 
• , " 

! " 
• 
• , ,. - - -.---. ..." 

" , .. 
I 

/ ~" . ,. 
" " " " " ,-, 

( '~ . ~ ' ~- ... - .. ,.-,.. ,-_s ____ ___ _ 
........ .-.-, .................. ..... ...-.-....,.. ........ ,."..,,. .................. ......... ... 
~ ...... ~'"-'"' II~ : . ~:r.... --_ ... _ .. _" .... , ... _ .... ~ _"""' .. ,.A·,' ............. n ....... .. S,_ ............. _ .... __ ...... ... -',. ......... _ .. , . L ~',. ... ___ . 
..... _ ...... _ 11 " d._~ ___ _ 
... ...-.. - --............ -.. ....----. .... _-""' ......... ..,.... _U_ .. ....- ......... ....-.,..,.... ........... . 
-. - no. .. """'- .................... ... _ ............. -. ... _ ........... -
""""'_"_ '"'"·1' .... _ ...... _ .. ... _ ... _ .. --_ ............... ..,...,.. 

., -
fG[] .'-. 

~! ... 

I 
" , . . . " ----

1 -
~-... ,. - ,. .." - ,. •• '" •• " - - ( ... ) 

" - , 

" 

-z to, 

i ! S 

" • • • 
i 

• • - - - ,. ,. ,. .... - (- " j 

."fa ___ -.... ........ _~ ......... 
""·LS ""'_ ""SM ·LS "", __ ... _ m • ........ - """ - ( , .". ""'. ~ ............ .,-... ...-..... >-;0.---. 
_-..... .. .. u "'-' ... L_J ""-'._~"". A"'" 
M "". ",- ' __ " ... __ .. _ . ..... --, ""'- ........... .... - -...,. " -''''''''-'--''--''''-.......... - ........... _- ............ ' -'-" "'_ M· .. ___ MI· .......... · • · 

_ n. _ -... '"'" ,""'·L" -...-...,. 
....... " ... ,_. L"" .... 1"" ... -'._AnIS--1ii -no, ............... """ L' ___ ., ""'- ". '"'-

_ It, "."'_"--'''_-''_ ""' ..... __ .. ~,.. I, L_U_ " _ .... __ . __ .... !Ot_ .... 



116 
 

 

 

I 
' , 

iljll 
ij!J!}HlJIl! Hit 

I ! 
· 'I 

idlJlI!t"I' 'I:' 
I 

<
 , 

~ Ij!H i;ll. HH'I!U:!i 
, 

, 
~ !HI }:lIHlti11 1 c!d

1 
, 

~
 ... 

• 1 
1 li!!;l }ilfHill;lltlPil 

~
-

I II 
;~I 

l '['11 If l-l 
U

li 
I: :/Jlll 

JI !!II~,jfIl11 'i! 
• 

, 

, II I 
m

,W
i. tit , 

-
~
 ...... 

o J.taA
O

S
 _

_
 

I' 
T
~
 

lFt"~iijf! 

!\ 
Ii Hf 1!IMwnlt 

I 
Il 

}l!h i: l!flli<ll!' 
• • • • I, 

,l' 
.1. 

1<1I1j 11,1. 
!-t! 

-
" 

in Hill Fldl HUhi 
II 

-



117 
 

 



118 
 

 

__ ~_"'Io 

., r-,...;;;;.-..... ', ,-------, "c:---, , 

b) .. ;::;;;;;===; 
, ' 
i t 

I 
"!----","-'c.,_,,--., .. ,,J 

';"I-J 

l 
! 

I -, 

... - - ••• • 
.... . 0 _~ __ "' 'nI _~' __ '''''''_~ ___ '''nt -,,"'---_ .. _---,,"' ..... ,_ ..... "'-,,""-_ .... .. 
~-~ 

I' , j. n •• _of ...... "' __ w"'--"" ___ .... ~"_rn. -...... 

-_ .... """ ""' ''''_1', _'_"'" -_1"'-__ "_ ""'''' ,." ... -'--- ..... ""'" .. , .. ., " .... .,... -... ____ ........ . . ,,,"'-'_-...-l ..... C-O_ ..... ""'_ ... of-.."" ..... 
........- ..... " ,_" ... , .. -' .. ,>10/'''' ... -' . ..... 
- -- ..... "'X.,-r..o .... -, ..... .-..... _. no.:""T"'" ...... .. "" ... -.... ... 
__ ......... .... .. , ... ",- _ -.... ...... ,---a., 
....-.;. ,_ of r<:. w ... _ ...... of"", """ _ _ ... _ rn. ___ .. "'-~, ... PC .... 

_I' )._~ ... ,....... ....... .................. '-'--. ........... """" --. f_ .. ___ ............ _ _ • _ 

"'" ~ • -iV.I', .... "" I>icItr __ 01 
, __ ~ "'" (F~ ... _ bo<!- _ . = 
....,..-,........- ................. -
~w ...... --.. ." ..... r< : _ ....... .... -" .... _u" .. " ..... ...-_ ... } 
c ....... _ ..... · , , _ ... 

n. """" __ _ _ ........ 
PL~_ .............. __ l ... ""'_ 

.~-.. ~. , .... --- .. " ... ----....... 

... -..." ............... _"" .. _­- .... -.. ---~ """' .. -. "'-""'-- .. _, .... -""' ......... _ .. _ ..... ......,. ... -_ .... ,,,, ....... ;. ""'""" - ~ ... ,-_ ..... _"'...,... ................ ,..... ......... 1._...., ... __ , ......... ·n --...- .. ...-'--_. .... _ ... .......---_ .•... _ ........... 

.............. " "" A . ........ ~ .. _ ............. _ .. .... ... -... of __ ---..... ..- ... _ .................... , ...... _---".. "' ......... -. "'. " .... '-' d ___ ,.-. '"- .......... . _ .... -...- ..... -....of"" __ ... .. 
_ of ..... ..... ........ _, ............ _ 

MoII« ...... _ MpId __ Oft _10 '"' ~ .... -......... - ... __ ........... ... .. . ; , n.._'" 9" ..,.-.-;.. 

"'"' -- .... -"'..,.... --.... ~..- .... --"". """' ............. ,,- .. 
-~ "- ... -- "",, .... -- -- ... ---~ ........... ..--. .... ........ ,,""' ................. rn. .) ..... ~, .... __ -< .. _ .. _ .......... of 



119 
 

 

 

• '" 
~ 

.... " , 
• , . 
• • i 
i • - .' 

..... . ---~---.. --'"'­..-.- ... ,,_!o,""l-__ .... "'1-

.. -~---'"' ----_ ......... _-_ ... _-_ ... ,,""""" ........ . , ....... ",........ ....... ..... ,....... ..... _ .. -
_ ... . .......................... ......-.< ....... "-""-- " ...... ,,----.-...... _ .. "'~.' ._-"" __ .... __ A ... ""_ ... _ ....... .. ..,.... - "'""" --
,~ ........ ,......._ .. --<>,,~, ..... r< : _ 
_ ... ..... 1 .. ' .. ... _ .. "" __ 

""""'-""""""""'--­_." ........ -,,-
m • ....,..."' .... _,....,.. .............. ,...-.. .. -............- ...................... ,.. .... 

.. , ,,,,' .......... .. !;.-O-<; .... "-"" ._ ... ....... __ .... ,. ... ""'<A-' I ~- ~ ,..."...-."'-_ .... - ... __ .. 
<:H, __ ... .,- ....... " _"'" 
........ 11>, ... lO"J' .. -', ........ """"""'"' __ .. 
.... J'C ... I'I>IL ,_. _____ .-.- of .... ... 

....-"",.,,--- ,. ..... ... 
- ,.... ""'" "" '" - "" - '"""'" I'~ • ~ '-'"'-"--""'- "--.......................... ___ ..._[1 - l-

D . ..... p .. ·' T, .. ", ......... _,,_ ... 

1 .... "'" ,,_ ........." ....... ... _ .... ... .... - .... -- ... """"' .............. ... ..,u._",....., ..... _" ... __ ............ _ ......................... ' , ,_ .......... _. """'--,. .• -'_ ...... __ .... 
.. 'Hr~_. "" ---._ so...,,_ 
-,,-. .- ~""-"'-- ... -..,......-,-----...... _-
u.. .. ...,..,.,... , " _--. ........ _"""--. ......... _ ....................... ...... .... 
.... ...... • -. ..... .., ..... "'- "-'-"& - -___ ................... "" _-.. .. «II 

, ..... ...... _ .. ~i1 __ ---.. ..... 

--~- ... " 

<) 

! 

I f---,~_ " .. " ...... 

-----
.... , c _.~_,,_..,._~_I>I .. 
.... ,-_ ..... __ ... ""-Ij _ .. _-_ ... " -,._ .. -_ ... _--

.. ..,.. -... - -...... ................ _ .. -0.-...................... ~- .. "" ... '"'-~ -,. , -, " ............... -. .... ... -..- .. _---_ ....... _ ... __ ...... ...,.,. .. ---........--, "" ...................... ---_ ................ -................... -....... -.. .. ........ ~.....,--.... ,--
" ... """"'"" ..... ..--- "'" -- ... _ .. ,,"' ................. _ .. _---.. _ .. __ -_p"' ........ 
"'_"-"'~ 

.. _""_"''''_·1._''' ....... "­,-.... .... ....- ..... _ .. _­
" "' .... lUI. • ........- .. -. _ .. _",,,,*~ 

.. ....... 



120 
 

 

 

KDlter/1hSSlls AAl1CU --~- .. ". , .,. . -

----" 

,,-, .. "'" (MQlmI) ..... ' _ .. _,,_ ...... -- ""'_ ........ " ..... _"'''' .. _-_ .... ' ...... _-,,,---.... ~"'.... _ .... _'" ""'-~ ____ .. rr _ .. _ .... _ ... -._--_ .. _ .. .. _ .. .. _ . __ ~." 1'0 ___ _ 

-. .. --.---... - .. ~ --_._ .... ' .... 

., .. .. " ... __ ... _- " '-' ---'''' .. ~,. -,-..­" .......... -.......---- ,.­_.--.. .. ..- .......... ,,"'-.....-
'''---.,,' """" - --- .............. .. TUl, .. _ .. __ ........... _ ..... ... 

.. rw ............... ·"""""_ ... __ ... -.... .................... ... ..-.-., ....... .. 
nA> __ ............... ~"'"'_ . ..,. 
_ .... -. z-J. ___ ......... "'"_. -------.. -~--I'£ ..... _ """"""'" _ RTC __ ·lUJ_ ...... _ ...... _, .. ""'-""' ........ '""'-
.......... ' ... ......... .. T1. ' ....... _ ......... ... _ .. _-_ .... _--
. _ .... _ • • ____ ,I'<c "' . ""_ --\.----"'---......... ..,..,.... ....... 1'.· ... -.· ; . 
TILl ""', . ..... ...-. .. ..- ___ "' ......... 
--... .... ___ .. " 1Ll .. _ ""'"' .... . _ .. ""-- """"" -.. ---- ... ... I f " .. """""'" .... _...- .... _ .. "'" _ ...... .... ,.-~ '"loI __ '''-. 
TILl _ _ ...... , ........ ~ ....... --'"" .. ... .-............. ,,~ 
" , ~------ .... TU1 __ PL~ ___ ..... 

""-'"'n ............. __ .......... _ 

.... . _---...... ,-_ .. "",---_ ... _" .. _,,_ ....... ---_ .. .---""'---""' ........... _-_ .. _""'-
~~--''''' ...... -.. ~,,-- .. ....... ---.. ...... 



121 
 

 

 

'-,"''''' --...- ........ " .... ", ..-_ .... ... ,_ ... _._ .. 
___ ........... .. "_ ........ _iIIlOC ___ -'7"' ........... -....... .......... _ ... 
~'''''''- "" » ...... , ..... '" ....,.--
"" . , ..... _ ~_"""- " .. "' ..... , 10 

""'--''''''''- '''''''--'-... -.. .... ,-,....,..~ , .. - ......... .. 
~ ............ _ ... o.-;." .. , ' ..... ... ... __ ... _<1_--... _-...------ ... -"",",",, - ,,~--

III. WHeW """ ........... _, .. __ .................. , 
"'" -- ...,..,... -- ""' ....... ....-,.,.... .. ....,..,... -,... ",..... - .-.. ~ , ~_ ....... _v. .... ". '...-. " 
~ ... - .... - .. -- .. rH. _' ....... _ _ A. __ ...... ..-.._" ___ .. '""""' ... "'_of_1o -- "'~-"""'""- ~ '-" - ..... , .... _._.,_ ..... ........ ... -- .. .. ....,..., ' ............................ , ... .. _ ......... _ ... .- . --. 
--"""","-"..- ... -.......... ..--" ....... ~ ... ...... -"""" 
"". """"'-EDGMENTS 

c.no. >t. \ _ __ " • ro.'1oCfT .... (ew 
.. ,"" .... _ .. """"'"'" '" c-... __ 
"'M ••• .- _ A_ .. """" .... _ 

--~ .. . , "' ........... .. 
I>C.U'A_U",,",,- n •• -... ..... . " " ... -. ..... 
__ """"A_l"S ..... _ eo.. .... ,no"" ... .. _--_..-._ .... ",... 
, ........... ("''' lIN"" C-- .... ,rH T'. WS ... ,-' 
'-- ............ «]~""""A\ ' 'PNl- ~_ I' .--_ .. _, .......................... ,­_ ... - .... 
• ~ ....... H _ ...... ,,~_. 

~- .......... --., .. -
" --_-.. ......... _ .... ,-----",,, 

'L~c--...J_)_O_G_ ... '_ .... M._. '<., '."''''' .......... ,.-,-,---,'-.. ~ ­
"'~"-"'~""'- "'- .... ,..,"',"-' ....... _.'-M_' ~._G_,.c­

c._ .... _ " ,,.. , .. ,,_ 
",,- .. _.-.&,,- .. - ... "'.-, 
'L_C_ .. ,.-_' " .. ,"',,' ... ,,--, .. ",,~ 

--~- , ..... ...... _ .. ~ II_----Or'" 

--~- .... 
"" . L. _. ~ ~ _" l-h>." ~,~ ,"- .. 
""'_ ''''. ',m.-.... . ,-,'- " --, .... ""- .... 
"'''''~ • •• . '-_, .. '-..- . ........ '- _.<0 '._.,"-C" _G"_,n''- ... . ~_ , __ ' _ ~,,,. ,-, ,.. ......... ,,_c .. _"'_.~,_ .,-. ... "-- ', '.,' .... _"""-
"G "-"~· ...... II._ " _ .""_ ,-- .. , ....... 
'"'1-'_Y' ~_"""'Y_ ' " ... '_."' .. 
'"" C ....... ~ , .. "'_ C c,- "- _ ..... ~~. _ ,,,. ..._,,-, ... .. ...... , •. - •. , -~ ..... " ..... , ...... 
"''''''- ' ''~ ... ..,..-, 
..... .. "' .... u ... ' . " . .".._ 
"><'-' •. _ .. 0 . _ ,"" ,_-" '"; __ .v_._ ..... ~ , .~ ", II ,-, 
... . u ....... "-,_ , 11._,_ 
" .. __ "- ,,, ,~. u'.""""" 

~L"'C_'"-_. ).I_"I1""'- ' " -... " ...... ,._c_, ... c, ....... , '". ''''' ,-........ '-'--, . -., ....... "---" .......... 
FA'-' "-_'*" -.-........... , ....... ,._ ... ........ , , --'"'c ... "'" G. . __ ".Il a.. .. _ II . ~"""_ 
w -t. ...... "'_M .". , .R .. ·" "'.~ .,.". ............ _. _y o ..-._ , .... ~_ .... 
,,-_ .... -
'"" ",_ ... ,.--,-, 
..... ___ c _c ........ '"-'- '- .... 

.."-..... a.- " " ' '', ... ,,""" 
~ • . _._ O. _._ L. _T ...... ' •• --... ~ , .. , ~ " , .. "" .. 
~. ,_ ... <_ "'""c,., _ ''',.m 
..,. -.'-'"--~-.- .... ~ '".-" . .m,.,,, "' ..-·-.0_'_ ...... . ......... 00.-. " "- .. ,,' .... -,-... ~- ''',-,'''' 
~ ........ L'- .. W.a.. ,. ~ ... " .. "''' 
"'t> . _.~. __ < __ .. 
w, __ ,,"''''~ ___ ''' ,"'-'" ... "'''-"-, .. ,,_ .... , '-' .. "''''''' ... '--'"-_ ..... ,-.... "-_,u,,,,,,., ... -' .... , ... , ... , "-'''-' _ .. _ ... 
, ..... ' " .. -...... .... _.", --'" _ .. ..... ,,"''' 
• •• . • _ T. ' ~ Qooo'" ,,-,-_, T. '_L. 0- .. 
,C _ '" ,-,_ • . """"~ 
... _, c •. ' ' . -,.. , _ • . .-. • .....-... . ,._ 
'-"".",' "- ............ ,...... ...,,~ .-, 
..... '-- '~ "­-_ ............... -



122 
 

 

 

f_, ... -«1 __ ..- ....... " .... '" ..-_ .... ... ,_ .... _._ .. ___ .......... .. "...-...,......._iIIlOC 
_-'7""*-"~"""""_'" 
~"""""" .. "_",",, ..... n' , _ 
"" '1 ,,", .. _ ~''''-- " .. SJ, __ , .. ""' '4'''''' __ )."",, ___ ._ , .. _ .. .... '...,..,..._M ' .. _ ......... .. 

, hr- ..... _ ... O'- .. , ' ' ..... ... __ ... _ .. _ .......... _. ...-_---_ .... -
~.,'~""" 

rv.Wt«;......,... ........... _, .. __ .. ................ , 
"'" -..- ...".,... --- """ ....... ..-........ .....,...... -""---.. ~ , ~_ ..... "_;", .... T1.'...-. .... ....-.., ... _ .... .......... .. __ .. 
rH.·' ....... __ A._ ............... ·" 
__ - "-' .. """'" ... "'_ of _ .. -- ,'.~- .. ""'""--~.- .. - ..... , ..... _--., ................. ... 
-'-'-- .... -...,' ..................... ---.... .. - ,.,... ""' - "" ..... . -------,-" .......... -... ""'" ................ " .. ............. - """'" 
""" """""-"DGMENTS 

c.no. ,.. ,_._ , • OONIoCyT .... (CW 

.. """ ... _ .. """""""",c-...-. 
~ __ A_ "_""_ -- .......... . ............ ........... .. 
»C.u'A·UM>L n •• -... . .. ~ . ·k. " ... -... 
__ OCAI'A·l"N ..... _ c.- .... ,no"" .... ""'----"--_ .... ",... ,.....- ("''' lIN"" 0::-- .... ,r:oATA. ,",AM,-' 
'-- ....... A .... «]~" ""A\" "'" , _ " __ -........ .. _, ....................... "'-'-_ ... - ..... 
........ ,.,,.. 
• ~ ....... H __ .. ~_. 

~- .......... '*-> .. -"' ._" " h._ --_-..,---, •. _-
---"'~ 'L ~C"-"" J _)_O_~_ 

.. .--.... M._ ' ~ , '.""'" "- ........ , A _ , _,.-, ,_~. ~ _ 

"~"-"' ~ "'" _ ,,"- h",-,..,""" 
'. """'"_. '-M·' ~,_~ _, ' c-C._ .... _ , ''' _,_ 
'L ........ _&"'- ,_ .. , a."',_, 'L_C_"''-_h .. '{3"~ 
..... __ •. . • _'""'"~_ •.• . • , y_ ""' h~ 

~---, ..... ...... -.. ~ ,,----- .. ... 

--~- ... " 
... L._ . • ~ _" ..... " . ~, .. ,_ . ... "",_ , ... ','M.-.... . ,_,,_ , ' __ ," 'n.-. ' . ... "" 
-'''''~ •• • . "-_,"-'-" . ...... "- "- _.<O,._."-c .... _ O"_,"'~_ ... ~_"_h".' .~ ~,,,. ,., 
,.". A ....... "_. C,, _", _.~,-' • -. .. . M._ '"" _ "'_"',,'-"G ..- .. ~._"-_ • • _ .... . _ 

h.h", .. ' .. ' .... 
"'>-'-"~-""""- " " ... . _" .... .... " ....... ~ , .. '" ..... c cr- "- _ ..... ~~. _ ... -..... 
... " ...... , • . _" _~ •• _" HoI.)T ...... 

"''''- ' ,y ....... ,- • ..... ___ &"'- , h" " .",.,_ 
..... '-, J._"'O _ ,,, ",", , ___ 
'"!c-.., .... '_ ..... ~ h .". " . n ,., 
... ~""""''''- ' '~' ''.-'''''' " ,,_&"'- h ; ... ,." .. """ 
~L .. ,c_,,-_.).I_"U""'- h " ,-, .. ", ...... ,._,,_, ... C, --... , "'."" -.... W._ A--.' ~ ........... <>-.,,- ...... c.'.'--"" 
.. --' h.-.,_h "-_'*" '"" --, ...... ,._ ... ........ , "' ... , --"c ... 100. ... c-. " . H. a.. , . "- ".~ .. ",,-_ " ... _ "'·M C-L . .. · "~ , ,,,.,., "'''. .." .......... _. <-" I ..-._,. _'--_ ,,-_ ... . -. ' ,-
",,_ ... ,.--,., ..... ___ . _C ........ ___ "- '- .... 
"-"- ...... a.-. h'" '" '. "" ',. ". ", ,,,,,,,, 
~ • . _._ O. _._ L. _ T""" , •• 

• ," , .. . ~h' •• ' . , ', .. .-

~. , .. ... ,_ h,.' ... ''',., '' 

..,.-."-"--~-.- .... ~ ,~.-.. "", ... " 
"' .-· ..... 0_ .............. ... ' 0_. . ... " "-, .. ., 
""' -'-"'~- ',",-,,'''' ~ .. _ .. L ,-.. ' .a.. , .. ~ _ . .. .. " .. " 
..., .- . ~ ~--<-- .. ... , --""' ... ~,.--'" , ... ," "L ... .. __ H"" ....... , , _ _ • " .. ~ 
"L '-_"-_ ... ",_ .... ' ~ I "--,,""'," .... _' ......... , 100. , "_'C-' _,,_ ... 
,,,,,, ." .,.,." ... ,_.' " .. -"',.. 
.... _ , h." __ ,'_'_' ,,,,,, .. ,,,-
0',. _T. ' ~a...o" ,,-,-_, T. ,_C, 0- ... 

,C _ , ' ' . ''''''''~ "' . • Ca. _ ' . -,.. , _ .•. --. , __ • ,._ 
"- c .... , , " ........... ,...... ...,,~(_ ..... -" ,~, , .. ---"-""-



123 
 

 

NANO'OOOOl.,.,', ... ot _ ,. .. 
_~ N_, N_·_~., ............ ....u;~ nanomediclne 

.. (2Illl """'1 -- ""'~ ",",", ,,, --
Spotlight on mycobocterial lipid exploitation using nanotechnology for 

diagnosis. vaccines. and rre atment~ 
Carlos M. Vaidemar.Aguilar, MSc" ' , Ravichandran Mani .. l:ara/l, Ph D" · , 

LlIIlm S . Acosta· TOI'Te§, PhD', Luz M. L6pez .Marin, Ph[),,' · 
·c..w ",,,,~,,,, ..... ,T_._,,,,_,,,, __ .. _"'''''-''''''_'' __ >l~ .,- .. -~ ........ - .",-... --.--", ........ -

'_"", ~_"""", (UlJ "'" • •• _& __ ,. __ N __ "''' ...... -., "'"""''-.-.... 

__ • .-"' ....... _ .. .-.. , .. ,.,. .... c_ ........ T_ ,_'- >I~ 

...... ,,"-- '(I" _ . 
.............. (fB\~Jy ... _."'.-"""'<_ .. _..,_ .... _.,., ... _ ........ __ _ __ .'_ "'_Oft __ ...... c;rNV-" __ ", "" .......... "', .. _ ...... "'_.,. ~~ _ __ ... .-_' ... _._0' ....... _.,-. .... __ .... _ .. .- .... _,...". ......... 

w .......... __ .... __ ......... . ... .....,.,ty ............ ,_ ot ... ......., ... ,,_ .• __ ... _ ... 
_"'t)p<.H .... ,.',' ... .-... _ .............. _j>._ ...... ........ ""_.,. ... _,_ .... " 
.......... , ~d~ l ............ , _ ........ w.f ... , ____ ... .. "'- ................. _ .. ___ ..... . __ '" 

T1I.._1_ ..... ___ T ........... __ .. ----.,.-..,.-Nl .............. .. _ .... __ ........ --o """ "..,..., .. ~ AlJ " .... ,_"""-

........ *,,_of('OVl>-19< __ -. -.... ..... 

(T8), die ....... , dir .... '..aM ....",., .. 0."''', _ foe 
_ .......... ""', tiIIor....-. ~ b ...... """" d ... w_ ... _ 0rJ..az-.. ( WHO) '" 111, M . .... ~""'m. 
... < ... __ d TB, < ...... 1O",;n;". _ < ... -' It, 
,....... *_ . 3)11 ,j"' _ _ 0_ ",('OVl>-19 
...... , .. _ -,-. ' U"'~, ........ bao. '" 
....... «rOO .......... 0< .... """,,", ~ __ TB • .,., 

..... """-'Y "", ,,,,,,,,, ..... _.""",dh« "" ....... '" 

..,.111 __ f<r ... lHtime .. . __ , ........... -. 

d,,"- ___ -... 1", "' ........ "" ....... ' 
Oaeof ... _ .... _ ... "' ... """t>oldTB ~ ... """' "....,. 
d ... tilo <)' ''0 d M. .. .. ~."'" • _ 1""\*, 
M .................... _ .. d6<~""" _ _ . .. .. 

. C-p __ 
L-... , ___ _ .. __ _ __ (L ...... _ 

... _ .. (1.>4 . .."... ..... , 

_, ........... "'..,_:rul''''-.J 
'"_'''''''~_w''''' __ ''' 

,-_ ......... __ .... _ ...... _ .... -..... _-.,.,., _ .... __ --.o .......... ~ doe 

.h~ ..,.., .... ..., • • • ..,. ~ ........... -,. dio-
ear' ,,,,,,,,,,," M. _~. __ ..... _ """" .... . 

__ .,. "II""'" "',..,.... ""-... _ ... d_o";' 
.. ,..;pie, .... .., "'..,., 0. die -.. _, M . ....... ""' ... ~ 

.,., the...-~ ~ . '..aM TB, .. , b"Y .­
, ""';"., ..",..,. M. -fric--, M. """',,;, M. _ , ... 
M. """"', _ ...... , _ .... ...re -' """" ... __ TIl 
<_ .. _. """ ..... ~' ... -..-..,. _dled iW .... 

...... of ""'" _;"., .. "". _ "'" d ... M . .... '"""'''' .,.,.. (M'IC"~..,. ~ d iW=w= _ ..... . 0 

"""""""" .. ",-,.ofmom< ........ 
The , ...... , ,..,.,w ......... d • ~ _ ..,.-_ 

..... -... , the .o-aIIod ......... C_-.GuIria (I!('G\ 

... KfI ......,.. __ ._ the __ ,,,,,,...,I~ 01111 , 

~ . 'h ....... , ... ' 0 .. ""'''' _..,;,.0 ........ TIl 
.. the • • ..,. ...... -. __ , _ ' N...-,,,,,,ioe< __ 
d __ ' ..... ty ...... , .. _ ..... ~ ... p., I""" 
""'~_ BOO or """'"'"" ...... _ .. ,..,.....m. 



124 
 

 

_,'~ '" __ ..... c_ ..,. .. ~ ... "''''' .. '''' I'M' 
"""1' It .. C .... "" _ O<W -......,. be ...... ~ .. d .... ' ... .., .. _"0, f<r ........ -'-*'17 """*' _,_ 
....,.,., .... ,..-. R'I_' ,,"-1 no<re dI_ ..., __ '" _____ of .......... _ ",1M 'nI 

~;" _ .... , "-h"" ,.,..,I&iowo . ",,,;0. __ 
_ dal! ___ f<r_ ... ",IMc_ .. """ of 

... "'9 ...... ;"1""'"' _ ..... _ "oif"_tly;" . 

""" be""", d ....... -. , . ""'""'~ d ...... , .",';"0 
_ .. _ ........ '" loco. ... ,.....,&hod __ .... ..... 

~"", ""'awrcL" '" """''''' ... , """', ......... of 
..... d ",1M TB , 0 _"" .. ", _. -,-, ...... '" • _ _ _Ift" __ . So- .. " . .,.....,no ... "'* ... 
""~ 3) ... d"';"o TB c __ , ..... .,. "".o"," Jot. 

,..."', ... __ , .... ""'" ..... ""*'17 .. '" '" _'",1M 'nI 
"-",,,,,,.,,,,,,,,,~, ._"" .......... ,... ..... 
"';Ood~' __ ............. .. of ... _I"". "," .. .. 
~-p.. ... ""..,. ... __ ..-I"''''' ... . 
..... """ ....... n.,."'tly __ TB . l"",..... _ .. 
,,-, , _ _ .....,.,.,.. .... ..,. _) .. ;., ""- d"...,. 
a>-.o d'o ___ Che of be "'P,.;.o.-. ;" 'nI ........... 
_...., ... __ d _~ .... "."0" ""_ 
,...,.,.~ . , ..... .,"' ........ _-", -- ... -. 
.... ~. 0. ___ , . ,.,... _*'-"" d_ 
__ ""'" """- M . ..... "..." ... _ .... cclb .. "'" . 

...... _.. ' . of""""",r,.,. __ 'nI . The""*llY 
d ........... ... .."..,...,. .... """ ,... "' .. -. _"'I" 
,... ..... of ...... ...,. _ .. ,... .... ..,. ... ~eo;" •• ti ' 
po<OIy --obi ,," _ .. ...y . ............. ,_ 
""ro .... d -"""lIy ", ... -= __ "",b,,_ 
~ au.. .... nrc.. .. d "'- """ .. be d .... ,.,..,. - .. -

TB .... _ .. ~ .. '*' .. . _. ore. r-.o...._ ... 
,ke ........ ;., ''''0 "'"" -.. ;" _ .... _"'~ .... 
M. _at .... DNA ...... id",nSod ;" • ""-
-,,'1" ,. ""_~ th<u" d __ , .... ...,. 
M.I>IH~""' ... Jr"I""-.,;p,,,,,, "'"" ;"h ... ,-"'. 
...... "'", .. doee ........ Y ... ..," The~_ ..... , _...., ..... , __ f<r_ • • "'IM_ .... _ 

-.., ~ .... m; ---'l' .. ",....... _ ....... ""~_ . """" 
• _ .... ,., ... ohi<w, M. _at ........ '"'..,. .... "". 
_ .,........,._ .... d>· .. ~_ ........ I~, .. .. 
_ .... _ I'l'-' d ... h._ ,,,,,,1'",,.,."-" A'· 

""""' .. __ ~;" M . ..... ~""' ..... "'''"''' I ...... '" 
be ........ "' ;" _ ........ ' "" c_ of&-... ..... o _ ... , . 
_ , -. d!be ""' ........... .., ........ ___ .. 

_.Y .... ~ of ... <rIlooot . .. _!!to ",trmdy r.u,. 
"'" 01 M . ........ ""' ............. tly *'"l<d _ ... _ 
_ .. (Mol ............. ) of _ ""'illf'" R'*'<rt ,,,,.. '" 

&0..,- """" ... d""',..,. ;" ,gl:! ." lop"', ... _ .. '" d_ 
...,.'" • ..." _ cell ___ 0. ___ " ",of .. , 

"'. "' ....... ; .. , ....... , ",_.",d ,-.....,. ...-,'nI, 
..... _"'-. .... ...wd"' .... .. ' .... , ... r ___ 
'*" ' ''' ... ~ """"""' .... ..- _M. _at ........ · 
too, "'_ d .... ..,. . ""_ ~ .. _ td).- ..... )0-

.,. __ dIo, .. , _ I ...... ;" ........... -...._ 

~ ... "- .. The ...... ," d....,. -.w ;" M . .... ~""' ..... "'F 
.. ..-cll, .. . _ ............ , be,.....,. d _)""<' __ 

v_ ;"....,. ",id __ ;" _ .. "'do .......... !l-b~ 

,..-- __ .... ;" E. N>I, ,;,.0,. ';"0'" apd.,.,... (<& ..0 ... 
of ... edt d.,. ...- ")~.,..., ..,. _. __ """po 
...... • obJ"''''' '" , __ " .... Y mt",", "vo __ '" ... 
.... ......,ore of M . ..... "..." ... "' • . __ '" v,""", __ 

,~ "" ... ~_ ' .... To dR, "" _ '" ... ..,."""' ..... 
_=-..,. . -.oore .... . ""'. p«y ___ _ 
" _ "'" ~d "'-l<n- ,-,"",tly, ..... , ..... "" =_, 
"'*"F "' .. ~ _." ... e...,""" ... '" be "'_ .... .., d ... 
"",...w <rIl "'''', . ",,,,,,,, " ,. '''' " • -. ...... "" 
""-.."m." ..,... _ 

"""" . ""'''''mJ ...... d new,,.,..,-...-w .... _ 
lO"",of!!to"'''''M)'~&lr ....... ""10",,, *_ -..",1)(: 

;" .... '" polyto""l' .. - .... ..-....,. -.. .. - "' ... ., 
,. .. be ",."".", .. """, . .. ....,. _Y 1)<><....-- .. 
That .. "'y_,....,..,.,d"'l'-"'...w ~"'h ...... .. ", .. 
• .......... ,_, .. ;., ""' .. , ;,,_ ..... nSe-.. of'nl;,,_ 
, .... .-" No< .. "..w.JIy, _ """"'_ """-_ 
orip.&I , ......... _ h .... <rlIo ....... , " d __ • 

_ . .. ..... """,_ ..,. "'" .. of"", ~ ... Me ;" 
_ .. d ..... "' .... 0 ;"h_~ or "'" d,-- d «II 
-,-" .. eo ____ ,;".,. ..... of ... ....,,, .... -{ooe- ~ ... .. 

"'''iIe''' ___ , "'_ "'_pe'" d_ d,.,..,..... 
...w ~ .. _ """,...,,,.,..,,. . ... """""',,.,.. .. .,.;. 
"-"'"',.;"'" ..... ~ ;,,_.,..,.,. (0'" _ ' J. 
for -. _ ..,~ of ..,.mtoo<o.ri&I cclb h .. ""'" ___ .... _ _ _ ..,;,. ..... _._ .. " ,1 ... 

,,,,,,,...~ ........ ,...-, """ .. "' ............. ,,~'" d 

..... y- ..... ~- .... "' . ---;" ,._ d ,.,..,...,Itrv.l *_""", "'I ...... , "';"',haJ 

... ~ """" of ......... 0 ..... """1""'" I ... ..,;,._, _ 
__ _ .... _ (drat", ..... ~, d ~ =-
~.,ooo. ...,..,an) , _ ....... ore ,.,ror"a!)' """p ;n ..,. T 
cclbv .. ... 0>' _'" .......... , _ ........ Alqd!t<r, 
.. "" ' ......... 0 ..... .. "',_ ..,."""""...w kpdt .. _ 
.... "'''''' .. TBd;..... 

"""" ... """""F, .......... .....,. of "'"", ;" """" 
.... " 'nI -" """,,", .. ""'...". ... be __ , d 
d~"-~ v"" ............ "" ,_ ..,.mtoo<...w 
"'"", ... ·0 "'"" .... """"' ....... , ... _ , . ....".. ""I"''' 
for '111 __ ", ~""",-" They"'" -. .... ~ .. 
, ... _ -. of ;"h" .. " ~ ..... '" _ 
,.,..m....w ...... _ _ ........... o....,...w ........ »-
.. ... drat", .,. ... __ »--n O"" .... __ _ 

"" "' ~"'''''''''' "''"11'',..,._...w ,;pdt _ ..... ~ .. .. 
..-<01." """""'" _ .. _ ~dth .. _"",,, __ y ... .. 

"-,i&lI)''' _-oo--bedMde \"" .. or ~~ _bl..1 
for _yy ....... ",,-."" " ,,,,", of ~~dt ."" .... d>.'" 
.... _ ...., ~ .. """" mtdioeo. ... ' ""'" 1"" ;" 
............ .,.,...;" be""" olr_ .... _ of""",_., 
dw....'''''' ~ "' ..... hod ... ~_ the .. o d_de­"'1-.,.,....,;",_., or_~"""" _ .. .... edt)'-
.. "'We ... _ ." _, .... __ , d 

... __ "" • ..,. ..... dl"" ................... I..- be de-

... d "'-d;,p.y .. _ ........... i<w, ,...,........ 



125 
 

 

eM. -.y.;kr ... u .,,~_.',_,' ." ,'.' ___ ••••• ~ • ...,. .... __ " (~UJ """ , • 
V~' ·'.f .... . 

, ,. 
• 
I 

"" . 
"" 

--
r ... 1. "_ 01 .. ... ' .•• "'" . .....-. .... _ .... ..,~ "'., ................ ; ........ _ ._ (J" " . ~. _ _ "~_01_"'_ ("""' ___ (""'.Od __ __ ' ___ ' ~" "''''''''>'.''..,a'~_ ''''''' 
___ " .... .. ,,0. .. ,,_ .. . _ .. ___ ....... _ . ... 01., .......... _"'. __ ...... _ .. _ _ 
..-~ .. ....... ___ ,(tL' -..... ... ____ . ~ •. _ .. .,. ".,,,_.-0.; .. ...., _ 

.......... '''--1)'"' e",_ doe , ,,"""01 ",,0;. e_ d ..,.-..,...w ~ will ... o,...~ . C ....... od-

___ .. '-'-*'17"' s,l< . __ Ts .. 11 ... bOdy 
,.- -' doe __ bot", <> ,.,." ~ ... .. iIl ... dIo­

,-" 

N ..... "'i< ... .. doe ..... * , <71 -' __ d._ 
_ooqy",,.,,, ... , . _ _ .......... ...,ddoe_ 

...... " .. "'*"'"' r ;""'. 0... d doe ..... 1..,_ """''' ..... _d.~ "' ..... "', ... ..,. .. .... _""_ 
oreof,;",q" """"-"(1"*_ ..,"" .. .., ... ... 
'*'Po" ,"" .. ., .. ... ccll . .. ... . _ ", .. " 
n....fon; ... "'*""" '" _ .,._ .".,or.., .. IDft>-___ _ "' ...... _ .. ""II<.'" "' ""1 __ _ 

.......... ... _ .... "'01, .... _ . ..... 0 __ .,. 
N __ I)' aIIo_ for ... _ _ I d..-v... mm _ ,D,ro .. .. ~ ___ "'" __ 
*"<orco ..... ...., ..... ___ ._~. 

e.r.n. "',"",,'" _ .... '.""Iy mmdIod _,_, 

..... ,.,....,""" .... ~ e .. ... ........... by .-... 
au.. ,"""'- _ .. ~, """ .. ." ~, -' 
..... ,., ,.......,... for .. -., _b .. od ... _ 

_ ... e . ... .....,. fohi<_ "'" _",t «rpa ~ "" 
<d)''''';') ... h.d ..........,) ......... , ... ... ..,...,_ 

........ _ . m&ttft&b -' cdb e . ....... ..,..... .. """. 
1 __ , .... .,.;.,( .. 1 1,~ .. _ ... . "'d _;r~ 

. ri""'i<o for"'l"" "'1-"''''''' .... ... . "'of ..... .. .... _w.e ........... iH-,;.doe __ ... ."..,. , 
_ ",""io, ' __ "'_ io .... ..,.;...-,.' A_ ..,-
~Ii< __ d._h",," I)' "'_ ... """" ol-.w. ..... 
_ _ .. .......,,;, . .,. ........ """' .. ...n-.,.....! .. io ... 

__of--"". _ "' .. . , doe .... _ .... . 
f<r IDS -' """ .. r ID")' _ .. . . .... "" .....,-.... .. . 
"""",,",' ''-''1)' ..... e_ for"",",",,,~ ........ .. . 
io_ for ....... ..- .. ,;,-0"" .... -' _ """ " "'-
,..,..., t ",_ .. __ ~ ., A",,,,,,,, _ posoibl .... 

."" ",_ .....""..,., .... _ """,",, _ .. Ts """'., 

..... "'''''' .... _ for~,.."..,," d .. ~, <iapaoio , 
_ -' "'"'""""'1 01 "" .. - .-____ _ "'".0 ___ ......... ' _ .. 
tIoe_"" d _ O-....... .,.,., ..... TS, _i&Ily 
f<r d"l "'Ii...-" "-" ... -' .'"" .. ...,.., __ ~ N __ 
oo<-.i.= forTs moordI , . ... ' .... _ .. 1_ ... 

(1) V ......... '"" .......... =- d,.,..-m .. 

im_~tM ........ _ "" 



126 
 

 

11 li1 
til]!tf'tritj~~!!I'!1 

II 
:11 

I 1l1l>
!ti'lI's.ll,h

 
"
I
l
l
 

,1
1

"I'ri' j" -11""t 
.II' I!: 

'1
Ii1i;'"I,j11i f1"li·,i"\ll 

'. 
"I" I 

"
I

" 
i"I'" 

'
j
 

" 
~ 

-Ii 
~ 

I 
1~

-
~· 

~'!I 
~~]I

~
'ilhl" 

-I 
"

. "
IIII'i' If"' .Ii 

!. 
111 

"
!

g
. 

Ii 
1t

_
"

5 
Ii 

< 
.. !

"
J

 

li1tljj 
i Hi!iH1 1f; jl:!~lm~n 

, 'l·ll'l f f!.·,l· p
ll 

! "~rl"i 
r ~ ~6 

r 
~:"q:qlpjJ:!il~lh!-1 

I 
. Iilid

rill fh
i!lsl<

l 

j "" lj!! dill 11 \!j iii II'; 
t

'i,
b

l'il 
1."'lt

J 
~ 

, 
jll, 

j 
Jj 'l1 

",
.

j 
" 

I
,' 

l 
!l'i 1 ! 1\' 

! 1'1 jll 1 !I 
l ' 

"1,,! .. ! 
r ,," 

t 1\ 
'jl 

'I 
11j' j'.

h
 

" 
J1l' 

I 
I' 1 J. I'" 

1"" 
'
j
 

~ llj,/l:!li. Ill.tll i/o ! i.! 
I Hlii1i'I'j'{il{!li'W!l'!li1, 
J d'~!l.. l;,;.lll"tl, ,.I, 

~
U
 

i 
11 

I 
" I! 

! 
II 

. 
i 

,. 

~ '("~. i 

, I I I I f I 
.. 

., '*·1 
I 

I I 

)tHOle
" 

~I ~
l.

i 
,

I 
I 

I 
I 

, i~ d ., , . 11 l~ 

I' , I .t 



127 
 

,..- (\I l P, ...... __ ,"" ... DNA ... 

_NIl ,..,,",",-"-" __ d " " 0 ..,.. ,;,.;", _.-. 
..m.,, _ .. .., ......... , .... _ _ . .. ~ 
__ .. _,~ ...... A( ........ )or .. o 

,.,._...w~~ r .............. · .. t(FA, '" 

""'" a m... I ... . ... 'Ill , ... _ 

",""" - - "lI1, the I"" I""" d . ..... <_ he for· 
"",,-, ..., • ..-""" ......... _ .. ., >are d";",,, 
__ a _""',..,, ___ .. 1""01 .... ,~ ... . -~ ..... ....... .. ~.-- ,~-..... " .... '''','' _ ...... ...,..,.,... ooW ..... _ k>, __ 
.. <.r.o... """, .. d ""''''''''" .... ~ .. ""' .. __ . ... , d....,..... ... for ... _'""'" r_ · ... _Oiae .. _ 
"""' ......... ~-.. ,_~, ....... --..oorc._ 
he ..... iSod "" ..... . _ ;. ood<r.,"""" __ ... 
_....., d lo<"'1' T"'I_ ' "II"''' . "'" . DNA _,..,. 

-~-- ..... ~. - .""' .. -
,.;", .. (..--.., ... ~ ,.~) ".,., ...... od., 

~",~. n....o *""_ ... " .... _h-
...... DDS""".o the _odd ...... the __ ., 
""_ ""'_ .. __ d., ___ ................ t!rcu"'<Mw..., __ ..... _ ..... N __ ..... 

<.r.n ..-- "0 r,."". DDS __ ..... '" ....... ....,. 
._ .. ~"'" .,..." 'nI . A, __ , """'~_. 
_ he .. , ._~..,. "" __ ...... oolym<ri< .. d ~ 

--"'n ,,><rib'" .. ....., ... , •• , Saae.,-, 
...,'0 ..... __ for , ...... . r .............. , "I -. 
............... ...... .,..,;,. .. _ ..... _ dT8 ; .... .. 
the ...., d <'dJ''''"'''''''JIl'''''''' ",", (l'LGA) _ .... .. hdo 

__ """ "I ... ""'" Jr<"'''' _. ford .. , -,.". ..... "'.,.. _ .... ~ ...... " .. ...... " ........... 
_ •• ___ ~, ~_~~, 'l'l~ ... ", ... ~,~<O ~~~ 

~" .. . r_ Oiae .,.;. 'nI d .... _ , ' _ ;. rdJ'mtr 
._ ... .... ...., moD.>a'" • ""'rr """ __ ""'11 
.-.mer(l-1lET).,- ." "" ... ., d .. ' _ .o .. ,"",;",."' I • 
"""' ... . ...... ..-..,. d d .... I>4lS for 'nI __ 

"""*' be . _t!rcu"" ,n.. ... the "","""" ... "''''''_ 
of ""'..- ........... Q--< d .... ,. ... he P>'" f<r • h--'J 
""" .. "moo) I",,"""'l:. lead ., ""'" _ , ~ .... ... _., ","""",,,-

"--....1 ... '[" ..... __ 
A ..... .,.;.. _,~ .... _'" _ _ ... , 

"II_"T8 """'~"","ofb .......... .........,. .. ... 
__41"" ... _ ;. """""""· ...... _ .... 0...., ..... 
.. _ .. .... "''' f<r "'- "',..,. .... _ , .... . moe 
._ "'-_~ ... ..,. the ","B, "0 MI'BB3 

-,.,.. .... . "",-",<" - ,*, '" ~-." 
Two _ .... -po. for "';"0 T8 """'"'" .... 0 .... roo-
_'" ( ' ''' 3 ) Mthe __ d """"",,, ,.,._ ........... . 
__ .-. .. ,,;,.,qDJ a. ... (or-'" ..w, .~o) ... .. 
.. ___ 1m, '" (,;) the .... for ... _ ""'-

........ .-....... ;to "'dioeaoe, .. h"" ...-Iy ..... .., to · -_.""' ....... _"'-
The _ .... of _.k> ."' ...... by M . ..... ,.-...... .. 

,..."....." ..... __ "'" '" d .... _ .. _ • ., be 

'''' ....... ... ..."._of ... d .... ~ n,;. ..... ....,of the 
....,. """""", .. ,,,... _ofbWa(fSAT",) .. d the 10. 1>& 
,.o.re r .... _ ~ (1-1'10) , .. "". ore ,",My . "",i!< .. ,; . 
, ... d M. _"' ........ , ""' .. I" d ... ",,'0""' __ 
I,.". ,.,..,...., ..... ofter _ M. """,.._,,- " Not ,,.,r..-
;'JIl' , ,..;.,..<l1om .., ..... , _"' ..... "",_""of 
01'10-<'.5A1'I>-d_ ... ...... "' ...... ~,the ....., .. · 
"' _ _ ",..-y .""" ., \roO for the __ d _ 
_"~, '1'" . .... ""' ............ ulo-., "'"' _ . .... _ _ , 

.. ,.' ;;--'~ ~\ ... - ',;--. -~ .' : _ ' ~ . " '.... , ... " , 
: " _ .., ,.. ' I 

: : .' 
. ~ . ! ..... . fr ~ . ... 

"'" ,; , .':':" .. , . .-' ----
... . '­-

.... , ._.~ '"_ ... ~T1I ____ w ... ___ ....... __ "' ____ , _ ., ... ___ •• _ 

__ • --... ., .... .... _ . . .. ................ _ .. ___ . ...... _ ..... _ b .... . ~_.-~ .. ___ 



128 
 

• Cit . ......... ..-kr .. .r/ __ ~, .,,~ ___ • .,. -. "'>I"'~. (ID>', ."." 

p<l'!0Ym0d .. "",," ""'..- ora....,..)." As. _ .. 

... b LO ' .... ",,,,,'"' ..... .,;,., _ .............. ""'" 
",. M_ .............. at ....,. .,.eo 01.",_ • .., tOe _ _ ar_ 

face f"" "" .... ..... '" .,..., __ d ..... , ... ...,._ 

~""'-- ... ""'" ........ "'.,. "'---. IDftOO<ft ... .,. ... .;~Ie ___ .. ..,. _on .... _, .,-on-
hoeo.ri&l __ ore _ "" .... ___ 01_ ...... ,;_ 
",..,. __ ~ io . ...,. .. o_if" _ .. fer --. .... 
,.... _.Ie N ___ ", ... _ _ .... __ 

dv"'1 . ___ ., ... i<Ieoce _-,--
,,_ . AwMI '" t1I ""'"""", .. _"'_ ~*I;" _Iud< _..,., __ tIrw", ___ ...". ....... 0<>-

...... _.....,. ," "f'><al ..... """"'"" fam.-. "" ... .... 
"Y'''''' ... ~""""'"" _ ..... _n _ .... 01 __ .. 

..... ..,....,." .. h ... . vo .......... '" '" ~_. ....... _. ___ 0000I", ... __ ... 

_ _ f&M<_ '" ...,.-;,., .. __ . ,,-en for 

_ ,.... ON"""'" ""'" ..,,,, ,,,,,,,,,0 __ ~.,be 
_ .. I',."..,f-are _" .......... ~ tOe _ d .. _ 
_ ..... ""' .. ,., "" '" ... _1-"'-.. 01 ....... ... 
"",-, ..... .-. '" '"~ d", •• M_ ...... ""-. 

"" .... -- ....... , ... "" ."'- ""~""" (SNI'», _..._. __ 1 " __ ....... ,·o~ 

• "'J""" ..... _ .. _ ........ ~ __ d_. 
___ ...... ,., ""'" .""""Wll)' ac"","" ... ,.._ 
__ """ Th<nfooe, ... ___ 01 _hooqy_ -..... ""' .. --"' ........... _ . ..-_. 
-, ....... F 

O' ............. ol ... __ d_ ............ ",. 
,.,. cclIo"" _",;,., _,"-~ fer 1""",-cI-are 
_ ... 1Mu -d)' f" ...... ___ hoeo.ri&l-cao _ 

_ .. __ """, . M . B"'_o .... _ ...... 

"""" ""'""'" 1""'",1&<" , 01 ac';'" TB ~. "Iroo~_.,. 
__ --'*" '" """",_, v_ 1""_-" 
"""'= .... 0 ..... ,,~ ......... ., 01 .... d ....... A<_ 

- .. ., oripooJ .... . ,--., -'1_ pxI "-1-­
p<I'!~ _ ac"","" ..., ..... ""''"'* """,="'" 
... d • • "' .... _"" tIrw", ~ ",,~;,." 
The _""", d ............... '" '" ..... -. ...... 
"""1 _';"'; --...., bee...., ""'" ~ do ..... 
p,.,n.e., _""""" .... cIod .. --.,. _leo .. """', 
... ~".,. d ... "'. <_ be=-"",_ lac .... t&Iy, """ 
_, mol .... '0_. _ ... """""'" d .. ' "'"'_ .. 
de&o!)' _ ...... , _.,. t1I," _", .,""'';''-'' .........,!ftOI"_. 1"" .. _"... """'=' _,_.-
b"", -.... ..... ..... "'"""'" """" _.-c. a __ '" -, .... _ ........... h,.,... __ w>o~ .... 
~, ,,.,...1>&I~.-· .. C"'f""Wlyfcr_­
_d ",o.re-"", mvo __ 
"-", ... """'1 __ ..... ..- t ao .... -.,., 

.. _ """I" ...... ",. .. _ .......... """ d .... 
""""~,, "..... ac';'" TB, ... .-, .- 01 
M __ "' .... _""" r '" n.e"-"1"""''''0I1iWe 
_ fer " ........ d_~ ..... '" ...,. _ ., .... ov-
_It)' fer "-I""""". A.ri",..,. _" ......... hoeill 
.., -... '" be . h ...... d Til d_~ _ "'- .... 0 ..... 

"~MOrco _is<&II)'..., ........... "';"0 TB" _ 
h_ """'" As. ... ""'" ""'" __ .,...._ 

'""'" 60", .... ,.,.,_"..,..,. ......... "a.".,,,, """'_ 
o'--e,....,.,. ........... f<r ___ Tho. __ 

"1"- ~ ..... '" "" ...... od _(_) " ..... .., .... 
.... """-.. .. d. ,",,,,,,, _, _d .... _ ......... 
oIromd .. d ___ ... .-.f_ Iaeool'-alno..-

"_,,"1"1 (1-,, .3). The"""' ~"'~ .... d ...... ""',_ 
....... _ ..... _""d"""' ........ _P<al .... 
fer ... d .. ..,.;"oIt1I ... .... --'1' .... ....,..,...., d_ 
-. .. _ ..... _ .. .., ..... "" ",_Ie",,,,,","";' 

~ Tho ""'" ..-orc._le", ""'-...,. .... ""0.,..,..,. 
... ,;,;,-;,y er _is<.,., _d • ...-,-~_ by'" 
.... HO -,'" f .............. '" -, ....- ...... ..,..,. 
fer ~al"" bolero...,. <_ be """","""""' ." A, _ .. DIoody ,.MOrco ._ ...., doc"" __ ... 
.-. _ , ........ _ "'ac .... otOe _.,._ 

~..,. ............. accq*d",. ....... HO ... . "" .. -d-< _ d" __ " --"""~' '''''''''-'' '" be 0d­
d_ Sa.e 01 ........ ,.....,. .. n_ fer ........ .,.; _ 
...... _ ""- -... '" ",mo __ , ,.-0"' _ 
n.;. ~ ... <..." fer _, ..... ",o-1'lO .. d "'I'.SJoT-t.( .. 
_ ... ,~,,). n. .. , ......... of_ .. _"" 
....... """'_d .. ore..ro-. ... _ ... ..,,·_ 
oI""",d-.-, _ '" _...-.. Tho -.."""'l' d 

-,'''''-,, "'- ... ---,-'" _ __ ;, " t"" ... _ .... IOJ. ""~ -.red 

_"'_"..-.0 ..... (tOe MIJ2 _ .. ) . .... "'''''''1 
ditf..- .. ,;....,... .. """", ... _ .,.... ~, ... 

_ " .. 01 ... -... fer """' .... .... .".,"""""'. tOe _ d 
• ___ ", ...... ,.oif""""tl)' ...,..,'" ... _.,. d 

...... ., ...... ';1- "'.,. ' ''''' __ . ' '''_''' 

.... ~""'" d ",,>cl ~o.f~ ........... fer _0--",,-,_ ... 
Mo . ...... al 'fll' ... __ .-

M<Ot d .... _ooq;,. """_ &!lo", .'" _ ""'" 
"_"'_ ...... """",,oITB ..... _ ..... .. ..... """d .... ~ .. __ , ... ,..-d_',,_., 
'" •• ..,. .h_, ...... b f""" "';"0 TB. At I""'"- ._ 
""'""*lI1_p..ore"""'l .. .,...., ....... ,.., 'z __ 
of r...o,- rc ...... eo fer '111 ___ .. Ct.o of ... _ 

----. _Om .. tOe • .., d ---= "' ...... _ 
_ .. _""' ............ "" ........ A' .... "..,... 
~Ie .. ... '"'" of".,.... .., ""'>'_ ._" _ ..-,.d)' 
• .-- -... ... >dooe .... __ 01 ",., . .-.. ...... ", __ " _ fi_ ore ,,;, __ '" _;/y • 
_ .... tia ....... 'oIt1I __ .. .... tiPd'''''' 
,..,.....,. be "... 0I ........ ~ d _ • • ,"",,;";"o"'oor.. 

('wTm1 . d ... _ ..... _~ ••.• __ .. .,..0.;. . ,..-........ .... 
"" _.- . tOe "'" ."'_, foe ".,....'"- oW_",. 

• __ '""*'I!' fer r""".. TB.., "'_ ... .....,. . How-.,..,_'d ... ,,~_.....,_""_ .... 
.)'h>.'*'''''' .... _ d tOe hoeill, ... "" ... _ .... 

'-""'1 _ oriJ.....,. d tiPd. ,., ..... "'Iei)' "", ""_ M,..,......... "'"'" .. "'~ .......... _ .. ""'" " be ood .. 



129 
 

01. -.y.;~ ... u.,,~_.·.,_*' •.•. _ri·ri •• • "~ .. ...,. ___ "CF"! "'"',, 

_ diW..- _"' ..... ...,. .... _~, ..... ~ >OJ,.,. _me __ d __ .. d """ ___ """", ,,. 

on d __ .... "'''Y, or >OJ,.,. ,...ar" _'n M""",'", 

... ' ... _ d "'"", .. """'-. d ........ "" OOV"" 
_y ~ ... ., _to ____ .. _h""" ... 
,Ir<a" .......... _ "'Y- ... rrld dT8 ........ . "..... 
... """_ ......... ...,d "" ........ ".,-e..ooy .......... _ 
.... ..-..,--...,.. .., ____ ia.1 ........ . N.,..-, 

........ -.. __ ooqy all.,..- for "",,1><>"" _p d 
_ .,. ............ -"""- , .... ,,_ .. ... _~ we ""or· 
""" .... *,;". "'''' ., ,_ M. _",1MB ,;pd, _ 
........ , ~_. Wo ,..."', diW_ ... _. ~, __ -....... ., ,,..,." --.... _-.,., .., . _,., ... two 01 ~ ____ . Thto "'" d"'''' 
_ ,. __ ", _ .... -,too", __ ... ,.... 

., .".,. ... , 't1I _ ..... ore 

lipK. j" .......... • oJ __ ...... - __ of 10. - --
The <_.,. f<r "')'''''''' ..... ., ",m- ... ..... "" ... 

....,. .. ,.. ..... """,.nod ........... "''"'1 ol ........... ~ ___ ,_.moo ............ "" .. _,.,..,.... ...... .., 

........ Iy """' .. ......... " - ....,.e ..... "'"""" ...... . 
_,'" k _ .......... d ,'0«_ ""'''''1'''' • .,.. The 
,_ .. __ 01 "')'-... ....... cdl·_ ~. ;. 

_""Y .,..;p.'", ........ " ..... pocr titt_ 01 ""-r-
""'" <1<" ...... by Iu_ ...... Th<y " "', for .......... 
_)i .. d pIoI"'y ' '-'' 01 !I- ........ d...-. ria. (_ ,,00-.. ___ ",,0., ~ .. ;., D-

- .. ~ ..... "" .... __ .... ".,."'W""" fatty "'Y ' 
,.,," '" , .., ..... .... 0 _ .. -..., __ ___ 

, .... '- he ~, ,.'" ..... _"'" _ ...... 01 ..... ;",. ... "" """""'" ... -'" ~ '"'"",,' "..-~ _ .. ... Tdl· titt...,....,.. ('nJl}1. """_1. ... I)(:-SIGN 
&mOly d '=f*n .. d ....... ..,.., R_ ( MIl) 
M. _~* ... "" ... _"" ___ ....... __ 
""",.m., ~ _ die 0;,.--' __ (LAM) , he 

Iioo-_ ( lM) .. d ... ~_. --He 
(/'1M., .. "" __ ... M. _"'*'" _~ .... boo. • ., 

be ~d""<d -., "'''''Y''''''' _ b_"" ",U·_ 
....... 'C" Other ,;pd~ ..",..,. . d;""."..". , """"- (DM't) 

.... ''''''''' ''''' 'l'"''<''' -'<> .. _ boo. • .,""'''' C two"" .. _ M_Ie, ___ -,._d 
... _ .... ,.. 01)' ...... 0. "'''''''-''' """" """' ... ......... 
,;pd, I""" M. "' .. """" .. (or , ...... mJ ....... d ""-
boo. ....... ,., ..,;,. .... ) _ t "" ... ., .., .. __ ;",. 
... """-o ____ ... T_,...,.m-_ ...... 
Ie_o d ,..,..&...-,. <)'rt ........ "'''- 01 _ 
_ ...... "' .... ""'" ___ ~ ...... .,--OO 
Theoe ____ ...., ..... "".,.." .. __ fat ..... 

"'ria, M . ............ _ .. _~ ... ...,. otf".""..,,,,_ f<r 
__ "'-__ "".",_~ .-. ., iot....., ... .., ..... 

""""''* dIe"_ ....... ..,. ,. """_.,....,.."._ 
&...-,. -.0 "'d~ _h ..... ~"'""" 
_E. """- - ,.,..,.... ...... Jr"'O&...-,. ....... _,... d ____ ... ..-.y _ .... iot ..... ... 800 

,..,.,_, ... .,. ;. """""' .. "".,..ro.E ............... .. 

..... """"'""" .... " _or .-rr' " ",,,lie ... _0>-__ "MI""_ LAM ........ _e..,;,y .............. _ 

..-, _'"' '"~ ___ " "0'" """".,. . 
d""'~" ""' ...... _ -Val .,._~ 

A, __ c ""'" """"' • .,., .... ",-., ,_ "')'ID­

........... ..,... .... _...,., drooi ••• _'-*>1)' u_, ",_ ,;pd~ .... ,~ ~'" • __ .""'_ 
<.nor ~ d . """--..-_ ,;,;". __ 
,,"' ... ., ... , , .... ....... I'IM< ....., ,,,,","" I""" 

M. "' .. ~*'" Hn R. type ._ .... ",,;r,,,, ., 1...-_ 
"'F "' ''''''tLa-~ _, ..... ~_ 
Thto, _ I'IM-d....,..,' ... ___ ..,. he.,, · 

;'le l",,,,,, ,."""" ""'. ' ) The ... __ 100""",,_., 

_""" _Iy ..... _"' __ "" """ (THP'~ 
---'<0) . 80<11 1Ul·1 ..... ,.., . .-., .... . ...... _ 
_"",,",,-- ,""",,' -.e..."...,.... ....... <dk>d al <"'I'---,--, .. ".,...,"" ... .,"'-.""' .. _. 
I .... ..." .. _ .. _ ... _ Iiu, ~,., -..,,, Iiw 

""""', -. "_. c_..,. ., .. hat _ ..... p , f<r _y_, .... ....,. 
01 .. _ """,.nod by T -cdb ., _;rr &lly ..,m- ... 
.. ... "" "- ~tIy iot ... " .... ,.-.. ,.;...",., 
___ • .....,. "" ......... ,;p""- - The """' ...... 01 
_ .... __ "";' __ by 0>', . ...... "'" .. 

- ",.,...... ... -'" ... ;. -"""'" ;. ... "-"1_" • "" d ";'oo>UJ ,....,."'~ .. M . ..... ~." .... ... 
~ _ or"", _ 0>, .... ,,;."" T..", .. __ ,.,.." . 

","" (MA, ,""""0- .... ,1)=<>'_- (GMM, 
GnMM, LAM, """~ ~'""'" (DA 't} ... .......,. ,. 
_"",,-,"(MI'M) , · ... - ..... fioe_;r,oo •• for 
_ ... -.. ..... 01 ... ,;pol ......... --- Wo t """, """' ... 
.., ... _me T ...... are ",o-m .... podU..- ._ 
M . ..... """ .. ...... _ oral ... 800 ,..,.,_, .. _, 
.... ..,.. ..... 01",),""""""'" ,;p ..... ,..,., __ ... _, 
.... _""""'..,. .. --. __ lH ,""",," __ 

oI........,.T """-" "'_ .... .... . ""-- ,. "",,01 

..... -- ._'-*>1)' .",..,.. .... - ""'" , ... - ., 
~ __ f<r ~ d""y'" ip""- SMa, " aI 
_ ,.;.,." ..... ""..;." ~'" 01 """.,..,._"""" . 
;dy~ .. tSde """"Iymtn ., __ ... " ply .,.,..-
""""" ~ .. _ ...... ' " A _ Tttll OOV"""'" 
,;pol __ "'"', ... .",..,.. ......... p . ... ore ..... 

.,.,.".."" _ "" ""*' _ be ",,,",,,,,, . The de>ip 01 "')' . 
_ ...... ,;pd-dio~,~,.. .... ...,d ... _ .. _ .... __ ,-.;... ~ ~"'_rico-
""'" 0I.,._.",..,.. .... ., ...... ,.~ 1iPd_· 
lop . l....,..,.... .... _ oI. __ n ....... ~ 

,;p",,- abo t ao ... .. "')'''''"'''''- ,.'" ..... """"" "'_ 
M ymo<no« .... iot ... ", .. _ I'IM< .......... .,._ 

_~, ~ - """bio ___ ..... ,.-.. _"'~ ' " - '" 
A' ... """;". "'"" ,.,..,...." ,. ..... ., _ .... ,., 

"-" "'0"'" ,;pd """_ ...... ;. • ...,'" or ".00'"·''''''' l;,.o- _ ..... ____ . 
, ___ ,."' ................ .. ..... ' " M.....,,..., ... 
.oed"')''''''''' ....... ,;pd,,.. .... - ... .,~ .--F 
im ... "" ........... '" ... ..,hon·"" ..... '...-ly .. "" 



130 
 

............ _ . .. ~, ~ A (MI'L/I) ........ ~ 

.. ,.. W .. ___ " L>a " .. __ 

II . .... ,.-........... _ ... ,_ ... ~ .. h<re ""-

........... ""'" ""'_ "' .... """"",hftIe .-rio, '" 
d>ouo!OJ"" __ "'~ "" .... '" ."'-"l" • ",..bo.. 

"'" d "'l''''''"'..n.J ..... ""' ...... ~ .... o.rpa~ 
__ ~ ......... ~ by .... ,..." The ""' .... ,.,.--"" '-<-_ -_ '"""'Y-' 
a<."'-"of"'lip~..,."'."-"~ 
.,..".,..,..,... ....... ..., of ' "'10 . ...... om..", • 
."., .... ~--

"" .. "'_'" ~e. M . ..... ..-...... ,;po. .'" ..... 0 

.......... -... ...... -,. .... "' ..... oeq ....... - .. .. 
d .... ""''''' .. ""_ . _,... ( '''' <) . !J<>d . _ t..,_ ", be __ ",. _e<Oed cd!<. ,, _ ...,.. """'" • • '" hl""_ 
t",_....., .. _ .... " A, __ .., . dd (TSA)_ . 

Pr'::".':"- .. -. d M. _ ...... _bo_ 
"'" -, The _nS< ..... 01 ........... ' _ be ...... ..",... 

..... .,. - - _ .. ", .. h&Ied ...... _ , --...., 

t .... .. *""' ....... ..".._ ~""'" ."' •• _ 
_~ .. "'" • !OJ"'Y ,,_'" ~. C..-""h_po. __ ........ _ .... ,.,... /<r h)d_ 
"'*<-. ... d ..., .... """ly..- ...... ."., ",",.,._ 
-. .... Iea. Thot ;. .. .,. ... lyLAM, . ",. __ .... I'1_, 
............... . _ d TS _ _ ...,..-. . .".... 
_ ;"h_, LAM;" K kAoOO ;" "-, oh_ ~ __ < .. ~ 

... , __ ... ..-,. LAM .... '" '""'- '" ~ "" .. , . d,,_-. _". _ .. _ ....,.. __ .. 1 .... 

_ "..~. (Ute .... «, USA), .... AkrUlM -. _ 

t... ""..,so. (T'*l''' _, ""' .......... - n.e.e ""' .. 0 
..., '" "'" d_ of"- .... '*' _ ""'><""" "' __ 
_ .. _ .. pi .... _ .... ","",,", _-<yO tie-

""_ (1-" . 6, U";'""", .... ,.,.d/<r LAM .. ..w_ 
... ............ ly """""'...,.,.........",. "'" "'HO'" '111 
tbpaoio, _m....,. io HIV·~ _"- "--'1-
_ ..... ' ..... n.eAkrUlM _ .'0 .... _m._ ~ 
.,on ... , .... I"'" ....,;,n._ (~"")'" Therfore "'" tie-
__ d ~_ LIIM .... '" -. ... *'-l', .. itt ... 
·fajOLllM- .. .... &-.<. ad_ "" ... """' ............... , 
·fajOLllM- ;. ............. .-..... of "'" '", 1>.11'0_)' 

_ .. , _, ............. __ ....,u. ..... ,~, .. hKlt 

~oif'''''''~ "' ...... __ ~ (1-" . 6)'" o.e d .... 
"'-_""''''~''' ftoLAM ___ .. ..w ;. """nfy'" _to of ....... ......""pity. _ .. .., 
..,.. "-'i""'''l' ;. """"""" om......" M. _ ....... ,0-_ ""'..,..." d." ,""_ ~ .. d h ,"'-affinity 
- .. ;. , ...... tly-~priv~ ' 

U ... . d""'" _., H_.t <);I'" .."._ . ....... 

'')''''' .. ~..,.,....". (QOd) .... _ ... , .. h<re . ·LAM 

.- - .. -. .. "'"""=' '" ,-., "'" ~'" _"" ........ ' ...... -._oed "''''''' ..... "' .......... of ... pr L<rle<,,;. ........ _ry ......... , .. __ _ 
"' ......... _ ....... ,_be __ <20 .... " f<r 
..... ,... (:r_Itrd <t ... _ ...... ,.;" ....... .-.,. 

b)'~ .... "'''''_'' '''''''_''' 
"'" LAM ... . .... _ 3:IO ... -dt "" , .... ..,... no... ... _ """JIl"- __ "" ",,,,,,,h • __ 

--.. __ )' (S.llS}"';"o._1eo "" . ....... 
_)' (1-". 7). The __ .",,_~, .,..," _. 
..., __ of..,.. I.,.. TL<-~ _.....,._Md­.... '" 

""""tly, • ..,..d _b_O) pO&tf ____ '" 

_, LAM ... """"oed.""" The ,,...,i!< ,_., of LAM ;. <_ ... ",. ..... _ .. tiItody _ . """.1<1",d..-
.. . , batZk. ,.~ _ , __ .. . ",",,,,,&0"" ,-., ;. 
..... b _, "'" __ ........ 1- B)' ~"'" O<¥-.... ""'_ ... .,._.-hod . ..... of __ ...... 
•• , d """ .. ', .. (' " W'"4 -..0""", ;" I .... eo" .. • 

..- - a ~~ .,. •• • '" , ... ...,., a._v ,..-__ ... the ' '''';';';''' d LAM ___ __ 

", ... ", .""""''''''''' .... dyo .. _ • • )d""'._~­
"'''"'1...-.... ''''''1'1- .... " "l' h.,. affinity, """,_,;., 
1..- ,,-,,,,,,,",,,,, ,""",," _ .... .......,.. The ro_· 
".,. ""' ab. '" *- LAM .. oriory _ leo I""" HI\I 
... .,;,·0 ... intI ....... "';"0 'nI . , .. 

The ...... , _ LIIM ... ....f .. _ d"',;,.,Ts ... 
__ "'" __ , d __ .............. ,-. 

"""', fto 1'1 __ eo" '" _ !OJ"'Y .....-_ 
_ ""' ..... ...,"" ~ ... d,., ...... ,...,....;. ... 0-<..,.. ....... " ... __ • _---,. ""h..,,,,, b ,-. 
, .. , LIIM I.,.. ..w ... ".... ....... '" !OJ"'" ... ,;,;,., __ , ......... beeo...- '" ""'"' "'l''''''"'oeriaI_ 
""" __ '"- '" f<rtllH-,.... ",... et • . _"" 

' ..... _ _ _ ,, __ ..... ..,_d-...... __ _ h_~ ... __ h..,~_ ... __ ..... 
m . ....... __ ~_ ... ___ ... "" ~ ...... _ ..... _ ........ ... ___ ...... . <>PI ... __ 

........................... - ~";-.----...-"--; .. -',,.. ............. ~.--~ .. -.... ., .~ 



131 
 

01. _,",,,.r,.,,~_.'._.' ." , ___ . __ .•.• ~ ~ ... _~ "(:1m) ""." • 
., --

• -+ ",",,;..., .. -----~. - .. ~ , PlM-cliJplayi". 

Il """O'O!>oI' O!- "0 _- I~ 
loyI>ricI_flido 

.... , ... _,_._~~_ ... __ ,,, '''''''''&~,_ .. ___ .~ __ .,.. .. , ... ~'''_ .. ___ .,511A 

.-.. -.---~ ....... , .. " .... , .. ,...; .......... ,,- ............ ~,&_ .... ' . 

tloo _" d LAM .. tho .. ,f..,. d e..-",._ ..-.... 
(>lv.) ..................... d .... "'~ 111,",,,, _ roe-
... -. E~-<=,.., "" ............... _ .... 
f*" .. _ """"'tiao .... ""'"l" ""'" pm"""" ""'" , .... 
-~, . .,. ...... '" .......... .,""da·w,....... __ f<r*«<""I LAM , 
..,.., __ .. " .",--...,...., .. _ .... _fa 

MA. <be ""'1-< .... _01< , ........ )Ok .... , d ..,._..n... 
,,;do ,,"".,. "'Yp.aI ,,,,,,",,,,, *",Oft>. 

----.. Rmtt<ICOSc_C¥II ·_A __ ~ ____ ~_ 
·'A_~._. __ .A __ ._-_ ... _---... -­._--------

j .L_ 
=-""'---==-' -------

• 

,......,..,., "'",.. """ _.",~_m. ...... -.:_ ..""' .... --.... _'" ..... _--_ ..... , 
«",, '" "",, ..... t' "'"- " ... __ .... """ SI'.J<'l 
~,., d .. _ ""''''''' I"" ,;". '" ,!""me ...... ,;pb 01 
M~ --'''II' ..... _"", ..... ~ ........ '" __ • ,_ "*'" /<reAlly """_ ~ , "'" 
f .. ,,_ ..,. .. opi< .. ~ .. klO. • _tOp_ 
" .. I, ..... _""' .... ,,_'\id_he .... 
_ .. d M.II ..... g...,-~S.JlS .... t... 
,_""""..,. , __ ... ,_" '" N~_.~ "'"" SI= 

I 

._---------­.,. __ ._. __ .---._-_ ... _----­".--------
~,,~,~·~-"-:"I Ir~ 

• 3 2 0 

, 

I 
! • " 

r .. _ "- ....... ,_ ""'AM .... __ to._'.-. ""',, ___ ..... _~ ...... 0-.1< (>oj __ ,." _....,.. .... _ 

--',..-. ....... ,-.. ~ .... -.~ .............. ..-.-... ......... ~-..- ..... ..-,-.~-;, 
....... _-"'. __ ._-..-., ....... Cupod_ .. _ ...... --



132 
 

• 

C Serum ~"'I",..,t Step 

-­ .. ~ • 
l. Y .... 

Opture Subwfle ond ERa. Ik>k .. ,...Ihs 

.-[ 4:;~1 ·-[Z:1 ------., 
... ...... 

• ILL''''' , ....... 
I 

"-' """"".oILA ......... ''"S''' ...... .-.,,_.., ......... ;,_ .. __ ~~ -. ................... ,AI- __ .......... . 
.... __ ( .. 0 __ .. ' .... _. -... •• H .... M _ . , .. _ ... _", ........... *0- ..... ("~ ... -.......... -.-~ ... .,. ... 
--........ "'- .... , ......... ;."""""~)<t. 
-.. til. _ d .....m.. <db _d _.tty d"" """fM> ...,. ... ....",;,.~ 

111 J~,."u _ "" .... ,.,ft' TlJ ......... " J •• ;bo,Iy ......... 
,p~"'" 

Th< _f_ of -. .. io ....... '" .m". /.,.. __ 
dMduab "' .. "';"0 Ts , ...... ,." .. me d 111< """' ........ 
d .. ..".;. "" ..... _ for I" .. -d~_ ....... . _""'" 

I ..... A_ ...... "'_ .......... _".,-..... .. "' ... _ ... __ ... ..-...._ ... _ ... ~ .. _"""'""''"'. 
_ ... _~~flCI.,Y' .. .., .. _r. __ ~ .. _~ .... "' 



133 
 

eM. -.y.;~ ... u.,,~_." .. ' ... ' __ ._ .•. "~ .. ...,. .... _~ "(~'J ,""', 

__ ..,. ..... _ '" • ,....,. 01 ... _-.;... 
.m..". diW ............. " .. , ,_ .. ,"""od~ .... .. , .. __ • .,., a,....,. d """"01_ ....... ( ....... _ 
____ "" .. rof....-ry) _ ""'_ 

"'''''''''. ,_ "" <Ail)' .. _ '" -., __ y , ...... 
-.. .......... , ""' ...... "'h .. ................... """",or, 
"" .... "'_ ....... _ .... _ ..... "'laibI 
",_",r" ... "", ........ for_.,. __ ;r,.;,y ........ 
"' '- dte .. _oJ ,.~_ dooon· ..... 01_ 
,."...," It .,... .,....". ...., _ ....... ___ ftr 

..... __ ..-" (0) ...... _ ....... "'''ON' 

... _ forotdoody -. __ ~" ...... ft"";"",,, 
,..,...., .... m.,. by _ ........ _d (b) ....... ariu •• ~ 
d",_po. for .. " " ... dte"""'" d .... ~,.)«>-
hot ...... _. '" .. h . h .. tiIoody __ ore""'" '" 

_ . _''''''p,01''''_ ""'p"""" ",dte."..._ 
d . ...... ~ _,<0 oodtLh,"""'" 0I ... Md.01 ... 
_. A.,;.~ .. __ ,_".,. __ _ 

... MoI ........ _"'o " "'~"" 01 dte_..,. 
~ _lot .. ...,. .......... ,.00"'_." It."..,. ... 

'" ..... I..,to. .. riIoody _"" '" _~ "' .... _. 
., .... '" _ ..... - ""'~.pr" .. tly ~ ...... . 
Iu ___ " _ ~ _ ... d ..... '111 ore 

naop. _ "'""'_,..,....~ .. '.,'""ol ..... dte .. oof 
_~y "' ......... "'10"""'" oltip .... _ """ 
... _ ........... ........ ,...,... _". , ""''''' ... h. ", 
..... __ """" ... """' _"' <...,ore ........ ... 
..,......, "'''';''0 '111, ............ tIo<u .. . ..... d _od. 
....... .. ,..,,, ... dte ..,. ..,..---" ............ "' ...... 
....... 1-.. .. , _ >ritlly _ribeo a "" of """I" 
_~;...m..". .. h ... ~. __ ........... ftr foe 
__ ""oITS """"" __ 

1:_ ...... ... "" .... """ ..... 
M. ""'~;'IipK. 

•• ~-oiIy '" . -

The ,_01 _boo of ~ .... -~~ 0"'" 
_ ...... """ __ ..... <rpoO< __ .. ,h_<Y>O, 

"""" ... _- A, 1"""', ...... ". ~ oreddoal..,_ 
- , "' ..... """ro- _ .. ,.,_ ......... '" ""'" of 
""'" _ ....... h)d_ .. _ ... r-e_" foe 

..... 01"", ... MoI....,. .... """--"'"""" ( ..... ~ 
__ .. "'.-.0 .... "" ..... ),..,.... ..... ~ . .. foe 

--,. h .. _ ..... """1' .. ",... _po. ftrccll 
,;",qy .. d _...-,. mo_ """' ....... """ _..,. 
""",,- W"" ..., . ...,.. .. -"""liY, ... posoibi..,. of 
""...,.. -l'"""" -...... ..... OI-_ ... """l' "' ,.00""" 
,.." romdIod •• '" ""' ..... it , .....,. __ ..... """""" 

'" "''''''. ~~ --. ........... ,.)<d>.t< ...... ,.,.... 
"""_ .. ~ .. "' ........ it ~';,.,_ .. 
-.0 ...... ...., . "" ..... ..,..,........ '-"'. '" A "" 01 od-

-- .. ~-.- '--0 - __ " P""~ 
~ ftr ... _y d ....... 1"*'" .. "''''_ . 0... ... 
_ .. itdte .. od _ __ ; . ~, Iipd ....,.....,..._\'3 
.... ",;0. _ ... ,.00"""" ..... __ 01 *"'1",,,- ' 
_ -.0 ..... ore ..... , for ___ """ ..... ..,., 

(N"'R) .. __ ..-ere...,{ .... mod)" ..... ""' ..... 01 .... 
.... .. ... ....,.. _ dte died d oMr ...... ~. '" "")"_ 

b ....... 1:".,.';'-';;",.",; ...... ,,-..... '" A """" _ by 

.......... <t aI. *"'"-_ dte .... f"*'">'I 01..,.,." "",,, .. 
, .............. mod)" 0I1"*"~ .... ..,_ .. ..,.--......... _____ , .. Sa_ Iipd....,... (SUb) 

"""""" .. _,.... .... _."' ... ~..,. of ~ ... -.......... "''"',''''''" ... -~""" -"'-'~ _ ... 
d~ .... "'I""' ........... ' ... ' ....,.. .. ,..,.. ""'" 
Iod ",1"'-"1 .... "'_1""""_ for _ .. SUI ... ... 
diW ..... """~_ ._~ d ..... ,,.{ .... , 
........ , _, ...-, ... """" .. ,.,0", -"""- , ... ,., 

U_, .. ~ _0, .,... ,.,.p da'_ """~, 
,.,..,.... ..... dte _ 01 SIIJI "-<we __ ~ a 

"",.0" .... ....... , '" , ....- a _ ~-d~, 

-, ..... !OJ."""" <-;,;;.,. ....... "'r."'" ... .., __ "" .. I.,.,dte ... _ ..... "".,..,. . It ..... 

Y'''' dte .. o of Soli .. hod ..... ", ..... 01 '" ".,p~ ,_. 

............ (EV.) ; .~, ..... ird ~ .... Iot ..... _by 
cdh. __ ... """ .... ...,.01_"',,~~ , .. 

Thit...,....,h ... fot~ dteda''''''''_ d ... ", .... 10-

_..",.nod ~ '""-, .. 10= dte .. d)" 01 "'"" .. rof .... ,oro.. ,.... ... ' ___ I ",_p,01 _"'_.. 01 
,.,..,...._ h"\l. ' .. ....,. ... _..,. .. _ 

... ...,., ... ,.., ........ 01,,,,,0!< -...... for dte • ...,.. ;,.,_"'""'" d""_ ...... ~ ... (.m..". ]fI1' _____ ... 
, .... _____ ) it,....,.,. of ......... . C--V"""" .. " aI 
__ • _od "' ..... _ _ ,;...,.-.., ...... _ 

.. ... __ -p~ "'"'" '" ,...,.-Jbo"'''''' 
(I'OMS, • ..,._ .-_,...,._~~ ",01 .. 
,. .......... ...,."... '"II ..... loom ..... _ ...-re­
__ ,., fa-""'".... Ilto <t". _~_ dte""""'" 

;,.,_"'""'" d M . ..... ..-... .u ~ "" ,0_ ~ 
, .... ....". ..... ,.00"'_ 01 . "" ...... , .... _"'~_ . 
..... for.""'ioe.",-_.~ "· 

c __ .ao ..... ., ...... , ... ""*lIy of M. """''''-. ... 
""",,,,, '" ~ . .. ... tty __ I, ..... 01 dte,.....-

o._it l*"1 ....... _- '''''' .. ....". ...... ' "'~, =--... 01 M. """'''' .... ore .... ...,·01 .. cclIurop""', ,.,_ ... .. ..,.....,. ... r..... _ of ....... ...,.e-

,,,.,...,_ .. .,.,...,.. sq""'')"O- ..... ...,. .. .. '" 
• ,...1"*-..1 ..... _""",d_",_"TS. N~ 
_~ if ... ....,. for_ ..... " '111 ........ "F"" for 
_ (""' a ~'OO->-"-dd _ _ .............. ""01 
,._ .. , "' __ ... ~ _ "" r.....,- ""_ -. for 

dte _ afhoood _ a, ... mod)" 01 "' ... it .. _ .,.. 
"""'" -.... W"'" ....... ..,.._'" _0", __ 
. .. ..... __ ............. __ _ d "' ..... "" 

.. h ... __ .....,....,..,..."" .. ... """"'.., , • .--., ._h"""'O f""""'" .,....,. of _ .... ;., ........ ftr"""1 
_,01 ." ... , """ dte ,.00"'_ 01 0."""''' .....,­
"'_ ....... ~d. __ ... dlop..,.'" _......,.. .. .,_ 
,. ..... ~ "'dte*>ip 01..,.";,, _"' .. _ ..... _.mo-. 
....,. -.",,,,,,dtel_ d .-.roao""''' __ forb, ,q;,,,, 
__ . "' __ "'po ...... , .. ,.,_ .. "",," _-up 

._0"""",", ....,. _ore ....... "" a"","","", r--"l" 



134 
 

 

 

--.- ~ 1ipo<I. . .. - "'.- _ .. -~ .. 
-'k 1>0< ..... 

'no • __ .. f __ ~ _ COIACJT 
~ __ <-. O'ZOI"~ . ... _ DGAP ... 

(lIN.l~ ...... ~ n.. ffiDJ<?1 (rAl'rT) a 1'I!lD16!! 
1" ........ . 

'no._ ...... ..,_IIO:1..t_ 

c""' ... _ • CONM.'yT _ (C\' U M.'51~) " .. 
...,......, 1>«,...., .. 1.'1<0<. B' , . _ K..oba L,... 

.,.,.01 ... __ ".' 

"-"' ............. """' .... , "" .... _ .......... • m . _ _ • __ .... ,_ ... __ ~.w 

..... _ ........ ... "'''' ,---'! """ • .. .... ..-T ... _ ..... . C~It> , .,_ .. -. .. 
,_, _ ....... _ ">, If '"tI' .... """ .... 
'-'" .... , ... ; ....... ,""""".." ,.,., 

~ .... '" ........ _" ... A._ ...... ~ __ ... ....... -.. ~ .. - .. -.. --.., ... -_ ........ _ ,'.-. ___ "'''-''.11''' ' _1_' .. ""_·111_ 
• O'; ·_ .. ..-... A_ .. _' .. _A,A_ .... A." .. __ .. _ .......... OJ __ _ .. _ .. ,....,,,,, :rw.,USeII",_ ,_,,, ,."' ....... , .. ,. 
.. ... '- a. •. • , •.••• '- •• Y. »Mo ~. " ... _ _ .. I , . , _____ ._ ... 

_ .. __ ,u ......... _»l . ... ,.. .. _ " -...... ,,,,---,.. 
• »Mo'" _ • . »MoM . ..... I ... H. ..... ..... _ 

_ ... _ ..... 101 . __ ..... _.". 
.. "UI. ~ .. _ .... "" __ 1l<I 

~--""- ......... - .-­.. . ",,~cl ~ ,_-'>0",.,21._ 
..", ... _ .. "." • _C._D._N.~_~,~~~~:, .... VAC. .... n . __ .. __ -. _ ,. __ oco. v_ .''' ''"411, .....-....... ",W). ___ _ 
" .. _ ..... ~ .. _A,_ .......... _ lID. .. .. 00 ____ ... __ .. ---_ .. , .. _-..... """' >0,,-- ____ ,.",, ___ --'. - II'. __ "'_ 7.Q ~ ""- V_ J.. _Il. ................ __ ... __ 
~ .. n_ ............ _ • __ ._ • __ .. _ ..... _ ........ """,.,)0, 
_ '_' .......... ' I>nIIlO II, _ao_-. ,, _"'-'A, '_M,_",,,,,."""-_" _ _ .. ... ___ .. _ ' ..... T ... <n>. 

..,.".- .-,.., .• ~ -.. , .. ~"" -' 
-'~--'._'_."-I II ..... .. ~. Il. """-"->r._"-"' ........ _ ..... .. . ~ • ..... __ ... _ _ .., I _ -_ .... __ ::: ..... _----,..,-..-_-

" . _,.., _~ OO'''-Il._.,O;-'' ... _ _ .. ---.. ,~... _ .......... __ .>:" ... , .... - ......... -_ .... . 
M . '-- "'".e, ... MNT. ~ 110. _ "'_0.. 
-"." " .... -----.--_ ..... ,,--_ .... _ .. -- _ .".. ~ >0",....,.. _ , ......... "'" _ _ IDO,m 

~ -..,_ ... "-L._ ......... ..., .. .. - ,_ ... .... _..-. .... '_ .. ..... ' ........ ' __ ",. >on ....... 
.... """' .... _ ........ , . O:-T,C_ C. _D, .... 

~ .. -.. ""'--- ... -----...~", ... ,-,­... ,""",,-" " , _ ..... uo. __ .... __ 

_ .. __ "'. __ .. ' ... .... 1 

.... _ .. ", ..... 12'0,_ 
It .- ... _H.'"-... _ .. ... : , .... 

• ____ ~ >OIO,n',' . _ " ........ , .. "' .. __ .o..,wn x ... 
10. ".- "- _ I ........... .. ~ ..... _ .... _ ... .., ...... ... ___ ' .. . ... _ .. _ .. _ .. u 

,., ...... , __ .. "~,_."RftI <JWJ.,." 
... _ .... _. Df. _ "'- .... __ , _ " _ - .- .-.... ---~- .. -.-.. _. _ , IIl<II; ....... .,,.. ... _1_ ..... ' ..... 
~-. 11 "'_ "' _" ' A __ " __ " 
- - - - ___ ".. ONE; ,.. . _ ,. ~ .. " ........ ",----ZI. _'''''''_ .... I-.o M' .".._D. _ ... _ ""._ ... _.. ..-- .... .... , -.. .. . ..... __ , 
m"'. __ .. _,,-· .. _ ........ 

rI . ~'" ...... <>. _ .. 0 . .......... ... _ 0. .. .. -----,---­... A ....... __ ::Oil, ..... __ , --iI. _<1. __ "._a:.~ , I'rl"'_ .... _ ._ .. _ ... ____ ~ •• l_A __ .......... " .......... . ... _..,.."-- ... __ C_._~ 
__ " "' _ _ "-_101_ .. _ -_ .... _-_ .. - .. 
.::::::: .. _ ... . __ .. -...... ". ~ .. -... ----,-

..._~_C._A_' ~ ___ .... ....----... -- .. _. -- ... _-- ... ..--._ .. _ ..... " .. ___ ."-..,,., " 
n ... ~_M.A_ .. "'" , _ . _ ...... -"--- ...... -­"'UU,_". "", _ _ ,_"''''' 
::: - ............. -.- ,_ ............... "..,-""-_"-____ T_. .. __ 

__ ...... V_ " 'UI' .. """ _ ,_" ,.,..,.-..010-


	Portada

	I. Agradecimientos
	II. Lista de Figuras y Tablas
	III. Resumen
	IV. Abstract
	V. Capítulo 1
	A. Introducción
	1. El sistema inmunitario humano
	2. Vacunas y adyuvantes
	3. Receptores de reconocimiento de patrones (PRRs):
	4. Receptores tipo Toll (TLR)
	5. Patrones moleculares asociados a patógenos (PAMPs)
	6. Fosfatidil-inositol manósidos, ligandos de TLR2
	7. Vacunas fabricadas mediante nanotecnología


	VI. Planteamiento del Problema

	VII. Hipótesis
	VIII. Objetivos
	A. General
	B. Particulares

	IX. Material y Métodos
	A. Síntesis de la sílice mesoporosa SBA-15
	B. Funcionalización de partículas SBA-15 aminadas con isotiocianato de fluoresceína (FITC)
	C. Obtención de fosfatidil-inositol manósidos (PIMs) de M. tuberculosis
	D. Cultivo de M. bovis BCG cepa México
	E. Obtención de fosfatidil-inositol manósidos (PIMs) de M. bovis BCG cepa México
	F. Preparación de liposomas con PIMs de M. bovis BCG y M. tuberculosis
	G. Preparación de partículas híbridas SBA@liposomas
	H. Caracterización estructural de las muestras
	1. Microscopía Electrónica de Transmisión
	2. Microscopía Electrónica de Barrido
	3. Potencial Zeta
	4. Isotermas de adsorción-desorción de N2 a 77˚ K
	5. Caracterización de lípidos de M. bovis BCG cepa México

	I. Interacción de partículas híbridas con cultivos celulares
	1. Cultivo celular de monocitos de origen humano THP-1
	2. Microscopía de contraste diferencial de interferencia (DIC)/Nomarski
	3. Análisis de expresión de receptores y proteínas en macrófagos THP-1 por fluorescencia y microscopía confocal
	4. Análisis de la expresión de TLR2 en macrófagos THP-1 por citometría de flujo
	5. Análisis de citocinas generadas en macrófagos THP-1 tratados con partículas híbridas
	6. Caracterización de partículas híbridas mediante espectroscopía infrarroja
	7. Síntesis de nanopartículas de oro con Concanavalina A (AuNp@ConA)
	8. Caracterización de partículas PIM@SBA15 con AuNp@ConA


	X. Capítulo 2
	A. Resultados y discusión
	1. Caracterización y funcionalización de partículas SBA-15
	a) Propiedades texturales (XRD, BET)
	b) Morfología y Tamaño
	c) Cationización de las partículas aSBA-15 (FTIR, Potencial Zeta)

	2. Caracterización estructural de las partículas híbridas SBA 15-liposoma
	a) Caracterización de componentes y estructuras membranales (lípidos de BCG, liposomas)
	b) Caracterización y funcionalización de partículas SBA-15

	3. Producción de partículas híbridas aSBA15-liposomas
	a) Desarrollo de estrategias de análisis de partículas híbridas SBA-15-liposomas
	b) Detección mediante SERS y partículas funcionales

	4. Potencial de partículas híbridas SBA-15-liposomas para fines de vacunación
	a) Evaluación de biocompatibilidad de las partículas híbridas en cultivos celulares in vitro en línea primaria de fibroblastos gingivales
	b) Incubación de partículas híbridas con macrófagos derivados de monocitos THP-1 para evaluar expresión de TLR-2
	c) Producción de citocinas proinflamatorias de macrófagos derivados de monocitos THP-1
	d) Destino intracelular del vector adyuvante PIM@SBA-15 en macrófagos derivados de monocitos THP-1



	XI. Capítulo 3
	A. Conclusiones
	B. Perspectivas

	XII. Capítulo 4
	B. Referencias

	XIII. Capítulo 5
	A. Producción en Investigación




