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RESUMEN 

En la estrategia para combatir la tuberculosis tiene prioridad el 

desarrollo de nuevas vacunas. FI hecho de que la vacunación con BCG 

presente variabilidad en su eficacia contra la infección por M, tuberculosis, 

como lo muestran las pruebas controles realizadas que van del O al 80% de 

protección (Fine, P. M. E., 1989), indica la necesidad de nuevas estrategias 

de vacunación, lo cual requiere entre otros estudios, de la identificación de 

antígenos micobacterianos inmunoprotectores. 

En vista de que la respuesta inmune mediada por células es de gran 

importancia en la protección contra el bacilo de Koch, realizamos estudios 

para caracterizar la respuesta de 4 individuos sanos (2 PPD+, 2 PPD-) y de 

cuatro enfermos con tuberculosis, a los antígenos nativos purificados SOD, P 

28, En 30-31, Gp 38 y Gp 50-55 de M. tuberculosis cepa H37 Rv. Estas 

proteínas se purificaron por métodos desarrollados en nuestro laboratorio y 

con ellas se realizaron, curvas de dosis-tiempo-respuesta de linfocitos de 

sangre periférica. En general, la respuesta blástica fue más intensa con Gp 38, 

sobre todo en los individuos PPD+. En cuanto a la respuesta de los pacientes 

con tuberculosis, uno con enfermedad avanzada presentó anergia a todos los 

antígenos y otro con tuberculosis resistente al tratamiento presentó anergia a 

SOD y respuestas leves a los otros antígenos. Otros dos pacientes, uno con 

tuberculosis y diabetes y otro con tuberculosis temprana, presentaron 

respuestas leves a todos los antígenos. Se obtuvieron líneas celulares de los 

controles sanos y de los enkrmos con cada uno de los antígenos para 

determinar, por FACS los fenotipos CD3, CD4, CD8, TCRuf3 y TCRy6 y 
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por ELISPOT las citocinas secretadas, 11..-2, 	1L-5 e 11Sy. Los 5 

antígenos indujeron predominantemente linfocitos CD4 con receptores para 

antígeno del tipo c/3. Las lineas celulares de los cuatro sujetos sanos 

produjeron exclusivamente 11:Ny e 1L-2, indicativo de un perfil Th l. Las 

líneas celulares de los enkrinos presentaron heterogeneidad en la producción 

de citocinas: el enfermo con tuberculosis avanzada respondió con un patrón 

Th 1 a Gp 38; con un patrón Th2 a P 28 y con un patrón Th0 a SOD, Fn 30-31 

y Gp 50-55. El enfermo con tuberculosis y diabetes presentó un perfil Th I 

con SOD, Gp 38 y Gp 50-55 y un perfil Th0 a P 28 y Fn 30-31. El paciente 

con tuberculosis resistente al tratamiento respondió con un patrón Th 1 a Fn 

30-31 y Gp 50-55 y con un patrón TITO a SOD, P 28 y Gp 38. El paciente con 

tuberculosis temprana desarrolló un perfil Th 1 a SOD, P 28, Fn 30-31 y un 

perfil Th0 a Gp 38 y Gp 50-55. 

Resumen 	 2 
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1. ANTECEDENTES 

1.1 Introducción 

La tuberculosis sigue siendo un problema de salud pública a nivel 

mundial. Se estima que el bacilo infecta al 33% de la población del inundo, 

presentándose alrededor de 8 millones de nuevos casos al año y de 2 a 3 

millones de muertes anuales (Murray, C. J. L. y col. 1990). La enfermedad es 

multifactorial en lo que respecta a las causas que la provocan, debiendo 

mencionarse: factores genéticos, deficiencias nutricionales, hacinamiento y la 

imminosupresión. 

1.2 Historia de la tuberculosis 

La tuberculosis és una de las enfermedades más antiguas y era ya un 

problema endémico en animales, mucho tiempo antes que afectara al hombre 

(Steele, J. H. y col. 1958). En fósiles de animales del periodo paleolítico se 

ha demostrado la enfermedad, y en momias egipcias se han identificado 

restos de lesiones tuberculosas (Willet, H., 1992). Posiblemente en aquel 

tiempo el agente causal era Mycobacterium bovis o una variante. Al formarse 

las aldeas hubo un contacto más cercano entre los humanos y también con 

los animales que domesticaban, facilitándose el contagio de las enfermedades 

infecciosas. Posteriormente, el hacinamiento en las ciudades europeas facilitó 

que la tuberculosis se tornara epidémica como sucedió en la Europa feudal, 

donde se desató la llamada "gran peste blanca" (Dubos, R. y col. 1952). En 

épocas posteriores, la tuberculosis se diseminó a otras regiones del planeta 

debido a la colonización. 

Antecedentes 	 3 
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Aristóteles, célebre filósofo griego (384-322 AJC), describió la 

enfermedad y desde entonces hay referencias sobre su origen y tratamiento. 

En 1679, el médico francés F. Silvius describió las lesiones pulmonares 

características, los tubérculos. Villemin, en 1865, inoculando conejos con el 

esputo de pacientes tuberculosos, reprodujo la enfermedad (Bloom, 13. R. y 

col. 1992). En 1882, Roberto Koch demostró que la tuberculosis era causada 

por una bacteria y reprodujo la infección en cobayos (Grange, J. M. y col. 

1982). Calmette y Guérin obtuvieron una cepa atenuada del bacilo de la 

tuberculosis bovina a la que se denominó bacilo de Calmette-Guérin (BCG), 

la cual ha sido utilizada desde 1924 como vacuna en casi todo el planeta. 

Esta vacuna, sin embargo ha mostrado una protección que varía de O% a 

80% (Fine, P., 1989). 

1.3 Patogenia de la tuberculosis 

Mycobacterium tuberculosis es un bacilo aerobio facultativo, inmóvil, 

que no forma esporas y es ácido-alcohol-resistente. Su crecimiento es lento, 

con un tiempo de generación de 15 a 20 h, por lo que tienen que transcurrir 

varias semanas para que las colonias sean visibles en cultivo. El único 

reservorio conocido es el ser humano. Al toser, el paciente con tuberculosis 

disemina gotitas de saliva con un diámetro de 1 a 5 f.un ( gotitas de Flüger ) 

que portan al bacilo, y al ser inhaladas pueden transmitir la enfermedad 

(Edwards, D. y col. 1986). Para que el bacilo inhalado provoque la infección 

pulmonar debep tomarse en cuenta otros factores como la virulencia y la 

capacidad microbicida del macrófago alveolar que lo ingiere; si el bacilo 

supera las defensas iniciales del huesped podrá reproducirse dentro del 
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macrófago y se desarrollara la enfermedad (Armstrong, J. y col. 1971 • 

Myrvik, Q. y col. 1984). Se ha demostrado que el bacilo de Koch puede 

eludir los mecanismos microbicidas del inacrófago para lo cual se han 

propuesto diversos mecanismos (Britton, W. J. y col. 1994). Al no haber 

destrucción del bacilo, se desarrolla la respuesta inmune celular y la 

inflamación (Armstrong, J. y col., 1975) Linfocitos y macrófagos llegan al 

sitio de la infección, se forma el granuloma, el cual, pequeño al principio, 

aumenta su volumen por la llegada continua de linfocitos T y de macrófagos 

en diversas etapas de activación; los macrófagos pueden fusionarse y formar 

células gigantes multinucleadas (Canetti, G., 1955). 

En el granuloma, los macrófagos activados producen enzimas 

proteolíticas, peróxido de hidrógeno, radicales libres de oxígeno y óxido 

nítrico, para matar al microorganismo ingerido (Nathan, C. F. y col. 1983). 

Las enzimas hidrolíticas como la fosfatasa ácida y la lisozima atacan la pared 

celular y se producen ácidos grasos libres que inhiben la proliferación del 

bacilo (iones, G. S. y col. 1990). En individuos con respuesta inmune 

normal, la inmunidad celular detiene el progreso de la infección, pero pueden 

quedar algunos bacilos viables dentro del granuloma. La reacción positiva a 

la tuberculina posiblemente sería el único vestigio de esta primo-infección, la 

cual podría reactivarse, sobre todo en procesos de innumosupresión 

(llannenberg, A. M. Jr. y col. 1989). 

Cuando no se controla la proliferación del bacilos, la infección puede 

diseminarse a otros órganos, dando lugar a pequeñas lesiones granulomatosas 

de unos 2 mm, lo que se llama tuberculosis 'Biliar, nombre utilizado por los 

patólogos debido a que las lesiones pequeñas semejan semillas de mijo 

Antecedentes 	 5 
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(Uberoi, S., 1975). El desarrollo de la enfermedad y la diseminación masiva 

se presentan en huéspedes con inadecuada inmunidad celular (Sifford, M., 

1991), en lactantes y en niños menores de 5 años, en adultos con trastornos 

malignos, alcoholismo o sometidos a tratamiento con inmunosupresores, o en 

pacientes infectados con el virus de la inmunodefieiencia humana (Fischl, M. 

A. y col. 1992). 

1.4 Inmunología de la tuberculosis 

a. Inmunidad humoral. Las infecciones micobacterianas estimulan la 

respuesta humoral, sin embargo las inmunoglobulinas tienen una acción 

modesta o ninguna en la protección en contra de la tuberculosis (Reggiardo, 

Z. y col. 1974). La presencia de anticuerpos circulantes puede ser útil para 

corroborar el diagnóstico de la enfermedad (Abou-Zeid, C. y col. 1988; 

Bothamley, G. y col. 1992), aunque posiblemente en el futuro la detección de 

la tuberculosis se realice por amplificación del DNA bacteriano (Pierre, C. y 

col. 1991). La fagocitosis de micobacterias por macrófagos no se ve afectada 

de manera importante por los anticuerpos (Mackaness, 0., 1954). Se 

encuentran complejos inmunitarios circulantes en el suero de individuos con 

tuberculosis (Carr, R. y col. 1980; May, J. y col. 1983), los que están 

compuestos por IgG, lgM e IgA y antígenos micobacterianos. 

Concentraciones altas de complejos inmunitarios circulantes se correlacionan 

con mal pronóstico (Johnson, N. M. y col. 1981). Puede presentarse nefritis 

por complejos inmunitarios en individuos con tuberculosis (Shribman, J. H. y 

col. 1983; Wadee, A. A. y col. 1990). 

h. Inmunidad celular. En infecciones por M.  tuberculosis, las células 

T con receptores c43 y y3 tienen papeles importantes en la respuesta inmune. 

Antecedentes 
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Los linfocitos T con receptores y8 se encuentran en los sitios de la infección 

durante la respuesta temprana y los uP predominan en la fase tardía de la 

respuesta inmune (Barres, P. F. y col. 1992). Además se ha observado que si 

la infección se realiza con la bacteria viva se expanden prekrencialmente 

células T y8, 	las que son 	también 	inducidas por las proteínas 

micobacterianas de estrés calórico (O'Brien, R. y col. 1989). 

En 1992, Orne y col. postularon dos vías por las cuales se adquiría 

resistencia a la infección tuberculosa. Una vía se caracteriza por la activación 

mediada por citocinas liberadas por células T de ayuda (CD41 para inducir al 

macrófago a destruir al bacilo que lo parasita y la otra vía comprende la 

destrucción de células parasitadas con el bacilo por células T citolíticas 

(CD8'). La primera vía se presenta en las fases tempranas de la infección y la 

segunda alcanza su máxima actividad de 10 a 20 días después de iniciada la 

infección (Kumararate, D. y col. 1990; Onne, 1. y col. 1992). En la inmunidad 

protectora mediada por células CD4' de ratones infectados con el bacilo de 

Koch se observaron moléculas con el marcador CD44, lo que hace suponer 

que estas moléculas son marcadores de células T de memoria (Griffin, J. y 

col. 1994). Otros investigadores han identificado células T de memoria 

inducidas por antígenos micobacterianos de bajo peso molecular en ratones 

infectados (Andersen, P., 1994), por lo que estos antígenos podrían ser 

considerados candidatos para vacunas (Harris, D. y col. 1993). 

c. Inmunosupresión. Un factor fundamental en la patogenia de la 

tuberculosis es la capacidad del bacilo y sus productos para suprimir la 

respuesta inmune en contra de él. Se han observado estados de anergia en 

algunos individuos como una respuesta inmune regulatoria debida 

Antecedentes 	 7 
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posiblemente a la innumosupresión inducida por algunos componentes del 

bacilo (Barnes, P. y col. 1993). Existen individuos que presentan 

predisposición para el desarrollo de la infección tuberculosa progresiva con 

niveles muy bajos de IFNy y por lo tanto una deficiente activación 

macrofágica. Posiblemente por alguna razón se induce una anormal 

producción de la linfocina como se observó en un grupo étnico de la India en 

los trabajos realizados por J. A. Robinson en 1985, presentando anergia en 

casos de tuberculosis progresiva no tratada. En cambio se observó respuesta 

proliferativa de sus células mononucleares de sangre periférica con baja 

producción de IFNy (Onwubalili, 1 y col, 1985), por lo que la anergia no se 

considera generalizada. Se podría pensar en muerte celular en el cultivo o 

pérdida de la respuesta celular inducida por el antígeno debido a la 

interacción de células supresoras que inhiban la actividad de las células 

sensibles al antígeno originando una secreción inadecuada de IFNy y que al 

no haber activación de macrófagos la enfermedad progresa. 	Existen 

evidencias de que moléculas de la pared celular del bacilo tuberculoso son 

potentes inmunosupresores (Florentino, D. y col. 1989). Además hay 

abatimiento en la producción de IL-2 por células T de ayuda, demostrada por 

la anergia presentada por los linfocitos T de pacientes con tuberculosis y que 

no se corrige al adicionar IL-2 purificada, lo que indica un desorden en el 

metabolismo regulatorio de la IL-2 (Toosi, Z. y col. 1986). 

Se ha demostrado en cultivos in vitro, que al ser ingerido el bacilo 

tuberculoso por células adherentes de sangre periférica se liberan factores de 

activación de células supresoras, induciendo a las células CDS' a inhibir la 

proliferación de los linfocitos T (Sussman, G. y col. 1991) 

Antecedentes 	 8 
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1.5 Subpoblaciones de linfocitos C1W 

Los estudios realizados en las últimas tres décadas con respecto a los 

linfocitos T de ayuda ( CDcr ) han mostrado la existencia de subpoblaciones 

primero en ratones y últimamente en humanos, 

a. CM+  marinos. En 1978, Tada y col. descubrieron dos tipos de 

células T de ayuda nutrirlas, las cuales podían actuar independientemente y 

también en forma sinérgica para aumentar o disminuir la respuesta inmune, y 

que fueron designadas Th 1 y Th2 (Tada, T. y col. 1978). Las células Th 1, 

que no eran adherentes al nylon, intervenían en la respuesta temprana a la 

infección y activaban a las células 13 solo si los determinantes antigénicos 

estaban en la misma molécula, un hapteno acoplado a un acarreador 

heterólogo. En cambio las células Th2 se adherían al nylon, intervenían en la 

respuesta tardíamente y podían activar a las células B aún cuando los 

determinantes antigénicos estuvieran en moléculas diferentes, Además las 

células Th 1 no exhibian antígeno la y las Th2 eran destruidas por antisueros 

anti-la más complemento. 

Los estudios anteriores fueron ampliados y profundizados por Mosmann 

obteniendo donas de células T de ayuda de ratones, con las que llevaron a 

cabo ensayos que confirmaron la existencia de dos subpoblaciones de 

células CD4+  y las definieron usando los siguientes criterios: 

1) Síntesis y secreción de linfocinas, correspondiendo a Th 1 la secreción 

de 1L-2 e 11:1\17, y a Th2 la secreción de 1L-4 e IL-5. 

2) Reacciones de hipersensibilidad de tipo tardío, interviniendo en esta 

reacción la subpoblación Th I y no así la Th2 

Antecedentes 	 9 



Caracterización del Fenotipo y Cdocinas de Litlocitos 1" 

3) Activación de las células 13 estimuladas por donas Thl a liberar IgG-

2a y las estimuladas por donas Th2 a liberar IgE. 

4) En geles, las células Th 1 presentan dos bandas de 17 y 18 ki) y las 

Th2 una banda de 16 k.D. 

(Mosmann, T. R. y col. 1986) 

En estudios posteriores, al inyectar donas Thl en el cojinete plantar de 

ratones sanos se observó una induración característica de hipersensibilidad 

retardada pues la inflamación empezó a ser visible a las 16 horas y llegó a su 

pico a las 24 horas. Las donas Th2 no mediaron esta respuesta, posiblemente 

pc)rque a diferencia de las Thl no secretan leucotrienos y prostaglandinas que 

producen permeabilidad vascular y extravasación de células inflamatorias ( 

Caer, D. 1 y col., 1987). 

Utilizando métodos de hibridización de RNA se ha demostrado que en 

las donas de células Thl se encienden genes para expresar mRNA-1L-2, 

inR_NA-IFNy y en las Th2 para mRNA-IL-4 y mRNA-1L5. Además, ambas 

ek>nas expresan mRNAs para otras linfocinas comunes (Cherwinski, U. M. 

y col, 1987). En otros estudios se demostró que las células Th I inducen la 

síntesis de IgG2a y que las Th2 inducian la producción de IgG I e IgE, 

(Stesens, T. L. y col. 1988; Finkelman, F. y col. 1988; Külm R. y col. 

11,› 1), 

En estudios posteriores se ha demostrado una tercera subpoblación que 

no producia 1L-2 o IL-4, denominada de células nulas y una cuarta 

subpoblación capaz de secretar 1L-2 e IL-4 , asi como las demás linfocinas, a 

esta subpoblación se le denominó ThO, la cual podría ser precursora de Thl 

y lit.2 o también una subpoblación de transición de Thl a Th2, esto derivado 
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de las observaciones en cultivos de largo plazo, en los cuales la estimulación 

con antígeno o mitógeno, inducía la pérdida de la capacidad de secretar 1L-2 

e IFNy pero no 1L-4, diferenciándose así hacia Th2 (Scott, P. y col. 1991; 

Haanen, J. y col. 1991). 

En otro experimento se estudió la respuesta proliferativa de las 

subpoblaciones Th 1 y Th2 utilizando diferentes células presentadoras (le 

antígeno y se observó que las donas Th l alcanzaban máxima proliferación 

cuando el antígeno era presentado por macrófagos o células dendriticas y las 

Th2 cuando la célula presentadora de antígeno era la célula 13. Esto podría 

deberse a la existencia de cofactores proporcionados por células 

especializadas ( Grajewiski, T. y col. 1991). 

Street, N. y col. en 1990 propusieron un esquema (ver figura 1.1) para 

describir las relaciones entre las diferentes subpoblaciones de células CD4+: 

1.•2 

Tho,„ 

.7 

 

'.p ti.,  . 1.T.
h ti_ Irnr • 

 

•',1 1T h  
t 

Fig 1.1. Esquema propuesto por Street, N. y col 

b. CD4+  en humanos. Trabajos recientes han demostrado que las 

células 	de ayuda humanas presentan subpoblaciones con perfil de 

producción de atocinas semejantes a lo observado en el ratón. En este 
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experimento se obtuvieron donas de células 	específicas para PPD de M. 

tuberculosis y para Dermatophagoides pteronyssinus grupo 1., y se Observó 

que todas las donas específicas para PPD secretaron 11,2 e IFI\17 pero no IL-

4 ni IL-5 y las donas específicas de alergenos secretaron 11,4 e 11,5. (Del 

Prete, G. y col. 1991). 

Otros trabajos comprobaron que las células T de ayuda humanas se dividían 

en subpoblaciones Th 1 y Th2 como las células T de ayuda murinas. En un 

primer estudio se observó que donas de células CD4' humanas aisladas del 

líquido sinovial de pacientes con artritis reumatoide fueron reactivas a 

diferentes proteínas micobacterianas, mostrando un perfil de producción de 

citocinas correspondientes a Th 1 (Ilaanen, J. y col. 1991; Burford-Foggs, A. 

y col. 1992). En otro estudio se observó que las células humanas tratadas con 

PPD secretaron IFNy y las tratadas con toxoide tetánico secretaban 11,-4 

(ElGhazali, G. y col. 1993). Estos resultados están basados en experimentos 

in vitro, sin embargo las citocinas secretadas por las células 1 en el sitio de la 

infección micobacteriana no se conocen bien pero se puede considerar a la 

primoinfección controlada como un modelo de respuesta inmune protectora 

realizada in vivo, resolviéndose la infección sin tener que recurrir a terapias, 

observándose un incremento de las células T CD4+  con el fenotipo de 

memoria CDw29 y CD44, así como una fuerte producción de IFNy (Orine, 

Y., 1988). Esto demuestra la presencia de subpoblaciones de células T de 

ayuda con funciones diferentes, que tal vez son adquiridas por las células T 

recién egresadas del timo al ser activadas por el antígeno en diferentes 

condiciones e interviniendo factores que inducen su diferenciación. Estos 

factores pueden ser: la estructura física y química del antígeno, la vía de 
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inmunización, la intensidad del estímulo de la célula T de ayuda, los 

diferentes tipos de células presentadoras de antígeno, el genotipo 1-11,A, la 

activación por hormonas esteroides y posiblemente el efecto más importante 

es la activación inducida por las citocinas, así la IL-2 promueve la formación 

de células efectoras prescindiendo de las otras citocinas y el 1FNy puede 

influenciar sobre los precursores de las células T de ayuda para diferenciarlas 

en Thl y la 1E4 para inducirlas en Th2 en el mismo precursor dependiendo 

de los niveles endógenos de IFNy e 1E-4. (Maggi, E. y col 1992). En la tabla 

1.1 se resumen las diferencias entre células Th 1 y Th2. 

CITOCINA 	Th 1 	Th2 

IL-2 

IL-5 

IL-6 	 + 

IL-10 

IFNy 

TNF 	+ 

GM-CSF 	 --f- 

LT 

DTH 

IgG1 

IgG2a 

IgE 

Tabla 1.1 Diferencias entre las subpoblaciones CD4'. 
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1.6 Citocinas y subpoblaciones (.1)41-  en la tuberculosis. 

Las citocinas son esenciales en la génesis de la respuesta inmune 

mediada por células contra las infecciones y en este caso contra la infección 

por M. tuberculosis, con efectos variados incrementando la atracción, 

agregación y activación de macrófagos, estimulando también a células 13, 

linfocitos T tanto de humanos como de ratones (Sander, B.y col. 1995). 

Existe una variedad de estudios que han demostrado la inducción de la 

producción de IFNy in vitro por antígenos micobacterianos; esta citocina 

capacita a macrófagos en la destrucción del bacilo (Onwubalili, J. K. y col. 

1985; Del Prete, G. F. y col. 1991; Llamen, J. B. y col. 1991). El factor de 

necrosis Minora' beta (TNFP), estudiado por Peter F. Bailes y col. en 1992, 

induce agregación de macrófagos mediando la formación del granuloma y 

contribuyendo en la defensa antimicobaeteriana (Rook, G. A. y col. 1989). 

La IL-2 interviene en la expansión cloral de células T específicas o no de 

antígeno y de células electoras en la respuesta inmune mediada por células 

(Toosi, Z. y col. 1986; Barnes, P. y col. 1993; Boesen, 1-1. y col. 1995). Se ha 

observado que en pacientes tuberculosos con anormalidades en la producción 

de IL-2 o en la generación de receptores para IL-2, la enfermedad está más 

extendida. Por su palle la 11-2 es una interleucina producida por linfocitos T 

activados, que en presencia de IFNy incrementa la resistencia de los ratones 

Balb/c contra la tuberculosis (Flynn, J. L. y col. 1995). La 1L-4 interviene en 

formas progresivas no controladas de la enfermedad tuberculosa (Barnes, P. 

y col. 1993). La 1L-5 se puede encontrar en algunas personas en el sitio de la 

aplicación de la prueba de la tuberculina sugiriendo que las células, quizá 

ThO, responden al antígeno mieobacteriano liberando 1L-5. Esta última 
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citocina, la IL-1 y la 11,10 activan a células 13 incrementando la síntesis de 

anticuerpos (Tsicopoulos, Á. y col, 1992). También se ha visto que la 1L-10 

limita la respuesta inflamatoria y que puede disminuir la hipersensibilidad 

de tipo tardío y resultar en anergia en algunos pacientes. Entender el circuito 

inmunoregulatorio que controla la producción de citocinas en la infección por 

la micobacteria in vivo, parece ser fundamental en la patogénesis de la 

tuberculosis, pues ayudaría a desarrollar estrategias innumoterapétiticas. 

1.7 Citocinas: Glosario 

Las citocinas son polipéptidos secretados principalmente por células T 

activadas (aunque también pueden hacerlo células B, monocitos, NK, 

macrófagos activados, basófilos, granulocitos, mastocitos, fibroblastos, 

keratinocitos, células endoteliales), que afectan el crecimiento y el 

metabolismo de otras células y de ellas mismas, El nombre citocinas se le dio 

originalmente para designar las moléculas producidas por las células del 

sistema inmune como una respuesta biológica que modifica al mismo sistema 

inmune interviniendo en el crecimiento y diferenciación de las células T. 

Diversos estímulos regulan la producción de las diferentes citocinas 

(Dinarello, C. y col 1987). 

La mayoría de los receptores de las citocinas tienen características 

comunes y se encuentran presentes en la superficie celular y como receptores 

solubles. Las citocinas pueden formar una red compleja y exhibir 

interacciones sinérgicas aditivas y antagónicas ya que la respuesta celular es 

modulada por otras citocinas ya sea en forma positiva o negativa. 

Exactamente cómo una citocina modula el efecto de la otra se desconoce, así 
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como la modulación cruzada de la respuesta celular. Enseguida se describe el 

origen y propiedades de algunas citocinas. 

IL-1.  

Con un peso molecular (PM) de 17.5 kDa. Es secretada por 

macrófagos activados, keratinocitos y células endoteliales. Induce la 

proliferación de linfocitos T y 13. Incrementa la síntesis de receptores 

para 11,2 y la síntesis de ICAM Eleva la secreción de 11..-6, TNE, 

GM-CSF. 

IL-2.  

Con un PM de 15 kDa. Es secretada por linfocitos T activados. Induce 

proliferación y diferenciación de linfocitos T y 13 e incrementando la 

síntesis de anticuerpos y cambio de clase a IgG2a. Activa a 

macrófagos, NK y LAK. 

IL-3.  

Con un PM de 28 kDa. Es secretada por linfocitos T, granulocitos y 

basófilos. Activa los precursores hematopoyéticos. 

Con un PM de 16.5 kDa. Es secretada por linfocitos '1' activados. 

Induce proliferación de linfocitos T y B incrementando la síntesis de 

anticuerpos y cambio de clase a IgG 1. Eleva la síntesis de IgE, la 

liberación de G-CSF y M-CSF. Induce Th2. 

Con un PM de 15 kDa. Es secretada por linfocitos T y B activados, 

mastocitos. Induce proliferación de células B y de eosinófilos, 

incrementa la síntesis de lgA e IgM. Eleva la actividad de NK. 

IL-4.  

IL-5.  
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MIMIMMIIMMOIMMOIS 

Con un PM de 23 kDa. Es secretada por células mononucleares y 

linfocitos T activados, fibroblastos, células endoteliales. Induce 

proliferación de linfocitos T y síntesis de 11,2, proliferación de células 

B y síntesis de anticuerpos. En macrófagos incrementa la síntesis de 

receptores para Fc. Activa a células NK. 

l'NFa 

Con un PM de 17 kDa Es secretado por linfocitos T, macrófagos, 

células NK activados, mastocitos. Induce proliferación de linfocitos T 

e incrementa la expresión de receptores para IL-2, Interviene en la 

destrucción inmoral. 

TNFfl. 

Con un PM 20 kDa. Induce en los linfocitos T la síntesis de IFNy. 

Activa la proliferación de linfocitos B y síntesis de anticuerpos. En los 

macrófagos incrementa la expresión de moléculas de clase 11 del MHC, 

de 1L-1, de prostaglandinas. En células NK eleva su actividad 

citotóxica 

IFNy 

Con un PM de 34 kDa. Es secretado por linfocitos T activados y por 

células NK. Inhibe la proliferación de la subpoblación Th2 y favorece 

la hipersensibilidad tardía. En los linfocitos B induce su proliferación y 

síntesis de anticuerpos. En los macrófagos aumenta la actividad 

microbicida, tumoricida y la actividad citotóxica dependiente de 

anticuerpos, eleva la síntesis de receptores para Fc y de moléculas de 
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clase 11 del MHC. Incrementa el estallido oxidativo. Induce la 

subpoblación Th l , es antagonista de electos de 11_4 

Con un PM de 22 kDa. Es secretado por linfocitos 1 y fagocitos 

activados. En los macrófagos incrementa la actividad tumoticida, eleva 

la síntesis del superóxido. Es factor quinnotáctico para macrófagos, 

basófilos y eosinófilos y favorece su degranulación. 

Con un PM de 35 kDa. Es secretada por monocitos, macrófagos, 

linfocitos B activados y por las subpoblaciones Thl, Th2 y Th0. Su 

actividad en los linfocitos T disminuye la síntesis de 11:1\1y. En los 

macrófagos inhibe la actividad de célula presentadora. Interviene en 

hipersensibilidad tardía. 

IL-12.  

Es secretada por linfocitos 13 activados. Incrementa la síntesis de lEhly 

por los linfocitos T activados. 

IL-13.  

Es secretada por las subpoblaciones Th , Th2, Th0 y CD8'. Induce la 

expresión de CD23, regula la síntesis de clase 11 del MHC. 

11,45, 

Con un PM de 14 kDa. Es un factor de crecimiento para las células T y 

utiliza las cadenas Í3 y y de los receptores de 1E-2 para realizar su 

actividad. 
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2. OBJETIVO 

• Identificar antígenos proteínicos de M. tuberculosis capaces de 

inducir la proliferación de linfocitos T con el fenotipo potencialmente 

inmunoprotector, es decir linfocitos CD4', con cadenas de receptor 

para antígeno ap, productores de 11,2 e INFy. 

Objetivos 	 19 
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3. MATERIALES Y METODOS 

3.1 Medidas de seguridad del laboratorio. 

Seguridad biológica de micobacterias. Nivel 3. 

La cepa de M. tuberculosis 1-137/Rv pertenece a una especie 

estrictamente patógena y su reservorio está en el hombre, por lo que su 

manejo requiere de medidas de seguridad biológica correspondientes al nivel 

3 (riesgo de transmisión por vía aérea; transmisión severa que puede ser 

mortal). El cultivo y la obtención de filtrados se llevará a cabo en áreas 

confinadas para este microorganismo y por personal que conozca el 

reglamento de seguridad para realizar este trabajo. 

El reglamento de seguridad comprende principalmente: 

• El trabajo debe ser organizado antes de comenzar a realizarlo. 

• Se debe portar bata especial, guantes de látex, cubreboca. 

• La campana donde se efectúa la resiembra y se obtiene el filtrado 

del cultivo del bacilo debe ser de seguridad biológica clase 11. 

• La asa de platino se descontaminará solo por autoclave. 

• Se deberán usar propipetas y no pipetear con la boca, 

• No comer ni fumar en el área de trabajo. 

• El procesamiento debe minimizar los aerosoles. 

• Las trampas de seguridad de las bombas deberán contener fenol. 

• Al final del trabajo, todo el material usado así como la ropa y los 

utensilios para la limpieza de la campana con fenol al 2% se 

colocarán en bolsas para esterilización y se someterá al autoclave. 
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El laboratorio contará con una depresión barométrica con respecto a las 

áreas de circulación general y una zona de acceso controlado. 

3.2 Cultivo de bacterias y obtención de extracto total. 

La cepa de M. tuberculosis 1137/Rv fue adquirida del cepario de la 

Escuela Nacional de Ciencias Biológicas del 1 P N. Las bacterias se 

sembraron en el medio de cultivo sintético de Proskawer y Beck modificado 

por Youmans, (1)13Y), (Youmans, G.. 1949). La siembra se realizó por asada. 

Se incubó durante 6 semanas a 37°C. Después de este tiempo se separaron las 

bacterias del medio de cultivo por filtración al vacío en papel Maman 

No.3, seguido de 3 filtraciones sucesivas con filtros de 1.20, 0.45 y 0.22 lun. 

(Millipore Corporation, Bedford, MA). Con el último filtro se obtuvo un 

filtrado estéril. Las proteínas del filtrado se obtuvieron por precipitación con 

500g de sulfato de amonio por litro de cultivo filtrado, obteniéndose una 

concentración final de 72%; la agitación se prolongó 3 horas más y se 

centrifugó a 1x104  rpm, por 15 min. El sedimento obtenido en esta forma 

constituye el extracto proteínico total (EPT), el cual se disolvió en agua 

bidestilada y se dializó contra agua bidestilada hasta la eliminación total del 

sulfato, para lo cual se utilizó como indicador BaC12  al 10%. La 

concentración de la proteína se determinó por el método de Lowry (Lowry, 

D., 1951), se dividió en alícuotas y se guardó a -20°C hasta su uso. El 

filtrado se analizó en geles de SDS-poliacrilamida (Laemmli, U., 1970) 

tenidos con azul de Coomasie y por inmunoblots incubados con suero 

hiperinimme (S1-1.1) de conejo dirigido contra el extracto proteínico total de 

Mycobacterium tuberculosis . En el diagrama 3.1 se resumen las 
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metodologías empleadas en la purificación de los antki.enos proteínicos 

estudiados. 

Diagrama 3.1. Se muestra los diferentes métodos de purificación de proteinas 
elaborados en nuestro laboratorio y utilizados en la cbtenci_án de antígenos 

micobacterianos, siendo el filtrado del cultivo la principal fuent e de estos antigenos 

3.3 Selección de proteínas a purificar. 

Las proteínas seleccionadas para este trabajo scn antígenos que en 

estudios previos realizados en nuestro laboratorio han demostrado ser 

biológicamente relevantes por su inmunogenicidad en ensayos de 
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hipersensibilidad retardada en animales y por estudios serologicos 	en 

humanos (Espitia, C., 1989). Estas proteínas son las siguientes: 

Superóxido dismutasa ( SOD). Enzima tetramérica que la micobacteria 

secreta para bloquear los radicales oxígeno (02') que el macrófago envía al 

bacilo para destruirlo (Kusunose, E. 1976). En condiciones reductoras se 

rompe el tetrámero y cada monómero tiene una masa de 23 kDa. El 

anticuerpo monoclonal D2D, reconoce epítopes tanto en el tetrámero como 

en el monómero, sin embargo la actividad enzünática del tetrámero la pierde 

el monómero. Este trabajo se realizó utilizándola como enzima. 

Proteína de 28 klla (P 28). Proteína en estudio que ha demostrado, por 

biología celular inducir respuesta blástica. Se sabe que una proteína de 28 

kDa de M. leprae es posible reguladora del Fe. 

Proteína de 30-31 kDa (Fn 30-31). Se ha observado que esta proteína se 

une a tibronectina (Fn). Es una proteínas secretada por el bacilo que 

interviene en la fagocitosis de la micobacteria por el macrófago (Abou-Zeid y 

col. 1988). 

Glicoproteína de 38 kDa (Gp 38). Por análisis realizados con peryodato 

se demostró que es una proteína asociada a carbohidratos. (Espitia, C. 1989). 

Interviene en el transporte de fosfatos. 

Glicoproteína de 50-55 kDa ( Gp 50-55). La reactividad con Con-A-

peroxidasa sugiere la presencia de carbohidratos unidos covalentemente a 

esta proteína (Espitia, C. y col. 1989). 

3.4 Fraccionamiento del EH' por cl método de Seibert. 

Para la purificación de P 28, Fn 30-31 y Gp 38 se utilizó el 

fraccionamiento ácido-alcohólico descrito por Seibert (Seibert, F. M., 1949), 
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el cual produce fracciones enriquecidas en dichas proteínas. 1-1 procedimiento 

se esquematiza en el Diagrama 3.2, que indica las condiciones y reactivos 

para cada fraccionamiento. 

Diagrama 3.2. Fraccionamiento ácido-alcohólico descrito por Seibert 

3.5 Purificación de P 28 kD. 

En la fracción 2 de Seibert se observó enriquecimiento de la banda de 

28 kD, la cual se extrajo de un gel preparativo por elución con urea 6 M. 

Para purificar esta proteína hemos utilizado también el material presente en el 

volumen de exclusión de cromatografias con DEAE-celulosa para purificar 

Gp 50-55, 
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3.6 Purificación de la Fn 30-31. 

Esta proteína es abundante en la fracción 4 de Seibert, de la cual se 

purificó por electroforesis preparativa. La proteína se eluyó con urea 6M, 

3.7 Purificación de Gp 38. 

La fracción 5 obtenida por el fraccionamiento de Seibert es rica en esta 

proteína, la cual se extrajo de geles preparativo con urea 6M. 

3.8 Purificación de Gp 50-55. 

Se purificó por cromatogralla de afinidad con un anticuerpo monoclonal, 

6A3 obtenido en nuestro laboratorio por Rafael Saavedra y Rafaela Espinosa. 

La purificación se llevó a cabo en 4 pasos: 

1) Obtención de líquido de ascitis conteniendo el anticuerpo monoclonal 

6A3 anti Gp 50-55. Las células del hibridoma 6A3 (obtenidas por 

fusión de las células del mieloma SP2/0-Ag14 y células de bazo de 

ratones hembras Balb/c inmunizados con Gp 50-55), se cultivaron en 

RPMI suplementado con aminoácidos esenciales 0.1 mM, piruvato de 

sodio 1mM, penicilina-estreptomicina 50 U/ml y suero bovino fetal 

10%. Se obtuvieron donas por dilución limitante cultivadas en 

RPMIs. Los hibridomas así obtenidos, se centrifugaron, se lavaron, se 

diluyeron a 4x106c/2001.11 RPMI/ratón y se aplicó por via peritoneal a 

ratones 	Balb/c 	previamente 	estimulados 	con: Pristán (200 

1.11/ratón). De 8 a 10 días después de la inyección se obtuvo el líquido 

de ascitis, en el cual se comprobó la presencia de anticuerpos 

específicos por inmunoblot revelando una banda correspondiente a 

50-55 kD. Para purificar la IgO, el líquido de ascitis se diluyó 1:4 con 
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PUS, se centrifugó a 33000 rpm por 30 min, utilizando el rotor SW11 

para la ultracentrífuga BECKMAN L8-60M. Al sobrenadante se 

agregó un volumen equivalente de una solución saturada de (N1142  

SO4  para obtener una concentración final de 50 %, que se adicionó 

lentamente y en agitación, manteniéndose asi por 2 h a 4°C, se 

centrifugó a 12,000 mili, 15 min, se decantó y el paquete conteniendo 

la IgG impura se disolvió en Tris-base 20 mM más NaCI 40 mM, pH 

7.8. Se dializó contra una solución de Tris-base 20 mM más NaCI 20 

mM 	7.8. Se eentriffigó a 14000 rpin y se decantó. Al sobrenadante 

obtenido se determinó la densidad óptica a 280 nm y se multiplicó por 

el coeficiente de extinción que para la IgG es de 0.7, o se dividió la 

D. O. entre 1.4, obteniéndose en ambos casos la concentración de la 

proteína dada en mg/ml. Normalmente se recuperan de 8 a 12 mg de 

proteina por ml de líquido de ascitis. Se agregó azida de sodio a una 

concentración final de 0.1 % y se guardó en congelación hasta su uso. 

2) Purificación del anticuerpo monoclonal 6A3 por cromatografia de 

intercambio jónico. Se utilizó una columna de DEAE-Celulosa 

(SIGMA CHEMICAL COMPANY. San Louis, MO.), equilibrada 

con Tris-base 20 mM más NaCI 40 mM, 01 7.8 (el volumen de la 

columna se determinó utilizando la fórmula n x r2  x altura) a la 

columna se agregó la IgG impura diluida al doble con una solución de 

Tris-base 20 mM pH 7.8 y con un flujo de salida de 0.5 ml/min. Se 

lavó la columna con 2 volúmenes de Tris-base 20 mM más NaCI 40 

mM pH 7.8 y enseguida se eluyó con un gradiente lineal de Tris-base 

20 mM, NaCI 20 mM, 	7.8 (4 volúmenes) y Tris-base 20 inM, 
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NaCI 400 mM, pl 17.8, (4 volúmenes). Se colectaron fracciones de 2 

ml a un flujo de 0.5 ml/min y se determinó la DO280  de las fracciones. 

El pico obtenido contiene la IgG purificada que se concentró en 

Amicón (Amicon Inc, Beverly MA.) utilizando una membrana de 

ultratiltración, PM 10. (Amicon, Inc. Beverly, MA.) hasta 10 ing/ml y 

se dializó durante 24 horas en una solución de acoplamiento de 

NaliCO3  0.1 M, pl 18. 

3) Cromatografia de afinidad por acoplamiento del anticuerpo 

monoclonal 6A3 a un soporte de agarosa activada con N-

hidroxisuccinimida. Se utilizó la resina de Affi-Gel 10 activa, 

Agarosa-Ester-N-dihidroxisuccinimida 	(Bio-Rad 	Laboratories. 

Richmond, CA.), para acoplar ligandos con grupos autillo libres, la 

cual se lavó con 8 volúmenes de acetato de sodio 10 mM, pH 4.5,a 

través de un filtro de 0.22 mit para eliminar el solvente orgánico en 

que se encuentra el gel. Se agregó el gel al anticuerpo monoclonal 

(AcMn) purificado, a razón de 10 mg/ml de gel. Se dejó en agitación 

suave por 4 horas a 4°C y enseguida se centrifugó a 500 rpm, 5 min. 

El sobrenadarte se retiró y se determinó la concentración de IgG 

(previamente ajustado el pH a 3 para evitar la lectura de la 

succinimida) que se sustrae de la IgG inicial, teniendo como resultado 

el porcentaje de eficiencia en el acoplamiento. Al paquete de resina 

con el anticuerpo acoplado, se agregó etanolamina, 0.1 M, pH 8 para 

bloquear los sitios activos libres; se dejó en agitación suave toda la 

noche a 4°C. Enseguida se transfirió el Affi-Gel, acoplado y 
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.11MONT•11~120.0..•151. 

bloqueado a la columna determinando su volumen en x r2  x h) y 

lavándola con 8 a 10 volúmenes de PUS, pll 7.4 

4) Purificación de Gp 50-55 por cromatogratia de afinidad. A la 

columna de afinidad obtenida en el paso 3 se le agregó el extracto 

total (previamente dializado durante 24 horas en PBS, 	7.4) y se 

mantuvo en recirculación utilizando una bomba peristáltica a un flujo 

de 0.5m1/min. durante 24 horas a 4°C. A continuación se dejó 

equilibrando una hora a temperatura ambiente y en seguida se 

colectaron fracciones de 2 ml que contienen las proteínas de M. 

tuberculosis que no se han pegado a la columna de afinidad. Se lavó 

la columna con 5 a 10 volúmenes de PBS 	7.4 hasta D. 0. de 0.02 

a 280 nm, enseguida se lavó con 5 volúmenes de una solución que 

contenga Tritón-X100 2%, NaCl 0.5 M y Tris-Base 0.025 M, 

nuevamente se lavó con PBS hasta D0280  de 0.02. A continuación se 

eluyó con 4 volúmenes de NH4OH 0.15 M, colectando fracciones de 

2 ml en tubos a los que previamente se agregaron 135 ul de HCI 1 M 

para neutralizar al N1-140H y evitar que se deteriore la proteína, las 

fracciones se leyeron en un espectrofotómetreo. En los tubos con 

mayor D.0 se encuentra la Gp 50-55 purificada. Enseguida se lavó la 

columna con 5 volúmenes de PUS pi-1 7.4 y un volumen de PBS con 

azida de sodio al 0.1 % y se guardó a 4°C. La proteína purificada se 

dializó contra agua destilada, se concentró y se dividió en alícuotas 

que se guardaron a -20°C. La eficiencia de la purificación se 

determinó por inmunoblots de acuerdo con el método de Towbin 

(Towbin 1979), revelados con S1-11 anti-EPT y con el AcMn 6A3. 
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3.9 Purificación de la enzima superóxido dismutasa de (SO»). 

Se utilizó el método de Kusunose (Kusunose, E., 1976). La purificación 

se llevó a cabo en tres pasos: 

1) En observaciones previas hechas en nuestro laboratorio se comprobó 

que en el sobrenadante predominaba una banda de 23 kD la cual fue 

después identificada como SOL) con un anticuerpo monoclonal. Por lo 

anterior, el sobrenadante obtenido después de la precipitación del 

extracto total con sulfato de amonio fue reprecipitado con sulfato de 

amonio a una concentración final de 85 %, agitando durante una 

noche a 4°C. Después de cetrifugar a 1.2x104  rpin por 15 min, el 

precipitado se disolvió en buffer de fosfatos 30 mM. 

2) Cromatografía de intercambio iónico. El precipitado disuelto en buffer 

de fosfatos 30 mM se aplicó a una columna de DEAE-32-Celulosa, 

Dietilaminoetil celulosa, Intercambiador Aniónico microgranular, 

(SIGMA. Chemical Company. St Louis, MO.), equilibrada con buffer 

de fosfatos 30 mM. La proteína se eluyó con 10 volúmenes de un 

gradiente lineal de buffer de fosfatos de 0.03 M-0.1 M, 	7.9 y con 

un flujo de salida de 0.5 ml/min. Las fracciones se leyeron en un 

espectrofotómetro. El pico eluido se concentró en Amicón, utilizando 

una membrana de ultratiltración PM 10. 

3) Cromatografía de exclusión molecular. El material obtenido en el 

paso anterior se aplicó a una columna de Sephadex-150, de grano 

superfino, (Sigma Chemical Company. St. Louis MO.), equilibrada 

con buffer de fosfatos 20 mM, 01 7.0 y 0.1 M de KC1 y eluyendo 

con este mismo buffer, con un flujo de salida de 0.5 ml/min. Las 
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fracciones eluidas se leyeron en el espectrofotómetro para determinar 

la densidad óptima y conocer el pico con máxima concentración. Las 

fracciones que forman el pico contienen a la SOD, con las cuales se 

formó un pool que se concentró en Amicón, utilizando una membrana 

de ultrafiltración. 

La pureza de la proteína se determinó por PAGE-SDS en condiciones 

reductoras y no reductoras, tiñendo con azul de Coomasie e incubando con 

SI-U dirigido contra el EPT de M. tuberculosis y con el anticuerpo monoclonal 

D2D (donado por J. lvanyi, Hammersmith Hospital, Londres, Inglaterra). En 

condiciones no reductoras se determinó la actividad enzimática de la SOD 

utilizando un ensayo de foto-reducción (Beauchamp, CH., 1971) de la 

siguiente manera. Se hizo PAGE al 10 % en condiciones no reductoras y se 

incubó en azul de tetrazolio 2.45 x 10-3  M, 20 min, seguida de una 

inmersión por 10 min en riboflavina 2,8 x 10-5  M y Temed 0.028 M en 

buffer de fosfatos 0.036 M, pH 7.8, incubando este último sobre una fuente 

luminosa (5-15 min). La SOD se distingue como una banda incolora, siendo 

el resto del gel de color azul. 

3.10 Obtención de células mononucleares de sangre periférica 
humana (CMNH). 

Donadores. Se obtuvieron células de cuatro individuos sanos, dos 

PPD+, uno vacunado y otro sin vacunar y dos PPD-, uno vacunado y otro sin 

vacunar y cuatro pacientes con tuberculosis proporcionados por el Instituto 

Nacional de Enfermedades Respiratorias, con las siguientes características: 

Enfermo No.1, varón, 23 años de edad, con tuberculosis progresiva no 

tratada; la radiografía de torax mostró fibrosis en pulmón izquierdo y lesiones 
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cavitadas en pulmón derecho. Enfermo No.2, mujer, 60 años de edad, 

diabética; radiografía de torax: afección localizada, unilateral y apical. 

Enfermo No.3, varón, 64 años de edad, resistente al tratamiento con 6 años 

de evolución. Enfermo No.4, varón, 25 años de edad, con infección temprana; 

un hermano, de 35 años de edad murió de tuberculosis. 

Se obtuvo sangre periférica por punción venosa la cual se trató con 

heparina (SIGMA CHEMICAL COMPANY. St. Louis, MO) a una 

concentración de 10 U /m1 de sangre, para evitar su coagulación. Se agregó 

un volumen igual de RPMI y la separación de las CMNI-1 se realizó 

estratificando 8 ml de la sangre diluida en 4 ml de Ficoll-Hypaque (Pharmacia 

Biotech. Uppsala, Sweden), centrifugando a 1500 ►pm, 10 min, (Boyum, 

1968). 

3.11 Curvas dosis-tiempo-respuesta de CMN1-1. 

Las CMNH, obtenidas por centrifugación con Ficoll-Hypaque, se 

lavaron tres veces con RPM.1 para eliminar el Ficoll, determinándose su 

viabilidad con azul tripán (Gibco Laboratories, Grand Island, NY). Se 

ajustaron las cuentas a 2x106  células/ml de RPMI suplementado. 

Condiciones del cultivo: 

Se utilizaron placas de microtitulación de 96 pozos (Costarcorporation. 

Cambridge, MA); a cada pozo se agregaron 2x105  CMNH/100 µI de 

RPMI, suplementado con penicilina y estreptomicina (1 %), suero 

bovino fetal (10 %), aminoácidos escenciales (1 %) y piruvato (1 )̀/0), ( 

ver reactivos ). 
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Antígenos: 

Se utilizó EPT y las proteínas purificadas SOD, P28, F1130-31, Gp 38 

y Gp 50-55 a concentraciones de 1 lig/pozo y 0.25 lig/pozo. Como 

control positivo se incubaron células con litohemaglutinina (PHA) 

(Sigma) diluida 0.1 lig/pozo. Como control negativo células incubadas 

con RPM1 suplementado (100 Id /pozo ). Las determinaciones se 

realizaron por triplicado. 

Los cultivos se incubaron a 37°C, 5% de CO2  y 95% de humedad. por el 

tiempo necesario para obtener las curvas (le proliferación celular. Esto se 

repitió en 8 placas para los tiempos de 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 y 11. días, marcando 

con 0.5 pCi /pozo de [31-1]-Timidina (Dupont NEN Products, Boston M.A), 20 

horas antes de la cosecha de células, la cual se realizó con un cosechador de 

células (Skatron lnstruments. Sterling, VA.), utilizando filtros de fibra de 

vidrio ( Printed Filtermat A, Wallac Oy. Turku, Finland), que se leyeron en 

un contador de centelleo (3, (Betaplate 1205 de Wallac Oy. Turku, Finland), 

para determinar la proliferación a través de la incorporación de timidina. 

3.12 Obtención de líneas celulares humanas 

Se obtuvieron CMNH de los donadores descritos en el párrafo 3.10. 

Las células separadas por centrifugación con Ficoll-llypaque a 1500 rpm, se 

lavaron y se ajustaron las cuentas a lx106  células/ml, colocando 1 ml/pozo en 

placas de 24 pozos (Costar). Se utilizó una concentración de antígeno de 40 

pg/ml, colocando 1 ml/pozo. Las células se incubaron a 37°C, 5 % de CO2  y 

95 % de humedad hasta el día en que se obtuvo la máxima proliferación para 

cada antígeno, indicada por las curvas dosis-tiempo-respuesta. Las células se 
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resembraron después de separarse por centrifugación con Ficoll-llypaque a 

1500 rpm, se lavaron 3 veces con RPM1 suplementado y se centrifugaron por 

10 min a 1500 rpm; las cuentas se ajustaron a 8x105/ml, colocando 500 

µl/pozo, en placas de 24 pozos. 

Como células presentadoras de antígeno (APC) se utilizaron células 

mononucleares autólogas, que se suspendieron en 3 ml de RPMI 

suplementado y se les agregó 100 	Id 	de mitomicina/107células (la 

concentración de la mitomicina fue de 1 mg/ml) (SIGMA). Las células se 

incubaron por 50 mili a 37°C y enseguida se lavaron 5 veces con RPMI 

suplementado, centrifugando a 1500 rpm; las cuentas se ajustaron a 

9x106/ml, colocando 500 pl/pozo. 

Los diferentes antígenos se diluyeron en RPMI a una concentración de 

80 µg/ml, usando 500 µl/pozo y la IL-2 recombinante humana, IL-2rh, 

(Boehringer Mannheim. Gmbh. Germany) se utilizó a una dilución de 160 

U/m1 de RPMI suplementado, colocando 500 pl/pozo. 

Las placas se incubaron a 37°C, con 5 % de CO2  y 95 % de humedad 

por 5 días. Las placas se observaron diariamente y al dia en el que hay gran 

proliferación, se resuspendieron las células, dividiendo el contenido de cada 

pozo en 2 pozos y agregando a cada pozo 1 ml de lL-2 diluida a 40 U/ml 

incubándose por 4 dias. Al término de este tiempo se repitió el ciclo anterior 

con la finalidad de obtener líneas específicas de antígeno. 

3.13 Determinación del fenotipo y de los receptores para 
antígeno de las líneas celulares humanas 

Los linfocitos T se caracterizaron por citometría de flujo (FACScan 

Becton Dickinson San José, CA) utilizando anticuerpos monoclonales en 
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contra de las moléculas de superficie CD3, CD4 y CD8 y de los receptores T 

para antígeno afl y y& 

La metodologia fue la siguiente: las células se separaron 	por 

centrifugación con Ficoll-llypaque a 1500 rpm, se lavaron con RPM, se 

ajustaron las cuentas a 1 x107  células/ml, colocando 100 jal/tubo, en un total 

de 7 tubos, destinados a determinar CD3, CD4, CD8, TCR up, TCR Yb, un 

tubo control para el anticuerpo conjugado a fluoresceina 	y un tubo 

conteniendo células solas , Las células se lavaron con I ml de PBS para 

FACS, (suero bovino fetal al 2% y azida de sodio al 0.1%), centrifugando a 

3000 rpm por 10 min. 

Incubación con el primer anticuerpo. Al tubo correspondiente se 

agregaron 200 vil del sobrenadante de hibridomas OKT3, OKT4 y OKTf8 y 

50 1.11 del anticuerpo monoclonal anti-TCRocp humano conjugado a F1TC 

(Becton Dickinson, San José CA) diluido 1:1000 en PBS y del anticuerpo 

tnonoclonal de ratón anti-TCR y3 humano diluido 1:400. Todos los tubos se 

incubaron a 4°C por 40 min. En dos tubos controles se colocaron solamente 

células. Después de incubar, se lavaron tres veces con 1 ml de PBS, 

suero bovino fetal al 2%, y azida de sodio al 01%, centrifugando a 3(300 

rpm, 10 min. 

Incubación con el segundo anticuerpo. Se agregaron 100 jul del 

anticuerpo de cabra anti-inmunoglobulina (Fe) de ratón conjugado a FITC, 

diluido 1:150 (Sigma). 

Todos los tubos se incubaron 40 min a 4°C en la obscuridad. Al término 

de la incubación se lavaron los tubos tres veces con 1 ml de PBS para FACS 

más azida de sodio al 0.1%, centrifugando a 3000 rpm, 10 mili, El paquete de 
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células se resuspendió en 500 III de paraformaldelido al 1%, recientemente 

preparado y se leyeron en un citómetro de flujo. 

3.14 Determinación de citocinas en las lineas celulares 
humanas por hioensayo 

Bioensayo para IL-2rh. 

Se utilizaron los sobrenadante de las líneas celulares, 1L-2 recombinante 

humana (1L-2rh), un anticuerpo policlonal de conejo anti-1L-2 humana (Cell 

Biology Products) y una clona de linfocitos T dependiente de 1L-2 (CTLL-2) 

Se realizó una curva estándar de 11,2rh y una curva de neutralización 

de la IL-2rh con el anticuerpo monoclonal anti 1L-2rh y como control 

positivo un sobrenadante rico en IL-2. Como control negativo se utilizó 

únicamente CTLL-2 cultivadas en IIPM1 suplementado. Para la curva 

estándar se utilizaron placas de microtitulación de 96 pozos. En cada uno de 

los pozos, menos en el primero, se colocaron 100 1.t1 de IIPMI suplementado. 

Al primer pozo se agregaron 200 p.1 de IL-2rh (200 U/m1) y en los 

siguientes pozos diluciones progresivas de lL-2rh (1: 1, 1:2, 1:4, 1:8, I:16, 

1:32, 1:64, 1:128, 1:256 y 1:512) El último pozo lile el control negativo. A 

cada uno de los pozos se agregaron 100 Id de la suspensión de CILL-2 

(2x 1 lie/pozo). 

Se incubó la placa a 37°C, 5% de CO2  y 95% de humedad, durante 48 

h. Se agregó [31-1]Timidina 8 horas antes de la cosecha y se midió la 

readioactividad en un contador de centelleo beta. 

La curva de neutralización se realizó siguiendo el mismo procedimiento 

inicial colocando en los pozos el AcMn antilL-2rh a las mismas diluciones 

progresivas indicadas arriba. Enseguida se agregó a cada uno de los pozos 
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100µI de IL-2rh, diluida 1:32 y se incubó 1 h a 37°C para efectuar la 

neutralización. En el siguiente paso se agregaron 20 id de la suspensión de 

CTLL-2 a una concentración de 2x10 4/pozo. Se incubó a 37°C, 5% de CO2 y 

95% de humedad durante 48 h, marcando con timidina tritiada 8 horas antes 

del tiempo fijado para la cosecha 

Determinación de 11,2 en los sobrenadantes de las líneas celulares 

humanas. 

Se colocaron en 5 pozos menos en el primero 100 µI de RPMI 

suplementado. Al primer pozo se agregaron 200 µI del sobrenadante de la 

línea celular en estudio y se efectuaron diluciones seriadas como se ha 

señalado antes. Se agregaron a todos los pozos 100 Id de la suspensión de 

CTLL-2 a una concentración de 2x101c/pozo. Se incubó a 37°C, 5% de CO2  

y 95% de humedad durante 48 h, marcando con timidina tritiada 8 horas antes 

de la cosecha. 

3.15 Determinación de IL-2, 1L-4, IL-5 e 111%ly por ELISPOT 
en las líneas celulares humanas. 

Se utilizó una cámara para ELISPOT, de 96 pozos 	Bio-Rad 

Laboratories. CA), esterilizada por autoclave y el papel de nitrocelulosa 

esterilizado por luz UV. En condiciones de esterilidad se preparó la cámara 

con el papel de nitrocelulosa y se sensibilizó la placa con los anticuerpos 

monoclonales hechos en rata, en contra de las citocinas humanas 1L-2, 1L-4, 

IL-5 e 1F1\1y, a una concentración de 0.5 µg/pozo/100µI de PBS estéril, 

incubando a 37°C toda la noche (Anticuerpos monoclonales ant-1L-2, anti-

IL-4, anti-IL-5 y anti-11Sy, Genzime. Cambridge. MA). 
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En seguida se lavó la placa 4 veces, con 300 11.1/pozo de PBS-Tween 20 

al 0.05°/0, estéril, en agitación durante 3 min. Se bloqueó la placa agregando 

300 pl/pozo de PBS-I3SA al 1%, estéril, incubando 1 h a 37°C. Después de 

esto se adicionaron las células de la línea celular correspondiente, a una 

concentración de 5x104/pozo, más APC, colocando 1 x105/pozo, más el 

antígeno correspondiente, usando 2 pgipozo. Se incubó a 37°C, 5% de CO2 y 

95% de humedad, durante 24 horas para 1L-2, 11,4, e 1L-5 y por 48 h para 

IFNy. Enseguida y en condiciones no estériles se lavó la placa ocho veces con 

300 pl/pozo de PBS-Tween 20 al 0.05% durante 3 min y en agitación. 

Se agregó el anticuerpo policlonal anti-citocina hecho en cabra, a una 

concentración de 0.5 lig/pozo/100 pi de PBS-BSA al 1% (Anticuerpos 

policlonales anti-IL-2, anti-IL-4, anti-IL-5 y anti-IFNy, R&D. Mineapolis, 

MN), incubando a 37 °C por 3 h. Se lavó la placa 8 veces con 300 pl/pozo 

de PBS-Tween 20 al 0.05%, 3 mili en agitación y se añadieron 100 ill/pozo 

del anticuerpo anticabra marcado con peroxidasa, diluido 1:5000 en PBS-

BSA al 1%, incubando a 37 °C por 2 h. La placa se lavó 4 veces con 300 

111/pozo de PBS-Tween 20 al 0.05%, en agitación por 3 mili y 3 veces con 

300 111/pozo de PBS diluido 1:3, en agitación por 3 min. 	Se agregaron 50 

111/pozo del sustrato filtrado: diaminobencidina 0.01%, NiC12  0.03%, CoC12 

0.03%, H202  0.005%, en PBS diluido 1/3. De 10 a 15 min después 

aparecen las 	manchas o "spots" y enseguida se retira el papel de 

nitrocelulosa de la cámara de ELISPOT. Finalmente, se cuentan las manchas 

(signo de positividad) en un microscopio de disección. Estos ensayos se 

realizaron por triplicado. 
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3.16 Análisis de la respuesta de linfocitos 	marinos a 
antígenos purificados de  M. tuberculosis. 

Se utilizaron ratones de la cepa BALB/c de 8 semanas de edad, machos, 

los cuales se inmunizaron dos veces en la siguiente forma: 

1 a. inmunización. A cada ratón se le inyectaron 30 lig de extracto total 

en 101.11 de PBS más 20 tl de adyuvante completo de Freund's en el cojinete 

plantar. 

2a. inmunización. Diez días después de la primera inmunización, cada 

ratón se inyectó intraperitonealmente con 30 vig de extracto total en 100 vil de 

solución salina isotónica estéril. 

3.17 Obtención de células esplénicas mur inas (CEM). 

Ocho días después de la segunda inmunización se sacrificaron los 

animales. Se extrajeron los bazos, se perfundieron con RPMI suplementado 

y se formó un pool que se dejó sedimentar a 4 °C por 20 min, se separó el 

sobrenadarte para centrifugarse a 1500 rpm, 10 min, agregándose al paquete 

celular solución hemolizante, manteniéndose en agitación suave por 3 min. 

para destruir los glóbulos rojos, se centrifugó a 1500 rpm, 10 min y el 

paquete obtenido formado por las células esplénicas se lavó con RPMI 3 

veces para eliminar la solución hemolizante y se determinó su viabilidad con 

azul trypán. Las células se ajustaron a 2x106/m1 

3.18 Curvas dosis-tiempo-respuesta de CEM. 

Se siguió la misma metodología usada para CMNI-1, usando los 

antígenos EPT, SOD, P28, En 30-31, Gp38 y Gp 50-55 a una 

concentración de 1 lig/pozo y se agregaron las CEM colocando 2x105/pozo. 
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Para el control positivo se cultivaron las CEM con Concanavalina A 

colocando 0.1 µg/pozo y en el control negativo, las CEM se cultivaron con 

RPMI suplementado. Los ensayos se hicieron por triplicado, Se ensayaron los 

tiempos de 2, 3, 4, 5, 6, 7 y 8 días marcando con 0.5 viCi/pozo de (31-1)-

Timidina 20 horas antes de la cosecha. 

3.19 Obtención de líneas celulares nutrirlas 

Se siguió la misma metodología usada para la obtención de las líneas 

celulares humanas. Se utilizaron CEM (2x105/pozo) y los mismos antígenos 

a una dilución de 40 µg/ml, colocando I ml/pozo. Se incubaron a 37°C, 5% 

de CO, y 95% de humedad hasta el día en que se obtuvo la máxima respuesta 

proliferativa para cada antígeno. A ese tiempo se separaron las células por 

centrifugación con Ficoll-Hypaque a 1500 rpm, 10 min. se lavaron 3 veces y 

se ajustaron las cuentas a 8x105  células /ml, colocando 500111/pozo, en placas 

de 24 pozos. Las APC se ajustaron a 2x106/ml, colocando 500111/pozo. Los 

antígenos se usaron a una concentración de 80 .1g/m1 de RPMI, colocando 

500111/pozo y la 11,2 se usó a una concentración de 160 U/ml, colocando 

500111/pozo. 

3.20 Determinación del fenotipo de las líneas celulares 
marinas. 

Se siguió la misma técnica utilizada para la determinación del fenotipo 

de las lineas celulares humanas con las siguientes condiciones: 

Primer anticuerpo: 

Sobrenadante de hibridomas 1452c11 obtenidos en hamster, anti CD3 

de ratón colocando 100 Id/tubo. 
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Sobrenadante de híbridomas 4k1. 5 obtenidos en rata anti CD4 de 

ratón, colocando 100 µl/tubo. 

Sobrenadante de hibridomas 83.12,5 obtenidos en ratón anti C08 de 

ratón, colocando 100 Itl/tubo. 

AcMn (IgG) de hamster ami TeRi-a(3 de ratón (Pharmingen San 

Diego, CA). utilizando 1 Id/lx 1 O'células. 

AcMn ( IgG) de hamster and TCR-1 yd de ratón (Pharmingen), 

utilizando 1 111/1x106células. 

Todos los tubos se incubaron a 4°C por 40 min. Se lavaron. 

Segundo anticuerpo: 

Anti IgG de hamster hecho en conejo conjugado a FITC (Pierce ) 

Anti IgG de rata hecho en conejo conjugado a FITC ( Sigma) 

Anticuerpo polivalente anti IgM, IgG e IgA de ratón en conejo 

conjugado a FITC ( Sigma). De cada uno de ellos se usaron 100 

µ1/tubo, diluidos 1:500 con PBS para FACS. Se incubaron 40 min a 

4°C. Se lavaron. 

Se utilizaron 2 controles, uno con células solas incubadas con los 

anticuerpos secundarios y otro control teniendo células solas. 

El paquete celular se resuspendió en 500 ti de paraformaldehido al 1%, 

recientemente preparado y se leyeron en un citómetro de flujo. 

3.21 Determinación de 114-2, 114-4, 11,-5 e lIzNy por EL1SPOT 
en las líneas celulares !mirillas. 

Se siguió la misma metodología usada para la determinación de citocinas 

en las líneas celulares humanas, con las siguientes condiciones: los pozos de 

Materiales y Métodos 	 40 



Caracterización del Fenotipo y Citocinas de Linfocitos 

la cámara para Elispot se sensibilizaron con los anticuerpos monoclonales 

anticitocinas de ratón: 

Anticuerpo monoclonal anti 11,-2 de ratón. Se utilizó el sobrenadante de 

los hibridomas ATCC H13 -10968, hecho en rata ( 100 µl/pozo). 

Anticuerpo monoclonal anti 11,4 de ratón. Se usó el sobrenadante de los 

hibridomas ATCC 1-113-188 (Ohara, J., Paul, W. E. 1985 ), hecho en rata 

(100 111/pozo). 

Anticuerpo monoclonal anti IL-5 de ratón ( Pharmingen ), hecho en rata. 

Se utilizaron 0.514/100 pl de PI3S-BSA al 1%/pozo. 

Anticuerpo monoclonal anti IFNy de ratón ( Pharmingen ), hecho en 

rata. Se colocaron 0.5 µg/100 µI de PBS-BSA al 1%/pozo. 

La placa se lavó 4 veces con PBS-Tween 20 al 0.05%, estéril (300 

1.11/pozo), en agitación durante 3 min. Se bloqueó la placa con 300 111/pozo de 

PBS-BSA al 1%, estéril, se incubó durante 1 hora a 37°C y se adicionaron las 

células de la línea celular correspondiente a una concentración de 5x105/m1 

(100 ¡uI/pozo), APC, l x106  /m1 (1001.d/pozo) y el antígeno correspondiente 

a una concentración de 20 µg/m1 (100/pozo). La incubación se llevó a cabo 

igual que con las células humanas. Después se lavaron los pozos y se 

agregaron los siguientes segundos anticuerpos: 

AcMn anti IL-2 de ratón, hecho en rata marcado con biotina, 

(Pharmingen), colocando 0.5 lig/100 pide PBS-BSA al 1%/pozo. 

Anticuerpo policlonal anti IL-4 de ratón, hecho en cabra ( R&D 

Systems), . utilizando 0.5 pg/100 ¡ul de PBS-BSA al 1%/pozo. 
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Anticuerpo policlonal anti 11,5, de ratón, hecho en cabra (R&D 

Systems). Se colocaron 0.5 Itg/1()0 Id de PBS-BSA al 1%/pozo. 

AcMn anti 11:Ny de ratón, hecho en rata, marcado con biotina, 

(Pharmingen), colocándose 0.5 lag/I00 Id de PBS-BSA al 1°,Wpozo. 

Se incubó la placa durante 3 horas a 37°C y se lavó 8 veces con 300 

ptl/pozo de PBS-Tween 20 al 0.05%, durante 3 mil] en agitación. 

Para revelar los anticuerpos se usarons los sguientes reactivos: 

Para los AnMc anti 1L-2 y anti 	marcados con biotina se utilizó 

estreptavidina-peroxidasa ( Sigma) diluida 1:1000, usando 100 Itl/pozo. Para 

los anticuerpos policlonales anti IL-4 y anti 1L-5 hechos en cabra, se utilizó 

un anticuerpo anti cabra-peroxidasa diluido I :1000, colocando 100 pl/pozo. 

La placa se incubó una hora a 37°C. Se lavó 4 veces con 300 111/pozo de 

PBS-Tween 20 al 1%, en agitación durante 3 min y se volvió a lavar 3 veces 

más con 300 pl/pozo de PBS diluido 1:3 en agitación durante 3 min. 

Para desarrollar el color se utilizó una solución conteniendo: 

Diaminobencidina 0.01% 

Cloruro de níquel 0.03% 

Cloruro de cobalto 0.03% 

Peróxido de hidrógeno al 30% 0.005% 

En PBS diluido 1:3 

Se incubó a temperatura ambiente de 15 a 20 min, hasta la aparición de 

las manchas o "spots". El papel de nitrocelulosa se retiró de la cámara y las 

manchas se leyeron en un microscopio de disección. Los ensayos se hicieron 

por triplicado. 
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4. RESULTADO 

Purificación de antígenos de NI. tuberculosis. 

La pureza e identidad de los antígenos obtenidos se determinó por 

inmunoblots, incubados con suero hiperitunttne (S111) dirigido contra EPT y 

con anticuemos monoclonales o policlonales, así como por geles de 

poliacrilamida al 10% teñidos con azul de Coomasie. 

4.1 Fraccionamiento del EPT por el Método de Seibert. 

Para la purificación de P28, Fn 30-31 y Gp38, se obtuvieron fracciones 

enriquecidas por el método de Seibert. Los resultados obtenidos se pueden 

observar en la Figura 1, mostrando enriquecimiento de P28 en la fracción 2 

(carril 4); de Fn 30-31 en la fracción 4 (carril 6); de Gp 38 en la fracción 5 

(Carril 7). En el carril 2 se muestra el perfil proteínico del EPT , pudiéndose 

observar unas 34 bandas de proteína bien definidas. Además, la fracción 2 

se enriquece en las bandas de 14 y 60 kD; la fracción 3 se enriquece en la 

banda de 60 kD y la 4 en las bandas de 16, 28, 30-31 y 50-55 kD. 

4.2 Purificación de P 28. 

Los resultados del procedimiento seguido se ilustran en la Figura 2. En 

un inmunoblot revelado por un suero hiperinmune de conejo anti-M 

tuberculosis se puede observar que el procedimiento seguido fue exitoso. En 

el carril A se muestra el perfil proteínico del EPT, en el B se muestra la 

fracción 2 de Seibert enriquecida con esta proteína y el carril C presenta la 

proteína purificada. No se identifican batidas contaminantes. P28 se purificó 
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de geles preparativos de la fracción 2 de Seibert eluyendo con urea 6M, 

mismo procedimiento que se siguió para purificar Fn30-31 y Gp 38. 

4.3 Purificación de Fn 30-31. 

En la Figura 3 se observa un imminoblot revelado con S1-11 que muestra 

la proteína purificada. El carril A corresponde al EPT de donde se partió, el 13 

a la fracción 4 de Seibert de donde se extrajo, por geles preparativos la En 

30-31 y el carril C muestra la proteína purificada. 

4.4 Purificación de Gp 38 

La Figura 4 ilustra los resultados del procedimiento de purificación de 

Gp 38 a partir de geles preparativos de la fracción 5 de Seibert, donde se 

encuentra muy enriquecida como se observa en el carril A. En el carril B se 

muestra la proteína purificada. 

4.5 Purificación de Gp 50-55 

En la Figura 5 se ilustran los resultados obtenidos en la purificación de 

Gp 50-55 por cromatografia de afinidad utilizando el anticuerpo monoclonal 

6A3, acoplado al Affi-gel 10 al cual se unió la proteína específica, que se 

eluyó con NH4OI-I 0.15 M. El SI-II no reconoce ninguna otra banda (carril B) 

a diferencia del patrón que se observa en EPT (carril A). 

4.6 Purificación de SOD. 

Antes de iniciar la purificación de la SOD se comprobó su presencia en 

la muestra obtenida por reprecipitación con sulfato de amonio del 

sobrenadante del extracto total y también se determinó su actividad 

enzimática. Para esto se utilizaron geles de poliacrilamida al 10% realizados 

en condiciones no reductoras, evitando así romper el tetrámero que constituye 
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la enzima cuyo peso es de 88 kDa. Los resultados obtenidos al someter los 

geles a diferentes procesos, se indican en la Figura 6. En el carril A se 

muestra, por azul de Coomasie la abundancia de la SOL) y la presencia de 

proteínas contaminantes. El carril 13 corresponde al inmunoblot incubado con 

SHI dirigido contra el EPT de M. tuberculosis, que revela las proteinas 

contaminantes pero no a la SOD ya que este Sill no reacciona con SOD 

pues los conejos fueron inmunizados con EPT carente de SOD. El carril C 

muestra a la SOD reconocida por el anticuerpo monoclonal D2D (Donado 

amablamente por J. lvanyu, Hammersmith Hospital, Londres, Inglaterra). En 

el carril D se muestra la actividad enzimática de la SOD utilizando el método 

de fotoreducción (Beauchatup y Fridovick, 1971). Los geles anteriores se 

realizaron en condiciones no reductoras lo que explica la migración a 88 kDa 

de la SOD. 

Después de efectuar la purificación de la SOD se realizaron geles de 

poliacrilamida al 10% en condiciones no reductoras y reductoras. En 

condiciones no reductoras, en el carril E se muestra la pureza de la proteína 

purificada al ser teñido el gel con azul de Coomasie, en el que ya no se 

observan las proteinas contaminantes. El carril F confirma la pureza al ser 

incubado el inmunoblot con SI-II y no observarse bandas contaminantes. En 

el carril G se identifica a la SOL) por inmunoblot con el anticuerpo 

monoclonal D2D. En el carril 1-1 se comprueba que la actividad enzimática no 

se ha alterado a través de los diferentes procesos de purificación. En cada 

corrimiento electroforético de la enzima purificada se obtuvo una sola banda 

de proteína la cual coincidió en su movilidad con la banda de actividad 

enzimática. 
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En condiciones reductoras en geles de poliacrilannda al 10% la 

movilidad de la proteína es diferente debido a que el -¿d'Ibero que conlbrina 

la enzima se rompe en sus enlaces disultitro y se pierde la actividad 

enzimática, conviniéndose en un monómero de 23 k Da como se ve en el 

carril I en un gel teñido con azul de Coomasie, Esta batida es reconocida por 

el monoclonal ami D2D (carril K) pero no por el SHI-  (carril J), Analizando 

geles en condiciones reductoras se demostró que la SOD pierde su actividad 

enzimática (resultados no mostrados). 

4.7 Respuesta blástiea de CNINII. 
Con los antígenos proteínicos purificados se procedió a realizar 

experimentos de proliferación celular. 

a.- Respuesta al EPT 

Con el EPT se realizaron ensayos piloto in vitro, para lo cual se 

obtuvieron células mononucleares 	de sangre periférica humana 

(CM-1\1H) separadas por centrifugación con Ficoll—Hypaque como se 

indica en Materiales y Métodos con la finalidad de conocer la 

respuesta a diferentes 	concentraciones y poder determinar los 

requerimientos para ensayos posteriores en los que se utilizarán los 

antígenos purificados. Se analizaron células de de tres individuos 

sanos, uno PPD- no vacunado con BCG, uno PPD- vacunado con BCG 

y uno PPD-t- no vacunado. Se utilizaron 2x 1 Os  células por pozo y 

concentraciones del EPT de 0,5, I, 5 y 10 lig por pozo, En la Figura 

7, los resultados muestran una mayor proliferación de las células del 

individuo PPD- no vacunado (A), siendo menor la proliferación en el 
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individuo PPD- vacunado (13). Cabe mencionar que a estos individuos 

se les aplicó el PPD (intradermoreacción) diez días antes de extraerles 

sangre venosa para realizar este experimento. Se observó que con dosis 

de 10, 5 y 1 tg de antígeno por pozo se obtuvo la máxima respuesta 

blástica al 8° día con tina cinética similar. En experimentos 

subsecuentes se decidió utilizar 0.25 y 1 vtg de antígeno por pozo. 

b.- Respuesta blástica de individuos sanos a antígenos purificados. 

Con los resultados anteriores se procedió a realizar curvas dosis-

tiempo-respuesta in vitro de CMNH de 4 individuos sanos, 2 PM+ 

(uno vacunado y otro sin vacunar) y 2 PPD- (uno vacunado y otro sin 

vacunar) con la finalidad de conocer los tiempos de máxima respuesta 

a los antígenos purificados para así determinar el tiempo óptimo de 

resiembra para obtener líneas celulares. Se usaron 2x105  células por 

pozo y de antígeno se utilizaron concentraciones de 0.25 y 1 lig por 

pozo. Como control positivo se utilizó la misma concentración de 

células incubadas con fitobemaglutinina, (PHA), diluida a 0.1 pigipozo. 

Los resultados pueden verse en la Figura 8 que corresponde a dos 

controles sanos no vacunados (uno PPD+ y otro PPD-) y en la Figura 

9 que corresponde a dos individuos controles vacunados (uno PPD+ y 

otro PPD-). En términos generales se puede decir que todos los 

antígenos analizados inducen respuesta blastogénica en controles 

sanos, la cual es heterogenea de individuo a individuo y de antígeno a 

antígeno en lo que concierne a la intensidad y al tiempo de máxima 

respuesta. En lo referente a la cinética de la respuesta a los diferentes 

antígenos se observa una gran heterogeneidad. También se observa que 
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la respuesta blástica máxima en los individuos PPD- se presenta al 8° 

día, es decir un día después de la respuesta máxima de los PPD+ que 

se presenta al 70  día en todos los experimentos. 

c.- Respuesta de individuos con tuberculosis pulmonar a 
fitobemaglutinina. 

La respuesta a esta lectina se analizó siguiendo las mismas 

condiciones usadas para 	las controles sanos, Figura 10. Los 4 

pacientes con tuberculosis mostraron una respuesta a la PHA (0.1pg 

/pozo) muy abatida en comparación con la respuesta de un individuo 

sano PPD+ que presenta a máxima proliferación al 4° día mientras que 

en 3 enfermos se recom basta el 9° día. En el paciente 3 la respuesta 

fué prácticamente nula. 

d.- Respuesta de individuos con tuberculosis pulmonar a antígenos 
purificados de  M. tuberculosis 

Los resultados se muestran en la Figura 11. Las CMNH del enfermo 1 

con tuberculosis avanzada presentan anergia a todos los antígenos 

probados incluyendo el EPT. Llama la atención, sin embargo que las 

células de este individuo respondieron, aun cuando modestamente a la 

PHA. El enfermo 2 con tuberculosis y diabetes, sí presenta respuesta 

blástica a los antígenos micobacterianos aunque muy atenuada en 

comparación con los controles sanos. El enfermo 3, con tuberculosis 

resistente al tratamiento, presentó anergia casi total a SOD, en menor 

grado a P 28, Fu 30-31 y Gp 38. se observó una respuesta modesta al 

EPT y Gp 50-55, Figura 12; este paciente tuvo una respuesta nula a 

PHA, Figura 10. El enfermo 4, con tuberculosis temprana, fue el que 
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mejor respondió tanto a la PHA, Figura 10, como al EPT y a los 

antígenos purificados, Figura 12, aun cuando estuvo lejos de la 

respuesta observada en los controles sanos, Las CMNH de este 

paciente respondieron con mayor intensidad a Gp 38. En lo que 

concierne a la cinética, la respuesta máxima se presentó en general al 

80. día de cultivo, exceptuando con Gp 50-55 y P 28, antígenos que 

dieron respuestas máximas al 6o. día. En estas curvas destaca la 

heterogeneidad en la respuesta blástica tanto de un antígeno a otro 

como de un enfermo a otro. 

4.8 Respuesta Mística de CEM. 

En los ratones la respuesta blástica, in vitro de sus células esplénicas a 

SOD, P 28, Fn 30-31, Gp 38 y Gp 50-55, presenta una cinética muy similar 

aunque la intensidad de la respuesta varía de un antígeno a otro como lo 

muestra la Figura 13: la máxima proliferación se obtuvo para SOD y P 28, 

que se presentó el día 3, siendo menos intensa la proliferación para Gp 50-55 

la cual se obtuvo el día 4. Es de notar la respuesta blástica de estas células a 

la Con-A que es menor que la inducida por EPT, SOD y P 28, posiblemente 

se deba a que algunos mitógenos, en particular la Con-A activa a células T 

supresoras, las cuales pueden reducir la respuesta proliferativa en tales 

cultivos. Gp 38 induce menor respuesta blástica que la Con-A pero es de 

notar que esta glicoproteína incrementa la proliferación de los linfocitos 

supresor citotóxicos (CD8). 
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4.9 Líneas celulares humanas. 

Se obtuvieron las líneas celulares inducidas por SOD, P 28, Fn 30-31, 

Gp 38 y Gp 50-55 de M. tuberculosis de individuos sanos PPD+ vacunados 

y sin vacunar y de PPD- vacunados y sin vacunar, de enfermos con 

tuberculosis y de ratones sensibilizados con el extracto total del bacilo 

tuberculoso para determinar las diferencias en la desviación fenotípica y el 

perfil de citocinas por las líneas celulares obtenidas. Se hizo un ensayo de 

especificidad al antígeno, Figura 14, con la finalidad de saber si se presentaba 

reacción cruzada entre Gp 38 y P 28 en la línea celular 38 de un individuo 

PPD+, Figura 14-A, y la linea celular 38 del enfermo 3 en 14-13. Los 

resultados indican que hay una mayor respuesta para Gp 38 que las indujo, 

siendo más intensa en el individuo PPD+ que en el enfermo 3; además existe 

respuesta aunque con menor intensidad para el medio de cultivo y también 

hay respuesta aunque muy atenuada para P 28, posiblemente sea por algo de 

influencia del medio de cultivo. 

4.10 Fenotipo de las líneas celulares humanas. 

Con la CMNI-1 de los controles y los enfermos se obtuvieron líneas 

celulares inducidas por los antígenos SOD, P 28, Fn 30-31, Gp 38 y Gp 50-

55 de M. tuberculosis para determinar en ellas la desviación fenotípica y el 

perfil de citocinas. El fenotipo de las líneas celulares de los individuos sanos 

se pueden analizar en la tabla 1 y en la Figura 15 y el fenotipo de las líneas 

celulares de los enfermos se observa en la tabla 2 y en la Figura 16. En 

términos generales se puede decir que todos presentan el fenotipo protector 

CD4+  con el marcador TCRap. Las lineas celulares inducidas por Fn 30-31, 
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presentan un fenotipo similar en las siguientes personas PPD- no vacunado. 

enfermo 3 y enfermo 4. 

4.11 Fenotipo de las líneas celulares murinas. 

El fenotipo de las líneas celulares murinas se muestra en la tabla III, 

donde se observa que la mayoría (le las líneas presenta el fenotipo protector 

CD4 con el receptor para células T cqi; sin embargo Gp 38 induce una línea 

celular que presenta bastante elevados el marcador CD8' y el TCR. yb en 

comparación con los valores de estos mismos marcadores en condiciones 

basales. 

4.12 Producción de 11,-2, 11,-4, 1L-5 e IFINy por las líneas 
celulares humanas. 

Se realizó un bioensayo para determinar la producción de interleucina-2 

humana (IL-2h) por las líneas celulares inducidas por los antígenos SOD, P 

28, hl 30-31, Gp 38 y Gp 50-55, para lo cual se utilizó una clon de células 

T dependiente de 1L-2 (CTLL-2), un sobrenadarte (SN) rico en IL-2 humana 

(IL-2h). IL-2 recombinante humana (IL-2rh) y un anticuerpo policlonal anti 

1L-2h, como se indica en Materiales y Métodos. Se realizó una curva estándar 

para IL-2rh y se determinó la dilución de la IL-2rh capaz de inducir el 50% 

de proliferación de la CTLL-2 (1 U) en las condiciones de nuestros ensayos, 

resultando ser la dilución 1:32 como se observa en la Figura 17, misma 

dilución que se utilizó para colocarla en todos los pozos de la placa de 

microtitulación al realizar una curva de neutralización, Figura 18, utilizando 

un anticuerpo anti IL-2rh, cuya literatura indicó que 10 p.g contenidos en 10 

vil neutralizan una U de IL-2rh, con estos datos se realizó la curva de 
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neutralización utilizando la clona CTLI.,2, 5x 04/pozo. Los resultados 

obtenidos en la Figura 18 indican que la dona si es dependiente de 11,2, ya 

que al disminuir la concentración del anticuerpo anti 11,2, hay IL-2 libre que 

utiliza la clona para activarse y proliferar, lo que comprueba que las curvas 

estándar, la curva de neutralización y los reactivos son correctos. 

Se realizó un bioensayo, Figura 19 y Diagrama 3, con los SN de 48 

horas de cultivo de nuestras líneas celulares para determinar en ellas la 

producción de 1L-2 usando como control positivo un sobrenadarte rico en IL-

2h como se indica en Materiales y Métodos, pero los resultados fueron 

negativos, ninguno de los sobrenadantes de nuestras líneas celulares favoreció 

la proliferación de la clona CTLL-2, lo que parecía indicar que ninguna de las 

líneas celulares era productora de 1L-2, 

Se hizo otro bioensayo en las mismas condiciones con los sobrenadantes 

de 7 y 10 días de cultivo de nuestras líneas celulares como se indica en la 

Figura 20 y el Diagrama 3, pero los resultados fueron también negativos. 

Consideramos que posiblemente esto era debido a la presencia de receptores 

solubles en el medio de cultivo que inteaccionaban con las citocinas 

secretadas por las células. Existen varios reportes que demuestran la 

presencia de receptores solubles para 11,2 (Nelson, D. L., y col. 1986), 1L-4 

(Mosley, B., y col. 1989), 1L-5 (Murata, Y., y col. 1992). La producción de 

los receptores solubles podría ser debido a que durante el empalme 

alternativo del RNAm-receptor de citocina quede truncado antes de la región 

que codifica para el dominio transmembrana o que esta región esté suprimida 

o también podría deberse al rompimiento proteolitico del dominio extracelular 

del receptor. Tomando en cuenta los resultados negativos obtenidos por el 
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bioensayo para la detección de citocinas recurrimos a otra prueba que fue el 

ensayo de ELISPOT. 

El ensayo de ELISPOT fue originalmente descrito para determinar las 

células secretoras de anticuerpos específicos (Czerkinsky, C., 1983) 

posteriormente se ha utilizado para detenninar las células secretoras de las 

diferentes citocinas en respuesta a su activación por antígenos específicos o 

mitógenos (Taguchi, T. 1990). La metodología es descrita en Materiales y 

Métodos y en el Diagrama 4 se muestra el fundamento del ensayo de 

ELISPOT. 

Los resultados obtenidos en el papel de nitrocelulosa se observaron en 

un microscopio de disección. En la Figura 21, el círculo B muestra los spots o 

manchas que indican los sitios en donde el anticuerpo monoclonal específico 

pegado al papel de nitrocelulosa captura a la interleucina en el momento que 

es exocitada por la célula, impidiendo que la citocina sea neutralizada por los 

receptores solubles que se habrán liberado al medio de cultivo. En el círculo 

A se muestra un resultado negativo indicando que no hubo producción de 

citocinas. 

Los estudios realizados por ELISPOT en las líneas celulares humanas de 

individuos sanos se muestran en la Tabla IV y la Figura 22 y de los enfermos 

en la Tabla V y la Figura 23 indicándonos que sí hay diferencias en los 

resultados. Las líneas celulares de los individuos sanos inducidas por SOD, P 

28, Fn 30-31 y Gp 38 secretan IL-2 e IFNy, por lo que se considera que estas 

líneas celulares pertenecen a la subpoblación Th 1 En cambio las líneas 

celulares de los enfermos inducidas por los antígenos SOD, P 28, Fn 30-31, 

Gp 38 y Gp 50-55 de M. tuberculosis presentan subpoblaciones TI10 o Th 1 o 
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Th2 al secretar 11,2 e IL4 o 11,2 e IFNy o 1L-4 e IL-5 respectivamente, 

predominando la subpoblación Th0. lambién se observa que en los análisis 

basales de los mismos enfermos presentan subpoblaciones '1'112 o ThO, pero 

en ningún basal hay producción de IFNy, en cambio esta citocina sí es 

secretada por las líneas celulares de los mismos pacientes inducidas por 

algunos de los antígenos micobacterianos analizados en este experimento 

como se observa en la Tabla VI, en la que se muestra el efecto de los niveles 

del IFNy e 1L-4 para desviar las líneas celulares a las subpoblaciones TH1, 

TI-12 o TI-10. 

4.13 Producción de 11-2, 11-4, 11-5 e IFNy por las lineas 
celulares murinas. 

En la Tabla VII se observa la producción de 11,-2, IL-4, IL-5 e IFNy por 

las líneas celulares murinas inducidas por los antígenos SOD, P 28. Fn 30-

31, Gp 38 y Gp 50-55 de M. tuberculosis indicándonos que las líneas 

celulares 23, 28, 30-31 y 50-55 pertenecen a la subpoblación Th0. Gp 38 

parece no haber inducido ningún cambio en la producción de citocinas por 

esa línea celular con respecto al análisis basal, perteneciendo ambas a la 

subpoblación Thl. En los resultados correspondiente a la línea 30-31 se 

observa una gran producción de IFNy (60 puntos) y de 11,-4 solo unos cuantos 

spots, sin embargo debido a la presencia de 1L-4 e IL-5 se considera que 

pertenece a la subpoblación Th0 en el momento que se realizó este 

experimento. 
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5. DISCUSION 

En vista de la protección tan irregular conferida por la vacunación con 

BCG (Fine, P. E. M., 1989), una línea de investigación importante es en la 

actualidad la identificación de antígenos inmunoprotectores para ser 

utilizados en el diseño de nuevas vacunas. Recientemente, esta necesidad se 

ha acentuado por el incremento en las tasas de tuberculosis (American 

Thoracic Center for Disease Control. 1992) y por la aparición de cepas de 

bacilos resistentes a múltiples drogas antifimicas. 

Existen observaciones que sugieren que la bacteria viva libera moléculas 

que pueden inducir inmunidad protectora y otras que son potentes 

inmunosupresores. Por lo tanto es necesario conocer la actividad de los 

antígenos micobacterianos antes de proponer su uso como vacunas. 

En la actualidad existen evidencias que sugieren que la inmunidad 

protectora en tuberculosis se relaciona con las celulas CD4 (Zhang, M., 

1995) en particular con la subpoblación Thl productora de IL-2 e IFNy. 

Esta última citocina capacita a macrófagos para destruir a la micobacteria y 

la 1L-2 expande las poblaciones celulares, incluyendo células efectoras 

como las NK y células citotóxicas capaces de destruir a células infectadas por 

el bacilo (Barnes, P. F. y col. 1993). 

Se han identificado fracciones antigénicas de peso molecular menor de 

10 kDa con actividad inmunoprotectora que inducen in vitro, niveles 

elevados de IFNy en controles sanos y en pacientes tuberculosos (Boesen, 

y col. 1995). Se han identificado múltiples antígenos. que inducen 

eficientemente una respuesta blástica T 	vitro, como son la proteina de 
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estrés calórico de 65, además 12n 30-31 y P 19 kDa (Mendez-Samperio, P. y 

col. 1995). Otras fracciones estudiadas son las de 15-64 y 61-80 kDa (Harris, 

D. P. y col. 1993). Más recientemente se ha observado que macrólngos 

transfectados con la proteina de estrés calórico de 65 kDa inducen inmunidad 

protectora (Cooper, A. y col. 1995) 

En esta tesis hemos tratado de identificar antígenos que induzcan la 

proliferación de linfocitos T productores de IFNy y de lL-2 con la hipótesis 

de que dichos linfocitos son inmunoprotectores. La estrategia seguida fué 

primero purificar antígenos que nosotros consideramos potencialmente 

relevantes de filtrados del medio de cultivo de una cepa virulenta de M. 

tuberculosis. SOD, fué seleccionada por representar una molécula de estrés 

cuya síntesis es modulada por factores tales como la exposición a radicales 

libres de oxígeno. (Kusunose, E., 1976). Fn 30-31 fué seleccionada por su 

reconocida capacidad para inducir una respuesta blástica 	vitro y la síntesis 

de IFNy. Gp 38 y Gp 50-55 se incluyeron en el estudio por representar, la 

primera un antígeno inmunodominante y la segunda por ser tina proteína 

abundante en la pared de la micobacteria (Mancilla, R., datos no publicados). 

Así mismo se obtuvieron células de sangre periférica de individuos con 

diferente grado de exposición al bacilo de la tuberculosis, incluyendo sujetos 

PPD+, PPD- y pacientes con tuberculosis pulmonar comprobada de diversos 

grados de extensión. 

Para caracterizar el tipo de respuesta a los antígenos individuales se 

cultivaron las células con los antígenos micobacterianos, se determinó la 

cinética de la respuesta blástica, se obtuvieron líneas celulares y se identificó 

apropiadamente el fenotipo, el receptor para antígeno y el perfil de citocinas. 
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En lo que concierne a la respuesta blástica se puede decir que con la 

mayor parte de los antígenos de prueba, los controles PPD-+- vacunados o no, 

presentan una respuesta más intensa que los individuos PPD- estudiados. El 

hallazgo anterior es de esperarse por la sensibilización inducida con BCG 

que generaría una memoria inmunológica. Es de interés la observación de 

que los individuos PPD- desarrollaron una buena respuesta blástica a todos 

los antígenos. La relación entre la activación, in vitro de los linfocitos y la 

hipersensibilidad retardada no siempre es absoluta aun cuando ambos ' 

fenómenos están mediados por linfocitos T. Se pueden encontrar individuos 

PPD- con respuesta blástica, probablemente debido a que los linfocitos T 

podrían activarse por mitógenos como PHA, Concanavalina A y por 

lipopolisacáridos. Podría ser también porque los fenómenos de extravasación 

linfocitaria estuvieran alterados o bien que, como se ha reportado en la 

literatura, podrían estar involucradas subpoblaciones diferentes de linfocitos 

que participan en la respuesta de hipersensibilidad retardada y en la respuesta 

blástica itt vitro. 

Los pacientes con tuberculosis presentaron respuesta blástica muy 

disminuida tanto a PHA como a todos los antígenos, siendo proporcional esta 

supresión a la extensión y gravedad de la enfermedad. Este fenómeno fue 

muy marcado con el paciente 1 el cual tenía tuberculosis muy avanzada, 

observándose anergia casi total a todos los antígenos pero no a la PHA, con 

la que se observó una respuesta blástica aunque atenuada; esto podría 

deberse a que la lectina es reconocida por los carbohidratos de membrana 

mientras que hay impedimento para que, receptores y antígenos del linfocito 
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interaccionen apropiadamente. 1 lay que señal ar que fue con Gp 38 con la que 

se observaron las respuestas blásticas más intensas, esto en dos pacientes. 

Nuestro hallazgos coinciden con lo reportado en la literatura. Existen 

múltiples reportes en los cuales se ha descrito anergia in vitro a PHA y a 

PPD (Toossi, Z. y col. 1986; Méndez-Zamperio, P. y col. 1995), existendo 

reportes aislados en los cuales se ha detectado este fenómeno utilizando 

antígenos purificados, como en la presente tesis. Las causas de la 

inmunosupresión en tuberculosis podrían ser, entre otras, un impedimento 

estérico por la presencia de complejos inmunes unidos a los linfocitos T a 

través de los receptores para el fragmento Fe de las innumoglobtilinas, o a la 

presencia de células supresoras o moléculas supresoras liberadas por el bacilo 

que inhiben la actividad de las células. Exi sten varias observaciones que 

implican 	a lipidos de la pared bacteriana 	en los fenómenos de 

inmunosupresión de la tuberculosis (Sussman, G. y col. 1991; Barnes, P. E y 

col. 1992) aun cuando también podrían participar las proteínas de estrés 

calórico ( Hernández-Pando y Mancilla, observaciones no publicadas). 

Una observación de interés fue la demostración de que la anergia de las 

células de los pacientes tuberculosos parece ser reversible, pues observamos 

que al estimular repetidamente a las células con PHA se logró la 

proliferación celular suficiente para obtener lineas celulares. Esto podría 

deberse a que las células cultivadas por tiempo prolongado logran liberarse 

de complejos inmunes y factores inmunosupresores. 

En las líneas celulares humanas en contra de los antígenos purificados se 

determinó por FACS el fenotipo y los receptores para antígeno. Los 

resultados obtenidos han confirmado la observación previamente reportada de 
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que M. tuberculosis induce la proliferación preferencial de células T de ayuda 

( CD44  ). Esto fue notable con controles sanos en los que se observó que con 

todos los antígenos, las células CD4' constituían, en general, más del 90 O/ 

de los linfocitos T. En contraste, en las CMN1-1 de los mismos individuos no 

estimuladas por antígeno, las células CD41.  constituían aproximadamante la 

mitad de los linfocitos T. 

A diferencia de los individuos sanos, en los pacientes con tuberculosis 

pulmonar, la proliferación de linfocitos CD4' fue menos aparente, 

observándose una contribución mayor de linfocitos T supresores-citotóxicos 

(CD8'). Lo anterior fue notable en los pacientes 1 y 2, los que respondieron 

a SOD, Gp 38 y Gp 50-55 con una proliferación marcada de dichas células. 

La respuesta preferencial de células CD41-  observadas con células humanas 

fué confirmada con las líneas celulares murinas, en las que se observó que 4 

de los 5 antígenos probados expandían marcadamente la población CD4'. 

Una excepción notable fue la Gp 38 la cual indujo proliferación marcada de 

linfocitos T con el fenotipo supresor-citotóxico (CD8+); este fenómeno fué 

también observado con las células de 3 pacientes tuberculosos. Esta es una 

observación de interés por el papel que recientemente se ha asignado a las 

células CDS' en la respuesta antituberculosa. Hay evidencias de que estas 

células son capaces de lisar macrófagos que expresan en su superficie 

péptidos del bacilo (Flynn, J. L. y col. 1992). Por otra palle no hemos 

encontrado reportes en la literatura describiendo la expansión preferencial de 

estos linfocitos por algún antígeno particular. Lo anterior es además 

importante por el hecho de que se ha observado que una dona de células T 

CD8' aislada de ratones vacunados con células de mamífero que expresan el 
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antígeno micobacteriano de 65 kD fue capaz de lisar macrofagos infectados y 

de transferir protección (Silva, CL.. y col. 1994). También es de interés en 

este contexto la observación de que ratones deficientes en células '1' CD84  

presentan mayor destrucción del pulmón al infectados con el bacilo 

tuberculoso (Flinn, J. L. y col. 1992). Por todo lo anterior sería de interés 

intentar expandir en condiciones clínicas o experimentales la población CD8' 

con antígenos como Gp 38. 

Durante los últimos años el tipo de receptor T para antígeno involucrado 

en la respuesta antituberculosa ha adquirido mucha relevancia. En este 

estudio hemos observado, tanto en ratones como en humanos sanos y 

tuberculosos, que hay proliferación casi exclusiva de linfocitos T con el 

receptor 03; esto concuerda con lo reportado en la literatura. Más 

recientemente, han adquirido mucho interés en la inmunidad en tuberculosis 

la participación de linfocitos T con el receptor y3 (Bastes, P. F. y col. 1992). 

Se ha observado que la estimulación, in vitro con PPD y con la proteína de 

estrés calórico de 65 kD induce proliferación marcada de estas células 

(O'Brien, R. L. y col. 1989; Bona, W. y col. 1990). También se ha observado 

que en ratones infectados con el bacilo vivo hay proliferación de linfocitos T 

con el receptor y3 (Griffin, J. P. y col. 1991) y que ratones deficientes en 

estas células son muy susceptibles a la infección tuberculosa (Silva, C. L. y 

col. 1994). Se sabe que los linfocitos yS participan en la respuesta temprana 

al bacilo de la tuberculosis (Janis, E. M. y col. 1989) En este estudio no 

observamos ni identificamos antígenos que indujeran de manera prominente 

linfocitos T y8; la proporción más alta de estas células se observó en la línea 

murina inducida con Gp 38 (16..2 % ). 
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En estos experimentos analizamos la producción de citocinas por el 

método de ELISPOT, por medio del cual se enumeran células que sintetizan 

dichas moléculas utilizando anticuerpos monoclonales (Czerkinsky, C. C. y 

col. 1983). Este método se seleccionó pues en ensayos piloto se observó que 

el ELISA daba resultados muy irregulares, probablemente debido a que en 

el cultivo puede haber desprendimiento de receptores para citocinas y que al 

unirse con estas dificultarían su detección. En este estudio el método de 

ELISPOT resultó ser de gran reproducibilidad. 

Un hallazgo interesante realizado en este estudio fue la demostración de 

que las CMNII de controles sanos, de manera regular e independientemente 

del antígeno utilizado, presentan un patrón TI-11 de producción de citocinas, 

ya que sólo se detectaron células productoras de IFNy e IL-2. Las 

observaciones anteriores concuerdan con algunas observaciones publicadas 

en la literatura (Barnes, P. E. y col. 1993; Surcel, H. M. y col. 1994). Es de 

llamar la atención que los individuos PPD- fueron los que presentaron una 

mayor producción de 1FNy e 1L-2. Hay que señalar que las células de los 

mismos donadores presentaron un perfil de tipo TI-10 cuando fueron 

estimuladas por un periodo de 24 h por PHA. 

El perfil de síntesis de citocinas observado en controles sanos difirió 

marcadamente del observado en las líneas celulares obtenidas con los 

mismos antígenos de pacientes con tuberculosis y con células esplénicas de 

ratones no infectados que habían sido hiperinmunizados con EPT en 

adyuvante completo de Freund. En comparación con los controles sanos, las 

líneas de los pacientes tuberculosos se caracterizaron por una marcada 

disminución de los niveles de producción de citocinas lo cual fue más 

Discusión 	 61 



Caracterización del Fenotipo y Citocinas de Linfocitos 

aparente en el paciente con tuberculosis muy avanzada. Estos resultados 

difieren de un estudio reciente en el cual se observó que el número de células 

productoras de citocinas era mayor en pacientes tuberculosos que en 

controles sanos (Surcel, H. M. y col. 1994). Otra diferencia entre controles y 

enfermos fue que en éstos se observó en su mayoría un patrón de tipo Th0. 

Sin embargo hay que señalar que hubo 9 ejemplos de un patrón de tipo Thl: 

dos 	inducidos por Fn 30-31, dos por Gp 38, dos por Gp 50-55, dos por 

SOD y uno por P28. Conviene decir que Fn 30-31 fue el antígeno que 

indujo el número mayor de células Thl, esto en los pacientes 3 y 4, que 

eran portadores de fonnas menos graves de tuberculosis. Es de interés, que 

en condiciones basales ( es decir estimuladas las células solo con PHA ), en 

ningún caso se observaron células productoras de 1.17/\17 

A diferencia de lo observado en los controles sanos, en las líneas 

celulares murinas inducidas con 	SOD, P28, Fn 30-31 y Gp 50-55 se 

observó un patrón ThO. Sólo la línea inducida por Gp38 presentó un perfil 

Thl con producción exclusiva de IL-2. Hay que mencionar, sin embargo, 

que fue con Fn30-31 que se observó una producción mayor de IFNly. 

De la discusión precedente podría concluirse que en los enfermos 

tuberculosos hay una alteración dramática en la respuesta inmune celular que 

resulta en cambios cualitativos y cuantitativos tanto en la proliferación de 

linfocitos T como en la red de citocinas lo cual favorecería la persistencia de 

la infección tuberculosa. 
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CONCLUSIONES 

Cl presente estudio muestra que M tuberculosis es un mosaico complejo 

de moléculas de antigenicidad muy heterogénea. 

Todas las proteínas aquí probadas poseen epítopes capaces de inducir 

una respuesta T, la cual es más intensa en individuos sanos PPD+ que en 

individuos PPD-. 

En pacientes con tuberculosis la respuesta blástica está disminuida . 

Todas las líneas celulares obtenidas son CD3' y CD4+  con receptores 

para antígeno af3. 

Las líneas celulares de individuos sanos presentan un patrón de citocinas 

del tipo Th 1 (producción de IFNy e 1L-2). 	• 

Los pacientes con tuberculosis presentan 1.111 patrón de citocinas 

heterogéneo, siendo mayoritariamente de tipo Th0 

Los antígenos: SOD, Fn 30-31, Gp 38 y Gp 50-55 inducen en algunos 

enfermos proliferación de linfocitos 17 con el fenotipo supresor-citotóxico 

(CD8+). 
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Apéndice A: Tablas y Figuras 
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FIGURA 1. PAGE teñido con azul de Coomasie mostrando las fracciones 
obtenidas del EPT de M. tuberculosis por el método ácido-alcohólico de Seibert. 

Carril I, pesos moleculares. Carril 2, con EPT observándose alrededor de 30 bandas 
bien definidas. Fracción 1 (carril 3). La fracción 2 muestra enriquecimiento de P 28 

(carril 4). La fracción 3 está enriquecida con la proteína de 65 kDa (carril 5). La 
fracción 4, está enriquecida con P 28, hl 30-31 y Gp 50-55 (Carril 6). La fracción 5 

está enriquecida en Gp 38 (carril 7). 
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A B C 
FIGURA 2. Inimmoblot mostrando la purificación de P 28. Se reveló con suero 

hiperinmune dirigido contra el EPT. Se observa en A el EPT, en 13 la fracción 2 de 
Seibert y en C, P 28 purificada. 
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FIGURA 3. Inmunoblot mostrando la purificación de Fn 30-31. Se reveló con 
suero hiperinmune dirigido contra el EPT. En A se observa el EPT, en B la fracción 

4 de Seibert y en C, Fn 30-31 purificada. 
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A 

FIGURA 4. Inmunoblot mostrando la purificación de Gp 38. Se reveló con el 
suero hiperinmune dirigido contra el EPT. Se observa en A la fracción 5 de Seibert y 

en 13, la Gp 38 purificada. 
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FIGURA 5. Inmunoblot mostrando la purificación de Gp 50-55. Se reveló con el 
suero hiperinmune dirigido contra el EPT del bacilo. Se observa en A el EPT y en B, 

la Gp 50-55 purificada. 
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FIGURA 6. Purificación de la superóxido dismutasa, SOD. Geles en condiciones 
no reductoras, realizados antes de purificar la SOD: A, gel teñido con azul de 

Coomasie. B, inmunoblot revelado con SHI dirigido contra el extracto proteínico 
total. C, inmunoblot revelado con el anticuerpo monoclonal D2D anti-SOD. D, gel 

mostrando la actividad enzimática. Geles no reductores realizados después de 
purificar la SOD: E, gel teñido con azul de Coomasie. F, inmunoblot revelado con 

suero hiperinmune ami EPT.. G, inmunoblot revelado con el anticuerpo monoclonal 
D2D anti SOD. II, gel mostrando la actividad enzimática. Geles en condiciones 
reductoras y utilizando la SOD purificada y reducida a 23 kDa: I, gel teñido con 

azul de Coomasie. J, inmunoblot revelado con SHI. K, inmunoblot revelado con el 
anticuerpo monoclonal 1)2D anti SOD. L, inmunoblot de EH' revelado con el 

SHI. 
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FIGURA 7. Respuesta blástica, ii1 }itro de CMNI-I al EPT de 3 individuos: A un 
individuo PPD-, sano, no vacunado; B un individuo PPD-, sano, vacunado y C un 

individuo PPD+, sano, no vacunado. El EPT se usó a las siguientes concentraciones: 
10 pg/pozo 	5 .tg/pozo 	), 1 ug/pozo ( 	0.5 pg/pozo ( 	En 

cada uno de los pozos se colocaron 2x105  CMN1-1. 
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Caracterización del Fenotipo y Citocinas de Linfficitos 

FIGURA 8. Respuesta blástica, iti vitro, de CMN1-1 (2x105/pozo) de un individuo 
PPD+, sano, no vacunado, cultivadas con el antígeno indicado, I pg/pozo ( -o-) y 

0.25 lag/pozo 	Otro individuo PPD-, sano, no vacunado, cultivadas con el 
antígeno indicado, I tg/pozo 	0.25 pg/pozo 	Como controles 

positivos se usaron CMNI-1 del individuo PPD+ (---0-) y PPD- (--.-), las cuales se 
cultivaron con PHA, 0.1 pg/pozo. 
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FIGURA 9. Respuesta blástica, in vitro de CMNII (2x105  /pozo) de un individuo 
PPD-1-,sano, vacunado, cultivadas con el antígeno indicado, I Itg/pozo 	y 0,25 
µg/pozo (--o--) y de un individuo PPD-, sano, vacunado, cultivadas con el antígeno 

indicado 1 µg/pozo (.--"—) y 0.25 tg/pozo (--4--). Como controles positivos se 
usaron CMNH del individuo PPD+ (--o--) y del PPD- 	las cuales se 

cultivaron C011fitohemaglutinina, 0. I pg/pozo. 
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3 	4 5 6 7 8 9 10 11 	3 4 6 6 7 8 9 10 11 
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FIGURA 10. Respuesta blástica, in tjtro de CMNI-I (?x10` /pozo), de un individuo 
PPD+, sano y de los enfermos con tuberculosis cultivadas con titoltemaglutinina, 

0.1 µg/pozo. 
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FIGURA 11. Respuesta blástica, in vinv de CMN1-1 (2x10'/pozo), al antígeno 
indicado, 1 mg/pozo, de los pacientes con tuberculosis 1 (—o—) y 2 (--0-). 
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DIAS 

FIGURA 12. Respuesta blástica, 	vitro de CMNI] (2x I 05/pozo), al antígeno 
indicado, 1 mg/pozo, de los pacientes con tuberculosis 3(--o-) y 4 (-0--). 
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DIAS 

FIGURA 13. Respuesta blástica, i» vilro CEM (2x105/pozo), de ratones 
sensibilizados con EPT de Mycobacterium tuberculosis a los antígenos indicados, I 

tg/pozo. Control positivo: CEM cultivadas con concanavalina A, l lig/pozo. 
Control negativo: CEM cultivadas con RPMI suplementado. 
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3 	4 

D í a 

FIGURA 14. Respuesta blástica, in ►'itro de las líneas celulares inducidas con Gp 38 
de un individuo PPD+, sano (A) y de un enfermo tuberculoso (B). Las lineas 
celulares, (5x105/pozo), presentaron respuesta blastica a Gp 38, 0.25 tg/pozo 

(—o--), al medio de cultivo suplementado (—•--) y a P 28, 0.25 ttg/pozo 
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Caracterización del Fenotipo y Citocinas de Linfocitos T 

ANTIGENO INDIVIDUO 

TA BE. A 1 

CD3 	CD4 CD8 CD4/CDS Teltr43 TCR73 

SOD PPD+1 93.9 74.6 16.9 4.4 93.1 0.3 

PPD-2 94.1 91.3 8.9 10.2 94.3 1.1 

PPD+3 91.5 84.5 18.2 4.6 89.8 16.0 

PPD-4 95.9 85.3 37.8 4.7 94.3 9.7 

P 28 PPD+1 97.5 93.1 4.7 19.8 94.3 0.9 

PPD-2 95.5 86.7 12.8 6.7 94.2 2.1 

PPD+3 96.7 85.7 16.1 5.3 87.6 10.2 

PPD-4 97.4 90.8 14.1 6.0 96.0 4.0 

En30-31 PPD+1 84.5 67.4 14.0 4.8 78.9 3.0 

PPD-2 68.8 54.3 22.5 2.4 62.3 8.7 

PPD+3 93.8 90.9 14.1 6.4 97.2 0.8 

PPD-4 96.8 89.8 17.9 5.0 94.7 4.4 

Gp38 PPD+1 96.5 68.2 34.5 1.9 81.8 3.0 

PPD-2 90.0 89.4 4.8 18.6 89.0 2.4 

PPD-+-3 96.0 95.8 10.0 9.5 92.0 7.6 

PPD-4 95.7 86.3 10.6 8.1 95,3 6.8 

Basal PPD+3 51,1 34.6 23.0 1.5 52.3 2.6 

Basal PPD-4 59.5 50.4 18.3 2.7 62.7 3.2 

Normal 73.0 44.0 33.0 1.2 95.0 5.0 

Rango 60-85 24-59 19-48 0.3 + 

Determinación por FACS de receptores de células T y de los marcadores de 
superficie CD3, CD4, CD8 de las líneas celulares humanas inducidas por SOD, P28, 

Fn 30-31 y Gp 38 de M.  tuberculosis de los individuos sanos PPD+I y PPD-2 (no 
vacunados) y PPD+3 y PPD-4 (vacunados). También se muestran los valores 

basales del PPD+3 y PPD-4, así como los valores normales y sus rangos obtenidos 
de 100 individuos sanos. lmmunology Today, Junio 1992. 
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FIGURA 15. FACS de líneas celulares de individuos sanos con ami CD3, CD4, 
CD8 y antireceptores 0.13 y 6. 
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Caracterización del l'enotipo v Citocinas de Linfocitos T 

TABLA 11 

ANTIGENO ENFERMO CD3 CD4 CD8 CD4ICD8 TCRu[ TCRO 

SOD No, 1 92.8 73.3 30.0 2.4 96.6 ND 

No. 2 95.2 73.9 30.1 2.5 94.8 ND 

No. 3 90.0 78.6 3.5 26.0 71.8 NI) 

No.4 95.1 95.5 9.0 10.6 90,0 NI) 

P 28 No. 1 96.3 94.9 5.1 18.0 92.0 ND 

No, 2 93.5 91.5 4.4. 22.7 85.8 ND 

No. 3 85.7 77.8 6.7 11.6 91.1 ND 

No.4 85.1 73.5 18.4 3.9 83.1 ND 

Fu 30-31 No. 1 96.2 92,4 5.3 17.4 82.1 ND 

No. 2 92.8 73.3 24.0 3.0 96.6 ND 

No. 3 68.9 52.7 10.6 4.9 67.5 ND 

No. 4 62.1 43.2 29.1 1,4 54.0 ND 

Gp 38 No. 1 99,6 61.2 50.1 1.2 95.6 ND 

No. 2 99.0 59.7 49.1 1.2 97,4 ND 

No. 3 89.7 84.6 3.4 24.8 87,2 ND 

No. 4 78.3 53.4 30.0 1.7 64.7 N[) 

Gp 50.55 No. 1 97.7 68.8 22.3 3.0 97.5 ND 

No. 2 97.3 72.0 38.5 1,8 95.3 ND 

No, 3 96.0 93.4 3.5 26.6 92.9 ND 

No, 4 86.1 79.9 14.1 5.6 89.0 ND 

Determinación por FACS de los receptores de las células T y de los marcadores de 
superficie CD3, CD4, CDS de las líneas celulares inducidas por los antígenos de 

SOD, P 28, hl 30-31, Gp 38 y Gp 50-55 de los enfermos tuberculosos 1, 2, 3 y 4. 
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FIGURA 16. FACS de lineas celulares de pacientes tuberculosos con anti 

CD4, CD8 y anlirceeptores 	y 713. 
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Caracterización del Fenotipo y Citocinas de Lintocitos 

TABLA III 

ANTIGENO CD3 CD4 CD8 CD4/CD8 TCR. all TCRy8 

SOD 97.5 96.0 1.2 80.0 84.4 3.0 

P 28 97.8 96.0 1.4 68.5 92.3 7.3 

Fn 30-31 95.5 86.7 12.8 6.7 94.2 2,1 

Gp 38 90.6 47.0 34.9 1.3 78,3 16.2 

Gp 50-55 94.9 83.7 14.1 5.9 90,5 1,0 

Basal 58.0 43.0 14,0 3.0 53.2 2,7 

Determinación por FACS de los receptores de células T y de los marcadores de 
superficie CD3, CD4, CD8 de las líneas celulares inurinas inducidas por SOD, P 28, 
Fn 30-31, Gp 38 y Gp 50-55 de ratones inmunizados con EPT de N4, tuberculosis, 

asi como los valores basales. 
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Caractelizadón del Fenotipo y Citocinas de Linfocitos 

LINEAS CELULARES 
23, 28, 30-31, 3 8 Y 50-55 

CULTIVO DE 48 II 
CON Ag, APC Y PHA 
EN RPMI SUPLEM, 

SN* 

CLONA 
cru.,-2 

CULTIVO DE 7 Y I O DIAS 
CON Ag Y APC EN RPMI 

SUPLEMENTADO 

SN* 

  

RES EMB RAR 
CADA 48 II 
3 VECES 

CTLL-2 
80% VIABLES 

    

    

      

DIL, SERIADA DEL SRI 	 DIL. SERIADA DEL SN* 
MAS 	 MAS 

CTLL-2, XI 04/POZO 	 CTLL-2, 2X1 04/POZO 

1 

CULTIVAR 48 H, 	 CULTIVAR 4811. 
MARCAR CON 311-Timidina 

	
MARCAR CON 3F1-tintidina 

8 FI ANTES DE COSECHAR 
	

811 ANTES DE COSECHAR 

DIAGRAMA 3. Se muestran las vías que se siguieron en la determinación de 11,-2 
en los sobrenadantes (SN*) de las líneas celulares, utilizando una dona de células T 

dependientes de 11,2 (CTLL-2). 
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FIGURA 17. Curva estandar de IL-2 recombinante humana, IL-2rh(--01. 
mostrando que la dilución 1:32 induce el 50% (1 U) de proliferación de la linea de 
células T dependiente de IL-2 (CTLL-2), 2x101/pozo (,---). Se usó como control 

positivo un sobrenadante rico en IL-2h (-.o—) a las mismas diluciones utilizadas para 
la 11-2r11. El control negativo es expresado por un pozo (•) 
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FIGURA 18. Curva de neutralización de la 11,-211 diluida 1:32/pozo con el 
anticuerpo monoclonal anti lL-2h 	a las diluciones indicadas en el eje de las 
abscisas y utilizando la CTLL-2 (2x104/pozo), Se muestra la Curva estandar (—o—) 

y el control positivo que fue un sobrenadante rico en IL-2h (7-o--). El control 
negativo es expresado por un pozo (.). 
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FIGURA 19. Respuesta blástica, in vitro de la CTLL-2 (2x104/pozo) a los 
sobrenadantes de cultivos de 48 horas de las líneas celulares indicidas por SOD, P 

28, Fn 30-31, Gp 38 y Gp 50-55 	Las diluciones de los sobrenadante fueron 
las mismas que se utilizaron para la curva estandar de la IL-2rh (-1.1---) Como control 

positivo se utilizó un sobrenadante rico en 11..-2h (—o—) y el control negativo es 
expresado por un pozo 0. 
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FIGURA 20. Respuesta blástica in r illo de la CTLL2 (2x104/pozo) a los 
sobrenadantes de los cultivos de 7 y 10 días de las líneas celulares inducidas por 

SOD, P 28, Fn 30-31, Gp 38 y Gp 50-55 (-11--). Las diluciones de los 
sobrenadantes fueron las mismas que se utilizaron para la curva estandar de la IL- 
2rh 	Se usó como control positivo un sobrenadante rico en IL-211(--0--). El 

control negativo es expresado por un pozo (•). 
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DIAGRAMA 4. Determinación de 11.-2, IFI\Iy, 1L-4 e IL-5 por EL1SPOT. A, 
fondo del pozo de la placa sensibilizado con el anticuerpo monoclonal especifico. 

B, cultivo de la línea celular y captura de la citocina por el anticuerpo monoclonal en 
el momento que es exocitada por la célula. C, la línea celular es eliminada del pozo. 

D, la placa se incuba con el segundo anticuero específico. E, se adiciona el 
desarrollador de color. 
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FIGURA 21. Se observan los puntos o "spots" obtenidos en el ensayo de EL1S 
vistos con un microscopio de disección. A, negativa() B, positivo. 	
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Caracterización del Fenotipo y Citocinas de Lintbcitos 

TABLA IV 

ANTIGENO INDIVIDUO 1L-2 11,4 1L-5 11'Ny 

SOD PPD I 1 4 7 

PPD-2 11 13 

PPD+3 16 19 

PPD-4 23 25 

P 28 PPD+1 5 8 

PPD-2 14 17 

PPD+3 17 23 

PPD-4 23 27 

Fn 30-31 PPD+1 6 15 

PPD-2 20 25 

PPD+3 15 17 

PPD-4 28 32 

Gp 38 l'PD+1 11 16 

PPD-2 20 28 

PPD+3 12 15 

PPD-4 15 15 

Basal PPD+1 5 

Basal PPD-2 3 2 3 

Basal PPD+3 2 1 

Basal PPD-4 3 

Número de células productoras de IL-2, 1L-4, 11.-5 e 1FNy detectadas, in vitro por 
el ensayo de ELISPOT de las líneas celulares humanas (5x104/pozo) inducidas por 

los antígenos SOD, P28, Fn 30-31 y Gp 38 de individuos sanos PPI)+1 y PPD-2 (no 
vacunados) y PPD+3 y PPD-4 (vacunados). También se muestran los valores 

basales (CMNFI no cultivadas). 
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FIGURA 22. ELISPOT de líneas celulares de controles sanos para determinar IL-2, 
IL-5 e IFNy 
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Caracterización del Fenotipo v Citocinas de Linfficitos 

TABLA V. 

ANI IGEN() 11..N1+AMO 11.-2 11,-4 11.-5 II:Ny 
S01) No. I 3 3 5 

No.2 3 7 
No.3 4 3 4 
No. 4 5 5 

P 28 No. I 3 
No.2 4 2 

No.3 3 4 2 4 
No. 4 5 12  

Fn 30-31 No. I 3 
No.2 4 3 2 

No.3 II 14 
No. 4 14 14 

Gp 38 No. I 7 13 
No.2 4 4 
No.3 2 3 2 5 
No 4 4 3 3 1 	I 

Gp 50-55 No. I 5 4 14 
No.2 5 5 
No.3 7 9 
No. 4. 3 4 3 5 

Basal No. 1 3 4 4 
Basal No.2 4 4 
Basal No.3 3 3 
Basal No. 4 2 4 3 

Número de células productoras de IL-2, IL-4, 11,-5 e 1FNy detectadas, in v'iim por 

el ensayo de ELISPOT de las líneas celulares humanas (5x I04/pozo), inducidas por 
los antígenos SOD, P 28, Fn 30-31, Gp 38 y Gp 50-55, de los enfermos 

tuberculosos I, 2, 3, y 4. También se muestran los valores basales (CMNFI no 
cultivadas). 
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FIGURA 23. E uspar de las lineas celulares de pacientes tuberculosos para 
determinar 1L-2, 	11,-5 e IFNy. 
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TABLA VI 

ENFERMOS Th 1 T112 Th0 

No. 1 Gp 38 P 28 SOD, Fil 30-31, Gp 50-5 5 

No. 2 SOD, P 28, Gp 50-55 P 28, Fn 30-31 

No. 3 Fn 30-31 , Gp 50-55 SOD, P 28, (ip8 

No. 4 SOD, P 28, Fn 30-31 Gp 38, Gp 50-55 

Frecuencia de expresión de las subpoblacio tes de cél ilas T111. T112 o 17110 inducida s 
por los antígenos SOD, P28, Fn 30-31, Gp38 y Gp 50-55 de pacientes luber—calosos. 
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TABLA VII 

ANTIGENO 11.,-2 1L-4 11.-5 1FNy 

SOD 16 3 4 

P28 4 5 2 3 

Fn 30-31 7 6 4 60 

Gp 38 5 - 

Gp 50-55 4 2 2 

Basal 4 

Células productoras de IL-2, IL-4, IL-5 e IFNly detectadas, in vitro por ELISPOT 
de las lineas celulares murinas (5x104/pozo), inducidas por SOD, P 28, Fn 30-31, 

Gp 38 y Gp 50-55 de ratones inmunizados con EPT de M. tuberculosis. 
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Apéndice B: Reactivos 

REACTIVO 1. 

Medio de cultivo PITV 

ASPARAGINA 	 37.8 mM 

KI-12 PO4 	 36.0 mM 

K2S0.1 	 2.8 mM 

CITRATO DE SODIO 	2.0 mM 

MgC12.61-120 	 0.96 mM 

GLICEROL 	 0.67 mM 

Ajustar el pH a 6.8 con Na01-1 5N. Aforar al volumen deseado y 

esterilizar en autoclave. 

REACTIVO 2. 

PBS (BUFFER DE FOSFATOS CON ALTA SAL), pH 7.4 

Preparar las siguientes soluciones 

A) NaCI 	0.15 M 

13) Na211 PO4 	0.15 1\4 

C) NaH2PO4 	0.15 M 

Ajustar el pH de la solución B a 7.4 con la solución C. 

A 900 ml de la solución A agregar 100 ml de la solución 13 ajustada. 

Filtrar y esterilizar. 

RACTIVO 3. 

Método de lowly para determinar proteínas. 

Preparar: 

A) TARTRATO DE SODIO 	2% 
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11•••••••11,4* 

13) CuS01.51120 

C) Na2CO3  en MI011 0.1 N 

SOLUCION 1 

Mezclar 0.5 nt1 de A 0.5 ml de 13 y aforar a 50 ml con C. 

SOLUCION 2 

Mezclar 1 vol. de Folin-eiocalteu + 1 vol. de 1120 destilada. 

SOLUCION 3 

Albúmina sérica bovina (BSA), 1 mg/ml. 

CURVA ESTÁNDAR DE PROTEINA (13SA 1 mg/m1). 

Tubo BSA ltl 1-120 Id Proteína Kilml 

1 1000 -Blanco 

2 200 800 200 

3 100 900 100 

4 50 950 50 

5 25 975 25 

6 12.5 987.5 12.5 

Agregar .1 ml de la solucióm 1, agitar, reposar 10 min. 

Agregar 400 Id de la solución 2, agitar, reposar 30 min. 

Leer en el espectrofotómetro la densidad óptica a 600 lun. 

REACTIVO 4 

Preparación de PAGE-SDS 

GEL SEPARADOR al 10% 

Acrilamida 30%-Bis-acrilamida 0.8% 	10.00 ml 

Tris-HCI, 1.5 M, 	8.8 	 7.50 ml 

H20 destilada 	 11.65 ml 
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SDS al 10% 
	

0.60 tul 

Persulfato de amonio al 10 t'4) 
	 0.20 inl 

Desgasilicar durante 3 min. 

Temed 
	

0,02 ml 

Colocar el gel en la cámara de electroforesis y agregar unas gotas de 

isopropanol. Dejar polimerizar. 

GEL CONCENTRADOR 

Acrilamida 30%-Bis-acrilamida 0.8% 	1.00 ml 

Tris-HC1, 0.5 M, 	6.8 	 2.50 ml 

1-120 destilada 	 6.36 mi 

SDS al 10% 	 0.10 ml 

Persulfato de amonio al 10% 	 33.0 Etl 

Desgasiticar por 3 min. 

Temed 	 5.0 µI 

Colocar el peine en la cámara y agregar el gel concentrados. Dejar 

polimerizar. 

REACTIVO 5 

TINCION CON AZUL DE COOMASIE PARA PAGE SDS. 

Azul brillante de Coomasie 	 0.06% 

Metatol 	 30.00% 

Acido acético 	 10.00% 

Se sumes je el gel en la solución teñidora por 4 horas. 
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Se destiñe sumediendo el gel en ácido acético al 10% y cambiándolo 

cuantas veces sea necesario para observar claramente las bandas de 

proteína. 

REACTIVO 6 

AMORTIGUADOR PARA CORRIDA DE PAGE-SDS. 

Glicina 	 144.00 g 

Tris-base 	 30.00 g 

SDS 	 10.00 G 

Aforar a un litro con agua destilada y filtrar. 

REACTIVO 7 

BUFFER DE TRANSFERENCIA, pH 8.35. 

Tris-base 	 0.025 M 

Glicina 	 0.193 M 

En el momento de usarse prepara: 

Buffer de transferencia 	800 ml 

Alcohol metilico 	 200 ml 

Mezclar muy bien y usar. 

REACTIVO 8 

COCTEL PARA MUESTRAS 

Tris-HCI, 0.5 M, p1-1 6.8 	 0.5 ml 

SDS 10% 	 0.1 ml 

Glicerol 	 1.0 ml 

EDTA 	 7.4 mg 

Agua destilada para aforar a 	10.0 ml 
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pironina 
	

1 granito 

Preparar la muestra y dividida en alícuotas de 1 ml 

Antes de usar la alícuota agregarle 10 Id de 2-mercaptoetanol. 

Mezclar volúmenes iguales de coctel y proteina problema. Hervir 

durante 5 min. en baño maría. Colocar las muestras en los pozos del 

gel y electroforetizar a 20 mAigel para el gel concentrador y a 40 

mA/gel para el gel separador. 

REACTIVO 9. 

DESARROLLADOR DE COLOR PARA INMUNOBLOT 

PBS 	7.4 	 50.00 ml 

metano' 	 8.00 ml 

H202 ¡al 30% 	 50 

4-cloro-l-naftol 30 mg disueltos en 2 ml de metano'. 

La mezcla se prepara al momento de usarse y se agrega al inmunoblot, 

incubándolo hasta que el color de las bandas sea el deseado. Frenar la 

reacción lavando el blot con agua corriente. 

REACTIVO 10 

Acetato de sodio 	4.0 M 

REACTIVO 11 

UREA 6 NI 

UREA 	 6 M 

K21-1PO4 	 50 mM 

KI-121)04 	 50 mM 

EDTA 	 20 mM 
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REACTIVO 12. 

RPM1-1-1EPES, suplementado con: 

Aminoácidos no esenciales 	0. 1 mM 

Piruvato de sodio 	 1.0 mM 

2-mercaptoetano 	 0.5 mM 

Penicilina-estreptomicina 	 50 U/ml 

Suero fetal bovino 	 1 0% 
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Apéndice C: Abreviaturas 

APC 	Células presentadoras de antígeno 

BSA 	Albúmina sérica bovina 

CEM 	Células esplénicas munías 

CMNI-1 	Células mononucleares humanas de sangre periférica 

DTH 	Hipersensibilidad retardada 

ELISPOT Ensayo de ELISA por "spots- 

EPT 	Extracto proteínico total 

FACS 	Clasificación de células marcadas con fitioresceina 

En 30-31 	Proteína de 30-31 que se une a fibronectina 

Gp 	Glicoproteína 

H2 	Complejo de 1-listocompatibilidad Mayor en ratón 

MHC 	Complejo de Ilistocompatibilidad Mayor en humano 

Lt 	Linfotoxina 

LT 	Linfocitos T 

LB 	Linfocitos B 

MO 	Macrófago 

PAGE 	Electroforesis en geles de acrilamida 

PHA 	Fitohemaglutinina 

PBS 	Buffer de fosfatos con alta sal 

PBY 	Medio de cultivo de Proskauer y Beck modificado por Youmans 

PPD 	Derivado Proteínico Purificado de M. tuberculosis  

SOD 	Superóxido Dismulasa. 
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