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Se estudiaron las propiedades quimicas y biolégicas de una
fraceién somatica del Mycebacterium bovis (cepa BCG) que
precipitaba a un pH de 3. Por crematografia en columna de
intercambio, fue pesible separar cuatro componentes. El pri-
mero de ellos (fraccién 1) contenia sélo proteina y fue capaz de
inducir una respuesta de hipersensibilidad tardia en cobayos sen-
sibilizados a BCG. Las tres fracciones restantes, contenian canti-
dades variables de 4cidos nucleicos y proteina y manifestaron
una mayor capacidad inflamatoria en animales sensibilizados al
microorganismo mencionado que en los controles, sugiriendo
la participacién tanto de los mecanismos humerales como de una
actividad citetéxica de los componentes de estas fracciones.
(Gac. Mfp. MEx. 99: 1135, 1969).

L A ALERGIA se presenta practicamente

en tedas las enfermedades infec-
ciosas, su manifestacién es sin embargo,
mas notable en unas que en otras.

El concepto de alergia fue introdu-
cido por Von Pirquet,! quien la des-
cribe de la siguiente manera, “los in-
dividuos vacunados reaccionan a las
vacunas; el paciente tuberculoso a la
tuberculina: los individuos inyectados
con suero a tales sueros; cada uno de
ellos reacciona de una manera dife-

1 Trabajo presentado en la sesién ordina-
ria del 23 de julio de 1969:

2 Académico numerario.

& Facultad de Medicina, Universidad Na-
cional Auténoma de México.

rente a los individuos que no habian
tenido contacto previo con el agente en
cuestion. Ellos estin lejos de ser insen-
sibles, todo lo que podemos decir es que
su potencia de reaccionar esta alterada.
Para este concepto general de una ca-
pacidad alterada a reaccionar, propon-
go el término “alergia”. .. Actualmente
la palabra hipersensibilidad, acufiada
por la literatura anglosajona, se usa,
con el mismo significado que alergia y
han llegado a ser sindnimos.

Desde 1890 en que Roberto Koch
describié el fenémeno de alergia tu-
herculosa a la tuberculina y posterior-
mente con el reconocimiento de la
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reaccién focal que produce la tubercu-
lina en individuos sensibles,? la investi-
gacién sobre alergia del tipo retardado
se centré casi exclusivamente sobre la
reaccién tuberculinica.

Zinsser,® ¢ fue quien con mayor pre-
cision separd los conceptos de las aler-
gias bacterianas del tipo retardado de
las reacciones anafilicticas, al compro-
bar que la alergia de tipo tuberculinico
no pedia ser transferida pasivamente
por sueros, aun conteniendo elevadas
cantidades de anticuerpos, definiéndose
asi una de las caracteristicas fundamen-
tales de la hipersensibilidad retardada
y una de las grandes diferencias con la
hipersensibilidad inmediata,

La alergia de tipo retardado no es
posible transferirla por suero, pero en
cambio es posible hacer la transferencia
pasiva con células, como fue primero
demostrado por Landsteiner y Chase en
19425 Seguido por la descripeién de
Chaset de la transferencia por células
de la alergia tuberculinica. Si hasta
hace muy poco tiempo se pensaba que
las alergias de tipo tardio eran una ma-
nifestacién de procesos infecciosas, o de
algtin tipo de sensibilidad por contacto,
actualmente al describirse su aparicién
en un gran nimero de otros procesos
hace pensar que se trata de un fensme-
no importante para la integridad del
individuo.

Ahera se reconoce la relacién que
existe entre el rechazo de injerto y la
hipersensibilidad retardada,? pensando-
se también que este mecanismo es im-
portante en las enfermedades autoalér-
gicas.8

El estudio de la hipersensibilidad
retardada tiene fundamental importan-
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cia en muchos campos de la medicina
y biologia, sin embargo, a pesar de los
intentos que se han hecho para enten-
der los mecanismos por los cuales se
establece la alergia, existen maltiples
lagunas en nuestros conocimientos. Asi
por ejemplo no se ha demostrado la
presencia de intermediarios quimicos,
anticuerpos o agentes farmacoldgicos
para que la reaccidn se lleve a cabo.

La alergia tuberculosa se pone de ma-
nifiesto con el empleo de tuberculinas,
que contienen proteinas del bacilo tu-
berculoso. Estas preparaciones obteni-
das del medio de cultivo donde se han
hecho ecrecer los bacilos, contienen va-
rics tipos de proteinas, ademds de otros
componentes,

En el presente trabajo nos propusi-
mos separar los componentes del soma
bacteriano, en un intento de estudiar
las propiedades biologicas vy quimicas
del material somdatico del BCG.  Con
especial referencia a las fracciones res-
ponsables tanto de la hipersensibilidad
inmediata y tardia, asi como de aquellas
capaces de producir respuestas de tipo

no especifico.

MATERIAL ¥ METODOS

Se utilizé una cepa de BCG (Glaxa)
obtenida del TInstituto Nacional de la
Salud de les EE. UU. Varics lotes de
20 g de este material fueron suspendi-
des en 200 ml de salina
(0.85%) y las células se rempieron pa-
sando 2 veces en el aparato de Ribi
(New Brunswick, 8e. Co.) a 50,000 psi.

El material obtenido fue centrifugado
a 20.000 rpm y pasado a través de
un filtro Zeitz de  tipo clarificante.

solucidn
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El material filtrado fue tratado con
(NH,)»S0, al 80% dec saturacién,
con agitacién constante durante 3 hs. a
temperatura ambiente y manteniendo el
pH a 7. Una mayor concentracién de
(NH,)2SO; no aumenta apreciable-
mente la cantidad de proteina precipi-
tada. El (NH,;),50, fue eliminado a
través de una columna de Sephadex
(-25 (Pharmacia, Uppsala); de este
material libre de sulfatos sc separd la
fraccién que precipitaba a un pH de 3
con CH,COOH 0.1 M. El precipitadoe
fue redisuelto en agua alcalinizada con
NaOH 0.1 M a pH de 8 y dializado
contra un amortiguador de fosfatos
0.0175 M de pIl 6.5 y pasado a través
de una columna de DEAE-Sephadex,
de 40-120 mu (Pharmacia, Uppsala).
El material cluido de la columna fue
lefdo a 260 y 280 mu en un espectro-
fotémetro Zeiss PMQ IT.

Determinacién de aziicares: Bl méto-
do usado fue el de la antrona.?

Determinacion de proteinas: Las de-
terminaciones fueron realizadas por el
método de Lowry y colaboradores.19

Determinacién de dcido ribonucleico
(RNA): Se usé la técnica del orcinol.#

Determinacién de deido desoxiribonu-
cleico (DNA): Se utilizé la prueba de
la para-nitrofenilhidrazina. 1!

Doble difusién en agar: Fue realizada
de acuerdo a Ouchterlony,’2 usando
Agar Noble (Difco, Detroit, Mich.) a
una concentracién del 1% en solucién
salina (0.85% ).

Sensibilizacion: Los animales se sensi-
bilizaron por inyecciones repetidas de
vacuna BCG. Se utilizé 1 g de BCG
suspendido en | ml de solucién salina,
que se inyectd subcutineamente en 4

puntes diferentes. Una scmana mis tar-
de, se repitié la eperacién.

Prueba de la tuberculina: Cada 0.1
ml de la tuberculina (PPD) usada, con-
tenia 10 ug de proteina y fuercn inyec-
tados intradérmicamente en los anima-
les sensibilizados y en los controles, Se
anotd la respuesta a los 60 minutos, 4
y 24 horas.

ResvLTapOs

Fraccionamiento del material somd-
tico de BCG precipitado a pH 3, a tre-
vés de una columna de intercambio
idnico: La columna de DEAE-Sepha-
dex A-530, 1 x 30 cm, equilibrada con
buffer de fosfatos de pH 6.5, fue car-
gada con 11 mg del material somético
precipitado a pI 3 y tratado como se
menciond anteriormente (ver material
y métodes). El material depositado en
la columna fue cluido primero con 100
ml del buffer de [osfatos y después con
1,000 ml de un gradiente de buffer de
fostates de pH 6.5 y KCI 1 M. Se
recegiercn volimenes de 5 ml por tubo
en el colector de [racciones. De esta
forma se obtuvieran 4 fraccienes, a las
que denominaremos I, IT, IIT y IV. La
fraccién I, terminé de eluir cuando la
melaridad correspondia a 0.4, mientras
que la fraccién II eluia a 0.6 M. A una
molaridad de 0.7 comenzd a eluir la
fraccién I1I y sélo hasta que la mola-
ridad se elevd a 0.8, cluyd la fraccion
IV. Las molaridades de las diferentes
fracciones obtenidas [ueron determina-
das en un conductimetro LKB (Esto-
colmo, Suecia).

Puiificacidn del material precipitable
a pH 3; Cuando el material precipita-
do con écido acético a pIl 3, dializado.
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liofilizado y resuspendido en buffer de
fosfatos fue ensayado por medio de una
reaccion de doble difusién en agar, con-
tra un antisuero de M. bovis, se cbservé
una banda de precipitacién idéntica a
la mestrada por la fraccién I obtenida
del mismo material. Estos dos compo-
nentes mostraron una banda de identi-
dad con el polisacirido I de micobac-
terias. 13 Las fracciones II, IIT y TV no
presentaron precipitacion alguna, quiza
debido a la menor concentracién de
azucares que contenian.

Con el objeto de eliminar los aztica-
res a los cuales se les atribuye la reac-
cién de precipitacién, el material ob-
tenido después de la precipitacién con
dcido acético a pH 3, fue redisuelto en
agua alecalinizada con NaOH 0.1 N
(pH 8) y precipitade nuevamente con
acide acético (pH 3). La operacién
se repiti6 2 veces mas y el precipitado
redisuelto en buffer de fosfatos de pH
6.5, se corrié en una columna como se
describid anteriormente. De nuevo se
obtuvieron las 4 fracciones que eluye-
ron a las mismas molaridades mencio-
nadas en el caso del material preci-
pitado una sola vez con Acido acético.

El material purificado no dio preci-
pitacién en agar contra el antisuero de
M. bovis, indicando la eliminacion
de los aziicares responsables de la pre-
cipitacion.

Andlisis quimico del material purifi-
cado: El estudio de la composicién qui-
mica de las fracciones mostré que: la
fraccién 1 contenia 10096 de proteinas;
la fraccién 11, 41.6% de proteina, 55%
de RNA y 344, de DNA; la fraccién
111, 1847 de proteina, 73.87% de RNA
y 7.8% de DNA vy la fraccién IV,
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23.2% de proteina, 32.8%; de RNA y
44% de DNA. La reaccién de carbohi-
dratos fue negativa con todas las frac-
clones.

Pruebas bioldgicas: Las diferentes
fraccicnes fueron ensayadas para probar
su capacidad inflamatoria en cobayos
previamente sensibilizados con vacuna
BCOG. Las pruebas cutineas fueron rea-
lizadas usando el equivalente a 10 ug
de proteina de cada fraccién, utilizando
como control 10 ug de PPD.

Se cbservd que tanto el PPD como
la fraccién I se comportaron de una
manera similar, aunque la respuesta
preducida por la fraccién I fue més
intensa que la del PPD. Estas subs-
tancias no predujeron ninguna reaccién
en cobayos normales.

La fraccién IT mostré una respuesta
de tipo inmediato en los animales sensi-
bilizados, pero no manifesté una res-
puesta de tipo tardio. Los animalss nor-
males no presentaron reaccién alguna.

Las fracciones IIT y IV indujeron
una clara respuesta inflamatoria de tipo
inmediato en los animales sensibilizados.
La respuesta fue visible desde la pri-
mera hora, manteniéndose en la mayo-
ria de los animales hasta las 24 horas,
provocando en algunos casos necros
Los animales normales presentaron tam-
bién un fenémeno inflamatorio, el cual
fue de menor intensidad cuando se les
comparé con los animales sensibilizados.

Discusidon

Tedos les intentes que se hicieron
con anterioridad en nuestro laborato-
rio para separar los componentes del
BCG, que mostraran actividad inflama-
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toria, tuvieron poco éxito. Cuando se
usd el método del sulfato de amonio,
se lograron separar varias fracciones
proteicas, todas ellas capaces de inducir
en el cobayo sensibilizado una respues-
ta de hipersensibilidad tardia; pero no
quedé claro si esta respuesta era provo-
cada por una o varias protefnas del
soma bacteriano, debido probablemente
a que no se logré una completa sepa-
racion de los componentes somaticos.14

Con el objeto de lograr una mejor
separacién sg usaron varios tipos de co-
Jumnas y después de varias pruebas se
concluyé que el DEAE-Sephadex pre-
sentaba ventajas sobre otras. Cuando
se hizo pasar por esta columna el ex-
tracto completo del BCG, se lograron
separar de 7 a 10 fracciones, pero otra
vez, todas ellas fueron capaces de pro-
veear una respuesta de tipo tardio en
los animales sensibilizados.15

Se considerd que era necesario tratar
de purificar estos componentes, para
probar alguno de estos hechos: ¢} que
la sensibilizacién se hace a varias pro-
teinas de la micobacteria y no sélo a
una de ellas, lo cual plantearia la ne-
cesidad de demestrar si se produjo una
especificidad amplia o igual a la que
se produce en la respuesta de anticuer-
pos y &) que solo se sensibiliza a un tipo
de proteinas, lo cual indicaria una cs-
pecificidad limitada a la proteina sen-
sibilizante y a aquellas que tuvieran
caracteristicas similares. Esto quiere de-
cir que podriamos encontrar proteinas
capaces de despertar la respuesta alér-
gica y también ofras a las cuales el
animal no estuviera sensibilizado. Si
esto fuera asi, entonces se podrian estu-
diar las diferencias entre las proteinas
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sensibilizantes y las no sensibilizantes y
también definir las caracteristicas qui-
micas y biolégicas de este tipo de pro-
teinas con mayor precisién.
Debido a los problemas que repre-
senta la purificacién del material so-
mético total del BCG, se decidid em-
plear un solo cemponente del mismo,
especificamente, el precipitable a pH 3,
que al pasarlo por la columna de in-
tercambio iénico mostré 4 fracciones.

La fraccién I era un componente pro-
teico mezclado con pelisacérido, demos-
trdndose que esta Gltima era la respon-
sable de la precipitacién en agar que se
ohservd cuando se puso en presencia
del antisuero especifico y que ademés
correspendia al polisacaride I de las
micobacterias. Fue posible purificar la
proteina, la cual mestré ser capaz de
provecar una respuesta alérgica en ani-
males sensibilizados; no sabemos ain
si se trata de una o varias proteinas.
Las fracciones LI, III y I'V, que con-
tenian fundamentalmente acidos nu-
cleicos, mostraron una respuesta de tipo
animales sensibilizados.
Sin embargo, también la producian con
mener intensidad en animales normales.
Probablemente la presencia de anticuer-
pos nos pudiera ayudar a explicar la
mayor intensidad de la respuesta en los
animales sensibilizados. También pare-
ce importante sefialar que en muchos
animales se produjo necrosis, quizd atri-
buible a la presencia de los cidos nu-
cleicos. Es posible que estos compo-

inmediato en

nentes participen como uno de los
mecanismoes de agresion de la micobac-
teria.

El método de estudio que se describe
puede conducir a una mejor separacién
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de los componentes de la micobacteria,
lo cual ayudard a un mejor conoci-
miento de sus propiedades bioldgicas.

SUMMARY

The cheniical and biological proper-
ties of a fraction precipitated at pH 3,
from the bodies of BCG, was studied.
Teur fractions were obtained when the
latter material was passed through a
DEAE-Sephadex column. Fraction I,
which eluted at low KCl-salt concentra-
tion, contained only protein and was
responsible of a delayed-type of hyper-
sensitivity. Fractions II-IV, that eluted
later, contained protein and nucleic
acid material and induced an inflam-
matory-type of reaction in sensitized
and non-sensitized guinea pigs.
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