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FRECUENCIA EN LA EXPRESIÓN DE TIM3 Y GALECTINA 9 EN DIFERENTES POBLACIONES 

DE ORIGEN LINFOIDE Y MIELOIDE DE PACIENTES CON TUBERCULOSIS PULMONAR.  
 
INTRODUCCION: Las proteínas de la familia TIM  (T-cell immunoglobulin domine por sus siglas en ingles) han 
sido descritas de manera reciente como importantes reguladoras de la respuesta inmune. TIM3 es una 
molécula que fue identificada por su expresión selectiva en linfocitos T CD4+ tipo TH1 terminalmente 
diferenciados y que tiene la capacidad de inducir muerte celular una vez que interacciona con su ligando  
conocido: galectina 9 (también conocido como LGALS9). Recientemente se estableció un  modelo 
experimental de infección in vitro con una cepa patógena de Mycobacterium tuberculosis (H37Rv) en  
macrófagos peritoneales para evaluar el control del crecimiento intracelular bacteriano. Los resultados 
mostraron que los macrófagos infectados con M.tb que fueron cultivados durante 72 hrs con esplenocitos 
provenientes de un ratón que sobre-expresa TIM3 no solo controlaron el crecimiento intracelular de M.tb sino 
que indujeron su muerte. Posteriormente,  se utilizó una proteína de fusión construida con la porción 
extracelular de TIM3 unida a una inmunoglobulina (TIM3-IgG) y trataron a los macrófagos infectados con 
diferentes concentraciones de dicha proteína en ausencia de linfocitos T. Tres días después  se evaluó el 
crecimiento bacteriano y se encontró que el tratamiento de los macrófagos infectados con la proteína de 
fusión (TIM3-Ig) indujo muerte de M.tb en ausencia de linfocitos T en todas las concentraciones probadas. 
Esta es una aportación novedosa ya que en macrófago existen pocos mecanismos exitosos capaces de 
eliminar a M.tb.  Consideramos que es indispensable identificar  si la interacción entre  TIM-3 y su ligando 
Galectina -9 es igualmente funcional en un sistema experimental que utilice células mononucleadas 
humanas, de ser así, se podría en un futuro diseñar una nueva opción terapéutica para la tuberculosis 
pulmonar susceptible y multifarmacoresistente. 
OBJETIVO GENERA L: Identificar la frecuencia en la expresión de Tim3 y su ligando Galectina 9 en células 
mononucleadas de sangre periférica de pacientes con tuberculosis pulmonar.  
OBJETIVO PARTICULAR:  
1.- Medir la frecuencia de expresión de TIM3 y Galectina 9 en linfocitos T CD4+, CD8+,  monocitos y células 
NK de  sangre periférica. 
2.-  Medir los niveles de IFN-γ en suero de pacientes con tuberculosis pulmonar. 
HIPOTESIS: La infección con Mycobacterium tuberculosis induce una reducción en la expresión de TIM3 y 
Galectina 9 en linfocitos T CD4+, CD8+, monocitos y células Nk que se asocia a menor control del 
crecimiento bacteriano. 
DISEÑO DEL ESTUDIO: Descriptivo, Transversal y Prospectivo. 
PACIENTES Y METODOS:  
Se incluirán 12 pacientes con tuberculosis pulmonar activa sin tratamiento anti tuberculosis que acudan al 
Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias de manera consecutiva y se compararan con un grupo 
control constituido por 12  sujetos sanos en el periodo entre octubre 2008 y julio 2009. 
A todos se les extraerá una muestra de 10ml de sangre venosa para: 

1. Obtención de células mononucleadas (CMN)  
2. Medición de la expresión de Tim3 y Galectina 9 en CMN. 
3. Medición de los niveles de IFN-γen suero de pacientes con tuberculosis pulmonar. 

Criterios de inclusión: Pacientes mayores de 18 años con tuberculosis pulmonar activa diagnosticada clínica, 
radiológica y microbiológicamente. 
Sin tratamiento anti tuberculosis o en la primera semana del mismo y que acepten participar en el protocolo 
firmando el consentimiento informado. 
Los controles serán individuos clínicamente sanos sin tuberculosis y sin VIH. 
Criterios de exclusión: Pacientes con VIH, Pacientes que  estuviesen recibiendo tratamiento  anti tuberculosis; 
Mujeres embarazadas y/o en periodo de lactancia. 
RESULTADOS: 1) los pacientes con TB tienen una menor frecuencia de células Tim3+, 2) la reducción en la 
frecuencia de células Tim3+ se encuentra principalmente localizada en los monocitos y en las células NK, 3) 
los monocitos y las células NK también tienen una menor frecuencia en la expresión de Galectina 9 y 4) los 
pacientes con tuberculosis pulmonar tienen niveles de IFN-γ sérico mayores que los sujetos control. 
CONCLUSIONES: Más estudios son necesarios para identificar si la menor expresión de Tim3 y Galectina 9 en 
células humanas reduce el control del crecimiento bacteriano intracelular o la muerte de M.tb. 
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I. ANTECEDENTES 
 

 
La tuberculosis pulmonar continúa siendo la segunda causa de muerte por 

enfermedades i nfecciosas a lrededor d el mundo (WHO Repor t 2008,  Gl obal 

Tuberculosis Cont rol, Surveillance, Pl anning, Financing).  En años recien tes la 

emergencia d e cepa s resi stentes y  ex tremadamente re sistentes se ha i ncrementado 

con un estimado de 489 000 casos nuevos en el año 2006 (Zignol, Hosseini et al. 2006). 

En la mayoría de los individuos infectados con Mycobacterium tuberculosis (M .tb)  la 

respuesta inmunol ógica e s capaz de inhibir e l cre cimiento bact eriano l levando a l a 

infección la tente. El pa pel q ue j uega  la inmunidad innat a du rante la tuberculosis 

pulmonar la tente y /o  d urante la enfermedad ac tiva n o se ha co mprendido por 

completo, sin emb argo; en los últimos años se han e studiado con mayor profundidad 

diversos mecanismos in munológicos mediad os po r cél ulas y  mo léculas d el si stema 

inmune innato que son capaces de mediar   una respuesta protectora contra M.tb 

(Flynn and Chan 2001; Divangahi, Mostowy et al. 2008; Korbel, Schneider et al. 2008). 

Las proteínas de la familia TIM  (T-cell immunoglobulin domine por su s siglas en ingle s) 

han sido descri tas de manera reciente como importantes reguladoras de la respuesta 

inmune innat a. E n e l rat ón e xisten 4  ge nes que codific an para l as proteí nas TI M: 

HAVCR1 (hepatitis A virus cellular receptor 1; también conocido como Timd1; el cu al 

codifica para l a pro teína TI M1), Tim d2 (el cu al codifica para TI M2), Ha vcr2 (también 

conocido como Timd3; y codifica para TIM3) y Timd4 (el cual codifica para TIM4). En el 

humano se han descrito 3 genes que codifican para las proteínas TIM: HAVCR1 (el cual 

codifica pa ra  TI M1), H AVCR2 (el cual codific a para TI M3) y  TI MD4 (el cu al codifi ca 

para TI M4) (Kuchroo, Umetsu et al. 2 003). Com o su  nombre l o indica , estas prot eínas 

fueron inicialmente descritas como moléculas presentes en la superficie de los linfocitos 

T y de hecho TI M1, TIM2 y TI M3 son expresadas en los linfocitos T.  Sin embargo,  con el 

paso del tiempo se observó que las proteínas TIM también se expresan en otras células 

del sistema inmu ne, principalmente  en cé lulas pre sentadoras de  antí geno 

(CPA)(Kuchroo, Dardalhon et al. 2008). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



3 
 

En la tabla siguiente se muestran los diferentes miembros de la familia TIM. 

 
Proteína 
TIM 

Expresión en células Inmunes Ligando Función 

TIM1 Activa células T 
Th2> Th1 

Tim-4 Regula la respuesta celular de TH2 

TIM2 Celulas B 
Células Th2 

H-ferritin 
Sema4A 

Regulador n egativo de respues tas 
celulares TH2 

TIM3 Células Th1 
Células Dendríticas 

Galectina-9 Regulador negativo de células TH1  

TIM4 Células p resentadoras d e 
antígenos 

 Promueve la co-es timulación para 
la pro liferación y supe rvivencia de 
células T 

 
 
 
El esquema si guiente re presenta a l os 4 mi embros d e la f amilia T IM co n sus ligandos 
conocidos.  
 
 
 

 
 
Representación esquemática de las proteínas pertenecientes a la familia TIM 
 
 
TIM3 es una pro teína que f ue id entificada por su  expresión sele ctiva en linfocitos T  

CD4+ tipo TH1 (T help er 1 por sus siglas en ingl és)  dife renciados y qu e tiene l a 

capacidad de  indu cir mue rte cel ular una vez que interacciona c on su ligando  

conocido: galec tina 9 (también conocido como LG ALS9) (Monney, Sabat os et al . 

2002). De  manera más re ciente se  identificó que  TI M3 también puede expresarse en 

células dendríticas (DC por sus siglas en in gles) CD11c+  y en monocitos humanos. De 

hecho, la estimulación de TIM3 en monocitos humanos  induce la secr eción de 

citocinas p roinflamatorias como el Fa ctor de N ecrosis Tumo ral-alfa (TNF-alfa), 
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sugiriendo que TIM3 puede tener funciones opuestas en la inmunidad innat a versus la 

inmunidad adquirida (Anderson, Anderson et al. 2007). Dentro de las funciones que se 

han d escrito para la proteína T IM3 s e encuentran: 1) Inducción d e una re spuesta 

proinflamatoria mediada por DC d ebido a su actividad sinérgica con los TLRs (Toll like 

receptors) (receptor tipo Toll por sus siglas en ingles) (Anderson, Anderson et al. 2007) y 

2) regulador nega tivo d e la r espuesta inmu ne tipo TH1 al interactuar con su ligando  

Galectina 9 (Gal9) (Monney, Sabatos et al. 2002; Zhu, Anderson et al. 2005). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Resultados preliminares obt enidos de l modelo e xperimental de  infección in-v itro que  

utiliza macr ófagos peritoneales de ra tón y es plenocitos vír genes pro venientes de un 

ratón transgénico que sobreexpresa TIM3 mostraron control del crecimiento intracelular 

de M.tb en un 75%  (reducción de las unidades formadoras de colo nias), mientras que 

los e splenocitos virgenes d el ra tón si lvestre só lo lo hi cieron en un 40%. Las uni dades 

formadoras de colonias obtenidas en el d ía 4 fueron, en todos los casos inferiores que 

aquellas encontradas en el día 1 post infección, reflejo de muerte bacteriana más que 

del control de crecimiento intracelular (Manuscrito en preparación). 

Posteriormente y utilizando el mismo modelo experimental, los macrófagos peritoneales 

infectados fueron tratados con una proteína de fusión de Tim3 o con una IgG humana 

como control. Esta proteína se construyo con la poción extracelular de Tim3 unida a la 

porción Fc de una inmunoglobulina. Las unidades formadoras de colonias obtenidas al 

día 4 post infección mostraron un 73% de reducción comparadas con el inocu lo inicial 

traduciendo muerte de M.tb (Manuscrito en preparación). 

Esta es una aportación novedosa y relevante debido a que solo existen 5 mecanismos 

conocidos a través de los cuales el hospedero inhibe o elimina a M.tb. 1) La acción de 

la sintetasa indu cible de óxido nít rico (iNOS) y l a liberación de óxi do nít rico (ON) 

secundarios a la producción de IFN-gamma 2) Otro de los mecanismos que dependen 

de la producción de IFN-gamma para el control o eliminación de M.tb es mediado por  

la GTPasa de 47 kDa LRG-47, 3) Dentro de los mecanismos que son independientes de 
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la producción de IFN-gamma, tenemos la actividad ant imicrobicida de monocit os y 

macrófagos humanos cont ra M.tb  inducida por v itamina-D (Rook, Steele et al . 1986 ; 

Crowle, Ross et  al. 1987), 4) Ot ro mecanismo independiente de l a producción de IFN-

gamma par a inhibir a M.tb es mediado por la  pro teína granulisina. La granul isina e s 

una proteína que se encuentra en los gránulos de las células asesinas naturales (NK por 

sus sigl as en ingle s), l infocitos T CD4, T CD8 y NKT en humanos  y que al  igu al que  la 

proteína LL- 37 forma poros membr anales qu e i nducen m uerte bac teriana (Gansert, 

Kiessler et al. 2003). 5) Por último tenemos la apoptosis de macrófagos infectados como 

un mecanismo que  pue de p or sí  mismo re ducir la viabilidad de M. tb además de 

favorecer la presentación de antígenos a los linfocitos T CD8+.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Mecanismos conocidos a través de los  cuales el m acrófago puede controlar el crecimiento  
intracelular bacteriano. 
 
 

Los resu ltados preli minares s ugieren que el efecto mi cobactericida d e T IM3 p uede 

estar mediado por un mecanismo diferente a los descritos previamente, sugiriendo que 

la producción de óxido nítrico se desenc adena por una vía   independiente de la  

producción de IFN-gamma.  Prev iamente se  ha descri to que los pa cientes co n TBP 

tienen una producción disminuida de IFN-gamma y que éste puede ser considerado 

como un marcador indirecto de gravedad de la enfermedad (Sodhi, Gong et al. 

1997). Si la interacción de TIM-3 con TIM3 ligando (Galectina 9) activa un mecanismo 

micobactericida que no requiere la presencia de IFN-gamma y que induce la muerte 

de M.t b, é ste podrí a se r utilizado para  g enerar nuev as mo léculas o compuest os 

químicos que se an utilizados como  u n tratamiento novedoso e n la TBP y/o e n o tras 

patologías de origen infeccioso. 

Linfocito
T

CTL

1) ROS/RNS
Producciónde ON 
por iNOS
(IFNγ-dependiente) 

2) Péptidos antimicrobianos
•TLR2-, vit. D y catelicidina
•Producciónde granulisinapor linfocitos T CD8+

3) Fusion fagolisosomal
•Autofagia(IFNγ-dependiente) 
•LRG47 (IFNγ-dependiente)

4) Apoptosis

IFNγ/TNF
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ll.PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

 

Cuáles es la frecuencia en la expresión de las moléculas TIM3 y Galectina 9 en 

células linfoides y mieloides de sangre periférica de pacientes con tuberculosis 

pulmonar?  

 

 

ll. HIPOTESIS  

La infección con Mycobacterium tuberculosis induce una reducción en la 
expresión de TIM3 y Galectina 9 en linfocitos T CD4+, CD8+, monocitos y células 
NK que se asocia a menor control del crecimiento bacteriano. 
 

 

lV. OBJETIVOS 

Objetivo General 

Identificar la frecuencia en la expresión de Tim3 y su ligando Galectina 9 en 

células mononucleadas de sangre periférica de pacientes con tuberculosis 

pulmonar.  

 

Objetivos Particulares 

1.- Medir la frecuencia de expresión de TIM3 y Galectina 9 en linfocitos T CD4+, 

CD8+,  monocitos y células NK de  sangre periférica. 

2.-  Medir los niveles de IFN-γ en suero de pacientes con tuberculosis pulmonar. 
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V. JUSTIFICACION 

 

En la act ualidad la Organización Mundi al de la Salud consi dera a la  

tuberculosis pulmonar como una epidemia global,  con 2 billones de individuos 

infectados de los cuales al menos el 10%  est án en ri esgo de desarrollar la 

enfermedad. En los úl timos 125 años de i nvestigación bási ca se des cubrió a  

Mycobacterium tuberculosis como el agente causal de la tuberculosis, se 

desarrolló la prueba cutánea de la tuberculina, la vacuna BCG, la mayoría de 

los anti bióticos que se uti lizan para t ratar la t uberculosis y  se cara cterizó el  

genoma de la ba cteria. Sin embargo, todos estos avances científicos no han 

sido suficientes para reduci r  los 9,2 mi llones de caso s nuevo y 1.7 mi llones de 

muertes que la O.M.S. informo en el año 2006. Más aún, la necesidad de utilizar 

3 a 6 medicamentos en un período de 6- 9 meses aunado al po bre apego ha 

favorecido el desa rrollo de cepas micobacterianas mu ltiresistentes o  

extremadamente resistentes. Estos son los pri ncipales motivos por los cuale s la 

mayor parte de los programas n acionales e internacionales de lucha contra la 

tuberculosis han destinado su pr esupuesto para cubrir las necesidades de dos 

rubros principales: prevención y tratamiento. 

Este trabajo ha s ido di señado para estudi ar las  nuev as vías de  

activación celular en poblaci ones de li nfocitos y de células presentadoras de 

antígeno (monocitos, macrófagos y  células dendrít icas) que lle van al cont rol 

del creci miento intracelular y/o la muerte de Mycobacterium tuberculosis y 

que sean mediadas por la interacción entre TIM3 y TIM3 ligando.  
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Vl. PACIENTES Y METODOS 

 

DISEÑO DEL ESTUDIO: 

Prospectivo, descriptivo y transversal 

 

GRUPOS DE ESTUDIO: 

I. Pacientes con tuberculosis pulmonar 

II. Sujetos sanos 

 

CRITERIOS DE INCLUSION: 

1. Individuos de ent re 1 8 y 60 añ os de e dad de cualquier género qu e 

hayan acudido al Inst ituto Nacional de Enfermedades Respiratorias con 

sospecha de tuberculosis pulmonar. 

2. Baciloscopía positiv a en expectoraci ón espontánea por la técni ca de 

Ziehl-Nielsen. 

3. Cultivo positivo para Mycobacterium tuberculosis.  

 

CRITERIOS DE EXCLUSION: 

 

1. Que el paciente rehúse a participar en el estudio. 

2. Pacientes admitidos en la unidad de cuidados intensivos y/o intermedios 

3. Tuberculosis extrapulmonar 
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 ANALISIS ESTADISTICO:  

Las variables normalmente distribuidas, evaluadas a través de la prueba de 

sesgo y kurtosis, se presentan en media y desviación estándar. Para 

distribuciones no normales se utilizó la mediana y el rango intercuartilar. La 

comparación entre grupos se realizó por medio de la prueba de suma de 

rangos de Wilcoxon (U de Mann-Whitney) para variables no normales y por 

medio de la prueba t de student para variables con distribución normal. Para 

el análisis de los datos se utilizó el programa GraphPad Prism 5.0 y se consideró 

como significancia estadística a una p < 0.05. 

 

CONSIDERACIONES ÉTICAS: 

Este protocolo fue aprobado por el Comité de Ciencia y Bioética del Instituto 

Nacional de Enfermedades Respiratorias. 

 

REACCIONES ADVERSAS: 

La única intervención realizada en los sujetos es una venopunción, la cual se 

realiza por personal experto y con material estéril. La venopunción solo genera 

dolor leve y en algunos casos excepcionales pequeños hematomas. 

 

PACIENTES: 

En este protocolo participaron individuos con diagnóstico de tuberculosis 

pulmonar, provenientes de la Consulta Externa y del Servicio Clínico 2 del 

Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias. El diagnóstico de tuberculosis 

pulmonar se estableció por la confirmación del crecimiento de M.tb en cultivo 

de esputo. Todos los pacientes incluidos fueron clasificados como clase 3 y 

categoría I según la Sociedad Americana del Tórax, es decir, todos los 

pacientes fueron casos nuevos de TB activa. Los individuos que participaron 

como parte del grupo control fueron voluntarios, adultos saludables y firmaron 

una carta de consentimiento informado. 

 

REACTIVOS 

Anticuerpos monoclonales conjugados al isotiocianato de fluoresceina (FITC) 

dirigidos contra CD3, CD14, CD16 y TIM3, anticuerpos monoclonales 

conjugados a ficoeritrina (PE) dirigidos contra CD8, CD4 y anticuerpo 
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monoclonal conjugado a PerCp-Cy5.5 dirigidos contra Galectina 9 fueron 

obtenidos de PharMingen BD (San Diego, CA, USA). El medio de cultivo RPMI-

1640, penicilina, saponina, paraformaldehído, suero fetal bovino, azul de 

tripano y las sales utilizadas para la preparación de los amortiguadores fueron 

obtenidos de Sigma-Aldrich (St.Louis, MO, USA). El piruvato de sodio, L-

glutamina y 2-mercaptoetanol fueron de Gibco BRL (Rockville, MD, USA). 

 

Obtención de células mononucleadas  y medición de la frecuencia de células 

TIM3+ y Galectina 9+.  

A partir de una muestra de 10 ml de sangre periférica se obtienen las células 

mononucleadas (CMN) por centrifugación en un gradiente de densidad de 

Ficoll-Hypaque (1.077) durante 30 minutos a 4°C. Posteriormente se  

resuspenden en medio de cultivo complementado (RPMI 1640, HEPES 10mM, L-

glutamina 200 mM). Se evalúa la viabilidad celular por la técnica de exclusión 

del colorante azul tripano y se ajusta la concentración a 1X106 células /ml. 

Posteriormente se realizaron ensayos de inmunofluoresencia directa e indirecta 

para la fenotipificacion celular acorde a la metodología siguiente. Las células 

purificadas se tiñen durante 30 minutos con anticuerpos monoclonales dirigidos 

contra los marcadores de superficie: CD3, CD4, CD8, CD14, CD16, CD56, TIM3 

(extracelular) y contra galectina 9 (intra y extracelular). Para cada una de las 

tinciones se incluyen los respectivos controles de isotipo. Después de la tinción 

las células se lavan 2 veces con buffer salino-fosfato (PBS) y se fijan en 

paraformaldehído al 1%. Las muestras se adquieren en un cytómetro de tipo 

FACSAria (BD Biosciences) y se analizaran con el software FlowJo (Tree Star).  

 

 

Evaluación de la citocina IFN-γ  en suero de pacientes con tuberculosis 

pulmonar.  

Se realizara un ELISA sándwich para la citocina  IFN-γ acorde a las instrucciones 

del fabricante. Las citocinas son cuantificadas en base a una curva estándar 

que se realiza por triplicado para cada experimento. Los resultados son leidos 

en un lector de ELISA.  
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Vll. RESULTADOS 
 

CARACTERÍSTICAS DEMOGRÁFICAS 
 

Se incluyeron 12 pacientes con diagnóstico confirmado de tuberculosis 

pulmonar los cuales fueron considerados como casos nuevos y por lo tanto. La 

edad promedio de este grupo fue de 42.5 ± 16 años. El grupo testigo estuvo 

conformado por 15 individuos sanos que tuvieron una edad promedio de 34.8 

± 8.6 (p= 0.02). En la Tabla 1 se muestran las características generales del grupo 

de pacientes con tuberculosis pulmonar.  
 
 
VARIABLE  PACIENTES 

 
CONTROLES 

 
Sexo masculino 
 No/Total (%) 

 
12/45 (26.66) 

 
10/45 (22.22) 

Sexo femenino 
 No/Total (%) 
 

 
6/45   (13.33) 

 
17/45 (37.77) 

Edad   
Media 
DE  

 
 42.5* 

16 

 
34.9 
8.9 

Pacientes  
No/Total (%) 
>18 < 25 
>25 < 35 
>35 <45 
>45<55 
>55  

 
 

2/45 (4.4) 
6/45 (13.33) 
2/45 (4.4) 
1/45 (2.2) 
4/45 (8.8) 

 
 

7/45   (15.5) 
11/45 (24.44) 
6/45   (13.33) 
3/45   (6.66) 

0/45 
Tabaquismo  
No/Total (%)  

 
6/45 (13.33) 

 

 
5/45 (11.11) 

Diabéticos 
No/Total (%)  
 

 
6/45 (13.33) 

 

 
0/45 

Adicciones 
No/Total (%)  

 
3/45 (6.66) 

 

 
0/45 

Hemoglobina *  
Media  
DE 

 
12.4 
2.1 

 

Albumina *  
Media  
DE 

 
3.09 
0.7 

 

Leucocitos   
Media  
DE 

 
10.2 
7.07 

 

Linfocitos *  
Media  
DE 

 
1.3 
0.4 
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En la Figura 1 se observa un ejemplo del tipo de análisis que se realizo para 

datos provenientes de citometría multiparamétrica, esto es, tinciones celulares 

que comprenden el uso de más de 4 fluorocromos al mismo tiempo. En primer 

lugar se identificaron las “células vivas” en base a sus características de 

tamaño y complejidad. A partir de esta ventana de “células vivas” se 

identifican las siguientes poblaciones: linfocitos CD3+ y CD3- (los cuales 

comprenden a los linfocitos B, monocitos, células NK, y granulocitos), linfocitos T 

CD4+ y CD8+, monocitos (CD14+) y células NK (CD16+CD56+). Posteriormente 

a cada una de estas poblaciones se les midió la expresión de Tim3 y Galectina 

9.  

 

FRECUENCIA EN LA EXPRESION DE TIM3 EN CELULAS MONONUCLEADAS 
 

 

 

 
 
Figura 1. Distribución de células linfoides y mieloides a partir de células mononucleadas totales. Las 

diferentes subpoblaciones fueron identificadas en base a la expresión de sus marcadores típicos de 

superficie. El porcentaje de células positivas a cada marca se encuentra indicado en el recuadro 

correspondiente de cada gráfico. Este experimento es representativo de 12 experimentos independientes. 
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En la Figura 2 se puede observar que los pacientes con tuberculosis pulmonar 

tienen una menor frecuencia de células CD3+Tim3+ y CD3-Tim3+ que los 

controles sanos. La mediana fue de 7.5% para los pacientes [rango inter 

cuartilar: riq 3.9-9.7] y 2.1% para los controles sanos [riq 1.3-5.2]. Las diferencias 

fueron estadísticamente significativas (p<0.05). 

 

A 

CONTROL SANO PACIENTE TB

 
B 

0

20

40

60

80

CD3+          CD3-

p=0.01

p=0.001
Sujetos Control
Pacientes con TB

TI
M

3 
%

 e
xp

re
si

on

 
 
Figura 2. Frecuencia de células CD3+ Tim3+ y CD3- Tim3+. A. Las gráficas de puntos representan el 

porcentaje de células CD3+ Tim3+ y CD3- Tim3+ proveneintes de un individuo sano y un paciente con 

tuberculosis. B. La frecuencia de células CD3+ Tim3+ y CD3- Tim3+ se obtuvo a partir de doble 

inmunofluoresencia directa en células mononucleadas de sangre periférica. La tinción no-específica se 

identifico utilizando un control de isotipo. Los datos son el resultado del promedio de 12 experimentos 

independientes.  Los datos son expresados como medianas y rango intercuartilar. 
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Tim3 es una molécula que fue descrita como un marcador de superficie 

presente en linfocitos T  CD4+ tipo TH1 terminalmente diferenciados, por este 

motivo decidimos analizar dicha marca en linfocitos T CD4+ y CD8+. No 

encontramos diferencias estadísticamente significativas.  
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Figura 3. Expresión de Tim3 en linfocitos T CD4+ y CD8+. La frecuencia de células Tim3+ se obtuvo a partir de 

triple inmunofluoresencia directa en células mononucleadas de sangre periférica. La tinción no-específica se 

identifico utilizando control de isotipo para cada anticuerpo. Los datos son un promedio de 9 experimentos 

independientes.  Los datos son expresados como medianas. 

 

 

FRECUENCIA EN LA EXPRESION DE GALECTINA 9 

Galectina 9 es ligando conocido para Tim3 y puede ser expresado en una 

gran variedad de células incluyendo las de origen mieloide. Nuestro siguiente 

objetico fue identificar el perfil de expresión de Tim3 y Galectina 9 en células 

NK y en monocitos. Ambas subpoblaciones tienen una función relevante en la 

inmunopatogenesis de la tuberculosis.  
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Figura 4. Expresión de Tim3 y Gal9 en monocitos y células NK. Las células mononucleadas totales fueron 
teñidas según la metodología  descrita previamente. Los monocitos y las células NK fueron analizados a 
partir de una ventana de células CD3 negativas y su marcador específico de superficie (CD14+ para 
monocitos y CD16+CD56+ para las células NK). La tinción no-específica se identifico utilizando controles de 
isotipo. Los datos son un promedio de 5 experimentos independientes.  Los datos son expresados como 
medianas ± riq. 
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NIVELES SERICOS DE IFN-γ  
 
 
IFN-γ es una citocina que induce la expresión de Galectina 9 por este motivo 
consideramos importante analizar los niveles de IFN-γ presentes en el suero de 
los pacientes con tuberculosis pulmonar.      
 
 
 
 

Controles Pacientes
0.0

0.1

0.2
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Figura 5. Niveles de IFN-γ en suero de pacientes con tuberculosis pulmonar. La producción de IFN-γ fue 
analizada  mediante ELISA. Los datos están representados como mediana ± riq. Los datos provienen de 12 
muestras independientes.  
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VIII. DISCUSIÓN Y CONCLUSIONES 
 

El objetivo de este estudio fue analizar la expresión de TIM3 y su ligando 

Galectina-9 en células linfoides y mieloides de sangre periférica proveniente 

de pacientes con tuberculosis pulmonar activa y controles sanos. Nuestros 

principales resultados fueron: 1) los pacientes con TB tienen una menor 

frecuencia de células Tim3+, 2) la reducción en la frecuencia de células Tim3+ 

se encuentra principalmente localizada en los monocitos y en las células NK, 3) 

los monocitos y las células NK también tienen una menor frecuencia en la 

expresión de Galectina 9 y 4) los pacientes con tuberculosis pulmonar tienen 

niveles de IFN-γ sérico mayores que los sujetos control. 

Tim3 es una molécula que fue inicialmente descrita como miembro de la 

familia TIM expresada en linfocitos CD4+ tipo TH1 terminalmente diferenciados, 

y en células dendríticas (Anderson, Anderson et al. 2007; Kuchroo, Dardalhon 

et al. 2008). En ratones, el gen que codifica para Tim3 tiene una variante 

alternativa que produce una forma soluble de la proteína (sTim3) además de 

la forma completa (flTim3). En el humano Tim3 es preferencialmente expresado 

en linfocitos T CD4+ tipo TH1 así como en linfocitos T CD8+ (Monney, Sabatos et 

al. 2002). Tim3 es también expresado en macrófagos, células dendríticas y 

células NK.  En el año 2005, Zhu, et al identificaron a Galectina 9 como el 

ligando de Tim3 (Zhu, Anderson et al. 2005). Galectina 9 es expresada en la 

superficie de una gran variedad de células pero puede también puede ser 

producida como una molécula soluble que reconoce carbohidratos en la 

superficie de las células (Wada and Kanwar 1997). La expresión de Galectina 9 

en las células del sistema inmune es incrementada por IFN-γ (Asakura, Kashio et 

al. 2002). Previamente nosotros demostramos en un modelo murino de 

infección in vitro con Mycobacterium tuberculosis, desarrollado en macrófagos 

peritoneales de ratón que la interacción entre Tim3 y Galectina 9 controla el 

crecimiento bacteriano intracelular e induce la muerte de la bacteria. Esta 

respuesta parece estar mediado por un mecanismo independiente de la 

producción de IFN-γ (manuscrito en preparación). 

Nosotros aquí demostramos  que la frecuencia en la expresión de TIM 3 se 

encuentra disminuida en células CD3+ y CD3- de pacientes con TB activa 

cuando se compara con sujetos control (p=0.01 y p=0.001 respectivamente). 

Cuando analizamos la expresión de Tim3 en los linfocitos T CD4+ y CD8+ no 
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encontramos diferencias estadísticamente significativas. Esta reducción en 

Tim3 fue principalmente evidente en monocitos y células NK. La misma 

tendencia se observo con respecto a  la expresión de Galectina 9, el ligando 

conocido de Tim3. 

Anderson et al, demostraron que la expresión de Tim3 en células del sistema 

inmune (monocitos y células dendríticas) induce la producción de citocinas 

proinflamatorias (Anderson, Anderson et al. 2007). Por otra parte, Hirashima M 

et al, demostraron que Galectina 9 media la maduración de células 

dendríticas in vitro evaluado por un incremento en la expresión de moléculas 

co-estimuladoras e IL-12 (Dai, Nakagawa et al. 2005). Nosotros hemos 

demostrado en el modelo murino que cuando Tim3 interacciona con 

Galectina 9 en el macrófago infectado se estimula la producción de la citicina 

IL-1β la cual media la muerte de M.tb por un mecanismo que no ha sido 

completamente esclarecido (manuscrito en preparación). En este trabajo 

nosotros mostramos que los pacientes con TB tienen una reducción en la 

expresión de ambas moléculas, Tim3 y Galectina 9 en dos subpoblaciones 

cuya función es fundamental en la inmunopatología de la tuberculosis. Una de 

las características más importante de la respuesta inmune celular en 

tuberculosis es la activación de monocitos/macrófagos y células NK, 

subpoblaciones que cuentan con los mecanismos necesarios para eliminar a 

M.tb. Nosotros desconocemos hasta el momento si esta reducción en la 

expresión de Tim3 y Galectina 9 tiene una implicación directa en la capacidad 

de estas células para eliminar a M.tb.   Más estudios son necesarios para 

identificar si la expresión reducida de Galectina 9 se asocia a una 

incapacidad del monocitos/macrófago para diferenciarse en una célula 

capaz de producir citocinas proinflamatorias y eliminar a la bacteria.  

Galectina 9 es una lectina que tiene gran afinidad por las β-galactosidasa 

cuya expresión es inducida por IFN-γ y que es conocida como un factor 

quimio-atrayente para eosinófilos (Kageshita, Kashio et al. 2002). Galectina 9 se 

encuentra presente en una gran variedad de células y puede ser secretada 

para interaccionar con su ligando Tim3, esta interacción selectivamente 

induce apoptosis de los linfocitos tipo TH1 (Zhu, Anderson et al. 2005). 

Actualmente no existe información disponible en la literatura que sugiera un 

papel relevante para Galectina 9 o Tim3 en una patología como la 
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tuberculosis, sin embargo nosotros consideramos que la interacción entre 

ambas moléculas puede ser relevante en la inmunopatogenesis de la 

enfermedad. Es posible que M.tb este mediando por algún mecanismo no 

conocido la reducción la expresión de Tim3 y Galectina 9 como un 

mecanismo de defensa. Galectina 9 es una molécula cuya expresión es 

inducida en presencia de IFN-γ, por este motivo nosotros medimos los niveles 

séricos de esta citocina en los pacientes con TB. Nuestros resultados mostraron 

que los pacientes tienen niveles séricos de IFN-γ mayores que los controles 

(p<0.0001) sugiriendo que  existe algún otro mecanismo inmunológico que está 

controlando la expresión de Galectina 9 y por lo tanto impidiendo su 

interacción con Tim3 para poder eliminar a M.tb.  

En conclusión, más estudios son necesarios para identificar si la menor 

expresión de Tim3 y Galectina 9 en células humanas reduce el control del 

crecimiento bacteriano intracelular o la muerte de M.tb. 
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