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Resumen 

 

La vacuna BCG (Bacilo Calmette y Guérin) es la única empleada en humanos para 

prevenir la tuberculosis, sin embargo, existe controversia sobre esta vacuna, ya que se 

ha observado variabilidad en su eficacia. Actualmente, la hipótesis más aceptada, 

atribuye esa variación a la interacción entre la vacuna BCG y las Micobacterias No 

Tuberculosas (MNT) presentes en el ambiente. Varias líneas de evidencia han 

concluido que las MNT ejercen un efecto modulador en la eficacia protectora de 

BCG, con la regulación negativa de la respuesta de INF- inducida por la vacunación. 

No obstante, si las células dendríticas (CD) tienen un papel en la modulación de la 

respuesta de las células T CD4+ BCG-específicas, así como las moléculas involucradas 

no ha sido investigado extensamente. Las CD y su estado de activación, son uno de 

los puntos de control para iniciar inmunidad o regulación inmunológica, ya que 

pueden actuar como moduladores de la respuesta inmune por ser la conexión entre 

la respuesta inmune innata y adaptativa.  

En este estudio se determinó la influencia de las MNT (Mycobacterium avium, 

Mycobacterium smegmatis y Mycobacterium nonchromogenicum) sobre la respuesta 

de las CD y la consecuencia funcional  en la activación o modulación de la respuesta 

de células T.  

Los resultados mostraron que M. avium indujo la activación diferencial de las CD, 

comparada con BCG Phipps, M. smegmatis y M. nonchromogenicum; esta activación 

fue caracterizada por la expresión alta de la molécula coinhibidora PD-L2 y 

producción de IL-10, ambas involucradas en la inhibición de la respuesta inmune. Por 

el contrario, la expresión de moléculas implicadas en la activación de la respuesta 

inmune como CD86, CD80, CD40 e IL-12 fue mínima. Se determinó que la vía TLR2-

MAP cinasa p38 participa en la inducción de este fenotipo modulador en las CD. 

En respuesta a una segunda estimulación, las CD expuestas a M. avium fueron 

incapaces de responder a BCG Phipps como segundo estímulo, ya que los niveles de 

moléculas coestimuladoras y citocinas proinflamatorias fueron mínimos, mientras que 

la expresión de PD-L2 y producción de IL-10 se mantuvieron altas, indicando que M. 
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avium mantuvo un fenotipo modulador en las CD. En la caracterización funcional del 

fenotipo de las CD inducido por M. avium y BCG Phipps, demostramos que la 

modulación in vitro de la respuesta Th1 a BCG fue manejada sólo por el fenotipo 

inducido por M. avium a través de la interacción PD-1:PD-L e IL-10.  

La modulación de la respuesta Th1 a BCG (baja proliferación y baja producción de 

INF- de células T CD4+ BCG-específicas), también fue observada en ratones 

expuestos a M. avium previo a la inmunización con BCG. En contraste, se observaron 

porcentajes significativos de células T CD4+ CD25+ Foxp3+.Los datos presentados aquí 

muestran el potencial de la MNT M. avium para modular negativamente la respuesta 

inmune a través de la activación diferencial de las CD y su consecuencia en la 

disminución de la respuesta de células T CD4+ efectoras. La activación pro-

inflamatoria de las CD por M. smegmatis y M. nonchromogenicum sugiere la 

incapacidad de estas MNT para interferir con la respuesta inmune a BCG.  
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Abstract 

 

The only available vaccine to prevent tuberculosis (Tb) in humans that is routinely used 

is the attenuated Mycobacterium bovis strain Bacillus Calmette-Guérin (BCG). A 

remarkable aspect of this vaccine is its variable efficacy, as observed in some tropical 

regions. While the cause of this variability in populations is not well understood, it may 

be related to prior exposure to Nontuberculous Mycobacteria (NTM). It has been 

suggested that prior exposure to NTM may reduce the protective efficacy of the BCG 

vaccine. Several studies in animal models have provided evidence that prior contact 

with NTM may interfere with the effective generation of adaptive immunity to BCG 

through the down-regulation of the interferon-gamma (IFN-) responses induced by 

vaccination. Nevertheless, the interaction of NTM with innate immune cells, particularly 

dendritic cells (DCs), and the contribution of these cells to the regulation of the 

immune response to BCG have not been extensively studied. 

In this study, we characterized the interaction between the NTM (Mycobacterium 

avium, Mycobacterium smegmatis and Mycobacterium nonchromogenicum) and 

bone marrow-derived DCs (BMDCs), we found that M. avium induces high levels of co-

inhibitory molecule PD-L2, which was dependent on IL-10 production through the TLR2-

p38 MAPK signaling pathway. This was not observed after of the stimulation with M. 

smegmatis, M. nonchromogenicum or BCG, which induced high expression of co-

stimulatory molecules CD86, CD80, CD40 and production of IL-12.  

Additionally, on response to second stimulation, we observed neither significant 

expression of CD86, CD80, CD40 or IL-12 production by BMDCs in response to BCG 

when the BMDCs were first exposed to M. avium. However, the expression of PD-L2 was 

not affected, and we observed high production of IL-10. We show that PD-L2 

expression in BMDCs exposed to M. avium and their interaction with PD-1 of T cells is 

crucial in the down-modulation of the BCG CD4+ T cell response.  

The down-regulation of the Th1 response to BCG was also observed on mice exposed 

to M. avium previous to immunization with BCG; this down-regulation was 

accompanied by significant percentage of CD4+ CD25+ Foxp3+ T cells.  
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Together, this result suggests that a M. avium-induced phenotype in DCs might be 

implicated in the induction of mechanisms of tolerance that could impact the T cell 

response.  
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Antecedentes 

 

La Tuberculosis 

La tuberculosis (Tb) se define como una enfermedad crónica infecto-contagiosa que 

afecta principalmente a la población económicamente activa (20 – 60 años). La Tb se 

manifiesta en cualquier órgano del cuerpo, sin embargo, la manifestación más común es 

en el pulmón. La Tb se identifica por la presencia de lesiones semejantes a tubérculos y 

necrosis caseosa. Es causada por el “Complejo Mycobacterium tuberculosis”, el cual 

consiste de micobacterias que presentan un 99.9% de identidad a nivel de nucleótidos y 

secuencias idénticas de ARN ribosomal 16S, pero difieren en su  hospedero, fenotipo y 

patogenicidad. De estas micobacterias, las especies M. tuberculosis, Mycobacterium 

canetti y Mycobacterium africanum tienen como hospedero al humano; Mycobacterium 

pinnipedii y Mycobacterium microti a roedores; Mycobacterium caprae a rumiantes y 

Mycobacterium bovis a bovinos [1,2].  

La Tb representa un problema serio de salud a nivel mundial. Anualmente esta 

enfermedad sigue cobrando alrededor de 3 millones de víctimas, por lo que desde 1993 la 

OMS la reconsideró como una enfermedad emergente [3,4]. La Tb se presenta en todo el 

mundo, sin embargo, la mayor incidencia se concentra en los países en vías de desarrollo 

(Figura 1); es frecuentemente asociada a las clases socioeconómicas bajas, siendo 

característicos la desnutrición, el hacinamiento humano y las malas condiciones de 

higiene en estas regiones [5]. El grupo de mayor riesgo para padecer la Tb lo constituyen 

las personas con el Síndrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA), en los que se 

incrementa en 7-10% el riesgo anual de desarrollarla, ya sea por reactivación endógena o 

por re-infección [5].  
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Figura 1. Distribución mundial de la tuberculosis. En la figura se muestran los casos de tuberculosis por cada 

100,000 habitantes estimados para el año 2005. OMS, 2007.  

El género Mycobacterium 

El género Mycobacterium es el único miembro que pertenece a la familia 

Mycobacteriaceae, la cual pertenece al orden de los Actinomycetales y a la clase 

Actinomycetes [6]. La definición del género Mycobacterium está basada en tres criterios: 

ácido alcohol resistencia, estructura de los ácidos micólicos y proporción de guanina-

citocina (GC) en el ADN [7]. Esta clasificación es a menudo complicada, ya que suele 

clasificarse al género Mycobacterium con otros géneros como Corynebacterium, 

Caseobacter, Nocardia, Rhodococcus y Tuskamurella, también del orden 

Actinomycetales [8].  Mycobacterium tuberculosis fue la primera especie descrita en 1882 

y es la especie tipo de este género [3]. Dentro del género Mycobacterium se han descrito 

más de 150 especies, algunas de ellas son patógenos estrictos del hombre y de animales 

como M. tuberculosis, M. africanum, M. bovis, M. ulcerans, M. leprae, M. paratuberculosis y 

M. microti. Otras especies, las más numerosas, frecuentemente denominadas como 

Micobacterias No Tuberculosas (MNT), son saprófitas o patógenos oportunistas del hombre 

y los animales [3,9]. 

Las micobacterias son bacterias aeróbicas, aunque algunas tienen la capacidad de 

sobrevivir en condiciones de microaerofilia. Son bacilos inmóviles, no esporulados y sin 

cápsula, ligeramente curvos o rectos que miden de 0.2 a 0.6 µm de ancho por 1 a 10 µm 
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de largo aproximadamente [10]. La composición lipídica de la pared de las 

micobacterias les confiere su ácido alcohol resistencia. La pared micobacteriana consta 

de una capa externa y una interna alrededor de la membrana plasmática. La capa 

externa está conformada por lípidos y proteínas. Los lípidos constituyen el 60% de su peso 

seco, se encuentran asociados a la pared con algunos ácidos grasos de cadena larga y 

corta. Los lípidos unidos a polisacáridos son la lipoarabinomanana (LAM), lipomanana, 

ftiocerol dimicocerosato, dimicolato de trehalosa (factor cordón), sulfolípidos y manósidos 

de fosfatidilinositol. La LAM es una molécula que se halla anclada a la membrana 

plasmática, es considerada como el equivalente micobacteriano del lipopolisacárido 

(LPS) de las gram negativas. En las especies patógenas, la arabinosa terminal de LAM está 

recubierta con residuos de manosa (manLAM), a diferencia de las cepas no patógenas 

que carecen de ese residuo y en su lugar contienen una molécula de fosfoinositol y una 

arabinosa (PILAM o AraLAM). La capa interna presenta un complejo molecular de ácidos 

micólicos-arabinogalactano-peptidoglicano. Los ácidos micólicos son ácidos grasos de 60 

a 90 átomos de carbono. El arabinogalactano, un polímero de arabinosa y galactosa,  es 

el principal polisacárido de la pared micobacteriana eindispensable para preservar la 

estructura y para anclar a los ácidos micólicos al peptidoglicano. El peptidoglicano 

consiste en unidades repetidas de N-acetilglucosamina acopladas al ácido N-

acetilmurámico [11]. La composición de esta pared celular le confiere a la micobacteria 

una escasa permeabilidad celular a muchos compuestos químicos y fármacos. Las 

moléculas LAM y el factor cordón juegan un papel fundamental durante la vida 

intracelular y en la patogénesis, ya que interaccionan con algunos componentes del 

sistema inmune e inhiben sus funciones efectoras [12]. 

La clasificación de las micobacterias se basa en la velocidad de crecimiento, importancia 

médica y el riesgo de infección. Las micobacterias se dividen en especies de lento (más 

de 7 días) o de rápido crecimiento (menos de 7 días), dependiendo de su tiempo de 

generación que es de 13 hrs y de 2-5 hrs, respectivamente [6,8,13]. De acuerdo a su 

importancia médica, a las micobacterias se les ha subdividido en tres categorías: 1) Las 

micobacterias responsables de la tuberculosis en el hombre y en los animales, clasificadas 

en el complejo M. tuberculosis, constituido por M. tuberculosis, M. bovis, M. africanum, M. 

cannetii y M. microti; 2) Según el riesgo de infección: La sociedad europea de 

micobacteriología (European Society for Mycobacteriology, ESM) clasifica a las 

micobacterias en tres grupos de riesgo: Grupo I. El riesgo de infección para el individuo y 

la población es bajo, raramente son responsables de enfermedad (patógenos 

ocasionales); Grupo II. El riesgo es moderado para el individuo (patógenos oportunistas); 
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Grupo III. El riesgo de transmisión por vía aérea es alto. La enfermedad después de la 

infección puede ser grave para el individuo pero moderado para la población 

(patógenos estrictos); 3) Las MNT se clasifican de acuerdo al esquema propuesto por 

Runyon, basado en el tiempo de crecimiento y la cromogenicidad [6,8,14].  Inicialmente a 

este tercer grupo se le denominó micobacterias atípicas, ya que se pensaba que se 

trataba de cepas de M. tuberculosis inusuales. Desde su identificación se les ha conocido 

con diversos nombres: micobacterias anónimas, micobacterias ambientales, 

micobacterias oportunistas, bacilos MOTT (por sus siglas en inglés Mycobacteria Other 

Than Tuberculosis), Micobacterias No Tuberculosas. Actualmente no existe un término 

universal para referirlas, sin embargo el de MNT acuñado por la Sociedad de Tórax 

Americana es el más aceptado [6,8,15,16].  

Las MNT incluyen aquellas especies del género Mycobacterium que no pertenecen al 

complejo M. tuberculosis, de ahí el término. Las MNT se encuentran ampliamente 

distribuidas en la naturaleza y han sido aisladas de una amplia variedad de reservorios 

ambientales tales como el agua, suelo, plantas, animales y el hombre [6,16-19]. Son 

abundantes en los nichos ecológicos en donde las condiciones son las adecuadas para 

su crecimiento y sobrevivencia. Algunas especies establecen relaciones con amibas y 

protozoarios [17,20]. Las MNT también se han adaptado a los ambientes creados por el 

hombre como son los sistemas de distribución de agua urbanos, los canales de aguas 

negras, las albercas y los acuarios [21]. Las MNT sobreviven en los sistemas de distribución 

de agua para uso y consumo humano, debido a la resistencia que presentan al cloro, lo 

que explica porqué son recuperadas frecuentemente de estos sistemas [22-26]. 

La vacuna BCG 

Albert Calmette y Camile Guèrin entre 1908 y 1921 desarrollaron la vacuna BCG (Bacilo 

Calmette y Guèrin) mediante 230 cultivos sucesivos in vitro de una cepa de M. bovis 

aislada de un caso de mastitis bovina. Durante la primera mitad del siglo XX, la vacuna 

BCG se distribuyó a diferentes países para su uso y producción en los laboratorios locales. 

Durante este tiempo, cada laboratorio utilizó distintos métodos tanto de preparación 

como de conservación y debido a la carencia de métodos de preservación de 

microorganismos, estas cepas fueron conservadas por subcultivos; como consecuencia, la 

vacuna BCG presentó cambios fenotípicos y genotípicos que generaron variantes de la 

BCG original (que ya no existe), estas variantes son conocidas como subcepas de BCG 

[27,28].  
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La vacuna BCG es un liofilizado de bacterias vivas derivada de una cepa atenuada de M. 

bovis. La BCG es la única vacuna con la que cuenta el mundo para la prevención de la 

tuberculosis. Desde que fue desarrollada, se ha aplicado a más de mil millones de 

personas, es inocua y su administración evita las manifestaciones graves de tuberculosis 

como lo son la tuberculosis meníngea y la tuberculosis miliar [29]. En torno a su eficacia en 

la prevención de la tuberculosis pulmonar, han surgido controversias. Estudios realizados 

en diversas áreas geográficas y en distintas poblaciones mostraron que su eficacia es 

variable (0% - 80%) [30]. El meta-análisis de los estudios de protección concluyó que la 

vacuna BCG reduce en un promedio de 50% el riesgo de desarrollar tuberculosis [31]. 

Numerosas hipótesis han surgido para explicar dicha variación, entre las más aceptadas 

se encuentran: 1) La susceptibilidad genética del hospedero; 2) La pérdida progresiva de 

la inmunidad inducida por la vacuna; 3) La prevalencia de la infección por M. tuberculosis 

en la región estudiada; 4) El surgimiento de cepas de M. tuberculosis con mayor virulencia; 

5) La utilización de distintas vacunas BCG que inducen inmunidad protectora en grados 

diferentes; y 6) La exposición a MNT [32-35]. 

La vacuna BCG y las MNT 

La hipótesis más aceptada y que prevalece atribuye esa variación a la interacción entre 

la vacuna BCG y las MNT presentes en el ambiente [36]. Esta hipótesis plantea que las MNT 

interfieren con la vacunación. En las regiones tropicales en donde se encuentra la mayor 

diversidad y abundancia de MNT, y por lo tanto la exposición a éstas es común, la 

protección contra la tuberculosis es menor [37-39]. Algunos estudios basados en pruebas 

cutáneas (DTH –hipersensibilidad de tipo retardada-) contra antígenos de MNT, han 

evidenciado que los individuos que habitan estas regiones han sido expuestos a estas 

micobacterias, ya que muestran reactividad contra esos antígenos [40]. La manera en 

que se da esta exposición no se ha determinado y hasta el momento no se ha confirmado 

que la transmisión de MNT sea de persona a persona, por lo que se ha sugerido al agua 

como vehículo principal de transmisión, ya que se ha observado una mayor coincidencia 

de MNT con ésta, es decir los aislamientos más frecuentes de MNT han sido no sólo de 

fuentes de agua naturales, sino también de sistemas de distribución de agua que llega a 

los hogares [23-26].  

La inmunidad protectora contra la infección por M. tuberculosis tanto en el ratón como en 

el humano se ha asociado con la inducción de una respuesta de tipo celular, y en 

particular con la producción de interferon- (INF-) [41,42]. Los estudios de evaluación de 

la respuesta de INF- atribuible a una subsecuente vacunación con BCG en individuos 
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residentes de las regiones tropicales (con evidencia de exposición a MNT), han mostrado 

que la respuesta de INF- esta disminuida [34,43--44].  Este fenómeno no ha sido observado 

en individuos que residen regiones templadas (sin evidencia de exposición MNT) [45], 

soportando la hipótesis de que la exposición a MNT interfiere con la respuesta inmune 

inducida por BCG. 

Dada la importancia de las evidencias obtenidas en población humana sobre la 

interferencia de las MNT en vacunación, algunos modelos animales han sido utilizados 

para determinar cómo las MNT interfieren sobre la eficacia de BCG. Un estudio en 

cobayos demostró que la exposición con la MNT Mycobacterium avium previa a la 

vacunación con BCG, indujo un bajo nivel de protección (evaluado por la presencia de 

lesiones macroscópicas y cuentas bacterianas en bazo y pulmón) en contra del desafío 

con M. bovis. Es decir, la eficacia de BCG fue comprometida, contrario a la eficacia 

observada en ausencia de exposición [46]. En el modelo murino, en los ratones expuestos 

a las especies de MNT pertenecientes al complejo M. avium, BCG sólo es capaz inducir 

una respuesta inmune transitoria con baja frecuencia de células antígeno específicas, 

además de la carencia de inmunidad protectora contra M. tuberculosis. Estos resultados 

indicaron que el contacto con M. avium previo a la vacunación bloquea completamente 

la actividad de BCG [35]. Se ha determinado también que la respuesta de INF- específica 

a BCG disminuye notablemente cuando hay un contacto previo con M. avium y como 

consecuencia la protección contra una infección con M. tuberculosis es nula [47]. El 

efecto de interferencia de M. avium sobre la respuesta inducida por BCG también se ha 

observado cuando la exposición es posterior a la vacunación; los ratones vacunados con 

BCG y subsecuentemente expuestos con dosis repetidas de M. avium presentan una 

reducción en el número de células T productoras de INF- [48]. Experimentos en bovinos 

también han provisto un modelo para investigar el efecto de las MNT sobre la respuesta 

inducida por vacunación. En estos animales se ha evidenciado su exposición con 

micobacterias del complejo Mycobacterium avium-Mycobacterium intracellulare de 

manera natural, al igual que en población humana [40]. Los bovinos vacunados con BCG 

en los que se evidenció el contacto con M. avium presentaron protección mínima en 

contra de un desafío con M. bovis. La protección mínima fue acompañada por una 

reducción significativa de la producción de INF- en respuesta a antígenos de BCG [49]. 

Todos estos estudios en modelos animales han demostrado el impacto negativo como 

consecuencia de la exposición a M. avium sobre la eficacia protectora promovida por 

BCG.  
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Las evidencias indirectas observadas en población humana soportan la hipótesis de que, 

la exposición previa a M. avium interfiere con la respuesta inmune inducida por 

vacunación, aunadamente, las evidencias experimentales proporcionadas por los 

modelos animales han generado un peso significativo a favor de dicha hipótesis. El 

impacto negativo observado sobre la respuesta inmune normalmente inducida por 

vacunación, principalmente en la disminución de la respuesta de células T antígeno 

específica a micobacterias, nos lleva a sugerir la posible inducción de algún mecanismo 

modulador hacia antígenos que están presentes también en BCG [50]. Es decir, que las 

MNT induzcan una respuesta inmune “inadecuada” que incrementa la susceptibilidad a 

M. tuberculosis [51]. 

Células dendríticas 

Las células dendríticas (CD) son células presentadoras de antígeno (CPA) de origen 

hematopoyético (HPC), ampliamente distribuidas en el organismo, representan un 

pequeño porcentaje (0.1-1%) de las células en los tejidos linfoides y no linfoides. Las CD se 

originan en la médula ósea [52], a partir de un progenitor HPC, bajo el control de factores 

de crecimiento y el contacto con las células estromales de la médula ósea. De este 

progenitor pluripotente se derivan dos linajes: el progenitor común linfoide (da origen a 

células B, T y natural killer [NK]) y el progenitor común mieloide (da origen a granulocitos, 

monocitos, macrófagos, eritrocitos y megacariocitos) [53,54]. Las CD pueden generarse a 

partir de ambos progenitores [55]. Las CD, granulocitos y macrófagos pueden obtenerse 

de precursores de médula ósea en presencia del factor estimulador de colonias de 

granulocitos y macrófagos (GM-CSF), lo que confirma que estás células tienen un 

precursor en común [56]. 

Las CD exhiben una gran heterogeneidad, se han descrito varios subtipos. Éstos están 

definidos por su fenotipo, funcionalidad y presencia en los tejidos linfoides [57]. Las CD en 

el ratón expresan la integrina CD11c y niveles altos de la molécula del complejo principal 

de histocompatibilidad II (MHC II) [58]. Los marcadores CD4, DEC205, 33DI, Langerina 

(CD207) y el homodímero CD8α, han sido utilizados para definir los subtipos de CD [59-61]. 

Las CD del bazo y de los ganglios linfáticos (GL), tienen un fenotipo predominantemente 

CD4-CD8α+DEC205+. En los GL que drenan la piel (periféricos), las CD son CD8- pero 

expresan CD4+33DI o CD11b+33DI [61,62]. En GL periféricos también se pueden encontrar 

2 subtipos de CD que derivan de células de Langerhans (LC) y CD dermales de la piel. Las 

LC se localizan en la epidermis, mientras que las dermales en la dermis, ambas en un 

estado no activado. Estas células pueden expresar bajos de niveles de DEC205 y CD8α 
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[63]. El marcador Langerina puede distinguir estas dos poblaciones, las LC la expresan 

mientras que las dermales no lo hacen [60].  

Las CD son reconocidas por su capacidad de iniciar una respuesta inmune y estimular 

respuestas de memoria al activar células T vírgenes y células T activadas y/o efectoras, 

respectivamente. Las CD poseen ciertas características que les proporcionan la facultad 

para desempeñarse como células presentadoras de antígeno especializadas e inductoras 

de la respuesta inmune: 1) las CD se localizan en las mucosas y en los tejidos linfoides, esto 

les permite capturar los antígenos; 2) las CD poseen un sistema endocítico y de 

procesamiento especializados indispensables para la presentación de los antígenos; 3) las 

CD se activan en respuesta a un gran espectro de microorganismos y estímulos 

ambientales. La activación de las CD puede determinar la especialización funcional de 

las células T; 4) las CD se dividen en subpoblaciones, cada una con propiedades distintas 

que pueden inducir también respuestas inmunes distintas [64].  

Las CD se dividen en dos: células inmaduras y células maduras. Las CD inmaduras se 

encuentran distribuidas ampliamente en tejidos linfoides y no linfoides, con una tasa de 

recambio relativamente rápida. Esta alta tasa de recambio está asociada a una de las 

características particulares de esta población celular, que es su capacidad de “transitar” 

y “migrar” de un tejido a otro. La migración está asociada a cambios fenotípicos y 

funcionales, lo que las hace instrumento fundamental para ejercer su función como 

células centinelas del sistema inmune [65-67]. 

En la periferia, las CD funcionan como “centinelas” monitoreando la exposición en las 

superficies del cuerpo a los antígenos. En esos sitios, las CD se consideran inmaduras, 

poseen altos niveles de ARN mensajero que codifica para el MHC II en el citoplasma, pero 

baja expresión en la membrana. Además, las CD inmaduras se caracterizan por la baja 

expresión en la superficie de moléculas coestimuladoras y no son capaces de producir la 

interleucina 12 (IL-12), citocina necesaria para la proliferación de células T. Las CD 

inmaduras presentan una gran capacidad para fagocitar microorganismos y antígenos 

[68, 69], pero son pobres estimuladoras de la respuesta por células T [70]. 

Las CD son estimuladas a migrar por daño al tejido, inflamación o infección. El proceso de 

migración de la periferia, vía vasos linfáticos aferentes a los ganglios linfáticos está 

asociado con su maduración fenotípica y funcional. Bajo el arribo al ganglio linfático, la 

CD adquiere la capacidad para estimular eficientemente a células T “naïve” o vírgenes. 

Esta activación está relacionada con la regulación positiva de la expresión de moléculas 

de superficie en la CD, involucradas en la interacción y estimulación de células T [70]. Los 

altos niveles de expresión de moléculas MHC II, así como de moléculas coestimuladoras 
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que incluyen CD80, CD86 y CD40, han sido considerados como las moléculas que 

contribuyen a la eficiencia de las CD como células presentadoras de antígeno [70]. 

 

Adicional a su capacidad como células inmunogénicas, las CD también pueden actuar 

como moduladores de la respuesta inmune por ser la conexión entre la respuesta inmune 

innata y adaptativa. La respuesta inmune innata de las CD a los antígenos microbianos 

puede polarizar la respuesta de células T vírgenes hacia un fenotipo T “helper” o 

cooperadoras 1 (Th1) o Th2. Esta polarización está ligada a la capacidad de la CD a 

producir citocinas como la IL-12 e INF, que pueden regular de manera positiva la 

producción de INF por células T y células NK, la cual está implicada en dirigir la respuesta 

hacia una del tipo Th1 [71,72]. En los últimos años se ha estudiado el papel de las CD en el 

control de autoinmunidad y tolerancia inmunológica. La inducción de tolerancia de 

células T antígeno-específico y su mantenimiento en la periferia es un hecho crítico para la 

prevención de fenómenos y patologías autoinmunes.  

Las CD no sólo inician la respuesta inmune al presentar el antígeno, sino que también son 

las responsables de “silenciar” la respuesta de células T [73,74], enfatizando su importancia 

en la prevención de autoinmunidad.  

Las características precisas presentes en las CD que conlleven a la inducción o no de una 

respuesta, no son del todo claras. La búsqueda de evidencia experimental que responda 

a esta interrogante ha sido enfocada en los diferentes estados de maduración de las CD. 

No obstante, la  presencia de CD “especiales” ó “específicas” que induzcan un estado de 

no respuesta se ha convertido también en una idea de búsqueda. Aunado a esto, las CD 

fenotípicamente activadas y su asociación con la tolerancia han generado confusión, 

dado que las CD activadas usualmente se han asociado a inmunidad. Ha sido propuesto 

que, la inducción de tolerancia puede estar definida por el balance de señales negativas 

contra positivas en el momento de la interacción de la CD y la célula T. Conjuntamente, la 

influencia del microambiente con el cual las CD interaccionan de manera constante ha 

despertado el interés de definir si dicho entorno es determinante en la generación de una 

respuesta inmune protectora o la inducción de tolerancia. Debido a todas estas 

observaciones es crucial tomar en cuenta que la descripción fenotípica no 

necesariamente se traduce en la funcionalidad de la CD (inmunidad/tolerancia). 

 

Los diferentes estados de maduración de las CD (inmaduro vs maduro) y su asociación 

con tolerancia inmunológica.  
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Participación de CD inmaduras en tolerancia. 

La tolerancia inmunológica se ha definido como un estado fisiológico de no respuesta. Los 

tres mecanismos descritos hasta el momento involucrados en la generación de tolerancia 

son: la eliminación clonal,  la anergia clonal y la inducción de un tipo de células T referidas 

como reguladoras. En concordancia al concepto de que, el estado de maduración de 

las CD es el punto de control en la bifurcación entre inmunidad y tolerancia, las CD 

inmaduras invariablemente desempeñan un papel importante en tolerancia central.  

La eliminación clonal ha sido descrita como el principal mecanismo de tolerancia central 

en el timo, sin embargo, también opera en la periferia. Además de las CD derivadas de 

médula ósea, las células epiteliales medulares también participan en su inducción. Por 

este mecanismo se elimina a aquellas células T que reconocen antígenos propios unidos a 

moléculas de MHC clase I y II presentes en la superficie de la CPA. Algunos experimentos 

sugieren que, las CD junto con las células epiteliales medulares son pivotes en la inducción 

de tolerancia central [75-77]. La actividad funcional de la CD en dependencia de su 

estado de activación y/o maduración es crucial para identificar las características que 

conllevan a su participación en tolerancia. Inicialmente se definieron a las CD inmaduras 

como las encargadas de mantener la tolerancia inmunológica no sólo central sino a nivel 

periférico, reconociendo que las CD juegan un papel central en el sistema inmune en el 

mantenimiento de la autotolerancia en la periferia [78]. 

 

Las células T con un fenotipo CD4+CD25+ son generadas durante el desarrollo en el timo, 

pero también pueden ser expandidas o inducidas de novo de células T CD4+CD25- en la 

periferia [79-81]. La anergia ha sido descrita principalmente en la periferia. Un proceso 

importante durante el desarrollo de las células T, es la generación de células T 

reguladoras. Hasta el momento dos poblaciones de células T con funciones reguladoras 

han sido descritas, una de ellas generada en el timo durante el desarrollo de células T con 

el fenotipo CD4+CD25+; la segunda población de células reguladoras llamadas Tr1 

pueden ser generadas de precursores CD25-. La función de esas células es bloquear la 

función de otras células T con características efectoras. Ambas poblaciones han sido 

implicadas en la supresión de la respuesta inmune [82,83], sin embargo, el mecanismo de 

acción de ambas poblaciones parece ser distinto; después de la señalización disparada 

por el TCR las células CD4+CD25+ inhiben la respuesta inmune a través de un mecanismo 

antígeno-MHC no específico, a diferencia de las células Tr1 que suprimen la respuesta 

antígeno-específica por un mecanismo dependiente de citocinas como IL-10 y el factor 

de crecimiento tumoral (TGF-β) [84,85]. Las CD del timo son las responsables directas en la 
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generación de células T reguladoras CD4+CD25+ [86], así como también las CD con un 

fenotipo inmaduro han sido implicadas en la generación y expansión de Tr1 [87-89]. Estos 

hallazgos enfatizan la participación de CD inmaduras en el mantenimiento de tolerancia 

por inducción de células T reguladoras.  

La primera etapa que hay que considerar en la inducción de tolerancia al antígeno, es su 

incorporación por receptores endocíticos, la cual es seguida por el procesamiento y 

presentación del antígeno a linfocitos T antígeno-específicas de péptidos unidos a las 

moléculas MHC. Las CD son eficientes para capturar antígenos y procesarlos. Al igual que 

la inducción de tolerancia en el timo, la presentación de antígenos exógena por CPA en 

la periferia es un punto crucial en la inducción de tolerancia inmune específica; la 

captura de antígenos por receptores endocíticos en CD y su posterior presentación por 

moléculas MHC clase I y II es esencial.  

La CD expresa diferentes grupos de receptores, algunos de los cuales capturan antígenos, 

otros están involucrados en el incremento de la eficiencia de la presentación por clase I y 

II. La presentación de antígenos por ambas vías es crucial para la inducción de tolerancia 

de células T CD4+ y CD8+. Los grupos principales de receptores involucrados en la 

inducción de tolerancia son: lectinas tipo-C; integrinas, las cuales contribuyen a la 

incorporación de células apoptóticas in vitro y los receptores Fc, que unen complejos de 

antígeno con anticuerpos. Con respecto al primer grupo, la CD expresa receptores lectina 

tipo-C (CLR) que contienen dominios de reconocimiento a carbohidratos [90]. Los CLR 

unen estructuras de los patógenos, así como también glicoproteínas propias [91] y han 

sido involucrados en la endocitosis para la presentación de antígenos por moléculas clase 

II, entre ellos el receptor de manosa (MR), DEC-205, DC-SIGN (Dendritic Cell-Specific 

Intercellular adhesion molecule-3-Grabbing Non-integrin) y BDCA-2 [92-96]. Una 

característica importante de algunos CLR es, su habilidad de enviar señales al tiempo de 

la captura. Los motivos citoplasmáticos con capacidades de señalización han sido 

descritos en algunos de estos receptores (DC-SIGN y MR), presentan residuos de tirosina 

que forman parte de los motivos de activación basados en tirosina (ITAM) conocidos 

como inmuno-receptores, así como también motivos inhibidores (ITIM) [97,98]. La expresión 

de estos receptores es alta en CD inmaduras y decrece con la maduración, y de manera 

importante presentan la característica de no inducir una respuesta inflamatoria. En un 

estado de reposo, la CD reconoce e incorpora los antígenos a través de los CLRs 

manteniendo de esta forma la tolerancia.  

Las CD en un estado de reposo (inmaduro) son capaces de inducir tolerancia periférica, 

sin embargo, no se han definido completamente las moléculas de superficie en CD y 
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células T importantes para esta inactivación. Una de las explicaciones más simples que 

surgieron, es la que atribuye a la diferencia en cuanto al nivel de moléculas 

coestimuladoras expresadas por CD en reposo y activadas. Considerando a la CD en 

reposo como inmadura o semi-inmadura con baja expresión de moléculas 

coestimuladoras, comparada con la CD madura o activada, es posible explicar esa 

diferencia (inmunidad vs tolerancia) en el resultado de la interacción con la célula T 

(segunda señal). Para explicar la tolerancia a lo propio (discriminación de lo propio y lo no 

propio) se propuso inicialmente el concepto de “segunda señal” [99], el cual provee un 

modelo para determinar la activación de células o la inducción de tolerancia 

inmunológica [100]. La activación óptima de células T antígeno-específico requiere 

inicialmente del reconocimiento del antígeno (señal 1), provista por la interacción del 

MHC unido al antígeno peptídicocon el receptor de células T (TCR), y las señales 

adicionales (señal 2), comúnmente conocida como coestimulación; dichas señales son 

liberadas a las células T a través de las  moléculas de la superficie celular expresadas en la 

CD. Las CD inmaduras que no expresan esas moléculas coestimuladoras carecen por 

tanto de la capacidad para liberar de manera positiva la segunda señal a la célula T 

durante su interacción. La evidencia experimental fuertemente sugiere la participación de 

CD inmaduras en la inducción de tolerancia periférica [101-105]. Los experimentos iniciales 

en los cuales se evaluó la consecuencia de la liberación del antígeno específico a CD en 

reposo in situ fueron Hawiger y colaboradores. La transferencia adoptiva de células T 

CD45.1+ CD4+ transgénicas específicas a HEL (lisozima) en un ratón inyectado con el 

péptido HEL anti-DEC-205, fue posible determinar proliferación vigorosa de células T 

antígeno-específica. Las células T específicas a HEL no se detectaron a los 7-14 días 

después de la inyección inicial con anti-DEC-HEL. Esas células fueron incapaces de 

responder a un desafío posterior con el péptido HEL [106]. Esos estudios fueron 

confirmados utilizando la proteína OVA (ovoalbúmina) conjugada con anti-DEC205. En 

este caso, las células inducidas fueron células T CD8+ específicas a OVA, demostrándose 

que la incorporación de antígenos por DEC-205 puede inducir tolerancia también en 

compartimentos CD8+ [107]. A pesar de que esos resultados mostraron que CD en reposo 

son eficientes presentadoras de antígenocapaces de inducir proliferación de células T, la 

consecuencia final de la presentación de antígeno fue una ausencia de respuesta 

antígeno-específica, lo que enfatizó la importancia de las segundas señales en la 

activación completa de los linfocitos T que permitieran no sólo su sobrevivencia, sino 

también la generación de una respuesta inmune efectora. 
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Las CD maduras también exhiben capacidad tolerogénica.  

Recientemente se ha determinado que la ausencia de una segunda señal provista por las 

moléculas coestimuladoras tradicionales no necesariamente conlleva a la inducción de 

tolerancia periférica (como lo es la ausencia de la vía B7-CD28). Cuando se estimula 

solamente a través del TCR, las células T CD4+ responden pobremente pero no son 

tolerantes, respondiendo de manera similar a las células T vírgenes, lo cual apoya la 

noción de que no es necesariamente la carencia de moléculas coestimuladoras lo que 

conlleva a un estado de no respuesta, sino la presencia de otro disparador capaz de 

interaccionar con la célula T, el cual envía señales negativas induciendo tolerancia más 

que inmunidad [108]. Las segundas señales positivas promueven la activación de la célula 

T, sin embargo, las segundas señales negativas promueven la tolerancia. La vía B7-CD28-

CTLA-4 es la vía mejor caracterizada de coestimulación y es crucial tanto en la activación 

como en la inducción de tolerancia [109-111]. Esta vía de activación incluye 2 miembros 

de la familia B7: B7-1(CD80) y B7-2 (CD86) [112], que tienen especificidad a 2 miembros de 

la familia CD28 [113] y el receptor inhibidor CTLA-4 [114]. B7-1 y B7-2 presentes en la CD 

activada proveen señales coestimuladoras que aumentan y sostienen la respuesta de la 

célula T vía interacción con CD28 [115]. La molécula CD28 transmite una señal que 

sinergiza con la señal del TCR promoviendo la activación de la célula T, optimiza la 

respuesta por la inducción de IL-2 y de manera importante su sobrevivencia [116]. CTLA-4 

por el contrario transmite señales negativas inhibiendo la transducción de señales 

mediadas por CD28 y el TCR, inhibe la síntesis de IL-2, así como la progresión del ciclo 

celular y por ende la respuesta de la célula T [117-119]. De esta manera, la presencia de 

CTLA-4 representa un papel crucial en la inducción de la tolerancia periférica de células T 

[120]. De manera aún más interesante, la tolerancia inducida a través de la señalización 

disparada por CTLA-4, puede presentarse aún en presencia de las moléculas 

coestimuladoras B7-1 y B7-2 [121], es decir, la inhibición de la activación se presenta aún 

en un contexto de maduración de la CD, debido a que B7-2 es el ligando de CTLA-4. Se 

ha demostrado que el bloqueo de CTLA-4 in vivo aumenta la inmunidad antitumoral y 

exacerba la respuesta autoinmune [122,123].  

En células T, la asociación de las células T citotóxicas con CTLA-4 (CD152) ha mostrado 

participar en la tolerancia a lo propio, ya que ratones deficientes en esta molécula 

desarrollan autoinmunidad [124,125]. Otra molécula involucrada en el control negativo de 

la respuesta de la célula T es la proteína PD-1 (programmed cell death). Los ligandos de 

PD-1 son PD-L1 (B7-H1) y PD-L2 (B7-DC) expresadas también por la CD. Ambas moléculas 

CTLA-4 y PD-1 son los candidatos más apropiados que se sugieren participan en la 
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inducción de tolerancia. La interacción de PD1 con PD-L1 y/o PD-L2 inhibe la proliferación 

y producción de citocinas en células T activadas previamente, así como también dirigen 

el arresto del ciclo celular [126-128]. Estas evidencias muestran la capacidad de la vía PD-

L : PD-1 (CD:Célula T) para antagonizar la señal activadora a través de B7-CD28, 

indicando su papel clave en regulación de la respuesta de células T. La participación de 

estas moléculas en la función de las células T reguladoras CD4+CD25+ ha sido sugerida, 

ya que el bloqueo de PD-L revierte el efecto inhibidor [129]. 

El papel inhibidor de esos receptores soporta la idea de que un balance entre las señales 

negativas y positivas contemporáneas durante la interacción CD-célula T es sumamente 

importante para la “decisión” de inducción de tolerancia o inmunidad [130]. El resultado 

de una respuesta inmune parece involucrar un balance entre la activación de la célula T 

mediada por CD28 y la inhibición mediada por CTLA-4, es decir, el balance entre las 

señales positivas y negativas es crucial para maximizar la respuesta inmune protectora, si 

se inclina hacia lo positivo, pero al mismo tiempo mantener tolerancia inmunológica y 

prevención de inmunidad si la inclinación se da hacia lo negativo. Es así que las CD y su 

estado de activación, así como la liberación de segundas señales son eventos 

indispensables que directamente conllevan a la inducción de respuesta inmune efectora 

o tolerancia inmunológica.   

 

Especificidad de función en relación a la subpoblación de CD. 

El sistema de CD consiste en distintas subpoblaciones celulares, las cuales pueden derivar 

tanto de precursores mieloides como linfoides [131]. En el ratón, esos dos tipos de CD han 

mostrado expresar niveles altos de las moléculas CD11b+ (mieloides) o bien CD8α+ 

(linfoides), respectivamente. Se ha descrito una tercera población de CD que no expresan 

ninguno de esos dos marcadores, denominadas doble negativas (CD11b-/CD8α-, DN) 

[132]. Experimentos con tinción por inmunoflorescencia de algunas secciones del tejido de 

las placas de Peyer (PP) han encontrado que las subpoblaciones de CD mieloides están 

localizadas en el domo subepitelial (DSE), a diferencia de las CD linfoides las cuales se 

localizan en regiones interfoliculares y las CD DN, en ambos sitios. La subpoblación 

definida como CD11c+/MHC II+ aislada de las PP in vitro son capaces de diferenciar 

células T vírgenes a células T colaboradoras productoras de INF-, IL-4 y niveles altos de IL-

10, mientras que las CD con el mismo fenotipo de bazo activan a las células T para 

secretar predominantemente INF- [133]. Estos resultados han sugerido que, las CD de las 

PP presentan una capacidad intrínseca única para inducir respuesta en células T que 
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proveen la diferenciación de células B secretoras de IgA y lo más importante de regular la 

respuesta inmune sistémica vía la producción de IL-4 e IL-10.  

Las características del fenotipo y función de las distintas subpoblaciones de las CD 

mieloides, linfoides y DN de las PP han descrito que todas las subpoblaciones mantienen 

un fenotipo de superficie maduro bajo estimulación in vitro con la expresión de moléculas 

como MHCII+, CD86, CD80, CD40, PD-L1 y PD-L2, sin embargo secretan un patrón distinto 

de citocinas bajo exposición a células T y estímulos microbianos. Sólo las CD mieloides 

producen IL-10 bajo estimulación con CD40L y/o productos microbianos. En contraste, las 

CD linfoides y DN producen IL-12p70 seguido de la estimulación [134]. Las CD mieloides de 

PP son particularmente capaces de activar a células T vírgenes para que secreten niveles 

significativos de IL-10 e IL-4, comparado con sitios no mucosales, mientras que las CD 

linfoides y DN de todos los tejidos activan la producción de INF- por células T vírgenes 

[135]. Estás evidencias han sugerido que las distintas subpoblaciones de CD dentro de los 

sitios de mucosas tienen capacidades inductoras únicas. 

El mecanismo específico por el cual la tolerancia inmunológica es inducida por alérgenos 

incorporados por vía aérea no es claro [136], sin embargo, CD de pulmón de ratones 

expuestos a los antígenos por esta vía son productoras de IL-10 y al igual que las CD en PP, 

mantienen un fenotipo maduro. La transferencia de CD de pulmón productoras de IL-10 

en ratones expuestos a los antígenos vía aérea induce una respuesta tolerogénica, por lo 

que la producción de IL-10 por CD es crítica para su inducción [137].  

Ha sido identificada una subpoblación de CD murinas que se asemejan a las células 

plasmacitoides humanas (pCD), las principales células productoras de INF-α en sangre. 

Estás células (CD11c+/B220+) fueron identificadas en el DSE y en las regiones 

interfoliculares de las PP. Análisis por citometría de flujo revelaron que esas CD carecen de 

la expresión de marcadores asociados con CD mieloides (CD11b+) y además expresan 

bajos niveles de los marcadores de CD linfoides (CD8α+). Presentan la peculiar 

característica de expresar bajos niveles de moléculas coestimuladoras, por lo que 

proveen una deficiente coestimulación a las células T. Bajo la estimulación con el virus 

simple del Herpes esta subpoblación produce y secreta INF-α [138], sin embargo, son 

incapaces de responder a una re-estimulación. Se ha observado que cuando son co-

cultivadas con células T alogénicas no inducen su proliferación, ni su polarización hacia 

una respuesta Th1 [139]. Esta novedosa subpoblación de CD puede jugar un papel 
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importante en respuesta inmune innata y adaptativa del sistema inmune intestinal y en la 

regulación de las reacciones inmunes en mucosas.  

Algunos estudios han mostrado la existencia de CD con fenotipo tolerogénico, las cuales 

han sido nombradas CD tolerogénicas por su habilidad a diferenciar a las células T 

vírgenes en células T reguladoras. La evidencia inicial de la generación de CD con 

funciones tolerogénicas surgió de cultivos in vitro de CD derivadas de médula ósea, la 

presencia de CD con funciones tolerogénicas también ha sido determinada in vivo. Se ha 

encontrado la presencia de CD con un fenotipo inmaduro con baja expresión de CD11c y 

expresión alta de CD45RB, esas células inducen tolerancia a través de la diferenciación 

de células Tr1 [140]. Poblaciones de CD reguladoras con la habilidad de secretar IL-10 

pero no IL-12 han sido identificadas en vías aéreas y en el tracto intestinal [137,141], en 

donde el balance entre la respuesta inmune y la tolerancia ha sido inclinado hacia la 

tolerancia para prevenir una extensa y permanente inflamación. Estás observaciones 

iniciales sugieren que, ambos fenotipos de CD, las de un estado en reposo y aquellas con 

potencial tolerogénico son sumamente importantes e indispensables en la inducción y 

mantenimiento de la tolerancia, modulando la respuesta inmunológica contra antígenos 

propios y extraños [142,143], que en el caso de los antígenos extraños puede favorecer la 

persistencia del patógeno [144]. 

El microambiente como un inductor clave de tolerancia inmunológica.  

 

Los tejidos linfoides asociados con el intestino están expuestos continuamente a los 

antígenos. Linfocitos han sido encontrados en tejidos organizados como las PP y los 

nódulos linfoides mesentéricos (NLM), así como también en la lámina propia (LP) y en el 

epitelio de la mucosa. Estas poblaciones de linfocitos presentan características inusuales 

ya que el sistema inmune intestinal es funcional y anatómicamente distinto de otros 

compartimentos del sistema inmune periférico. La base anatómica y funcional de esas 

diferencias, con un énfasis particular en los factores microambientales, parecen 

determinar el cómo los tejidos linfoides intestinales discriminan entre microorganismos 

patógenos y no patógenos. Los antígenos que son incorporados por esta vía 

“normalmente” inducen tolerancia inmunológica, ya que una respuesta inmune 

inapropiada puede ser la responsable de patologías. Las interacciones entre células 

inmunes locales, el tejido epitelial y las CPA es crítico durante la inducción de tolerancia 

y/o de inmunidad de mucosas. Se ha determinado que bajo condiciones fisiológicas, la 

respuesta inmune a los antígenos provenientes de la ingestión de comida así como de 



Dendríticas, MNT y BCG. Doctorado en Ciencias Biomédicas. 

 

28 

bacterias comensales, es prevenida por mecanismos reguladores comunes en los cuales 

el TGF- juega un papel crítico [145]. La habilidad de la tolerancia oral a modular 

enfermedades inflamatorias y autoinmunes en modelos experimentales ha enfocado la 

investigación a conocer el mecanismo responsable de la inducción de tolerancia 

sistémica y la razón por la cual es el mecanismo clásico de la mayoría de los antígenos 

incorporados por esta vía. Los primeros estudios sugieren que las células T CD8+ 

“supresoras” son importantes; sin embargo, posteriormente se aceptó que otras 

poblaciones de células T estaban involucradas (células T CD4+ anérgicas y reguladoras) 

que se caracterizan por la producción de IL-10 y TGF-. La habilidad de inducir tolerancia 

se ha mostrado reflejada por la incorporación de antígenos por CPA en reposo en el 

intestino, y cuya presentación a células T en ausencia de coestimulación y/o la presencia 

de moléculas coinhibidoras conlleva a este estado. Las CD de PP y LP continuamente 

están expuestas a inmunomoduladores como lo son la prostaglandina E2 (PGE2) y el TGF-, 

producidas tanto por células epiteliales como por células mesenquimales intestinales. La 

exposición de las CD a estos factores induce un fenotipo tolerogénico incapaz de activar 

a las células T [146]. Las citocinas son importantes mediadores de la regulación intestinal, 

siendo el TGF- la citocina reguladora central inmune en el sistema intestinal. La tolerancia 

oral y las respuestas inflamatorias en el intestino están reguladas a través del balance de 

la respuesta de linfocitos Th1, Th2 y Th3, balance que es influenciado fuertemente por este 

factor, ya que activa vías de transducción de señales que resultan en la inhibición de la 

proliferación [147-148]. Actualmente, se ha acumulado evidencia indicando que las CD 

tanto inmaduras como maduras pueden inducir un incremento significativo en el número 

de células T productoras de IL-10 y TGF-. Se ha observado que este fenómeno está 

mediado por una exposición constante de las CD a moduladores de la respuesta como 

PGE2 y el mismo TGF-. Estos factores y otros como el factor estimulador de colonias de 

granulocitos (G-CSF), el factor de crecimiento de hepatocitos (HGF), el péptido intestinal 

vasoactivo (VIP), modulan la maduración de las CD y favorecen la diferenciación de CD 

tolerogénicas [149-151].   

CD parcialmente maduras. 

Las CD parcialmente maduras expresan niveles bajos a intermedios de moléculas 

coestimuladoras y citocinas proinflamatorias, no obstante, niveles altos de la citocina 

antiinflamatoria IL-10 [152]. Anunado a las moléculas coestimuladoras, las CD activadas 

pueden también expresar PD-L1 y PD-L2, las cuales son consideradas moléculas 

coinhibidoras debido a su capacidad de unión a PD-1 en células T. PD-L2 posee 
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propiedades coinhibidoras sobre la respuesta de células T [153]. La hipo-respuesta o no 

respuesta de células T efectoras se ha observado seguido de la estimulación con CD 

parcialmente maduras [154-155]. CD con fenotipo parcialmente maduro pueden ser 

generadas in vitro por el tratamiento con IL-10, TGF-β, vitamina D3 y glucocorticoides. 

Microambientes tumorales también pueden generar este fenotipo parcialmente maduro 

[156-158]. Como una estrategia de sobrevivencia, algunos parásitos protozoarios y 

helmintos pueden inducir maduración parcial de CD [159].  

Las CD y las Micobacterias. 

Estudios previos han demostrado que la interacción de CD con M. tuberculosis o BCG 

resulta en su activación y maduración [160,161]; además, CD infectadas con BCG son 

inductores potentes de una respuesta inmune celular en contra de la infección in vivo por 

M. tuberculosis [162]. En contraste, aunque la infección con M. avium subespecie 

paratuberculosis induce maduración de CD bovinas, el fenotipo resultante en las CD es 

similar a de las CD parcialmente maduras, con la inducción de IL-10, pero inhibición de la 

producción de IL-12 [163]. La cepa WAg206 de M. avium es incapaz de inducir in vitro la 

expresión de marcadores de superficie en CD, así como la producción de citocinas 

proinflamatorias en co-cultivos de CD-macrófagos murinos; aunado a ésto, los ratones 

pre-inmunizados con esta cepa no responden eficientemente a BCG [164]. CD derivadas 

de monocitos humanos infectadas con M. smegmatis producen IL-10, pero retienen la 

capacidad para producir IL-12. Consecuentemente, estas células polarizan a los linfocitos 

T vírgenes hacia una mezcla de respuesta inmune Th1/Th2, induciendo tanto la 

producción de INF- como de IL-4 [165]. Estos hallazgos sugieren que, la exposición a MNT 

puede modular la activación de las CD, y subsecuentementela respuesta inmune 

adaptativa. No obstante, no se ha determinado la relación entre el fenotipo de CD 

inducido por MNT y la modulación negativa de la respuesta Th1 a BCG, así como 

tampoco el mecanismo involucrado en dicha modulación. .  

Aunado, la maduración y función de las CD puede ser modulada negativamente por la 

exposición continua al antígeno, por ejemplo al LPS, esta exposición puede inducir un 

estado de hipo-respuesta en CD modificando su capacidad para dirigir la respuesta Th1 

[166]. La carencia de respuesta por CD a un estímulo subsecuente, también ha sido 

observada después de la exposición a células tumorales [167]. Es posible que, la 

exposición continua a MNT pudiera inducir un estado de hipo-respuesta en CD, que 

afecte su capacidad para inducir una respuesta de células T apropiada.  



Dendríticas, MNT y BCG. Doctorado en Ciencias Biomédicas. 

 

30 

 

 

 

 

Planteamiento del problema 

La exposición a algunas especies de MNT presentes en el ambiente como las del 

complejo M. avium y M. fortuitum influyen en la respuesta generada contra la vacuna 

BCG y en la especificidad de la respuesta contra M. tuberculosis. La exposición de estas 

MNT induce un mecanismo modulador, evitando que la respuesta inmune Th1 inducida 

por vacunación permanezca. Las CD inmaduras han sido implicadas en la modulación de 

la respuesta inmune contra antígenos propios y extraños. Existen evidencias de CD 

maduras que modulan la respuesta inmune, indicando la presencia de un “disparador” 

que puede enviar señales negativas al linfocito T, lo que conlleva a la modulación de la 

respuesta inmune más que a la inmunidad [108, 168]. Es así que, las CD dependiendo de 

su estado de activación y liberación de segundas señales guían al sistema inmunológico. 

Las CD representan un sistema vital que dirige el resultado inmunológico final (inmunidad 

vs tolerancia). La consecuencia inmunológica gobernada por las CD, puede a su vez, ser 

consecuencia de una instrucción previa proporcionada a la CD por diversos factores 

presentes en su microambiente, siendo susceptibles a cualquier cambio generado en su 

entorno y determinante para inducir los mecanismos reguladores de la respuesta inmune. 

La alta incidencia de tuberculosis en países tropicales podría estar asociada a la 

inducción de mecanismos moduladores como resultado de la exposición a MNT, que 

interfieren con la respuesta generada por BCG. Para determinar de qué forma están 

interactuando las MNT con la respuesta inmune inducida por vacunación, se definirá si la 

exposición a MNT induce la modulación inmunológica y si las CD juegan el papel central 

en este proceso.  
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Hipótesis 

El fenotipo inducido en las células dendríticas por exposición a 

Mycobacterium avium modulará la respuesta Th1 inducida por BCG. 

Objetivo General 

Determinar el fenotipo y la función de las células dendríticas expuestas a 

Mycobacterium avium en la modulación de la respuesta Th1 inducida por 

BCG. 

Objetivos específicos 

 Determinar el fenotipo de las células dendríticas inducido in vitro por 

exposición al aislado ambiental de Mycobacterium avium y otras 

MNT (Mycobacterium smegmatis y M. nonchromogenicum).  

 Determinar el fenotipo de las células dendríticas inducido in vitro por 

exposición a BCG Phipps.  

 Determinar el fenotipo de las células dendríticas inducido in vitro por 

exposición a M. avium previa y posterior a la exposición con BCG 

Phipps. 

 Determinar in vitro si las células dendríticas expuestas a M. avium 

modulan la respuesta Th1 inducida por BCG Phipps.  

 Determinar ex vivo la modulación de la respuesta Th1 inducida por 

BCG Phipps como consecuencia de la pre-inmunización con M. 

avium.  
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Material y Métodos 

Micobacterias  

Mycobacterium bovis BCG (subcepa Phipps) fue seleccionada de acuerdo a un estudio 

previo en el que se comparó la eficacia protectora de diez subcepas BCG en un modelo 

murino de tuberculosis pulmonar progresiva; la subcepa Phipps indujo la mayor protección 

contra la infección con M. tuberculosis [169]. Análisis proteómicos de esta subcepa han 

evidenciado que expresa más proteínas relacionadas con sobrevivencia bajo estrés 

oxidativo en comparación con la subcepa BCG Dinamarca [170]. De acuerdo con la 

genealogía refinada de las subcepas BCG basada en regiones de diferencia (RD), BCG 

Phipps ha sido posicionada en el grupo IV DU2 (designada como una cepa tardía) [171].  

 

En el Programa de Inmunología Molecular Microbiana de la  Facultad de Medicina de la 

UNAM, las MNT Mycobacterium avium subespecie hominisuis (M. avium), Mycobacterium 

nonchromogenicum y Mycobacterium smegmatis fueron aisladas con más frecuencia del 

agua de los canales de Xochimilco (Ciudad de México, México). La identificación de las 

micobacterias fue confirmada por análisis del polimorfismo de los genes hsp65, recA, ropB 

y 16S RNAr (Castillo-Rodal, resultados no publicados). La subcepa BCG Phipps se cultivó 

hasta la fase media logarítmica en caldo de cultivo Middelbrook 7H9 (DIFCO Laboratories, 

Detroit MI USA) suplementado con albumina-dextrosa-catalasa [ADC (Becton Dickinson, 

Ireland)] y 0.05 % de Tween-80 (Sigma, St. Louis, USA). El cultivo se mantuvo en agitación 

constante (150 rpm) a 37°C con 5% de CO2. Una vez que el cultivo alcanzó la fase 

logarítmica (media logarítmica, día 14, datos no mostrados), las bacterias fueron 

cosechadas por centrifugación a 5000 x g a 4°C durante 15 min. El paquete bacteriano se 

sometió a 3 lavados con solución salina amortiguadora de fosfatos (PBS pH 7.4, 0.01 M) y 

se resuspendió en la misma solución con glicerol al 10%. El paquete bacteriano se 

distribuyó en alícuotas de 1 mL, las cuales se almacenaron a –70º C hasta su uso.  

La recuperación de las MNT se realizó en caldo de cultivo Middelbrook 7H9  

suplementado. Los cultivos se mantuvieron bajo las condiciones de agitación y 

temperatura mencionadas para los cultivos de BCG. Los cultivos se mantuvieron hasta 

alcanzar una densidad óptica (DO600nm) de 0.6. Las bacterias fueron cosechadas bajo las 

condiciones antes mencionadas y el paquete bacteriano se distribuyó en alícuotas de 1 

mL, las cuales se almacenaron a –70º C hasta su uso. La adaptación de las MNT al medio 
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de cultivo Sauton (medio no enriquecido) se realizó a partir de un inoculo del cultivo 

recuperado, bajo las condiciones antes mencionadas. El paquete bacteriano obtenido se 

utilizó para la cinética de crecimiento. La cinética de crecimiento de las MNT M. avium, M. 

smegmatis y M. nonchromogenicum se realizó en medio de cultivo Sauton. Los cultivos se 

mantuvieron bajo las condiciones de agitación y temperatura utilizadas en la 

recuperación de la cepa. El monitoreo del crecimiento por DO600nm se inspeccionó cada 

12 hrs (M. smegmatis) o 24 hrs (M. avium y M. nonchromogenicum). Una vez obtenida la 

cinética de crecimiento, las micobacterias fueron cosechadas y el paquete bacteriano 

fue almacenado a –70º C hasta su uso. 

La vialibilidad y la cuenta de BCG Phipps y MNT se realizaron por plaqueo de diluciones 

seriadas de 10-1 a 10-8 en medio Middelbrook 7H10 (DIFCO Laboratories, Detroit MI, USA) 

suplementado con ácido oleico-albúmina-dextrosa-catalasa ([OADC] Becton Dickinson, 

Ireland). Las placas se incubaron a 37°C con 5% de C02. La cuenta de colonias se realizó 

el día 21 para determinar las UFC/mL.  

Animales de estudio 

Ratones Balb/c machos de 6-8 semanas de edad utilizados en este estudio fueron 

proporcionados por el Bioterio de la Unidad de Medicina Experimental de la Facultad de 

Medicina de la UNAM, ubicado dentro de las instalaciones del Hospital General de 

México. Los animales fueron mantenidos en cajas de aislamiento dentro del biotero. Todos 

los experimentos fueron llevados a cabo según las normas de ética locales del bioterio de 

la Unidad de Medicina Experimental de la Facultad de Medicina de la UNAM. 

La inmunización de los ratones se realizó de la siguiente manera: una alícuota de BCG 

Phipps o M. avium se descongeló y se ajustó a 105 UFC/mL diluyéndola en PBS pH 7.4, 

0.01M. Grupos de 3-5 ratones fueron inmunizados por vía subcutánea en la base de la 

cola. A cada animal se le administró una dosis de 105 UFC/100 µL de cada una de las 

cepas. Para los experimentos de una segunda dosis, grupos de 3-5 ratones fueron 

inicialmente inmunizados con 105 UFC/100 µL de BCG Phipps o M. avium. 

Subsecuentemente, al día 15 post-inmunización, los ratones fueron inmunizados 

nuevamente con BCG Phipps. Al día 30 posterior a la primera inmunización se extrajeron el 

bazo y los ganglios linfáticos drenantes al sitio de inoculación.  

Obtención de CD a partir de precursores de médula ósea  

Las CD fueron obtenidas a partir de precursores de médula ósea de ratones Balb/c 

machos de 6-8 semanas de edad con el método descrito por Lutz y colaboradores con 
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ligeras modificaciones [172]. Se obtuvieron los fémures y tibias completamente libres de 

tejido muscular. Los huesos fueron colocados en PBS pH 7.4, 0.01 M. Las epífisis de ambos 

extremos fueron cortadas y se extrajo la médula ósea por irrigaciones sucesivas con medio 

RPMI 1640 (GIBCO, BRL) suplementado con 10% de suero fetal bovino [FBS (GIBCO, BRL)], 

2mM L-glutamina, 100 U/mL de penicilina, 100 µg/mL de estreptomicina (las tres de GIBCO, 

BRL) utilizando una jeringa de 1 ml con aguja 25G 5/8. Las epífisis se disgregaron sobre una 

malla de nylon y la suspensión celular se colocó junto con la anterior en un tubo de 15 mL. 

A las células se les realizó dos lavados con RPMI 1640 suplementado y fueron contadas en 

cámara de Neubauer. Para la obtención de CD de leucocitos de médula ósea, 5 x 106 

células fueron cultivadas en presencia de GM-CSF en placas de Petri bacteriológicas de 

15 x 100 mm de diámetro en 9 mL de medio RPMI 1640 suplementado y 10% de 

sobrenadante de cultivo de células CHO (células de ovario de hámster) recombinantes 

productoras de GM-CSF. El cultivo se mantuvo a 37º C con 5% de CO2 hasta el día 3 en el 

que se agregó 7 mL de RPMI 1640 suplementado por placa. Las CD fueron cosechadas al 

día 5 y utilizadas para los distintos experimentos. La pureza de células CD los cultivos fue 

de 60% analizada por tinción con el anticuerpo monoclonal para el marcador CD11c (α-

CD11c-APC, Pharmigen-BD Biosciences). 

Citometría de Flujo 

La expresión de los marcadores de superficie fue determinada por inmunofluorescencia y 

analizada por citometria de flujo utilizando anticuerpos marcados con ficoeritrina (PE) -

CD86-PE, -CD80-PE, -CD40-PE, -PD-L1-PE, α-PD-L2-PE o con un control de isotipo (todos 

de Pharmingen-BD Biosciences)]. Las células también fueron marcadas con el anticuerpo 

anti-CD11b (-CD11b-FITC) y anti-CD11c (-CD11c-APC). Para el marcaje de las 

moléculas, 1 x 106 células se incubaron por 20 min a 4°C con los anticuerpos (dilución 

correspondiente para cada uno). Las células fueron lavadas y resuspendidas en FACS 

buffer (PBS, 5% FBS, 0.1% azida de sodio) para su análisis por citometría de flujo (FACS 

Calibur flow cytometer [BD Biosciences]). Los resultados fueron evaluados utilizando el 

software FlowJo (Tree Star Inc, Ashland, Oregon, USA). 

Para la determinación de la producción de citocinas intracelulares, 2.5 µg/mL de 

Brefeldina A (BFA, Sigma-Aldrich) se agregó en las últimas 12 hrs de cultivo. Las CD fueron 

cosechadas y teñidas inicialmente para las moléculas de superficie CD11b y CD11c (-

CD11b-FITC y -CD11c-APC, respectivamente). Posteriormente se realizó la tinción 

intracelular permeabilizando y fijando previamente a las CD utilizando el kit de tinción 

intracelular (Cytofix/Cytoperm [BD Biosciencies]). La detección de las citocinas fue 



Dendríticas, MNT y BCG. Doctorado en Ciencias Biomédicas. 

 

35 

realizada con los anticuerpos marcados con PE anti-IL-12 o TNF [-IL-12p40/70-PE; -TNF-PE  

(Pharmingen-BD Biosciences)]. Los resultados fueron evaluados utilizando el software 

FlowJo (Tree Star Inc, Ashland, Oregon, USA). 

Determinación de la secreción de citocinas  

La secreción de las citocinas fue determinada por CBA (Cytometric Bead Array) y 

analizada por citometría de flujo utilizando el kit de inflamación de BD (Mouse 

Inflammation Kit, Pharmingen-BD Biosciences). La detección de las citocinas en el 

sobrenadante de cultivo fue realizada con una mezcla de perlas acopladas con los 

anticuerpos marcados con PE anti-IL-6, IL-10, MCP-1, INF-, TNF e IL-12p70 (Pharmingen-BD 

Biosciences). La cantidad de cada citocina en los sobrenadantes fue extrapolada 

utilizando una curva estándar basada en cantidades conocidas de citocinas 

recombinantes. El rango de las concentraciones de los estándares fue de 20 a 5000 

pg/mL. Los resultados fueron evaluados utilizando el software FlowJo (Tree Star Inc, 

Ashland, Oregon, USA) (Figura 2).  
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Figura 2. Detección de citocinas por CBA. 

Co-cultivo de las CD con las micobacterias 

Al día 5 de cultivo, 5 x 106 CD inmaduras fueron expuestas a BCG Phipps, M. avium, M. 

nonchromogenicum o M. smegmatis a una relación 1:1 (CD:Micobacteria) por 24 hrs a 

37°C. La incubación fue realizada en 10 mL de medio RPMI 1640 suplementado con 10% 

de suero fetal bovino, 2mM L-glutamina, 100 U/mL de penicilina y 100 µg/mL de 

estreptomicina. Las células fueron cosechadas y marcadas con anticuerpos fluorescentes 

(descritos a detalle en el apartado “citometría de flujo”) para determinar la expresión de 
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CD86, CD80, CD40, PD-L1 y PD-L2, así como la producción de IL-12p40 y TNF por citometría 

de flujo. El lipopolisacárido [LPS (Salmonella typhimurium), donado por el Dr. Rodolfo 

Pastelín, Facultad de Química, UNAM] se utilizó como un control positivo de activación de 

las CD a una concentración de 0.1 g/mL.  

Para los ensayos de re-estimulación, al día 5 de cultivo, 5 x 106 CD inmaduras fueron 

expuestas o no a M. avium, M. nonchromogenicum o BCG Phipps a una relación 10:1 (CD: 

Micobacteria) por 3 hrs. La incubación fue realizada en 10 mL de medio RPMI 1640 

suplementado. Las células fueron cosechadas y seleccionadas positivamente con 

microesferas magnéticas recubiertas con el anticuerpo anti-CD11c [CD11c MACS 

microbeads (Miltenyi Biotec, USA)] y plaqueadas nuevamente para su re-estimulación con 

BCG Phipps por 18 hrs. Brevemente, las CD fueron lavadas con PBS pH 7.4, 0.01 M y 

resuspendidas en MACS Buffer (PBS, 0.5% BSA, 2mM EDTA) a una concentración de 1 x 107 

células en 80 µL. Posteriormente se incorporaron 20 µL de las microesferas magnéticas 

recubiertas con el anticuerpo anti-CD11c y se incubaron durante 20 min a 4°C. A las 

células se les realizó 2 lavados con MACS Buffer y se resuspendieron en 500 µL del mismo 

buffer, previo a la aplicación de un campo magnético con la utilización de las columnas 

miniMACS (Miltenyi Biotec, USA) para la purificación por selección positiva de las células 

CD11c+ (Figura 3).  

 

La determinación de la expresión de los marcadores de superficie se realizó por citometría 

de flujo. El sobrenadante de esos cultivos se conservó a -70º C para su posterior 

evaluación de la secreción de las citocinas utilizando el kit de CBA. 

En algunos experimentos, las CD fueron incubadas con o sin el anticuerpo contra TLR2 (α-

TLR2, 10 µg/mL, T2.5, BioLegend), con un control de isotipo o con un inhibidor de la MAP 

cinasa p38 (SB203580, 2 µg/mL, InvivoGen) por 1 hr previo a la exposición con M. avium o 

BCG. Adicionalmente, las CD fueron incubadas con o sin el anticuerpo contra el receptor 

de la IL-10 (α-IL-10R [10 µg/mL, 1B1.3a, BioLegend) o con un control de isotipo.  
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Marcaje Magnético
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Figura 3. Selección positiva de células con microesferas magnéticas recubiertas con el anticuerpo. 

 

Enriquecimiento de células T CD4+ 

La preparación de la suspensión enriquecida con células T fue obtenida del bazo y de los 

ganglios linfáticos de ratones Balb/c inmunizados con BCG Phipps o con M. avium. El bazo 

y los ganglios de los animales fueron colocados en placas de Petri de 60 mm con 7 mL de 

medio R5 (RPMI 1640 suplementado con 5% de FBS, L-glutamina y 

penicilina/estreptomicina). Los órganos fueron disgregados mecánicamente y la 

suspensión celular obtenida fue centrifugada a 1500 rpm por 10 min. Los eritrocitos fueron 

eliminados por lisis utilizando un buffer de lisis (20 mM Tris-HCL pH 7.5, 150 mM NaCl, 1mM 

EDTA, 2.5 mM fosfato de sodio, 1% Tritón), la reacción fue neutralizada con medio R5. La 

separación de células T CD4+ de la suspensión celular total fue realizada por depleción de 
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macrófagos, células T CD8+, células NK y células B por incubación con una mezcla de 

sobrenadantes de hibridomas conteniendo anticuerpos monoclonales específicos para 

cada tipo celular (T CD8 [ATCC TIB 105], células B [ATCC RA3-6B2], MHC II [ATCC NIMR4] y 

macrófagos [ATCC F4/80] por 30 min a 37° C. Posterior a la incubación, a la suspensión 

celular se le realizaron dos lavados con PBS y fue resuspendida en 2.5 mL de RPMI 

suplementado y extendida en placas de Petri bacteriológicas (15 x 100 mm de diámetro) 

previamente tratadas con 50 mg/mL de α-IgG de rata (MP Biomedicals, Solon, Ohio, USA). 

Las placas fueron incubadas por 30 min a 37° C. Las células no adherentes (T CD4+) fueron 

recuperadas de las placas (selección negativa) y lavadas tres veces. La población 

resultante fue analizada por tinción con un anticuerpo monoclonal anti-mouse para el 

marcador CD4 (α-PE-CD4 [Pharmingen-BD Biosciences]). La pureza de las células CD4 fue 

de 95% - 98% determinada por citometria de flujo.  

Marcaje de células con CFSE 

Para el marcaje de las células T CD4+, éstas fueron lavadas con PBS y resuspendidas a una 

concentración de 107 cel/mL. Las células fueron incubadas con CFSE a una 

concentración de 5 µM durante 10 min a 37°C. La reacción fue frenada con suero fetal 

bovino. Posteriormente, las células fueron lavadas tres veces con PBS y contadas en 

cámara de Neubauer.  

Co-cultivo de CD con células T CD4+ 

Al día 5 de cultivo, 5 x 106 CD inmaduras fueron expuestas o no con M. avium o BCG 

Phipps a una relación 10:1 (CD:Micobacteria) por 3 hrs. Las células fueron cosechadas, 

seleccionadas positivamente con CD11c MACS y plaqueadas nuevamente para su re-

estimulación con BCG por 18 hrs. Las células fueron cosechadas nuevamente, 1 x 106 CD 

fueron cultivadas con células T CD4+ marcadas con CFSE de ratones inmunizados con 

BCG Phipps o M. avium una relación 1:3 (CD:célula T) por 5 días. La incubación fue 

realizada en microplacas de 96 pozos en 200 µL de medio RPMI 1640 suplementado con 

10% de suero fetal bovino, 2mM L-glutamina, 100 U/mL de penicilina y 100 µg/mL de 

estreptomicina. Las células fueron cosechadas y marcada con el anticuerpo α-CD4 (α-PE-

Cy7-CD4, Pharmingen-BD Biosciences). A las células se les realizaron lavados y fueron 

resuspendidas en FACS buffer (PBS, 5% FBS, 0.1% azida de sodio) para su análisis por 

citometría de flujo. En algunos experimentos las células fueron marcadas con los 

anticuerpos α-CD4, α-CD25 y α-Foxp3 (α-CD4-PE-Cy7, α-CD25-APC, α-Foxp3-PE [todos de 
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Pharmingen-BD Biosciences]), para la determinación de células T CD4+ con fenotipo 

regulador.  

Los sobrenadantes de los co-cultivos fueron analizados para determinar los niveles de INF-

, TNF e IL-10 por CBA.  

En determinados experimentos, los co-cultivos fueron incubados o no con un anticuerpo 

contra el receptor de IL-10 (α-IL-10R [10 µg/mL, 1B1.3a, BioLegend), α-PD-1 (10 µg/mL, 

RMP1-14, BioLegend) o con una mezcla de ambos o con controles de isotipos al día 0 y al 

día 3 de incubación de los co-cultivos, con el objetivo de determinar su contribución en la 

modulación de la respuesta Th1 a BCG Phipps.  

Análisis estadístico.  

La significancia estadística de las diferencias encontradas en la expresión de moléculas 

coestimuladoras, producción de citocinas y proliferación de células T, se determinó por 

análisis de varianza (ANOVA de una vía). Las diferencias inducidas entre las especies de 

micobacterias evaluadas, se determinaron posteriormente con la aplicación de la prueba 

de Tukey. Los valores de p menores o iguales a 0.05 fueron considerados estadísticamente 

significativos.  
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Resultados  

Apartado I: Micobacterias 

I.A. Cinética de crecimiento. 

La fase logarítmica de las tres especies de MNT evaluadas en este estudio (M. avium, M. 

smegmatis y M. nonchromogenicum) fue determinada una vez graficados los resultados 

obtenidos de su cinética de crecimiento. Durante esta fase logarítmica, las micobacterias 

comienzan su crecimiento y duplicación después de haberse “ambientado” o adaptado 

a las condiciones impuestas in vitro; en esta fase, las bacterias se dividen a una velocidad 

constante y este crecimiento se puede medir por el aumento en la densidad óptica (DO). 

Los datos de DO600nm fueron graficados en una función logarítmica dependiente del 

tiempo -en este caso en días-. Los puntos en los que la DO incrementó y en el que la 

pendiente se mantuvo sin relativo cambio fueron considerados la fase logarítmica (Figura 

4).  

M. avium y M. nonchromogenicum presentaron características de crecimiento lento 

(después de los 7 días de cultivo) en comparación con M. smegmatis que presentó 

características de crecimiento rápido (antes de los 7 días de cultivo). El tiempo requerido 

para completar las fases de crecimiento (fase lag o inicial, logarítmica o exponencial y 

estacionaria) de M. avium y M. nonchromogenicum fue de aproximadamente 40 días; en 

contraste, sólo se requirieron aproximadamente 25 días para M. smegmatis (Figura 4).  

La cosecha de las micobacterias se realizó en el punto medio de la fase logarítmica 

determinada para cada especie (Tabla I). Las micobacterias cosechadas se cuantificaron 

por plaqueo de las diluciones seriadas en medio Middlebrook 7H10. Los resultados 

obtenidos así como las características microscópicas se muestran en la Tabla I. 
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Figura 4. Cinética de crecimiento de M. avium, M. nonchromogenicum y M. smegmatis. Las micobacterias 

se cultivaron en medio Sauton y el monitoreo del crecimiento por DO600nm se inspeccionó cada 12 hrs (M. 

smegmatis) o 24 hrs (M. avium y M. nonchromogenicum). La gráfica representa la DO600nm como función 

logarítimica con respecto al tiempo (±DS) de tres experimentos independientes para cada especie de 

micobacteria. Las flechas indican la fase media logarítmica.    

 

 

 

 

Especie 

 

Velocidad de 

crecimiento 

 

Fase media 

logarítmica 

(D.O.) 

 

 

UFC/mL 

 

Morfología 

microscópica 

 

 

M. avium 

 

Lento 

 

0.6 

 

6 x 107 

Bacilos cortos y 

agregados en 

cúmulos 

 

M. nonchromogenicum 

 

Lento 

 

0.6 

 

7 x 108 

Bacilos largos, 

delgados, en 

cúmulos 

 

M. smegmatis 

 

 

Rápido 

 

1.4 

 

5 x 109 

Bacilos largos, 

anchos, en 

cúmulos 

 
 

Tabla I. Características generales de las MNT.  

 

. 
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Apartado II: Células Dendríticas y Micobacterias 

 II. Evaluación del fenotipo inducido por MNT en CD. 

II.A. Inducción de marcadores de superficie indicadores de activación. 

Inicialmente se evaluó la habilidad de M. avium, M. smegmatis y M. nonchromogenicum 

para inducir la expresión de las moléculas coestimuladoras y/o coinhibidoras, así como de 

CD40 en CD, comparada con BCG Phipps. Para este fin, CD derivadas de médula ósea 

fueron expuestas con las MNT o BCG Phipps a una relación 1:1 (CD:Micobacteria) por 24 

hrs previo a la determinación de la expresión de moléculas de superficie por citometría de 

flujo. El tiempo de exposición de 24 hrs fue establecido de acuerdo con los resultados 

obtenidos previamente de la cinética de expresión (véase anexo I).  

Como se puede observar  en la Figura 5, la exposición de las CD con BCG Phipps indujo 

un incremento significativo en la expresión de las moléculas CD86 (8 veces), CD80 (9 

veces), CD40 (8 veces) y PD-L1 (7 veces) en comparación con el control no estimulado 

(p<0.05). No se observó un incremento significativo en la expresión de PD-L2 (Figura 5b). 

Los niveles de expresión de CD86, CD80, CD40 y PD-L1 en CD en respuesta a BCG Phipps, 

M. smegmatis y M. nonchromogenicum fueron similares a los niveles observados en 

respuesta al LPS (utilizado como control positivo de activación) (Figura 5a y b; p<0.05).  

La exposición con M. avium indujo expresión mínima de CD86, CD80 y CD40 comparada 

con las CD sin estimulación. No obstante, M. avium indujo un incremento significativo de la 

expresión de las moléculas coinhibidoras PD-L1 (7 veces, p<0.05) y PD-L2 (15 veces, 

p<0.01; Figura 5a y b). 

 II.B. Inducción de citocinas proinflamatorias  

Una vez que se determinó la expresión de moléculas coestimuladoras y/o coinhibidoras en 

CD expuestas a las MNT, posteriormente se evaluó la producción de citocinas 

proinflamatorias importantes en la activación de las células T como IL-12 y TNF. Para este 

fin, CD de médula ósea fueron expuestas a M. avium, M. smegmatis y M. 

nonchromogenicum a una relación 1:1 por 12 hrs o 24 hrs (tiempos establecidos 

previamente, véase anexo I) y la producción intracelular de TNF y IL-12p40 fue 

determinada por citometría de flujo.  
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Los resultados mostraron que, comparado con el control no estimulado, las CD expuestas 

a BCG Phipps, M. smegmatis y M. nonchromogenicum incrementaron significativamente 

la producción de estas citocinas (Figura 6a y b; p<0.05). En comparación, en las CD 

expuestas a M. avium, la producción de IL-12p40 y TNF fue menor y no se encontraron 

diferencias significativas al ser comparada con el control sin estimular (Figura 6b). La baja 

producción de IL-12p40 y TNF inducida por M. avium, fue observada también a dosis bajas 

de M. avium (relación 10:1 [CD:Micobacteria]; Figura 6b), aunque las diferencias no fueron 

estadísticamente significativas.  
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Figura 5. Expresión de moléculas coestimuladoras y/o coinhibidoras en CD expuestas a las diferentes 

micobacterias. CD derivadas de médula ósea fueron expuestas con las MNT o BCG Phipps por 24 hrs a una 

relación 1:1 (CD:Micobacteria) previo a la determinación de la expresión de los marcadores de superficie por 

citometría de flujo. a) Histograma representativo (selección de células CD11b+ CD11c+) de tres experimentos 

independientes. La intensidad media de fluorescencia (IMF) es indicada en el extremo derecho de cada 

histograma. b) Incremento (# de veces) de la expresión del marcador de superficie seguido de los diferentes 

estímulos comparado con el control no estimulado. Los datos son presentados como la media (±DS) de tres 

experimentos independientes. El LPS (1µg/ml) se utilizó como control positivo de activación de CD.   
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Figura 6. Producción intracelular de IL-12 y TNF en CD expuestas a las diferentes especies de micobacterias. CD 

derivadas de médula ósea fueron expuestas por 12 hrs (TNF) o 24 hrs (IL-12p40) con las MNT o BCG Phipps a una 

relación 1:1 y 10:1 (CD:Micobacteria) previo a la determinación de la producción intracelular de las citocinas por 

citometríia de flujo. a) Dot plot representativo (selección de células CD11b+ CD11c+) de tres experimentos 

independientes. El porcentaje de producción intracelular es indicado en la parte superior derecha de cada 

gráfico. b) La media (±DS) de producción de las citocinas de tres experimentos independientes es mostrada 

como porcentaje de células positivas productoras de IL-12p40 y TNF. El LPS (1µg/ml) se utilizó como control 

positivo de activación de CD.   
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II.C. Inducción de IL-10 

Una vez determinada la producción de las citocinas proinflamatorias IL-12 y TNF, se evaluó 

la inducción de la citocina anti-inflamatoria IL-10 bajo exposición a las diferentes 

micobacterias. Las CD de médula ósea fueron expuestas a M. avium, M. smegmatis, M. 

nonchromogenicum o BCG Phipps a una relación 1:1 por 24 hrs previo a la determinación 

de la secreción de IL-10 por CBA. A diferencia de IL-12p40 y TNF, cuya producción se 

evaluó de manera intracelular, la IL-10 se determinó como producto de secreción en 

sobrenadantes de cultivo debido a que no logramos detectarla de manera intracelular 

(datos no se muestran).       

Como se observa en la Figura 7, las CD expuestas a M. avium secretaron 

significativamente (p<0.01) más IL-10 comparada con las CD sin estimular. No se 

observaron diferencias de secreción de IL-10 en CD expuestas a BCG Phipps, M. 

smegmatis y M. nonchromogenicum en comparación con CD sin estímulo (Figura 7).  

Las diferencias observadas en CD expuestas a M. avium en comparación con BCG 

Phipps, M. smegmatis y M. nonchromogenicum, como la expresión alta de la molécula 

coinhibidora PD-L2 (Figura 5) y secreción significativa de IL-10 (Figura 7) pero con la 

expresión baja de CD86, CD80 y CD40 (Figura 5) y producción baja de IL-12 y TNF (Figura 

6), indican una activación diferencial de las CD inducida por M. avium.  
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Figura 7. Secreción de la citocina anti-inflamatoria IL-10. IL-10 (pg/mL) en sobrenadantes de cultivos de CD 

expuestas por 24 hrs a BCG Phipps, M. avium, M. smegmatis y M. nonchromogenicum a una relación 1:1 

(CD:Micobacteria) determinada por CBA (cytometric bead array). Los datos son representados como la media 

(±DS) de tres experimentos independientes.  

 

II.D. Evaluación del fenotipo de las CD en respuesta a una segunda exposición.  

  

II.D1. Expresión de marcadores de superficie. 

 

Una vez determinado que, en comparación con el fenotipo en CD inducido por BCG 

Phipps, M. smegmatis o M. nochromogenicum (caracterizado por la alta expresión de 

CD86, CD80 y CD40, así como la producción de IL-12 y TNF), M. avium indujo en las CD un 

fenotipo caracterizado por la alta expresión de PD-L2 y producción de IL-10, evidencia 

clara de una activación diferencial. El siguiente objetivo fue evaluar si el fenotipo en CD 

inducido por M. avium pudiera ser dominante sobre el fenotipo inducido por BCG Phipps, 

o bien si la capacidad de las CD a responder a un segundo estímulo pudiera ser afectada 

por la exposición previa a M. avium. Para cumplir este objetivo, CD de médula ósea 

fueron expuestas inicialmente a M. avium por 3 hrs –establecimos este tiempo debido a 

que durante este lapso no se observó alguna consecuencia de señalización, como por 

ejemplo, la expresión de moléculas de superficie y/o producción de citocinas (datos no 

mostrados), no obstante, es posible que las vías de señalización hayan sido activadas 

[173]-; posteriormente las CD (CD11c+) fueron seleccionadas positivamente con 

microperlas y expuestas por segunda ocasión a BCG Phipps por 18 hrs (expresado como 

M. avium / BCG). Las CD fueron analizadas por citometría de flujo para determinar la 

expresión de CD86, CD80, CD40 y PD-L2.  
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Las CD expuestas inicialmente a M. avium no fueron capaces de responder a BCG Phipps 

como segundo estímulo, ya que los niveles de CD86, CD80 y CD40 fueron mínimos; en 

contraste, la expresión de PD-L2 fue similar a la expresión observada en CD expuestas 

únicamente a M. avium ( - / M. avium) (Figura 8a y b).  

Para determinar si la incapacidad de las CD a responder a BCG Phipps como segunda 

estimulación fue consecuencia de la exposición inicial específica a M. avium o de la 

exposición inicial a cualquier micobacteria, las CD fueron expuestas inicialmente a BCG 

Phipps o M. nonchromogenicum y re-estimuladas con BCG Phipps como segundo estímulo 

(BCG / BCG o M. nonchr / BCG, respectivamente). Por la similitud de fenotipo en CD 

inducido por M. smegmatis con el inducido por BCG Phipps y por tratarse de una especie 

de la cual se tiene conocimiento de su papel como inductora de maduración de CD 

[167] (a diferencia de M. nonchromogenicum), se determinó que para los siguientes 

experimentos sólo se evaluaría a M. avium y M. nonchromogenicum. Los resultados 

mostraron que, en las CD expuestas inicialmente a BCG Phipps o M. nonchromogenicum 

la expresión de CD86, CD80 y CD40 no fue considerablemente modificada, los niveles 

fueron equivalentes a los determinados en respuesta a BCG Phipps como único estímulo ( 

- / BCG) (Figura 8a y b). 

La expresión mínima de CD86, CD80 y CD40 también fue observada en CD que fueron 

expuestas a M. avium posterior a BCG Phipps (BCG / M. avium); no así con las CD que 

fueron expuestas a M. nonchromogenicum posterior a BCG Phipps (BCG / M. nonchr) 

(Figura 8a y b). 

Estos resultados juntos indican que, la carencia de expresión de moléculas 

coestimuladoras en las CD en respuesta a un segundo estímulo depende de la presencia 

de M. avium. 

 

 II.D2. Detección y Cuantificación de citocinas. 

 

Similar a la expresión mínima de CD86, CD80 y CD40 en respuesta a BCG por CD 

expuestas a M. avium / BCG, tampoco se observó incremento en la producción de IL-

12p40 en estas CD (Figura 9a y b) comparado con las CD sin estimular ( - / - ), así como 

con CD expuestas a BCG como único estímulo. No obstante, la producción de IL-10 

incremento significativamente (Figura 9c; p<0.01). Resultados similares se observaron en 

CD expuestas a BCG / M. avium (Figura 9). En contraste, en CD expuestas a BCG / BCG o 

M. nonchr / BCG se observaron modificaciones en la producción de IL-12p40,  

comparado con las CD expuestas a BCG Phipps como único estímulo (Figura 9a y b). En 
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cuanto a la producción de TNF, en CD expuestas a M. avium previo o posterior a BCG 

Phipps se observó una disminución de su producción, sin embargo, esta no fue 

estadísticamente significativa (Figura 9d y e).  

 

Los resultados obtenidos indican que, la pre-exposición de CD a M. avium induce la 

expresión mínima de CD86, CD80 y CD40, así como de la producción mínima de IL-12p40 

en respuesta a una segunda estimulación con BCG Phipps. No obstante, las CD retienen la 

habilidad para expresar PD-L2 y producir IL-10. En conclusión, el fenotipo de CD inducido 

por M. avium es dominante sobre el fenotipo que inducido por BCG Phipps.  
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Figura 8. Expresión de moléculas coestimuladoras y/o coinhibidoras en CD en respuesta a un segundo estímulo. 

CD derivadas de médula ósea fueron o no expuestas a M. avium, BCG o M. nonchromogenicum a una relación 

10:1 (CD:Micobacteria) por 3 hrs. Subsecuentemente las células CD11c+ fueron seleccionadas positivamente 

con microperlas y re-estimuladas con BCG, M. avium o con M. nonchromogenicum (relación 1:1) como segundo 

estímulo por 18 hrs. Las CD fueron analizadas por citometría de flujo para determinar la expresión de los 

marcadores de superficie. a) Histograma representativo (CD11c+ enriquecidas) de tres experimentos 

independientes. La IMF es indicada en el plot. b) Incremento (# de veces) de la expresión del marcador de 

superficie seguido de los diferentes estímulos comparado con el control no estimulado. Los datos son 

presentados como la media (±DS) de tres experimentos independientes.  
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Figura 9. Producción de citocinas en CD en respuesta a un segundo estímulo. CD derivadas de médula ósea 

fueron o no expuestas a M. avium, BCG Phipps o M. nonchromogenicum a una relación 10:1 por 3 hrs. 

Subsecuentemente las células CD11c+ fueron seleccionadas positivamente con microperlas y re-estimuladas 

con BCG, M. avium o con M. nonchromogenicum (relación 1:1) como segundo estímulo por 18 hrs. Las CD fueron 

analizadas por citometría de flujo para determinar la producción intracelular de IL-12 y TNF. a) Dot plot 

representativo (CD11c+) de la producción de IL-12p40 de tres experimentos independientes. El porcentaje de 

producción es indicado en el plot. b) La media (±DS) de producción intracelular de IL-12p40 de tres experimentos 

independientes es mostrada como % de células positivas. c) IL-10 (pg/mL) en sobrenadantes de cultivos de CD 

expuestas a las diferentes combinaciones de estímulo determinada por CBA. La media de tres experimentos 

independientes es mostrada. d) Dot plot representativo (CD11c+) de la producción de TNF de tres experimentos 

independientes. El porcentaje de producción es indicado en el plot. e) La media (±DS) de producción 

intracelular de TNF de tres experimentos independientes es mostrada como porcentaje de células positivas.  
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Apartado III:  

Interacción entre Células dendríticas y Células T  

 

III. Evaluación de la interacción de CD con células T 

III.A. Respuesta proliferativa de células T inducida por los diferentes fenotipos de CD 

Para determinar de manera preliminar la capacidad de activación de células T 

CD4+ en respuesta a las CD expuestas a BCG Phipps como único estímulo, o a las CD 

expuestas a M. avium o M. nonchromogenicum previo a estimulación con BCG Phipps, se 

realizaron co-cultivos con células T CD4+ obtenidas de ratones inmunizados con BCG 

Phipps (relación 1:3) por 5 días y se monitoreó la respuesta proliferativa como signo de 

activación. Como se observa en la Figura 10a, comparado con las CD sin estimular, sólo 

las CD expuestas a BCG Phipps presentaron la capacidad de inducir proliferación de 

células T CD4+ BCG-específicas (p<0.05). En contraste, las CD expuestas a M. avium / 

BCG, así como a M. nonchr / BCG no indujeron proliferación de las células T CD4+.  

III.B. Respuesta de producción de citocinas 

En asociación con el incremento de moléculas coestimuladoras y de la producción de IL-

12p40, comparado con los co-cultivos con CD sin estimular, en los co-cultivos con CD 

activadas con BCG Phipps se detectaron niveles significativos de INF- (Figura 10b; 

p<0.05). A pesar de que en las CD expuestas a M. nonchromogenicum previo a BCG se 

determinó el incremento en la expresión de moléculas coestimuladoras y producción de 

IL-12p40 (Figura 5 y 6), en los co-cultivos con estas CD no se observó un incremento en los 

niveles de INF- (Figura 10b).  

En los co-cultivos con CD expuestas a M. avium previo a BCG Phipps, los niveles de INF- 

no incrementaron, opuesto a los niveles de IL-10, los cuales incrementaron 

significativamente (Figura 10; p<0.05).  

III.C. Respuesta proliferativa de células T CD4+ M. avium-específicas  

De acuerdo a los resultados preliminares con respecto a la carencia de respuesta de las 

células T CD4+ BCG-específicas, carencia mediada por CD expuestas inicialmente a M. 

avium (las cuales presentaron un fenotipo modulador con la expresión de PD-L2 y 
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producción de IL-10), se realizaron co-cultivos con células T CD4+ obtenidas de ratones 

inmunizados con M. avium para determinar si la carencia de respuesta se debió a la falta 

de reconocimiento de antígeno, o bien, si estaba mediada por el fenotipo inducido en la 

CD.  

Los resultados mostraron que, las CD activadas por BCG estimularon la respuesta 

proliferativa de manera significativa (p<0.05) tanto de las células T CD4+ BCG-específicas 

como de las células T CD4+ M. avium-específicas (Figura 11a y b). En contraste, en los co-

cultivos con CD expuestas a M. avium / BCG, la respuesta proliferativa de las células T 

CD4+ antígeno-específicas no incrementó significativamente, ya que los porcentajes de 

proliferación fueron similares a los observados en los co-cultivos con CD sin estimular 

(Figura 11a y b). Se incluyeron también algunos co-cultivos de células T CD4+ con CD 

expuestas a BCG / BCG y con CD expuestas sólo a M. avium. La estimulación tanto de 

células T CD4+ BCG- como de M. avium-específicas con CD pre-estimuladas con BCG 

indujeron su proliferación (Figura 11a y b); no obstante, en co-cultivos con CD expuestas a 

M. avium / BCG no observamos proliferación de las células T antígeno-específicas (Figura 

11a y b).  

III.D. Producción de INF- e IL-10 

En los co-cultivos tanto de las células T CD4+ provenientes de ratones inmunizados con 

BCG Phipps así como con M. avium, las CD expuestas a BCG Phipps como único estímulo 

o expuestas a BCG / BCG, estimularon la secreción predominante de INF- y TNF (Figura 

12a y b; p<0.05); opuesto a lo observado en los co-cultivos con CD expuestas a M. avium 

como único estímulo o previo a BCG Phipps, en los cuales la baja producción de INF- y 

TNF fue acompañada por un incremento significativo de la producción de IL-10 (Figura 

12c; p<0.05).  

En conclusión, la proliferación mínima de las células T CD4+, así como su producción 

mínima de INF- por CD expuestas a M. avium como único estímulo o previo a BCG Phipps, 

indican que el fenotipo de CD inducido por M. avium impacta en la respuesta Th1.  

En nuestra búsqueda de los fenotipos en CD relacionados con modulación de la 

respuesta inmune adaptativa y de acuerdo con los resultados observados sobre la 

participación de las CD expuestas a M. avium, las cuales presentaron un fenotipo 

modulador con la expresión de PD-L2 y producción de IL-10 y con la capacidad de 
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impactar negativamente sobre la respuesta Th1 BCG-específica, nos enfocamos sólo a 

este fenotipo de CD para las siguientes evaluaciones.    
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Figura 10. Respuesta de las células T CD4+ a los diferentes fenotipos de CD. CD derivadas de médula ósea fueron 

expuestas o no a M. avium o M. nonchromogenicum por 3 hrs. Subsecuentemente, las células CD11c+ fueron 

seleccionadas positivamente con microperlas y re-estimuladas con BCG Phipps como segundo estímulo por 18 

hrs. Las CD fueron co-cultivadas con células T CD4+ ratones inmunizados con BCG Phipps marcadas con ester 

carboxifluoresceina succimidil (CFSE) por 5 días.  a) Proliferación de células T CD4+ BCG-específicas determinada 

por dilución del CFSE. Histograma representativo de dos experimentos independientes (panel izquierdo). El 

porcentaje de proliferación de cada condición es indicado a la izquierda. Primer y segundo estímulo en CD es 

mostrado a la derecha. Dot plot representativo de dos experimentos independientes indicado en el panel 

derecho. b) Niveles (pg/mL) de INF- e IL-10 en sobrenadantes de co-cultivos tratados como en a) fueron 

determinados por CBA.  
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Figura 11. Proliferación de las células T CD4+ de ratones inmunizados con BCG Phipps y M. avium en respuesta a 

los diferentes fenotipos de CD. CD derivadas de médula ósea fueron expuestas o no a M. avium o BCG Phipps 

por 3 hrs. Subsecuentemente, las células CD11c+ fueron seleccionadas positivamente con microperlas y re-

estimuladas con BCG Phipps como segundo estímulo por 18 hrs. Las CD fueron co-cultivadas con células T CD4+ 

ratones inmunizados con BCG Phipps y con M. avium marcadas con ester carboxifluoresceina succimidil (CFSE) 

por 5 días.  a) Proliferación de células T CD4+ BCG-específicas determinada por dilución del CFSE. Histograma 

representativo (panel izquierdo) de dos experimentos independientes. El porcentaje de proliferación de cada 

condición es indicado a la izquierda. Primer y segundo estímulo en CD es mostrado a la derecha. Dot plot 

representativo es mostrado en el panel derecho. b) Proliferación de células T CD4+ M. avium-específicas tratadas 

como en a).  
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Figura 12. Secreción de citocinas pro y antiinflamatorias en co-cultivos de células T CD4+ de ratones inmunizados 

con BCG Phipps y con M. avium. Niveles (pg/mL) de INF-, TNF e IL-10 en sobrenadantes de co-cultivos tratados 

como en la figura 9 determinados por CBA.  
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Apartado IV: 

Fenotipo de superficie de las células T CD4+ 

 

IV.A. Fenotipo de superficie de células T CD4+ de ratones inmunizados con BCG 

Phipps y con M. avium 

Las diferencias observadas en la respuesta proliferativa y producción de citocinas en 

células T CD4+ BCG- y M. avium-específicas como consecuencia de su interacción con el 

fenotipo de CD inducido por M. avium (fenotipo modulador) o BCG (fenotipo activador), 

y determinado que la hipo-respuesta de las células T CD4+ co-cultivadas con CD 

expuestas a M. avium como único estímulo o previo a BCG Phipps , decidimos evaluar el 

fenotipo de superficie de las células T CD4+ expandido por cada fenotipo de CD, con la 

búsqueda específica de marcadores presentes en células T reguladoras como CD25 y 

Foxp3. 

Los resultados mostraron que, en comparación con células T CD4+ de ratones inmunizados 

con BCG Phipps co-cultivadas con CD sin estimular o con CD expuestas a M. avium o M. 

avium / BCG, los mayores porcentajes de células T CD4+ CD25altas Foxp3+ se determinaron 

en los co-cultivos con CD expuestas a BCG Phipps como único estímulo o con BCG / BCG 

(Figura 13). Resultados similares fueron observados con células T CD4+ obtenidas de 

ratones inmunizados con M. avium, no obstante, los porcentajes de células T CD4+ 

CD25altas Foxp3+ fueron mayores que los observados en células T obtenidas de ratones 

inmunizados con BCG Phipps (Figura 14).   

 IV.B. Respuesta proliferativa de células T de ratones expuestos in vivo a M. avium 

previo a la inmunización con BCG Phipps.  

Para determinar si M. avium también tenía un impacto sobre la respuesta Th1 inducida por 

BCG in vivo, se expusieron ratones a M. avium previo a la inmunización con BCG Phipps y 

se evaluó in vitro tanto la respuesta de proliferación como la re-estimulación de células T 

CD4+ CD25altas Foxp3+. Como se muestra en la Figura 15c, en los ratones expuestos a M. 

avium previo a la inmunización con BCG Phipps, la respuesta proliferativa fue menor 

independientemente del fenotipo de CD utilizado, es decir, los porcentajes de 

proliferación estimulados por CD expuestas a BCG Phipps se observaron similares a los 

inducidos por las CD no estimuladas o por las CD expuestas a M. avium / BCG. En 
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contraste, la respuesta proliferativa de células obtenidas de ratones expuestos a BCG 

Phipps previo a la inmunización con BCG incrementó significativamente bajo la 

estimulación con CD expuestas a BCG Phipps (Figura 15d).  

IV.C. Producción de INF- e IL-10 en co-cultivos de células T de ratones expuestos 

in vivo a M. avium previo a la inmunización con BCG Phipps. 

El impacto de M. avium también fue observado en la producción de INF-; en la Figura 

16a se observa que en los co-cultivos con células T CD4+ de ratones expuestos a M. avium 

previo a la inmunización con BCG Phipps, la producción de INF- en respuesta a las CD 

estimuladas con BCG Phipps es menor, comparado con la producción observada en los 

co-cultivos con células T de ratones expuestos a BCG Phipps previo a la inmunización con 

BCG; no obstante, se observó un incremento significativo en la producción de IL-10 

(p<0.05) (Figura 16b).  

 IV.D. Estimulación in vitro de células T CD4+ CD25altas Foxp3+ como consecuencia 

de la exposición a M. avium previo a la inmunización con BCG Phipps. 

De acuerdo con los resultados obtenidos previamente en los que observamos un 

incremento en el porcentaje de células T CD4+ CD25+ Foxp3+ de ratones inmunizados con 

M. avium; en ratones expuestos inicialmente a M. avium y posteriormente inmunizados con 

BCG Phipps, los porcentajes de éstas células también se incrementaron comparado con 

los ratones inmunizados sólo con BCG o expuestos a BCG previo a la inmunización con 

BCG (Figura 17).  

En conclusión, juntos estos resultados sugieren que M. avium tiene la capacidad para 

inducir in vivo la diferenciación de una población células T CD4+ con un fenotipo 

regulador como CD25+ Foxp3+ y aunado a que no se observó la re-estimulación de 

células T efectoras in vitro por CD, aún con un fenotipo activador o proinflamatorio, es 

posible que esta población de células T reguladoras tenga la capacidad de modular in 

vivo a la población de células T efectoras inducidas por la inmunización por BCG, 

modulación que no pudo ser revertida in vitro.   
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Figura 13. Determinación de células T CD4+ CD25altas Foxp3+ de ratones inmunizados con BCG estimuladas in vitro 

por los diferentes fenotipos de CD. CD derivadas de médula ósea fueron expuestas o no a M. avium o BCG 

Phipps por 3 hrs. Subsecuentemente, las células CD11c+ fueron seleccionadas positivamente con microperlas y 

re-estimuladas con BCG Phipps como segundo estímulo por 18 hrs. Las CD fueron co-cultivadas con células T 

CD4+ ratones inmunizados con BCG Phipps marcadas con ester carboxifluoresceina succimidil (CFSE) por 5 días 

previo a la determinación de marcadores de superficie por citometría de flujo. Dot plot representativo de dos 

experimentos independientes de la proliferación de células T CD4+ BCG-específicas determinada por dilución 

del CFSE (panel derecho); Dot plot del porcentaje de células T CD4+ CD25altas en el panel central; Dot plot del 

porcentaje de células T CD4+ CD25altas Foxp3+ en el panel izquierdo. Primer y segundo estímulo en CD es 

mostrado a la derecha.  
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Figura 14. Determinación de células T CD4+ CD25altas Foxp3+ de ratones inmunizados con M. avium estimuladas in 

vitro por los diferentes fenotipos de CD. CD derivadas de médula ósea fueron expuestas o no a M. avium o BCG 

Phipps por 3 hrs. Subsecuentemente, las células CD11c+ fueron seleccionadas positivamente con microperlas y 

re-estimuladas con BCG Phipps como segundo estímulo por 18 hrs. Las CD fueron co-cultivadas con células T 

CD4+ ratones inmunizados con M. avium marcadas con ester carboxifluoresceina succimidil (CFSE) por 5 días 

previo a la determinación de marcadores de superficie por citometría de flujo. Dot plot representativo de dos 

experimentos independientes de la proliferación de células T CD4+ BCG-específicas determinada por dilución 

del CFSE (panel derecho); Dot plot del porcentaje de células T CD4+ CD25altas en el panel central; Dot plot del 

porcentaje de células T CD4+ CD25altas Foxp3+ en el panel izquierdo. Primer y segundo estímulo en CD es 

mostrado a la derecha.  
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Figura 15. Respuesta proliferativa de las células T CD4+ de ratones expuestos in vivo a M. avium previo a la 

inmunización con BCG Phipps. CD derivadas de médula ósea fueron expuestas o no a M. avium por 3 hrs. 

Subsecuentemente, las células CD11c+ fueron seleccionadas positivamente con microperlas y re-estimuladas 

con BCG Phipps como segundo estímulo por 18 hrs. Las CD fueron co-cultivadas por 5 días con células T CD4+ 

marcadas con ester carboxifluoresceina succimidil (CFSE) de ratones expuestos in vivo a M. avium o BCG Phipps 

y posteriormente inmunizados con BCG Phipps. a y b) Proliferación de células T CD4+ BCG- y M. avium-

específicas determinada por dilución del CFSE. Histograma representativo (panel izquierdo) de dos experimentos 

independientes. El porcentaje de proliferación de cada condición es indicado a la izquierda. Primer y segundo 

estímulo en CD es mostrado a la derecha. Dot plot representativo es mostrado en el panel derecho. c y d) 

Proliferación de células T CD4+ ratones expuestos a M. avium o BCG Phipps y subsecuentemente inmunizados 

con BCG Phipps.  
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Figura 16. Secreción de INF- e IL-10 en co-cultivos de células T CD4+ de ratones expuestos in vivo a M. avium 

previo a la inmunización con BCG. CD derivadas de médula ósea fueron expuestas o no a M. avium por 3 hrs. 

Subsecuentemente, las células CD11c+ fueron seleccionadas positivamente con microperlas y re-estimuladas 

con BCG como segundo estímulo por 18 hrs. Las CD fueron co-cultivadas con células T CD4+ de ratones 

inmunizados con BCG, M. avium,  M. avium previo a la inmunización con BCG, o BCG previo a la inmunización 

con BCG por 5 días. Niveles (pg/mL) de INF- (a) e IL-10 (b) en sobrenadantes de co-cultivos determinados por 

CBA. La media (+DS) de dos experimentos independientes es mostrada.  
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Figura 17. Determinación de células T CD4+ CD25altas Foxp3+ estimuladas in vitro obtenidas de ratones expuestos 

a M. avium previo a la inmunización con BCG. CD derivadas de médula ósea fueron expuestas o no a M. avium 

por 3 hrs. Subsecuentemente, las células CD11c+ fueron seleccionadas positivamente con microperlas y re-

estimuladas con BCG Phipps como segundo estímulo por 18 hrs. Las CD fueron co-cultivadas con células T CD4+ 

marcadas con ester carboxifluoresceina succimidil (CFSE) de ratones inmunizados con BCG Phipps, con M. 

avium, con M. avium previo a la inmunización con BCG o con BCG previo a la inmunización con BCG por 5 días. 

Dot plot representativo de dos experimentos independientes de la proliferación de células T CD4+ BCG- y M. 

avium-específicas determinada por dilución del CFSE (panel derecho); Dot plot del porcentaje de células T CD4+ 

CD25altas en el panel central; Dot plot del porcentaje de células T CD4+ CD25altas Foxp3+ en el panel izquierdo. 

Primer y segundo estímulo en CD es mostrado al costado de cada cuadrante.  
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Apartado V: 

Activación diferencial de CD: Mecanismo implicado 

V. Participación del TLR2 y la MAP cinasa p38 

V.A. Expresión de marcadores de superficie 

Para evaluar el posible mecanismo involucrado en las diferencias observadas en la 

activación de las CD por M. avium versus BCG Phipps, y de acuerdo a estudios previos 

que han indicado que M. avium activa macrófagos preferentemente a través de la 

activación del TLR2 y la MAP (Mitogen-activated protein kinases, por sus siglas en inglés) 

cinasa p38 [174, 175], con el objetivo de determinar si también participan en la activación 

de las CD inducida por el aislado ambiental M. avium, se realizaron experimentos 

utilizando un anticuerpo α-mouse a TLR2 (clona T2.5, véase Materiales y Métodos) y el 

inhibidor de la cinasa p38 (SB203580) previo a la exposición de CD con M. avium. 

Como se muestra en la Figura 18a, en presencia del anticuerpo α-TLR2 se observó 

expresión baja de PD-L2, pero mayor expresión de CD86, CD80 y CD40 en CD expuestas a 

M. avium, comparado con el control de isotipo. Resultados similares fueron observados en 

presencia del inhibidor de la cinasa p38 (Figura 18a). El tratamiento con el anticuerpo α-

TLR2 no modificó la expresión de ninguna de las moléculas analizadas en CD expuestas a  

BCG, comparada con la expresión en CD estimuladas con BCG Phipps sin ningún 

tratamiento (Figura 18a). CD expuestas a M. avium y re-estimuladas con BCG Phipps 

tratadas con el anticuerpo α-TLR2  o con el inhibidor de la cinasa p38, también mostraron 

expresión menor de PD-L2, expresión que fue acompañada de un incremento en la 

expresión de CD86, CD80 y CD40, comparada con las CD expuestas a M. avium / BCG sin 

tratamiento (Figura 18b).  

Estos resultados indican que las diferencias de expresión de CD86, CD80, CD40 y PD-L2 en 

CD inducidas por M. avium comparado con BCG Phipps, están mediadas por la vía de 

señalización TLR2-p38 MAP cinasa.  
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V.B. Papel de IL-10 en la expresión incrementada de PD-L2 

Considerando que la expresión de PD-L2 en CD expuestas a M. avium fue dependiente de 

la ligación del TLR2 y la activación de la cinasa p38 y, aunado a estudios previos que han 

determinado que M. avium induce la producción de IL-10 en macrófagos humanos a 

través de la activación de la MAP cinasa p38 [175], subsecuentemente evaluamos la 

expresión de PD-L2 en CD bajo el tratamiento con el anticuerpo α-mouse al receptor de la 

IL-10 (IL-10R, clona 1B1.3a), con la finalidad de determinar si IL-10 pudiera participar de 

manera indirecta en la expresión de PD-L2.  

En presencia del anticuerpo α-IL-10R, la expresión de PD-L2 en CD expuestas a M. avium 

fue menor comparado con el control de isotipo; en contraste, se observó mayor expresión 

de CD86, CD80 y CD40 (Figura 19a). Adicionalmente, los niveles de IL-10 también fueron 

menores en presencia del anticuerpo α-IL-10R  (Figura 19b).   

Además, evaluamos la producción de IL-10 en presencia del anticuerpo α-TLR2 y del 

inhibidor de la cinasa p38. La Figura 19c muestra que la producción de IL-10 en CD 

expuestas a M. avium fue menor en presencia del anticuerpo o del inhibidor, comparado 

con las CD expuestas a M. avium sin tratamiento. En contraste, la baja producción de IL-10 

en CD expuestas a BCG no fue modificada en presencia de ninguno de los tratamientos.  

La baja producción de IL-10 también fue observada en CD expuestas a M. avium y re-

estimuladas con BCG en presencia del anticuerpo α-TLR2 o del inhibidor de la cinasa p38 

(Figura 19d).  

 

Juntos, estos resultados indican que M. avium como único estímulo o previo a BCG, a 

través de vía TLR2-MAP cinasa p38 induce la producción de IL-10 y ésto tiene un impacto 

sobre el incremento de la expresión de PD-L2.  
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Figura 18. Participación de la vía TLR2-MAP cinasa p38 en el fenotipo de superficie de CD inducido por M. avium. 

Células CD11c+ seleccionadas positivamente (CD11c+) con microperlas fueron tratadas o no con el anticuerpo 

α-TLR2 (10 µg/mL, clona T2.5), con un control de isotipo o con el inhibidor de la MAP cinasa p38 (SB203580) previo 

a la exposición a M. avium o BCG Phipps. Subsecuentemente las células CD11c+ fueron o no re-estimuladas no 

con BCG Phipps por 18 hrs. Las CD fueron analizadas por citometría de flujo para determinar la expresión de los 

marcadores de superficie. a y b) Histograma representativo de dos experimentos independientes. La IMF es 

indicada en el histograma.  
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Figura 19. Papel de la IL-10 sobre expresión de PD-L2. Células CD11c+ seleccionadas positivamente (CD11c+) 

con microperlas fueron tratadas o no con los anticuerpos α-IL-10R, α-TLR2, control de isotipo o con el inhibidor de 

la MAP cinasa p38 SB203580, previo a la exposición a M. avium o BCG Phipps. Subsecuentemente las células 

CD11c+ fueron o no re-estimuladas con BCG Phipps por 18 hrs. Las CD fueron analizadas por citometría de flujo 

para determinar la expresión de los marcadores de superficie y la producción de IL-10. a) Histograma 

representativo de dos experimentos independientes. La IMF es indicada en el histograma. b, c y d) Niveles de 

(pg/mL) IL-10 en sobrenadantes de co-cultivos determinados por CBA. La media (±DS) de tres experimentos 

independientes es mostrada.  
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Apartado VI: 

Modulación de la respuesta Th1 inducida por BCG: Mecanismo implicado 

VI.A. Contribución de PD-L2 e IL-10 en la modulación de la activación de las 

células T  

De acuerdo con la observación de que el fenotipo de CD inducido por M. avium es 

crucial en el deterioro de la activación de las células T CD4+ y debido a la alta expresión 

de PD-L2 y producción de IL-10, se realizaron experimentos de bloqueo del receptor de IL-

10, de PD-1 o ambos durante la interacción de las CD con células T CD4+ de ratones 

inmunizados con BCG Phipps. Para ello, CD expuestas a M. avium como único estímulo o 

previo a BCG Phipps fueron co-cultivadas con dichas células T CD4+ durante 5 días en 

presencia del anticuerpo α-PD-1, o α-IL-10R, o una mezcla de α-PD-1/α-IL-10R, o con los 

controles de isotipo.  

Los resultados mostraron que, la presencia del α-PD-1 o α-IL-10R indujo mayor proliferación 

de células T CD4+ BCG-específicas en co-cultivos con CD expuestas a M. avium como 

único estímulo o previo a BCG Phipps, en comparación con el control de isotipo (Figura 

20a). La mezcla de α-PD-1 y α-IL-10R en los co-cultivos indujo mayor proliferación de las 

células T CD4+ BCG-específicas comparada con los co-cultivos con α-PD-1 o α-IL-10R por 

separado. En contraste, la proliferación de las células T CD4+ co-cultivadas con CD 

expuestas a BCG Phipps no fue afectada por la presencia de los anticuerpos (Figura 20a).  

En cuanto a las citocinas, en co-cultivos con CD expuestas a M. avium / BCG o M. avium 

como estímulo único, la producción de INF- fue significativamente mayor (p<0.01) en 

presencia del anticuerpo α-PD1 o α-IL-10R, o ambos (Figura 20b). La producción de INF- 

no fue afectada por la presencia de los anticuerpos en los co-cultivos con CD expuestas a 

BCG (Figura 20b). Resultados similares fueron observados con la producción de TNF (Figura 

20c; p<0.05). En contraste, comparada con el control de isotipo, la producción de IL-10 

fue significativamente reducida (p<0.05) cuando las células T CD4+ fueron co-cultivadas 

con CD expuestas a M. avium como único estímulo o previo a BCG en presencia de los 

anticuerpos (Figura 20d); estos resultados fueron más evidentes (p<0.01) con la mezcla de 

α-IL-10R y α-PD1 (Figura 20d).   
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Estos resultados indican que, durante la interacción CD-Células T CD4+, la interleucina IL-

10 y la interacción PD-1:PD-1L (PD-L2) son cruciales para la modulación de la respuesta Th1 

específica a BCG.  
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Figura 20. Contribución de PD-L2 e IL-10 en la modulación de la respuesta Th1 inducida por BCG. CD derivadas 

de médula ósea fueron expuestas o no a M. avium por 3 hrs. Subsecuentemente, las células CD11c+ fueron 

seleccionadas positivamente con microperlas y re-estimuladas con BCG Phipps como segundo estímulo por 18 

hrs. Las CD fueron co-cultivadas por 5 días con células T CD4+ de ratones inmunizados con BCG Phipps 

marcadas con ester carboxifluoresceina succimidil (CFSE) en presencia o no de los anticuerpos bloqueadores α-

PD-1, α-IL-10R o una mezcla de los anticuerpos, o controles de isotipo a) Proliferación de células T CD4+ BCG-

específicas determinada por dilución del CFSE. Histograma representativo de dos experimentos independientes. 

El porcentaje de proliferación de cada condición es indicado a la izquierda. Primer y segundo estímulo en CD es 

mostrado a la derecha. Niveles (pg/mL) de INF- (b), TNF (c) e IL-10 (d) en sobrenadantes de co-cultivos 

determinados por CBA. La media (±DS) de dos experimentos independientes es mostrada. Las combinaciones de 

estímulo en CD son mostradas con pequeños cuadros en el panel derecho. 
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Discusión 

Mycobacterium bovis BCG es la única vacuna disponible contra la infección por M. 

tuberculosis. Una característica que destaca de esta vacuna es la variación observada en 

su eficacia, con protección mínima o nula en algunas regiones tropicales [29]. La causa 

de este fracaso no ha sido definida, sin embargo, se ha asociado con la exposición a 

Micobacterias No Tuberculosas (MNT), debido a que en las poblaciones en las se ha 

evidenciado dicha exposición, la vacunación por BCG induce baja protección [40]. Varios 

estudios sugieren que la exposición a MNT reduce la eficacia protectora de BCG [43-45]. 

Recientemente, estudios en animales han provisto evidencia de que la exposición con 

MNT puede tener un efecto directo en la vacunación con BCG. Estos estudios muestran 

que las MNT ejercen un efecto modulador en la eficacia protectora de BCG, con la 

regulación negativa de la respuesta de INF- inducida por vacunación [45-49]. No 

obstante, en estos hallazgos aún no se ha determinado el mecanismo inmune 

involucrado. 

Las células T CD4+ con un fenotipo Th1 han mostrado ser importantes en la respuesta 

inmune protectora contra M. tuberculosis [42]. El mecanismo celular involucrado en la 

activación de la respuesta de las células T, posterior a la inmunización con BCG no ha sido 

determinado. Se ha provisto evidencia de la contribución de las CD en el desarrollo de la 

inmunidad protectora contra M. tuberculosis [176]. Las células dendríticas (CD) son células 

presentadoras de antígeno (CPA) capaces de inducir respuesta inmune primaria de 

células T vírgenes [64]; no obstante, la activación de las CD es crítica para la estimulación 

de la respuesta efectora de células T antígeno-específica [177]; mientras las CD maduras 

inducen una respuesta inmune Th1, las CD inmaduras o parcialmente activadas pueden 

inactivar la respuesta de células T [105]. En este estudio, mostramos que la interacción de 

CD con BCG Phipps y las MNT Mycobacterium avium, Mycobacterium smegmatis o 

Mycobacterium nonchromogenicum indujo su activación diferencial; mientras que la 

exposición de CD con BCG Phipps, M. smegmatis y M. nonchromogenicum resultó en el 

incremento significativo de moléculas coestimuladoras, así como de citocinas 

proinflamatorias, ambas necesarias para la activación de la respuesta de células T [64]; la 

exposición a M. avium indujo principalmente la expresión de moléculas asociadas con la 

inhibición de la respuesta inmune como PD-L1 y PD-L2 [153], así como la producción de IL-

10 a través del uso de la vía de señalización TLR2-MAP cinasa p38.  
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Aunado, las CD expuestas previamente a M. avium no presentaron la capacidad de 

responder a BCG como segundo estímulo. El fenotipo en CD inducido por M. avium 

afectó negativamente la proliferación y diferenciación de células T CD4+ BCG-específicas 

a través de la interacción PD1:PD-1L y la producción de IL-10. Por otra parte mostramos 

que, la pre- o inmunización con M. avium indujo porcentajes altos de células T con un 

fenotipo CD4+ CD25altas Foxp3+.  

Ha sido reportado que la cepa WAg206 de M. avium es un débil inductor de la activación 

de CD in vitro, tanto murinas como humanas [164,178]. Además, CD bovinas expuestas a 

M. avium subsp. paratuberculosis expresan niveles bajos de IL-12, pero niveles altos de IL-10 

comparado con la estimulación con LPS [163]. En este trabajo, se muestra que, adicional 

a la expresión baja de las moléculas coestimuladoras y de CD40 en CD, la MNT ambiental 

M. avium induce la alta expresión de la molécula coinhibidora PD-L2 y la producción de 

IL-10. Este fenotipo en CD inducido por M. avium fue diferente comparado con el inducido 

por estimulación con BCG Phipps, M. smegmatis y M. nonchromogenicum, con expresión 

mínima de PD-L2 e IL-10  pero altos niveles de CD86, CD80 y CD40, así como alta 

producción de IL-12p40 y TNF. Estas diferencias en el fenotipo de las CD inducido por M. 

avium pueden explicarse por el reconocimiento diferencial de la micobacteria por 

receptores expresados en la CD. Estudios del papel de los TLRs en el reconocimiento a 

BCG han demostrado que TLR2, TLR4 y TLR9 son esenciales para la inducción de TNF e IL-12 

en CD murinas [179-181]. En contraste, M. avium activa células mononucleares 

preferencialmente vía ligación con TLR2 [174]; así mismo, la producción de IL-10 en 

macrófagos inducida por M. avium depende de la activación de la vía de señalización 

MAP cinasa p38 [175]. Algunos estudios han mostrado que la señalización a través del TLR2 

atenúa la actividad antimicobacteriana en el macrófago, así como la subsecuente 

inducción de la respuesta Th1 [182]. En este estudio mostramos que, el tratamiento con el 

anticuerpo α-TLR2 afectó negativamente la expresión de PD-L2 y la producción de IL-10, 

no obstante, la expresión de las moléculas coestimuladoras se incrementó. Resultados 

similares se observaron en CD tratadas con el inhibidor de MAP cinasa-p38. 

Juntos, estos resultados indican que las diferencias de activación de las CD inducidas por 

M. avium comparado con BCG Phipps están mediadas por la vía de señalización TLR2-

MAP cinasa p38.  

Demostramos también que M. avium indujo y mantuvo un estado de no respuesta en CD,  

lo que se evidenció porque las CD no respondieron a una segunda estimulación por BCG 

Phipps; no se observó incremento en la expresión de moléculas coestimuladoras, así como 
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tampoco en la producción de la citocina IL-12p40, no obstante, la expresión de PD-L2 y 

producción de IL-10 se mantuvieron en niveles altos. En contraste, las CD en contacto 

previo con BCG Phipps o M. nonchromogenicum no mostraron alteración en su respuesta 

a un segundo estímulo. La expresión alta de PD-L2 y producción de IL-10 argumenta en 

contra del agotamiento de las CD debida a la sobreestimulación. Estos resultados indican 

que los efectos moduladores en CD fueron específicos de la interacción con M. avium. 

Esta micobacteria mantuvo un estado de respuesta no inflamatorio, aún en presencia de 

un estimulador potente como BCG Phipps. Una posible explicación es que M. avium a 

través de la vía de señalización TLR2-MAP cinasa p38 induzca la expresión de proteínas de 

la familia SOCS (suppressor of cytokine signaling), las cuales han sido identificadas como 

reguladores negativos de la señalización dependiente de TLRs [183]. M. avium y ManLAM 

inducen SOCS-1 y SOCS-3 a través de la activación de MAP cinasa p38 en macrófagos 

humanos [184]. En nuestros experimentos, nosotros observamos que la vía TLR2-MAP cinasa 

p38 también participa en la inducción de una respuesta anti-inflamatoria en CD. La 

carencia de activación de las CD en respuesta a un estímulo posterior, ha sido observada 

también en otros modelos experimentales [167,185,186].  

La carencia de respuesta proinflamatoria de las CD a BCG Phipps como consecuencia 

del contacto previo con M. avium, sugiere el uso de otros receptores con capacidad de 

modular la señalización mediada por TLRs. El receptor DC-SIGN modula la activación 

mediada por el TLR4 por ManLAM de M. tuberculosis en CD humanas [187]. Dada la 

presencia de ManLAM en M. avium [188], es posible que el receptor DC-SIGN, adicional a 

la vía de señalización TLR2-MAP cinasa p38 pudiera contribuir en la carencia de la 

respuesta de las CD a BCG Phipps.  

De acuerdo con la observación de que la producción de IL-10 en CD se redujo en 

presencia del anticuerpo α-TLR2 o del inhibidor de la cinasa p38, subsecuentemente 

evaluamos la relación de IL-10 y la expresión de PD-L2. Un impacto significativo en la 

expresión de PD-L2 fue observado por el bloqueo del receptor de la IL-10 (IL-10R), 

indicando que la alta expresión de PD-L2 está mediada indirectamente por la expresión 

de IL-10; sin embargo, aunque la expresión de PD-L2 se redujo por el bloqueo del receptor 

de IL-10, los niveles de expresión se mantienen por encima de los niveles inducidos por 

BCG Phipps, lo que sugiere dos cosas: 1. Que el bloqueo del  IL-10R no fue completa o 2. 

Que la activación de la vía TLR2-MAP cinasa p38 pudiera directamente estar implicada en 

la expresión de PD-L2, aunque la relación entre la expresión de PD-L2 y la vía TLR2-p38 no 

han sido establecida aún. Recientemente se ha demostrado que la expresión de PD-L1 es 
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dependiente de la vía MAPK p38/STAT-3 [189], lo que sugiere fuertemente la relación de 

esta vía con la expresión también de PD-L2. Adicionamente encontramos que con el 

bloqueo del IL-10R, la producción de IL-10 es menor en CD expuestas a M. avium, lo que 

indica que esta producción es también consecuencia de una retroalimentación vía 

señalización del receptor de la IL-10.   

 

La modulación de la respuesta inducida por la inmunización con BCG ha sido 

evidenciada in vivo por la pre-inmunización de ratones con la cepa WAg206 de M. avium.  

En ese estudio, M. avium fue capaz de disminuir la producción de INF- BCG-específica de 

linfocitos estimulados con PPD (derivado proteico purificado) de M. bovis [164]. Nosotros 

demostramos que la modulación de la respuesta a BCG es dependiente del fenotipo de 

las CD, ya que la exposición de CD a M. avium como único estímulo o previo a BCG 

Phipps afectó la activación y diferenciación de células T; reafirmando con esto que el 

estado de activación proinflamatorio en CD es crucial para la activación óptima de la 

respuesta antígeno-específica de células T [190].  

Se observó modulación negativa tanto de la respuesta proliferativa como de la 

producción de INF- por CD expuestas a M. avium, lo cual fue consistente con la expresión 

mínima de moléculas coestimuladoras y producción de citocinas proinflamatorias. En 

contraste, las CD expuestas a BCG Phipps estimularon a las células T BCG-específicas a 

proliferar y producir INF-. Resultados similares fueron observados con células T M. avium-

específicas, indicando que el deterioro de la activación de células T no está relacionado 

con el reconocimiento del antígeno. Análisis in silico de especificidad antigénica han 

mostrado que los principales antígenos de células T expresados en BCG están 

conservados en M. avium, con un grado significativo en identidad de secuencia [47], lo 

que indica que M. avium invoca el reconocimiento cruzado de antígenos compartidos 

con la vacuna. El efecto inhibitorio de M. avium sobre la respuesta inducida por BCG 

probablemente dependa del extenso reconocimiento de antígenos conservados con la 

vacuna.  

La producción de INF- por las células T CD4+ subsecuente a la interacción con CD 

activadas por BCG Phipps posiblemente sea reflejo de la capacidad de estas CD de 

producir IL-12, indicando el papel crucial de esta citocina en la re-activación de células T 

capaces de mediar protección [191]. La modulación de la producción de INF- fue 

acompañada por un incremento en la secreción de IL-10, lo que sugiere que este 

incremento contribuye en la modulación de la respuesta Th1 [192]. La producción de IL-10 
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por CD expuestas a M. avium podría ser un factor determinante en el deterioro de las CD 

para re-activar la respuesta Th1 [192]. El incremento en los porcentajes de proliferación y 

producción de INF- de las células T CD4+ estimuladas con CD expuestas a M. avium 

(único estímulo o previo a BCG Phipps) en presencia del anticuerpo α-IL-10, demuestra la 

participación de la IL-10 en el deterioro de la respuesta de las células T. Resultados 

similares fueron observados con el bloqueo de PD-1, indicando también la participación 

de PD-L2 en la modulación. La interacción PD-1:PD-L ha sido asociada con la carencia de 

respuesta de células T en la infección tuberculosa [193], sugiriendo su papel inhibidor.  

El efecto sinérgico de IL-10 y PD-L2 en la hipo-respuesta de células T fue demostrado por el 

bloqueo de ambas moléculas durante la interacción de CD y células T; los porcentajes de 

proliferación, así como los niveles de INF- se observaron mayores que los observados con 

el bloqueo por separado de cada molécula.   

Juntos, estos hallazgos sugieren que el fenotipo resultante de la interacción de BCG Phipps 

o M. avium con CD juega un papel crucial en la subsecuente activación y/o modulación 

de la respuesta de células T.  

En este estudio se demostró también que M. avium impactó in vivo sobre la respuesta 

protectora generada por BCG Phipps, como ya se ha mostrado en otros estudios [46-49]. 

La producción de INF- antígeno-específica inducida subsecuente a la inmunización es 

considerada un componente esencial de la protección mediada por la vacuna BCG [47]; 

la respuesta de INF- atribuible a BCG Phipps se observó disminuida en ratones expuestos a 

M. avium previa a la inmunización con BCG Phipps. Sin embargo, demostramos que, en 

estos ratones se observó una dominancia en los niveles de IL-10 sobre los de INF-. Esto 

sugiere la inducción in vivo de IL-10 como consecuencia de la pre-inmunización con M. 

avium, la cual también sugiere su contribución en la regulación negativa de la respuesta 

Th1 a BCG.  

Estudios previos han propuesto que M. avium tiene la capacidad de inducir respuesta 

inmune hacia antígenos compartidos con BCG, la cual conlleva a la eliminación de BCG 

antes de que ésta pueda generar la respuesta inmune protectora [35, 47]; otros estudios 

han propuesto la inducción de una respuesta moduladora [164]. Nuestros resultados están 

inclinados hacia la modulación de la respuesta de células T por M. avium a través de la 

inducción de PD-L2 y producción de IL-10 en CD. Nosotros observamos la hipo-respuesta 

proinflamatoria tanto de células T BCG Phipps- como de M. avium-específicas, no 

obstante, también se observaron células T CD4+ Th1 después de la inmunización con M. 
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avium, por lo que es posible que M. avium induzca una respuesta inmune suficiente para 

controlar la replicación de BCG y de manera adjunta inducir, a través de las CD la 

modulación de la respuesta de células T, que en combinación modulan negativamente la 

respuesta Th1 a BCG. Se requieren experimentos que determinen si la modulación de la 

respuesta a BCG mediada por el fenotipo en CD inducido por M. avium a través de la 

interacción PD-1:PD-L (como se determinó in vitro) pudiera estar implicada en la inducción 

de tolerancia in vivo, como consecuencia de la sensibilización con M. avium previo a la 

inmunización con BCG. 

Una frecuencia significativa de células T CD4+ CD25altas Foxp3+ fue observada en ratones 

inmunizados o pre-inmunizados con M. avium. La generación y expansión de células T 

reguladoras se han relacionado con la participación de CD con un fenotipo inmaduro 

89,90]. En ratones transgénicos, la concentración de péptido requerido para activar a las 

células T reguladoras Foxp3+ péptido-específico para ejercer supresión in vitro ha sido 

estimada de 10 a 100 veces menor que la concentración necesaria para activar células T 

naïve o vírgenes con la misma especificidad antigénica [194]. Estos hallazgos sugieren que 

las células T reguladoras Foxp3+ pueden ser activadas aún por CD inmaduras o aquellas 

cuya expresión de CD80/CD86 y MHC/péptido sean también bajos [194]. Sin embargo, 

nosotros determinamos que la expansión de células T CD4+ CD25altas Foxp3+ in vitro fue 

manejada por CD con un fenotipo maduro, los mayores porcentajes se observaron bajo la 

re-estimulación con CD expuestas a BCG Phipps. Pese a ello, estos resultados indican la 

generación de células T con fenotipo regulador manejadas por la inmunización con M. 

avium in vivo, posiblemente la generación de las células T reguladoras CD25altas Foxp3+ in 

vivo sea consecuencia de la interacción de células T con CD con un fenotipo regulador, 

el cual pudo ser inducido por el contacto inicial con M. avium, similar al determinado in 

vitro. 

La expansión de células T con un fenotipo regulador sugiere la participación de estas 

células en la modulación in vivo de la respuesta a BCG. Se ha demostrado que la 

sensibilización de ratones con Mycobacterium chelonae induce células T reguladoras 

CD25+ Foxp3+ con actividad supresora de la respuesta Th1 inducida por BCG in vitro e in 

vivo [195]. 

El entendimiento de cómo M. avium puede comprometer la respuesta inmune inducida 

por BCG se extiende con los resultados presentados en este trabajo, debido a que 

proporciona información acerca de las consecuencias de la interacción de M. avium con 

las CD, mismas que resultaron ser determinantes para comprometer dicha respuesta. 
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Nuestros resultados enfatizan el potencial de M. avium para modular la respuesta Th1 y 

sugieren un mecanismo por el cual se puede llevar a cabo este fenómeno, a través de la 

activación diferencial de CD con la inducción de un fenotipo modulador que promueve 

el cambio de una respuesta proinflamatoria en una predominantemente supresora.  
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Conclusiones 

 

 

 Mycobacterium avium activa diferencialmente a las células dendríticas 

comparado a BCG, con la inducción de un fenotipo asociado con inhibición de la 

respuesta inmune a través del uso preferencial de la vía TLR2-MAP cinasa p38.  

Mycobacterium smegmatis y M. nonchromogenicum inducen un fenotipo 

proinflamatorio en células dendríticas similar a BCG, fenotipo asociado con inducción 

de respuesta inmune.  

 Las células dendríticas expuestas a M. avium mantienen un fenotipo anti-

inflamatorio en respuesta a BCG como segundo estímulo; las células dendríticas 

expuestas a M. smegmatis y M. nonchromogenicum mantienen un fenotipo 

proinflamatorio.  

 El fenotipo de las células dendríticas inducido por M. avium es el responsable de la 

modulación negativa in vitro de la respuesta Th1 a BCG. La interacción PD-1:PD-L y 

la señalización por IL-10 son cruciales en la hipo-respuesta de células T CD4+.  

 La pre- y/o inmunización con M. avium induce la generación de células T con un 

fenotipo regulador.  

 La exposición a M. avium previa a la inmunización con BCG impacta en la 

respuesta Th1 BCG-específica.  
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Anexo 

 A.1. Cinética de expresión de CD86, CD80 y CD40 

La evaluación preliminar de la expresión de las moléculas de superficie en CD inducida 

por exposición a MNT o BCG Phipps se realizó con respecto al tiempo, con el objetivo de 

establecer el pico máximo de expresión para cada una de las moléculas. Para ello, CD de 

médula ósea fueron expuestas a M. avium, M. smegmatis, M. nonchromogenicum o BCG 

Phipps por 12, 24 y 96 hrs previa a la determinación de la expresión de CD86, CD80 y CD40 

por citometría de flujo. La expresión de CD86 y CD80 en CD inducida por BCG Phipps, M. 

smegmatis y M. nonchromogenicum incrementó significativamente (p<0.05) con respecto 

al tiempo (12, 24 y 96 hrs); no obstante, sólo se observó un incremento significativo en la 

expresión de CD40 a las 24 hrs (Anexo; Figura 1). En contraste, la expresión de CD86, CD80 

y CD40 inducida por M. avium en CD se mantuvo baja a todos los tiempos evaluados 

(Anexo; Figura 1).  

El incremento de expresión de las moléculas de superficie en CD en número de veces 

(±DS) comparado con las CD sin estimular a las 12, 24 y 96 hrs se resume en la siguiente 

tabla.  

 CD86 CD80 CD40 

Micobacteria / Tiempo 12 hrs 24 hrs 96 hrs 12 hrs 24 hrs 96 hrs 12 hrs 24 hrs 96 hrs 

          

BCG Phipps 5.2 ± 0.6* 8.0 ± 0.4* 13.5 ± 1.2* 3.9 ± 1.0 9.7 ± 1.1* 13.6 ± 1.9* 2.1 ± 0.3 8.5 ± 0.8* 4.0 ± 0.3* 

M. avium 4.3 ± 1.4 3.8 ± 0.7 2.38 ± 0.9 2.1 ± 0.8 4.5 ± 1.5 2.3 ± 0.9 2.1 ± 0.5 4.0 ± 1.3 2.0 ± 0.3 

M. smegmatis 4.5 ± 0.5 8.1 ± 1.6* 11.8 ± 2.7* 3.4 ± 0.5 7.5 ± 1.5* 12.2 ± 11* 3.2 ± 0.7 7.5 ± 0.5* 1.8 ± 0.7 

M. nonchromogenicum 5.3 ± 1.8 8.0 ± 1.2* 18.0 ± 1.5* 3.8 ±1.0 8.5 ± 0.5* 23.6 ± 3.2* 1.2 ± 0.5 9.0 ± 1.0* 3.7 ± 0.5 

          

 *p<0.05 

Acorde a estos resultados se observaron diferencias en los máximos de expresión; en CD 

expuestas a BCG Phipps, M. smegmatis y M. nonchromogenicum los picos máximos de 

expresión de CD86 y CD80 fueron observados a las 96 hrs, no obstante, también se 

observo un incremento significativo a las 24 hrs. La expresión de CD40 se observó a las 24 

hrs; asimismo, la inducción de las tres moléculas por exposición a M. avium a pesar de ser 

baja en comparación con las otras MNT evaluadas, sí se observó un máximo de expresión 

en CD a las 24 hrs, al igual que con la estimulación con LPS. Con la finalidad de igualar 

condiciones, establecimos 24 hrs como el tiempo de exposición de CD a BCG Phipps, M. 

avium, M. smegmatis, M. nonchromogenicum y al LPS previo a la determinación de la 

expresión de moléculas de superficie (Figura 5 en el texto principal).  
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A.2. Cinética de producción de citocinas proinflamatorias 

El máximo de producción de IL-12p40 se observó a las 24 hrs en CD expuestas a BCG, M. 

avium y M. smegmatis; mientras que en CD expuestas a M. nonchromogenicum el máximo 

de producción se observó desde las 12 hrs, manteniéndose hasta las 24 hrs (Anexo, Figura 

2). La baja producción de IL-12p40 inducida en CD por M. avium se mantuvo baja a todos 

los tiempos evaluados, no obstante se observa un máximo a las 24 hrs (Anexo, Figura 2).  

A diferencia de IL-12, el máximo de producción de TNF se determinó a las 12 hrs post-

exposición a todas las micobacterias evaluadas; este máximo de producción declinó a las 

24 y 96 hrs (Anexo, Figura 2).  Acorde a estos resultados, establecimos 12 y 24 hrs como el 

tiempo de exposición de CD a BCG Phipps, M. avium, M. smegmatis, M. 

nonchromogenicum y al LPS, previo a la determinación de la producción de TNF e IL-

12p40, respectivamente  (Figura 6 en texto principal).  
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Figura Anexo 1. Expresión de CD86, CD80 y CD40 en CD a las 12, 24 y 96 hrs. Incremento (# de veces) de la 

expresión del marcador de superficie inducido por los diferentes estímulos comparado con el control no 

estimulado.  Los datos son presentados como la media (±DS) de tres experimentos independientes.  
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Figura 2. Producción intracelular de IL-12 y TNF a las 12, 24 y 96 hrs. Media (±DS) de producción intracelular 

mostrada como porcentaje de células positivas productoras de IL-12p40 y TNF. Los datos son resultado de tres 

experimentos independientes.  
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