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RESUMEN 

Los patógenos intracelulares, como Mycobacterium tuberculosis (Mtb),  residen en 

los fagosomas dentro de los macrófagos, este es el sitio donde se inicia el 

procesamiento antigénico. Los complejos péptido-MHC-II se forman dentro del 

fagosoma, para posteriormente ser transportados a la membrana plasmática. Las 

citocinas como el IFN- y la IL-10 juegan un papel importante la infección por Mtb; 

sin embargo no se conoce el papel de estas citocinas en la formación de los 

complejos Mtb péptido-MHC-II. En este trabajo analizamos la localización 

subcelular de los complejos Mtb péptido-MHC-II en macrófagos derivados de 

monocitos (MDMs) humanos infectados con Mtb mediante el uso de células T 

CD4+ autólogas especificas para antígenos micobacterianos. Las células MDMs se 

pre-trataron con IFN- o IL-10 y se  infectaron con Mtb, a continuación fueron 

homogenizadas mecánicamente y separadas en un gradiente de densidad en 

Percoll al 27%. Se fraccionaron manualmente y las fracciones obtenidas se 

incubaron con células T CD4+ autólogas. Nuestros resultados demuestran que en 

MDMs pre-tratados con IFN-, los complejos Mtb péptido-MHC-II se detectaron en 

fracciones fagosomales, mientras que en ausencia de IFN-estos complejos de 

localizaron  en las fracciones endosomales. Por otro lado en las MDMs pre-

tratadas con IL-10 los complejos se detectaron en las fracciones endosomales y 

no fueron detectados en fracciones de membrana plasmática. Utilizando la técnica 

de microscopía de inmunofluorescencia se detectó el Ag85B asociado a las 
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moléculas HLA-DR en la membrana celular de los MDMs pre-tratados con IFN-, 

lo que sugiere que el IFN-acelera el procesamiento  y la presentación antigénica 

de Mtb. En contraste, la IL-10 favorece la detección del antígeno Ag85B en 

vesículas que no contienen la proteína asociada al lisosoma 1 (LAMP-1). Por lo 

tanto, el IFN-e IL-10 juegan un papel importante en la formación y el tráfico de 

los complejos Mtb péptido-MHC-II. 
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INTRODUCCION 

La tuberculosis (TB) continúa representando  un problema de salud pública en el 

mundo. La OMS estimó que en el 2010, se produjeron 8.8 millones de casos  y un 

millón de muertes por esta enfermedad [1] . En México la incidencia es de 16 por 

cada 100,000 habitantes [1]. 

 Actualmente la Mycobacterium Bovis (BCG) es la  única vacuna disponible en el 

control de la TB, sin embargo, en diferentes regiones geográficas su eficacia varía 

desde 0 hasta el 80% [2, 3]. Por otro lado, el desarrollo de una vacuna que 

confiera mayor protección es limitado por la falta de conocimiento de los 

mecanismos celulares y  moleculares que participan en la generación de una 

respuesta inmune protectora.  

El agente causal de la tuberculosis, Mycobacterium tuberculosis (Mtb) es un 

patógeno intracelular; el cual, es fagocitado por fagocitos profesionales tales como 

macrófagos y células dendríticas [4]. Una gran variedad de receptores promueven 

la fagocitosis de Mtb, como los receptores de complemento CR1, CR3, y CR4, el 

receptor de manosa, y el receptor scavenger (carroñeros) tipo  A [5]. Después de 

la fagocitosis, Mtb reside en vesículas fagosomales derivadas de la membrana 

plasmática del macrófago, siendo en el fagosoma donde se inicia el 

procesamiento antigénico  de Mtb por acción de las enzimas lisosomales que el 

fagosoma adquiere durante el proceso de maduración fagosomal [4]. Mientras la 

mayoría de los fagosomas bacterianos continúan con un proceso de acidificación y 
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maduración, se ha descrito que Mtb inhibe este proceso [6-8]. De acuerdo a lo 

anterior, Mtb no sólo inhibe la acción bactericida del macrófago sino que también 

inhibe el procesamiento antigénico, mecanismo importante para la presentación 

antigénica y activación de células T [9-11]. 

En modelos animales y en humanos se demostró que las células T CD4+ son 

importantes para el control de la infección por Mtb y  que son activadas cuando 

antígenos micobacterianos son procesados y presentados por el complejo 

principal de histocompatibilidad clase II (MHC-II) [12, 13]. Por lo tanto el 

procesamiento de antígenos micobacterianos es un paso importante en la 

generación de una respuesta inmune en la TB. 

FAGOCITOSIS DE M. tuberculosis. 

La fagocitosis es una forma especializada de endocitosis, en la que 

microorganismos o partículas relativamente grandes son internalizados en una 

vesícula denominada fagosoma [14]. La fagocitosis de Mtb involucra la 

participación de receptores, como los de complemento CR1, CR3, CR4, Fc, 

manosa, carroñeros tipo A (scavenger), proteína surfactante, entre otros [5, 15, 

16]. 

La importancia de los receptores del complemento en la fagocitosis de Mtb se ha 

demostrado en experimentos con macrófagos y monocitos humanos, en los que el 

bloqueo de CR3 disminuye la adherencia y fagocitosis de Mtb hasta en un 80% 

[17]. Shorey JS et al, [18] describieron que Mtb activa la vía clásica del 

complemento por medio de la unión a C2a, aún en ausencia de C4b, siendo un 
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mecanismo que facilita su entrada a un microambiente bajo de opsoninas, como el 

pulmón. 

Se ha descrito que las rutas para la internalización de Mtb podrían establecer una 

diferencia en la transducción de la señal a nivel intracelular, la activación de la 

respuesta inmune y la supervivencia de Mtb intracelular. Así, Aderem A et al, [19] 

reportaron que la fagocitosis de Mtb a través de los receptores Fc está 

directamente ligada a una respuesta inflamatoria, mientras que Pasula R et al, [20, 

21], demostraron que la fagocitosis de Mtb por medio del receptor de la proteína 

de surfactante A en los macrófagos alveolares suprime a los intermediarios 

reactivos del nitrógeno, mecanismo con actividad antimicobacteriana en modelos 

murinos. A su vez, Schlesinger LS et al, [22] describieron que la fagocitosis de 

cepas virulentas de Mtb como la H37Rv y la Erdman, involucra a los receptores de 

manosa, en contraste a cepas atenuadas como H37Ra. En el modelo de ratón se 

demostró que el bloqueo de los receptores de complemento y de manosa no 

inhibe la fagocitosis de Mtb, demostrando que se internaliza por medio de otros 

receptores, como por ejemplo, los receptores scavenger [23]. 

BIOGÉNESIS DEL FAGOSOMA  

Después de la fagocitosis de un patógeno intracelular se inicia la formación del 

fagolisosoma, que tiene como finalidad la muerte del microorganismo y la 

degradación de su contenido [24, 25]. Este proceso se realiza por la adquisición 

de enzimas lisosomales mediante un proceso complejo de maduración 

caracterizado por la fusión secuencial con endosomas tempranos, endosomas 

tardíos y finalmente con lisosomas para formar los fagolisosomas [26, 27]. 
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Los fagosomas que contienen partículas inertes continúan con una serie de 

eventos de fusión de membrana con subcompartimentos individuales de la vía 

endocítica: los fagosomas tempranos selectivamente se fusionan con los 

endosomas tempranos clasificados como endosomas de reciclaje, los fagosomas 

intermedios con endosomas tardíos los cuales tienen un pH moderadamente 

ácido, (pH 6.1) lo que les confiere el inicio de la actividad hidrolítica, y los 

fagosomas tardíos con lisosomas, a este proceso se le ha denominado como de 

"besa y corre" (kiss and run) donde los endosomas, lisosomas y fagosomas 

forman organelos híbridos transitorios lo que permite el intercambio selectivo de 

componentes de membrana y luminal [28]. Estos eventos de fusión son 

controlados por un subtipo de GTPasas, las proteínas Rab, que incluyen Rab5 y 

Rab7, las cuales se encargan de regular la fusión con endosomas tempranos y 

tardíos, respectivamente [28, 29]. Durante el proceso de maduración fagosomal, la 

acidificación y los niveles de enzimas lisosomales como las hidrolasas ácidas, 

proteínas de membrana asosociadas al lisosoma 1 y 2 (LAMP-1, LAMP-2), 

catepsina D, así como la GTPasa Rab7 aumentan; mientras que los marcadores 

endocíticos tempranos como CD63, el receptor de transferrina, Rab5, disminuyen 

dentro del fagosoma [30]. De esta manera, una vez fagocitados, muy pocos 

microorganismos pueden sobrevivir dentro de los fagosomas del macrófago 

debido a la abundancia de vacuolas fagocíticas ácidas y enzimas hidrolíticas que 

contienen hidrolasas lisosomales, así como la oxido nítrico sintetasa inducible 

(iNOS) enzima generadora de los metabólitos intermediarios de nitrógeno, 

responsable de la capacidad microbicida del macrófago [31]. 
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EL FAGOSOMA MICOBACTERIANO 

La sobrevivencia de Mtb dentro del fagosoma se debe a la capacidad de la 

bacteria de inhibir algunos de los pasos en la maduración fagosomal mediante la 

acción de productos micobacterianos como los fosfatidilinositoles; que bloquean el 

tráfico membranal mediante la inhibición de la enzima fosfatidilinositol 3 cinasa 

[32]. En la década de los 70, Hart et al [33] demostraron por microscopía 

electrónica que los fagosomas que contienen Mtb viva no se fusionan con los 

lisosomas previamente marcados con ferritina, y no adquieren la tinción de 

fosfatasa ácida, inhibiendo la adquisición de enzimas lisosomales, impidiendo la 

maduración fagosomal. Más tarde, Clemens et al, [24] demostraron que los 

fagosomas que contienen Mtb muerta por calor se fusionan con los lisosomas, 

mientras que fagosomas con Mtb viva resisten la fusión con los lisosomas. 

Recientemente se describió que la presencia de Mtb en el fagosoma inhibe la 

adquisición de la enzima oxido nitrico sintetasa inducible (iNOS), asegurando así 

su supervivencia. El mecanismo propuesto mediante el cual Mtb inhibe el 

reclutamiento de iNOS al fagosoma involucra la disminución de la retención de la 

proteína EP50, importante para la unión de iNOS al citoesqueleto  [34]. Indicando 

la supervivencia de Mtb en el fagosoma en el modelo murino. 

Los fagosomas que contienen Mtb presentan las siguientes características: 

limitada acidificación, [35] disminuida fusión con vesículas lisosomales y un 

incremento en la acumulación de marcadores de endosomas tempranos, como el 

receptor de transferina en la membrana fagosomal, Rab5, [36] y la acumulación de 
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una proteína con una cubierta rica de triptófano y aspartato (TACO, por sus siglas 

en inglés) [37]. Asimismo, el fagosoma que contiene Mtb no adquiere Rab7, 

marcador específico para endosomas tardíos, mientras que se ha observado la 

retención de Rab5, marcador de endosomas tempranos [38, 39]. 

Entre los productos micobacterianos que se han asociado con la inhibición de la 

maduración fagosomal se encuentran lipoarabinomanana, fosfatidil inositol y la 

lipoproteína de 19 kDa [40]. Se ha reportado que la lipoproteína de 19 kDa de Mtb 

disminuye la expresión de moléculas de clase II en macrófagos humanos por una 

vía dependiente del receptor Toll 2 (TLR2) e inhibe el procesamiento de antígenos, 

lo que permite su supervivencia [41, 42]. La inhibición causada por Mtb en la 

maduración fagosomal presumiblemente resulta en un fagosoma que es 

parcialmente acidificado y no se fusiona con lisosomas, donde la supervivencia de 

Mtb es exitosa, sin embargo las enzimas presentes en el fagosoma son suficientes 

para generar péptidos producto de la degradación enzimática de Mtb con 

capacidad para activar a las células T e inducir una respuesta inmune.  

PROCESAMIENTO Y PRESENTACIÓN DE ANTÍGENOS MICOBACTERIANOS 

Para la activación de la respuesta inmune adaptativa específica, el procesamiento 

y la presentación antigénica juegan un papel central [11, 12]. Los antígenos 

exógenos, tanto solubles como particulados, son internalizados por los 

macrófagos y son catabolizados por proteasas como la aspartil-proteasa 

(catepsina D) y la cisteina-proteasa (catepsina B), en el fagosoma o en los 

organelos endocíticos tardíos para generar péptidos, que se unirán a las 

moléculas del MHC  [9, 36, 38]. 
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Las moléculas del MHC son proteínas importantes cuya función es presentar los  

péptidos generados durante el procesamiento antigénico a las células T. Existen 

dos tipos de moléculas codificadas por el locus del MHC, las llamadas clase I y 

clase II. Las moléculas del MHC-II presentan péptidos a las células T CD4+ y MHC 

de clase I, presentan péptidos a las células T CD8+  [43, 44]. 

 La mayoría de los péptidos procesados en el citosol son presentados por 

moléculas MHC-I, mientras que la mayoría de los péptidos procesados en 

compartimentos endosomales y fagocíticos son presentados por las moléculas 

MHC-II [45]. Por esta razón nos enfocaremos a la unión de los péptidos con las 

moléculas de clase II, previamente procesados en el fagosoma y compartimentos 

endosomales. Las moléculas  MHC-II son sintetizadas en el retículo endoplásmico 

y se asocian a una proteína conocida como cadena invariante (invariant chain li), 

la cual promueve el ensamble de la molécula de clase II y dirige su transporte a 

las vesículas endocíticas, llamadas compartimentos de moléculas clase II  [46]. 

Dentro de estos compartimientos la cadena li es degradada por proteasas 

endosomales/lisosomales, dejando a las moléculas de MHC-II asociadas a un 

fragmento de la li, llamado péptido de li asociado a clase II (CLIP), el cual ocupa la 

hendidura de unión al péptido. Posteriormente, otra molécula también codificada 

por los genes del MHC, el antígeno leucocitario humano, conocido como HLA-DM, 

actúa como intercambiador de péptidos y cataliza el reemplazo de CLIP por 

péptidos generados por la proteólisis fagosomal o endocítica [47]. Finalmente, los 

complejos péptido-MHC-II son transportados a la membrana plasmática del 
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macrófago para ser presentados a las células T CD4+, y estimular dichas células 

para la inducción de mediadores moleculares como las citocinas. 

Hasta hace algunos años se sabía que los complejos péptido-MHC clase II se 

formaban en las vesículas endocíticas, llamadas compartimentos de moléculas 

clase II (MIIC); sin embargo, se sabe que se pueden formar en otros 

compartimentos intracelulares. Harding et al reportó que algunos epítopes 

derivados de  la lisozima  de huevo de gallina (HEL) así como ribonucleasa bovina 

se unen a las MHC-II en compartimentos endosomales [48, 49], lo que sugiere que 

los complejos péptido-MHC-II se pueden formar en otros compartimentos 

intracelulares y no solamente en las vesículas endociticas .  

Más tarde Ramachandra L et al [50], demostraron que los fagosomas son 

organelos competentes como sitio de formación de los complejos péptido- MHCII. 

Además, el mismo grupo de investigadores demostró en macrófagos de ratón que 

Mtb viva altera la maduración del fagosoma, disminuyendo el procesamiento 

antigénico en el contexto de MHC-II alterando la capacidad del fagosoma como 

sitio de formación de los complejos péptido-MHC clase II en comparación con los 

fagosomas que contienen a la bacteria muerta por calor [51].  

También en este reporte se demostró  que los fagosomas de Mtb en macrófagos 

murinos contienen moléculas de MHC-II, y son el sitio de  formación de los 

complejos  péptido Ag 85B- MHC clase II [51].  

Grotzke et al, reportaron que los fagosomas son el sitio de formación de los 

complexos péptido-MHC-I. En este trabajo encontraron dentro del fagosoma 

proteínas derivadas del proteosoma. Lo que sugiere que el fagosoma se 
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encuentra íntimamente involucrado en la presentación de antígenos por MHC-I 

[52].  

ANTECEDENTES DIRECTOS 

Nuestro grupo previamente ha reportado que los complejos Mtb péptido-MHC-II se 

forman en los fagosomas de línea celular monocítica humana THP-1, mientras que 

en monocitos derivados a macrófagos humanos (MDM) se forman en los 

compartimentos de moléculas de clase II (MIIC) y no en fagosomas [53]. Las 

diferencias que nuestro grupo observó en el procesamiento antigénico pudieran 

deberse a diferencias intrínsecas entre las células estudiadas o los efectos del 

IFN- utilizado para estimular a las células THP-1.  Sin embargo, se desconocen 

los mecanismos involucrados, incluyendo el papel de las citocinas,  en la 

participación del fagosoma como sitio de formación de complejos péptido-MHC 

clase II.  Previamente, Via et al, demostraron que las citocinas son importantes en 

la maduración del fagosoma y sugieren que podrían estar involucradas en el 

procesamiento y presentación a nivel fagosomal [54].  

Diversos estudios han demostrado que las citocinas afectan la formación de los 

complejos péptido-MHC. Por ejemplo, después de la estimulación de células 

dendríticas con TNF-, se observaron cambios en la endocitosis así como el 

ensamblaje de los complejos péptido-MHC a nivel intracelular, lo que sugiere una 

alteración en el procesamiento antigénico [55]. La activación de macrófagos 

murinos con IFN- induce la acidificación y en consecuencia la maduración de los 

fagosomas que contienen Mycobacterium avium [56]. Por otro lado, se ha descrito 
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que los fagosomas de células pre-tratadas con IFN-contienen niveles elevados 

de subunidades de proteosoma, MHC-I así como componentes que participan en 

el ensamblaje de los complejos péptido-MHC-I [57, 58]. En contraste a los efectos 

estimulatorios del IFN- en el sistema inmune, la IL-10 tiene un fuerte efecto 

inmunosupresor así como actividades anti-inflamatorias. Se ha reportado que la 

IL-10 disminuye el tráfico y la maduración fagosomal [54]. Además también inhibe 

el transporte de las moléculas MHC-II sintetizadas de novo a la membrana 

plasmática a través de un proceso post-traduccional e interfiere con la exocitosis 

de las MHC-II sintetizadas de novo así como el reciclaje de las moléculas MHC-II 

internalizadas en monocitos humanos [59]. Estas observaciones sugieren que el 

IFN- incrementa el procesamiento  y la presentación antigénica mientras que la 

IL-10 interfiere con el tráfico y la maduración fagosomal. Sin embargo, se 

desconoce el papel del IFN- e IL-10  en el ensamblaje a nivel intracelular de los 

complejos péptido –MHC-II.  

En este trabajo nosotros determinamos los efectos del IFN- e IL-10 en la 

formación y el tráfico intracelular de los complejos péptidos micobacterianos-MHC-

clase II en macrófagos humanos infectados con Mtb utilizando células TCD4+ 

autólogas. 

 

 

 

 



19 

 

 

 

Justificación 
 

El fagosoma micobacteriano se forma durante la fagocitosis de Mtb y es el 

organelo donde Mtb logra sobrevivir, inhibiendo la adquisición de enzimas 

lisosomales y proteínas importantes para la maduración del fagosoma. 

Recientemente se ha demostrado que además de ser el fagosoma el organelo 

donde se lleva a cabo la muerte y degradación bacteriana, es también el sitio 

donde se forman los complejos Mtb péptido-MHCII importantes para la inducción 

de la respuesta de células T. 

Aunque existe información sobre el papel de los fagosomas y compartimentos 

endosomales en la formación de complejos, el papel de las citocinas importantes 

en la patogénesis de la tuberculosis como IFN-/IL-10 en la cinética del 

procesamiento de antígenos micobacterianos así como en la formación de los 

complejos péptidos micobacterianos-MHC-II  aún no ha sido bien definido. 

Hipótesis: El procesamiento de antígenos micobacterianos en el fagosoma es 

acelerado por el IFN-, mientras que la IL-10 retrasa el proceso. 

Objetivo: Estudiar el efecto del IFN- e IL-10 en la cinética de procesamiento y la 

formación de los complejos péptido-MHC clase II en macrófagos derivados de 

monocitos humanos (MDMs). 

 



20 

 

 

Objetivos particulares: 

1) Determinar las cinéticas del procesamiento y presentación antigénica en 

MDMs infectadas con Mtb viva o muerta por calor. 

2) Caracterizar por medio de un gradiente de densidad y de forma enzimática 

a las fracciones subcelulares: fagosomas, fagolisosomas, membrana 

plasmática y compartimentos de moléculas de clase II. 

3) Determinar el sitio de formación de los complejos Mtb péptido-MHC-II en las 

fracciones subcelulares de células THP-1. 

 Determinar el sitio de formación de los complejos Mtb péptido-MHC-II en las 

fracciones subcelulares de MDMs pre-tratadas con IFN-

 Determinar el sitio de formación de los complejos Mtb péptido-MHC-II en las 

fracciones subcelulares de MDMs pre-tratadas con IL-10

6) Analizar  la presencia de los complejos Mtb péptido-MHC-II en organelos 

intracelulares mediante microscopía de fluorescencia en células MDMs pre-

tratadas con IFN- e IL-10. 

 

 

 



21 

 

 

Material y Métodos 

Bacteria.  

Mycobacterium tuberculosis (Mtb)  cepa  H37Ra,  obtenida de la American Type 

Culture Collection (ATCC#TB127 Manassas, VA, USA), se creció  en medio 

Mildrebrook 7H9 (BD Difco, Sparks, MD) suplementado con glicerol al 1% y 

Mildrebrook al 10% de albúmina, dextrosa, catalasa, (BD Difco) durante 21 días. 

La bacteria  se congeló y guardó en alícuotas a -80°C hasta el momento de su 

uso. El número de bacterias se determinó mediante la cuenta de unidades 

formadoras de colonias (UFC) en placas de agar 7H10 Middlebrook (BD Difco). 

Muerte por calor de Mtb. 

La Mtb se incubó a 80°C por 30 min, y la muerte de la micobacteria fue confirmada 

monitoreando las unidades formadoras de colonias (UFC) en medio 7H10 

Middlebrook (BD Difco),. 

Preparación de Mtb para la infección celular. 

Antes de infectar a las células con Mtb,  la suspensión bacteriana se  centrifugó, y 

para favorecer su disgregación, se pasó 10 veces a través de una aguja del 

número 27 de espesor (.44 mm) , después se sometió a sonicación a 80 ciclos a 

700W, en un sonicador (Ultrasonik 28X NEY, Yucalpa CA) durante  30 segundos. 

Posteriormente se centrifugó durante 5 min y se tomo el sobrenadante y se diluyó 

en medio infectante previamente precalentado a 37°C (RPMI suplementado con 
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suero humano sin inactivar al 10%, sin antibióticos) y se utilizó para la infección 

celular.  

Tinción de Mtb con FLUOS  

Para los experimentos de la caracterización de fracciones subcelulares 

fagosomas/fagolisosomas se utilizó a Mtb teñida con  5 (6)-Carboxifluoresceína-N-

hydroxisuccimida ester (FLUOS). Brevemente, (1-4x109) bacterias fueron 

centrifugadas y resuspendidas en 1ml de buffer de fosfatos 20mM (PBS),  pH de 

9.1 y mezcladas con 25L de dimetil sulfóxido con 20g/ml FLUOS (Boerhringer 

Mannheim, Germany) e incubadas durante 10 min en agitación a temperatura 

ambiente. La bacteria teñida con  FLUOS se lavó tres veces con PBS y antes de 

usarla para infectar las células  se disgregó  de acuerdo al procedimiento descrito 

arriba.  

Células y condiciones de cultivo.  

A menos que se especifique lo contrario, las condiciones de cultivo celular fueron 

a una temperatura de 37°C y 5% de CO2, en medio de cultivo RPMI 1640 (Bio 

Whitaker, Walkersville, MD) suplementado con 10% de suero fetal bovino 

inactivado (Hyclone, Logan, UT),  50mM de 2-mercaptoetanol (2-ME), 1mM de 

piruvato de sodio, 2mM de L-glutamina, 10mM de HEPES, 100U/ml de penicilina y 

100mg/ml de estreptomicina (Bio Whitaker, Walkersville, MD).  

La línea celular monocítica humana THP-1 fue obtenida de la American type 

cultura collection ATCC (# TIB 202). La diferenciación de la línea celular THP-1 a 

su fase de  macrófagos se realizó por cultivo en presencia de  10ng/ml  de PMA 

(Miristato de forbol) (Sigma St. Louis, MO.) durante  24 h posteriormente el medio 
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de cultivo se removió y  las células se incubaron por otras 24 horas con 50U/ml de 

IFN(Endogen, Woburn, MA) .  

El hibridoma de células T DB1 específico del  péptido 96-111 del antígeno 85B de 

Mtb, fue obtenido de un ratón transgénico DR1 [53] y donado por el Dr. David 

Canaday de Case Western Reserve University,  (Cleveland, Ohio, USA). El 

hibridoma de células T DB1 fue mantenido en medio de cultivo DMEM (Bio 

Whitaker, Walkersville, MD) y suplementado con 10% de suero fetal bovino 

inactivado (Hyclone, Logan, UT),  50M de 2-mercaptoetanol, 1mM de piruvato de 

sodio, 2mM de L-glutamina, 10mM de HEPES, 100U/ml de penicilina y 100g/ml 

de estreptomicina (Bio Whitaker, Walkersville, MD). 

Obtención de monocitos de células mononucleares de sangre periférica. 

Posterior a la firma del consentimiento informado se obtuvieron 180ml de sangre 

periférica de voluntarios sanos con resultado positivo a la prueba intradérmica a la 

tuberculina (TST),  o bien, se obtuvieron paquetes celulares del banco de sangre 

del Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias (INER). Brevemente, 180 ml 

de sangre heparinizada se diluyeron 1:2 con medio de cultivo RPMI 1640 (Bio 

Whitaker, Walkersville, MD).  Para la separación  de células mononucleares de 

sangre periférica (PBMC) se adicionó Lymphoprep (Axis-Shield PoC AS, Oslo 

Norway) y se centrifugó a 300 x g por 45 min a temperatura ambiente. Con ayuda 

de una pipeta pasteur se recuperó el anillo celular  de la interfase que contiene las 

PBMC, posteriormente los monocitos se purificaron por adherencia en botellas de 

cultivo de 75mm3 (Corning NY USA) por 1 h a 37°C. Los monocitos obtenidos se 
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cultivaron en medio de cultivo RPMI 1640 con suero humano al 10% a 37°C 

durante 7 días. Después de este tiempo las células adquirieron la morfología de 

macrófagos y los llamamos células MDMs. 

Generación de células T CD4+ antígeno-específicas.  

A partir de las PBMC se obtuvieron células T CD4+ policlonales autólogas de los 

donadores sanos TST positivos, de acuerdo a lo reportado por Tan y cols [60]. 

Brevemente, las PBMC (2x106 células/pozo) fueron cultivadas [53] en placas de 

24 pozos e infectadas con Mtb viva a una multiplicidad de infección de 1:10, en 

medio de cultivo RPMI 1640 con 10% de suero humano y se  incubaron durante 

10 días a 37°C. Para favorecer la proliferación de las células T se adicionó 50U/ml 

de IL-2 (Pierce Endogen Biothecnology Rockford, USA) en los días 3, 5 y 7. 

Después de 10 días de cultivo, las líneas primarias de células T CD4+ fueron 

purificadas por selección positiva utilizando perlas inmunomagnéticas cubiertas de 

anticuerpo anti-CD4+ (Miltenyi Biotec, Auburn, CA). La pureza de las células T 

CD4+ fue de 96±2%, determinada por citometría de flujo. Posteriormente las 

células se mantuvieron  en reposo por 24h y finalmente se utilizaron para la 

identificación de los complejos péptido –MHC-II sobre la superficie de los MDM o 

en las fracciones subcelulares. Para los experimentos donde se utilizó la línea 

celular THP-1 como células presentadoras de antígeno utilizamos  el hibridoma de 

células T DB1 para la identificación de los péptido (96-111)-MHC-II [61].  
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Anticuerpos 

El anticuerpo anti-Ag85B de conejo fue donado por la Dra. C.I. Espitia-Pinzón 

(Instituto de Investigaciones Biomédicas, UNAM, México). El anticuerpo de ratón 

anti HLA-DR humano fue obtenido de Caltag (Burlingame, CA, USA);  el 

anticuerpo de ratón anti LAMP-1 fue obtenido de Calbiochem (EMDBioscences, 

San Diego, CA, USA), el anticuerpo de cabra anti conejo F(ab’)2 marcado con 

Alexa Fluor 594 y el anticuerpo de conejo anti H+L ratón marcado con Alexa Fluor 

488 fueron elaborados por Molecular Probes (Eugene, Oregon, USA).  

Cinética del procesamiento de Mtb y detección de los complejos Mtb 

péptido- MHC-II en MDMs. 

Para la diferenciación de monocitos a macrófagos (MDM), los monocitos (1.5x105 

células/pozo) fueron cultivados en placas de 96 pozos en medio RPMI 1640 al 

10% de suero humano durante 7 días a 37°C. Posteriormente (MDMs) los MDMs 

fueron pre-tratadas con 50U de IFN- o con 5ng/ml de IL-10 por 24 h. Seguido de 

la infección con Mtb H37Ra muerta por calor o viva  a una multiplicidad de 

infección de 1:30 (MDM-baterias) durante 1h. Después, las bacterias no 

fagocitadas se eliminaron por lavados y  las células se incubaron  en RPMI 1640 a 

37°C por intervalos de tiempo de 0, 30, 60 y 120 minutos (cinética de 

procesamiento antigénico).  Las células fueron fijadas con paraformaldeído al 1% 

en PBS  por 20 minutos, y se adicionó un volumen equivalente de lisina 0.4M para 

evitar el daño celular por el efecto  del paraformaldheido. Posteriormente las 

células fueron lavadas e incubadas  con  50,000 células /pozo de TCD4+ autólogas 
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y se incubaron por 24 h. Entonces los sobrenadantes de cultivo se recolectaron y 

guardaron a -20°C para la posterior determinación de IFN-el cual, es una lectura 

indirecta  del reconocimiento de los complejos de péptidos micobacterianos y las 

MHC-II presentes en la membrana de las MDMs. La producción de IFN-se 

evaluó por el método de ELISA, utilizando anticuerpos anti IFN- (Endogen), y la 

absorbacia se determinó utilizando un espectrofotómetro Multiskan MCC/340 

(Labsystems, Finland),  a 405 nm. 

Caracterización y aislamiento de las fracciones subcelulares 

El aislamiento y caracterización de las fracciones celulares es fundamental para la 

realización del presente trabajo. Toda la metodología y resultados fueron descritos 

en el artículo titulado: “Aislamiento de organelos en macrófagos humanos 

infectados con Mycobacterium tuberculosis” (ver anexos). Por esta razón la 

metodología y resultados publicados en el mencionado artículo  se presentará en 

forma resumida en la sección de resultados.  

 

 

 

 

 

 

 



27 

 

 

Detección de complejos Mtb-péptido-MHC-II mediante ensayos con células T 

en las fracciones subcelulares. 

La identificación  de complejos péptidos Mtb-MHC-II, se realizó utilizando  células 

T autólogas. Brevemente las fracciones obtenidas de las MDMs pre-tratadas con 

50U de IFN- o 5ng/ml de IL-10 por 24 h, fueron congeladas y después 

descongeladas, para liberar a los complejos Mtb –MHC clase II de la membrana 

de los diferentes organelos subcelulares  y de esta manera ser reconocidos por las 

células T autólogas. Entonces,  50 l de cada fracción se incubó en presencia de 

1x105 células autólogas T CD4+ específicas a Mtb/pozo. Después de 24 h, se 

recolectaron los sobrenadantes y se evaluó la producción de IFN- por medio de la 

técnica de ELISA; la absorbacia se determinó utilizando un espectrofotómetro 

Multiskan MCC/340 (Labsystems, Finland),  a 405 nm y los resultados se 

expresaron en pg/ml. 

Detección de complejos Mtb-Ag 85B (96-111)-DR1.  

Para detectar a los complejos Mtb Ag 85B (96-111)-DR1, utilizamos el hibridoma 

de células T DB1. Brevemente,  50l de cada una de las fracciones subcelulares 

de células THP-1, se incubaron en presencia de (50x103) células/pozo del 

hibridoma de células T DB1 Después de 24 h, se recolectaron los sobrenadantes y 

se evaluó la producción de IL-2. La determinación de IL-2 se realizó mediante un 

ensayo biológico usando a la línea CTLL-2, la cual es dependiente de IL-2 y a la 

rezarzurina como un indicador de muerte celular. Los resultados se expresaron  en 
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densidad óptica con una longitud de onda 550-595nm, en espectofotómetro 

Multiskan MCC/340 (Labsystems, Finland) [61].  

Para algunos experimentos en los mismos sobrenadantes, medimos la producción 

de IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IFN- y TNF-utilizando un kit para detección de 

citocinas TH1/TH2, Cytokine bead array (CBA) (BD Bioscences), siguiendo las 

instrucciones del fabricante. Para la adquisición de cada tubo usamos el citómetro 

de flujo FACS Canto II (BD Bioscences). Los datos obtenidos fueron analizados 

utlizando FCAP Array v.1.0.1, (Soft Flow software, Hungary Ltd for CBA BD 

Bioscences). Los valores de fluorescencia para cada citocina fueron interpolados 

con su respectiva curva estándar y los resultados se expresaron en pg/ml. 

Detección de fagosomas por organelometría de flujo. 

Después de realizar el fraccionamiento subcelular, tomamos las fracciones que 

corresponden a los fagosomas previamente identificadas mediante la detección de 

la enzima-hexosaminidasa. Se fijaron mediante la adición de paraformaldehído al 

2% y se fijaron por 10 min. Posteriormente se adicionó lisina 0.4M en un buffer de 

salina fosfatos PBS, y las fracciones se resuspendieron en 0.5ml de PBS. A 

continuación las fracciones se tiñeron con un anticuerpo anti HLA-DR humano 

conjugado con PE así como con su control de isotipo inmunoglobulina IgG1 de 

ratón conjugado con PE (BD Biosciences), en una placa de 96 pozos usando un 

buffer que contiene saponina para permitir el acceso de los epítopes al lumen. Los 

organelos fueron fijados y se adquirieron 100,000 eventos en un FACS Calibur® 

(Becton Dickinson, San Jose, CA). Los organelos fueron analizados en una 
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ventana de tamaño vs granularidad usando el programa CellQuest (Becton 

Dickinson, San Jose, CA). 

Microscopía de inmunofluorescencia indirecta. 

Los MDMs (2x106)  en suspensión fueron depositados de forma homogénea sobre 

la superficie de los cubreobjetos redondos de 0.5 cm de diámetro pre-tratados con 

tri-etoxi-xylane en de las placas de cultivo de 35 mm. Enseguida se permitió su 

diferenciación durante siete días previos a la adición de los estímulos con 50U/ml 

de IFN- o 5ng/ml de IL-10. Después de 24 h de incubación, las células fueron 

lavadas con RPMI e infectadas con Mtb H37Ra a un MOI 1:30 y se incubaron por 

1h. Las bacterias extracelulares fueron removidas y lavadas con RPMI sobre hielo. 

Se adicionó medio de cultivo y las células fueron incubadas por diferentes periodos 

de tiempo (0 y 30 minutos). El procesamiento antigénico se detuvo a 4°C y las 

MDMs se fijaron con paraforlmadeído al 2%. Se realizó la incubación con los 

anticuerpos en presencia y ausencia de saponina 0.1% para la tinción en 

membrana o intracelular. En el primer paso las células fueron incubadas con los 

anticuerpos anti- Ag85B y anti-HLA-DR o anti-Ag85B y anti-LAMP1 por 1h a 

temperatura ambiente, seguido de tres lavados con PBS y 20 min en presencia de 

suero de conejo no inmunizado. En el segundo paso las células se incubaron con 

los anticuerpos cabra anti ratón fab’2 Alexa Fluor 594 y conejo anti H+L ratón Alexa 

Fluor 488 en presencia de suero de conejo. Después de 1h de incubación, las 

células fueron lavados con PBS y montados en portaobjetos en Mowiol-DAPI 

(Calbiochem, San Diego, CA, USA, ICN, Biomedicals Inc.) y se examinaron en un 
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microscopio Olympus BX51 (Tokyo, Japan) equipado con epifluorescencia con un 

objetivo UPlanAPO 100x [62] 
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Resultados 

Efecto del IFN- e IL-10 en la cinética de procesamiento de Mtb viva y muerta 

por calor. 

Para conocer los efectos del IFN e IL-10 en el tráfico y procesamiento antigénico 

de Mtb en MDMs, en primer lugar, se determinó la cinética de la presentación 

antigénica de Mtb viva o muerta en células MDMs en presencia o ausencia de 

citocinas. Nuestros resultados (Figura 1A, 2B) muestran que las células T 

autólogas producen mayor cantidad de  IFN- en respuesta a las MDM infectadas 

con  Mtb muerta en comparación con Mtb viva. También, se observó que tanto las 

MDM infectadas con  Mtb muerta como Mtb viva, después del pre-tratamiento con 

IFN- inducen la producción temprana de IFN-en células T autólogas. En MDMs 

pre- tratadas con IFN-se observaron más rápido en comparación con las MDM no 

tratadas (30 min). Sin embargo,  la producción de IFN- por células T autólogas  

disminuyó más rápidamente en las MDMs tratadas con IFN- que en las no 

tratadas (Figura 1A, 2B).  

En contraste al efecto del pre-tratamiento con IFN- sobre el procesamiento y  la 

presentación antigénica, en MDM pre-tratadas con IL-10 no observamos 

producción de IFN-hasta los 120 min de procesamiento, tanto en la infección con 

Mtb viva como muerta por calor (Figura 1C, 2D). 

También exploramos el efecto de otras citocinas como IL-4 y TNF- en la cinética 

del procesamiento micobacteriano. Nosotros encontramos que IL-4 funciona de 
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manera similar que la IL-10, inhibiendo completamente el procesamiento de Mtb 

tanto viva como muerta por calor (Figura 1G, 2H). En contraste TNF- inhibe de 

manera transitoria el procesamiento de Mtb muerta por calor, y lo acelera con la 

Mtb viva a los 30 min en la misma forma que con el pre-tratamiento con IFN- 

(Figura 1E, 2F).  

Por lo tanto el IFN- y TNF- aceleran el procesamiento y la presentación 

antigénica después de la infección con Mtb viva o muerta, pero la IL-4 e IL-10 

inhiben el proceso.  
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Figura 1. Procesamiento y presentación de antígenos de Mtb en MDMs pre-tratados con IFN-, 

IL-10, IL-4 y TNF-Los MDMs fueron pre-tratados con 50U/ml de IFN-, 5ng/ml de IL-10, 10ng/ml 

de IL-4 y 10ng/ml de TNF- durante 24 horas, se lavaron e incubaron con Mtb muerta por calor 

(A,C,E,G) o Mtb viva (B,D,F,H) por 60 minutos a una multiplicidad de infección de 30, fueron fijadas 

y se incubaron después de 30, 60 y 120 minutos. Se usaron células T CD4+ policlonales autólogas 

las que detectaron a los complejos Mtb péptido-MHC-II, y se midió en los sobrenadantes los niveles 

de IFN- por el método de ELISA. Datos representativos de 4 experimentos independientes.

E. 

H. G

. 

F. 
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Fraccionamiento subcelular y caracterización de células MDMs incubadas 

con M. tuberculosis. 

Después de determinar la cinética y el efecto del IFN- y de la IL-10 sobre la 

expresión de complejos Mtb péptido-MHC-II en la superficie celular de MDM, 

procedimos a evaluar  el efecto de estas citocinas sobre la distribución de los 

complejos Mtb péptido-MHC-II en los organelos subcelulares importantes en el 

procesamiento antigénico como lo son; membrana, endosomas y fagosomas, para 

lo cual, se realizó la separación de los organelos subcelulares utilizando la técnica 

de ultracentrifugación en un gradiente de sacarosa con 27% de percoll.  La 

caracterización de las fracciones celulares fue descrita en el artículo titulado: 

“Aislamiento de organelos en macrófagos humanos infectados con Mycobacterium 

tuberculosis” (ver anexos). A continuación se presenta de forma breve el 

fundamento de la separación, metodología y los resultados de la caracterización 

de las fracciones subcelulares.   

El desarrollo de técnicas de fraccionamiento celular es un medio para lograr el 

análisis de la composición y propiedades de elementos subcelulares purificados. 

El fraccionamiento subcelular es esencial para el desarrollo de ensayos “libres de 

células”.  

Existen dos métodos de fraccionamiento celular, el primero es la centrifugación 

diferencial; y el segundo, la centrifugación por gradiente de densidad. En el 

presente trabajo utilizamos la centrifugación por gradiente de densidad que tiene 

la capacidad de combinar la velocidad de sedimentación con un gradiente de 
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densidad como la sacarosa y la sílica coloidal llamada Percoll. Este reactivo está 

compuesto por partículas cubiertas de sílica polivinilpirrolidona de 20 nm, el rango 

del gradiente va de 1.0-1.3 g/ml lo cual depende del tiempo y la velocidad del 

centrifugado, así como de la concentración de  sacarosa. El Percoll, por sí mismo, 

tiene un efecto estabilizador en las membranas de los organelos, lo que mantiene 

su actividad enzimática [63]. 

En nuestro grupo nos hemos enfocado a la separación de compartimentos 

subcelulares con el objeto de buscar formas funcionales de moléculas de clase II 

utilizando gradientes de densidad. En este trabajo usamos la técnica de 

ultracentrifugación utilizando un gradiente de Percoll al 27% para la purificación de 

fracciones subcelulares, como fagosomas, fagolisosomas, y membrana plasmática 

de macrófagos humanos infectados con Mtb. 

Previo a la ultracentrifugación fue necesario llevar a cabo la infección con 

Mtb y posteriormente realizar un proceso de homogenización. 

a) Infección con Mtb  

Los MDM se incubaron  con Mtb  muerta por calor a una multiplicidad de infección 

(MOI) de 1:30, por 1h, seguido de diferentes tiempos de procesamiento (0, 30 y 60 

minutos).  

b) Homogenización  

Posteriormente, las células fueron lavadas con medio RPMI, despegadas con un 

rastrillo de células y resuspendidas en 1ml de buffer de homogenización 

(Sacarosa 0.25M, y 10mM de HEPES pH 7.2). Las células se homogenizaron a 

través de un homogenizador de cristal (Dounce) en forma mecánica, y el 
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porcentaje de lisis celular se determinó utilizando el colorante de viabilidad azul de 

tripano. La homogenización se realizó hasta  alcanzar  un 60 a 70% de lisis y para 

eliminar las células intactas y núcleos, se centrifugó a  200 g por 10 min a 4°C.  

c) Ultracentrifugación y fraccionamiento 

El homogenizado celular se centrifugó sobre una solución de Percoll (Pharmacia, 

Uppsala Swedden) al 27% a 28,000 g a 4°C durante 1 h (Sorvall RC-100). El 

gradiente de Percoll se fraccionó de forma manual en 30 fracciones de 333l cada 

una, desde la parte superior al fondo del tubo, en un rango de densidad de 1.037 a 

1.107. El gradiente de densidad se determinó en paralelo a la centrifugación, 

agregado un tubo con Percoll al 27% y perlas de densidad marcadas (Density 

Marker Beads, Amersham Biosciences, Uppsala Sweden).  Utilizando estas 

condiciones se separaron fracciones subcelulares de densidad baja 

correspondiente a membrana (1.040 g/ml) compartimentos endosomales  (1.071 

g/ml) y  de alta densidad como fasosomas- lisosomas (1.109 g/ml)   (Figura 2). 

Nuestros resultados muestran que las fracciones 10 a 14 estaban en una región 

de baja densidad en el gradiente de Percoll al 27%, lo que corresponde a 

membrana plasmática de acuerdo con la densidad de 1.040 g/ml (Figura 2). Las 

siguientes fracciones que analizamos de acuerdo con su densidad fueron de la 22 

a la 29, las cuales están en una región de alta densidad, donde se localizan los 

fagolisosomas con una densidad de 1.109 g/ml (Figura 2). También analizamos 

otras fracciones, como las que van de la 15-20 que de acuerdo con su densidad 

corresponden a compartimentos endosomales, con una densidad de 1.071 g/ml. 
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Para tener una mejor calidad de nuestra caracterización, corroboramos los 

resultados de densidad, haciendo una caracterización enzimática. 

 

 

 

 

 

Figura 2. Técnica de purificación de monocitos y aislamiento de organelos mediante 
gradiente de densidad. Purificación de monocitos de sangre periférica utilizando Ficoll-
Hypaque como gradiente de densidad y centrifugación diferencial. Los monocitos 
obtenidos se adhirieron por 7 días hasta obtener macrófagos. Los macrófagos fueron 
infectados con Mtb y se realizó homogenización mecánica para poder liberar a los 
organelos. Se colocaron sobre un gradiente de densidad con Percoll al 27% y mediante 
ultracentrifugación se aislaron los organelos. 

 

Fracción 1 

Fracción 30 
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Caracterización de las fracciones subcelulares  

a) Fagolisosomas 

La caracterización de las fracciones fagolisosomales se realizó mediante la 

detección de la enzima -hexosaminidasa. Brevemente, 50 l de cada una de las 

fracciones fueron incubadas con 150 l de buffer de reacción, el cual contiene 

0.1M de ácido morfolinetanesulfónico (MES), 0.2% de Tritón X-100, pH 6.5 y 50 ml 

de p nitrofenil-acetil-b-D-glucosaminida. Después de 90 min a 37°C fue parada la 

reacción con un buffer con glicina 0.5M, pH 10. La densidad óptica se determinó a 

405 nm. Los resultados muestran la distribución de  la enzima lisosomal 

hexosaminidasa en las fracciones 23-29 en una región de densidad alta en el 

gradiente de Percoll al 27% (Figura 3B). Los fagolisosomas también fueron 

caracterizados mediante la detección de Mtb-fluos. Brevemente,  las fracciones 

obtenidas de un ensayo en el cual se infecto con Mtb-Fluos fueron analizadas por  

fluorometría  utilizando  un fluorometro (405 nm, Fluoroscan Ascent FL labsistem). 

Los resultados muestran la presencia de Mtb-FLUOS en las fracciones 22 a la 29 

en una región de densidad alta en el gradiente de Percoll al 27%, coincidiendo con 

la densidad de los fagosomas y con las fracciones donde detectamos a la enzima 

fagolisosomal hexosaminidasa (Figura 3A). 

b) Membrana Plasmática 

Para identificar las fracciones que contenían membrana plasmática, previo a la 

homogenización celular, la membrana plasmática se marco con  0.5 mg/ml sulfa-

NHSLC- biotina (Pierce, Rockford, Il) y 10 mg/ml de estreptavidina-FITC (BD 

Bioscience, San Diego, CA). La fluorescencia en cada una de las fracciones se 
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determinó mediante fluorometría (Fluoroscan Ascent FL labsistem) a 405 nm y los 

resultados fueron expresados en unidades de fluorescencia. La fluorescencia 

asociada a la membrana plasmática se observó en las fracciones 10 a 14 en una 

región de baja densidad en el gradiente de Percoll al 27%, coincidiendo con la 

densidad de la membrana plasmática de 1.040 g/ml.(Figura 3C). 

c) Compartimentos de moléculas de clase II 

Para identificar a los MIIC, las células  MDMs se incubaron con antígeno de 85B 

de Mtb soluble por 1 h antes del homogenizado y fraccionamiento. La presencia 

de los complejos Mtb 85B (96-111)- CD4+  se detecto mediante los ensayos de 

células T. Los complejos Mtb Ag 85 B (96-111)-DR1 se detectaron en las 

fracciones 18-25. Como conclusión los fagosomas, membrana plasmática y MIIC 

se aislaron mediante la técnica de ultracentrifugación sobre un gradiente 27% 

Percoll, lo que nos permitió estudiar el procesamiento de Mtb a nivel intracelular 

(Figura 3D). 
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Figura 3. Caracterización de fracciones subcelulares de macrófagos purificados 
sobre gradiente de Percoll al 27%. A y B) Las fracciones fagosomas/fagolisosomas se 
identificaron incubando con Mtb marcada con fluoresceína y se analizó la fluorescencia en 

cada una de las fracciones, y la actividad de la enzima lisosomal -hexosaminidasa. C) 
Las fracciones de membrana plasmática se detectaron por la tinción en los MDMs con 
sulfo-NHS-LC-biotin/estreptavidina-fluoresceina. Las fracciones se analizaron un 
fluorómetro. Los resultados se expresaron en unidades arbitrarias de fluorescencia. D) 
Las fracciones que contienen compartimentos de clase II MIIC se identificacron incubando 
los MDMs con Ag85B soluble y medimos la presencia de los complejos Mtb Ag85B 
usando células T CD4+ autólogas.  
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El pretratamieto con IFN- favorece la presencia de los complejos Mtb 

péptido-MHC-II en las fracciones que contienen  fagosomas.  

En este estudio evaluamos el efecto del pre-tratamiento con IFN-  sobre el sitio de 

formación de los complejos Mtb-péptido-MHC-II  para lo cual, las células THP-1 y 

las MDMs  fueron pre-incubadas  con IFN- previo a la  infección con Mtb muerta 

por calor y fraccionadas como se describió previamente. Las fracciones 

subcelulares se sometieron a varios ciclos de congelación - descongelación con el 

objeto de liberar el contenido de las fracciones subcelulares. Enseguida se 

realizaron los ensayos funcionales para localizar  los complejos Mtb péptido-MHC-II 

en las fracciones subcelulares utilizando las células T autólogas o el hibridoma de 

células T DB1 especifico para el Ag 85B (96-111)-DR1.  

Nuestros resultados muestran que en los MDMs pre-tratados con IFN- los 

complejos Mtb péptido-MHC-II  se detectaron en las fracciones correspondientes a 

los fagosomas (fracciones 25 a 29) al tiempo 0 (Figura 4A). En contraste, en los 

MDMs sin tratamiento, se detectaron en los MIIC al tiempo 0 (fracciones 16 a 24) 

(Figura 4A). En las células THP-1 los complejos Ag 85B (96-111)-DR1 también se 

detectaron en fagosomas (fracciones 25 a 29) (Figura 4D). Después de 30 minutos 

de procesamiento detectamos a  los complejos Mtb péptido-MHC-II de MDMs pre-

tratados con IFN-, en las fracciones fagosomales (fracciones 25 a 29) y en 

fracciones de membrana plasmática (fracciones 6 a 12), en las MDMs no tratadas 

los complejos se observaron en las fracciones de compartimentos MIIC (fracciones 

17 a 24) (Figura 4B).  En las células THP-1 en este mismo tiempo, los complejos 



42 

 

Ag 85B (96-111)-DR1 se detectaron en las fracciones de fagosomas, MIIC y 

membrana plasmática (fracciones 25 a 29, 20 a 24, y 9 a 12 respectivamente). 

Cuando aumentamos el tiempo de procesamiento a 60 minutos, en MDMs pre-

tratados con IFN-los complejos Mtb péptido-MHC-II se encontraron en 

fracciones de MIIC y en fracciones de membrana plasmática y no en fagosomas 

como en los tiempos previos. Por otro lado en los MDMs sin pre-tratar se 

detectaron los complejos Mtb péptido-MHC-II en fracciones de fagosomas y en 

fracciones de membrana plasmática. (Figura 4C). Después de 60 min de 

procesamiento en  células THP-1 los complejos Ag 85B (96-111)-DR1 se 

localizaron en fracciones de membrana plasmática (fracciones 8 a 12) (Figura 4F). 

Estos resultados indican que tanto en las células  MDMs pre-tratadas con IFN-

como en las THP-1 los complejos Mtb péptido-MHC-II se detectaron inicialmente 

en fagosomas, mientras que en los MDM no tratados los complejos fueron 

detectados inicialmente en MIIC. Lo que sugiere que el IFN- acelera el 

procesamiento y la presentación de Mtb alterando el sitio de formación de los 

complejos péptido-MHC-II así como el tráfico a compartimentos intracelulares. 

Por otra parte, para descartar que pudiera existir alguna interferencia del IFN-

usado en el pre-tratamiento de las MDMs, en la producción de IFN- (pg/ml) 

proveniente del reconocimiento de las células T autólogas a los complejos Mtb 

péptidos-MHC-II, también medimos la producción de otras citocinas como IL-2, IL-

4, IL-6, IL-10, IFN- usando ensayos de CBA (Citokine bead array). Nuestros 

resultados muestran que células TCD4+ policlonales autólogas específicas a Mtb 
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producen altos niveles de IFN- en las fracciones que corresponden a fagosomas 

(22 a 29) y sólo bajos niveles de IL-2 y TNF- en las mismas fracciones. Con 

estos experimentos nos aseguramos que el IFN- fue producido por estimulación 

específica y no por la contaminación del IFN- usado para el pre-tratamiento de las 

MDMs (Figura 5). 
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Figura 4. Complejos Mtb péptido-MHC-II son detectados por líneas células T específicas a 

Mtb en fagosomas de MDMs tratados con IFN-y complejos Ag85B (96-111)-DR1 en fagosmas 
de THP-1 detectados por medio de un hibridoma específico DB1. Los MDMs se pre-trataron con 

50 U/IFN- y fueron infectados con Mtb por una hora, lavados e incubados por 0 (A), 30 (B), y 60 (C) 
minutos, antes de la homogenización. Los organelos subcelulares fueron separados en un gradiente 
de Percoll al 27% y los complejos  fueron detectados usando células T CD4+ específicas a Mtb. Los 

resultados se expresaron en pg/ml de IFN-Las células THP-1 fueron incubadas con Mtb por una 
hora, lavadas e incubadas por 0 (D), 30 (E) y 60 (F) minutos. Los complejos Mtb Ag85B (96-111)-
DR1 fueron detectados usando un hibridoma de células T DB1. A los sobrenadantes se les midió la 
producción de IL-2 mediante un ensayo de proliferación utilizando la línea celular CTLL-2. Símbolos 

abiertos corresponden a los experimentos pre-tratados con IFN- y los símbolos cerrados sin pre-
tratar. Datos correspondientes a 4 experimentos independientes. 
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Figura 5. Producción de citocinas en respuesta al reconocimiento de las 
células T CD4+ autólogas a los complejos Mtb-MHC-II. Se detectó la producción 

de IFN- IL-2, TNF-, IL-6, IL-4 e IL-10 en cada una de las fracciones 

subcelulares de MDMs pre-tratadas con IFN- (panel izquierdo), y sin pre-tratar 
(panel derecho). Se utilizó un kit de CBA para citometría de flujo. 
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El IFN- incrementa la llegada de las moléculas de clase II y disminuye la 

actividad de la -Hexosaminidas en los fagosomas. 

Previamente se reportó que los fagosomas de células pre-tratadas con IFN-

contienen niveles elevados de sub unidades de proteosoma, MHC-II así como 

componentes que se requieren para la formación de los complejos péptido-MHC-II 

[57, 58]. Por lo que, evaluamos el efecto del  IFN- en la actividad enzimática de la 

-Hexosaminidasa así como en la adquisición de MHC-II en los fagosomas 

(fracciones 22-29). Como se muestra en la figura 6A la actividad de la -

Hexosaminidasa se encuentra disminuida (p<0.05) en los fagosomas de MDMs 

pre-tratados con IFN-, y observamos el mismo efecto en los MDMs pre-tratadas 

con IL-10, sin embargo tal efecto no fue estadísticamente significativo. 

En los fagosomas de Mtb aislados de MDMs pre-tratados con IFN-, observamos 

que  el porcentaje de MHC-II fue mayor que en los fagosomas de MDMs sin pre-

tratar (30.65% vs 5.22% de dobles positivos respectivamente) (Figura 6B). 

Observamos el mismo efecto con el valor de intensidad media de fluorescencia 

(MFV) (6.22 vs 3.18 respectivamente, Figura 6B). 

Estos resultados nos indican que el IFN- incrementa la llegada de moléculas  

MHC-II al fagosoma,  pero limita la adquisición de la enzima -Hexosaminidasa, lo 

que sugiere que esta enzima degrada a Mtb y el fagosoma contiene moléculas del 

MHC-II para la formación de complejos. 
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Figura 6. Distribución de la actividad de la enzima -hexosaminidasa y MHC-II 

en fracciones subcelulares de MDMs pre-tratados con IFN-. A) Las MDMs 

fuero pre-tratadas con (círculos abiertos) y sin (círculos cerrados), 50U/ml de IFN- 
o  con (triángulos cerrados) 5ng/ml de IL-10 antes de la infección con Mtb. 
Mediante un ensayo colorímetrico en cada una de las fracciones se midió la 

actividad de la -hexosaminidasa, los resultados se expresaron en unidades de 

fluorescencia (DO 405). B) Las MDMs se pre-trataron con 50U/ml de IFN- y se 
incubaron con Mtb teñida con FLUOS. Posteriormente se purificaron los fagosomas 
mediante gradientes de Percoll al 27% se fijaron y se realizó tinción con PE anti-
HLA-DR y se realizó organelometría de flujo. Los datos son representativos de 3 
experimentos independientes. 
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Los complejos Mtb péptido-MHC-II se localizan en los MIIC de MDM pre-

tratados con IL-10. 

Posteriormente, estudiamos el efecto de la IL-10 en la formación de los complejos 

Mtb péptido-MHC-II en las fracciones subcelulares de MDMs infectados con Mtb 

utilizando células T autólogas especificas para antígenos micobacterianos. Como 

se observa en la figura 8, inmediatamente después de la infección (tiempo 0) y a 

los 30 min de procesamiento, los complejos Mtb péptido-MHC-II se detectaron en 

las fracciones de MIIC (fracciones 17 a 24) en las células sin pre-tratar, así como 

en las pre-tratadas con IL-10 (fracciones 16 a 23) (Figura 7A). Sin embargo en las 

MDMs sin pre-tratamiento los complejos Mtb péptido-MHC-II se observaron en 

fracciones de  membrana plasmática, mientras que en los MDMs pre-tratadas con 

IL-10 los complejos permanecen en las fracciones de los MIIC aún después de los 

60 min de procesamiento (Figura 7B, C). Estos resultados sugieren que la IL-10 

retiene a los complejos Mtb péptido-MHC-II en los MIIC. 
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Figura 7. La IL-10 retiene a los complejos Mtb péptido-MHC-II en compartimentos de 
moléculas de clase II. Las MDMs fueron pre-tratadas con 5ng/ml de IL-10 y fueron 
incubadas con Mtb por una hora, lavadas  e incubadas por 0 (A), 30 (B) y 60 (C) minutos 
antes de la homogenización. Los organelos subcelulares se obtuvieron por gradientes de 
Percoll al 27%. Los complejos Mtb péptido-MHC-II se detectaron usando células T CD4+ 

autólogas especificas para Mtb, se midió la producción de IFN- por ELISA. Estos datos 
son representativos de 3 experimentos independientes. 



50 

 

El Ag-85B y HLA-DR colocalizan en la membrana celular y vesículas 

intracelulares de MDM pre-tratadas con IFN-.  

A continuación usamos microscopía de inmunofluorescencia para poder  seguir la 

localización intracelular del antígeno micobacteriano (Ag 85B) en MDMs pre-

tratadas con IFN-, IL-10 y en MDMs infecatadas con Mtb.Nuestros resultados 

mostraron inmediatamente posterior a la infección (tiempo 0)  no fue posible 

detectar la presencia del Ag85B asociado con las moléculas HLA-DR en la 

membrana celular en ninguna de las condiciones estudiadas. En contraste, en las 

MDMs pre-tratados con IFN- a los 30 minutos de procesamiento, observamos la 

presencia del Ag85B asociado con las moléculas HLA-DR en la membrana celular. 

Esta asociación fue observada en color amarillo lo que indica la colocalización del 

antígeno con las moléculas HLA-DR (Figura 8A arriba). Observamos en la 

membrana de vesículas intracelulares, al Ag 85B asociado a las moléculas HLA-DR 

tanto en MDMs pre--tratados con IFN- o IL-10. La intensidad del color amarillo se 

incrementó de la condición de 0 a 30 min de procesamiento (Figura 8A abajo). 

Después de observar el incremento de los complejos Ag85B-HLA-DR investigamos 

la naturaleza de los compartimentos intracelulares en donde se localizaban estos 

complejos. Como se muestra en la figura 8B, en las MDMs pre-tratados con IFN- 

detectamos al antígeno 85B en vesículas con un diámetro de 1 a 3 m las cuales 

fueron positivas para LAMP-1, un marcador de vesículas lisosomales/endosomales. 

Estos compartimentos se encuentran involucrados en el procesamiento antigénico 

así como en el transporte de péptidos a la membrana celular. En contraste a lo 
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observado con las células pre-tratadas con IFN- en las células pre-tratadas con 

IL-10 observamos tinciones independientes para Ag85B y LAMP-1 en vesículas 

lisosomales, sin embargo la asociación fue débil o nula (Figura 8B abajo). Los 

resultados de microscopia de inmunofluorescencia son una evidencia que apoya a 

nuestros resultados del fraccionamiento subcelular, lo que sugiere que el IFN- 

acelera el procesamiento antigénico de Mtb y su presentación a la membrana 

celular, mientras que la IL-10 favorece el tráfico del Ag85B a vesículas que no 

contienen LAMP-1. 
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Figura 8. El pre-tratamiento con IFN- e IL-10 tiene diferentes efectos en el 
acceso de los complejos Ag 85B/HLA-DR1 en membrana y vesículas 

intracelulares. Las MDMs fueron pre-tratadas con IFN- o IL-10 por 24 horas, se 
infectaron con Mtb y se incubaron a los 0 y 30 minutos, posteriormente se realizó 
una doble tinción. A) Con anti HLA-DR (verde) y anti 85B (rojo) en presencia 
(arriba) o ausencia (abajo) de saponina. B) Con anti Ag 85B (rojo) y anti LAMP-1 
(verde) en presencia de saponina. La colocalización se observa en amarillo. Los 

núcleos se tiñeron con DAPI. La barra es igual a 20m. 
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DISCUSIÓN 

En este trabajo demostramos que el pre-tratamiento con IFN- a las células MDMs 

acelera el procesamiento antigénico de Mtb así como la presentación antigénica, 

esto de acuerdo al incremento y la detección temprana de los complejos Mtb 

péptido-MHC-II en los fagosomas y en la membrana plasmática de las MDMs. En 

contraste, la IL-10 disminuye la presentación antigénica de Mtb, a nivel de 

membrana plasmática y retiene los complejos Mtb péptido-MHC-II en los 

compartimentos de las moléculas de clase II (MIIC).  

El papel crucial del IFN  en la patogénesis de la tuberculosis ha sido ampliamente 

estudiado y se ha descrito en modelos animales. El IFN- incrementa la actividad 

micobactericida, induciendo la expresión de la enzima oxido nítrico sintetasa 

(iNOS), permitiendo la producción de óxido nítrico [64] esto ha sido bien 

demostrado en el modelo murino [65]. En el hombre se ha descrito que mutaciones 

en genes que se encargan de controlar el eje IL-12/IL-23, el cual es dependiente de 

la producción de IFN-, incrementa la susceptibilidad a infecciones micobacterianas 

[66, 67]. Sin embargo, el papel del IFN- en el procesamiento antigénico y la 

presentación de Mtb por los macrófagos han sido pobremente estudiadas a nivel 

subcelular. En particular, poco se sabe acerca de cómo las citocinas prototípicas de 

la respuesta TH1/TH2, IFN- e IL-10, afectan el sitio de formación y el tráfico de los 

complejos péptido MHC-II en macrófagos humanos.   
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En nuestro estudio observamos que el IFN- incrementa el procesamiento de Mtb 

tanto viva como muerta por calor, lo que indica que este efecto no depende de la 

viabilidad micobacteriana. El incremento del procesamiento de Mtb tanto viva como 

muerta por calor en presencia de IFN en MDMs podría deberse a la activación 

inducida por el IFN-, y de esta forma aumentar el procesamiento antigénico y 

promover la carga antigénica a las moléculas del MHC-II [54, 57, 68]. Sin embargo 

el número de complejos péptido-MHC-II en la superficie celular después de 60 y 

120 minutos disminuye en las MDMs pre-tratadas con IFN-, lo que sugiere que el 

pre-tratamiento con IFN- debe de inducir mecanismos que promueven  la 

degradación y el reciclaje de los complejos Mtb péptido-MHC-II, resultando en una 

breve presentación del antígeno en la membrana plasmática.  

También demostramos que nuestro modelo de MDMs como células presentadoras 

de antígeno y líneas de células T autólogas estimuladas con Mtb, sirven para 

detectar a los complejos Mtb péptido-MHC-II de una forma similar a lo que 

demostramos previamente en las células THP-1 y el hibridoma de células T DB1. 

Este modelo experimental junto con el fraccionamiento subcelular puede ser usado 

como seguimiento de los complejos Mtb péptido-MHC-II, como lo mostramos en 

este trabajo.  

Desmostramos que en MDMs pre-tratadas con IFN- los complejos Mtb péptido-

MHC-II aparecen en fagosomas de manera temprana (tiempo 0), mientras que en 

MDMs sin pre-tratar los complejos se detectaron en los MIIC. Estos resultados 

correlacionan con los niveles altos de moléculas de MHC-II (HLA-DR) en 
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fagosomas de MDMs pre-tratados con IFN-. Nosotros sugerimos que las 

moléculas de MHC-II se concentran en los fagosomas de las MDMs pre-tratadas 

con IFN-, permitiendo que los complejos Mtb péptido-MHC-II sean formados en 

dichos compartimentos. De acuerdo con esto, se ha reportado que en células 

tumorales presentadoras de antígeno, el IFN- induce la expresión de HLA-DM, 

HLA-DR, cadena invariante (li), y la proteasa catepsina S (la cual es necesaria para 

la degradación de la cadena invariante), quedando las moléculas del MHC 

disponibles para acoplar péptidos antigénicos [69]. Basados en estos datos y en 

nuestros resultados, sugerimos que el IFN- provee a los fagosomas  con las 

moléculas necesarias para ensamblar a los complejos Mtb péptido-MHC-II. 

Además de los efectos ya conocidos del IFN- en el aumento de la actividad 

micobactericida en los macrófagos [48, 70, 71] proponemos un papel biológico 

adicional: el IFN- tiene la capacidad  de preparar al fagosoma para ensamblar a 

los complejos Mtb péptido-MHC-II. 

En seguida investigamos si el pre-tratamiento con IFN- en los MDMs podría alterar 

la adquisición fagosomal de la enzima lisosomal -hexosaminidasa. La adquisición 

de las enzimas lisosomales es un marcador de maduración fagosomal y son 

necesarias para el procesamiento antigénico [72]. Previamente Yates y 

colaboradores reportaron que la activación de macrófagos con IFN- reduce la 

actividad de las proteasas y previene la destrucción proteolítica completa de 

proteínas y péptidos pero favorece la generación de péptidos para la presentación 

antigénica [73, 74]. Nosotros encontramos que en los MDMs pre-tratados con IFN- 
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se reduce la actividad de la enzima -hexosaminidasa en los fagosomas, como 

anteriormente se había reportado [51]. A pesar de la reducción de la enzima, 

observamos que en los MDMs pre-tratados con IFN-, se aumentó el 

procesamiento y la presentación antigénica. Por lo tanto sugerimos que hay una 

fina regulación de la adquisición de enzimas lisosomales combinado con una 

actividad proteolítica moderada, lo cual es necesario para un ensamblaje óptimo de  

los complejos Mtb péptido-MHC-II en fagosomas humanos.  

Otra observación importante de nuestro trabajo es que el pre-tratamiento con IFN-

induce un ensamblaje de los complejos Mtb péptido-MHC-II en fagosomas y que 

esos complejos fueron detectados de manera temprana en la membrana 

plasmática en comparación a los MDMs no pre-tratados. Estos resultados sugieren 

que el IFN-promueve un tráfico eficiente de los complejos Mtb péptido-MHC-II a la 

membrana plasmática para activar a las células T CD4+ específicas a los 30 min. 

La activación temprana de las células T CD4+ podría ser importante para el control 

de la infección micobacteriana. Sin embargo, la producción de IFN- es regulada 

por IL-12, IL-23 y el eje IFN- IL-12/IL-23 y ésta se encuentra asociada a la defensa 

contra microorganismos como Mycobacterium, Salmonella y Candida [75-77]. En 

este sentido, Happel et al, observaron que la transfección del gen de IL-23 a 

células de un ratón naÏve infectado con Mtb genera altos niveles locales de IFN- e 

IL-17 reduciendo el crecimiento micobacterial e incrementando el número de 

células T CD4+ activadas [78]. Por lo tanto con estos antecedentes y nuestros 

datos sugieren que el IFN-puede acelerar el tráfico de los complejos Mtb péptido-
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MHC-II a la membrana plasmática de las células presentadoras de antígeno, lo cual 

resulta en un incremento de células TCD4+ activadas. El hecho de que el IFN- 

tenga efectos sobre el procesamiento y la presentación antigénica, el tratamiento 

de forma temprana a individuos con un alto riesgo de desarrollar tuberculosis 

podría ayudar a la inducción de una respuesta inmune eficiente para el control de la 

infección. 

En contraste a lo observado con el pre-tratamiento con IFN-, el pre-tratamiento 

con IL-10 resultó en el ensamblaje y retención de los complejos Mtb péptido-MHC-II 

en MIIC. Los resultados que obtuvimos fueron consistentes con previos estudios 

publicados por Koppelman et al, quienes demostraron que el tratamiento con IL-10 

de monocitos humanos los llevan a una acumulación de complejos MHC-II en 

vesículas intracelulares [59]. Estudios recientes mostraron que el efecto 

inmunosupresor de la IL-10 en la presentación antigénica es mediado por MARCH 

1, (membrane-associated RING-CH (MARCH) ubiquitin ligase family members) un 

miembro de la familia de las ligasas de ubiquitina que promueve la degradación de 

moléculas de MHC-II, estableciendo un mecanismo molecular relacionado con el 

efecto inhibidor de la IL-10 [79]. Nosotros proponemos que la IL-10 promueve la 

degradación de los complejos Mtb péptido-MHC-II retenidos en los compartimentos 

de moléculas de clase II, y que este fenómeno podría estar asociado con la 

disminución de la detección de los complejos Mtb péptido-MHC-II tanto en la 

membrana plasmática como en los compartimentos de las moléculas de clase II 

después de 60 minutos de procesamiento antigénico. 



58 

 

Mtb ha  desarrollado diversos mecanismos de evasión, tales como la inducción de 

la IL-10, para prevenir el desarrollo de una respuesta inmune eficiente por el 

huésped [80]. En este estudio demostramos que el pre-tratamiento con la IL-10 

altera el tráfico de los complejos Mtb péptido-MHC-II a la membrana plasmática. 

Los complejos péptido-MHC-II retenidos en los compartimentos MIIC limita la carga 

del péptido  a las MHC-II para la presentación antigénica en la membrana 

plasmática de las MDMs pre-tratadas con IL-10. Este resultado podría relacionarse 

con una disminución de la respuesta de células T in vivo, lo que nuestro grupo ha 

observado en células mononucleares periféricas de pacientes con tuberculosis, 

quienes también presentan niveles elevados de IL-10 [81, 82]. En los pacientes con 

una co- infección intestinal por helmintos y tuberculosis pulmonar, se observan 

altos niveles de IL-10 asociados con una mala respuesta al tratamiento 

antituberculosis y niveles disminuidos de células T CD4+CD25+ [83]. También se ha 

observado una susceptibilidad incrementada a tuberculosis pulmonar en pacientes 

quienes presentan polimorfismos en el alelo 2 de SLC11A1 (Nramp1), con aumento 

de la producción de IL-10 por monocitos en respuesta a lipopolisacárido [84].  

Aunque nuestros resultados usando células T específicas a Mtb sugieren que los 

complejos Mtb péptido-MHC-II de MDMs pre-tratados con IFN- llegan más 

rápidamente a la membrana plasmática que los MDMs no tratados o los MDMs 

tratados con IL-10, nuestros experimentos no nos permiten la detección de los 

complejos de una forma directa, por ello usamos inmunofluorescencia para 

investigar de una forma directa el tráfico del antígeno Ag85B, un antígeno 

inmunodominate involucrado en la inmunidad protectora. Nuestros resultados 



59 

 

indican que el Ag85B puede ser detectado en asociación con las moléculas HLA-

DR en la membrana plasmática de las MDMs después del pre-tratamiento con IFN-

 y estos datos son consistentes con la rápida respuesta de las células T inducida 

por la fracción de membrana plasmática en los MDMs tratados con IFN-. Sin 

embargo, el Ag85B no se detectó en la membrana plasmática de los MDMs 

tratados con IL-10, por lo que sugerimos que el medio ambiente de citocinas es 

importante en el procesamiento y tráfico intracelular de antígenos micobacterianos 

y complejos Ag85B-MHC-II. 
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Limitaciones  

El número de experimentos por cada condición se limitó a 3 o 4 experimentos, esto 

por la dificultad metodológica del fraccionamiento subcelular el cual se realizó de 

forma manual.  

Por otro lado, no fue posible hacer el seguimiento del tráfico intracelular del Ag 85B 

en las células MDMs como en las células THP-1. 

Conclusión 

En conclusión, el procesamiento antigénico eficiente y la presentación durante una 

infección micobacterial depende del balance inicial entre los niveles de IFN- e IL-

10. Si predominan los niveles de IL-10, los complejos Mtb péptido-MHC-II son 

retenidos en los compartimentos MIIC, y la presentación antigénica será 

bloqueada. Al contrario si es IFN-, resultará en la formación de los complejos Mtb 

péptido-MHC-II en los fagosomas, seguido por un tráfico eficiente de los complejos 

a la membrana plasmática para la presentación antigénica y una adecuada 

inducción de la respuesta de  células T. 

 

 

 



61 

 

 

Perspectivas 

El significado biológico del efecto del IFN- en la respuesta temprana del 

procesamiento y la presentación antigénica es desconocido. Por lo tanto es 

necesario evaluar en modelos animales el efecto del pre-tratamiento con IFN- 

sobre el procesamiento de antígenos micobacterianos, así como  su posible efecto 

sobre la generación de una respuesta inmune, aspecto muy importante de 

considerar en el diseño  de nuevas vacunas útiles para el control de la tuberculosis.   
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