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RESUMEN 

 

La respuesta inmune adaptativa producida por las diferentes subcepas de 

Mycobacterium bovis BCG presenta diferencias en la protección conferida, sin embargo, 

pocos estudios han evaluado la respuesta inmune innata inducida por estas vacunas. 

Por lo anterior es de suma importancia caracterizar la respuesta inmune innata de 

macrófagos humanos infectados con distintas subcepas BCG. 

Con las subcepas BCG Moreau, Danesa, México, Tice y Phipps se infectaron 

macrófagos provenientes de la línea celular THP-I. Las bacterias viables intracelulares 

se determinaron por la cuantificación del contenido de ATP bacteriano a las 24 y 72h 

post-infección. Se evaluó el perfil producido de citocinas y la activación del estallido 

respiratorio en los sobrenadantes.  

La fagocitosis de la subcepa BCG México fue 2 veces mayor en comparación con 

las otras subcepas BCG estudiadas. Posterior a las 24 h, se observó una disminución 

de la cuenta bacteriana intracelular (a la mitad) de BCG Moreau, México y Tice. La 

producción de óxido nítrico por macrófagos infectados con BCG Moreau y BCG Tice 

incrementó desde un 100 hasta 500% a las 72 h. La subcepa BCG Phipps indujo la 

producción más elevada tanto de TNF (540 pg/mL) como de IL-10 (100 pg/mL) a las 72 

h.  

La mayor producción de óxido nítrico se relaciona con la disminución del número 

de bacterias intracelulares de  las subcepas BCG Moreau y Tice. La baja concentración 

de óxido nítrico y la alta producción de TNF e IL-10 sugieren la persistencia intracelular 

de la BCG Phipps. Estos datos señalan diferencias en la respuesta innata de los 

macrófagos infectados con distintas subcepas BCG.  
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INTRODUCCIÓN 

1 Epidemiología  

La tuberculosis (TB) es una enfermedad infecciosa crónica que afecta 

principalmente  pulmón y cuyo agente causal es Mycobacterium tuberculosis (Mtb). Se 

estima que la tercera parte de la población mundial humana está infectada con Mtb [Dye 

et al, 1999]. La OMS calculó para el año 2010, cerca de 8.7 millones de nuevos casos 

(125 por cada 100 000 habitantes) (Figura 1) y una prevalencia a nivel mundial de 12.0 

millones de personas (170 por cada 100 000 habitantes). La mortalidad asociada a esta 

enfermedad fue de casi 1.4 millones de personas al año [WHO, 2012]. 

 

Figura 1. Incidencia global de tuberculosis durante el 2010. WHO 2012. 

 

En el último reporte de la OMS, México se consideró entre los países con 

incidencia de tuberculosis menor a 24 por cada 100 mil habitantes (Figura 2). Así mismo 

se registran cada año cerca de 15 mil nuevos casos de TB pulmonar y cerca de dos mil 
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defunciones, lo que representa una importante pérdida de años potenciales de vida 

saludable y por consiguiente, un obstáculo para el desarrollo socioeconómico del país, 

ya que el promedio de edad de muerte por este padecimiento es de 54 años [SSA, 

2011]. 

 

Figura 2. Incidencia de tuberculosis en México durante el 2009. SSA 2011. 

 

El control y/o erradicación de la TB se ha dificultado por diferentes factores, 

dentro de ellos están: los factores sociales, genéticos, nutricionales, estados de 

inmunosupresión y el desarrollo de farmacorresistencia de Mtb ya sea primaria o 

secundaria. 

El único tratamiento preventivo contra la tuberculosis es la aplicación de la 

vacuna del Bacilo de Calmette y Güerin (BCG). Actualmente la vacuna BCG es 

obligatoria en 64 países y recomendada oficialmente en otros 118 países y territorios. 

La OMS estima que más de 3 mil millones de personas han sido vacunadas hasta el 
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momento, con una cobertura del 90% en infantes menores de un año durante el 2010 

[UNICEF, 2011].  

 

 

2 Vacuna BCG 

 

En 1908 Albert Calmette y Camille Guerin, del Instituto Pasteur en Lille Francia, 

obtuvieron un aislado de Mycobacterium bovis a partir de leche de vaca con mastitis 

tuberculosa; después de 13 años lograron la atenuación de la cepa a través de 

subcultivos cada 3 semanas en medio de papa, glicerol y sales biliares de buey [Liu, 

2009]. Durante este tiempo se observaron cambios morfológicos en las colonias y 

estudios en diversos modelos animales como conejos, perros, vacas, caballos, gallinas 

y primates no humanos, demostraron una evidente disminución de la virulencia de la 

cepa al observar una disminución en la tasa de mortalidad por la tuberculosis generada 

y sin producir lesiones tuberculosas [Liu, 2009; Behr, 1999].  En 1921 se aplicó por 

primera vez como vacuna en forma oral en un infante cuya madre falleció por 

tuberculosis al momento del parto, el infante no desarrolló la enfermedad y tuvo 

tolerancia a la inmunización. Durante los siguientes tres años se vacunaron en Europa 

a más de 300 niños, con lo que la eficacia y seguridad de la vacuna quedaron 

establecidos [Liu, 2009; Brewer, 1995]. 

 

Para 1924 comenzó la distribución de los subcultivos de la cepa atenuada a 

diferentes países para su uso y producción local, estos subcultivos recibieron el nombre 

del investigador, instituto o país que los recibió surgiendo así las denominadas 

"subcepas BCG". Para mantener la cepa algunos países decidieron cambiar la 

composición original del medio y el tiempo para subcultivar, lo que dio origen a las 

diferencias en las propiedades genéticas y fenotípicas demostradas entre las subcepas 

BCG [Oettinger, 1999; Liu, 2009]. 
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3 Diferencias entre Subcepas de la vacuna BCG 

 

 

Eficacia protectora de la vacuna BCG 

 

La vacuna BCG ha demostrado en el humano un nivel de protección variable, 

que va desde un 0 a 80%, determinada por el número de adolescentes y adultos 

enfermos de tuberculosis pulmonar detectados post-vacunación (Figura 3) [Fine, 1990], 

o bien, mayor a un 80% de protección contra formas graves de tuberculosis como la 

miliar y meníngea en infantes (Figura 4) [Colditz, 1994; Fine, 1999]. Entre los diferentes 

factores que inciden en la variabilidad de la vacuna BCG en los adultos se encuentran:  

 

 

A. Factores poblacionales: La susceptibilidad genética a la infección, el tipo de 

población, la edad de vacunación y el grado de endemicidad de la tuberculosis 

Fine, 1995; Colditz, 1994].  

 

B. Factores bacterianos: Genotipos diferentes de Mtb, factores de virulencia 

propios de cada cepa de Mtb, resistencia o multidrogoresistencia a antifímicos 

[Parwati, 2010]. 

 

C. Micobacterias ambientales: La exposición a micobacterias no tuberculosas 

(MNT) antes o después de la inmunización con la vacuna BCG, modula la 

respuesta inflamatoria hacia una tolerancia inmunológica  [Fine, 1999; 

Mendoza-Coronel, 2010; Andersen, 2005].   

 

D. Diferencias entre subcepas BCG: Las diferencias en la composición genotípica 

y fenotípica de la subcepa BCG empleada, la vía de administración y 

preparación para realizar la vacunación  [Fine, 1999; Nava-Aguilera, 2009].   
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Figura 3. Porcentaje de protección contra tuberculosis meníngea y miliar en población 

infantil. Modificado de Fine 1999. 
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Figura 4. Porcentaje de protección contra tuberculosis pulmonar. Modificado de Fine 

1999. *Población infantil. 

 

 

Investigaciones realizadas por nuestro grupo demostraron diferencias en la 

protección entre 10 subcepas de la vacuna BCG en modelo murino de tuberculosis 

pulmonar progresiva. Las subcepas se clasificaron de acuerdo al nivel de protección en 

menor, mediana y mayor protección evaluando en tres órganos tras el reto con Mtb 

H37Rv los siguientes parámetros: respuesta inmune (Th1/Th2), porcentaje de  

neumonía, respuesta de hipersensibilidad retardada (DTH),  unidades formadoras de 

colonias (UFC) [Castillo-Rodal, 2006]. Las subcepas Birkhaug, Tice, Moreau y Danesa 

se clasificaron en el grupo que confiere menor protección ya que los valores para la 
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respuesta DTH y neumonía fueron los más elevados, mientras que las subcepas Sueca, 

México y Frappier se clasificaron como de mediana protección al encontrar que la 

neumonía y la respuesta DTH eran moderadas. Por último, la subcepa Phipps se 

relacionó con la mayor protección al presentar la mayor eliminación de Mtb, menor grado 

de neumonía y un perfil preferente de citocinas de tipo Th1. 

 

Diferencias bioquímicas entre subcepas BCG asociadas a la sobrevivencia. 

 

La identificación de las especies micobacterianas se realiza por diferentes 

métodos, que tradicionalmente es mediante pruebas bioquímicas. Recientemente, 

Hayashi y colaboradores estudiaron las diferencias bioquímicas entre 14 subcepas BCG 

y observaron heterogeneidad bioquímica entre las BCG sugiriendo que puede 

relacionarse con su resistencia a ambientes adversos (Tabla 2) [Hayashi, 2010]. 

 

Un mecanismo de eliminación de microrganismos intracelulares es la producción 

de especies reactivas de oxígeno (EROs) como el peróxido de hidrógeno (H2O2). La 

resistencia al H2O2 contribuye a la sobrevivencia de las micobacterias en células 

hospederas. Las subcepas BCG Rusia y Tokio presentaron la mayor resistencia a H2O2 

y esto se puede relacionar directamente con su sobrevivencia tanto en células THP-I 

como en monocitos obtenidos de médula ósea de ratón (BMMs) [Hayashi, 2010]. 

 

Las subcepas BCG Moreau, Sueca, Danesa, Conaught, Montreal, Phipps, 

Australia y Pasteur resultaron positivas a la prueba de hidrólisis de Tween 80. La  

fosfolipasa A micobacteriana (MPLA) es una serin-esterasa  que cataliza la hidrólisis de 

lípidos como el Tween 80 y se sabe que las micobacterias utilizan ácidos grasos como 

fuente de carbono en un estado latente, por lo que la actividad enzimática de la MPLA 

puede contribuir a la sobrevivencia bacteriana bajo condiciones de inanición durante la 

latencia. 

 

Otro factor que puede ayudar a la sobrevivencia bacilar en células del hospedero 

es la actividad de la enzima nitrato reductasa; en el caso de BCG, la narGHJJ contribuye 
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a la virulencia en ratones inmunodeficientes [Weber, 2000]. Mientras que el denominado 

sistema de “respiración de nitritos” puede ser responsable de la sobrevivencia de M. 

tuberculosis bajo condiciones anaerobias [Sohaskey, 2008]. La mayoría de las 

subcepas resultaron ligeramente positivas para la prueba de reducción de nitratos, BCG 

México, Australia y Pasteur son negativas, la única subcepa positiva para dicha prueba 

es Birkhaug, lo que puede relacionarse con la viabilidad intracelular observada, ya que 

no es tolerante al óxido nítrico, pero puede reducirlo.  

 

El reciclaje de NAD favorece la infección latente de Mtb [Boshoff, 2008] y la NAD-

quinolona reductasa es responsable de la resistencia a estrés oxidativo [Akhtar, 2006]. 

Lo anterior sugiere que la actividad del metabolismo de NAD se puede asociar a la 

sobrevivencia del bacilo BCG en macrófagos ó en células del hospedero. Las subcepas 

denominadas tempranas, BCG Rusia, Moreau, Tokio y Birkhaug son positivas para la 

prueba de acumulación de niacina y se encuentra una relación directa con su 

sobrevivencia en células THP-I.  

 

El componente lipídico característico de las micobacterias son los ácidos 

micólicos, presentes en la compleja pared celular (Anexo II), y varían de acuerdo a la 

especie y subespecie de micobacteria. Las subcepas BCG denominadas tardías 

carecen de ácidos metoxi-micólicos [Hayashi, 2010], y la proporción de ácidos α-

micólicos varía de un 25 a 30% en estas subcepas (Anexo II), además la estructura es 

constante (ácido dienóico 78:2). El contenido de ácidos ceto-micólicos varía de 68 a 

75%, la longitud de estas cadenas es específica para cada subcepa BCG [Ueneshi 

2009]. 
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Tabla 1. Pruebas bioquímicas de subcepas BCG. 

+ positivo, +/- ligeramente positivo, - negativo, ND  no determinado 

Catalasa 
Viabilidad Viabilidad 

Subcepa Reducción Acumulación Hidrólisis Tolerancia Tolerancia THP-I enBMMs 
burbuja 

BCG de nitratos de niacina Tween 80 H¡O¡ NO (mm) -IFNy +IFNy -IFNy +IFNy 

Rusia +1- + 9.3 + + + + + 

Moreau +/- + +1- 7.1 ND NO NO NO NO NO 

Tokio "1- .. 14.8 .. .. .. .. .. .. 
Sueca .. 1- .. .. 1- 6.7 .. .. 
Birkhaug + + 11.8 + + + 

Danesa "1- "1- 9.4 + • + • 
Glaxo +/- 7.4 + 

México 6.4 NO NO NO NO NO NO 

Tice "1- 6.3 ~O ND ND ND ND \iD 

Connaught +1- +1- 7.9 + 

Montreal +1- • +1- 6.0 NO NO NO ND !\T[) :--JD 

Phipps ·1- • ·1- 6.0 

Australia +f- 6.1 ND NO NO NO NO NO 

Pasteur +1· 7.3 + + + • 
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Diferencias genómicas entre subcepas BCG 

 

Análisis comparativos a nivel genético entre M. tuberculosis, M. bovis y M. bovis 

BCG han identificado regiones de diferenciación (RD) y unidades de duplicación (DU) 

que sirven como marcadores para estas cepas [Mahairas, 1996; Behr, 1999; Brosh, 

2000]. Las regiones de diferenciación son regiones de ADN que han sido deletadas de 

los genomas de M. bovis y M. bovis BCG con respecto a M. tuberculosis. La región RD1 

se relaciona con la atenuación de la cepa BCG; se ha demostrado que la deleción de 

esta región en la cepa M. tuberculosis H37Rv conlleva a su atenuación [Lewis, 2003]; 

sin embargo, la complementación de M. bovis BCG Pasteur con RD1 no restablece su 

virulencia totalmente [Pym, 2002].  

 

De acuerdo a la presencia o ausencia de la región RD2, deletada en el periodo 

de 1927 a 1931, se puede clasificar a las subcepas en tempranas (aquellas que se 

distribuyeron antes de 1931) o tardías. Esta región les confiere diferencias estructurales 

debido al polimorfismo de un nucleótido en el gen mma3, relacionado con la producción 

de los ácidos metoxi-micólicos [Behr, 2000] característicos de la pared celular 

micobacteriana, los cuales están ausentes en subcepas BCG tardías [Hayashi, 2009].  

 

A partir de la secuencia del genoma de BCG Pasteur 1173P2 se construyó la 

genealogía refinada de subcepas BCG (Figura 5), que pueden también clasificarse en 

cuatro grupos (I-IV) de acuerdo a los marcadores RD y DU2 presentes [Brosh, 2007]. 

Así, los dos primeros grupos pertenecen a las denominadas subcepas tempranas y los 

grupos III y IV pertenecen a las subcepas tardías. 

 

A la fecha se cuenta con la secuencia de cuatro genomas: BCG Tokio 172, 

Moreau, México 1931 y Pasteur 1173P2 [Seki, 2009; Gomes, 2011; Orduña, 2011; 

Brosh, 2007] los cuales difieren en aproximadamente 20Kb entre ellos. Con la anotación 

del genoma de la BCG México 1931 se describieron tres nuevas RD, una de ellas 

denominada RDMex02 [Orduña, 2011], está asociada con la afectación del producto del 

gen fadD23, el cual codifica para una probable acil-CoA ligasa de ácidos grasos 
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involucrada en la producción de sulfolípidos. Se ha descrito que al interrumpir la 

funcionalidad de dicho gen, se incrementa la asociación de M. tuberculosis con 

macrófagos [Lynett, 2007], por lo que esta característica podría reproducirse en la 

subcepa BCG México.  

 

 

 

 

Figura 5. Genealogía refinada de las subcepas BCG.  

Los DU2 grupo I y II son subcepas tempranas mientras las DU2 grupo III y IV pertenecen a 

subcepas tardías. Recuadros grises simbolizan regiones perdidas o mutadas, recuadros 

blancos simbolizan inserciones. Para cada subcepa se muestra el año de salida del Instituto 

Pasteur, Francia. Tomado de Orduña 2011. 

 

 

 

Subcepas 

tempranas 

Subcepas 
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Diferencias proteómicas entre subcepas BCG 

 

Al comparar los proteomas de los extractos proteicos a partir de la lisis  de las 

subcepas BCG Tokio, Danesa, México y Phipps (Figura 6), se observa que las subcepas 

tardías comparten un alto número de proteínas, mayor al 60%, mientras que en la 

subcepa Tokio, sólo hay un 48% de proteínas comunes (Tabla 2) [Orduña, 2011]. En un 

reporte anterior se demostró que existen diferencias en la expresión de proteínas entre 

las subcepas BCG Phipps y Danesa [Rodríguez-Álvarez, 2009]. La subcepa BCG 

Danesa expresó cuatro veces más el antígeno 65kDa (GRO-EL2), implicado en el 

plegamiento de proteínas en condiciones de estrés; mientras que la BCG Phipps 

expresó el antígeno Mpt32, un potente inductor de la respuesta inmune celular y la 

proteína hipotética Rv1836, la cual es sobreexpresada en cepas virulentas durante la 

infección [Rodríguez-Álvarez, 2009]. 

 

Tabla 2. Comparación entre los proteomas de BCG México y BCG Tokio, Danesa 

y Phipps. *Porcentaje calculado a partir del número de spots en el proteoma de BCG México. 

Tomado de Orduña, 2011. 

 

BCG Proteínas 
Compartidas 

(%)* 
Únicas 

México 812 --- --- 

Tokio 701 340 (48%) 361 

Danesa 194 494 (62%) 300 

Phipps 791 486 (61%) 305 
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Figura 6. Proteoma de extracto celular de BCG México 1931 y comparación con los 

proteomas de BCG Danesa, Phipps y Tokio. Triángulos verdes: proteínas comunes para 

todas las subcepas, cuadros rojos: proteínas únicas para BCG México. Orduña P, 2011. 
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3  Respuesta inmune contra BCG 

 

Respuesta inmune innata 

 

El sistema inmune innato comprende tres importantes mecanismos efectores que 

permiten la eliminación rápida y eficiente de bacterias:  

1) Péptidos antimicrobianos. Reconocen directamente moléculas microbianas y lisan 

membranas, eliminando así la bacteria en cuestión de segundos a minutos. Sin 

embargo, las concentraciones de estos péptidos deben alcanzar concentraciones 

relativamente altas para ser eficaces [Gasque, 2004].  

2)  El sistema del complemento. Constituido por alrededor de 30 proteínas 

plasmáticas con actividad proteolítica, su activación acurre a través de tres vías distintas 

de acuerdo al motivo estructural microbiano y todas convergen en la inserción y 

activación de la proteína C3 en la membrana celular, lo que provoca la lisis bacteriana 

[Bardoel, 2011].  

3) Células fagocíticas profesionales.  Tales como neutrófilos, monocitos y 

macrófagos pueden ingerir y eliminar a las bacterias mediante una amplia variedad de 

moléculas como: proteasas, lipasas, amidasas, péptidos antimicrobianos o al producir 

diferentes radicales libres [Abbas, 2011]. 

En el sitio de la infección, las células fagocíticas reconocen estructuras moleculares 

conservadas en la superficie de la bacteria directamente a través de receptores 

presentes en la superficie celular y por receptores de opsoninas que reconocen 

proteínas del complemento también presentes en la superficie bacteriana. Después del 

reconocimiento y unión a los receptores, las células fagocíticas se activan, las bacterias 

son envueltas por la misma membrana celular y se forma el fagosoma. Para la 

degradación de la membrana bacteriana, el fagosoma debe acidificarse y fusionarse 

con el lisosoma para exponer  las bacterias fagocitadas a las enzimas proteolíticas, 

además de especies reactivas tanto de oxígeno como de nitrógeno, lo que ocasiona 

daño y la muerte bacteriana [Bardoel, 2011]. 
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Los fagocitos mononucleares representan las primeras células de defensa contra 

distintos patógenos, entre ellos las micobacterias que requieren generalmente de un 

ambiente intracelular en el que puedan sobrevivir y duplicarse. Aunque las células 

hospederas puedan producir un ambiente hostil al patógeno, también ofrecen ventajas 

únicas [Oliveira 2001]. Al ser células con un largo tiempo de vida (2 semanas) 

proporcionan un hábitat potencial a largo plazo para la micobacteria. Los macrófagos 

tienen un papel importante en la defensa contra la infección, principalmente debido a la 

gran cantidad de mediadores que secretan estas células, mientras que la micobacteria 

despliega  una amplia variedad de estrategias de sobrevida  para escapar de la 

respuesta inmune del hospedero [Martino 2008]. 

 

M. bovis  BCG asegura la entrada a los macrófagos vía moléculas de superficie, 

que son importantes para la adhesión y posterior invasión a células eucariotas debido a 

que se unen a diversos receptores presentes en las células del hospedero (Tabla 3). 

Cuando la micobacteria es  reconocida se induce el incremento en el consumo de 

oxígeno y glucosa, en la actividad del ciclo de las pentosas o hexosas monofosfatadas 

y la producción de cantidades elevadas de anión superóxido y peróxido de hidrógeno. 

Este conjunto de eventos se define como “Estallido respiratorio” [Rojas-Espinoza 2003].  
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Tabla 3. Moléculas micobacterianas y receptores del macrófago implicados en el 

reconocimiento y fagocitosis (Dietrich 2009, Bhatt 2007, Wallis 1994 y Díaz-Silvestre 2005). 

 

Receptores en el macrófago Moléculas micobacterianas 

TLR 1/2 LpqH (19kDa) 

TLR 2 LAM, PIM, MPT32, ESAT-6 

TLR 2/6 Diacil lipopéptidos 

TLR 4 LPS 

CD14 LPS, LBP 

Receptores PAMP Ácidos micólicos, lipoproteínas,  

ESAT-6 

Receptor de Manosa LAM, LpqH, PstS-1, MPB83 

Receptor de Proteína surfactante A MPT32 

Receptores de Fibronectina Complejo antígeno 85 

Receptores del Complemento 

CR1 

CR3 

 

C3b unido a carbohidratos y proteínas 

Complejo antígeno 85 

 

Como se mencionó anteriormente, la respuesta inmune innata contra las 

micobacterias comprende el reconocimiento de diversas estructuras moleculares 

proteicas y lipídicas del bacilo por diferentes receptores, entre los que se encuentran los 

Toll-like (TLRs). Los TLRs activan la transducción de señales intracelulares, con un 

papel fundamental en los mecanismos de defensa del hospedero al inducir moléculas 

como el factor de necrosis tumoral (TNF) y el óxido nítrico (NO) que contribuyen a la 

destrucción del patógeno [Wang, 1999]. El ON inhibe la síntesis del ADN y la actividad 

respiratoria del bacilo que ocasiona su lisis. El TNF, conocido por su efecto citotóxico 

en células tumorales [Shah, 2002], funciona como una molécula activadora de 
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monocitos; los cuales producen citocinas, quimiocinas, especies reactivas de oxígeno y 

nitrógeno. 

 

Diversos componentes del bacilo BCG como lipoproteínas, glicoproteínas y el 

lipoarabinomanana (LAM) se unen a TLR2 e inducen la producción de moléculas 

implicadas en la inflamación. Investigaciones recientes señalan que la fagocitosis del 

bacilo BCG Pasteur 1173P2 es dependiente de TLR2 [Quesniaux, 2004] y en menor 

proporción de TLR4, ambos modulan la inducción de COX-2, iNOS y TNF por medio de 

diferentes vías de señalización [O'Neill, 2007].  

 

Posterior al reconocimiento y unión de la micobacteria por los receptores se 

inducen diferentes vías de señalización, de las mayoritariamente estudiadas son dos 

vías activadas a través de TLR2, con la  activación de factores de transcripción 

responsables de la expresión de un gran número de genes responsables de la 

producción de moléculas participantes en la inmunidad como: quimiocinas, citocinas, 

aminas vasoactivas y otros compuestos que atraen a un exudado inflamatorio 

constituido por proteínas plasmáticas y leucocitos [Mendez-Sampeiro, 2007]. Una de las 

vías es dependiente de la proteína adaptadora MyD88 para que se lleve a cabo la 

activación de la familia de cinasas IRAK, que da como resultado el estímulo del complejo 

inhibidor de cinasas de NF-κB (IKK) y por consiguiente, la activación y traslocación al 

núcleo del factor de transcripción NF-κB [Kawai 2007], involucrado en la transcripción 

de interleucina 1β (IL-1β), IL-10, IL-12, IL-18, TNF y la óxido nítrico sintetasa inducible 

(iNOS), responsable de la producción de NO (Figura 7). Mientras que, la otra vía activa 

las cinasas MAP y la cinasa JNK [Méndez-Sampeiro, 2007], lo cual resulta en la 

activación y translocación al núcleo del factor de transcripción AP-1,  que activa la 

síntesis de IL-2, IL-4, IL-8, c-Jun, factor de crecimiento transformante beta (TGF-β) y del 

ligando de Fas (FasL) [O’Neill, 2006; Trinchieri, 2007].  
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Figura 7. Señalización mediada por TLR2 y TLR4. Tomado de Kawai 2007. 

 

Un mecanismo bactericida de los macrófagos es la producción de óxido nítrico (·NO), el 

cual se genera a partir del metabolismo de L-arginina y su producción se regula por el interferón 

gamma (IFN-γ). El ·NO es un subproducto en la vía de transformación del aminoácido L-arginina 

a citrulina y un intermediario de los radicales nitrato (NO2-) y nitrito (NO3-) [Marletta, 1988]. El 

·NO inhibe la síntesis de ADN y la actividad respiratoria bacteriana; por lo que ocasiona la lisis 

de los microorganismos intracelulares, incluido M. tuberculosis [Chan, 2001]. La generación de 

especies  reactivas es asociada con la liberación de mediadores inflamatorios como factores de 

crecimiento, citocinas, quiomiocinas, mediadores lipídicos y factores fibrogénicos [Maureen, 

2006]. Sin embargo, los macrófagos son utilizados por la micobacteria para sobrevivir 
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intracelularmente evadiendo el contacto con neutrófilos, células T y monocitos atraídos al sitio 

de infección [Sawant, 2007]. La  sobrevivencia y multiplicación de la BCG en el macrófago del 

hospedero son esenciales para la inducción de una respuesta inmune protectora [Orme,1998; 

Kauffmann, 1995].  

 

 Respuesta inmune adaptativa 

 

Diferentes estudios en animales apoyan el papel de la inmunidad mediada por células contra 

la TB y recientemente se ha enfatizado en el establecimiento de una inmunidad que involucra 

múltiples poblaciones de linfocitos T [Flynn, 2001].  La importancia de las células T CD4+ 

productoras de INF-γ se ha demostrado en diversos modelos animales, así como por un 

incremento de la susceptibilidad a la TB en pacientes VIH positivos con un número disminuido 

de linfocitos T CD4+ [Agger, 2002]. Aunque la correlación de la alta producción de IFN-γ con una 

inmunidad protectora es debatida, esta citocina se ha utilizado ampliamente en la detección de 

nuevos antígenos para el desarrollo de vacunas contra la TB [Agger, 2001]. 

 

La importancia de los linfocitos T CD8+ en la defensa del hospedero contra la TB se basa en 

tres mecanismos efectores: 1) la lisis de las células infectadas, 2) la eliminación extracelular 

directa a través de la actividad antimicrobiana y 3) la producción de IFN-γ. Diversos estudios en 

humanos demuestran que linfocitos T CD8+ lisan macrófagos infectados con micobacterias por 

medio de la liberación de gránulos que contienen granulisina y perforina [Agger, 2002]. 

 

Información sobre el papel de linfocitos no convencionales, como células T restringidos a 

CD1 se desarrolla rápidamente. Los linfocitos Tγδ son activados por pequeños metabolitos 

fosforilados, mientras que los linfocitos Tαβ restringidos a CD1 son activados por lípidos 

micobacterianos, en ambos casos para producir IFN-γ y ejercer su actividad citolítica  [Moody, 

1996; Raja, 2004]. 

 

El equilibrio entre la respuesta tipo Th1 y Th2 refleja la resistencia del hospedero contra 

la TB. La respuesta T reguladora induce la secreción de IL-17 y la diferenciación de células 

precursoras hacia Th1 o Th2 puede estar bajo el control de citocinas como IL-12 [Raja, 2004]. 

Mientras que la inmunidad contra patógenos intracelulares depende principalmente de la 

activación mediada por IFN-γ, que es producido mayoritariamente por células T CD4+ durante 

la respuesta Th1, lo que aumenta la capacidad microbicida de macrófagos [Kaufmann 1995, 
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Dietrich 2009]. En este contexto, los microorganismos que suprimen o evitan la producción de 

citocinas pro-inflamatorias tempranas como TNF-α e IL-12 por parte de los macrófagos 

infectados favorecerán el desarrollo de un fenotipo susceptible a infecciones posteriores ya que 

estas citocinas son cruciales para el desarrollo de una respuesta Th1 [Trinchieri 1993, Flesch 

1995]. 

 

 Citocinas implicadas en la infección por micobacterias. 

Las micobacterias inducen en las células del sistema inmune la producción de citocinas 

y quimiocinas a través de interacciones fagocíticas y no fagocíticas una vez que son reconocidos 

motivos proteicos, lipídicos y glicosídicos. Funcionalmente, las citocinas y quimiocinas pueden 

actuar sinérgicamente o antagonizarse entre ellas. Sin embargo, durante todas las etapas de la 

infección, el equilibrio moléculas  activadoras y desactivadoras de macrófagos pueden impactar 

en el balance entre contener la infección o propiciar su extensión y diseminación [Toossi, 2003]. 

El reclutamiento de células mononucleares y polimorfonucleares (PMN) que intervienen 

en la inflamación y que son importantes para el desarrollo de la inmunidad protectora es dirigida 

a través de quimiocinas. Especificamente, interleucina 8 (IL-8), la proteína quimioatrayente de 

monocitos, son inmediatamente inducidas por MTB en macrófagos alveolares y en 

consecuencia el reclutamiento de PMN, monocitos asesinas naturales y linfocitos T. El 

reclutamiento de PMN y células mononucleares genera una segunda producción de quimiocinas 

cuando son expuestas a MTB y sus productos. Por ejemplo, MTB induce la producción de IL-8 

y MCP-1 en PMN, sin embargo, los monocitos y macrófagos producen más quimiocinas que los 

PMN. Así, la evolución del perfil de quimiocinas puede mantenerse por el perfil de moléculas 

inducidas por MTB en monocitos reclutados y macrófagos residentes. La secreción de MCP1 e 

IL-8 es inducida por TNF y se sabe que la expresión de esta última citocina ocurre durante todas 

las etapas de la infección, esto provee de un mecanismo para el reclutamiento continuo de 

monocitos y PMN hacia el sitio de infección [Riedel y Kaufmann, 1997]. 

Una importante característica de la infección con micobacterias, y que es importante en 

la patogénesis, es la inducción de citocinas proinflamatorias en monocitos y macrófagos. 

Diferentes estudios han demostrado que el PPD, MTB y otros productos micobacterianos 

inducen la producción de citocinas proinflamatorias como interleucina 1 (IL-1β), IL-6, factor 

estimulante de colonias de granulocitos y macrófagos (GM-CSF) y TNF, además, MTB induce 
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mayoritariamente la expresión de IL-12 en fagocitos mononucleares, lo cual es crucial para el 

desarrollo de una respuesta Th1, que se sabe, es protectora [Kaufmann, 2010]. 

Además, otros mecanismos pueden operar para controlar la inflamación desde una fase 

temprana de la infección. Citocinas antiinflamatorias como interleucina 10 (IL-10) son inducidas 

en respuesta a TNF y por MTB, además MTB y componentes de la pared micobacteriana como 

lipoarabinomanana (LAM) son potentes inductores del factor de crecimiento transformante 

(TGF-β), el cual puede regular negativamente la producción de citocinas proinflamatorias como 

TNF, IL-1β, IL-6 e incluso IL-10. Por último, la desactivación de macrófagos y supresión de la 

respuesta de células T puede observarse en presencia de IL-10 y TGF-β [Toossi 2003].  

 

 Factor de Necrosis Tumoral 

 

El Factor de necrosis tumoral (TNF) es un potente modulador de la respuesta 

inflamatoria primaria contra una gran variedad de estímulos físicos, ambientales, 

infecciosos e inmunológicos. Es una citocina pleiotrópica producida por diferentes 

células del cuerpo, principalmente por monocitos. El TNF es producido primariamente 

como una proteína transmembranal organizada en homotrímeros estables que al ser 

escindidos por la metaloproteasa convertidora de TNF alfa (TACE) produce la forma 

soluble [Harris, 2010]. El TNF se une a dos receptores, TNFR1 y TNFR2 localizados en 

células como neutrófilos, células endoteliales y fibroblastos. Ambos receptores pueden 

transducir señales anti-apoptóticas y pro-inflamatorias por activación de la vía del factor 

de transcripción NF-κB o por las cinasas MAP; sólo TNFR1  transduce señales 

apoptóticas y anti-inflamatorias gracias al reclutamiento del dominio de muerte asociado 

a Fas (FADD) y la activación de caspasa 8 [Wajant, 2003]. Su estimulación está 

relacionada con otros mediadores celulares como la interleucina 1 (IL-1) y 

endotoxinas bacterianas. Sistémicamente, el TNF ejerce distintas funciones como 

suprimir el apetito, estimular la hormona liberadora de corticotropina (CRH); estimula la 

respuesta aguda de la inflamación en el hígado, con activación de la síntesis de proteína 

C reactiva; y el aumento en la activación y adhesión plaquetaria [Abbas, 2010].  

 

http://es.wikipedia.org/wiki/Neutr%C3%B3filo
http://es.wikipedia.org/wiki/Fibroblasto
http://es.wikipedia.org/wiki/Interleucina
http://es.wikipedia.org/wiki/Bacteriana
http://es.wikipedia.org/wiki/Hormona_liberadora_de_hormona_adrenocorticotropa
http://es.wikipedia.org/wiki/H%C3%ADgado
http://es.wikipedia.org/wiki/Prote%C3%ADna_C_reactiva
http://es.wikipedia.org/wiki/Prote%C3%ADna_C_reactiva
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Los animales deficientes de TNF son más susceptibles a presentar TB primaria 

después de la infección por Mtb [Bean 1999]. El TNF forma parte de la inmunidad contra 

la tuberculosis induciendo la secreción de quimiocinas, la expresión elevada de 

moléculas de adhesión y la inducción de apoptosis en el macrófago. El TNF tiene una 

función dual en la sobrevivencia celular; por una parte promueve la sobrevivencia a 

través de la activación del NF-κB o induce apoptosis al activar la cascada de caspasas. 

En macrófagos infectados con Mtb, la apoptosis de células infectadas protege al 

hospedero al privar al bacilo de su nicho [Keane, 2000], además; promueve la 

eliminación del bacilo y permite que la presentación de antígenos a linfocitos T CD8+ se 

realice vía el complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) tipo I, a través de las células 

dendríticas que han fagocitado vesículas apoptóticas que contienen a los bacilos 

[Schaible, 2003].  

 

Las micobacterias virulentas son capaces de inhibir la apoptosis mediante la 

secreción de TNFR2 soluble (sTNFR2) dependiente de IL-10 en macrófagos alveolares 

humanos [Balcewicz-Sablinska, 1998], por lo que la protección del hospedero mediante 

la apoptosis de macrófagos dependiente de TNF se ve interrumpida. Por otra parte, 

bloqueadores de TNF han demostrado disminuir los efectos del interferón gamma (IFN-

γ) y estimular la apoptosis en células como monocitos, linfocitos T CD4+ y linfocitos T 

CD8+ reactivos a Mtb [Bruns, 2009]. También se ha demostrado que el incremento en 

la maduración del fagosoma inducido por lFN-γ es inhibido en macrófagos humanos 

tratados con bloqueadores de TNF, por lo que el efecto de IFN-γ en la maduración del 

fagosoma es dependiente de la secreción autocrina de TNF [Harris, 2008]. Otro 

mecanismo es la autofagia, que interviene en la inmunidad contra la micobacteria por 

tener efecto en la muerte bacteriana intracelular, la activación del inflamosoma y la 

presentación de antígenos [Harris, 2009], por lo que la inhibición de esta y la apoptosis 

mediada por TNF [Miller, 2010] le confiere a la micobacteria la capacidad de persistir en 

células hospederas como los macrófagos. 

 



Respuesta inmune innata inducida por BCG 

 

 

24 

 Interleucina 12 

 

 La fuente predominante de esta citocina son células dendríticas, macrófagos y 

linfocitos B linfoblásticos [Trinchieri, 2003]. El heterodímero se une a través de puentes 

disulfuro y comprende dos subunidades,  la cadena ligera de p35 (IL-12A) y la cadena 

pesada p40 (IL-12B) [Yuzhaling, 2012]. La actividad biológica de la IL-12 está mediada 

por su receptor (IL-12R), formado por las subunidades IL-12R-b1 e IL-12R-b2. Tras 

unirse al ligando, la IL-12R-b2 proporciona los sitios de unión para las cinasas Tyk1 y 

Jak2, que activan factores de transcripción como las proteínas transductores de señales 

y activadores de la transcripción (STAT)3 y STAT4 [Yuzhalin, 2012], relacionados en la 

producción de citocinas, factores de crecimiento, interferones y receptores. 

 

La interleucina 12 (IL-12) es una citocina pro-inflamatoria que promueve la 

producción de IFN-γ, favorece la diferenciación de linfocitos T hacia una respuesta Th1, 

además de formar parte del enlace entre la respuesta inmune innata y la respuesta 

inmune adaptativa. Se ha sugerido que el balance entre la respuesta Th1 y Th17 está 

relacionado con las concentraciones relativas de IL-12 e IL-23 producidas [Khader, 

2008]. Distintas micobacterias no tuberculosas (M abscessus, M avium y M gordonae) 

inducen una baja producción de esta citocina en monocitos humanos [Jönsson, 2012]; 

sin embargo no existen estudios sobre el balance de la respuesta inmune contra las 

subcepas BCG. 

 

 Interleucina 10 

 

La interleucina 10 (IL-10) es la citocina anti-inflamatoria más importante junto con 

el factor de crecimiento transformante beta (TGB-β). Esta proteína es secretada 

después escindirse su péptido señal, la proteína ya plegada es un homodímero formado 

por dos uniones no covalentes [Windsor, 1993].  
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La fuente principal de esta citocina son los monocitos y macrófagos pero también 

es sintetizada por células dendríticas, células B y T, células Natural Killer, células 

cebadas, eosinófilos y neutrófilos [Siewe, 2006; Speiran, 2009]. Monocitos y macrófagos 

secretan IL-10 después de la activación por LPS, a través de la vía TLR4, TRAF3, NF-

κB p65/p50 y la cinasa ERK [Zhang, 2009].   

 

IL-10 utiliza principalmente a la familia de cinasas Janus y factores de 

transcripción STAT para mediar sus efectos. Cuando esta citocina se une a su receptor, 

activa a dos miembros de la familia Janus: Jak1 (asociado al receptor 1 (IR1) de IL10) 

y Tyk2 (asociado al IL-10R2), con lo que se autofosforilan STAT3, STAT1 y/o STAT5 

formando homo- y heterodímeros que se traslocan al núcleo, induciendo la trancripción 

de genes blanco [Finbloom, 1995]. El supresor de señalización de citocinas 3 (SOCS3) 

es uno de los genes cuya expresión es inducida por IL-10 [Piessevaux, 2008], su función 

es inhibir la actividad de cinasas Janus al unirse a estas. 

 

La IL-10 tiene influencia en tres importantes funciones de los 

monocitos/macrófagos: la producción de mediadores inmunes, la presentación de 

antígeno y la fagocitosis. Inhibe la liberación de mediadores pro-inflamatorios como 

TNF, IL-1β, IL-6, IL-8, G-SCF y GM-CSF inducidos por LPS e IFN-γ [Waal Malefyt, 

1991]. Inhibe la presentación de antígeno al disminuir la expresión del complejo mayor 

de histocompatibilidad tipo II inducida por IFN-γ, además de moléculas coestimuladoras 

(CD86) y de adhesión (CD54) [Waal Malefyt, 1991]. Aumenta la fagocitosis de 

monocitos/macrófagos al incrementar la expresión de varios receptores como los IgG-

Fc (CD64, CD32 y CD16) y moléculas como CD14 responsables de la entrada de 

partículas opsonizadas o no opsonizadas [Velde, 1992].  
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JUSTIFICACIÓN 

 

La tuberculosis es todavía un problema de salud a nivel mundial y la única vacuna 

aprobada para prevenir dicha enfermedad ha mostrado diferencias en la eficacia 

protectora contra la infección de M. tuberculosis. El estudio de la activación de la 

respuesta inmune innata de macrófagos humanos infectados con distintas 

subcepas BCG, permitirá entender el tipo de activación de respuesta inmune 

adquirida y ayudará a seleccionar la mejor subcepa BCG para desarrollar 

vacunas de segunda generación. 
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HIPÓTESIS  

 

Existen diferencias en la respuesta inmune innata de macrófagos humanos 

infectados con distintas subcepas BCG. 
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OBJETIVO 

 

 Evaluar la respuesta inmune innata de macrófagos humanos infectados con 

distintas subcepas BCG. 

 

 

 

 

OBJETIVOS PARTICULARES  

 

 Comparar el reconocimiento de las subcepas BCG a través de TLR 2 y TLR4. 

 

 Determinar la sobrevivencia de las subcepas BCG fagocitadas por el macrófago. 

 

 Evaluar la producción de óxido nítrico en el macrófago infectado por cada una de 

las subcepas BCG. 

 

 Comparar el perfil de citocinas producidas por el macrófago activado posterior a 

la infección. 
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METODOLOGÍA 

 

Diseño experimental 

 

Células de la línea HEK293 transfectadas con TLR2-CD14 ó TLR4-MD2-CD14 

se infectaron durante 3 h a 37°C y 5% de CO2 con las subcepas BCG Moreau, Tokio, 

Danesa, México, Tice y Phipps con un índice de infección 1:10, bloqueando o no el TLR 

correspondiente con anticuerpos. Como control positivo, se utilizó LPS (100 ng/mL). 

Posteriormente, se determinó la producción de IL-8, 24h post-infección en los 

sobrenadantes  cuantificado por el método de ELISA. 

 

 La línea celular THP-I se incubó con 100nM de PMA por 48h para la obtención 

de macrófagos derivados de monocitos, y se favoreció la activación con 100 ng/mL de 

LPS durante 3 h, ambas incubaciones se realizaron a 37°C y 5% de CO2 (Figura 8). 

Después de comprobar el porcentaje de adherencia, se realizó la infección de los 

macrófagos THP-I con las subcepas BCG Moreau, Tokio, Danesa, México, Tice y 

Phipps con un índice de infección de 1:10 durante 3 h a 37°C y 5% de CO2. Posterior al 

tiempo de incubación, se hicieron lavados con PBS y se incubó con 200μg/mL de 

Amikacina por 2 h para eliminar las bacterias no fagocitadas. Se obtuvo el sobrenadante 

y se lisaron los macrófagos a 0, 24 y 72h post-infección para recuperar las bacterias 

intracelulares, que se determinaron por cuantificación del contenido de ATP. A partir de 

los sobrenadantes, se evaluó la producción de .ON por cuantificación de nitritos y la 

producción de IL-12, IL-10 y TNF por el método de ELISA. 
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Figura 8. Diagrama general de trabajo. 
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Materiales y métodos 

 

1 Cultivo de la línea celular THP-I (TIB-202, ATCC) 

El vial obtenido de ATCC con 1 mL (1x106 células/mL aprox) se descongeló y 

resuspendió en medio RPMI-1640 a 37ºC, por último se centrifugó a 1 000 rpm/ 

5min/ TA, por duplicado. El precipitado celular se resuspendió en medio RPMI-

1640 + 10% SFB + 0.05 mM 2-mercaptoetanol y se trasfirió a botellas de cultivo. 

La incubación se realizó a 37ºC/ 5% CO2/ 6 días. Se determinó la morfología y 

viabilidad del cultivo por exclusión de azul tripano.  

Se adicionó medio fresco cada 2-3 días para proliferar la línea celular y 

mantenerla a una concentración de 5x105 céls/mL. 

2 Obtención de macrófagos a partir de la línea celular THP-I (Theus 2004; 

Shiratsuchi 2004) 

 

Para la diferenciación, se utilizó miristato de éster de forbol (PMA) a una 

concentración final de 50ng/mL en el medio RPMI. En placas de 24 pozos se 

agregó a cada pozo 500 µL de suspensión de  macrófagos con viabilidad ≥ 95% 

de 1x106 céls/mL, se incubó a 37ºC/ 5% CO2/ 24h. Las macrófagos maduros ó 

bien diferenciados se mantuvieron adheridos a la superficie del pozo. 

Posterior a la incubación, se adicionó medio RPMI con 100 ng/mL de 

lipopolisacárido (LPS) a cada pozo y se incubó a 37ºC/ 5% CO2/ 3h. 

Posteriormente se retiró el sobrenadante y se agregó 1mL de medio RPMI-1640 

+ 10% SFB + 0.05 mM 2-mercapto-etanol [Branislava 2008]. Después de este 

proceso, los macrófagos incrementan su actividad fagocítica, así como la 

producción de EROs, .ON y citocinas. 
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3 Precultivos de subcepas BCG 

Se inoculó en medio sólido 7H10 + OADC a partir del vial de cada subcepa BCG: 

Moreau, Danesa, México; Tice y Phipps. La incubación se hizo a 37ºC / 5% CO2/ 

3 semanas. Se sembró una colonia en medio líquido 7H9 + ADC y se incubó a 

37ºC / 5% CO2 / hasta D.O. = 0,6  a λ=600 nm con espectrofotómetro (Biomates, 

Thermo Spectronic, England) [Worku 2003; Rodríguez-Álvarez 2009]. De esta 

forma se obtuvieron bacilos con metabolismo activo. 

 

a.   Curvas de crecimiento subcepas BCG 

A partir del precultivo, se hizo la siembra en medio 7H9 + ADC, se incubó a 37ºC 

/ 5% CO2 y se midió la D.O. a λ=600 nm cada 24 h. Se graficó para obtener las 

curvas de crecimiento, determinar el tiempo óptimo para la fase de crecimiento 

exponencial [Rodríguez-Álvarez 2009] y realizar la cosecha de las subcepas 

BCG. Se determinó el número de unidades formadoras de colonia (UFC) por 

método de dilución en placa en medio sólido 7H10 + OADC (37ºC / 5% CO2 / 3 

semanas) y el número de bacterias por método de cuantificación del contenido 

de ATP bacteriano. Se ajustó la suspensión bacteriana  a 2x106 UFC/mL con 

medio RPMI-1640 + 10% SFB + 15% de glicerol a 37ºC/ 5% CO2/ 1h previo a 

realizar los ensayos de infección (Oliveira 2001; Passmore 2001; Theus 2004; 

Rajavelu 2007. Esquivel-Solís 2009).  

 

4 Infección de macrófagos THP-I con las subcepas BCG 

 

Al cultivo de macrófagos activados se le retiró el medio de cada pozo y se 

adicionó a cada pozo 1mL de  la suspensión bacteriana (1:10 en relación a los 

macrófagos) de la subcepa BCG correspondiente. Se incubó a 37ºC/ 5% CO2/ 3, 

24 y 72 h. Todos los ensayos se realizaron por triplicado. 
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5 Fagocitosis por los macrófagos THP-I 

 

a.    Sobrenadantes post-infección 

Al término de cada tiempo de incubación (3, 24 y 72h)  se retiró el  sobrenadante 

de cada pozo y se centrifugó por separado a 3,200 rpm/10 min/TA,  para 

recolectar y almacenar el sobrenadante a -71°C, que se usó para determinar la 

concentración de nitritos y citocinas iniciales. Para completar la incubación a 24 

y 72 h,  se eliminaron las bacterias no fagocitadas con lavados con PBS 1X 

estéril, y se trató con amikacina (100μg/mL) por 2 h [Hayashi 2010]. 

 

b. Lisis de los macrófagos 

Posterior a los tiempos de incubación, se realizó la lisis con una solución de Tritón 

X-100 al 0.1% en PBS [Esquivel–Solís 2009], se incubó a 4ºC/10min. Después 

de homogenizar cada pozo, se centrifugó a 3 200 rpm /10 min/TA y  se almacenó 

el precipitado celular obtenido a -71°C para determinar las bacterias fagocitadas 

después de la incubación. 

 

6 Determinación de la viabilidad bacteriana por cuantificación de ATP (ATP 

Kit SL de Bio Thema Luminescent Assays) [Askgaard 1995; Jensen 2008;Ho 

2008] 

Una alternativa para determinar el número de bacterias viables es la 

cuantificación del contenido de ATP en la muestra, así que por la relación directa 

que existe entre el número de bacterias cuantificadas ó las Unidades Formadoras 

de Colonias con la concentración de ATP reportada en trabajos anteriores, se 

utilizó este último método para los ensayos de infección y sobrevivencia 

intracelular. 

 

Se descongelaron y homogenizaron las alícuotas de subcepas BCG. Una vez 

centrifugadas a 3,200 rpm/5 min/TA, se  resuspendió el precipitado bacteriano 
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obtenido en medio Dubos suplementado. Se incubó a 37°C/ 5% CO2/ 22-26 h 

con agitación constante.  

 

Antes del termino del tiempo de incubación (30’), se hicieron alícuotas con 500 

µL de solución amortiguadora Tris-EDTA (TE) tres diluciones por subcepa BCG 

(1, 1:2 y 1:5) y cada dilución por triplicado. Estas alícuotas fueron incubadas a 

96-98°C por 10 min en termoblock (Multi-Blok Heater, Cole-Parmer Instrument 

Company, Illinois,USA). 

De las alícuotas de subcepas BCG incubadas previamente, se realizaron 

diluciones 1:2 y 1:5 con medio Dubos suplementado. De estas diluciones y el 

original, se tomaron 100 µL y adicionaron a las alícuotas de buffer TE. Se 

incubaron 6 min a 96-98°C. 

En placa blanca de 96 pozos de fondo plano, se colocaron 160 µL de los extractos 

de ATP obtenidos y de los controles positivo: medio Dubos suplementado en 

buffer TE y 2.5 µL del estándar de ATP; negativo: medio Dubos suplementado en 

buffer TE. Se añadieron 40 µL del reactivo de ATP a todos los pozos y se incubó 

por 5 min/TA en oscuridad. La luminiscencia se midió a 560 nm en 

espectrofotómetro Magellan (GENios Plus, Tecan Austria GmbH, Grödig, 

Austria). La cuantificación de la concentración de ATP se realizó de  acuerdo a 

la curva estándar y posteriormente se determinó el número de bacterias 

contenidas en cada muestra, de acuerdo a la metodología ya descrita por el 

fabricante.  

El índice de multiplicidad se definió como el número de bacterias al t=24h y t=72h 

post-infección, dividido entre el número de bacterias al t=3h. Indice de 

multiplicidad >1 significa que la bacteria fue capaz de duplicarse dentro del 

macrófago, mientras que, un índice de multiplicidad ≤1 significa que las bacterias 

fueron incapaces de ello. 
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7 Cuantificación de nitritos producidos por el macrófagos post-infección por 

las diferentes subcepas BCG (Measure-iT Nitrite Assay Kit de Molecular 

Probes) [Hayashi 2009]. 

Después de descongelar los sobrenadantes, para la determinación de la 

concentración de nitritos se tomaron 5 µL de la muestra ó 10 µL de la dilución de 

la curva estándar incluida en el kit. Como control positivo, se adicionaron 5 µL de 

una solución de NaNO2 (200 µM/100 µL), y como negativo, sólo el medio RPMI. 

Se determinó la fluorescencia, a una excitación de 360 nm y Emisión a 430 nm, 

en el lector Magellan (GENios Plus, Tecan Austria GmbH, Grödig, Austria). 

 

8 Determinación de citocinas producidas por el macrófago post-infección por 

las diferentes subcepas BCG por el método de ELISA [Esquivel-Solís 2009]. 

 

Se descongelaron los sobrenadantes, se estabilizaron a TA y se determinó la 

concentración de IL-12, IL-10 y TNF por triplicado a partir de curvas patrón 

elaboradas con las citocinas recombinantes de humano por el método de ELISA 

directo siguiendo las instrucciones del fabricante (DuoSet enzyme-linked 

immunosorbent assay development system; R&D Systems, Inc.) 
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RESULTADOS 

 

1.- Curvas de crecimiento de subcepas de Mycobacterium bovis BCG 

 En la Figura 9 se muestra la curva de crecimiento de cinco subcepas de M. bovis 

BCG realizada a partir de 3 cultivos independientes; en esta gráfica se determinó 

que la fase media logarítmica se encuentra a una densidad óptica (DO) entre 0.5 

y 0.8 a una longitud de onda (λ) de 600 nm la cual se alcanza entre el 9º y 13º 

día (Tabla 4). 

 

Tabla 4. Fase media logarítmica de crecimiento para cada subcepa BCG. 

Subcepas M. bovis BCG Fase media logarítmica (días) 

Moreau 11 

Danesa 13 

México 11 

Tice 9 

Phipps 10 
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Figura 9. Curva de crecimiento de distintas subcepas de Mycobacterium bovis BCG.  Los cultivos se realizaron en 

medio 7H9 suplementado con ADC, la curva representa el promedio de la medición de D.O. a 600nm, en tres ensayos 

independientes. El recuadro punteado muestra la fase media logarítmica. 
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2.- Reconocimiento a través de TLR 2 y 4 

Para discernir si las subcepas BCG son reconocidas discriminadamente por 

TLR2 o TLR4, se evaluó la producción de IL-8 por la línea celular HEK 293 transfectadas 

con hTLR2-CD14 y hTLR4-MD2-CD14 e infectadas con las subcepas BCG Moreau, 

Danesa, México, Tice y Phipps. Como controles se utilizaron LPS y anticuerpos contra 

el TLR en cuestión.  

Figura 10. Comparación del reconocimiento de subcepas BCG a través de receptores 

TLR2 y TLR4. La concentración de IL-8 en los sobrenadantes de células HEK293 que sobre-

expresan TLR2 ó TLR4 infectadas con distintas subcepas BCG, se determinó por ELISA 24h 

post-infección. Columnas sólidas reconocimiento a través de TLR2; columnas vacías 

reconocimiento a través de TLR4. 
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La estimulación con LPS de E.coli  activó preferencialmente el reconocimiento 

por TLR4 en las células HEK293, como se ha descrito ampliamente en la literatura. Tal 

como hipotetizamos, las subcepas BCG fueron reconocidas diferencialmente por los 

receptores TLR 2 y 4. Al utilizar el anticuerpo correspondiente para cada TLR (α-TLR), 

se observa una disminución en la producción de IL-8 (Anexo III). En los ensayos se 

observaron dos grupos: a) la producción de IL-8 dependiente del reconocimiento a 

través de TLR2 y b) la producción de IL-8  parcialmente dependiente del reconocimiento 

a través de TLR2. Sólo para BCG Moreau y México, al usar el α-TLR2, no se observan 

diferencias en el estímulo producido; mientras que la producción de IL-8 tras la infección 

con BCG Danesa, Tice y Phipps depende del reconocimiento de TLR2. Por otra parte, 

cuando se emplea el α-TLR4 con las subcepas BCG Moreau, México, Tice y Phipps, 

hay diferencia en el estímulo producido. 

 

Sorprendentemente, la concentración de IL-8 detectada en los sobrenadantes de 

las células HEK293/TLR4/CD14/MD2 estimuladas con las subcepas BCG Moreau, 

Danesa y Mexico resultó aproximadamente dos veces mayor en comparación con la de 

las células HEK293/TLR2/CD14 (Figura 10), lo que sugiere que estas cepas son 

reconocidas preferencialmente a través de TLR4. A diferencia de las anteriores, las 

subcepas Tice y Phipps, no mostraron preferencia alguna en su reconocimiento por 

TLR2 o TLR4, sugiriendo que los componentes de la pared celular de estas subcepas 

son parecidos y que pueden estimular a ambos TLRs indistintamente.  
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3.- Determinación de sobrevivencia y multiplicidad de Subcepas BCG en 

macrófagos THP-I 

 

Debido a que se ha reportado ampliamente que las subcepas BCG presentan 

diferencias en la composición de su pared celular y que esto impacta en su 

reconocimiento por distintos TLRs, tal como se mostró anteriormente, consideramos que 

la habilidad de las subcepas BCG para inducir su fagocitosis por los macrófagos, así 

como su capacidad para sobrevivir y multiplicarse dentro de ellos, podría también ser 

distinta.   

La fagocitosis de las bacterias por los macrófagos se evaluó 3 h posterior a la 

infección, el número de bacterias intracelulares de las subcepas BCG presentaron 

valores similares (2-3 bacterias) y con excepción de la BCG México que presentó 2 

veces el valor de las demás subcepas  evaluadas (5 bacterias) (Figura 11). Todas las 

BCG sobreviven intracelularmente a los tiempos de evaluación (24 y 72h), mientras que 

Escherichia coli, empleada como control (E. coli) es eliminada desde las 24 h. Las 

subcepas Moreau, México y Tice presentaron una mayor multiplicación inicial a las 24 

h, de estas, BCG Tice tuvo el mayor índice de multiplicidad, calculado a partir del número 

de bacterias fagocitadas a las 3h, superior a 5.6, comparado con el 1.8 en promedio de 

las BCG Moreau y México (Figura 12). Sin embargo, a las 72 h, la cantidad de bacterias 

intracelulares disminuyó casi a la mitad.  
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 Figura 11. Bacterias intracelulares en macrófagos THP-I infectados con subcepas BCG. Macrófagos obtenidos a 

partir de la línea celular THP-I se infectaron con distintas subcepas BCG a una relación 1:10. El número de bacterias 

intracelulares se determinó a través de la cuantificación del contenido de ATP bacteriano a 0, 24 y 72h post-infección. 

Control (-): macrófagos THP-I sin infectar; Control (+): macrófagos THP-I infectados con E. coli. *p<0.05 Kruskal-Wallis. 
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Las subcepas BCG Danesa y Phipps presentan un patrón diferente, ya que la 

fagocitosis es similar que las otras subcepas (a excepción de México) y el número de 

bacterias intracelulares evaluadas a las 24 h muestra un índice de multiplicidad mayor 

a 1.5, el cual aumenta a 2.0 en ambos casos a las 72 h (Figura 12), lo que sugiere que 

son capaces de sobrevivir en el interior del macrófago. 

 

 

Figura 12. Sobrevivencia y multiplicidad de subcepas BCG en macrófagos THP-I. A partir 

del número de bacterias intracelulares, se determinó el índice de multiplicidad a las 24 y 72h 

con respecto a las bacterias fagocitadas inicialmente. Índice de multiplicidad > 1, la subcepa 

se multiplica intracelularmente.  
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4.- Activación de Estallido Respiratorio en macrófagos THP-I infectados con 

subcepas BCG 

 

 Un mecanismo bactericida eficaz para la eliminación de micobacterias es la 

producción de especies reactivas del nitrógeno, a través del estallido respiratorio. Para 

determinar si la eliminación de algunas BCG observada a las 72 h podría relacionarse 

con este mecanismo, se determinó la producción de .ON a través de la producción de 

nitritos en los sobrenadantes. La cantidad inicial de nitritos inducido por las subcepas 

evaluadas al tiempo 0 muestra diferencias para las subcepas BCG Moreau, México y 

Phipps (Tabla 5 y Figura 13), mientras que los macrófagos del grupo control, 

presentaron los mismos valores que con las subcepas BCG Danesa y Tice, ya que se 

infectaron con E. coli, además de ser activados con LPS, que se sabe, es un inductor 

de la activación del estallido respiratorio al ser ligando del receptor TLR 4.  

Tabla 5. Producción de nitritos por macrofagos infectados con subcepas BCG a 

diferentes tiempos post-infección. *p<0.05 prueba t de Student. 

Subcepa BCG 

Nitritos (μM) 

0 h 24 h 72 h 

Control (-) 1.25 +/- 0.45 0.77 +/- 0.04 0.76 +/- 0.05 

Control (+) 2.82 +/- 0.41 10.65 +/- 0.61* 8.41 +/- 0.79* 

Moreau 5.48 +/- 2.48 11.05 +/- 0.53 36.13 +/- 1.93* 

Danesa 2.48 +/- 1.16 5.69 +/- 1.56* 2.94 +/- 0.82 

México 4.89 +/- 0.96 5.05 +/- 2.83 2.93 +/- 0.70 

Tice 2.12 +/- 2.25 11.64 +/- 0.86* 39.14 +/- 1.43* 

Phipps 4.34 +/- 2.07 11.67 +/- 0.71 8.86 +/- 0.66 
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 A  las 24 h post-infección los valores de .ON incrementaron su valor a más del 

doble en las subcepas  BCG Moreau, Danesa y Phipps con respecto al tiempo 0 h, con 

la subcepa BCG Tice se observa un incremento mayor de 5 veces que el valor inicial, 

mientras que, para la subcepas BCG  México la producción de nitritos se conservó, por 

lo que el estallido respiratorio se mantiene activo. Al comparar con el control, sólo con 

la subcepa BCG Moreau se obtuvieron valores similares (Tabla 5).  

 Para las 72 h, la subcepa BCG Moreau presentó un incremento mayor 100% y la 

subcepa Tice un incremento superior al 500%, evidenciado una importante producción 

de NO. BCG Danesa y México mantienen baja producción de NO con valores similares 

al tiempo 0 h (Tabla 5) y la subcepa BCG Phipps tiene una producción parecida al control 

(Figura 13). 

 Se puede correlacionar la cantidad de nitritos producidos por los macrófagos con 

la sobrevivencia intracelular de las BCG evaluadas. Así, la infección con BCG Moreau 

y Tice induce la mayor producción de nitritos que pudieran eliminar a las bacterias 

intracelulares y esto explicaría la disminución de la cuenta bacteriana observada a las 

72h.   
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Figura 13. Producción de óxido nítrico por macrófagos infectados con subcepas BCG.  Macrófagos obtenidos a partir de 

la línea celular THP-I se infectaron con distintas subcepas BCG a una relación 1:10. La producción de NO se determinó a partir 

de la cuantificación de nitritos en los sobrenadantes a a 0, 24 y 72h post-infección. Control (-): macrófagos THP-I sin infectar; 

Control (+): macrófagos THP-I infectados con E. coli. *p<0.05 Kruskal-Wallis. 
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5.- Producción de citocinas por macrófagos THP-I infectados con subcepas BCG 

Otra de las funciones del macrófago es la producción de citocinas, lo que crea el 

microambiente que influye en la respuesta inflamatoria y, consecuentemente, en la 

respuesta adaptativa. Por lo anterior, se evaluaron tanto citocinas inflamatorias (IL- 12 

y TNF) como anti-inflamatorias (IL-10) producidas por los macrófagos. 

Las subcepas BCG Danesa y México evaluado a las 72 h inducen mayor cantidad 

de IL-12,  aproximadamente 2 y 3 veces más, respectivamente que otras BCG 

evaluadas. La concentración de IL-12 producida por la infección con BCG Tice y Phipps 

es menor a los 10 pg/mL (7.84 +/-1.86 y 6.5 +/- 4.5, respectivamente), sin embargo la 

diferencia con respecto al control es significativa. No existieron diferencias estadísticas 

para la producción de IL-12 inducida por la subcepa BCG Moreau con respecto al control 

(Figura 14).  

Dentro de las funciones de IL-12 está la maduración de células presentadoras de 

antígeno, además de ser necesaria para la producción de INF-γ por parte de linfocitos 

T para la consecuente activación de macrófagos, los cuales adquieren mayor capacidad 

microbicida. Nuestros resultados sugieren que las subcepas BCG pueden tener 

estrategias para regular la producción de IL-12, una citocina central para la inmunidad 

adaptativa y la eliminación de bacterias intracelulares. 
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Figura 14. Producción de IL-12 en sobrenadantes de macrófagos infectados con subcepas BCG, 24 y 72 h post-

infección. Macrófagos obtenidos a partir de la línea celular THP-I se infectaron con distintas subcepas BCG a una relación 

1:10. La concentración de IL-12 se determinó por ELISA en los sobrenadantes 24 y 72h post-infección. Control (+): 

macrófagos infectados con E. coli. Control (-): macrófagos sin infectar. * p<0.05 Mann Whitney.  
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Las subcepas BCG Moreau, México y Phipps inducen una producción similar de IL-10 

(de 100 a 150 pg/mL), mientras que la producción por la infección con BCG Danesa es 

ligeramente mayor (188.9 +/- 12.7 pg/mL)  en comparación a estas, pero incrementa 10 

veces la concentración de IL-10 comparada con el control (15.8 +/-12.5 pg/mL) (Figura 

15). Se observó que incluso el control tiene una mayor producción de esta citocina en 

comparación con la infección por BCG Tice (10.45 +/- 4.5 pg/mL). Una de las funciones 

de IL-10 es disminuir la expresión de MHC-II con lo cual la maduración de células 

presentadoras de antígeno se ve reducida, al igual que la producción de IL-2, IL-4 e INF-

γ por parte de linfocitos. Lo anterior puede afectar directamente en la activación de 

células como macrófagos y neutrófilos, así como en la formación de mediadores 

inflamatorios como IL-1β, IL-6 y TNF, necesarios para mantener el proceso inflamatorio 

e inmunidad. Así, las subcepas BCG inducen la producción de IL-10 en diferente 

medida, proporcionando ventajas a aquellas subcepas que promuevan dicha citocina 

ya que se controlaría la respuesta inflamatoria, incluyendo la eliminación de las 

bacterias intracelulares. 
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Figura 15. Producción de IL-10 en sobrenadantes de macrófagos infectados con subcepas BCG, 72 h post-infección. 

Macrófagos obtenidos a partir de la línea celular THP-I se infectaron con distintas subcepas BCG a una relación 1:10. La 

concentración de IL-10 se determinó por ELISA en los sobrenadantes 72h post-infección.  * p<0.05 Mann Whitney. 
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Mientras la BCG Phipps promueve una intermedia producción de TNF (540.5 +/- 

254.3 pg/mL), la infección con BCG Moreau y Tice produjo la misma cantidad que el 

control (223.9 +/- 63.4 pg/mL) (Figura 16). La infección con BCG Danesa y México 

induce la mayor producción de TNF por los macrófagos (1311.8 +/- 48.5 pg/mL), casi 6 

veces más que el control y  más del doble que la subcepa BCG Phipps. Debido a la 

función dual de TNF en la sobrevivencia/apoptosis celular, la producción de esta citocina 

inducida por las BCG es fundamental para la eliminación de bacterias intracelulares y el 

desarrollo de la inmunidad adaptativa. La alta producción de TNF por los macrófagos 

infectados con BCG Danesa y México podría inducir mayor inflamación, sin embargo 

solo las BCG Danesa y Phipps son capaces de sobrevivir intracelularmente en los 

tiempos evaluados además de secretar citocinas inflamatorias, lo que sugiere que la 

activación de factores transcripcionales como NF-κB se realiza después del 

reconocimiento de estas subcepas. 
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Figura 16. Producción de TNF en sobrenadantes de macrófagos infectados con subcepas BCG. 72h post-infección. 

Macrófagos obtenidos a partir de la línea celular THP-I se infectaron con distintas subcepas BCG a una relación 1:10. La 

concentración de TNF se determinó por ELISA en los sobrenadantes 72h post-infección.  * p<0.05 Mann Whitney. 
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DISCUSIÓN 

A pesar  de las diferentes investigaciones reportadas en los últimos años acerca 

de la protección conferida por la vacuna BCG, aún se desconocen muchos factores de 

los mecanismos que realiza el macrófago para la protección contra la tuberculosis. De 

acuerdo a los ensayos con las células HEK293, se observan dos grupos en el 

reconocimiento a través de TLR2, así, las Subcepas BCG Danesa, Tice y Phipps al ser 

reconocidas a través de TLR2 inducen la producción de IL-8, mientras que las subcepas 

Moreau y México inducen la producción de IL-8 a través de otros receptores  en el 

macrófago como los de manosa, scavenger, NLR y RLR. Todas la subcepas BCG 

evaluadas son reconocidas a través de TLR4, sin embargo, este reconocimiento no es 

esencial para la producción de IL-8. 

 De las subcepas utilizadas en nuestra investigación, la subcepa México fue 

fagocitada en mayor proporción al compararla con las subcepas Danesa, Tice y Phipps 

que presentan un comportamiento similar.  

La literatura señala diversos factores de virulencia de M. tuberculosis y su 

fagocitosis  por el macrófago; aunque recientemente es cuando  se trata de entender 

los mecanismos de las vías intracelulares que se desencadenan desde el 

reconocimiento de las mismas hasta su instalación o eliminación. En nuestros 

resultados observamos que la fagocitosis de la  subcepa BCG México es mayor en 

comparación con el  resto de las subcepas estudiadas, prácticamente al doble.  Con 

excepción de la subcepa Moreau, el resto de las  subcepas pertenecen a los grupos III 

y IV de la Genealogía refinada de las BCG (subcepas tardías) propuesta por Brosh y 

col. en el 2007. La superficie de la pared celular de las micobacterias (glicolípidos 

manosilados) desempeñan un papel importante en la regulación de la fagocitosis y la 

respuesta inmune, además se ha reportado que la pared celular de estos dos grupos es 

similar en presencia y composición de ácidos micólicos (α-micólicos de 25-30% y ceto-

micólicos de 70-75%) [Ueneshi 2009], por lo que se esperaría que el reconocimiento por 

parte del macrófago sea similar. Sin embargo, BCG Phipps presenta una cadena más 

larga de ácido ceto-micólico metoxilado, de 86 carbonos, en comparación con la cadena 

de 84 carbonos presente mayoritariamente en las BCG Danesa, México y Tice. La 
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presencia de este ácido monoenóico podría estar relacionada con el reconocimiento 

diferencial de BCG Phipps y por tanto, la inducción de una respuesta diferente por parte 

del macrófago, sin embargo, estudios más detallados sobre estructuras implicadas en 

el reconocimiento son necesarios. La subcepa Moreau, miembro del Grupo I de la 

Genealogía refinada, posee una pared celular compuesta por los tres tipos de ácidos 

micólicos (α-, ceto- y metoxi-) al no presentar el polimorfismo de un nucleótido en el gen 

mma3, implicado en la síntesis de ácidos metoxi-micólicos [Hayashi 2009].  Por otro 

lado, la reciente secuenciación del genoma de la BCG México reveló que existen 

polimorfismos específicos para dicha subcepa. La región RDMex02 incluye la pérdida 

de 218 aminoácidos del gen fadD23 (BCG3889), afectando una región conservada de 

la proteína que incluye dos dominios transmembranales. Este gen codifica para una 

probable acil-CoA ligasa de ácidos grasos involucrada en la degradación de lípidos y la 

producción de sulfolípidos por lo que la disrupción de este gen resulta en un incremento 

en la asociación de Mtb y macrófagos [Lynett 2007]. Estos datos podrían explicar en 

parte la variación en la fagocitosis de las subcepas BCG analizadas. 

 

A las 24 h post-infección, la subcepa Tice presenta el mayor número de bacterias 

en el interior de macrófagos THP-I. Lo anterior puede relacionarse con la velocidad del 

crecimiento ya que la subcepa Tice alcanza en un tiempo menor su fase de crecimiento 

exponencial (Tabla 2), por lo que su duplicación es en menor tiempo que las otras 

subcepas analizadas, mientras que la BCG Danesa tiene el mayor tiempo de 

duplicación, por lo que la cuenta bacteriana intracelular es la menor a las 24 h. Estos 

valores en la tasa de crecimiento cambian a las 72 h, ya que se observa una  

disminución casi a la mitad de la población bacteriana en el interior de macrófagos. 

Estos datos sugieren que el elevado número de bacterias BCG Tice a las 24 h pudiera 

dar un mayor estímulo al macrófago para que lleve a cabo el estallido respiratorio, así; 

la alta producción de .ON a las 72 h post-infección (Gráfico 4) se correlaciona con la 

considerable disminución en el número de bacterias BCG Tice intracelulares a las 72 h. 

La ventaja inicial de una rápida y mayor multiplicación en el interior del macrófago no se 

ve reflejada con la persistencia, ya que un mayor número de bacterias estimularía en 
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mayor medida la activación del estallido respiratorio, que elimina rápidamente a los 

patógenos intracelulares. 

 

En el caso de la infección con BCG Moreau se observa un patrón similar al de 

BCG Tice, a las 24 h post-infección aumenta la carga bacteriana en el interior de los 

macrófagos y disminuye aproximadamente un 60% a las 72 h. Esto puede explicarse 

por la producción elevada de .ON, que es más de 2.5 veces que la cantidad producida 

por los macrófagos infectados con BCG Phipps. Aunque su fagocitosis fue menor, logró 

multiplicarse en el interior del macrófago con una tasa intermedia entre BCG tice y BCG 

Phipps, y similar a la BCG México.  

 

Diferentes mecanismos de sobrevivencia y persistencia se han descrito para 

micobacterias patógenas, desde manipular las señalizaciones de receptores implicados 

en el reconocimiento, evitar la maduración del fagosoma, neutralizar especies reactivas 

producidas en el estallido respiratorio o evitar que se produzcan, hasta manipular la 

secreción de citocinas anti-inflamatorias [Piddington 2001, Vergne 2005, Steinberg 

2008, Hajishengallis 2011]. La infección con BCG Danesa y Phipps muestra que su 

duplicación desde  las 24 h, es la más lenta de las subcepas estudiadas, se duplica 

apenas 1.5 veces. A las 72 h post-infección, su duplicación aumenta un 33%, su carga 

bacteriana no disminuye, continúa aumentando ligeramente. Esta multiplicación 

intracelular lenta y controlada parece pasar desapercibida por el macrófago, que no lleva 

a cabo la activación del estallido respiratorio, ya que la producción de .ON es igual a la 

de macrófagos sin infectar (16 μg/mL) para la BCG Phipps y en disminución para BCG 

Danesa. Su lenta duplicación en el interior del macrófago pudiera darles la ventaja de 

persistir por largo tiempo.  

 

En estudios realizados en nuestro grupo de investigación, se demostró que las 

Subcepas BCG Danesa y BCG Phipps tienen patrones distintos de expresión de 
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proteínas implicadas en adaptación, virulencia, desintoxicación, metabolismo de lípidos 

y pared celular [Rodríguez-Álvarez 2009]. BCG Phipps produce en mayor proporción 

proteínas en respuesta a estrés oxidativo, como la AhpC involucrada en la respuesta 

contra especies reactivas de nitrógeno y la resistencia a izoniacida [Rodríguez-Álvarez 

2009] que pudieran ayudarle a sobrevivir en el interior del macrófago, ya que la subcepa 

BCG Phipps es sensible al estrés nitrosativo [Hayashi 2010]. Lo anterior puede 

representar ventajas para la adaptación a medios adversos y cambios metabólicos, sin 

embargo hace falta realizar estudios que eluciden esto. Por otra parte, se ha relacionado 

que la inmunización con BCG Phipps confiere una mayor protección contra la 

tuberculosis pulmonar  (>70%) [Fine 1999], demostrado también en el modelo de 

tuberculosis pulmonar progresiva [Castillo-Rodal 2006].  Para que exista una respuesta 

inmune protectora, la BCG debe persistir en los macrófagos [Orme, 1988; Kaufmann, 

1995]; nuestros resultados muestran que la BCG Phipps es capaz de persistir en el 

macrófago y que existe una correlación con la baja producción de especies reactivas 

del nitrógeno, un mecanismo para eliminación de bacterias intracelulares, además de 

generar un ambiente inflamatorio favorable para la presentación de antígenos por la 

producción de IL-12 y TNF, pero controlado por la producción de IL-10. 

 

Después del reconocimiento de patógenos por la familia de los TLRs, se activa 

la transducción de señales a través de moléculas adaptadoras, la más usada es MyD88, 

lo que lleva a la activación del factor NF-κB y de MAP cinasas como p38, ERK y JNK 

[Basak 2008], cuyos productos finales son citocinas inflamatorias y anti-inflamatorias. 

Con las acciones de IL-10 descritas anteriormente, puede explicarse el fenotipo inducido 

por la infección con BCG Moreau. Considerando sólo los valores de las medianas, BCG 

Moreau induce alta producción de IL-10 a las 72h, lo que inhibe la producción de TNF. 

Se han descrito varios mecanismos para explicar este fenómeno: la ubiquitinación y 

degradación de moléculas de la señalización dependiente de MyD88 (IRAK-1, IRAK-4 

y TRAF6) es regulada por IL-10 [Chang 2009]. Además se ha sugerido que IL-10 induce 

la traslocación del homodímero de NF-κB p50/p50, disminuyendo la transcripción de 

genes dependientes de NF-κB como citocinas pro-inflamatorias (TNF) y aumentando la 
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producción de IL-10 [Driessler 2004]. Así, la alta producción de IL-10 por la infección 

con BCG Moreau disminuye sustancialmente la producción de TNF a un nivel parecido 

al control. Sin embargo, la infección con las subcepas BCG Danesa y México inducen 

la mayor producción tanto de IL-10 como de TNF. Las diferencias observadas en la 

composición de la pared micobacteriana [Ueneshi 2009] podrían explicar lo anterior, ya 

que se ha demostrado que estructuras específicas en los ácidos micólicos como 

arabinosa, son responsables de la producción de TNF vía TLR2-MyD88 dependiente 

[Miyauchi 2011]. Además, esta explicación es coherente también para la alta producción 

de IL-12 mostrada en la infección por estas dos subcepas BCG. Otras modificaciones 

estructurales de los componentes de la pared micobacteriana se han relacionado con la 

regulación en la síntesis de citocinas. Las formas tri -acetiladas de la lipomanana de 

BCG promueven la producción de IL-12 y NO usando proteínas adaptadoras como 

MyD88, a través de TLR2/TLR1 [Doz, 2007], mientras que la lipomanana en su forma 

di-acetilada induce la inhibición de producción de citocinas y NO en macrófagos 

activados con LPS. Así, las diferencias estructurales en la pared celular de BCG pueden 

alterar el reconocimiento a través de receptores, y a su vez, la respuesta del macrófago 

a la infección. 

 

Nuestros resultados mostraron que el perfil mostrado por la subcepa BCG Phipps 

sugiere explicar su persistencia en el interior de macrófagos, el inducir una menor 

producción de óxido nítrico podría dar ventaja de no ser eliminada por estas especies 

reactivas, que se sabe, atraviesan la compleja pared micobacteriana y se unen al ADN, 

inhibiendo la duplicación [Rojas-Espinoza 2003]. También, la BCG Phipps produce en 

mayor proporción, al compararse con BCG Danesa,  proteínas en respuesta a estrés 

oxidativo, que podrían contribuir en la sobrevivencia en el interior del macrófago 

[Rodríguez-Álvarez 2009]. Además, el óxido nítrico puede generar un ambiente 

inflamatorio en los alrededores pero al generarse poca cantidad de este oxidante y de 

IL-12, aunado a la producción de IL-10 (quizás por una vía independiente de MyD88) se 

generaría una respuesta tolerogénica. La mayor producción de TNF inducida por esta 

subcepa sugiere la posible inducción de apoptosis/autofagocitosis por los macrófagos 
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infectados [Miller 2010] con la BCG Phipps, lo que le ayudaría a esta subcepa a 

diseminarse a otras células hospederas y persistir en el tejido sin crear inflamación, 

además de favorecer la presentación de antígenos micobacterianos presentes en las 

vesículas apoptóticas. 
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RESUMEN DE RESULTADOS 

 

 

• Las BCG son reconocidas a través de TLR4 y BCG Danesa, Tice y Phipps son 

reconocidas a través de TLR2. 

• Existen diferencias en la sobrevivencia de las subcepas BCG en el interior de 

macrófagos THP-I a las 24 y 72h. 

• Las BCG Tice y Moreau activan la producción de óxido nítrico, que se 

correlaciona con la disminución de bacterias intracelulares a las 72 h; mientras 

que la multiplicación intracelular controlada de BCG Danesa y Phipps se 

relaciona con la baja producción de óxido nítrico inducida por estas subcepas. 

• La subcepa BCG Tice induce la menor producción de IL-10. 

• La alta producción de TNF por la BCG Phipps y Danesa podría darles ventajas 

en la persistencia.  
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CONCLUSIÓN 

 

 

 

Existen diferencias en la respuesta inmune innata de macrófagos humanos 

infectados con distintas subcepas de Mycobacterium bovis BCG. 
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PERSPECTIVAS 

 

 

 

 

 

 Determinar las vías de señalización activadas a través de TLR2 y TLR4 en el 

macrófago infectado con M. bovis BCG. 

 

 Ampliar el perfil de citocinas producidas por el macrófago y buscar correlación 

con las vías de señalización activadas por la infección de M. bovis BCG. 

 

 Evaluar la activación y tipo de muerte celular producida por la infección de M. 

bovis BCG en el macrófago. 
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ANEXO I 

 

REACTIVOS 

 

HEPES  1M 

-12 g de HEPES en 40 mL de dH2O. Ajustar pH 7.4 y llevar al aforo 50 mL 

 

Solución stock de 2-Mercaptoetanol  

Dilución 1:1000 en medio RPMI-1640 

 

Medio Roswell Park Memorial Institute (RPMI-1640) 1L 

-2 g de NaHCO3 

-10.4g del polvo RPMI-1640 

Disolver en aproximadamente 750 mL de dH2O 

-9 mL de glucosa al 50% 

-10 mL de piruvato de sodio 100mM 

-10 mL de HEPES 1M 

-4 mL de 2-Mercaptoetanol 1:1000 

Llevar al aforo y filtar por membrana 0.22µm. Conservar a 4ºC 

 

Medio RPMI-5 

-Medio RPMI con 5% de suero fetal bovino (SFB) inactivado a 60ºC por 30 minutos 
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Medio RPMI-10 

- Medio RPMI con 10% de SFB inactivado a 60ºC por 30 minutos 

 

Solución amortiguadora de fosfatos (PBS) 

-8.0 g de NaCl 

-0.2 g de KCl 

-1.15 g de NaH2PO4 

-0.2 g de KHPO4 

Ajustar pH 7.4 y llevar a 100mL con dH2O 

 

Solución salina isotónica (SSI) 

-0.9g de NaCl en 1 L de dH2O 

 

Solución de lisis 

-0.8766g de NaCl 

-0.0372g de EDTA 

-0.6057g de Tris 

-500μL de Tritón X-100 

-500μL de SDS 

Llevar al aforo en matraz de 100mL. 
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Medio Middlebrook 7H10 Agar + Middlebrook OADC Enrichment 

-Pesar 1.9 g del polvo 7H10 y disolver en 900 mL de H2O que contengan 5 mL de 

glicerol. Calentar con agitación constante y hevir por un minuto. Esterilizar en autoclave 

(121°C / 15 lb / 15 min). 

-Agregar asépticamente 100 mL del medio de enriquecimiento OADC cuando la 

disolución se encuentre en 50-55°C. Vaciar en cajas Petri y esperar a solidificación. 

Evitar condensación. Almacenar a 4°C. 

 

 

Medio Middlebrook 7H9 + Middlebrook ADC Enrichment 

-Pesar 4.7 g del polvo 7H9 y disolver en 900 mL de H2O que contengan 5 mL de glicerol. 

Calentar con agitación constante y hervir por un minuto. Esterilizar en autoclave (121°C 

/ 15 lb / 8 min). 

-Adicionar asépticamente 100 mL del medio de enriquecimiento ADC cuando la 

disolución se encuentre a 45°C. Almacenar a 4°C. 
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ANEXO II 

 

a) Pared celular de Mycobacterium tuberculosis con énfasis en los 

componentes manosilados expuestos. Tomado de Torrelles, 2010. 

 

 

 
 

 

Este esquema representa la envoltura celular (complejos de micolil-

arabinogalactano-peptidoglicano) y hace hincapié en la distribución de los principales 
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componentes manosilados intercalados en la pared celular, que están expuestos en la 

superficie de M. tuberculosis. Arabinogalactano (AG) se une covalentemente a 

peptidoglicano (PG) a través de la cadena de galactano y la cadena de arabinosa está 

a su vez vinculada a los ácidos micólicos (Ac Mic) que se muestran perpendicular a la 

membrana plasmática.  

 

Los grupos polares (es decir, dominios de hidratos de carbono) de varios 

componentes manosilados de la pared celular, están expuestos en la superficie de la 

célula y sus dominios de lípidicos están intercalados con la capa de Ac Mic. Estos 

componentes incluyen lipoarabinomanana unido a manosa (ManLAM), lipomanana 

(LM), fosfatidil-inositol manosido (PIM), y lipomanoproteinas.  

 

También se representan otros factores de virulencia descritos para M. 

tuberculosis y que interactúan con la capa de Ac Mic (es decir trealosa dimicolato (TDM), 

sulfolípido (SL), triglicérido (TG) y glicolípido fenólico (PGL), este último sólo en algunas 

cepas de M. tuberculosis). No todos los Ac Mic que se representan interactúan con 

componentes de la superficie celular [Torrelles, 2010].  

 

 

 

 

 

b) Abundancia de ácidos micólicos y subclases de ceto-micolatos presentes 

en la pared celular de subcepas BCG, por Cromatografía Líquida de alto 

Rendimiento. Tomado de Ueneshi, 2009. 

 

Subcepa BCG Ácidos α-

micólicos (%) 

Ácidos ceto-

micólicos (%) 

Subclase ceto-

micolato  

Danesa 31.2 68.7 84:1 

México 28.1 71.8 84:1 

Tice 29.0 71.0 84:1 

Phipps 25.4 74.5 86:1 
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ANEXO III 

 

Uso de TLR medido a través de la producción de IL-8 por células HEK293 

transfectadas con TLR2/4 e infectadas con diferentes subcepas BCG. 

 

Para discernir si las subcepas BCG son reconocidas discriminadamente por 

TLR2 y 4, se evaluó la producción de IL-8 por células HEK 293 transfectadas con 

hTLR2-CD14 y hTLR4-MD2-CD14 e infectadas con las subcepas BCG Moreau, Tokio, 

Danesa, México, Tice y Phipps. Como controles o se utilizaron LPS y anticuerpos contra 

el TLR en cuestión.  

Al utilizar el anticuerpo correspondiente contra cada TLR, se observa una 

disminución en la producción de IL-8. Sólo para BCG Danesa y Tice, al usar el α-TLR2, 

no se observaron diferencias significativas en el estímulo producido. Por otra parte, 

cuando se emplea el α-TLR4 con la subcepa Phipps, no hay diferencia en el estímulo 

producido. 
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