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1. RESUMEN. 

Las micobacterias no tuberculosas causan enfermedad en humanos infectando diversos 
tejidos, el número de casos reportados así como el número de especies involucradas van en 
aumento. M. avium y M. scrofulaceum son las especies que dominan en los casos de 
micobacteriosis pulmonar e infección de ganglio linfático, sin embargo,  también existen 
micobacterias no tuberculosas inocuas, como es el caso de M. smegmatis, la cual sólo causa 
enfermedad en individuos inmunosuprimidos. Además, se ha observado en modelo murino 
que M. avium tiene la capacidad de modificar la respuesta inmune clásica TH1 protectora de 
la única vacuna disponible hasta el momento a nivel mundial para prevenir la tuberculosis de 
Mycobacterium bovis BCG hacia una respuesta inmune tolerogénica caracterizada por la 
presencia de células dendríticas con un fenotipo inmaduro-tolerogénico  que conduce al 
linfocito T CD4 a la tolerancia (linfocitos T CD4 foxp3). Se presume que otras especies de 
micobacterias no tuberculosas patógenas para el hombre también puedan disminuir la 
eficacia de la vacuna mencionada. 

El objetivo del presente trabajo fue determinar si las células dendríticas humanas obtenidas a 
partir de células progenitoras hematopoyéticas de sangre de cordón umbilical estimuladas 
con M. avium, M.scrofulaceum y M. smegmatis presentaban un fenotipo diferente después de 
24 hrs de estímulo. Los fenotipos se definieron por  la expresión de la molécula presentadora 
de antígeno HLA II, moléculas co estimuladoras CD40, CD80, CD86 y la co inhibidora CD273 
(PDL-2) así como de citocinas pro inflamatorias IL-12, IL-6 y TNF y la anti inflamatoria IL-10.  

De esta manera, las células dendríticas estimuladas con BCG presentaron sobre expresión 
de moléculas co estimuladoras y citocinas pro inflamatorias, sin embargo también sobre 
expresaron a la molécula de co inhibición PDL-2 y a la citocina anti inflamatoria IL-10. Este 
fenotipo define a una célula dendrítica semi madura – tolerogénica. El fenotipo de las células 
dendríticas estimuladas con M. avium fue diferente, orientado hacia uno inmaduro: sin sobre 
expresión de moléculas co estimuladoras ni HLA II, además están presentes procesos de 
inhibición sumados por la presencia de CD273  y de IL-10. El fenotipo observado para las 
células dendríticas estimuladas con M. scrofulaceum es uno de tipo inmaduro en el cual la 
célula dendrítica no cambia su expresión de moléculas co estimuladoras ni co inhibidoras. A 
diferencia de las anteriores, M. smegmatis logró madurar a la célula dendrítica pues ésta 
sobre expresó HLA II y ligeramente CD86, además CD273 no se sobre expresó. Las 
citocinas pro inflamatorias se sobre expresaron e IL-10 se mantuvo en niveles bajos.  
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2. Introducción. 

2.1 Generalidades de las micobacterias no tuberculosas. 

Las micobacterias no tuberculosas (MNT) pertenecen al género Mycobacterium, a un grupo 
diferente  al  complejo de M. tuberculosis, son bacterias con morfología bacilar, aerobias, no 
esporuladas y ácido alcohol resistentes; propiedad que les confiere su pared celular de 
ácidos micólicos. Son ubicuas, por lo que se encuentran en diversas fuentes naturales como 
el agua, suelo, plantas, protozoarios, animales salvajes, domésticos y en el humano [15,16].  

En 1950 se identificaron como organismos capaces de causar enfermedad en humanos y en 
1990 se incrementó  el número de reportes, las especies aisladas fueron 42 obtenidas a 
partir de muestras clínicas [19,42]. Con el paso del tiempo y el uso de técnicas más  
discriminativas tales como HPLC (high performance liquid cromatography) y PCR punto final 
con sondas específicas (16S, hsp65, rpoB)  el número de especies conocidas aumentó. 
Actualmente se identifican más de 150 especies  que representan una importante causa de 
morbi – mortalidad, con frecuencia en la forma de enfermedad progresiva pulmonar pero 
también son capaces de infectar tejidos extra pulmonares como ganglios linfáticos, huesos, 
articulaciones, tejidos blandos y piel [57]. Antes del incremento de infecciones por MNT en 
pacientes con el síndrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA), éstas se concentraban en 
individuos en edades entre 50 y 59 años y en personas con afecciones pulmonares pre 
existentes u ocupacionalmente expuestas a aerosoles [26], actualmente el intervalo de edad 
de la población afectada va desde la infantil hasta la senil [13,20]. Sin embargo, no todos los 
casos de enfermedad por MNT se reportan. Por lo que no se cuenta con datos 
epidemiológicos a nivel mundial, los únicos reportes que se tienen son locales y son 
resultado de los estudios realizados por grupos de investigación en poblaciones delimitadas. 
Así, en estos reportes aislados se observa que M. avium ocupa el primer lugar como agente 
causal de micobacteriosis por MNT, la cual infecta principalmente al pulmón, en segundo 
lugar al ganlgio linfático sobre todo en edad infantil y en sujetos con VIH ocasiona la forma 
diseminada. La recuperación de esta MNT en los pacientes con infección causada por ella ha 
permitido su identificación clonal relacionada con la que se recuperó de agua en contacto con 
ellos [16]. 

Debido a que son ubicuas y a que no se ha comprobado su transmisión de persona a 
persona, se tiene la hipótesis de que infectan al humano a partir de fuentes naturales donde 
éstas se encuentran y con las que el humano tiene contacto. Así por ejemplo en los suelos 
del bosque boreal de Finlandia en donde se han aislado una variedad de MNT existe una 
frecuencia alta de infecciones en personas con VIH e incluso en personas sin VIH que han 
sido diagnosticadas con micobacteriosis por M. avium, M. intracellulare y M. malmoense. De 
este modo, en Estados Unidos, la frecuencia de mujeres y hombres con micobacteriosis 
pulmonar está en incremento sin que éstos presenten factores predisponentes como 
enfermedad pulmonar obstructiva crónica, bronquiectasia o neumoconiosis. La importancia 
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de las MNT no sólo radica en que son potencialmente patógenas, sino que también se 
postula a M. avium como un factor  que induce la tolerancia inmunológica que impacta en la 
disminución de la eficacia protectora de la única vacuna disponible para prevenir la 
tuberculosis a nivel mundial de Mycobacterium bovis BCG [20].  

 

2.2. Epidemiología de las infecciones por micobacterias no tuberculosas. 

Un número reducido de MNT son patógenas para el humano, el resto son oportunistas ya 
que causan enfermedad cuando la persona se encuentra en condiciones que comprometen 
la salud. El tratamiento y la gravedad de la enfermedad depende de la especie que sea la 
causa de la micobacteriosis por lo que es de importancia su identificación a partir de criterios 
microbiológicos, de acuerdo a ellos están divididas en dos grupos: MNT de crecimiento 
rápido que  aparecen como colonias visibles en medio sólido en 7 días o menos y de 
crecimiento lento que requieren más de 7 días para su crecimiento en medio sólido. Las MNT 
de crecimiento lento son principalmente responsables de enfermedad pulmonar y de ganglio 
linfáticos mientras que las de crecimiento rápido afectan piel, huesos y articulaciones [18]. 

En cuanto a las infecciones pulmonares que son las más frecuentes, la infección ocurre por 
inhalación de micobacterias presentes en aerosoles. Las MNT responsables con mayor 
frecuencia de esta infección pertenecen al complejo de M. avium al cual pertenecen 2 
especies de mayor importancia M. avium y M. intracellulare [31]. 

La infección de ganglio linfático por MNT es una afección típica de niños, en la mayoría de 
los casos es unilateral y aparece en la región cervical. La vía oral de infección es más 
probable, siendo M. avium la MNT prevalente en este padecimiento [27,59].  

Las infecciones en piel y tejidos blandos (mano, codo, rodilla y pie) se caracterizan por 
lesiones granulomatosas que se desarrollan unas semanas después de la infección en donde 
los ganglios linfáticos locales pueden infectarse también. Las fuentes de contacto con MNT 
para desarrollar este tipo de infección son aguas contaminadas, peces infectados, a través 
de heridas e intervenciones quirúrgicas.  

Este tipo de infección se le atribuye principalmente a las MNT de crecimiento rápido como M. 
fortuitum, M. chelonae y M. ulcerans. El agua de ríos y lagos es un reservorio natural de M. 
ulcerans [18]. 

Las infecciones que involucran articulaciones y huesos se originan principalmente a partir de 
traumas como fracturas o intervenciones quirúrgicas, la funcionalidad de estos sitios 
anatómicos se ve afectada y evolucionan a osteomielitis. Los sujetos predispuestos a este 
tipo de infección son aquellos que padecen reumatismo articular o que están sujetos a 
tratamiento farmacológico con esteroides. Las especies involucradas son M. haemophilum, 
M. kansasii, el complejo de M. avium, M. asiaticum y M. goodii [8]. 
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La infección diseminada por M. avium se presenta casi siempre en personas con un estado 
grave de inmunocompromiso y el caso más conocido es el VIH [25]. El sistema respiratorio y 
el gastrointestinal son las principales vías para contraer la infección y el paciente cursa con 
fiebre, diarrea, pérdida de peso, anemia, hepatomegalia y esplenomegalia, la progresión de 
la enfermedad suele ser muy rápida y fatal. Esta afección fue una de las primeras detectadas 
en pacientes con VIH y se estima que afecta al 50% de los que tienen un recuento menor de 
100 CD4/L [31]. M. genavense es otro agente etiológico de esta complicación [46]. Sin 
embargo, no sólo esta forma de inmunosupresión predispone para el desarrollo de la 
diseminación de MNT, también son susceptibles las personas inmunosuprimidas que van a 
recibir un trasplante o que cursen con alguna enfermedad autoinmune y aquellas que estén 
recibiendo terapias contra el cáncer [58]. 

 

2.3. Respuesta inmune contra las micobacterias. 

La respuesta inmune mediada por células es crítica en la defensa del huésped contra las 
micobacterias, ésta  debe estar polarizada hacia TH1, en donde el IFN que se produce 
mejora la actividad fagocítica y presentadora de los macrófagos y de CD que juegan un papel 
muy importante en etapas tempranas de la infección y además influyen en la respuesta 
inmune adaptativa. El IFN es producido por linfocitos T y células NK [1,3]. 

Los macrófagos residentes alveolares son las primeras células que reconocen y fagocitan a 
la micobacteria, sin embargo ésta puede persistir y replicarse dentro de los macrófagos que 
permanecen inactivados en los que la micobacteria es capaz de evadir la vacuola fagosomal 
principalmente de dos maneras: previniendo la incorporación de bombas de protones 
ATPasas en las vacuolas fagosomales y con ello la subsecuente acidificación de éstas o 
también quedándose la micobacteria libre en el citoplasma [36]. Además, los macrófagos 
también orquestan junto con las CD la respuesta inmune adaptativa contra la micobacteria 
mediante la presentación y co estimulación de linfocitos T, la producción de citocinas y 
quimiocinas [1]. 

Las células NK desempeñan un papel importante durante la infección temprana, también 
conocidos como linfocitos grandes granulares las células NK se activan con el contacto 
directo con la micobacteria, a diferencia de los linfocitos T que necesitan de la presentación 
de los antígenos por células accesorias para ser activados. Una vez activadas las células 
NK, proliferan, producen citocinas y desarrollan su actividad citotóxica. Experimentos en los 
que se estimulan  células NK con M. bovis BCG, éstas son capaces de producir IFN y 
además son citotóxicas. El IFN  podría mejorar la actividad microbicida de los macrófagos 
cuando éstos aún no cuentan con el IFN  producido por linfocitos T durante la respuesta 
inmune adquirida (tardía) [51]. El co cultivo de NK con M. avium aumenta su habilidad de 
lisar células tumorales y monocitos infectados con bacterias [7]. 
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Los linfocitos T participan en la respuesta inmune temprana, rápidamente son reclutadas 
en los pulmones de ratones infectados con M. bovis BCG, producen IFN  así como otras 
citocinas del perfil TH1 y son citotóxicos para las células infectadas. Estos linfocitos activados 
inducen la producción de cantidades significativas de IL-15 la cual participa en la 
diferenciación, homeostasis y expansión de linfocitos TCD8. 

Las CD son un sistema de células especializadas en la presentación del antígeno al linfocito 
T, en este ámbito son las más potentes para iniciar una respuesta inmune en linfocitos T 
vírgenes. Trabajos experimentales han demostrado que provee un ambiente para la 
sobrevivencia de la micobacteria cuando ésta inhibe la fusión del fagosoma con el lisosoma 
igual que en los macrófagos pero a diferencia de lo que ocurre en éstos, en las CD es 
incapaz de replicarse [39]. 

Las CD infectadas con M. tuberculosis o con M. bovis BCG producen IL-12, TNF , IL-1 e IL-
6 [53].  Sin embargo,  también producen la citocina anti inflamatoria IL-10 la cual inhibe la 
respuesta celular contra la micobacteria a través de la inhibición de la producción de IL-12 la 
cual potencia la secreción de IFN y TNF por los linfocitos T y NK que a su vez mejoran la 
actividad antimicrobiana de los macrófagos. [24,45,53]  

Dentro de los pocos trabajos realizados con MNT se cuenta con experimentos in vivo en los 
que se realizó una sensibilización inmune de ratones con M. avium, M. fortuitum y M. 
chelonae y posteriormente se inmunizaron con BCG donde sólo M. avium logró disminuir la 
cantidad de IFN que se produce en respuesta a BCG y la sobrevivencia de la misma [38]. 
En el 2010 Coronel y col. explican la baja producción de IFN en linfocitos T que 
permanecieron en co cultivo con CD pre estimuladas con M. avium como consecuencia de 
un fenotipo inmaduro-tolerogénico en la CD que conduce al linfocito T a la tolerancia 
(linfocitos T foxp3) [17]. 

Por otra parte, en un estudio diferente con M. smegmatis, monocitos humanos los cuales son 
precursores inmediatos de CD fueron estimulados con esta MNT lo que resultó en su 
diferenciación hacia CD con un fenotipo maduro, además  produjeron IL-10 pero conservaron 
la capacidad de producir IL-12 y cuando se realizó el co cultivo de las CD estimuladas con 
linfocitos T se obtuvo una polarización de éstos tanto hacia TH1 como hacia TH2 [43].  

 

2.4. Respuesta inmune TH1 inducida por la vacuna de M. bovis BCG y el efecto 
modulador de M. avium sobre ésta. 

La tuberculosis, enfermedad causada por M. tuberculosis, sigue siendo una de las principales 
causas de morbi-mortalidad en todo el mundo. La única vacuna disponible es la BCG la cual 
es una cepa viva atenuada de la cepa de M. bovis que usada durante casi 100 años. Esta 
vacuna confiere protección sostenida y segura contra tuberculosis meníngea y diseminada 
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en niños  pero la eficacia es variable contra la enfermedad pulmonar la cual representa la 
mayor causa de morbi-mortalidad por tuberculosis. Es por ello el interés de desarrollar una 
vacuna más eficaz, para ello es necesario entender la respuesta inmune típica protectora que 
debiera despertar esta vacuna en el organismo. La presencia de una respuesta inmune 
celular es indispensable para tener protección ante una enfermedad por micobacterias. 
Además la respuesta debe ser de tipo TH1, donde los linfocitos TCD4 restringidos a la 
presentación de antígeno por HLA II junto con las citocinas IFN y TNF desempeñan un 
papel principal [23]. Durante el establecimiento de esta respuesta inmune clásica contra 
micobacterias las células presentadoras de antígeno (CPA) pertenecientes a la respuesta 
inmune innata juegan un papel principal en la activación de la respuesta inmune adquirida 
debido a que estimulan a los linfocitos TCD4 específicos para antígenos micobacterianos 
mediante la expresión en su superficie de moléculas que co estimulan su activación como 
CD80, CD86 y la liberación al medio de citocinas pro inflamatorias como IL-12, IL-6 y TNF, 
para que después los linfocitos TCD4 a su vez estimulen a las CPA con  IFN que liberan al 
medio el cual incrementa sus funciones bacteriostáticas y bactericidas contra las 
micobacterias que hospedan dentro de ellas. En este respecto las CD son las únicas CPA 
que activan a los linfocitos TCD4 vírgenes (naive) y además son productoras de grandes 
cantidades de IL-12 después del estímulo micobacteriano y en consecuencia son altamente 
eficientes en la inducción de respuestas inmunes de tipo TH1 [5].  

Como se mencionó anteriormente, la eficacia de la vacuna BCG es variable, se hipotetiza 
que esta variabilidad se debe a factores como el uso de distintas cepas de M. bovis para la 
vacunación en cada región del mundo y al contacto con MNT, este efecto ha sido 
específicamente  estudiado con M. avium  en un modelo animal, en el cual esta MNT modula 
la respuesta inmune tipo TH1 generada por la vacunación y la dirige hacia una respuesta 
inmune tolerogénica. 

La capacidad de modulación de la respuesta inmune por M. avium  se sustenta en las 
siguientes observaciones: 

-La protección que confiere BCG contra la tuberculosis pulmonar en regiones tropicales 
donde M. avium y otras MNT están presentes en gran cantidad tiende a ser 0% [22].  

-La protección que confiere la vacunación con BCG  en niños que tienen nula o poca 
exposición a MNT por su tiempo de vida, es alta sobre todo contra las formas graves de 
tuberculosis que son la miliar y la meníngea [2,14,44]. 

-La sensibilización con M. avium y posterior vacunación con BCG en el ratón condiciona a 
una baja sobrevivencia de las micobacterias de la cepa vacunal en el pulmón  y a una baja 
producción de IFN por el linfocito T CD4 [38]. 

-Las células dendríticas (CD) estimuladas con M. avium desarrollan un fenotipo inmaduro-
tolerogénico  que conduce al linfocito T a la tolerancia (linfocitos T CD4 foxp3), los cuales 
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conservan este fenotipo aún cuando se han estimulado previamente o posteriormente con la 
vacuna BCG [17].En este estudio se estimularon CD provenientes de la diferenciación de 
precursores celulares de médula ósea de ratón con M. avium en las cuales se encontró una 
alta expresión de la molécula co inhibidora de linfocitos T PDL-2 y de la citocina anti 
inflamatoria IL-10, con disminución en la expresión de moléculas co estimuladoras CD40 y 
CD86 y citocinas pro inflamatorias IL-12 y TNF por la CD y más relevante aún fue el 
hallazgo de que se conservaba después de la estimulación de estas mismas CD con la cepa 
vacunal de BCG. Todo ello señala que el fenotipo inducido por M. avium en la CD podría 
estar implicado en la inducción de mecanismos de tolerancia que podrían impactar en la 
respuesta de linfocitos T CD4 en la vacunación con BCG como se observó en el co cultivo de 
linfocitos T CD4 con las CD estimuladas en cada uno de los casos. Así cuando fueron 
estimuladas con M. avium la proliferación de linfocitos T fue menor en comparación con 
aquellas estimuladas con la vacuna BCG. La baja proliferación de éstos se observó en CD 
estimuladas con M. avium expuestas antes o después a la vacuna BCG. El fenotipo inducido 
en la CD por M. avium afecta negativamente la proliferación de linfocitos T CD4 específicos 
de antígeno a través de una interacción PD1: PDL-2 y sobre producción de IL-10 que inhibe 
a IL-12 la cual tiene el papel de estimular un perfil de citocinas TH1. Además, los linfocitos T 
CD4 estimulados con CD que estuvieron en contacto con M. bovis BCG expresaron altos 
niveles de IFN, lo cual no ocurrió con M. avium. En conjunto, estos resultados indican que el 
fenotipo en la CD inducido por la exposición a M. avium como único estímulo o con previa o 
posterior  exposición a M. bovis BCG no dirige hacia uno de tipo TH1 que es el que se 
requiere en la respuesta inmune contra micobacterias en un modelo murino. 

 

2.5. Células dendríticas. 

Las CD son una población heterogénea (formada por sub poblaciones)  de células 
presentadoras de antígeno profesionales que desempeñan un papel crucial en la iniciación y 
regulación de la respuesta inmune adaptativa celular y humoral. Estas células fueron 
descritas por primera vez en 1868 por Langerhans pero no fue sino hasta 1973 que se 
nombraron “células dendríticas” por Steinman y Cohn, quienes las aislaron y caracterizaron a 
partir de bazo de ratón [54]. Su papel en la regulación de la respuesta inmune se estableció 
varios años después con una serie de experimentos llevados a cabo entre 1970 y 1980 
[30,55]. Sin embargo la investigación en esta área se vio obstaculizada debido a que bajo 
condiciones fisiológicas normales un número muy bajo de CD está presente en sangre 
periférica. Además, en ese momento y hasta ahora no existen marcadores de superficie en 
las CD exclusivos de ellas que permitan obtener a la población pura. 

Las CD completamente maduras son muy eficientes en la activación de los linfocitos T y esto 
depende del fenotipo que presenten las CD el cual está definido por la sobre expresión de 
moléculas de superficie CD40, CD80 y CD86 así como por las citocinas que producen IL-1, 
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IL-6, TNF e IL-12 y es confirmado por la proliferación de los linfocitos T cuando se activan en 
el co cultivo con las CD [1,40].  

Las CD están presentes en casi todos los tejidos funcionando como centinelas en un estado  
“inmaduro” en el cual  son incapaces de activar a los linfocitos T,  se distinguen por un 
fenotipo muy característico; expresan bajos niveles de la molécula presentadora de antígeno 
MHC en el ratón o su homólogo HLA en CD humanas, baja expresión de moléculas co 
estimuladoras CD80, CD86 así como de citocinas  IL-12 y TNF, sin embargo son muy 
hábiles para  capturar y procesar antígenos. Posterior a la fagocitosis  exponen  péptidos   
formando complejos en su superficie con moléculas HLA, misma que  se sobre expresa al 
igual que moléculas co estimuladoras y citocinas, migran hacia órganos linfoides 
secundarios: bazo y ganglios linfáticos, donde activan a linfocitos T específicos de antígeno. 
La maduración de las CD puede ser inducida tanto por agentes infecciosos como por 
productos inflamatorios. Todas las moléculas anteriores (HLA, moléculas co estimuladoras y 
citocinas) son sobre expresadas después de un día de exposición a sustancias estresantes y 
dañinas, incluyendo productos microbianos [32]. 

 En presencia de CD maduras y de IL-12 que ellas mismas producen, los linfocitos T se 
vuelven productores de IFN convirtiéndose así en linfocitos de tipo TH1 [32], los cuales 
polarizan la respuesta inmune hacia una de tipo pro inflamatoria contra patógenos 
intracelulares como las micobacterias. 

Sin embargo, las CD no sólo capturan, procesan y presentan antígenos exógenos a los 
linfocitos T, también lo hacen con antígenos propios sin crear ninguna respuesta inmune, 
propiciando así tolerancia hacia lo propio de manera que no existan procesos autoinmunes 
[32].  

 

2.6. Los diferentes estados de maduración de las células dendríticas y su asociación 
con tolerancia. 

Las CD residentes de tejidos (células de Langerhans, CD intersticiales, de parénquima, de 
mucosa) permanecen en un estado inmaduro hasta que se enfrentan a un antígeno exógeno 
o propio. Con antígenos exógenos la CD madura completamente o parcialmente 
dependiendo del estímulo producido por el antígeno. Con antígenos propios la CD madura 
parcialmente. En todos los casos anteriores la CD migra hacia los órganos linfoides 
secundarios y presenta el antígeno al linfocito T. Si el fenotipo de la CD es inmaduro dirige al 
linfocito T hacia la anergia, si es parcialmente maduro a tolerancia, pero si su fenotipo es 
completamente maduro podrá llevarlo hasta su completa activación [40]. 

No existe un criterio definitivo  bien establecido de expresión de marcadores de superficie 
que correlacione con un estado de maduración determinado de la CD. La prueba final 
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confirmatoria es el ensayo funcional en el cual se co cultivan las CD con los linfocitos T CD4 
y se evalúa en ellos la proliferación y producción de citocinas y de esta manera se puede 
saber si la CD con un fenotipo determinado provocará tolerancia o una respuesta 
inmunogénica en el linfocito T. 

Sin embargo, aunque no existe un criterio definitivo en base al  fenotipo de la CD para 
determinar si ésta es madura, como preámbulo a la confirmación con el ensayo funcional con 
linfocitos T se pueden aplicar criterios presuntivos en base a 3 estados de maduración de la 
CD definidos por la expresión de la molécula HLA II, moléculas co estimuladoras y la 
producción de citocinas: 

Inmaduro: HLA II low, moléculas co estimuladoras neg/low, IL-12-, IL-10-, IL-6-, TNF-, IL-1+ 

Semi maduro: HLA II high, moléculas co estimuladoras high, IL-12-, IL-10+/-, IL-6-, TNF-, IL-1+ 

Completamente maduro: HLA II high, moléculas co estimuladoras high, IL-12+, IL-6+, TNF+, IL-
1+ [31]. 

Un inmunofenotipo maduro en la CD  puede inducirse in vitro con inductores bien conocidos 
como lo es el lipopolisacárido (LPS), el TNF y los anticuerpos contra la molécula CD40 (anti 
CD40). En cambio, si se estimulan con IL-10 adquieren un inmunofenotipo tolerogénico [15]. 

 

2.7.  Fuentes de células dendríticas humanas. 

Las CD humanas se han obtenido de diversas fuentes con el fin de cultivarlas exvivo y así 
poder estudiarlas. Actualmente no existen líneas celulares de CD humanas, de tal manera 
que todas provienen de algún sitio anatómico y lo más común es obtenerlas a partir de la 
diferenciación de monocitos de sangre periférica mediante su cultivo con factores de 
crecimiento durante 5 días. Otros las obtienen directamente de la piel y en los últimos años a 
partir de la diferenciación de células progenitoras hematopoyéticas (CPH) provenientes de 
médula ósea o de sangre de cordón umbilical (SCU) cultivados con factores de crecimiento 
durante 14 días. 

En comparación con las CPH de la médula ósea adulta de un humano, las CPH de SCU 
están mayormente enriquecidas en progenitores primitivos pluripotentes con capacidad de 
repoblación a largo plazo y alta proliferación de células [9]. 

Las CPH se pueden aislar a partir de leucocitos mediante una selección positiva de células 
que tienen en su superficie el marcador común CD34, todas ellas pueden ser desde células 
troncales hasta precursores de algún tipo celular, siendo todas indiferenciadas. Esta 
propiedad se aprovecha para manipular su diferenciación hacia CD con el uso de factores de 
crecimiento específicos en condiciones de cultivo estándar [48].  
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Los primeros reportes en los que se describe la diferenciación de CD humanas ex vivo a 
partir de CPH provenientes de SCU se publicaron en 1992 [12,49], en ambos las CD se 
obtuvieron del cultivo de CPH CD34+ en medio RPMI 1640 suplementado con 10% de suero 
fetal de ternera y como factores de crecimiento GM-CSF (factor estimulante de colonias de 
macrófagos y granulocitos) y TNF (factor de necrosis tumoral alfa). Posteriormente se 
realizaron múltiples combinaciones de citocinas hasta que se logró optimizar el rendimiento 
de CD.  

Actualmente se practican las “condiciones estándar” para su obtención basadas en la 
combinación de 1) factores de acción temprana: SCF (factor de células troncales) y Flt3-L 
(ligando de la tirosina cinasa de hígado fetal 3) que promueven la expansión de las CPH, y 2) 
factores de diferenciación: GM-CSF y TNF para la obtención final de CD [9]. La elección de 
estos factores de crecimiento requirió de varios años de trabajo y experimentación por 
grupos de investigación en diferentes partes del mundo, destacan los trabajos realizados por 
Canque, Rosenzwajg, Banchereau y Gluckman [9,12]. El control de todos los factores del 
sistema de diferenciación de CD es importante para lograr un alto rendimiento de CD. Los 
factores principales son dos:  

1) El rendimiento de células CD34+ aisladas, el cual se expresa en porcentaje, debe ser 
mayor al 80%. Un rendimiento bajo de estas células representa un impedimento para los 
estudios funcionales porque se obtendrían a su vez bajas cantidades de CD diferenciadas 
[9]. 

2) El uso de dosis y combinaciones óptimas de los factores de crecimiento. Los factores de 
crecimiento de acción temprana SCF y Flt3-L deben ser usados en una concentración 
mínima de 50 ng/mL, a la cual las células CD34+ se expanden eficientemente. A esta 
concentración no se interfiere en su diferenciación posterior o su función. El GM-CSF 
potencia la diferenciación y sobrevivencia de las CD por lo que cuando se usan 
concentraciones sub óptimas (< 20 ng/mL) las CD sufren apoptosis alrededor  del día 10-12 
de la diferenciación. Por lo anterior  se ha estandarizado su uso en concentraciones que van 
desde 20 hasta 50 ng/mL [9].   

 

 

 

 

 

 

Print to PDF without this message by purchasing novaPDF (http://www.novapdf.com/)

http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/


11 

 

3. Justificación. 

Trabajos previos han documentado que las CD de ratón presentan un fenotipo inmaduro al 
ser estimuladas con M. avium, el cual se conserva inalterable por la pos o pre estimulación 
con M. bovis BCG. Sin embargo al ser éste un modelo murino, es de importancia realizar el 
estudio en CD humanas con ésta y otras MNT. El tipo de respuesta inmune producida en las 
CD diferenciadas a partir de CPH ayudará a definir a ciertas especies de MNT como 
inductoras de un fenotipo maduro o inmaduro en la CD humana, sugiriendo su participación 
como atenuantes de la respuesta inmune. 

 

4. Hipótesis. 

Las CD humanas diferenciadas a partir de CPH de SCU presentarán un fenotipo inmaduro-
tolerogénico al ser estimuladas con M. avium y con M. scrofulaceum y un fenotipo maduro al 
ser estimuladas con M. smegmatis. 

 

5. Objetivos. 

5.1. Objetivo general. 

Determinar el fenotipo (expresión de moléculas de superficie y citocinas) en CD humanas 
expuestas a diferentes MNT: M. avium, M. scrofulaceum y M. smegmatis.   

5.2. Objetivos particulares 

Generar CD humanas a partir de la proliferación y diferenciación de CPH de SCU ex vivo.  

Estimular a las CD con tres especies de MNT: M. avium, M. scrofulaceum, M. smegmatis y 
también con M. bovis BCG.  

Evaluar el perfil de citocinas y expresión de moléculas de superficie de las CD estimuladas 
con MNT 24 horas post estimulación. 
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6. Material y métodos. 

6.1 Obtención de sangre de cordón umbilical. 

La SCU se obtuvo de mujeres clínicamente sanas que cumplían con los criterios de inclusión 
de nuestro estudio al momento del parto (anexo 1). Por punción de la vena del cordón se 
recolectó la sangre en una bolsa estéril sellada de plástico que contenía anticoagulante ACD 
(ácido cítrico, citrato y dextrosa), a partir de la cual se hizo la selección positiva de CPH para 
su posterior diferenciación hacia células dendríticas. 

6.2 Obtención de células progenitoras hematopoyéticas (CD34+). 

Se realizó la separación de células mononucleares (CMN) de sangre total por gradiente de 
densidad con Ficoll. A partir de estas CMN se hizo la selección positiva de CPH CD34+ 
mediante su separación con perlas magnéticas acopladas a anticuerpos anti CD34 (Midi 
MACS de Miltenyi Biotec). 

6.3 Diferenciación hacia células dendríticas. 

Las CPH se contaron y cultivaron en una relación apropiada de 100000 células/200L de 
medio alfa MEM adicionado con factores de crecimiento para su proliferación SCF 50ng/mL, 
Flt3-L 50ng/mL y para su diferenciación GMCSF 20ng/mL, en condiciones estándar de 37°C 
y 5% de CO2, con 1% de antibióticos Estreptomicina/Amfotericina y 10% de suero fetal 
bovino durante 14 días, con un cambio de medio a los 7 días. 

La estandarización de las concentraciones de los factores de crecimiento, así como el tiempo 
necesario para la diferenciación de las CPH de SCU son factores fundamentales para la 
obtención de CD. Con base en las concentraciones reportadas de SCF, Flt3-L y GM-CSF se 
procedió a usar 50 ng/mL para los dos primeros y 20 ng/mL para el tercero. Con estas 
concentraciones se diferenciaron durante 7 y 14 días las células CD34+ y se probaron 3 
distintas combinaciones de los factores de crecimiento: 1) SCF y GM-CSF, 2) SCF y Flt3-L y 
3) SCF, Flt3-L y GM-CSF. 

6.4 Micobacterias. 

Mycobacterium avium subespecie hominisuis, Mycobacterium scrofulaceum y Mycobacterium 
smegmatis  aisladas de agua de los canales de Xochimilco de la Ciudad de México, México 
fueron así identificadas por análisis del polimorfismo de los genes hsp65, rpoB y 16S RNAr 
[9]. 

Las micobacterias se cultivaron en medio de cultivo líquido Sauton hasta alcanzar una 
densidad óptica (DO600nm) de 0.6 (fase de crecimiento exponencial) bajo agitación de 150 
rpm a 37°C. Las bacterias se cosecharon y se centrifugaron a 5000 x g a 4°C durante 15 min. 
El paquete bacteriano se sometió a 3 lavados con solución salina amortiguadora de fosfatos 
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(PBS pH 7.4, 0.01 M) y se resuspendió en la misma solución con glicerol al 10% 
distribuyéndolo en alícuotas de 1 mL, las cuales se almacenaron a –70º C hasta su uso.   

La viabilidad y las unidades formadoras de colonia (UFC) de  BCG Phipps y MNT se 
realizaron por plaqueo de diluciones seriadas de 10-1 a 10-8 en medio Middelbrook 7H10 
(DIFCO Laboratories, Detroit MI, USA) suplementado con ácido oleico-albúmina-dextrosa-
catalasa ([OADC] Becton Dickinson, Ireland). Las placas se incubaron a 37°C. La cuenta de 
colonias se realizó el día 7 para M. smegmatis (de crecimiento rápido) y el día 21 para M. 
scrofulaceum, M. avium y M. bovis BCG (de crecimiento lento) para determinar las UFC/mL.  

6.5 Co-cultivo de las células dendríticas con las micobacterias. 

El día 14 de cultivo, 100 000 CD inmaduras se estimularon con reactivo PPD, TNF, M. bovis 
BCG Phipps, M. avium, M. scrofulaceum o M. smegmatis  y se incubaron durante 24 hrs a 
37°C y 5% de CO2. Las células se cosecharon y marcaron con anticuerpos fluorescentes 
para determinar la expresión de CD40, CD80, CD86, CD273 (PD-L2) por citometría de flujo y 
en el sobrenadante se buscaron citocinas IL-12, IL-6, IL-1 , TNF , IL-10, mediante el uso 
del kit MiIliplex MAP. 

 Para estandarizar la MOI de micobacterias fueron evaluadas las relaciones 1:1, 1:2 y 1:3 
(CD: micobacteria)  según la viabilidad y el cambio en la expresión de marcadores de 
superficie HLA II, CD40, CD80, CD86 y CD273 de las CD estimuladas con las micobacterias, 

6.6 Controles. 

Como control del experimento se analizaron CD sin estimular, CD estimuladas con reactivo 
PPD, CD estimuladas con TNF y  CD estimuladas con M. bovis BCG. 

 6.7 Citometría de flujo.   

Las CD cultivadas y estimuladas o no se cosecharon y se trasladaron de cada pozo de 
cultivo a eppendorf y se centrifugaron a 1500 rpm, se recuperó el sobrenadante y se 
almacenó a -20 °C para la posterior determinación de las citocinas. El pellet celular se 
bloqueó con solución PBS 1X al 2% de suero fetal bovino (108 células/mL) durante 20 
minutos. Al término del bloqueo las CD se resuspendieron en la mezcla de anticuerpos en 
solución de PBS 1X e incubaron durante 30 min a 4°C. Todos los anticuerpos fueron 
utilizados en una dilución 1:10. Fueron utilizadas dos mezclas o cocktails de anticuerpos: 1) 
HLA II-FITC, CD86-PE, CD11c-APC y 2) CD80-FITC, CD273-PE, CD40-PECy5, CD11c-
APC. Las células se fijaron con paraformaldehído al 1% y se evaluaron por citometría de 
flujo. 
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6.8  Determinación de la secreción de citocinas. 

Se realizó mediante el uso del kit MIliplex MAP el cual utiliza perlas magnéticas acopladas a 
dos fluorocromos en diferentes combinaciones para la detección de diferentes citocinas al 
mismo tiempo en una muestra y una molécula fluorescente reportera estreptavidina-
ficoeritrina PE. 

 

7. Análisis estadístico. 

   Se determinó el promedio de 2 repeticiones de cada experimento por duplicado.                                                                       
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8. Resultados. 

Apartado I. Selección positiva de células progenitoras hematopoyéticas (CD34+). 

Se obtuvieron de 50-60 mL de  SCU y a partir de ésta 14.1 X 107 CMN por el método de 
Ficoll (carbohidrato de alto peso molecular). A partir de estas CMN y mediante selección 
positiva se obtuvieron CPH por medio de su marcador común de superficie CD34. La pureza 
de esta selección fue de 96.7%, la cual debe ser mayor al 80% [7]. 

                                     

Figura 1. Selección positiva de CPH (R2) mediante columnas y perlas magnéticas con anticuerpos anti CD34 
en su superficie. Para su análisis se realizó una tinción citométrica con anticuerpos anti CD34 marcados con 
PE. La pureza obtenida fue de 96.7% 
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Apartado II. Elección de las concentraciones de los factores de crecimiento y el tiempo de 
diferenciación. 

El tiempo óptimo para la obtención de CD a partir de CPH  fue de 14 días en cultivo con los 
tres factores de crecimiento SCF, Flt3-L y GM-CSF. 

La elección de las dos condiciones anteriores se basó en el análisis por citometría de flujo 
midiendo el porcentaje de células del cultivo que se habían diferenciado a CD identificadas 
como tales por la presencia del marcador CD11c.  

 

 

Figura 2.  Diferenciación de CD durante 7 días (barras en azul) y 14 días (barras en naranja) con 3 diferentes 
combinaciones de factores de crecimiento en cultivo: 1) SCF y GM-CSF, 2) SCF y Flt3-L y 3) SCF, Flt3-L y GM-
CSF. Se evaluó la producción de CD por el porcentaje de éstas en el total del cultivo, identificándolas por su 
marcador de superficie CD11c. 

 

En promedio la SCU rindió 3x105 CD11c por cada 2x104 células CD34 diferenciadas en 
cultivo durante 14 días con los tres factores de crecimiento, con lo cual se logró una 
expansión de los progenitores hematopoyéticos de 15 veces. Según el reporte de Canque 
del 2003 se obtiene una expansión de hasta 50 veces con los factores aquí utilizados más 
TNF-. Por cada cordón umbilical procesado las cantidades obtenidas fueron 81X105 CD 
CD11c+ (72%) tras el cultivo de 55X104 CPH obtenidas a su vez a partir de 14.1X107 CMN 
provenientes de SCU. Estas cantidades  son un promedio  de los cordones de 8 neonatos. 
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Figura 3. Células dendríticas CD11c+ obtenidas por diferenciación de CPH de SCU. El rendimiento al final de la 
diferenciación fue del 72% de células CD11c+ después de 14 días bajo codiciones estándar de cultivo y con 
factores de proliferación SCF (50ng/mL), Flt3-L (50ng/mL) y de diferenciación GM-CSF 20 (ng/mL). Se 
evaluaron un total de 30 000 eventos. 
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Apartado III. MOI de micobacterias. 

                                             

                           

   

   

     

     

     

Figura 5. Expresión de marcadores de superficie en CD humanas diferenciadas a partir de  CPH de SCU 
durante 14 días con un cocktail de factores de crecimiento ex vivo y su posterior estimulación  con M. bovis 
BCG en diferentes relaciones: 1:1, 1:2 y 1:3 durante 24 horas. Se analiza la intensidad de fluorescencia 
mediante histogramas y su desplazamiento comparando la expresión del marcador de superficie celular de las 
células estimuladas (línea) y las células sin estimular (sólido). 
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Apartado IV. Células dendríticas y micobacterias. 

ESTIMULACIÓN DE CD OBTENIDAS A PARTIR DE CPH DE SCU CON MNT. 

a) Expresión de moléculas de superficie. 
Los resultados muestran la expresión de moléculas de superficie de manera diferencial 
dependiente de la especie de micobacteria con la que se estimula.  

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Expresión de marcadores de superficie en CD  humanas diferenciadas a partir de CPH de SCU  
durante 14 días con un cocktail de factores de crecimiento ex vivo y su posterior estimulación  con PPD (4 
UT/mL), TNF a (40 ng/mL), M. bovis BCG,  M. smegmatis, M. avium y M. scrofulaceum (1:1) durante 24 horas. 
La expresión de cada marcador está representada en el eje de las  Y  como número de veces  de expresión con 
respecto  al  control (células dendríticas sin estimular =1). Se muestra el promedio de 2 experimentos 
independientes a partir de la SCU de dos neonatos. 
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Los resultados anteriores también pueden ser analizados por medio de la comparación de 
histogramas como se muestra a continuación. 

                              

     

                                      

  

    

    

Figura 7. Expresión de marcadores de superficie en CD humanas diferenciadas a partir de  CPH de SCU  
durante 14 días con un cocktail de factores de crecimiento ex vivo y su posterior estimulación  con PPD (0.25 
UT/mL), M. bovis BCG, M. avium, M. scrofulaceum y M. smegmatis (1:1) durante 24 horas. Se analiza la 
intensidad de fluorescencia mediante histogramas y su desplazamiento comparando la expresión del marcador 
de superficie de las células estimuladas (línea) y las células sin estimular (sólido). 
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b) Citocinas. 

 

 

Figura 8. Producción de citocinas por CD humanas diferenciadas a partir de  CPH de SCU durante 14 días con 
un cocktail de factores de crecimiento ex vivo y su posterior estimulación  con PPD (4 UT/mL), TNF  (40 
ng/mL), M. bovis BCG, M. avium, M. scrofulaceum y M. smegmatis (1:1) durante 24 horas. Se mide la cantidad 
de proteína producida en pg/mL en el sobrenadante de las CD estimuladas y se compara con el de las CD sin 
estimular. 

 

Debido a que las CD obtenidas mediante el cultivo de CPH de SCU proveniente de un 
neonato son diferentes a las CD obtenidas de monocitos de sangre periférica provenientes 
de un adulto en cuanto a que las primeras provienen de células más primitivas, aunque no 
obstante expresen los mismos receptores TLR-2, TLR-4 y CD14 [37] se analizó también el 
fenotipo de las segundas después de ser estimuladas con las micobacterias.  
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ESTIMULACIÓN DE CÉLULAS DENDRÍTICAS OBTENIDAS A PARTIR DE MONOCITOS 
CON MICOBACTERIAS NO TUBERCULOSAS. 

a) Expresión de moléculas de superficie. 

                             

      

      

      

        

        

Figura 9. Expresión de marcadores de superficie en CD  humanas diferenciadas a partir de monocitos de adulto 
durante 5 días con un cocktail de factores de crecimiento ex vivo y su posterior estimulación  con PPD (0.25 
UT/mL), M. bovis BCG, M. avium, M. scrofulaceum y M. smegmatis (1:1) durante 24 horas. Se analiza la 
intensidad de fluorescencia mediante histogramas y su desplazamiento comparando la expresión del marcador 
de superficie de las células estimuladas (línea) con respecto a las células sin estimular (sólido). 
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b) Citocinas.  

 

 

 

Figura 10. Producción de citocinas por CD humanas diferenciadas a partir de monocitos de adulto durante 5 
días con un cocktail de factores de crecimiento ex vivo y su prosterior estimulación  con PPD (0.25 UT/mL), TNF 
 (40 ng/mL) M. bovis BCG, M. avium, M. scrofulaceum y M. smegmatis (1:1) durante 24 horas. Se mide la 
cantidad de proteína producida en pg/mL mediante su cuantificación en el sobrenadante de las CD estimuladas 
comparando con el de las CD sin estimular. 
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9. Discusión. 

El estado de activación de la CD se define por la cantidad de expresión de moléculas de 
superficie y de citocinas, es decir su fenotipo y éste fue diferente con cada estímulo.  

Las CD estimuladas con BCG tienen una sobre expresión de la molécula presentadora de 
antígeno HLA II, esto quiere decir que la CD tiene la capacidad de presentar al linfocito T 
CD4 los antígenos de la micobacteria, sin embargo para una activación eficiente de los 
linfocitos T la CD debe de co estimularlo con moléculas accesorias que presenta en su 
superficie una vez que se activó por el reconocimiento del antígeno a través de sus 
receptores, las cuales reciben el nombre de moléculas co estimuladoras, que en este caso 
son CD80 y CD86. El hecho de no observar cambios en la expresión de CD80 podría 
corresponder a que las CD no expresan esta molécula de manera constitutiva y cuando se 
estimula su expresión puede tardar en aparecer en la superficie de estas células desde horas 
hasta días dependiendo del tipo de estímulo, en cambio para CD86 que se expresa de 
manera constitutiva se observa una sobre expresión, lo cual indica que las CD pueden co 
estimular a los linfocitos T a través del reconocimiento de esta molécula por CD28. Sin 
embargo la CD no sólo puede activar al linfocito T sino que puede llevarlo hacia la tolerancia 
y para ello expresa en su superficie moléculas de co inhibición como CD273 conocida 
también como PDL-2 la cual específicamente inhibe la activación del linfocito T, en este caso 
las CD sobre expresan más del doble de esta molécula, lo cual muestra que aunque pueda 
existir una buena presentación de antígeno por parte de HLA II y una buena co estimulación 
por parte de CD86 son células que en contacto con linfocitos T estarían contrarrestando su 
activación. Como se mencionó en los antecedentes el estado de maduración de una CD se 
define por la sobre expresión de moléculas co estimuladoras y/o co inhibidoras y de citocinas 
pro inflamatorias y/o anti inflamatorias por lo que se realizó un estudio con todas ellas, así la 
citocina TNF  se encontró sobre expresada, ésta al ser reconocida por otras células activa 
factores de transcripción como NF  y AP-1 que promueven la expresión de citocinas pro 
inflamatorias, quimiocinas y moléculas co estimuladoras. Además, la IL-12p70 también se 
encontró sobre expresada, aunque ligeramente, lo cual indica que al contacto con linfocitos T 
CD4 la respuesta puede polarizarse hacia TH1 y en consecuencia habrá linfocitos T 
productores de IFN  necesario para la actividad microbicida de los fagocitos contra 
patógenos intracelulares como lo son las micobacterias. La citocina generadora de 
inflamación local y sistémica IL-6 está sobre expresada, específicamente estaría estimulando 
la producción de neutrófilos en médula ósea. Sin embargo, la citocina anti inflamatoria IL-10 
también se sobre expresa e inhibe la producción de IL-12, moléculas co estimuladoras y HLA 
II. 

De manera general, las CD estimuladas con BCG presentan sobre expresión de moléculas 
co estimuladoras y citocinas pro inflamatorias lo cual significa una eficiente presentación de 
antígeno con activación de linfocitos TCD4, sin embargo no sólo están sobre expresando 
moléculas de co estimulación sino también de co inhibición y en el ambiente de citocinas no 
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solamente se encuentran las pro inflamatorias sino también la anti inflamatoria IL-10. Este 
fenotipo estaría definiendo a una CD semi madura – tolerogénica que puede activar a 
linfocitos T CD4 presentándole al antígeno mediante la interacción de sus moléculas HLA II 
de superficie con el receptor TCR, además puede co estimularlo con su molécula CD86 y 
promover la diferenciación del linfocito hacia TH1 por IL-12 pero esta actividad se ve 
contrarrestada por la acción anti inflamatoria de la IL-10 y por la inhibición directa de la 
activación del linfocito T por parte de PDL-2 cuando une a su receptor en éste  y que es PD1. 

Por otra parte, si pusiéramos a las CD estimuladas con M. avium en contacto con linfocitos 
TCD4 no presentarían al antígeno ni lo activarían eficientemente debido a que no sobre 
expresan HLA II ni moléculas co estimuladoras, nuevamente como sucedió con BCG no hay 
cambios para la expresión de CD80 pero además tampoco para CD86. Por el contrario 
CD273 está sobre expresada y esto indica la inhibición de la activacion del linfocito T por la 
CD. La sobre expresión de TNF  indicaría que se está promoviendo la expresión de 
citocinas pro inflamatorias, quimiocinas y moléculas co estimuladoras, sin embargo esto no 
se ve de manera autócrina pues las moléculas co estimuladoras están disminuidas en las 
CD.  La ligera sobre expresión de IL-12p70 estaría indicando una polarización hacia una 
respuesta TH1, sin embargo la sobre expresión de IL-10 es notable y la mayor de todos los 
estímulos, por lo que se tiene una fuerte inhibición de la producción de moléculas co 
estimuladoras, HLA II e IL-12. Por lo que el fenotipo de las CD estimuladas con M. avium se 
define hacia uno inmaduro: sin sobre expresión de moléculas co estimuladoras, HLA II ni 
citocinas pro inflamatorias los cuales al estar en contacto con linfocitos TCD4 provocarían 
anergia en ellos, es decir no podrían activarlos. Este fenotipo se caracteriza por la falta de 
producción de moléculas co estimuladoras en la CD para poder activar al linfocito T y 
procesos de inhibición sumados por la presencia de CD273  y de IL-10.  

La ausencia de sobre expresión de moléculas de superficie como HLA II, co estimuladoras y 
la co inhibidora en las CD estimuladas con M. scrofulaceum denota un pobre reconocimiento 
de esta micobacteria o quizá sea necesario un mayor periodo de tiempo de estimulación para 
observar cambios. La producción de citocinas está disminuida y en ninguna se observó sobre 
expresión. En este caso y durante las primeras 24 horas de estimulación el fenotipo 
observado para las CD es uno de tipo inmaduro en el cual la CD no cambia su expresión y 
probablemente induciría anergia en linfocitos T CD4. 

M. smegmatis logró madurar a la CD como se observa en su perfil de moléculas de superficie 
y citocinas, en este caso la CD sobre expresó HLA II y ligeramente CD86, además CD273 no 
se sobre expresó por lo que la presentación de antígeno acompañado por la co estimulación 
de moléculas accesorias augurarían una eficiente activación del linfocito T. La presencia de 
TNF  que está sobre expresada promueve la expresión de citocinas pro inflamatorias, 
quimiocinas y moléculas co estimuladoras, además de la apoptosis que se ha definido como 
el proceso de muerte celular que mejora la respuesta inmune al proporcionar antígenos en 
cuerpos apoptóticos disponibles para que otras células puedan tomarlos y llevar a cabo la 
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presentación. Aunado a esto, el estímulo con M. smegmatis fue el que produjo la mayor 
cantidad de IL-12p70 e IL-6, IL-12 polariza la respuesta inmune hacia TH1 y favorece la 
producción de IFN  por los linfocitos,  IL-6 promueve la inflamación local y sistémica. IL-10 
se mantuvo en niveles bajos por lo que no hubo quien contrarrestara los efectos inflamatorios 
y de co estimulación para activación y polarización hacia TH1 del linfocito T, por lo que 
presuntivamente en un co cultivo de estas CD con linfocitos TCD4 naive éstos se activarían 
para ser efectores y productores de citocinas que definieran un perfil TH1. 

Por lo anterior, el fenotipo observado para las CD estimuladas con M. smegmatis es uno 
tendiente a maduro pero no podemos decir tajantemente que sea maduro debido a que la 
expresión de moléculas co estimuladoras no fue tan grande y no hubo sobre expresión de 
CD80, quizá en un mayor lapso de tiempo se observen mayores diferencias. 

En estos resultados se observa la diferencia de expresión de moléculas de superficie y 
citocinas entre las CD estimuladas con M. smegmatis y M. avium, ambas presentan 
diferencias en cuanto a la composición de su pared celular, M. smegmatis tiene 
fosfomioinositol lipoarabinomanana y se especula que es el responsable de la actividad pro 
inflamatoria en la CD que genera apoptosis y expresión de IL-12, mientras que de las 
patógenas como es el caso de M. avium se ha encontrado manosil lipoarabinomanana 
(Bohsali, 2010). 

De esta manera se observan diferentes perfiles de expresión de moléculas de superficie y 
citocinas en la CD dependientes del estímulo que recibieron y que permiten comenzar a 
definir el estado de maduración de la CD pero definitivamente éste debería comprobarse con 
cada uno de los estímulos estudiándolas en un co cultivo con linfocitos TCD4 ya que sería la 
prueba de fuego al comprobar su activación o no. 

Sin embargo, estos cambios son discretos lo que pudiera deberse a la presencia de sub 
poblaciones de CD [52] que están respondiendo cada una de manera diferente ante el 
estímulo y que al evaluarlas en conjunto no permiten observar diferencias marcadas. 

En estos resultados el PPD no induce sobre expresión de ninguna molécula co estimuladora, 
se mantiene sin cambio, sin embargo sí induce la sobre expresión de casi el triple de la 
molécula  co inhibidora CD273. PPD es un derivado proteico purificado de un extracto de 
cultivo de bacilos tuberculosos que al administrarse vía intradérmica puede provocar una 
reacción inflamatoria local que indica la infección con alguna micobacteria como prueba de la 
sensibilización previa hacia antígenos miobacterianos que son compartidos entre M. 
tuberculosis, micobacterias no tuberculosas y M. bovis BCG [32], sin embargo no es capaz 
de sensibilizar por sí misma. Además, trabajos previos indican que no son suficientes los 
preparados antigénicos de micobacterias para activar una respuesta inmune primaria sino 
que es necesaria la micobacteria viva. En los resultados del presente trabajo la ausencia de 
cambio en la expresión de moléculas co estimuladoras y de HLA II en las CD estimuladas 
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con PPD podría ser indicio de que no es suficiente con las proteínas de la micobacteria para 
activar a la CD, sino que se requiere a la micobacteria viva, al menos en un primer estímulo. 
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10. Conclusiones. 

Las CPH de SCU se expanden y se diferencian ex vivo en condiciones de cultivo con 
factores de crecimiento SCF, Flt3-L y GM-CSF durante 14 días. 

Las CD diferenciadas a partir de estos progenitores y estimuladas con las MNT presentaron 
un fenotipo diferente según el tipo de estímulo, siendo evidente la presencia de un fenotipo 
inmaduro a semi maduro en las CD estimuladas con M. avium, uno de tipo inmaduro para las 
CD estimuladas con M. scrofulaceum y uno tendiente a maduro para las CD estimuladas con 
M. smegmatis. 

La capacidad de respuesta de las CD obtenidas a partir de la diferenciación de CPH de SCU 
es diferente a la de las obtenidas de la diferenciación de monocitos de sangre periférica. Sin 
embargo, en cualquiera de los dos casos M. avium induce fenotipo  inmaduro a semi-maduro 
en las CD después de 24 horas de estímulo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Print to PDF without this message by purchasing novaPDF (http://www.novapdf.com/)

http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/


29 

 

 

 

11.- Perspectivas. 

Cuantificar a CD83 en la superficie de las CD. 

Reproducir un mayor número de veces los experimentos realizados. 

Realizar el co cultivo con linfocitos TCD4 y evaluar proliferación, IFN e IL-10. 

Identificar sub poblaciones de CD. 

Separar cada una de las sub poblaciones por selección negativa. 

Realizar el estímulo de cada una de las sub poblaciones con cada una de las micobacterias. 

Realizar el co cultivo de cada una de las subpoblaciones de CD con linfocitos TCD4 y evaluar 
proliferación, IFN e IL-10. 
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ANEXO 1. 

Criterios de selección de las mujeres embarazadas para recolección de SCU. 
 
 Criterios de Inclusión. 
 

- Contar con el consentimiento informado. 

- Embarazo de término (32-42 SDG). 

- Sangre venosa de cordón umbilical almacenada en bolsas de ACD (ácido cítrico-citrato-

dextrosa), como las utilizadas en banco de sangre. 

- Embarazo de bajo riesgo. 

- Pacientes mayores de 18 años y menores de 35 años. 

 
 
 Criterios de exclusión. 

 

- Ausencia de consentimiento informado. 

- Toda paciente que cuente con antecedente de patología obstétrica: 

- Amenaza de aborto 

- Placenta previa 

- Infecciones durante el embarazo 

- Distocia en el trabajo de parto 

- Parto prematuro (<32 SDG) 

- Fiebre materna (>38 grados) 

- Presencia de meconio en líquido amniótico 

- Sufrimiento fetal 

- Anemia materna (<10.5 g/dl) 

- Enfermedad infecciosa transmisible (VIH) 

 

 Criterios de eliminación. 

 

- Sangre coagulada. 
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