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Identificación de los mecanismos inmunorreguladores de los derivados bioactivos de 

los ácidos grasos poliinsaturados que contribuyen al control de la infección por 

Mycobacterium tuberculosis 

Resumen 

La producción de lípidos bioactivos entre los que se encuentran prostaglandinas, 

leucotrienos, lipoxinas, resolvinas y maresinas, también conocidos como mediadores 

lipídicos pro-resolvedores de la inflamación (SPM, por sus siglas en inglés specialized pro-

resolving lipid mediators) participan en la modulación del equilibrio de la 

inflamación/antiinflamación después de un daño o infección, restauran la homeostasis y 

ayudan a la regeneración tisular. Sin embargo, su efecto en diversas enfermedades comienza 

a vislumbrarse, entre las que encontramos a la tuberculosis, generada principalmente por la 

infección de Mycobacterium tuberculosis. Por esta razón, investigamos los mecanismos de 

estos SPM, así como uno de sus precursores, el ácido docosahexaenoico (DHA, 

docosahexaenoic acid) en macrófagos derivados de monocitos humanos infectados con la 

cepa virulenta de M. tuberculosis H37Rv.  

 

Encontramos que todos los lípidos redujeron la producción de TNF-α, pero solo la resolvina 

D1 (RvD1) y la maresina 1 (Mar1) indujeron una reducción significativa en el crecimiento 

intracelular de M. tuberculosis con distintos patrones inmunomoduladores. Mientras que 

ambos SPM incrementaron la expresión génica de BPI, solo Mar1 incrementó la expresión 

de LL37, los cuales son péptidos antimicrobianos. Además, indujeron la translocación 

nuclear de NFκB, pero solo Mar1 indujo la translocación del factor nuclear Nrf2. Dado que 

RvD1 y Mar1 son inducibles y sintetizados a partir del componente dietético, el DHA, se 

pensó en su potencial inmunoterapéutico contra la tuberculosis. Sin embargo, nuestros 

resultados preliminares muestran que la infección con M. tuberculosis interfiere en el 

metabolismo del DHA en el macrófago humano para producir RvD1 y Mar1, y que la 

adición de aspirina como control de la producción de ambos mediadores lipídicos no 

restaura su síntesis durante la infección en macrófagos humanos. Por lo tanto, solo RvD1 y 

Mar1 son capaces de controlar la infección por M. tuberculosis, pero no el DHA y ambos 

SPM utilizan mecanismos diferenciales de regulación de la inflamación durante la infección. 
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Identification of the immunoregulatory mechanisms of the bioactive derivatives of 

polyunsaturated fatty acids that contribute to the control of Mycobacterium 

tuberculosis infection 

Abstract 

The production of bioactive lipids, including prostaglandins, leukotrienes, lipoxins, 

resolvins, and maresins, also known as specialized pro-resolving lipid mediators (SPM), 

participate in modulation balancing inflammation/anti-inflammation after damage or 

infection, restore homeostasis, and aid tissue regeneration. However, its effect on various 

diseases is beginning to be seen, among which we find tuberculosis, generated mainly by 

Mycobacterium tuberculosis infection. For this reason, we investigated the mechanisms of 

this SPM and one of its precursors, docosahexaenoic acid (DHA), in macrophages derived 

from human monocytes infected with the virulent strain of M. tuberculosis H37Rv. 

 

We found that all lipids reduced the production of TNF-α. Still, only resolvin D1 (RvD1) 

and maresin 1 (Mar1) induced a significant reduction in the intracellular growth of M. 

tuberculosis, with different immunomodulatory patterns. While both SPM increased the 

gene expression of BPI, only Mar1 increased the expression of LL37, which are 

antimicrobial peptides. Furthermore, they induced nuclear translocation of NFκB, but only 

Mar1 induced translocation of nuclear factor Nrf2. Since RvD1 and Mar1 are inducible and 

synthesized from the dietary component, DHA, their immunotherapeutic potential against 

tuberculosis was considered. However, our preliminary results show that infection with M. 

tuberculosis interferes with the metabolism of DHA in the human macrophage to produce 

RvD1 and Mar1. The addition of aspirin as a control for both lipid mediators' production 

does not restore their synthesis during infection in human macrophages. Therefore, only 

RvD1 and Mar1 can control M. tuberculosis infection, but not DHA, and both SPM use 

different mechanisms of regulation of inflammation during infection.   
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Identificación de los mecanismos inmunorreguladores de los derivados bioactivos de 

los ácidos grasos poliinsaturados que contribuyen al control de la infección por 

Mycobacterium tuberculosis 

 

Introducción 
 

La inflamación es la primera respuesta del sistema inmunológico de un organismo al daño 

causado por patógenos o por sustancias extrañas de naturaleza biológica, química, física o 

mecánica. Es un proceso fisiológico complejo conservado a lo largo de la evolución que 

involucra diversos eventos coordinados, desde procesos vasculares, homeostáticos, 

celulares e inmunes. Se caracteriza por la extravasación de líquido al sitio del daño, que 

produce edema (tumor), aumento del flujo sanguíneo (rubor), aumento en la temperatura 

local (calor) y activación de terminales aferentes (dolor), que son los cuatro signos 

cardinales descritos por el enciclopedista romano Aulo Cornelio Celso. Ocasionalmente 

puede haber pérdida de la función local (Cinel & Opal, 2009; Medzhitov, 2008; Serhan et 

al., 2020; Zumla et al., 2015). 

 

Dependiendo de la duración de la inflamación, puede clasificarse en aguda o crónica. La 

inflamación aguda comprende cambios significativos en los niveles plasmáticos de ciertas 

proteínas consecuencia de la acción de citocinas proinflamatorias, entre las más importantes 

se encuentran el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-α, por sus siglas en inglés tumor 

necrosis factor alpha), la interleucina 1 (IL-1), la interleucina 1β (IL-1β), la interleucina 2 

(IL-2), y la interleucina 6 (IL-6), estas citocinas pueden activar a la proteína C reactiva, que 

se produce en el hígado y que tiene función de opsonina, al mismo tiempo que induce la 

activación parcial de la cascada del sistema del complemento, cuyos fragmentos C5a y C3a 

(llamados anafilatóxinas) tienen capacidad quimiotáxica para granulocitos y monocitos, e 

inducen la desgranulación de los mastocitos. También participan los interferones de tipo I y 

II (IFN-I e IFN-II), histamina, bradiquinina y prostaglandinas (Deretic, 2012; Galli et al., 

2011; Plüddemann et al., 2011) que son cruciales para controlar, combatir y reparar el daño 

e incluyen cambios en las propiedades fisicoquímicas del plasma (descenso de la 

viscosidad y aumento de la velocidad de sedimentación eritrocitaria).  
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La resolución de la inflamación culmina con la reparación del tejido y el regreso a la 

función normal para evitar lesión tisular extensa en respuesta a infecciones (Ortega-Gómez 

et al., 2013). En caso de que no haya una resolución satisfactoria de la inflamación aguda, 

se desencadena un estado inflamatorio crónico, con repercusiones sistémicas y deletéreas 

para el hospedero como la infiltración tisular por agregados de leucocitos (formación de 

granulomas), la biosíntesis incontrolada de colágeno (fibrosis o cirrosis), o lesiones 

oxidativas en el ácido desoxirribonucleico (DNA) que suelen dar lugar a una enfermedad 

degenerativa (Nathan & Ding, 2010). 

 

La resolución de la inflamación es un proceso fisiológico complejo que depende de la 

producción de lípidos oxigenados derivados de los ácidos grasos poli-insaturados 

esenciales, entre los que se encuentran las lipoxinas, resolvinas y protectinas, denominados 

mediadores lipídicos pro-resolvedores de la inflamación (SPM, por sus siglas en inglés 

specialized pro-resolving lipid mediators). Los SPM se generan después del metabolismo 

de los ácidos grasos omega-3 y omega-6 ingeridos con la dieta, son productos derivados del 

ácido linoléico (C18: Δ2, n-6), ácido araquidónico (AA, C20: Δ4, n-6), ácido 

eicosapentaenoico (EPA, 20:55,8,11,14,17) y ácido docosahexaenoico (DHA, 

22:64,7,10,13,16,19) generados a partir de reacciones enzimáticas mediadas por la acción 

de las lipooxigenasas (LOX) y/o ciclooxigenasas (COX) e incluyen protectinas y resolvinas 

de la serie D derivadas del ácido graso omega-3; DHA, las resolvinas de la serie E 

derivadas del EPA y lipoxinas derivadas del ácido graso omega-6; AA como se muestra en 

la Figura 1(Bannenberg & Serhan, 2010; Serhan et al., 2008; Spite & Serhan, 2010). 

 

La actividad de los SPM en el control de procesos infecciosos respiratorios regula la 

respuesta inflamatoria, evitando el daño por necrosis asociado a la inflamación y 

disminuyendo la carga microbiana. En el caso de la tuberculosis, infección causada por 

Mycobacterium tuberculosis (Mtb) que afecta principalmente a los pulmones, el papel de 

los SPM está pobremente caracterizado, por lo que este proyecto permitirá conocer su 

efecto modulador en la infección y el papel de sus precursores EPA y DHA. 
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Figura 1. Vía generalizada para la conversión de mediadores lipídicos pro-resolvedores de la 

inflamación. COX, ciclooxigenasa; LOX, lipoxigenasa; HETE, ácido hidroxi eicosatetraenoico; 

HPETE, ácido hidroperoxil eicosatetraenoico; HDHA, ácido hidroxi docosahexaenoico; HpDHA, 

ácido hidroperoxi docosahexaenoico; PG, prostaglandina; TX, tromboxano; LT, leucotrieno; LX, 

lipoxina; Rv, resolvina (modificada de Calder, 2012). 

 

Mientras que las prostaglandinas y leucotrienos amplifican la producción de citocinas 

proinflamatorias, las actividades biológicas de los SPM incluyen la modulación de 

mecanismos de la respuesta inmune; por ejemplo, controlan los procesos inflamatorios 

locales, activan mecanismos antimicrobianos como la autofagia, la producción de péptidos 

antimicrobianos, especies reactivas de oxígeno y nitrógeno e inhiben la quimiotaxis de 

neutrófilos. Las resolvinas y lipoxinas activadas por aspirina son los lípidos mejor descritos 
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por su papel en el control de la inflamación y la capacidad de activar mecanismos 

bactericidas. Por ejemplo, RvD2 disminuye la producción de interleucina 17 (IL-17), 

interleucina 10 (IL-10), prostaglandina E2 (PGE2) y leucotrieno B4 (LTB4) favoreciendo 

la fagocitosis bacteriana y la producción de especies reactivas de oxígeno (ROS, por sus 

siglas en inglés reactive oxygen species) en un modelo murino de sepsis por Escherichia 

coli. La resolvina RvE1 también induce la producción de ROS con lo que participa en la 

eliminación bacteriana al mismo tiempo que reduce la inflamación. La lipoxina ATL 

induce la producción de la proteína bactericida incrementadora de la permeabilidad (BPI, 

por sus siglas en inglés bactericidal permeability-enhancing protein) que protege a las 

mucosas de infecciones por bacterias Gram negativas (Bülow et al., 2018; El Kebir et al., 

2009, 2012; Palmer et al., 2011; Seki et al., 2010). Así, los SPM, antagonistas de los 

mediadores proinflamatorios, podrían participar en la eliminación de procesos infecciosos 

además de ser indispensables para el restablecimiento a la homeostasis. 

 

La infección por M. tuberculosis se caracteriza por desencadenar una respuesta 

proinflamatoria inicial en la que las citocinas IL-12 (interleucina 12), IL-6 (interleucina 6) y 

TNF-α inducen la activación de mecanismos antimicrobianos en los macrófagos. La 

respuesta proinflamatoria se necesita al inicio de la infección, pero su presencia prolongada 

se ha asociado a daño histopatológico severo (Cooper et al., 2011; Rook et al., 1991; 

Sharma & Bose, 2001). La participación de los SPM en la infección por Mtb se desconoce, 

pero algunos mecanismos como la apoptosis y la autofagia se han asociado al control del 

crecimiento intracelular de Mtb, sugiriendo que moléculas antiinflamatorias podrían 

participar en el control antimicrobiano de Mtb. Por otro lado, en un modelo murino, se ha 

descrito que la presencia de PGE2 y LTB4 es perjudicial en etapas tardías de la infección 

con Mtb, de manera que el bloqueo de la PGE2 favorece el control de la infección por Mtb 

y la regulación de la inflamación (Moreno et al., 2002). Debido a que los lípidos 

resolvedores de la inflamación están involucrados en la regulación de la producción de 

PGE2, es probable que también estén involucrados en el control de la infección por M. 

tuberculosis. 
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El papel que estas moléculas lipídicas juegan en la infección por M. tuberculosis comienza 

a investigarse, y sabemos que la dinámica de regulación de la inflamación es indispensable 

en la infección por M. tuberculosis, lo que sugiere un papel relevante de estos SPM. Por lo 

que, el objetivo de este trabajo es identificar los mecanismos inmunorreguladores de estos 

SPM en el control de la infección por la cepa virulenta de M. tuberculosis H37Rv, así como 

de uno de sus precursores, el ácido docosahexaenoico (DHA, docosahexaenoic acid) en 

macrófagos derivados de monocitos humanos.  
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HIPÓTESIS 

 

Al identificar los mecanismos de inmunoregulación de los SPM en la infección por 

Mycobacterium tuberculosis, podremos utilizar a uno de sus precursores, el ácido 

docosahexaenoico (DHA), como tratamiento en el control de la infección por M. 

tuberculosis en macrófagos derivados de monocitos humanos.  

 

OBJETIVOS 
 

Objetivo general 
 

Evaluar los mecanismos inmunorreguladores de los derivados bioactivos de los ácidos 

grasos poliinsaturados que contribuyen al control de la infección por Mycobacterium 

tuberculosis. 

 

Objetivos particulares 

 

1.-Evaluar la actividad bactericida y péptidos antimicrobianos inducida por RvD1 y Mar1 

sobre la infección de M. tuberculosis en macrófagos derivados de monocitos humanos. 

 

2.-Evaluar si el macrófago puede sintetizar RvD1 y Mar1 a partir del precursor (DHA). 

 

3.-Determinar si con la adición del precursor (DHA) se puede inducir actividad 

antimicrobiana. 

 

4.-Dilucidar si la infección con la cepa virulenta de Mtb puede interferir con los 

mecanismos de síntesis de RvD1 y Mar1.  

 

5.-Determinar si RvD1y Mar1 son inducibles por aspirina.  
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METODOLOGÍA 
 

Reactivos 
 

Los derivados de los ácidos grasos poliinsaturados 17(S)-Resolvin D1 (RvD1); 

7(S),16(R),17(S)-Resolvin D2 (RvD2); 5(S),6(R)-Lipoxin A4 (LXA4); 10(S),17(S)-

DiHDoHE-Protectin DX (PDX); 7(R)-Maresin 1 (Mar1) y el precursor, ácido 

docosahexaenoico (DHA) se adquirieron de Cayman Chemical (Ann Arbor, MI), y la 

aspirina (ASA) de Sigma Aldrich. Las soluciones de trabajo se realizaron por dilución con 

etanol, la concentración final de etanol en el cultivo fue menor al 0.1%. Se evaluó la 

citotoxicidad de las concentraciones finales a utilizar en los cultivos (100 nM para LXA4, 

RvD1, RvD2 y PDX, 150 nM para Mar1, para DHA, 10 nM, y para ASA, 25 ug/mL) usando 

el kit Cell Titer (Promega, Madison, WI) (Anexo 1). El LPS se adquirió de Sigma Aldrich 

(St. Louis, MO), se utilizó a una concentración de 200 ng/ml. 

 

1.-Obtención de Macrófagos Derivados de Monocitos 
 

A partir de paquetes leucocitarios obtenidos de sujetos sanos donadores al banco de sangre 

del Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias Ismael Cosío Villegas (INER), se 

obtuvieron las células mononucleares de sangre periférica; para ello, la sangre se diluyó a 

una relación 1:1 con medio RPMI 1640 (Lonza) y fueron separadas por medio de 

centrifugación en un gradiente de densidad en una solución separadora de linfocitos 

(Lonza). Las células se resuspendieron en RPMI suplementado con 10 % de suero humano 

(Valley Biomedical Inc.), 200 mM de L-glutamina (Lonza) y 50 µg/ml de sulfato de 

gentamicina (Lonza), en adelante denominado medio completo. 

 

Posteriormente, se obtuvieron los monocitos (MN) por separación inmunomagnética, por 

selección positiva, utilizando perlas conjugadas con anticuerpo anti CD14 humano 

(Miltenyi Biotech) siguiendo las instrucciones del fabricante. Los MN se resuspendieron en 

medio completo, y la suspensión celular se ajustó a 106 células/mL. La pureza y viabilidad 

de los MN se determinaron por citometría de flujo y se observó que el 98.36 ± 1.26% de las 

células fue CD14+ y la viabilidad de 99.3 ± 0.2% (media ± ES) (Anexo 2). Los MN CD14+ 

se incubaron en una placa de 24 pozos (106 células/pozo) (Costar) a 37C, 5 % CO2 durante 

siete días para su diferenciación a macrófagos (MDM) realizando un cambio de medio de 
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cultivo a los 3 días para eliminar las células no adherentes y otro a los siete días para tener 

medio fresco con volúmenes precisos en el momento de realizar las estimulaciones. 

 

2.-Preparación del cultivo de M. tuberculosis H37Rv  
 

El vial con M. tuberculosis H37Rv (Mtb) (ATCC, Manassas, VA) se descongeló dentro del 

gabinete de bioseguridad, posteriormente se centrifugó a 5000 rpm durante 5 minutos a 

temperatura ambiente y se eliminó el sobrenadante. Después se agregó 1 ml de medio 

RPMI suplementado con 30 % de suero humano. Para la obtención de bacilos individuales 

se adicionaron 5 perlas de cristal de 3 mm y se agitó vigorosamente en un agitador vórtex, 

durante 5 minutos. La suspensión de Mtb se centrifugó a 2000 rpm, durante 5 minutos a 

temperatura ambiente. Se recolectó el sobrenadante y se ajustó el número de bacilos a 107 

bacterias/ml (el ajuste de las micobacterias se realizó acorde al conteo de las micobacterias 

almacenadas previamente como stock). A partir de esta suspensión se realizaron los 

cálculos correspondientes para los ensayos de la infección de los macrófagos (razón de 5 

bacterias por macrófago, MOI 5).  

 

3.-Infección y estimulación de macrófagos humanos  
 

Los MDM se infectaron con M. tuberculosis H37Rv (Mtb), a una MOI 5, en medio RPMI 

con 30% de suero humano durante una hora. Al término de este tiempo las células se 

lavaron tres veces con medio RPMI para eliminar las bacterias no fagocitadas. 

Posteriormente, los MDM se cultivaron en presencia de 100 nM de RvD1, RvD2, PDX, 

LXA4, 150 nM de Mar1 o 200 ng/mL de LPS como control positivo y se incluyó un 

control de etanol. O se cultivaron en presencia de 10 nM de DHA o 25 ug/mL de aspirina 

(ASA), como control de la producción de LTB4, PGE2, RvD1 y Mar1. Un juego de células 

se incubó durante 24 h, se recuperaron los sobrenadantes del cultivo y los lisados celulares. 

Estos se almacenaron en congelación para determinaciones posteriores. El otro juego de 

células se cultivó durante 3 días y se determinó el crecimiento intracelular de Mtb por el 

método de unidades formadoras de colonias (UFC). 
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4.-Actividad bactericida 
 

Para evaluar los efectos de los SPM en el control del crecimiento intracelular 

micobacteriano, los macrófagos se infectaron a una multiplicidad de infección de 5 (MOI 

de 5) y se trataron con las mismas cantidades de los mediadores lipídicos descritos 

anteriormente después de un lavado exhaustivo para eliminar las bacterias no fagocitadas. 

Los macrófagos infectados con M. tuberculosis se incubaron a 37°C en CO2 al 5% durante 

1 h (día 0) y 72 h (día 3). Después de la incubación, los sobrenadantes se descartaron y las 

células se lisaron con dodecil sulfato de sodio (SDS) al 0.1% durante 10 minutos y luego se 

neutralizaron con albúmina de suero bovino (BSA) al 20%. Los lisados se diluyeron en 

serie y se colocaron en placas de agar 7H10 (Difco Laboratories) por triplicado. Las UFC 

se cuantificaron después de 21 días. 

 

5.-Cuantificación de TNF-α  
 

En los sobrenadantes de los cultivos se cuantificó el TNF-α, usando un ensayo 

inmunoenzimático (ELISA) casero.  Cada muestra se realizó por duplicado. Brevemente, se 

sensibilizaron placas Maxisorp F96 (Nunc) con 2.5 µg/mL de Anticuerpo anti-TNF-α 

humano (Pharmingen, San José, CA) a 4C toda la noche. Después de lavar con PBS 0.01 

M, pH 7.2, Tween-20 al 0.05 % se bloqueó con Superblock (Thermo). Se añadieron las 

muestras y estándares y se incubaron 2 h a 37C. La detección se realizó con 5 µg/mL del 

anticuerpo anti-TNF-α humano conjugado a biotina (Pharmingen, San José, CA). 

Posteriormente, las placas se incubaron con 10 µg/mL de estreptoavidina-fosfatasa alcalina 

(Jackson Immunoresearch). Después de lavar exhaustivamente, la reacción se reveló con 

sustrato de fosfatasa alcalina (Sigma Aldrich) y se paró con NaOH 1 M. La absorbancia se 

cuantificó a 405 nm en un lector de microplacas (Multiskan Ascent, Thermo Electron 

Corporation). Las concentraciones de TNF-α se calcularon a partir de la curva estándar. Los 

resultados de las mediciones respectivas se midieron con el programa Ascent Software 

versión 2.6. 

 

6.-Cuantificación de RvD1, Mar1, PGE2 y LTB4 
 

Las resolvinas, protectinas, prostaglandinas y leucotrienos fueron cuantificados en los 

sobrenadantes de MDM infectados o no infectados por Mtb mediante un ensayo 
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inmunoenzimático (EIA) y cada muestra se ensayó por duplicado, utilizando los kits 

Resolvin D1, Maresin 1, Prostaglandin E2 y Leukotriene B4 ELISA kit (Cayman Chemical, 

MI, USA) de acuerdo a las instrucciones del fabricante. 

 

7.-Expresión génica de BPI, LL37, LOX y COX-2  
 

A partir de los lisados celulares se extrajo el RNA total utilizando el kit de extracción 

RNeasy Mini Kit (Qiagen, Valencia, CA) de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Para 

la síntesis de DNA complementario (cDNA) se utilizó el Kit Superscript First Strand 

(Invitrogen, Carlsbad, CA) de acuerdo a las instrucciones del fabricante. La expresión 

génica de BPI, LL37 y COX-2 se determinó por PCR en tiempo real (qPCR) utilizando el 

gen constitutivo 18S ribosomal (validado para su uso como gen de referencia). Para este 

proceso se utilizaron los ensayos TaqMan pre-diseñados: BPI (Hs01552756_m1), LL-37 o 

CAMP (HS00189038_m1), y COX-2 o PTGS2 (Hs000153133_m1) marcados con FAM y 

18S rRNA (4319413E) (Applied Biosystems, Foster City, CA) marcado con VIC. La 

amplificación se llevó a cabo en un termociclador StepOne PlusSystem (Applied 

Biosystems) de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Los resultados se analizaron 

empleando el método del Ct comparativo (ΔΔCt).  

 

8.-Extracción de proteínas nucleares  
 

La proteína nuclear se obtuvo de MDM por diferenciación en placas de 24 pozos de ultra 

baja adherencia (1x106 células/pozo) (Corning Incorporated, Costar) como se indicó 

anteriormente. Al final de la diferenciación, las células fueron estimuladas con LPS (500 

ng/ml) una hora antes de la adición de los SPM (RvD1, RvD2, PDX, LXA4 a 100 nM y 

Mar1 a 150 nM). Las células se removieron de las placas con ayuda de un poco de buffer 

1mM de EDTA (ácido etilendiamino tetra acético) (Corning Incorporated, Costar) y se 

comprobó la viabilidad de las mismas con azul de tripano. Se transfirieron a tubos cónicos 

de polipropileno de 14 ml (5 millones de células por condición), se centrifugaron dos veces 

por 5 minutos a 1500 rpm a 4 °C y se procedió a la extracción de proteínas nucleares. Todo 

el procedimiento se realizó en frío. Se descartó el sobrenadante y el botón celular se agitó 

brevemente en vórtex, se resuspendió en 1 ml de PBS frio pipeteando suavemente y se 

transfirió a un tubo eppendorf de 1.5 ml. Después se centrifugó 5 minutos a 3500 rpm a 4 
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°C, y se volvió a resuspender en 1 ml de PBS frio pipeteando suavemente para después 

centrifugar a 3500 rpm a 4°C, se eliminó el sobrenadante completamente usando las pipetas 

p100-p10. El botón celular se resuspendió en un buffer hipotónico para la obtención del 

extracto citoplásmico (HEPES [4-(2-hidroxietil)-1-ácido piperazinetanosulfónico] 20 mM 

pH 7.9, NaCl [Cloruro de sodio] 400 mM, MgCl [Cloruro de Magnesio] 1.5 mM, Glicerol 

25 %, EDTA 0.2 Mm, DTT [ditiotreitol] 1 mM fresco y PMSF [fluoruro de 

fenilmetilsulfonilo] 0.5 mM fresco) y se dejó 1 minuto en hielo, para después centrifugar a 

3500 rpm por 10 minutos a 4 °C.  En este paso se reservó el sobrenadante (que es la 

fracción citoplasmática) y se colocó en tubos previamente etiquetados, asegurándose de no 

dejar líquido residual. Se guardaron a -20 °C. El sedimento se resuspendió en 20 μl de 

buffer hipertónico (HEPES 10 mM pH 7.0, KCl [Cloruro de potasio] 10 mM, MgCl 1.5 

mM, DTT 1 mM fresco), se incubó por 30 minutos con agitación suave a 4 °C (usando una 

plataforma angular en el refrigerador). Después se centrifugó a 14000 rpm durante 20 min a 

4 °C, y se recuperó el sobrenadante (que contenía la proteína nuclear) y se colocó en tubos 

previamente etiquetados. Los extractos obtenidos se almacenaron en congelación para 

conservar hasta su uso a -20 °C. 

 

9.-Cuantificación de Nrf2 en extractos nucleares 
 

Para evaluar la translocación nuclear de Nrf2, se utilizaron extractos nucleares y citosólicos 

de MDM estimulados con LPS y se analizaron utilizando un kit TransAM Nrf2 (Active 

Motif, Carlsbad, CA) siguiendo las instrucciones del fabricante. 

 

10.-Translocación de NFκB 
 

La translocación nuclear de NFκB p65 se determinó mediante un citómetro acoplado a 

imagen en macrófagos sin infección. Los MDM se estimularon con LPS (500 ng / mL), 

RvD1 100 nM o Mar1 150 nM durante 60 minutos. Las células se lavaron inmediatamente 

con PBS frío (previamente a 4°C) (Lonza) y se tiñeron con un kit de translocación Amnis 

NFκB (Millipore, Burlington, MA) siguiendo las instrucciones del fabricante. Las células 

se analizaron inmediatamente utilizando el equipo Image Stream MKII (Amnis 

Corporation, Seattle, WA). Se fotografiaron al menos 1,000 células y se midió la 

translocación nuclear utilizando el Asistente de localización nuclear dentro del software 
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Amnis Ideas (Amnis Corporation). Un índice de similitud por encima de 1.2 determinó la 

localización nuclear de NFκB. El índice de similitud es el coeficiente de correlación de 

Pearson transformado logarítmicamente y es una medida del grado en que dos imágenes se 

correlacionan linealmente dentro de una región enmascarada. Los resultados se expresan 

como el porcentaje de células con translocación de NFκB nuclear, Anexo 3. 

 

11.-Detección de BPI por microscopía de fluorescencia 
 

Para los experimentos de microscopía de fluorescencia, se cultivaron 2 x 105 células/pocillo 

en cámaras Lab-Tek II de 8 pocillos. Los macrófagos se infectaron con M. tuberculosis a 

un MOI de 5. Después de descartar bacterias no fagocitadas, las células se incubaron con el 

antagonista hidrobromuro tipo D1 de alta afinidad (5 μM) (SCH, TOCRIS Bioscience, 

Bristol, Reino Unido) durante 30 minutos antes de la estimulación con RvD1 o Mar1 y 

luego se incubaron durante 24 h adicionales. Las células se fijaron con paraformaldehído al 

4% y se tiñeron con anti-hBPI de conejo purificado (R&D systems, Minneapolis, MN) y 

anti-M de conejo, anticuerpos de tuberculosis y anticuerpos secundarios acoplados con 

Alexa Fluor 488 y Alexa Fluor 594 (Life Technologies). Se utilizó Hoechst (Enzo Life 

Sciences, Plymouth Meeting, PA) para detectar núcleos. Las células se visualizaron con un 

microscopio de fluorescencia Axio Scope A1 (Carl Zeiss, Oberkochen, DE), y las imágenes 

se adquirieron y analizaron con el software ZEN Pro (Carl Zeiss). Se tomaron imágenes de 

al menos 50 células para cada condición. Las células se contornearon con la herramienta 

Spline utilizando la imagen de contraste de fase como fuente. La región de interés 

seleccionada se pegó en la imagen de fluorescencia y se calculó la intensidad media de 

fluorescencia de BPI por célula, Anexo 4. 

 

12.-Análisis estadístico  
 

Los datos se analizaron utilizando la ANOVA de Friedman para datos no paramétricos 

relacionados entre sí, seguido de la prueba de Dunn para comparaciones múltiples. Todos 

los valores se expresan como datos individuales en los que se señala la mediana, o como 

medias con error estándar o en diagrama de caja y bigotes (box plots) indicando cuartiles y 

medianas según se especifica en la leyenda de las figuras. Se consideró significancia 

estadística con p<0.05. Se utilizó el programa estadístico GraphPad Prism, versión 6. 
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RESULTADOS 

 

1.-RvD1, RvD2, PDX, LXA4 y Mar1 exógenos, modulan la producción de TNF-α 

dependiente de LPS en MDM 

 

Los SPM son producidos por macrófagos y ejercen su función biológica principalmente en 

los neutrófilos. Debido a que los efectos de RvD1 y Mar1 en macrófagos están pobremente 

caracterizados, primero confirmamos que los lípidos en este estudio ejercían actividades 

moduladoras en macrófagos derivados de monocitos sin infección al medir su efecto en la 

producción de TNF-α después de la estimulación con LPS. Con base en las concentraciones 

reportadas en la literatura, utilizamos 1, 10 y 100 nM para RvD1, RvD2, PDX y LXA4 y 

10, 150 y 300 nM para Mar1 (Balas et al., 2014; Börgeson et al., 2012; Dalli et al., 2013; 

Fullerton et al., 2014; Keinan et al., 2013; Mas et al., 2012; Recchiuti et al., 2014; Serhan, 

2014; Serhan et al., 2015; Uddin & Levy, 2011; Wang et al., 2011), para evaluar su 

capacidad para reducir la producción de TNF-α después de la estimulación con LPS en 

macrófagos, y no se observó una reducción significativa en la viabilidad celular en ninguna 

de las concentraciones evaluadas para cada lípido (Fig. 2, izquierda). Observamos una 

reducción significativa independiente de la dosis de la producción de TNF-α por parte de 

SPM previo a la resolución (Fig. 2, derecha). Dado que no hubo un efecto significativo de 

la concentración de lípidos utilizada, todos los experimentos posteriores se realizaron 

utilizando la concentración más alta que no afectó la viabilidad de los macrófagos. 
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Figura 2. Actividad antiinflamatoria de los SPM en MDM estimulados con LPS. Las células se 

estimularon con 200 ng/ml de LPS durante 1 h, y luego se agregaron RvD1, RvD2, PDX o LXA4 (a 

1, 10 y 100 nM) o Mar1 (a 10, 150 y 300 nM) y se incubaron durante 24 h. Se recuperaron los 

sobrenadantes y se evalúo la producción de TNF-α mediante ELISA (derecha). La viabilidad celular 

se determinó en presencia de los lípidos solos (izquierda). Se muestran las medias ± errores 

estándar, n = 7, * p <0.05. 
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2.-RvD1, RvD2, PDX, LXA4 y Mar1 modulan la producción de TNF-α por MDM 

infectados con M. tuberculosis 
 

Una vez demostrado que los SPM en estudio tienen una actividad reguladora en la 

producción de TNF-α, se evalúo el efecto de los mediadores en macrófagos infectados con 

la cepa virulenta de M. tuberculosis H37Rv mediante la medición de la producción de 

TNF-α, PGE2 y LXA4. Observamos que RvD1, LXA4 y Mar1 redujeron 

significativamente la producción de TNF-α después de la infección por M. tuberculosis 

(Fig. 3a). Además, PDX y LXA4 incrementaron significativamente la producción de PGE2 

en macrófagos infectados con M. tuberculosis (Fig. 3b) y LXA4 incremento la producción 

de LXA4 (Fig. 3c). No logramos discernir si la cantidad de LXA4 detectada fueron restos 

de la lipoxina añadida de manera exógena en lugar de la producción autoinducida. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Efecto de los SPM sobre la producción de TNF-α, PGE2 y LXA4. Los macrófagos se 

infectaron con M. tuberculosis H37Rv (Mtb) a una MOI de 5 durante 1 h. Se eliminaron las 

bacterias no fagocitadas, se agregaron RvD1, RvD2, PDX o LXA4 (100 nM) o Mar1 (150 nM), y 

las células se incubaron. Después de 24 h, los sobrenadantes se recuperaron para la cuantificación 

de a) TNF-α (n= 14) mediante ELISA, de b) PGE2 (n= 10) y c) LXA4 (n= 5) mediante EIA. Los 

diagramas de caja indican las medianas y los cuartiles. * p <0.05 vs Mtb solo. 
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3.-RvD1 y Mar1 mejoran la actividad antimicrobiana de MDM infectados con M. 

tuberculosis H37Rv 
 

Debido a que la resolución de la inflamación puede tener un papel en las respuestas 

antimicrobianas, investigamos el papel que desempeña la resolución de la inflamación en el 

control de la infección por M. tuberculosis. Observamos una reducción significativa en la 

carga bacteriana intracelular en macrófagos estimulados con RvD1 (mediana 4.5 [rango 

2.3-20] x 104 UFC/mL) y Mar1 (mediana 4.8 [rango 1.8-8.3] x 104 UFC/mL) en 

comparación con macrófagos no tratados (mediana 7.5 [rango 1.5-25] x 104 UFC/mL) (Fig. 

4a). Los otros SPM no mostraron ningún efecto sobre el control de la carga bacteriana. 

Debido a que RvD1 y Mar1 activaron la respuesta antimicrobiana de los macrófagos, 

evaluamos si este efecto estaba asociado con la inducción de péptidos antimicrobianos. Se 

incluyó el LPS porque induce inflamación, pero amortigua las respuestas antimicrobianas. 

Observamos que tanto RvD1 como Mar1 indujeron la sobreexpresión de BPI en 

macrófagos infectados, con un cambio en la mediana de 2.276 [rango 0.05-8.1] y un 

cambio en la mediana de 1.665 [rango 0.14-3.157], respectivamente, en relación con la 

expresión de BPI en células no tratadas (Fig. 4b). LPS no indujo sobreexpresión de BPI. La 

sobreexpresión de LL37 se observó después de la estimulación con RvD1, con un cambio 

en la mediana de 1.59 [rango 0.19-11.64] (Fig. 4c). Aparentemente, la adición de LPS a los 

macrófagos infectados reguló a la baja la expresión de BPI y LL37. 
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Figura 4. Efecto de los SPM sobre la actividad bactericida y la expresión de BPI y LL37 por 

MDM infectados con M. tuberculosis. Los MDM se infectaron con M. tuberculosis H37Rv (Mtb) 

a una MOI de 5 durante 1 h. Se eliminaron las bacterias no fagocitadas, y se añadieron al cultivo 

200 ng/ml de LPS, RvD1, RvD2, PDX o LXA4 (100 nM) o Mar1 (150 nM). a) La carga bacteriana 

intracelular se determinó mediante el método de la unidad formadora de colonias (UFC) después de 

3 días de cultivo. Los diagramas de caja indican las medianas y los cuartiles, n= 11. * p <0.05. Se 

usaron lisados celulares para la cuantificación de la expresión génica de b) BPI (n= 13) y c) LL37 

(n= 11) mediante PCR en tiempo real (qPCR). La expresión génica se normalizó a la abundancia 

relativa de ARN 18S. Se muestran los resultados individuales del cambio en relación a solo la 

infección, utilizando el método de Ct comparativo. Las líneas indican las medianas. * p <0.05. 
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4.-Respuestas de citocinas diferenciales provocadas por RvD1 y Mar1 en MDM 

infectados 
 

Las distintas respuestas antimicrobianas inducidas por RvD1 y Mar1 nos llevaron a evaluar 

si éstos inducen respuestas de citocinas diferenciales. Encontramos que RvD1 indujo la 

producción de cantidades significativas de IL-6 y GM-CSF, pero no de IL-10 o IL-8, en 

macrófagos infectados con M. tuberculosis, mientras que Mar1 no indujo un aumento 

significativo en la producción de cualquiera de las citocinas (Fig. 5a). Debido a que la 

inducción de citocinas proinflamatorias y péptidos antimicrobianos requiere señales de 

transcripción para translocarse al núcleo, determinamos la translocación de los factores 

nucleares NFκB p65 (inductor de la transcripción de citocinas proinflamatorias y péptidos 

antimicrobianos) y Nrf2 (factor nuclear que activa la transcripción de moléculas anti-

inflamatorias). Para estos experimentos, se utilizaron LPS, RvD1 y Mar1 como 

estimulantes únicos para prevenir el efecto de la infección. Observamos que tanto RvD1 

como Mar1 indujeron la translocación de NFκB p65 al núcleo en una proporción más 

pequeña que el LPS (Fig. 5b), pero solo Mar1 indujo una translocación significativa de 

Nrf2 en comparación con los macrófagos sin estimulación (Fig. 5c). 
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Figura 5. Efectos de RvD1 y Mar1 en la producción de citocinas por MDM infectados con M. 

tuberculosis. Los MDM se infectaron con M. tuberculosis H37Rv (Mtb) a un MOI de 5 durante una 

hora. Se eliminaron las bacterias no fagocitadas y se añadieron RvD1 (100 nM), Mar1 (150 nM). 

Las células permanecieron en cultivo durante 24 h, y a) la producción de IL6, IL8, IL10 y GM-CSF 

se determinó por Luminex. Se muestran los resultados individuales. Las líneas indican las 

medianas, n= 8. * p <0.05 entre los pares de muestras indicados. La translocación nuclear de los 

factores de transcripción se determinó en células no infectadas estimuladas con LPS (200 ng/ml), 

RvD1 o Mar1 después de 2 h de cultivo. b) La translocación nuclear de NFκB se determinó por 

imagen de citometría de células intactas. Se representan los porcentajes de células con 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

a 

M
ed

iu
m
  

LP
S

R
vD

1

M
ar

 1
0

25

50

75

100

%
 C

e
ll
s
 w

it
h
  
N

F
k
B

 

n
u
c
le

a
r 
tr
a
n
s
lo

c
a
ti
o
n

b c 



22 

 

translocación, n= 5. c) La translocación nuclear de Nrf2 se midió mediante ELISA en extractos 

nucleares y citoplásmicos de las células. Se representa la relación nuclear/citoplásmica. Los 

diagramas de caja indican las medianas y los cuartiles, n= 8. * p <0.05 entre los pares de muestras 

indicados. 

 

5.-Un antagonista tipo D1 de alta afinidad inhibe los efectos de RvD1 y Mar1 sobre la 

producción de TNF-α y BPI en MDM infectados con M. tuberculosis 
 

Exploramos el papel de la señalización de los receptores acoplados a la proteína G (GPCR) 

en la modulación RvD1 y Mar1 de las respuestas de macrófagos durante la infección por M. 

tuberculosis. Utilizamos el antagonista de tipo D1 SCH, que es un inhibidor genérico de los 

GPCR antes de la estimulación con RvD1 y Mar1. Encontramos que la adición de SCH a 

los macrófagos infectados anuló el efecto regulador de RvD1 en la producción de TNF-α 

(Fig. 6a). Además, la adición de SCH D1 inhibió la sobreexpresión de BPI inducida por 

RvD1 (Fig. 6b y Fig. 6c). A la inversa, la inhibición de la señalización de GPCR solo 

revirtió parcialmente los efectos Mar1. 
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Figura 6. Un antagonista tipo D1 de alta afinidad inhibe los efectos de RvD1 y Mar1 sobre 

producción de TNF-α en MDM infectados con M. tuberculosis. Los MDM se infectaron con M. 

tuberculosis H37Rv (Mtb) a una MOI de 5 durante 1 h. Se eliminaron las bacterias no fagocitadas. 

El bromhidrato antagonista de tipo D1 de alta afinidad (SCH, 5 μM) se añadió 30 minutos antes de 
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la adición de RvD1 (100 nM) o Mar1 (150 nM). Las células se incubaron durante otras 24 h. a) Los 

sobrenadantes se recogieron y la producción de TNF-α se midió mediante ELISA. Se muestran las 

medias ± errores estándar, n= 6. * p <0.05 entre los pares de muestras indicados. Las células se 

fijaron y la proteína BPI se detectó mediante microscopía de fluorescencia. b) Imágenes 

representativas de contraste de fase y tinción de fluorescencia para las condiciones experimentales. 

anti-hBPI (verde) y anti-M de conejo. Se usaron anticuerpos contra la tuberculosis (rojo) y se 

contrastaron con los anticuerpos secundarios conjugados con Alexa Fluor apropiados. Se usó 

Hoechst (azul) para teñir los núcleos. c) Se tomaron imágenes de al menos 50 células para cada 

condición, y se calculó la intensidad de fluorescencia media de BPI por célula. Se representan las 

medianas con rangos intercuartiles, n= 6. * p <0.05 entre los pares de muestras indicados. 

 

6.-Producción de TNF-α, RvD1, Mar1, PGE2 y LTB4 por adición de DHA y ASA en 

MDM infectados con M. tuberculosis 
 

Se realizaron estudios piloto para detectar las concentraciones funcionales de DHA, el 

precursor de RvD1 y Mar1 y también de aspirina (ASA), un inductor de la síntesis de 

resolvinas, con base en la producción de TNF-α y pruebas de toxicidad celular, con o sin 

infección. El DHA regula la producción de TNF-α independientemente de la dosis, 

mientras que la aspirina (ASA), inductor de la producción de resolvinas también regula la 

producción de TNF-α pero de manera dosis-dependiente (Fig. 7). Además, se detectó la 

producción de RvD1, Mar1, PGE2 y LTB4 por adición de DHA y ASA (Fig. 8). 

 
 

Figura 7. Efectos de DHA y ASA sobre la producción de TNF-α. Los macrófagos se infectaron 

con M. tuberculosis H37Rv (Mtb) a una MOI de 5 durante 1 h. Se eliminaron las bacterias no 
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fagocitadas, se agregaron RvD1 (100 nM), Mar1 (150 nM), DHA (10 nM) y ASA (12.5, 25, 50 

ug/ml) y las células se incubaron. Después de 24 h, los sobrenadantes se recuperaron para la 

cuantificación de TNF-α (n= 4) por ELISA. 

 

 
Figura 8. Efectos de DHA y ASA en la producción de RvD1, Mar1, PGE2 y LTB4. Los 

macrófagos se infectaron o no con M. tuberculosis H37Rv (Mtb) a una MOI de 5 durante 1 h. Se 

eliminaron las bacterias no fagocitadas, se agregaron DHA (10 nM), o ASA (25 ug/ml) y las células 

se incubaron. Después de 24 h, los sobrenadantes se recuperaron para la cuantificación por kits de 

ELISA (n=6), se indican las medianas, cada símbolo pertenece a un sujeto.  

 

 

7.-Expresión génica de ciclooxigenasas, lipooxigenasas y péptidos antimicrobianos por 

adición de DHA y ASA en MDM infectados con M. tuberculosis 

Se evalúo la expresión génica de las lipooxigenasas (LOX) 5, 12, 15, y la ciclooxigenasa 2 

(COX2) encargadas de la producción de Mar1 y RvD1. No hubo incremento de las LOX en 

su expresión génica por adición de DHA o ASA.Y encontramos que COX2 tuvo una alta 

expresión génica en la infección, pero no disminuyo ante la adición de DHA o ASA (Fig. 

9). Por lo que evaluamos la expresión génica de BPI e LL37, para saber si tenían efecto 

sobre estos péptidos antimicrobianos (Fig. 10).  
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Figura 9. Efectos de DHA y ASA en la expresión génica de COX y LOX. Se usaron lisados 

celulares de macrófagos infectados o no infectados con M. tuberculosis H37Rv (Mtb) a una MOI de 

5 durante 1 h con DHA (10 nM), o ASA (25 ug/ml) para la cuantificación de la expresión génica de 

5, 12, 15-LOX o COX2 mediante PCR en tiempo real (qPCR). La expresión génica se normalizó a 

la abundancia relativa de ARN 18S. Se muestran los resultados individuales del cambio en relación 

con células no infectadas, utilizando el método de Ct comparativo. Las líneas indican las medianas. 

n= 4 o 6, *p <0.05. 
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Figura 10. Efectos de DHA y ASA en la expresión génica de BPI y LL37. Se usaron lisados 

celulares de macrófagos infectados o no infectados con M. tuberculosis H37Rv (Mtb) a una MOI de 

5 durante 1 h con DHA (10 nM), o ASA (25 ug/ml) para la cuantificación de la expresión génica de 

los péptidos antimicrobianos PBI y LL37 mediante PCR en tiempo real (qPCR). La expresión 

génica se normalizó a la abundancia relativa de ARN 18S. Se muestran los resultados individuales 

del cambio en relación con células no infectadas, utilizando el método de Ct comparativo. Las 

líneas indican las medianas. n= 6, *p <0.05. 
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Vías propuestas de acción de RvD1, Mar1, DHA y ASA 

 
Figura 11. Propuesta de la vía de señalización de RvD1. RvD1 se une a uno de sus receptores 

(GPR32), e inhibe la síntesis de eicosanoides, relacionados a la producción de mediadores lipídicos 

proinflamatorios, mientras que la señalización hacia Keap1, activa la translocación de Nrf2 e inhibe 

a NFkB, y de esta forma inhibir la síntesis de citocinas proinflamatorias como el TNF-α. NFkB: 

factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B activadas, Nrf2: factor 

relacionado a NF-E2, factor nuclear (derivado de eritroide 2) tipo 2, Keap1: proteínas de asociación 

1 de Kelch ECH. 
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Figura 12. Propuesta de la vía de señalización de Mar1. Mar1 se une a un receptor GPCR, y 

puede activar ERK/1/2, AKT, BPI, EGFR, así como el complejo Keap1, activando la translocación 

de Nrf2 e inhibir a NFkB, y de esta forma inhibir la síntesis de citocinas proinflamatorias como 

TNF- α. También es capaz de inhibir la síntesis de eicosanoides, y evitar la translocación nuclear de 

NFkB, evitando la producción de citocinas proinflamatorias como TNF-α. ERK: quinasa regulada 

por señales extracelulares, AKT: serina treonina quinasa, EGFR: receptor del factor de crecimiento 

epidérmico, Keap1: proteínas de asociación 1 de Kelch ECH, Nrf2: factor relacionado a NF-E2, 

factor nuclear (derivado de eritroide 2) tipo 2, GPR: receptor acoplado a proteínas G, NFkB: factor 

nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B activadas. 
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Figura 13. Propuesta de la vía de señalización de DHA y aspirina. Tanto el ácido 

docosahexaenoico (DHA), como la aspirina (ASA) se unen a sus receptores acoplados a proteínas G 

(GPCR). En un contexto no infeccioso (lado izquierdo) son capaces de sintetizar RvD1 y Mar1, 

inhibir la translocación de NFkB, así como producir péptidos antimicrobianos (BPI, LL37). Pero en 

un contexto de infección por M. tuberculosis (lado derecho), la micobacteria inhibe la producción 

de RvD1 y Mar1, así como producción de péptidos antimicrobianos y de esta forma evita su 

eliminación.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



31 

 

Discusión 
 

La respuesta inmune contra M. tuberculosis induce una respuesta bactericida y 

proinflamatoria importante para controlar la infección, pero al mismo tiempo, la respuesta 

inflamatoria inducida es responsable de la lesión tisular en la enfermedad. Por lo tanto, el 

tratamiento para la tuberculosis debe incluir la adición de terapias antiinflamatorias para 

prevenir el daño tisular asociado a la necrosis durante las infecciones del tracto respiratorio. 

En este trabajo, se evalúo la capacidad de los mediadores lipídicos pro-resolvedores (SPM) 

para mediar la regulación de la producción de TNF-α y las respuestas bactericidas en 

macrófagos infectados con M. tuberculosis, así como el efecto de uno de sus precursores, el 

ácido docosahexaenoico (DHA). Los SPM suelen estar implicados en la resolución de la 

inflamación aguda, se liberan a tiempos tempranos en el espacio extracelular y participan 

de manera activa en las infecciones por patógenos gramnegativos y el virus de la influenza. 

Sin embargo, se desconoce la implicación de estos mediadores en las infecciones crónicas. 

Primero demostramos que RvD1, RvD2, PDX, LXA4 y Mar1 redujeron la producción de 

TNF-α después de la estimulación con LPS en macrófagos humanos. Los resultados 

coincidieron con informes anteriores que describen el efecto protector de RvD1 sobre la 

producción de TNF-α inducida por LPS en modelos murinos (Wang et al., 2011). Sin 

embargo, la modulación de la producción de TNF-α por RvD2, PDX, LXA4 y Mar1 en 

macrófagos humanos no se había descrito antes. También observamos que RvD1, LXA4 y 

Mar1 redujeron significativamente la producción de TNF-α en macrófagos infectados con 

M. tuberculosis y exhibieron un efecto modulador similar al observado con la estimulación 

con LPS. Además, PDX y LXA4 indujeron un aumento significativo en la producción de 

PGE2 en macrófagos infectados con M. tuberculosis; la PGE2 es importante en la 

resolución de la inflamación (Loynes et al., 2018) y desempeña un papel en el control de la 

necrosis durante la infección por micobacterias (Chen et al., 2008). Por lo tanto, la adición 

de PDX o LXA4 durante la infección por micobacterias podría disminuir la necrosis a 

través de la inducción de PGE2. Sin embargo, se ha informado que en los macrófagos 

infectados con la cepa virulenta de M. tuberculosis, LXA4 actúa regulando negativamente 

la síntesis de PGE2, lo que contrasta con nuestra observación (Chen et al., 2008). Esta 

diferencia en los resultados podría estar asociado con el hecho de que PGE2 exhibe efectos 

antiinflamatorios y proinflamatorios dependiendo de la concentración y el momento del 
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cultivo (Osma‐Garcia et al., 2016; Tchetina et al., 2007) y la inducción de PGE2 durante la 

infección por M. tuberculosis no solo podría ser beneficiosa para el control de la necrosis, 

sino que también inducen una respuesta proinflamatoria. Además, la falta de regulación por 

RvD1, RvD2 y Mar1 ejercida sobre la producción de PGE2 y LXA4 sugiere mecanismos 

diferenciales de regulación de la inflamación por los mediadores lipídicos pro-resolvedores 

en macrófagos. A excepción de LXA4, no se ha identificado ningún papel de los otros 

mediadores lipídicos pro-resolvedores en la infección por M. tuberculosis. 

Encontramos, que la adición de RvD1 y Mar1 indujo una reducción significativa en el 

crecimiento intracelular de M. tuberculosis relacionado a una sobreexpresión significativa 

de los péptidos antimicrobianos LL37 y BPI en macrófagos tratados con RvD1 y solo un 

incremento en BPI en macrófagos tratados con Mar1. Se ha informado que las respuestas 

antimicrobianas son inducidas por SPM en modelos animales, por ejemplo, en modelos 

murinos de neumonía, el tratamiento con la resolvina RvE1 de la serie E o RvD1 activado 

por aspirina mejora el aclaramiento bacteriano al tiempo que disminuye los niveles 

pulmonares de citocinas proinflamatorias (Croasdell et al., 2016; Eickmeier et al., 2013). 

Sin embargo, los mecanismos antimicrobianos inducidos por estos lípidos están mal 

caracterizados y no se ha informado previamente de la inducción de LL37 y BPI por RvD1 

y Mar1 en macrófagos humanos. Hasta ahora, el mecanismo antimicrobiano inducido 

descrito para resolvinas es la producción de especies reactivas de oxígeno (ROS) (Spite et 

al., 2009); mientras tanto, se ha informado que la lipoxina activada por aspirina (ATL) 

induce la expresión de BPI en las células epiteliales (Canny et al., 2002). Este estudio es el 

primer informe en el que BPI y LL37 se asocian con la inducción de respuestas 

antimicrobianas por resolvinas y maresinas. Se ha descrito que BPI juega un papel en la 

modulación de las respuestas de TNF-α (Jahr et al., 1997), y nuestros resultados implican 

que la inducción de BPI por RvD1 y Mar1 puede ejercer efectos duales (antibacterianos y 

antiinflamatorios) durante las infecciones por M. tuberculosis. 

También nos preguntamos si la respuesta diferencial que observamos para RvD1 y Mar1 en 

la inducción del efecto antimicrobiano se extendía a la producción de otras citocinas, y 

encontramos que ambos SPM fueron capaces de inducir un perfil diferencial en la 

producción de citocinas. Mientras RvD1 indujo un aumento significativo en las cantidades 

de IL-6 y GM-CSF, Mar1 no indujo un aumento en la producción de ninguna de las 
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citocinas. Por lo tanto, planteamos la hipótesis de que la producción diferencial de citocinas 

y la activación diferencial de los mecanismos bactericidas inducidos por RvD1 y Mar1 

pueden explicarse por su capacidad diferencial para inducir la translocación nuclear de 

factores de transcripción proinflamatorios (NFκB p65) y antiinflamatorios (Nrf2). Aunque 

tanto RvD1 como Mar1 indujeron una translocación nuclear similar de NFκB p65, sólo 

Mar1 movilizó una proporción significativa de Nrf2 al núcleo. Dado que los activadores de 

Nrf2 reducen la acumulación de transcritos de IL-6 e IL-1 tanto en macrófagos de médula 

ósea murina como en una línea celular de macrófagos humanos (THP-1) (Kobayashi et al., 

2016), estos resultados sugieren que Mar1 activa la vía Nrf2 para reducir la producción de 

citocinas antiinflamatorias, como IL-6 y TNF-α. Además, se ha descrito que RvD1 inhibe 

la respuesta inflamatoria a través de diferentes mecanismos, como la inducción de la 

translocación nuclear de NFκB p65/p50, que desactiva las respuestas proinflamatorias 

dependientes de COX-2 (Gao et al.2017); reducción en la proporción de p-IκB / IkB, lo que 

revela que RvD1 podría inhibir la activación de NFκB (Zhao et al., 2016); e inducción de la 

secreción de IL-10, inactivación de GSK3 y activación de CREB para regular la 

inflamación en monocitos humanos estimulados con LPS (Gu et al., 2016). Estos 

mecanismos también se han informado para RvD2 y Mar1. PGE2 también participa en la 

regulación de la producción de TNF-α (Lehmmann et al., 1988), pero no observamos la 

inducción de PGE2 por RvD1 o Mar1. Además, investigamos si las respuestas 

dependientes de RvD1 y Mar1 estaban asociadas con la señalización de GPCR, y 

encontramos que la preincubación de macrófagos infectados con un antagonista similar a 

D1 (SCH) derogó el efecto regulador de RvD1 sobre la producción de TNF-α y la 

inducción de la sobreexpresión de BPI. Sin embargo, SCH solo alteró parcialmente las 

respuestas dependientes de Mar1, lo que sugiere que hay otras vías reguladoras ante la 

respuesta de Mar1.  

En general, el tratamiento con RvD1 y Mar1 indujo una inmunomodulación de macrófagos 

infectados con M. tuberculosis. Ambos SPM se metabolizan a partir del DHA, y se ha 

informado que tanto el DHA y el EPA se ven reducidos significativamente en el suero de 

pacientes con tuberculosis (Weiner et al., 2012), lo que sugiere que los pacientes con 

tuberculosis activa pueden tener niveles bajos de resolvinas.  
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Finalmente, investigamos si el DHA administrado exógenamente era capaz de producir un 

efecto similar al de RvD1 y Mar1, y empleamos a la aspirina como inductor farmacológico 

de ambos SPM, encontrando que la infección con M. tuberculosis interfiere en el 

metabolismo del DHA en el macrófago humano para la producción de estos mediadores 

lipídicos, y que la adición de aspirina no restaura su síntesis durante la infección con M. 

tuberculosis en macrófagos humanos, aunque tanto el DHA como la aspirina disminuyeron 

la producción de TNF-α inducida por Mtb, existen mecanismos diferenciales de regulación 

de la inflamación durante la infección. 
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Conclusiones 
 

RvD1 y Mar1 inducen mecanismos antiinflamatorios (regulación de TNF-α, PGE2 y otras 

citocinas), producción diferencial de efectores antimicrobianos (BPI y LL37) y control del 

crecimiento intracelular de M. tuberculosis por macrófagos humanos.  

 

M. tuberculosis impide la producción de RvD1 y Mar1 a partir del DHA o de aspirina. 

DHA y ASA no logran modificar la producción de TNF-α, PGE2 o LTB4 en los MDM 

infectados y tampoco incrementan la expresión de BPI y/o LL37.  

 

Estos resultados nos muestran otra vía de evasión de la micobacteria, y nos muestran el 

potencial terapéutico de RvD1 y Mar1 en la tuberculosis. 
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ANEXOS 
 

ANEXO 1. Artículo requisito para la obtención del grado 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

ANEXO 2. Porcentaje de viabilidad celular a las 24 horas de estimulación con 
distintas concentraciones de los mediadores lipídicos pro-resolvedores de la 
inflamación (SPM) 

Las células fueron estimuladas con LPS (200 ng/ml) o RvD1, RvD2, PDX y LXA4 a 1, 10, 

o 100 nM (0.1 nM, datos no mostrados), y MaR1 a 150, 300 o 600 nM (10 nM, datos no 

mostrados), a las 24 horas. El porcentaje de viabilidad se determinó utilizando un kit de 

detección (Cell Titer), n=8. Las concentraciones finales utilizadas en el estudio fueron de 

100 nM para RvD1, RvD2, PDX y LXA4, y de 150 nM para MaR1 (a). Para el ácido 

docosahexaenoico se utilizaron las concentraciones de 10, 20 y 250 nM, mientras que para 

la aspirina (ASA), se utilizaron las concentraciones de 12.5, 25, y 50 ug/mL (b). 

a) 

  

b) 

 

 

 

 

 



 

 

ANEXO 2 (continuación) 

También se evalúo que el etanol (EtOH), vehículo de los SPM no modificara las respuestas 

inmunitarias en las condiciones de cultivo utilizadas en este estudio. 

 

c) EtOH no modula la producción de TNF-α 
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d) EtOH no induce la muerte de M. tuberculosis 
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e) EtOH no induce la producción de citocinas 
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ANEXO 3. Estrategia del análisis de evaluación de la pureza de monocitos 

La pureza de la población de monocitos (CD14+) se evaluó mediante citometría de flujo. 

Se observó que el 97.38±1.26% de las células fue CD14+ y la viabilidad fue de 99.3 ±0.2% 

(media±ES). a) Primero fueron seleccionadas las células individuales (singlets) de acuerdo 

a su tamaño, b) después se seleccionaron las células individuales de acuerdo a su 

granularidad. c) Posteriormente se seleccionaron las células vivas utilizando una sonda de 

viabilidad (Fixable Viability Dye, eBioscience). d) Se separaron las células CD14 positivas 

(CD14+) de las negativas (utilizando un control de células sin tinción), e) y se separaron las 

células por el marcador CD3+ para linfocitos. 

 

 

 

a) 

b) 

c) 

d) 
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ANEXO 4. Análisis de translocación de NFkB 

Primero se realizó la selección de las células en mejor enfoque (a), después se eligieron las 

células individuales (b), y se eligió la región de las células 7AAD+/ NFkB+ (c). 

Posteriormente se realizó la selección de las células con alto valor de dilatación de similitud 

(células translocadas) (d). Se muestran las células de baja similitud (no translocadas) (e), y 

en (f) células con alta similitud (translocadas). El número en células dobles positivas indica 

el valor de dilatación de similitud. El porcentaje de células con translocación nuclear se 

determinó a partir de d. 

 

 

 



 

 

ANEXO 5. Inducción de BPI por microscopia de fluorescencia 

Las células se contornearon en la imagen de contraste de fase utilizando la herramienta 

Spline con el software Ideas (a). La región de interés se pegó en las imágenes de 

fluorescencia y se calculó automáticamente la intensidad media de fluorescencia por célula 

de cada canal. Canal 1: Núcleo (b), Canal 2: BPI (c), Canal 3: M. tuberculosis (d), Fusión 

de imágenes de fluorescencia (e). 
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