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ABREVIATURAS 

 

DM2=Diabetes mellitus tipo 2 

ADA=Asociación Americana de Diabetes 

OMS=Organización Mundial de la Salud 

GPA=Glicemia plasmática en ayunas 

HbA1c=Hemoglobina glicosilada 

MN=Monocitos 

VIH=Virus de Inmunodeficiencia Humana 

UFC=Unidades formadoras de colonia 

M. tuberculosis=Mycobacterium tuberculosis 

LL-37=Catelicidina LL-37 

PCR=Reacción en Cadena de la Polimerasa 

pb=Pares de bases 

MPM=Marcador de peso molecular 

DNA=Ácido Desoxiribonucléico 

RNA=Ácido Ribonucléico 

dNTP´s=Desoxinucleótidos trifosfatados 

MDM=Macrófagos derivados de monocitos 

NOS2=Oxido nítrico sintetasa 2 

NaNO2=Nitrito de sodio 

CMSP=Células mononucleares de sangre periférica. 
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RESUMEN. 

Introducción. La diabetes mellitus es un desorden metabólico multifactorial caracterizado 

por hiperglucemia crónica. En México esta enfermedad afecta al 11% de la población 

adulta y ocupa el primer lugar en número de defunciones anuales. 

Se ha demostrado que la deficiencia en vitamina D predispone a los individuos a desarrollar 

diabetes mellitus tipo 2 (DM2), haciéndolos más susceptibles a la tuberculosis. Existen 

evidencias de que la forma activa de la vitamina D tiene efectos sobre la inmunidad innata 

al reducir el crecimiento de las micobacterias en los monocitos (MN) y macrófagos 

infectados, mediante la producción de la catelicidina LL-37 involucrada en la muerte de M. 

tuberculosis. 

Objetivo. Estudiar el efecto de la forma activa de la vitamina D (1,25(OH)2D3) sobre la 

producción de LL-37, óxido nítrico y el control del crecimiento intracelular de M. 

tuberculosis en monocitos de pacientes con diabetes mellitus tipo 2. 

Metodología. Se analizaron MN de 15 pacientes con DM2 y 13 sujetos sanos, los MN se 

estimularon con diferentes concentraciones de 1,25(OH)2D3 y se analizó la expresión y la 

cinética de expresión de LL-37 por PCR en tiempo real, inducida por la 1,25(OH)2D3. El 

control de crecimiento intracelular de M. tuberculosis cepa H37Ra en ausencia o presencia 

de 1,25(OH)2D3 se realizó a D0, D1, D3 post-infección mediante la determinación de las 

unidades formadoras de colonias en MN de pacientes con DM2 y sujetos sanos. La 

inducción de especies reactivas como el óxido nítrico se evaluó por medio de la formación 

de nitrito de sodio en los sobrenadantes de los cultivos celulares. 

Resultados. La estimulación de los MN con la 1,25(OH)2D3 mostró que la expresión de 

LL-37 es dosis-dependiente, observándose un aumento en la expresión de LL-37 en los MN 

de los pacientes. La expresión de LL-37 se inicia a las 4 horas y se incrementa a las 18 y 

teniendo su expresión máxima a las 24h. El control de crecimiento intracelular de M. 

tuberculosis cepa H37Ra por MN de los pacientes con DM2 se incrementó 

significativamente en presencia de la 1,25(OH)2D3 a los días 1 y 3, y esto puede estar 

relacionado con el aumento en la producción de LL-37. 

Conclusiones. La 1,25(OH)2D3, favorece significativamente la control de crecimiento 

intracelular micobacteriano en los MN de los pacientes con DM2 y esto puede estar 

relacionado con el aumento en la producción de LL-37. 
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1. INTRODUCCIÓN. 

 

La diabetes mellitus es una enfermedad metabólica crónica caracterizada por un aumento 

en la concentración de la glucosa sanguínea (hiperglucemia) y por alteraciones en el 

metabolismo de los carbohidratos, lípidos y proteínas, que es consecuencia de trastornos en 

la secreción y/o en la acción de la insulina (1). 

Los criterios para el diagnóstico de la enfermedad se basan en síntomas clínicos 

como son excreción excesiva de orina, sed, hambre constante, pérdida de peso y cansancio, 

que pueden aparecer de forma súbita (2), esta sintomatología es apoyada por análisis de 

laboratorio donde la determinación de los niveles mayores a 126 mg/dl de glucosa 

plasmática en ayuno de 8 horas (3), y mayores de 6% de la hemoglobina glicosilada 

(HbA1c) se asocian con la diabetes (4). 

 

1.1. Diabetes mellitus tipo 2. 

 

La prevalencia de la diabetes mellitus aumenta anualmente en todo el mundo y en la 

actualidad afecta a más de 285 millones de personas y se espera que alcance los 438 

millones en 2030 (5). 

La diabetes mellitus tipo 2 (DM2) es el tipo de diabetes más frecuente afectando al 

90-95% de los pacientes diabéticos y se asocia con la obesidad (6). 

La DM2 se caracteriza por un complejo mecanismo fisiopatológico, cuyo rasgo 

principal es la pérdida relativa de producción y/o resistencia a la insulina, esto quiere decir 

que los receptores de insulina que son los que facilitan la entrada de la glucosa a la célula 

están dañados por factores que interfieren su acción fisiológica (7). 

Los pacientes con DM2 no dependen de la administración de insulina exógena, pero 

podrían necesitarla para controlar la hiperglucemia, si no lo consiguen con una dieta, 

ejercicio y agentes hipoglucemiantes orales (5). 

Con frecuencia el diagnóstico se hace a partir de los 40 años, ya que la enfermedad 

puede pasar desapercibida durante muchos años y el diagnóstico se establece cuando 

empiezan a aparecer las complicaciones (2), aunque podría darse antes, especialmente en 

poblaciones con una alta prevalencia de DM2 (5). Hace poco tiempo, este tipo de diabetes 

http://es.wikipedia.org/wiki/Receptor_de_insulina
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sólo se observaba en adultos, sin embargo, en la actualidad también se están presentando 

casos en niños entre 10-14 años (8) quizá como resultado de los hábitos alimenticios y 

sedentarismo (2). 

El aumento de la prevalencia de la DM2 va asociado a diferentes factores como son 

los antecedentes familiares, el envejecimiento de la población, la dieta y la disminución de 

la actividad física (2). 

 

1.2. Complicaciones de la diabetes. 

 

La DM2 es la primera causa de ceguera y causa el 35% de casos nuevos de 

insuficiencia renal crónica (5). 

En el sistema inmune la enfermedad produce inmunosupresión y susceptibilidad a 

las infecciones; por otro lado, es la sexta causa de enfermedad periodontal con periodontitis 

y gingivitis con pérdida de dientes (9), de la misma forma puede producir disminución de la 

movilidad de las articulaciones y provocar el 50% de amputaciones no traumáticas de los 

miembros inferiores (6). 

La DM2 puede ocasionar complicaciones agudas como; la hipoglicemia y el 

Síndrome hiperglicemico hiperosmolar no cetosico (10). El 80% de los pacientes DM tiene 

de dos a cuatro veces más riesgo de muerte por complicaciones crónicas como: las 

macrovasculares (Enfermedad Cardiovascular Coronaria como Infarto al miocardio siendo 

la principal causa de mortalidad de los diabéticos, el Evento Vascular cerebral y la 

Enfermedad vascular arterial periférica) o microvasculares (Nefropatía, la Retinopatía y la 

Neuropatía) (5). 

 

1.3. La diabetes mellitus en México. 

 

En el 2010 el número de defunciones asociadas a DM fue del 14% (72, 449), donde 

el 52.2% ocurrieron en mujeres y el 47.8% en hombres (11). De acuerdo a los datos de la 

Secretaría de Salud del 17 de marzo de 2011, esta enfermedad ocupa el primer lugar en 

número de defunciones por año en adultos (11-12). 
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La Federación Mexicana de Diabetes en el 2010 presentó estadísticas alarmantes, 

donde se estima que entre 6.5 - 10 millones (11%) de mexicanos en edad adulta tiene DM, 

y se ha considerado que 2 millones de personas aún no han sido diagnosticadas (13). 

La Federación Internacional de Diabetes ha reportado que México ocupa el décimo 

lugar de diabetes en el mundo y se estima que para el 2030 ocupará el séptimo lugar (5). 

 

1.4. Diabetes mellitus tipo 2 y la inmunidad innata. 

 

Estudios en modelos de diabetes en ratones y ratas diabéticas no obesos han mostrado que 

existe la producción de altos niveles del factor de necrosis tumoral alfa (TNF-α), 

interleucina 6 (IL-6) (14), receptor de IL-6 (IL-6R) y la proteína C-reactiva causando un 

proceso inflamatorio crónico (15). 

En la membrana celular existen receptores denominados TLRs (Toll-like receptors), 

que juegan un papel importante en la destrucción de los microorganismos ya que reconocen 

los patrones moleculares asociados a patógenos (PAMPs) y están asociados al desarrollo de 

una respuesta inflamatoria. Dentro de estos receptores se encuentran TLR2 y TLR4, los 

resultados son contradictorios, debido a que en una investigación realizada en los MN de 

los pacientes con DM2 se ha demostrado un aumento basal que se incrementa después de la 

estimulación con su ligando especifico (Pam3CSK4, lipopolisacárido respectivamente) y es 

asociado con el aumento en la producción de citocinas pro-inflamatorias como: IL-1β, IL-6, 

IL-8, IFN-γ, TNF-α, lo que sugiere que la hiperglucemia contribuye a un estado 

inflamatorio durante la enfermedad (16). Mientras que en otro estudio, se ha demostrado 

que no hay diferencia en los niveles de expresión basal de TLR2, TLR4 y citocinas pro-

inflamatorias entre los MN de pacientes con DM2 y sujetos sanos, sin embargo, después de 

la estimulación con ligandos específicos de los receptores en los pacientes su expresión esta 

disminuida al igual que la expresión de IL-1β y TNF-α (17). Estos resultados muestran que 

la funcionalidad de los MN de pacientes con diabetes está alterada por el estado de 

hiperglucemia, lo que podría contribuir a la deficiencia en la respuesta inmune durante la 

enfermedad. 

Además, estudios en pacientes con DM demuestran que hay defectos en la 

inmunidad innata tales como: la disminución de la fagocitosis (17), opsonización y 
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actividad bactericida de los MN y macrófagos, asociado con la hiperglucemia donde la 

glucosa se une a C3b e inhibe la opsonización, también se ha observado que existe una 

disminución de C3b en pacientes con DM (14, 18). 

En un modelo in vitro (19) y en pacientes (20) con diabetes se demostró que la 

hiperglucemia reduce la capacidad de unión de la fracción Fc de la IgG, y la fijación del 

complemento, lo que pone en evidencia los cambios producidos durante la enfermedad que 

afecta directamente en la inmunidad innata. 

Sugiriendo el papel de la hiperglucemia en la alteración de la respuesta inmune 

causante del incremento de la susceptibilidad a infecciones extracelulares por bacterias 

gram positivas (Streptococcus pneumoniae, Staphylococcus aureus, Streptococo pyogenes 

β-hemolítico, Clostridium spp), gram negativas (Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas 

aeruginosa, Proteus mirabilis, Haemoplilus influenzae, Escherichia coli), hongos (Candida 

spp) y por el virus de la influenza (21). 

 

1.5. Diabetes mellitus tipo 2 e infecciones. 

 

Se ha observado que en los pacientes diabéticos con hiperglucemia y niveles >7% de 

hemoglobina glicosilada (HbA1c) se aumenta el riesgo de infecciones debido a las 

alteraciones en los mecanismos de defensa de las células como: menor capacidad de 

quimiotaxis, fagocitosis, niveles bajos de inmunoglobulinas (IgG e IgA) y del complemento 

(22). En pacientes con DM con niveles de 350-450mg/dl de glucosa alteran la actividad 

bactericida asociada a la producción de óxido nítrico lo que puede estar asociado a la 

susceptibilidad a las infecciones causadas por diversos patógenos tales como virus, hongos 

y bacterias (23). 

Los pacientes con DM tienen una probabilidad tres veces mayor de infectarse con 

Mycobacterium tuberculosis, desarrollar la tuberculosis y de fallecer por esta enfermedad 

(14, 24-25). M. tuberculosis es un bacilo intracelular con una pared gruesa con alto 

contenido de lípidos, ácido-alcohol-resistente, aerobia y gram positiva. 

En su informe el Dr. Martín Castellanos Joya, Director de Micobacteriosis del 

Programa de Prevención y Control de Tuberculosis del Centro Nacional de Vigilancia 
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Epidemiológica y Control de Enfermedades (CENAVECE), señaló que el 20% (4,016) de 

pacientes con tuberculosis tienen diabetes (26). 

 

1.5.1. Mecanismos bactericidas de los monocitos-macrófagos. 

 

Los MN son generados en la medula ósea y del torrente sanguíneo migran a 

diferentes sitios donde se diferencian a macrófagos locales. Una función importante de los 

MN y macrófagos es la de fagocitar a diferentes microorganismos, restos celulares o 

partículas. Este proceso es mediado por diferentes receptores como son los receptores del 

complemento (CR1,CR3 y CR4), receptores Fc de inmunoglobulina G (FcγRs), receptores 

para manosas, receptor para glúcidos y receptores scavenger (27). 

Además estas células producen sustancias bactericidas involucradas en la 

eliminación de los patógenos como son la lisozima y óxido nítrico, este último sintetizado 

por la enzima oxido nítrico sintasa inducible (iNOS), cuya importancia en el control 

inmunológico se ha demostrando en ratones infectados con M. tuberculosis (28-30). 

En la tuberculosis los MN y los macrófagos juegan un papel muy importante ya que 

son los encargados de fagocitar a las micobacterias. Los macrófagos alveolares, constituyen 

la primera línea de defensa en el sitio de infección; después de la fagocitosis regulan la 

respuesta inmune durante la infección a través de la producción de citocinas (TNF-α, IL-6, 

IL-1β, IL-8, IL-12), proteasas (serina-proteasas, cisteína-proteasas, metalo-proteasas y 

aspartato-proteasas) y factores del complemento que junto con los anticuerpos producidos 

por los linfocitos B que pueden favorecer la opsonización para luego ser reconocidos por 

los receptores del macrófago. 

Además de participar en la inmunidad innata una de las funciones importantes de 

los macrófagos es presentar antígenos y por lo tanto ser parte del inicio de la inmunidad 

adquirida. 

Por otro lado actúan como células efectoras y reguladoras, produciendo citocinas 

pro-inflamatorias (TNF-α, IL-1, IL-6 e IL-12) y anti-inflamatorias (IL-6, IL-10, TGF-β), y 

quimiocinas (CXC (IL-8, GRO-α, GRO-β, GRO-γ, ENA-78, GCP-2), y CC (MCP-1, MIP-

1α, RANTES), C y CX3C) presentando antígenos, activando y estimulando la 

diferenciación de linfocitos T (28). 

http://es.wikipedia.org/wiki/Fagocitar
http://es.wikipedia.org/wiki/Microorganismo
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En macrófagos humanos la activación de TLR2/1 en presencia de vitamina D 

induce la expresión del receptor de la vitamina D (VDR), la 1α-hidroxilasa mitocondrial 

(CYP27B1), lo que conduce a la inducción del péptido antimicrobiano catelicidina LL-37 

asociado con el control del crecimiento intracelular de Mycobacterium tuberculosis. 

Además se ha demostrado que las poblaciones afro-americanas son más susceptibles a la 

tuberculosis por los bajos niveles de vitamina D en suero y por lo tanto hay menor 

expresión de catelicidina (31). Lo que apoya la relación entre los TLR y la inmunidad 

innata mediada por la vitamina D. 

 

1.6. La vitamina D. 

 

La vitamina D es liposoluble derivada de esteroles; la exposición solar es la 

principal fuente de vitamina D en el organismo ya que se puede sintetizar hasta el 90% 

(32). La conversión fotoquímica inducida de 7-dehidrocolesterol (33) lo transforma en 

previtamina D3 en la piel, por exposición a los rayos ultravioleta en un proceso dependiente 

de la temperatura (34-35). Sólo el 10% de la vitamina D se obtiene de la dieta, ya que son 

pocos los alimentos que la contienen de forma natural, por ejemplo los pescados grasos 

como el salmón, atún, sardinas, el aceite de hígado de bacalao, otros como las ostras, el 

hígado, la mantequilla, leche, la yema de huevo y los vegetales verdes (36-37). 

Cualquiera que sea la fuente de la vitamina D, debe ser hidroxilada dos veces para 

producir la forma biológicamente activa de la vitamina D (1,25 (OH)2 D3), con una vida 

media de 6 a 10 horas en circulación (38). 

 

1.6.1. Funciones y deficiencias de la vitamina D. 

 

La ingesta de la vitamina D es importante para el organismo ya que aumenta la absorción 

intestinal de calcio y fósforo ingerido y mejora la reabsorción de calcio por el riñón, dando 

lugar al aumento de estos minerales en el plasma (34). 

Las principales acciones biológicas de esta vitamina incluyen el suministro de 

fósforo y calcio, necesario para la contracción muscular y la regulación de la remodelación 
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ósea (34) además se ha demostrado que juega un papel importante en la respuesta inmune 

innata y adquirida (39). 

La deficiencia de vitamina D puede causar raquitismo caracterizada por la 

deformación ósea durante el desarrollo, mientras que en adultos, puede causar osteomalacia 

que es el reblandecimiento de los huesos y el metabolismo muscular alterado debido al 

deterioro en el balance de calcio (38). 

Diferentes estudios han demostrado que la deficiencia de vitamina D es un riesgo 

para la intolerancia a la glucosa, ya que se han encontrado concentraciones bajas ( menores 

de 20ng/ml (50nmol/l) de vitamina D en suero de pacientes con DM2 y se ha observado 

mayor prevalencia en las mujeres con DM2 por lo que estos pacientes corren un mayor 

riesgo de resistencia a la insulina, disminuyendo la producción de insulina y una asociación 

con el síndrome metabólico (37, 40-41), lo que sugiere que la vitamina D puede 

desempeñar un papel importante en la patogénesis de la DM2, ya que afecta la sensibilidad 

a la insulina o la función de las células β pancreáticas. 

 

1.6.2. Biosíntesis de la vitamina D en monocitos. 

 

La vitamina D se encuentra en el suero en su forma inactiva (25(OH) D3), la cual, es 

transportada por una proteína de unión a vitamina D (DBP) a los MN/macrófagos y entra a 

la célula. 

En la superficie de los monocitos se encuentran los receptores tipo Toll (TLRs) que 

sirven de sensores de patógenos a través del reconocimiento de los patrones de moléculas 

asociado a patógenos (PAMPs) como es el caso de TLR2 en la infección con M. 

tuberculosis. 

La activación de estos receptores promueve la activación del factor de transcripción 

NF-κβ que induce la expresión de los genes dentro de los que se encuentra el que codifica a 

la enzima 1α-hidroxilasa mitocondrial (CYP27B1) quien hidroxila la 25(OH) D3 en el 

carbono 1 convirtiéndola en su forma activa (1,25(OH)2 D3), y además estimula la síntesis 

del receptor de vitamina D (VDR) (42). 

La vitamina D activa interacciona con el VDR citoplasmático y con el receptor de 

retinoides (RXR), este complejo se trasloca al núcleo donde se unen a secuencias de DNA, 
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llamadas elementos de respuesta a vitamina D (VDRE), en las regiones promotoras de los 

genes que regulan la expresión de moléculas involucrados en la respuesta inmune innata 

como: la proteína de cubierta que contiene aspartato y triptófano (TACO), oxido nítrico 

sintasa inducible (iNOS), aumenta los receptores involucrados en la fagocitosis (TLRs, Fc 

de IgG (FcγRI, RII RIII), receptores del complemento (CR3) y la expresión de péptidos 

antimicrobianos como: β-defensinas y LL-37, los cuales, participan en la eliminación 

intracelular de la micobacteria (31, 35, 39, 43-44). 

El complejo formado por la 1,25(OH)2 D3-VDR-RXR también promueve la síntesis 

de la enzima 24-hidroxilasa (CYP24A1) que autorregula la producción de la forma activa 

de la vitamina D, normalizando los niveles de la 1,25(OH)2 D3 a través de una 

hidroxilación en el carbono 24 formando la 24-dihidroxivitmina D (24(OH) D3), y cuya 

acción inmunológica aún no ha sido descrita (39, 43-44). (Figura 1) 

Diferentes estudios han confirmado la capacidad de la 1,25(OH)2 D3 para inducir la 

expresión del péptido antimicrobiano catelicidina LL-37 en líneas celulares mieloides (45) , 

células epiteliales (46) y queratinocitos (47). 

La deficiencia de la vitamina D y la susceptibilidad a la tuberculosis se han 

estudiado por más de 20 años demostrando que bajos niveles de la vitamina predisponen a 

las personas a las infecciones (48-51) y al desarrollo DM2 en un estudio longitudinal en 

mujeres se observo que al aumentar la concentración de vitamina D por suplemento de esta 

en la dieta disminuye el riesgo de desarrollar DM2 (52) de igual forma en un estudio 

realizado en adultos australianos se demostró que el aumento en las concentraciones de 

vitamina D en suero se asocia con un menor riesgo de desarrollar DM2 (53). 

Lo que apoya el efecto protector de la vitamina D y es de gran interés estudiar la 

estimulación de la inmunidad innata incrementando la capacidad de los MN para destruir a 

la micobacteria por la producción de péptidos antimicrobianos como son las catelicidinas 

LL-37 inducidos por la vitamina D. 
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Figura 1. Activación de los monocitos por la vitamina D. La vitamina D activa es 

dependiente de la activación de los receptores tipo Toll (TLRs) para la inducción de la 

expresión de LL-37. Este modelo propone que la interacción de M. tuberculosis con TLR2, 

inicia una vía de señalización que activa el factor de transcripción NF-κβ que induce la 

expresión del gene del receptor de vitamina D (VDR) y la 1α-hidroxilasa mitocondrial 

(CYP27B1). Esto conduce a la hidroxilación de 25-hidroxivitamina D3 (25OHD3), que ha 

sido transportada desde la circulación en un complejo con la proteína de unión a vitamina D 

(DBP) y una vez activada la 1,25-dihidroxivitamina D (1,25D3) se une al VDR y al receptor 

de retinoides (RXR), que entran al núcleo donde se unen a los elementos de respuesta a 

vitamina D (VDRE), en las regiones promotoras, el gen de la catelicidina LL-37 es activado 

y la proteína sintetizada, se dirige al fagosoma que contiene M. tuberculosis donde se une a 

la pared lipídica haciendo poros y provocándole la muerte. También se induce la expresión 

de la enzima 24-hidroxilasa (CYP24A1) que regula los niveles de la 1,25D3 en el 

citoplasma de la célula. 
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1.6.3. La vitamina D y la inmunidad innata. 

 

La primera línea de defensa frente a los agentes infecciosos, es la respuesta inmune innata, 

pues reconoce rápidamente a los patógenos y desarrolla una respuesta antimicrobiana. 

En los últimos años, se ha demostrado que el sistema inmune responde a los niveles 

circulantes de 25(OH) D3, siendo la forma biológicamente inactiva que se encuentra 

principalmente en la circulación con una vida media de 19 días (43). Liu y sus colegas 

encontraron que la señalización a través de TLR1/2 estimulados con lipopolisacárido (LPS) 

induce la expresión de CYP27B1 y el VDR en macrófagos humanos (31, 35). 

Diferentes estudios han mostrado que la vitamina D no tiene ninguna acción 

antimicrobiana directa sobre la micobacteria (50-51), pero su metabolito activo modula la 

respuesta inmune innata contra Mycobacterium tuberculosis al inducir la producción de  

péptidos antimicrobianos como β-defensinas (54), LL-37 y la expresión de la iNOS que es 

la enzima involucrada en la producción de óxido nítrico (39, 43). 

Estudios in vitro en MN de sujetos sanos (50-51) y la línea de monocitos humanos 

(THP-1) (55) infectadas con M. tuberculosis han puesto en evidencia que la vitamina D 

tiene un papel importante en la actividad antimicobacteriana, ya que el tratamiento con la 

vitamina D (1,25(OH)2D3-forma activa) reduce las unidades formadoras de colonias 

asociado con el aumento en la expresión y producción del péptido antimicrobiano LL-37. 

En estos estudios se demostró que el tratamiento con la vitamina D causa un aumento en la 

expresión del RNA mensajero y producción LL-37 determinada por citometría de flujo. 

Además su efecto antimicobacteriano fue corroborado con RNA de interferencia y por la 

adición de diferentes concentraciones del péptido antimicrobiano LL-37 (39, 43, 54-55). 

Además se ha detectado al receptor citoplasmático de vitamina D (VDR) en 

neutrófilos, macrófagos y células dendríticas (39) y la expresión de LL-37 en líneas 

celulares mieloides (45), células epiteliales (46) y queratinocitos (47) tratadas con 

1,25(OH)2 D3. 

Se conocen múltiples acciones de la vitamina D, sobre la inmunidad innata tales 

como: a) la producción de péptidos antimicrobianos como defensinas y catelicidina en MN, 

neutrófilos, células NK y células epiteliales (31, 39, 43), b) inducir la diferenciación de los 
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MN en macrófagos y c) la óxido nítrico sintasa involucrada en la producción de óxido 

nítrico (55). 

 

1.7.Catelicidina LL-37. 

 

Las catelicidinas son una familia de péptidos antimicrobianos que se expresan en 

leucocitos, MN (50), macrófagos (51), células epiteliales de mamíferos y otros vertebrados 

(56) jugando un papel importante en la inmunidad innata. 

La catelicidina humana LL-37 originalmente fue caracterizada en neutrófilos y 

proviene de una molécula precursora de 18kDa llamada hCAP-18 (human catelicidin 

antimicrobial peptides 18kDa) que es procesada por la serina-proteasas generando el 

péptido activo C-terminal llamado LL-37 por tener 2 leucinas y 35 aminoácidos de longitud 

(57-59). (Figura 2) (60). 

La LL-37 existe constitutivamente en los gránulos de los neutrófilos y es secretada 

por células epiteliales, MN, linfocitos T y células cebadas cuando los TLRs reconocen a 

PAMPs (54, 61). 

En diferentes estudios se ha demostrado que los MN tratados con vitamina D 

25(OH)2 D3 inducen la expresión del gen LL-37 (35, 39, 43-44). Evidenciando que la 

vitamina D contribuye con la protección contra la tuberculosis mediante la inducción de 

LL-37. Ya que se ha demostrado que existe una correlación entre la producción de LL-37 y 

el efecto inhibitorio sobre el crecimiento de M. tuberculosis. El mecanismo de acción de 

LL-37 es la de unirse a la pared lipídica de la micobacteria causando la formación de poros 

y finalmente la muerte (42, 50-51, 62). 
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Figura 2. Secuencia y estructura de la catelicidina LL-37. (Fuente: PDB- Protein data 

bank). 

 

1.7.1. Función antimicrobiana de la catelicidina LL-37. 

 

La principal función de la catelicidina LL-37 es la de ser un bactericida de amplio espectro 

que inhibe el crecimiento de bacterias gram positivas y negativas, hongos, parásitos y 

algunos virus (63). 

El efecto antimicrobiano de la catelicidina LL-37, es la de actuar sobre la membrana 

de los patógenos formando poros que llevan a la lisis del microorganismo. La LL-37 llega a 

la membrana externa en forma de oligómeros de diferentes tamaños, que se disocian en 

monómeros y recubren la membrana e interactúan con los fosfolípidos con carga negativa 

causando la formación de poros en la membrana lo que conlleva a la muerte del 

microorganismo (59, 61). (Figura 3) 

Se ha demostrado la expresión de LL-37, en células como neutrófilos, células 

asesinas naturales, MN, macrófagos alveolares, macrófagos derivados de monocitos y en 

células A549 infectadas con M. bovis (64) o M. tuberculosis (55) sugiriendo un papel 

importante de LL-37 en la respuesta contra M. tuberculosis. 

En la década de los ochentas se hicieron una serie de experimentos in vitro 

analizando el papel de la vitamina D y su efecto sobre la actividad antimicobacteriana de 

los MN, basándose en observaciones como fueron la exposición solar y el consumo de 

aceite de hígado de bacalao como tratamiento contra la tuberculosis (48-51). 
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Estudios de Liu y col. (31) indican que tras una infección por M. tuberculosis y la 

activación del TLR2/1, los MN y macrófagos (62) sintetizan simultáneamente VDR, y 

CYP27B1, la enzima que hidroxila la 25(OH) D3 convirtiéndola en su forma 

biológicamente activa (1,25(OH)2 D3) y promueve la expresión del gen del LL-37, que se 

sintetiza y migra a los fagosomas que contienen a M. tuberculosis causando su muerte. 

Además, la eficacia de LL-37 aumenta al incubar las células con Vitamina D (58, 65). 

Por todo lo anterior, es de gran interés estudiar el efecto de la vitamina D sobre la 

capacidad bactericida de los MN de los pacientes con DM2 quienes son más susceptibles a 

las infecciones por M. tuberculosis, pues esto aún no ha sido explorado. 

 

 

Figura 3. Efecto antimicrobiano de la catelicidina LL-37. La catelicidina LL-37 se une a 

los fosfolípidos con carga negativa de la membrana bacteriana, cubriendo su superficie, 

causando la formación de poros, y finalmente se lleva a cabo la lisis celular por choque 

osmótico. 
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2. JUSTIFICACIÓN. 

 

La diabetes mellitus es un problema de salud pública en México ya que cerca de 6.5-10 

millones de mexicanos adultos tienen diabetes mellitus tipo 2 y 2 millones aún no han sido 

diagnosticados. 

Existen reportes que han demostrado que los niveles bajos de vitamina D 

predispone al desarrollo de diabetes mellitus tipo 2, por otra parte, se ha encontrado que son 

pacientes con más susceptibilidad a la infección con M. tuberculosis mostrando que tienen 

de 1.8 a 8 veces mayor riesgo de desarrollar tuberculosis. 

En México el 20% de los pacientes con tuberculosis tienen diabetes, sin embargo, 

poco se sabe sobre la alteración de la respuesta inmune en estos pacientes. 

La vitamina D juega un papel importante al reducir el crecimiento de M. 

tuberculosis en MN de sujetos sanos, mediante la inducción de péptidos antimicrobianos 

como la catelicidina LL-37. Sin embargo, se desconoce el efecto de la vitamina D en el 

control intracelular de M. tuberculosis en MN de pacientes con diabetes mellitus tipo 2. 
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3. HIPÓTESIS 

 

La administración in vitro de la vitamina D induce la producción del péptido 

antimicrobiano LL-37 favoreciendo el control del crecimiento intracelular de M. 

tuberculosis en los MN de pacientes con diabetes mellitus tipo 2. 
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4. OBJETIVOS. 

 

Objetivo general 

 

Estudiar el efecto de la forma activa de la vitamina D (1,25(OH)2 D3) sobre la producción 

de LL-37, óxido nítrico y el control de crecimiento intracelular de M. tuberculosis en 

monocitos de pacientes con diabetes mellitus tipo 2. 

 

 

Objetivos específicos 

 

1) Evaluar el efecto de la forma activa de la vitamina D (1,25(OH)2 D3) sobre la 

expresión del gen LL-37 en los monocitos de pacientes con DM2 y sujetos sanos 

por la técnica del PCR. 

 

2) Estudiar el efecto de (1,25(OH)2 D3) sobre el control de crecimiento intracelular de 

M. tuberculosis en monocitos infectados de pacientes con DM2 y sujetos sanos por 

la técnica de la cuenta de unidades formadoras de colonias. 

 

3) Evaluar el efecto de (1,25(OH)2 D3) sobre la producción de oxido nítrico en cultivos 

de MN infectados con M. tuberculosis. 

 

 



19 

 

5. MATERIALES Y MÉTODOS. 

 

Este protocolo fue revisado y aprobado por el Comité de Ciencia y Bioética del Instituto 

Nacional de Enfermedades Respiratorias “Ismael Cosio Villegas”. 

 

Se estudiaron pacientes con diagnóstico de diabetes mellitus tipo 2 y sujetos sanos que 

fueron reclutados en la Clínica del Síndrome Metabólico del Instituto Nacional de 

Enfermedades Respiratorias. Todos los participantes expresaron su concentimiento 

voluntario de forma escrita. 

 

5.1. Grupos de estudio 

 

Pacientes con diabetes mellitus tipo 2 (DM2): Se incluyeron 15 pacientes con el 

dignóstico DM2. Sin evidencias clínicas de tuberculosis, ni proceso infeccioso aparente o 

enfermedad inflamatoria crónica y serología negativa de VIH. 

 

Sujetos sanos (Sanos): Se incluyeron 13 sujetos clínicamente sanos y serología negativa 

de VIH. 

 

5.2. Criterios de inclusión 

A todos los participantes en este estudio se les explicó en forma clara los objetivos del 

estudio, se les solicitó su participación voluntaria por escrito, y firmaron la carta de 

consentimiento y fueron seleccionados de acuerdo a los siguientes criterios de inclusión. 

 

Pacientes con diabetes mellitus tipo 2 (DM2). 

Se incluyeron hombres y mujeres con rango de edad de 18-65 años con el diagnóstico de 

DM2 según los criterios de la ADA (Asociación Americana de Diabetes) con síntomas 

como excreción excesiva de orina, sed y pérdida de peso. Con glucosa plasmática en ayuno 

(mínimo 8 horas) igual o mayor a 126mg/dl y con hemoglobina glicosilada (HbA1c) mayor 

a 6%. 
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Un parámetro importante de inclusión fue no presentar algún proceso infeccioso aparente o 

enfermedad inflamatoria crónica. 

 

Voluntarios sanos. 

Se incluyeron hombres y mujeres sanos con rango de edad de 18-65 años. Con HbA1c 

menor a 6% y glucosa sanguínea menor de 100mg/dl y con serología negativa para el VIH. 

 

Criterios de exclusión. 

Los pacientes con DM2 con enfermedad inflamatoria o infecciosa asociada aparente, y 

además presentar complicaciones avanzadas. También se excluyeron voluntarios (DM2 y 

sanos) con serología positiva para el VIH, femeninos con embarazo, o bien, que no 

proporcionaron su consentimiento firmado. 

 

5.3. Toma de muestra de sangre periférica. 

Se tomó una muestra de sangre venosa, desinfectando previamente el área con un algodón 

humedecido con alcohol y se introdujo la aguja del equipo alado con Safety-Lok 

(Vacutainer). Se tomaron 5 ml de sangre en tubo sin anticoagulante y posteriormente se 

tomaron 60 ml de sangre en una jeringa con heparina (5,000 UI/ml). 

 

Aislamiento de células mononucleares de sangre periférica (PBMC). 

A partir de los 60ml de sangre con anticoagulante (heparina) se separaron las células 

mononucleares por centrifugación en un gradiente de densidad. Brevemente, en tubos de 

50ml (Falcon), se mezclaron 20ml de medio suplementado (RPMI 1640 con 2mM de L-

glutamina, Hyclone) con 20ml de sangre. Se agregaron 10ml de Ficoll-hypaque (densidad 

1.077g/ml) (BIO Whittaker) para formar el gradiente. Los tubos se centrifugaron a 

1200rpm a temperatura ambiente por 45min, y posteriormente la interfase (células 

mononucleares) se transfirió a otro tubo y para eliminar el Ficoll-hypaque las células se 

lavaron, con medio RPMI suplementado y se centrifugando a 1200rpm a 4°C por 15 

minutos. Al finalizar los lavados, el paquete celular se resuspendió en medio completo 

(medio suplementado con 10% de una mezcla de suero humano descomplementado) y se 
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contaron las células en una cámara de Neubauer. Se determinó la viabilidad de las células 

por exclusión de azul de tripano (Gibco) que fue del 100%. 

 

5.4. Purificación de Monocitos (MN). 

A partir de las células mononucleares previamente aisladas se purificaron los MN por 

selección positiva con el sistema de MACS (Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach, 

Germany) utilizando microperlas magnéticas conjugadas con alta especificidad al 

anticuerpo monoclonal anti-CD14 humano (isotipo: IgG2a de ratón). Brevemente, 10
7
 

células mononucleares se resuspendieron en 80µl de buffer de Miltenyi (PBS -0.5%BSA- 

EDTA) y se agregaron 20µl del anticuerpo anti-CD14 acoplado a una microperla se mezcló 

en vórtex y se incubó durante 15 minutos a 4°C. Para eliminar el anticuerpo libre se 

adicionó 1-2ml de buffer de Miltenyi centrifugando 5 minutos a 2000rpm a 4°C. Las 

células se resuspendieron en el buffer de Miltenyi (0.5-1ml), y se pasaron por una columna 

LS MACS (Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach, Germany) pre-humedecida colocada en 

un soporte magnético. En un tubo se recuperaron las poblaciones de células CD14
-
 

negativas que son eluidas durante los lavados con buffer de Miltenyi, mientras que las 

células CD14
+
 son retenidas en la columna. Posteriormente, la columna fue removida del 

soporte magnético y la fracción de células CD14 positivas se eluyó de la columna. Las 

células se centrifugaron y se resuspendieron en medio completo. Se contaron los MN 

purificados y se determinó la viabilidad por exclusión de azul de tripano. Y se ajustaron los 

MN (CD14
+
) a una concentración de 1x10

6
/ml con medio completo. 

 

5.5. Preparación de la suspensión de la cepa H37Ra de M. tuberculosis. 

Para cada experimento se descongeló un vial de la cepa H37Ra de M. tuberculosis (ATCC 

25117; American Type Culture Collection Manassas, VA) almacenada a -70°C, se mezclo 

en el vórtex y centrifugo a 8,000rpm por 8 minutos. Se eliminó el sobrenadante y la 

micobacteria se resuspendio en 1ml de medio completo (RPMI 1640 con 2mM de L-

glutamina y 10% de suero humano descomplementado). La micobacteria se disgregó 

pasando la masa bacteriana a través de una aguja de 21Gx32mm durante 10 veces y 

posteriormente 10 veces en aguja de 27Gx13mm, seguido de sonicación por 1 minuto a 80 

ciclos (Sonicador Ultrasonic Processor) a temperatura ambiente, inmediatamente después 
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se centrifugó a 800 rpm durante 2 minutos y el sobrenadante libre de cúmulos 

micobacterianos se transfirió a otro tubo de 1.6 ml estéril. De esta suspensión bacteriana a 

concentración de 1x10
9
 y se hizo una dilución (1:10) para tenerla a una concentración 

1x10
8
, la cual se utilizó para infectar a los MN. 

 

5.6. Efecto bactericida de los MN determinada por unidades formadoras de colonia 

(UFC). 

Se ajustaron los MN (CD14
+
) purificados a 1x10

6
/ml con medio completo, y en una placa 

de cultivo de 96 pozos fondo plano (Costar) se colocaron 1x10
5
 MN por pozo y se dejaron 

adherir 1 hora a 37°C en 5% de CO2; posteriormente los MN fueron infectados durante una 

hora con la cepa H37Ra de M. tuberculosis en proporción de 10 bacterias por célula (10:1). 

Para eliminar las micobacterias no fagocitadas, los MN se lavaron tres veces con PBS 

estéril a temperatura ambiente y finalmente se agregaron 200µl por pozo de medio 

completo y los MN infectados se incubaron a 37°C en 5% de CO2 a diferentes tiempos de 

la cinética de estudio: D0 (1 hora), D1 (24 horas) y D3 (72 horas), haciendo triplicados para 

cada tiempo. 

Para cada tiempo de la cinética se colectaron los sobrenadantes y se almacenaron a -

20°C para posteriormente determinar la producción de óxido nítrico. Por otra parte, los MN 

infectados fueron lisados con 50µl/pozo de Dodecil-Sulfato de Sodio al 0.1% por 

incubación durante 10 minutos posteriormente se agregaron 50µl/pozo de albúmina sérica 

bovina al 20%, obteniendo un volumen final de 100µl por pozo. Con este volumen 

obtenido en la lisis celular se realizaron diluciones seriadas (1:10) (10
1
, 10

2
, 10

3
 y 10

4
) en 

medio 7H9 suplementado con ADC (albúmina-dextrosa-catalasa) (Difco) en tubos de 

polipropileno y 10µl de cada dilución se sembraron por triplicado en placas con agar 7H10-

OADC (ácido oleico-albúmina-dextrosa-catalasa). Las placas se incubaron durante 21 días 

a 37°C en 5% de CO2, se contaron y reportaron la media de las UFC. 

 

5.7. Efecto de la Vitamina D (1,25 (OH)2 D3) sobre la capacidad bactericida de los MN 

determinada por unidades formadoras de colonia (UFC). 

Se colocaron 1x10
5
 MN por pozo en una placa de cultivo de 96 pozos fondo plano (Costar) 

y se dejaron adherir 1 hora a 37°C en 5% de CO2; posteriormente los MN fueron infectados 
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durante una hora con la cepa H37Ra de M. tuberculosis en proporción de 10 bacterias por 

célula (10:1). Los MN se lavaron tres veces con PBS para eliminar las micobacterias no 

fagocitadas y se agregaron 200µl de medio completo con 500nM de 1,25 (OH)2 D3, se 

incubaron a 37°C en 5% de CO2 a diferentes tiempos: D0 (1 hora), D1 (24 horas) y D3 (72 

horas). En cada tiempo se colectaron los sobrenadantes y se almacenaron a -20°C para 

posteriormente determinar la producción de óxido nítrico. Y los MN infectados fueron 

lisados con 50µl/pozo de Dodecil-Sulfato de Sodio al 0.1% y se incubaron durante 10 

minutos y se neutralizó con 50µl/pozo de albúmina sérica bovina al 20%. Con el lisado 

celular se realizaron cuatro diluciones seriadas en medio 7H9 suplementado y se sembraron 

10µl de cada dilución por triplicado en placas con agar 7H10-OADC. Las placas se 

incubaron durante 21 días a 37°C en 5% de CO2 y se determinaron las UFC. 

 

5.8. Determinación de Óxido Nítrico en sobrenadantes de cultivo. 

En los sobrenadantes provenientes de los cultivos donde se evaluó la capacidad bactericida 

de los MN se determinó la presencia del óxido nítrico por medio de la formación del nitrito 

de sodio. Brevemente, en una placa de 96 pozos de fondo plano se colocaron 50µl por 

duplicado de diferentes concentraciones de nitrito de sodio (NaNO2) (0, 20, 40, 60, 80, 

100nM) para hacer una curva estándar. Después en otros pozos se añadieron 50µl de los 

sobrenadantes de cultivos por duplicado, y se agregaron 50µl por pozo del reactivo de 

Griess preparado al momento (Sulfanilamida al 1.5% en HCl 1N/N-1-Naphtylene-diamine 

dihidrochloride al 0.15%). La placa se incubó en la oscuridad por 10 minutos a temperatura 

ambiente, y se midió la absorbancia a 540nm en un lector de ELISA (Labsystems 

Multiskan MCC/340, Labsystems, Finland). Para determinar la concentración del nitrito de 

sodio (NaNO2) se interpolaron las lecturas de absorbancia de las muestras en la curva 

estándar. Las concentraciones de nitritos se expresaron en micromoles (µM). 

 

5.9. Expresión del gen LL-37 por PCR en células mononucleares de sangre periférica. 

Las células mononucleares de sangre periférica de un sujeto sano, fueron estimuladas con 

diferentes concentraciones 1,25(OH)2 D3 (0.2, 2, 20, 200nM), se incubaron durante 24h a 

37°C en 5% de CO2. Se lisaron las células con buffer de lisis RLT (Quiagen), y estos 

lisados celulares se utilizaron para hacer la purificación de RNA total. 
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5.10. Purificación del RNA total por columna. 

La purificación del RNA total se realizó utilizando el sistema RNeasy Mini Kit (Quiagen) 

siguiendo las instrucciones del fabricante. Brevemente, los lisados celulares se 

descongelaron para llevarlos a temperatura ambiente, se mezclaron con 350µl de etanol al 

70% y se transfirieron 700µl de la muestra a la columna con membrana de sílice, se 

centrifugó por 1 minuto a 12,000rpm. La columna, se lavó con 350µl de la solución RW1 y 

se centrifugó nuevamente por 1 minuto a 12,000rpm. El DNA genómico fue removido 

agregando 80µl de DNAsa I, directamente en la columna, e incubando durante 15 minutos 

a temperatura ambiente. Se lavó nuevamente la columna con 350µl de RW1, se centrifugó 

por 1 minuto a 12,000rpm. Después se agregaron 500µl de tampón RPE en la columna, se 

centrifugó por 1 minuto a 12,000rpm, se repitió este lavado. La columna se transfirió a un 

tubo de 1.7ml y se agregaron 20µl de agua libre de RNAsas (agua-DEPC) en la columna y, 

se centrifugó por 1 minuto a 8,000 rpm para eluir el RNA, este paso se repitió nuevamente 

obteniendo un volumen final de 40µl de RNA total que fue almacenado a -70°C. 

 

5.11. Síntesis de DNA complementario por transcripción reversa. 

El RNA total se utilizó para la síntesis del DNA complementario (cDNA) utilizando el kit 

SuperScript First-Strand cDNA Synthesis System for RT-PCR (Invitrogen), siguiendo las 

instrucciones del fabricante. Brevemente, los reactivos se descongelaron, mezclaron y 

centrifugaron. Se preparó la mezcla de RNA/primer para cada muestra en un tubo de 0.2ml 

estéril. Las muestras se incubaron a 65°C por 5min en un termociclador (iCycler Thermal 

Cycler BIO-RAD) y después se colocaron en hielo por 1 minuto. Por otra parte, se preparó 

la mezcla de transcripción reversa (RT) (Ver apéndice), y se agregaron 9µl de la mezcla RT 

a cada una de las muestras y se incubaron a temperatura ambiente por 2 minutos, después 

se agrego 1µl (50 Unidades/µl) de la enzima Superscript II RT a cada una de las muestras, 

y se llevo a cabo la síntesis de cDNA en el termociclador con las siguientes condiciones 

(25°C/10min; 42°C/50min y 70°C/15min). Finalizada la síntesis se agregó 1µl de RNase H 

(2U/µl) a cada una de las muestras, y se incubaron 20min a 37°C, para remover el RNA 

utilizado como templete durante la síntesis del cDNA, al finalizar este ciclo se guardó el 

cDNA a -20°C hasta ser utilizado para la amplificación por PCR convencional o en Tiempo 

Real. 
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5.12. Amplificación de LL-37 por Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR). 

Con el cDNA sintetizado se amplificó un fragmento de 107pb de LL-37 humana por PCR, 

utilizando los siguientes iniciadores; Forward 5´- GACGACACAGCAGTCACCAGA-3´ y 

Reverse: 5´- TGATGTCAAAGGAGCCCCTG -3´. Se preparó la mezcla para la reacción 

de amplificación (Ver apéndice). En un tubo de 0.2ml se agregaron 22µl de la mezcla de 

reacción de amplificación y 3µl de cDNA de la muestra para obtener un volumen total de 

25µl, y la amplificación del fragmento se realizó en el termociclador con las siguientes 

condiciones: 1 ciclo (95°C-5 min, 54°C-1min y 72°C-30seg), 40 ciclos (95°C-1 min, 54°C-

1min y 72°C-30seg) y (95°C-5 min, 54°C-1min y 72°C-30seg) un ciclo final (95°C-1min, 

54°C-1min y 72°C por 10min). El producto amplificado se analizó en electroforesis en gel 

de poliacrilamida (Acrilamida/Bis-acrilamida 30/0.8%), durante 1 hora a 100V. Para 

visualizar el fragmento amplificado, el gel fue teñido con una solución de bromuro de 

etidio a una concentración de 1µg/ml por 15min y se observó el gel en un transiluminador 

bajo luz ultra violeta (Mighty Bright Hoefer Scientific Instruments) y se tomó una 

fotografía. 

 

5.13. Cinética de expresión de LL-37 inducida por la vitamina D por PCR-Tiempo 

Real. 

En placas de cultivo de 24 pozos (Costar) se agregaron 0.5x10
6
 MN/pozo y se incubaron 

por 1 hora a 37°C en 5% de CO2 para dejar adherir los MN, posteriormente los MN se 

infectaron con la cepa H37Ra de M. tuberculosis en proporción de 10 micobacterias por 

célula y se incubaron durante 1 hora. Se lavaron los MN tres veces con 500µl/pozo de PBS. 

Después se agregaron 500µl/pozo de medio completo (RPMI 1640 con 2mM de L-

glutamina y 10% de suero humano descomplementado) con diferentes concentraciones de 

1,25 (OH)2 D3 (0.2, 2, 20, 200nM). Se incubaron a 37°C en 5% de CO2 a los diferentes 

tiempos de la cinética 4, 18 y 24 h. Al finalizar los tiempos de la cinética estudiada se 

cosecharon los sobrenadantes en tubos de 1.6ml y se almacenaron a -20°C, por otra parte, 

se lisaron las células con 350µl de buffer de lisis RLT (Quiagen) y se colocaron los lisados 

celulares en tubos de 1.7 ml libres de RNAsas y almacenados a -20°C para la purificación 

del RNA utilizando el RNase Mini Kit (Quiagen) y síntesis de cDNA. 
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5.14. Análisis de la expresión de genes por PCR en Tiempo Real (Cuantificación 

relativa). 

La expresión de LL-37 y 18s ribosomal en MN estimulados con diferentes concentraciones 

de la 1,25 (OH)2 D3 y a diferentes tiempos se analizó por PCR en tiempo real siguiendo el 

protocolo proporcionado por el fabricante. Brevemente, se descongelaron y se mezclaron 

todos los reactivos antes de utilizarlos, se preparó la mezcla del Master mix para la 

expresión de genes en un tubo de 0.6ml estéril (Ver apéndice). Se utilizó el ensayo Taqman 

para LL-37 (Hs00189038_m1 CAMP, AB Applied Biosystems) con la sonda marcada con 

FAM y el ensayo para el 18s ribosomal marcado con VIC (Applied Biosystems) como gen 

constitutivo. Se mezclaron 42µl de Master mix de cada gen con 10µl de cDNA (dilución 

1:5), estas mezclas se hicieron en tubos de 0.6ml, cuidadosamente se aplicaron 25µl de la 

muestra por duplicado en cada uno de los pozos de una placa de 96 pozos (Applied 

Biosystems). La placa fue sellada con el plástico adhesivo óptico (Applied Biosystems) y se 

centrifugo a 1500rpm durante 5 minutos a temperatura ambiente para eliminar las burbujas 

de los pozos, y la amplificación se realizó en el Sequence Detection System 7500 ABI 

Prisma Real Time PCR (Applied Biosystem), bajo las siguientes condiciones: 1 ciclo ( 

50°C por 2 minutos), 1 ciclo (95°C por 10 minutos), y 40 ciclos (95°C por 15 segundos, 

62°C por 1 minuto). Se hizo una cuantificación relativa utilizando el método ddCt 

considerando el calibrador la condición experimental sin estímulo. El análisis se realizó 

utilizando, el software SDS versión 1.4 de Applied Biosystem, reportando los resultados 

como incrementos con respecto al calibrador. 

 

5.15 Análisis estadístico. 

Las diferencias se analizaron utilizando la prueba no paramétrica de U Mann-Whitney 

Rank Sum Test y la prueba exáct de Fisher, considerando significancia estadística con un 

valor de p≤0.05. Se utilizó el software GraphPad Prisma versión 5.03 (2009). En todos los 

resultados se muestra Media ± error estándar. 
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6. RESULTADOS. 

 

En el presente estudio se incluyeron 15 pacientes con DM2 y 13 sujetos sanos.  En la tabla 

1 se muestran los datos de sexo, edad, valores de hemoglobina glicosilada (HbA1c) y 

glucosa en ayuno, talla, peso e índice de masa corporal (IMC).  Se puede observar que en 

los grupos de estudio hay una mayor proporción de mujeres, que corresponden al 64% y 

70% en DM2 y sanos respectivamente. 

Con respecto a la edad, los niveles de HbA1c y glucosa en ayuno los pacientes con 

DM2 mostraron un aumento significativo comparado con los sanos. No se encontraron 

diferencias con respecto a la talla, el peso y el IMC entre los grupos de estudio (Tabla 1). 

Es importante mencionar que los pacientes con DM2 incluidos en el estudio estaban 

controlados con hipoglucemiantes orales como metformina y glibenclamida; además que 

ninguno de los pacientes con DM2 presentó alguna enfermedad infecciosa o inflamatoria 

asociada. 

 

              Tabla 1. Características clínicas de la población de estudio. 

 

DM2 

(n=15) 

Sanos 

(n=13) p 

Sexo 

    Hombres 

    Mujeres 

 

4 

11 

 

3 

10 

>0.05
*
 

>0.05
*
 

Edad (26) 54.1 ± 2.0 43.23 ± 2.8 0.0080 

HbA1c (%) 7.3 ± 0.4 5.5 ± 0.07 <0.0001 

Glucosa (mg/dl) 136.4 ± 4.8 92.92 ± 2.6 <0.0001 

Talla (m) 1.58 ± 0.013 1.57 ± 0.013 >0.05 

Peso (Kg) 66 ± 1.8 62.2 ± 1.3 >0.05 

IMC (Kg/m
2
) 26.3 ± 0.57 25.2 ± 0.54 >0.05 

Media ± error estándar. 

p≤0.05, DM2 vs. Sanos, Mann-Whitney U test 
*
 p≤0.05, DM2 vs. Sanos, Exact de Fisher test 

HbA1c = Hemoglobina glicosilada 

IMC = Índice de masa corporal 
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6.1. La forma activa de la vitamina D (1,25(OH)2 D3) induce la expresión del gen LL-

37 en células mononucleares de sangre periférica. 

 

Considerando que la producción de LL-37 se ha asociado a la capacidad de los MN para 

inhibir el crecimiento de M. tuberculosis y como se ha descrito que la 1,25(OH)2 D3 induce 

la expresión de LL-37.  Nuestro primer objetivo fue determinar si la 1,25(OH)2 D3 tiene un 

efecto sobre la expresión de la catelicidina LL-37, por lo que se hizo el análisis preliminar 

de la expresión del gen en células mononucleares de sangre periférica (PBMC) estimuladas 

con diferentes concentraciones de la 1,25(OH)2 D3 (0.2, 2, 20 y 200nM) durante 24 horas y 

se incluyo una condición de medio como control negativo. 

En la Figura 1 se muestra que la estimulación de las células mononucleares con 

1,25(OH)2 D3 induce la expresión del gen de LL-37 mediante el análisis de la amplificación 

de un fragmento de 107pb. Además que las células muestran una expresión basal baja de 

LL-37, notoriamente se observa que la estimulación con 1,25(OH)2 D3 induce la expresión 

del gen de una manera dosis-dependiente en las células mononucleares de sangre periférica. 

Como controles positivos de la amplificación se incluyeron células bronquiolo alveolares 

sin estimulo (CBA-SE) y estimuladas con lipopolisacarido (CBA-LPS) y se observó que 

con las condiciones basales hay mayor expresión en comparación con los MN, porque las 

células bronquiolo alveolares son células diferenciadas. 

 

6.2. La vitamina D (1,25(OH)2 D3) estimula la expresión dosis-dependiente del gen LL-

37 en monocitos de pacientes con DM2 y sujetos sanos. 

Después de demostrar que la 1,25(OH)2 D3 induce la expresión de LL-37 en células 

mononucleares de sangre periférica se procedió a realizar el análisis en MN purificados ya 

que forman parte de la inmunidad innata y son las células objeto de nuestro estudio.  Se 

analizó el efecto de la 1,25(OH)2 D3 sobre la expresión del gen LL-37 en los MN de un 

paciente con DM2 y un sujeto sano estimulados por 24 h con diferentes concentraciones de 

1,25(OH)2 D3.  En la Figura 2 se muestra la amplificación del fragmento de 107pb de LL-

37 inducida por la 1,25(OH)2 D3 y se observó que la expresión de LL-37 es dosis-

dependiente y estos resultados son consistentes con lo observado en las células 

mononucleares (Figura 1).  Se puede apreciar que los MN del paciente muestran mayor 
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expresión de LL-37 en comparación con los MN del sujeto sano a todas las concentraciones 

utilizadas de vitamina D (Figura 2), aunque consideramos que este no es un análisis 

cuantitativo. 

A diferencia de las células mononucleares se puede observar que hay una expresión basal 

más notable en los MN tanto de DM2 como sanos (Figura 2), y esto se debe a que es una 

población de MN purificados. 
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Figura 1. La vitamina D induce la expresión de LL-37 en células mononucleares de 

sangre periférica. 1x10
6
 células fueron estimuladas con diferentes concentraciones de 

1,25(OH)2 D3 por 24 h y se analizó la expresión de un fragmento de 107pb sometido a 

electroforesis en gel de poliacrilamida. Control negativo=células bronquiolo alveolares sin 

estimulo (CBA-SE), control positivo estimulado con lipopolisacarido (CBA-LPS) y el 

marcador de peso molecular (MPM). 

 

 

Figura 2. La vitamina D estimula la expresión de LL-37 en monocitos de pacientes con 

DM2 y sujetos sanos. Los MN fueron estimulados con diferentes concentraciones de 1, 25 

(OH)2 D3 durante 24 h y se analizó la expresión de LL-37 por PCR y electroforesis en gel 

de poliacrilamida. Control positivo estimulado con lipopolisacárido (CBA-LPS) y el 

marcador de peso molecular (MPM). 
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6.3. Aumento en la expresión de LL-37 inducida por la vitamina D en monocitos. 

 

Para determinar si existen diferencias cuantitativas en la expresión de LL-37 entre los MN 

del paciente con DM2 y el sujeto sano, se analizó la expresión del gen LL-37 y 18s 

ribosomal como gen constitutivo por PCR en tiempo real.  En la Figura 3 se muestra que la 

expresión de LL-37 aumenta con la concentración de 1,25(OH)2 D3 en los MN del paciente 

y el sujeto sano.  Sin embargo, podemos ver diferencias notables en la expresión, ya que 

hay incrementos de expresión 7.4, 12.1 y 52.4 veces más (2, 20 y 200nM 1,25(OH)2 D3 

respectivamente) en los MN del paciente en comparación con los MN del sujeto sano. 
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Figura 3. Cinética de expresión de LL-37 inducida por la vitamina D en monocitos. 

Los MN de un paciente y un sujeto sano fueron estimulados con diferentes concentraciones 

de 1,25(OH)2 D3 por 24h y se analizó la expresión del LL-37 y 18s ribosomal por PCR en 

tiempo real. 
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6.4. Cinética de la expresión del gen LL-37 en monocitos de un paciente con DM2. 

 

Para conocer la cinética de expresión de LL-37 inducida por la 1,25(OH)2 D3 en los MN de 

un paciente con DM2.  Se incubaron los MN con diferentes concentraciones de 1,25(OH)2 

D3 y se analizó la expresión del gen de LL-37 y 18s ribosomal por PCR en tiempo real a las 

4, 18 y 24 h.  Demostrando que la expresión de LL-37 se inicia a los tiempos tempranos 

(4h) y se incrementa con el tiempo y la concentración (Figura 4).  Se observa que la 

expresión de LL-37 a las 4 horas es menor de 1 a 0.2 y 2nM y aumenta en 20 y 200nM de 

1,25(OH)2 D3, mientras que a las 18 h la expresión de LL-37 aumenta en todas las 

concentraciones, pero a 20nM se observa la máxima expresión de 553 y disminuye a 124 

con 200nM.  No obstante a las 24 h observamos que la expresión a 2 y 20nM son similares 

(113.5 vs. 110.8), aumentando a 241.8 a 200nM. 

De estos resultados se determino utilizar la 1,25(OH)2 D3 a una concentración de 200nM 

por 24h para analizar la expresión de los genes LL-37 y 18s ribosomal. 
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Figura 4. Cinética de expresión de LL-37 en monocitos de un paciente con DM2. Los 

MN de un paciente con DM2 se incubaron con diferentes concentraciones de 1,25(OH)2 D3 

y se analizó la expresión del gen de LL-37 y 18s ribosomal por PCR en tiempo real. 
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6.5. Efecto de la vitamina D sobre la actividad anti-micobacteriana de los MN de 

pacientes con DM2. 

Considerando que los MN son los responsables del control intracelular de las micobacterias 

y la producción de LL-37 se ha asociado a su capacidad para inhibir el crecimiento de M. 

tuberculosis, se estudió el efecto de la 1,25(OH)2 D3 sobre la capacidad de inhibición del 

crecimiento intracelular de M. tuberculosis cepa H37Ra (10 micobacterias: 1 monocito),en 

MN infectados incubados durante (D0) 1, (D1) 24 y (D3) 72 horas en ausencia o presencia 

de 200nM y 500nM de 1,25(OH)2 D3 . 

Los resultados mostraron que a 200 y 500nM de 1,25(OH)2 D3 hay una disminución de las 

unidades formadoras de colonia (UFC), pero con 500nM hay una disminución significativa 

de las UFC al D1 y D3 con respecto al medio (Figura 5a) en los MN de pacientes con DM2, 

mientras que en los sujetos sanos se observó que a 200nM el crecimiento tiene un 

comportamiento similar al medio, mientras que a 500nM hay una disminución de las UFC 

(Figura 5b).  La 1,25(OH)2 D3 a una concentración de 500nM favorece la capacidad 

bactericida de los MN al inhibir significativamente (p≤0.05) el crecimiento de la 

micobacteria a los D1 y D3 en los pacientes con DM2.  Con este antecedente se decidió 

utilizar la concentración de 500nM para los ensayos de inhibición del crecimiento de la 

micobacteria. 

 

6.6. La vitamina D (1,25(OH)2 D3 no tiene un efecto directo en la muerte de la cepa 

H37Ra de M. tuberculosis. 

Para evaluar el efecto de la 1,25(OH)2 D3 en el crecimiento de M. tuberculosis cepa H37Ra 

se realizó un experimento en el que se incubó una concentración de 1x10
7
 de micobacterias 

de la cepa H37Ra de M. tuberculosis durante (D0) 1, (D1) 24 y (D3) horas en ausencia o 

presencia de 500nM de 1,25(OH)2 D3. En la Figura 6 se observa que el crecimiento de la 

micobacteria tiene un comportamiento similar al medio (p≥0.05, Mann-Whitney U test). 
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Figura 5. Efecto de la concentración de vitamina D sobre la actividad anti-

micobacteriana de los MN infectados con la cepa H37Ra de M. tuberculosis en MN 

infectados. Los MN infectados con M. tuberculosis H37Ra (10:1) se incubaron durante 

(D0) 1, (D1) 24 y (D3) 72 horas en ausencia o presencia de 200 y 500nM de 1,25(OH)2 D3. 

Se determinaron las UFC. Los valores graficados corresponden a Media± Error estándar. a) 

Pacientes con DM2 200nM (n=7); 500nM (n=15) y b) Sanos 200nM (n=8); 500nM (n=13). 

(*p≤0.05, Medio vs. 500nM 1, 25(OH)2 D3, Mann-Whitney U test). 
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Figura 6. La vitamina D (1,25(OH)2 D3) no tiene actividad anti-micobacteriana. Las 

micobacterias se incubaron durante (D0) 1, (D1) 24 y (D3) 72h en ausencia o presencia de 

500nM de 1,25(OH)2 D3. 

 

6.7. La vitamina D 1,25(OH)2 D3 a 500nM favorece la actividad anti-micobacteriana 

en MN de pacientes con DM2 infectados con la cepa H37Ra de M. tuberculosis. 

Una vez establecida la concentración experimental de la 1,25(OH)2 D3 se procedió a 

analizar su efecto sobre la capacidad bactericida de los MN infectados con M. tuberculosis 

cepa H37Ra (10:1).  Los MN de pacientes con DM2 y sujetos sanos se incubaron en 

ausencia o presencia de 500nM de 1,25(OH)2 D3, y los lisados fueron sembrados en medio 

7H10 y se determinaron las UFC.  Se observó que la 1,25(OH)2 D3 favorece la capacidad 

bactericida de los MN de los pacientes con DM2 al inhibir significativamente (p≤0.05) el 

crecimiento de la micobacteria a los D1 y D3 (Figura 7A) y una tendencia similar en los 

sujetos sanos (p≥0.05) (Figura 7B). 
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Figura 7. La vitamina D 1,25(OH)2 D3 favorece la actividad anti-micobacteriana en los 

MN de pacientes con DM2 infectados con M. tuberculosis cepa H37Ra. Los MN 

infectados con M. tuberculosis H37Ra (10:1) se incubaron durante (D0) 1, (D1) 24 y (D3) 

72 h en ausencia o presencia de 500nM de 1,25(OH)2 D3. Las células se lisaron y las 

diluciones se determinaron UFC. Media ± Error estándar. A) Pacientes con DM2 (n=15), 

B) Sanos (n=13) (*p≤0.05, Medio vs 1,25(OH)2 D3, Mann-Whitney U test). 
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6.8. La vitamina D no tiene efecto en la producción de óxido nítrico por monocitos 

infectados con M. tuberculosis cepa H37Ra. 

 

Para determinar si el óxido nítrico está involucrado en el control del crecimiento 

intracelular de M. tuberculosis observado en los MN estimulados con vitamina D, en los 

sobrenadantes provenientes de evaluar la capacidad bactericida se hizo la evaluación de 

óxido nítrico por medio de la determinación de nitrito de sodio utilizando la técnica de 

Griess. Nuestros resultados se muestran en la Figura 8 donde se observa que no hay 

producción de oxido nítrico en MN infectados con M. tuberculosis cepa H37Ra con o sin 

tratamiento con (1,25(OH)2 D3). 

 

 

Figura 8. Producción de óxido nítrico. Curva de calibración para la determinación de 

nitrito de sodio. Con R= 0.991. 
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7. DISCUSIÓN. 

 

La DM2 es una de las principales causas de muerte en México, y actualmente representa un 

problema de salud pública (13). 

Se ha observado que los pacientes con diabetes mellitus son susceptibles al 

desarrollo de tuberculosis activa (24). 

Los bajos niveles de vitamina D en sangre son un factor de riesgo para el desarrollo 

de DM2 (37, 52-53) y esta misma deficiencia predispone a los pacientes con DM2 a 

desarrollar  tuberculosis (66). 

Existen reportes utilizando diferentes tipos celulares en los que se ha demostrado el 

efecto de la vitamina D sobre la inmunidad innata, por ejemplo los estudios in vitro con 

MN de sujetos sanos y la línea celular THP1 tratadas con la forma activa de la vitamina D 

favorece la acción bactericida de las células al inhibir el crecimiento de M. tuberculosis 

cepas H37Ra y Erdman (50-51, 55). Por otra parte, en células mononucleares de sangre 

periférica y MN de sujetos sanos infectados con la cepa virulenta de M. tuberculosis 

H37Rv se ha asociado la producción del péptido antimicrobiano LL-37 con la reducción de 

las unidades formadoras de colonia, sugiriendo la participación de LL-37 en la muerte de la 

micobacteria (51, 54-55, 62). 

El mecanismo bactericida de la vitamina D en células de la inmunidad innata, se 

basa en su capacidad de inducir la expresión de LL-37 posiblemente involucrado en la 

muerte de M. tuberculosis en monocitos y macrófagos. Aunque la vitamina D promueve la 

actividad bactericida contra M. tuberculosis en las células, claramente se ha demostrado 

que por sí sola no tiene un efecto bactericida sobre M. tuberculosis (50-51). 

La respuesta inmune innata tiene un papel importante en la infección causada por 

M. tuberculosis donde participan los MN y macrófagos quienes llevaran a cabo la 

fagocitosis, el procesamiento y la presentación de antígenos iniciando el desarrollo de una 

respuesta inmune. 

Considerando que los pacientes con DM2 son más susceptibles a la infección con 

M. tuberculosis y con la finalidad de dilucidar las alteraciones en la respuesta inmune 

causadas por la hiperglucemia y comprender el efecto de la vitamina D (1,25 (OH)2 D3) 

sobre sus MN, en el presente estudio se analizó la capacidad bactericida de los MN, además 
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de determinar si la producción de LL-37 y el óxido nítrico están involucrados en la 

actividad anti-micobacteriana de estas células. 

La población de estudio se seleccionó de acuerdo a los criterios de inclusión, y en el 

caso de los pacientes se excluyeron los que presentaron algún proceso infeccioso o 

enfermedad inflamatoria crónica, ya que una enfermedad asociada a la DM2 puede influir 

en el fenómeno que queremos estudiar (la inmunidad innata en MN de pacientes con DM2), 

también es importante mencionar que todos los pacientes son compensados y estaban bajo 

tratamiento de hipoglucemiantes como metformina y glibenclamida. 

De acuerdo a la ADA dentro de los parametros establecidos para el diagnóstico de 

la enfermedad es tener niveles elevados de HbA1c >6% y glucosa 100-125 mg/dl en ayuno 

(3-4), nuestros pacientes mostraron niveles significativamente elevados de HbA1c y 

glucosa en comparación con los sujetos sanos, bajo los estandares de peso, talla e índice de 

masa corporal no se encontraron diferencias entre los grupos de estudio, es una población 

no obesa (Tabla 1). 

Los resultados demostraron que bajo nuestras condiciones experimentales la 1,25 

(OH)2 D3 (0.2-200nM) induce la expresión del gen LL-37 en células mononucleares de 

sangre periférica y en los MN purificados consistentes con los reportes previos (50-51, 55, 

62) (Figura 1 y 2). 

Además demostramos que la 1,25 (OH)2 D3 induce la expresión de LL-37 en los 

MN de pacientes con DM2 y en los sujetos sanos, de una manera dosis-dependiente (Figura 

2). Cuando comparamos la expresion basal de LL-37 en células mononucleares y los MN 

encontramos diferencias muy claras observandose mayor expresión de LL-37 en los MN, 

esto se debe básicamente a las poblaciones analizadas; ya que los MN constituyen solo del 

5 al 10% de las células mononucleares. 

Al cuantificar la expresión de LL-37 entre los MN del paciente y el sujeto sano, se 

encontró que la expresión es dependiente de la concentración de 1,25(OH)2 D3 como ya se 

había demostrado en los experimentos per-eliminares (Figura 1 y 2) y esta aumentada en el 

paciente con DM2 (Figura 3) y que la expresión del LL-37 inducida por la 1,25(OH)2 D3 en 

los MN comienza a las 4 horas y se incrementa con el tiempo y la concentración (Figura 4), 

observándose que hay expresión significativa a las 18 y 24 horas. Reportes en macrófagos 
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derivados de monocitos demostraron que después de la infección con M. tuberculosis se 

tiene mayor expresión de LL-37 a 18 horas (67). 

Considerando que la vitamina D 1,25(OH)2 D3 induce la producción del gen LL-37, 

y asociado a su capacidad para inhibir el crecimiento de M. tuberculosis en los MN de 

sujetos sanos (62). Se hizo el estudio del efecto de la vitamina D 1,25(OH)2 D3 sobre la 

capacidad bactericida de los MN en pacientes con DM2 quienes tienen mayor 

susceptibilidad a la infección por M. tuberculosis, mediante unidades formadoras de 

colonia (UFC), el cual es un método que expresa el número de colonias originadas a partir 

de una célula, haciendo cuantificable el efecto que tiene la 1,25(OH)2 D3 en inhibir el 

crecimiento de M. tuberculosis. 

La capacidad bactericida de los MN se cuantificó por la inhibición del crecimiento 

intracelular de M. tuberculosis, y se demostró que hay una disminución significativa 

(p≤0.05) de las UFC al D1 (24) y D3 (72) horas después de la infección en MN con 500nM 

de 1,25(OH)2 D3 (Figuras 5a y 7A). Estos resultados (Figura 7A) demuestran claramente 

que los MN de pacientes con DM2 tratados con la vitamina D 1,25(OH)2 D3 mejoran su 

actividad bactericida en comparación con los sujetos sanos. Esto puede deberse a que los 

MN de los pacientes se encuentran en un proceso inflamatorio crónico y probablemente 

tienen una mayor velocidad de respuesta en comparación con los MN de los sujetos sanos. 

Para confirmar que la 1,25(OH)2 D3 no presenta un efecto directo en la inhibición 

del crecimiento de M. tuberculosis cepa H37Ra como se ha reportado antes (50-51). Se 

hizo un experimento en el cual el crecimiento de la micobacteria no se ve afectada por la 

1,25(OH)2 D3 (Figura 6), lo que descarta que ni la 1,25(OH)2 D3 ni el etanol con el cual esta 

disuelta la vitamina afectan el crecimiento de la micobacteria. 

Pueden existir otros mecanismos inducidos por la 1,25(OH)2 D3 que contribuyan 

con la inhibición del crecimiento de M. tuberculosis, como es la expresión de la oxido 

nítrico sintasa (NOS2) involucrada en la producción de oxido nítrico y concluyen que la 

inhibición del crecimiento no está asociado a la producción del óxido nítrico (62). Por lo 

que se analizaron los sobrenadantes provenientes de evaluar la capacidad bactericida de los 

MN en la determinación de óxido nítrico por medio de la generación de nitrito de sodio y 

no se encontró producción de oxido nítrico, lo que sugiere que el control de crecimiento 



41 

 

intracelular de M. tuberculosis está asociado a la inducción del péptido antimicrobiano LL-

37 por la vitamina D (1,25(OH)2 D3). 

Cabe remarcar que en este estudio se utilizó la forma activa de la vitamina D de 

manera que hay que profundizar aún más en el estudio para determinar el efecto que 

produce la forma inactiva de la vitamina D (25(OH) D3), lo que nos llevara a evaluar la 

funcionalidad de la enzima involucrada en generar la forma activa de la vitamina ya que 

quizá uno de los factores que causan la susceptibilidad de los pacientes con DM2 está 

asociada a alteraciones funcionales en las enzimas (CYP27B1 y CYP24A1) involucradas 

en la activación y regulación de la forma activa de la vitamina D, ya que alteraciones a este 

nivel pueden estar asociadas a la susceptibilidad a enfermedades infecciosas en los 

pacientes con DM2, o bien, una vez que se da la infección no hay control eficiente. 
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8. CONCLUSIONES. 

 

1. La forma activa de la vitamina D (1,25(OH)2 D3), induce la expresión dosis-

dependiente del gen de LL-37 en monocitos de pacientes con DM2. 

 

2. La vitamina D (1,25(OH)2D3) induce la expresión de LL-37 que inicia a las 4 horas y 

se incrementa a las 18 y 24h. 

 

3. La vitamina D (1,25(OH)2D3) aumenta significativamente el control de crecimiento 

intracelular de M. tuberculosis de los MN de pacientes con DM2. 

 

4. La actividad anti-micobacteriana de los MN estimulados con la vitamina D 

(1,25(OH)2D3) puede estar relacionado con el aumento en la producción de LL-37. 

 

5. La vitamina D (1,25(OH)2 D3) no induce la producción de oxido nítrico en MN de 

pacientes con DM2 o sujetos sanos infectados con M. tuberculosis. 
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10. APÉNDICE. 

 

Medio Suplementado. 

Medio RPMI suplementado con 2mM de L-Glutamina 

Suplementar 1Lt de RPMI 1640 (Cambrex) con 10ml de L-Glutamina 200mM, para tener 

una concentración final de 2mM. 

 

Medio Completo (RPMI-Glutamina-10% Suero Humano Descomplementado). 

Agregar 5ml pool de suero humano descomplementado a 45ml de medio RPMI-1640 

suplementado. 

 

Medio 7H9. 

1.88g de agar 7H9 (Difco) 

1.6ml de glicerol (Merck) 

400ml de agua desionizada 

40ml de ADC (albúmina-dextrosa-catalasa) (BD BBL
MT

) 

 

Procedimiento: 

1. Mezclar en una botella de 500ml el 7H9 en polvo, el glicerol, el agua desionizada. 

2. Agitar con una barra magnética hasta completa disolución. 

3. Esterilizar en autoclave por 15min a 121°C. Enfriar a 50°C aproximadamente. 

4. Agregar 40ml de ADC (BBL), filtrándolo previamente con membrana de 0.20µm 

(Corning). 

5. Guardar el medio suplementado en refrigeración a 4°C. 

 

Medio 7H10. 

497 ml de agua desionizada 

11.4g de agar 7H10 (Difco) 

6 ml de glicerol (Merck) 

2,5g de asparagina (Difco) 

60 ml de OADC (ácido oleico-albúmina-dextrosa-catalasa) (BD BBL
MT

) 

 

Procedimiento: 

1. En un matraz colocar el agua desionizada. 

2. Agregar poco a poco el agar, glicerol y la asparagina. 

3. Disolver los componentes del agar en el horno de microondas hasta que el agar se 

disuelva completamente adquiriendo un color verde translúcido.  

4. Tapar los matraces con tapones de gasa y esterilizar en autoclave durante 10min a 

121°C. 

5. Colocar en la campana las placas petri (60 x 15mm, Falcon) abiertas con cuidado de 

mantener la esterilidad. 
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6. Enfriar el medio a 40 o 50°C y agregar 60 ml de OADC (BBL) filtrándolo 

previamente con membrana de 0.20µm (Corning). 

7. Agitar suavemente y con una pipeta de 50ml agregar 10ml de medio en cada placa. 

8. Dejar gelificar el agar. 

9. Guardar las placas a 37°C durante 24 horas para prueba de esterilidad. 

10. Al día siguiente sacar, dejar enfriar las placas y guardarlas en refrigeración a 4°C. 

 

Dodecil-Sulfato de Sodio (SDS) al 0.1% 

10mg del SDS (Biorad) 

10ml de medio 7H9 (Difco) 

 

Procedimiento: 

1. Pesar el SDS y disolverlo en el medio 7H9. 

2. Filtrar en la campana con membrana de 0.20µm (Corning). 

3. Hacer alícuotas de 1ml y guardar a -20⁰C. 

 

Albúmina Sérica Bovina (BSA) al 20% 

2g de BSA fracción V (Calbiochem) 

8ml de medio 7H9 (Difco) 

 

Procedimiento: 

1. Pesar la BSA y disolverla en el medio 7H9. 

2. Filtrar dentro de la campana con membrana de 0.45µm (Corning) y después por un 

filtro de 0.20µm (Corning) 

3. Hacer alícuotas de 1ml y guardar a -20⁰C. 

 

Buffer de Miltenyi (PBS 0.01M, pH=7.2, BSA 0.5%, EDTA 2mM) 

1 litro de de solución salina fosfatada (BIO Whittaker) al 0.01M, pH=7.2 

5g de Albúmina Sérica Bovina 20% (Calbiochem) 

4ml de la solución de EDTA 0.5M (Gibco BRL) 

 

Procedimiento: 

Pesar 5g de albúmina sérica bovina y disolverla en 900ml de PBS, agregar 4ml de EDTA 

agitar y aforar a 1000ml con PBS. Filtrar con membrana de 0.20µm en la campana de flujo 

laminar. Hacer alícuotas de 50ml y etiquetar los tubos, guardar en refrigeración a 4°C. 

 

Vitamina D 1,25 (OH)2 D3-forma activa (Sigma) 

Del stock de 1,25 (OH)2 D3 1mM (1000nM), se hizo una dilución 1:100 con medio 

completo para obtener una concentración 10µM, esto se obtiene mezclando 990µl de medio 

completo y 10µl de Vitamina D (1000nM). Para poder preparar medio completo con 
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diferentes concentraciones de Vitamina D, se mezclaron 11,760µl de medio completo con 

240µl de Vitamina D (10µM), obteniendo una concentración de 200nM. Para obtener una 

concentración de 500nM, se mezclaron 11,400µl de medio completo con 600µl de 

Vitamina D (10µM). 

 

Etanol al 70% 

En un tubo de 50ml (Falcon) se agregan 35ml de etanol absoluto (Merck) y 15ml de agua 

libre de RNasas (agua-DEPC) (Qiagen) 

 

Preparación de la DNAsa 

Agregar en un tubo de 1.6ml (Falcon), 10µl de la solución madre de DNAsa I (Qiagen) y 

70µl de buffer de digestión de DNA (RDD) (Qiagen). Mezclar con suavidad. Esta solución 

se prepara de acuerdo al número de muestras. Para 10 muestras, se mezclan 100µl de 

DNAsa I (Qiagen) con 700µl de buffer RDD (Qiagen). 

 

 

Síntesis de DNA complementario por transcripción reversa. 

Se preparó la mezcla de RNA/primer para cada muestra en un tubo de 0.2ml estéril 

agregando los componentes en el siguiente orden: 

 

Componente Muestra +RT Control 

Random hexámeros 

(50ng/µl) 

1µl 1µl 

Mezcla 10mM dNTP 1µl 1µl 

5µg RNA total 8µl - 

RNA Control (50ng/µl) - 1µl 

Agua-DEPC - 7µl 

Volumen total 10µl 10µl 

 

Por otra parte, se preparó la mezcla de transcripción reversa (RT) de acuerdo al siguiente 

protocolo: 

 

Mezcla RT Por reacción 

10X RT buffer 2µl 

25mM MgCl2 4µl 

0.1M DTT 2 µl 

RNaseOUT recombinant  

Ribonuclease inhibitor (40U/µl) 1µl 

Volumen Total 9µl 
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Amplificación de LL-37 por Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR). 

Se preparó la mezcla para la  reacción de amplificación: 

 

Componente Por 

tubo 

Control + 

10X PCR Buffer sin/Mg+2 2.5 2.5 

25 mM MgCl2 1.5 1.5 

10 mM dNTP mix 1 1 

Primer Forward ( 10 pM/µl) 1 1 (prim A) 

Primer Reverse ( 10 pM/µl) 1 1 (prim B) 

Taq polimerasa (1U/µl) 1 1 

H2O-DEPC 14 16 

Total 22 24 

 

 

Análisis de la expresión de genes por PCR en Tiempo Real (Cuantificación relativa). 

Se preparó la mezcla del Master mix para la expresión de genes en un tubo de 0.6ml estéril 

agregando los siguientes componentes: 

 

Mezcla para Expresión de Genes (18S RNA ribosomal, LL-37) 

 (1 Reacción) (9X) 

Agua DEPC 6.25µl 56.25µl 

2x Universal Master Mix 12.5µl 112.5µl 

Ensayo 20X (primers y 

sonda) 

1.25µl 11.25µl 

 20µl 180µl 

 

Ácido Clorhidrico 1N 

Para preparar 100ml de ácido clorhidrico 1N, añadir 8.58ml de HCl a 80ml de agua 

desionizada con mucho cuidado pues es una reacción exergónica. Dejar enfriar a 

temperatura ambiente. Aforar a 100ml extremando precauciones. 

 

Sulfanilamida al 1.5% en HCl 1N 

Pesar 1.5g de sulfanilamida (Sigma) y disolver en 80ml de HCl 1N, aforar a 100ml, guardar 

en refrigeración protegido de la luz. 

 

N-1-Naphtylene-diamine dihidrochloride al 0.15% de agua desionizada 

Pesar 0.15g de N-1-Naphtylene-diamine (Sigma) y disolver en 80ml de agua desionizada, 

aforar a 100ml y guardar en refrigeración protegido de la luz. 

 

Reactivo de Griess 

Mezlar volúmenes iguales de los reactivos Sulfanilamida al 1.5% y N-1-Naphtylene-

diamine dihidrochloride al 0.15% al momento de utilizar. 
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Curva estándar para la determinacion de oxido nitrico con NaNO2 

Nitrito de sodio (NaNO2) peso molecular PM=69g 

1M= 69g/L 

1mM=69mg/L 

 

Para preparar 100ml pesar 6.9mg de NaNO2 y disolver en 80ml de agua desionizada, aforar 

a 100ml. 

Con la solución de 1mM al diluirla a 1:10 en RPMI 10% de suero humano 

descomplementado obteniendo 100nM. Con esta dilución preparar la curva estandar. 

 

Curva: 

 

Concentración final (nM) NaNO2 µl RPMI 10% SHD µl 

0 0 1000 

20 200 800 

40 400 600 

60 600 400 

80 800 200 

100 1000 0 

 

Solución Amortiguadora TBE 10X pH8.3 ( Tris 890mM, Ác. borico 890mM, EDTA 

20mM) para electroforesis. 

Pesar 7.4g de EDTA (Sigma) 

108g de Triza Base (Sigma) 

55g de ácido bórico (Sigma) 

 

Disolver en 1000ml agua, ajustar el pH a 8.3 antes de aforar y filtrar la solución utilizando 

membrana de 0.45µm de diámetro y conservarla a temperatura ambiente. 

 

Solución Amortiguadora TBE 1X 

Tomar 50ml de la solución amortiguadora TBE 10X y agregarla en 450ml de agua para 

obtener un volumen de 500ml del buffer TBE 1X. Guardar a temperatura ambiente. 

 

Gel de Acrilamida-Bisacrilamida (30/0.8%) 

 

Componentes Volumen 

Acrilamida 40% (Bio-Rad) 10ml 

Agua 25.7ml 

TBE 10X 4ml 

Persulfato de Amónio (Bio-Rad) 250µl 

TEMED (Bio-Rad) 25µl 

Volumen Final 40ml 
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Procedimiento 

1. Se prepara un gel de acrilamida al 10%, mezclando en un matraz los siguientes 

componentes: 10ml de acrilamida al 40% (Bio-Rad),25.7ml de agua, 4ml de TBE 

10X y 250µl de Persulfato de Amónio (PSA) (Bio-Rad). 

2. Se agregan 25 µl de N,N,N’,N’-Tetrametiletilendiamina (TEMED) (Rio-Rad) y se 

mezcla para iniciar la polimerización e inmediatamente verter la solución en los 

vidrios (molde), eliminando las burbujas. 

3. Colocar el peine para hacer los pozos y dejar polimerizar. 

4. Quitar el peine deslizándolo suavemente. 

5. Preparación de las muestras. Se toman 20µl de cDNA con una gota de colorante 

loading buffer (BMA). 

6.  Colocar el gel en la cámara con el buffer de TBE 1X 

7. Cargar 25 µl de las muestras en los pozos 

8. Correr la electroforesis a 100 volts por 1h. 

9. Sacar el gel y teñirlo en una solución de bromuro de etidio a una concentración de 

1µg/ml (Sigma) por 15min. 

10. Observar el gel en un transiluminador bajo luz UV (Mighty Bright Hoefer Scientific 

Instruments). 

11. Tomar una fotografía. 
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