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CCF   Cromatografía en capa fina 

Rf   Tiempo de retención 

FTIR   Espectroscopía infrarroja de transformada de Fourier 

mAb   Anticuerpo monoclonal 

IMF   Intensidad media de fluorescencia 

h   Horas 
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I. RESUMEN 

 

La tuberculosis es una enfermedad infecciosa causada por Mycobacterium 

tuberculosis. La respuesta antimicobacteriana se lleva a cabo mediante una serie 

de mecanismos del sistema inmune iniciados por macrófagos y las células 

dendríticas (DCs), las cuales fagocitan a la bacteria y procesan sus antígenos, 

para así presentarlos a los linfocitos T, los que se diferenciarán a linfocitos T 

efectores que producen citocinas o ejercen funciones citotóxicas para eliminar 

células infectadas por el bacilo. Se sabe que la bacteria puede evadir los 

mecanismos del sistema inmune por medio de factores de virulencia que se 

encuentran localizados en su pared celular. Uno de ellos es el glicolípido Di-O-Acil 

Trehalosa (DAT), el cual puede disminuir la expresión de la sintasa de óxido 

nítrico en macrófagos lo que resulta en una disminución en la producción de óxido 

nítrico, una molécula importante en la respuesta efectora. En la actualidad, son 

pocos los estudios realizados para analizar el efecto de los componentes de la 

pared micobacteriana sobre las DCs, es por ello que en este trabajo se estudió el 

efecto de DAT sobre la maduración de estas células. Se evaluaron la expresión 

de moléculas de presentación de antígeno, moléculas coestimuladoras y la 

producción de citocinas. Los resultados muestran que DAT es capaz de interferir 

en la maduración de las DCs, disminuyendo la expresión basal e inducida por el 

lipopolisacárido (LPS), de las moléculas del complejo mayor de 

histocompatibilidad clase I y clase II, que son moléculas de presentación de 

antígeno. Además, DAT disminuye la expresión inducida de las moléculas 

coestimuladoras CD40, CD80, CD86 y CD25 por LPS. Adicionalmente, DAT 

provoca una disminución en la producción de las citocinas pro-inflamatorias IL-12 

y TNF-alfa e induce la producción de IL-10, una citocina anti-inflamatoria. Los 

hallazgos anteriores sugieren que DAT induce en las DCs un perfil tolerogénico, lo 

que debería comprobarse con estudios de presentación de antígeno. 
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II. ANTECEDENTES 

1. Introducción 

La tuberculosis (TB) es una enfermedad infecciosa causada por 

Mycobacterium tuberculosis (Mtb), un patógeno intracelular facultativo que se 

adquiere por la vía aérea al inhalar aerosoles que lo contienen [1]. La 

sintomatología habitual de la TB pulmonar incluye: tos crónica, producción de 

esputo, pérdida de apetito, pérdida de peso, fiebre, sudoración nocturna y 

hemoptisis [2]. Se cree que Mtb se originó hace cerca de 20,000 años [3]. 

El estudio de la patogénesis de la tuberculosis comienza con los trabajos de 

Théophile Laennec a inicios del siglo XIX; posteriormente Jean-Antoine Villemin 

demuestra en 1865 la transmisión de la enfermedad y en un momento cumbre en 

la historia de la medicina, Robert Koch identificó a Mtb como el agente etiológico 

de la TB en 1882 [4].  

 

2. Epidemiología de la tuberculosis  

La Organización Mundial de la Salud reportó que durante 2013, 9 millones de 

personas contrajeron la enfermedad y 1.5 millones murieron a causa de la misma. 

La TB es la segunda causa de muerte en el humano provocada  por un agente 

infeccioso después del virus de inmunodeficiencia humana (VIH). En la 

actualidad, su frecuencia se ha incrementado con la aparición de cepas multi-

resistentes a los fármacos antifímicos [1]. La población afectada por esta 

enfermedad es muy variada, siendo la desnutrición y el hacinamiento factores de 

riesgo importantes para adquirir la infección. También son susceptibles la 

población infantil, los reclusos, indigentes y personas infectadas con el VIH [5]. 

Los esfuerzos realizados para el control de la TB mediante la vacunación 
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utilizando la cepa atenuada Mycobacterium bovis denominada bacilo Calmette-

Guérin (BCG), ha demostrado dar una protección muy alta para las formas de 

diseminación hematógena; la protección varía en la forma pulmonar de la 

enfermedad, con porcentajes de efectividad que van de 0 al 86% [6]. Estos 

esfuerzos no han sido suficientes ya que la TB es muy frecuente en regiones 

pobres del mundo, debido al hacinamiento y la desnutrición, así como la falta de 

recursos económicos para controlar y combatir la enfermedad (Fig. 1) [7]. 

 

Figura 1. Tasa de incidencia de la TB. Globalmente la tasa de incidencia se mantuvo 
relativamente estable desde 1990 hasta mediados del 2000, desde ese entonces la incidencia 
ha empezado a declinar, debido a las estrategias para controlar la enfermedad que la 
Organización Mundial de la Salud ha llevado a cabo 
. 
3. Agente etiológico 

M. tuberculosis es un bacilo Gram positivo, intracelular facultativo positivo a la 

tinción de Zhiel-Nielseen (Fig. 2) El genoma de este bacilo ha sido de uno los más 

estudiados; se compone de 4,411,529 pares de bases, con alta proporción de 

guanina + citocina. Una gran proporción de los genes de Mtb codifican enzimas 
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utilizadas en la lipogénesis y lipólisis; además el genoma contiene información 

que codifica para una alta proporción de proteínas ricas en glicina con una 

estructura repetitiva que representan una fuente de variación antigénica [8]. 

      
Figura 2. Morfología microscópica de Mtb. Corte de pulmón con bacilos teñidos por la 
técnica de Ziel-Neelsen (A). Mtb visto por microscopía de electrones (B)  
  

El complejo M. tuberculosis incluye a Mtb, M. bovis, M. africanum, M. microti y 

M. canettii (Fig. 3) [9]. Hay micobacterias consideradas saprófitas como M. avium, 

M. marinum, y M. kansasii las cuales pueden causar enfermedad en individuos 

inmunosuprimidos (Fig. 3) [10]. 

 
Figura 3. Esquema evolutivo de las especies del complejo M. tuberculosis. El esquema 
está basado en el polimorfismo de regiones conservadas en los genes katG, gyrA. 
 

A B 
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La clasificación taxonómica de Mtb es la siguiente: 

 Dominio: Bacteria 

 Clase: Actinobacteria 

 Orden: Actinomycetales  

 Familia: Mycobacteriaceae 

 Género: Mycobacterium 

 Complejo: Mycobacterium tuberculosis 

 Especies: M. tuberculosis, M bovis, M. africanum, M microti M. caprae 

 

4. Estructura de la pared de Mycobacterium tuberculosis 

Mtb posee una pared muy compleja la cual representa una barrera que juega 

un papel importante en la resistencia a fármacos [11]. Después de la membrana 

plasmática se encuentra un complejo formado por peptidoglicana y 

arabinogalactana, al cual se unen ácidos micólicos mediante cadenas largas de 

meromicolato y cadenas-α cortas. Este complejo peptidoglicana-arabinogalactana 

es considerado como el núcleo de la pared celular [12]. Enseguida se encuentra 

una capa de glicolípidos, polisacáridos y proteínas unidas de manera no covalente 

[13,14].  

 En 1982, Minnikin propuso que la pared de Mtb tenía una segunda capa 

lipídica formada por una capa de ácidos micólicos unidos de manera covalente a 

la peptidoglicana y una capa externa de lípidos libres (Fig. 4) [15]. Por medio de la  

microscopía de crio-electrones se reveló que la membrana externa tiene un grosor 

de aproximadamente 8 nm y que es morfológicamente simétrica [16]. En la pared 

existen manósidos de fosfatidil inositol (PIM), lípidos que contienen ftiocerol, 

lipomananas (LM) y lipoarabinomananas (LAM) [17]. El tratamiento de la pared 
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con solventes solubiliza lípidos libres, proteínas, LAMs, y PIMs, mientras que el 

complejo formado por los ácidos micólicos, la arabinogalactana y la 

peptidoglicana permanece intacto [18]. Lo anterior ha dado lugar a la idea de que 

las moléculas solubles estén involucradas en la infección participando como 

efectores y como moléculas de señalización, mientras que el núcleo insoluble es 

esencial para la viabilidad de la célula [12]. Las LAMs se consideran las moléculas 

más potentes en la modulación de la respuesta inmune del hospedero, 

particularmente las que se encuentran manosiladas (ManLAM) [19]. También se 

pueden localizar proteínas que se encuentran ancladas gracias a la adición de 

lípidos en su estructura, las que además juegan un papel importante en las 

interacciones entre el bacilo y el hospedero [20, 21]. 

 En la pared de Mtb también hay una variedad de glicolípidos, de los cuales 

algunos contienen trehalosas que son disacáridos de glucosa no reductores (α-D-

Glcp-(1<->1)-α-D-Glcp) encontrados en bacterias, levaduras, hongos, plantas e 

invertebrados, pero no en células de mamíferos. Se encuentran libres en el citosol 

de la micobacteria o esterificados en una variedad de grupos grasos y sirven 

como una fuente de almacenamiento de energía y protectores de estrés. Las 

aciltrehalosas de la cubierta celular de Mtb incluyen sulfátidos, diaciltrehalosas, 

triaciltrehalosas, poliaciltrehalosas, monomicolato de trealosas y dimicolato de 

trehalosa [22], esta última también conocida como Factor Cuerda, la cual se 

encuentra en la superficie de la cubierta y provoca que Mtb crezca en forma de 

serpentín in vitro [23]. 
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Figura 4. Esquema de la cubierta celular de Mtb. Distribución de los componentes de la 
cubierta celular de Mtb, en donde se pueden observar proteínas y la porina OmpATb 
expuesta en la superficie; los transportadores ABC: PstS-1, PstS-3, Opp. El sistema de dos 
componentes PhoP/PhoR en la membrana plasmática. Membrana plasmática (CM); 
peptidoglicana (PG); arabinogalactana (AG); monomicolato y dimicolato de trehalosa (TMM y 
TDM); di y poliacil trehalosas (DAT y PAT); dimicoserosato de ftiocerol (PDIM); glicolípido 
fenólico (PGL); sulfolípidos (SL). 
 

5 Patogénesis de la tuberculosis 

La patogénesis de la TB se relaciona con la virulencia de la bacteria y la 

resistencia inmune del hospedero. La infección ocurre cuando la persona inhala al 

bacilo por medio de gotas, provenientes de personas infectadas [24]. Se ha 

reportado que la dosis de infección se encuentra entre 1 y 200 bacilos, aunque 

una gota puede contener de 1 a 400 bacilos. El bacilo entra por vía respiratoria y 

al llegar a los alveolos se encuentra con los macrófagos alveolares; los alveolos 

representan la parte terminal del árbol traqueobronquial constituyendo la interfase 

entre el aire y el tejido pulmonar. Los macrófagos responden a la infección 

secretando factores antimicrobianos, incluyendo intermediarios reactivos del 

oxígeno y del nitrogeno, lisozimas, péptidos antimicrobianos y proteasas; así 

mismo, estos producen citocinas y quimiocinas, los cuales sirven como señales 
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para iniciar la respuesta inflamatoria y reclutar a neutrófilos activados al sitio de 

infección (Fig. 5) [25]. 

 
Figura 5. Establecimiento de la infección por Mtb. El bacilo entra por el tracto respiratorio y 
se dirige hacia los alveolos (A) en donde se encuentra con  macrófagos alveolares (flechas) 
(B). Los macrófagos fagocitan al bacilo y lo mantienen dentro de fagosomas (C). 
 
  Los primeros en llegar son los neutrófilos y los monocitos, los que fagocitan 

a la bacteria, secretan más citocinas y quimiocinas y comienzan a formar el 

granuloma compuesto de macrófagos infectados, rodeados por macrófagos 

epiteloides, células gigantes multinucleadas y linfocitos reclutados en la periferia  

formando una cápsula fibrosa (Fig. 6) [26]. El granuloma persiste debido a la 

hipersensiblidad retardada causada por la presencia de antígenos y lípidos 

inmunoestimulatorios provenientes de los bacilos que se encuentran dentro de los 

macrófagos o extracelularmente dentro del granuloma [27]. 

 
Figura 6. Granuloma formado en el pulmón. El centro caseoso se encuentra rodeado de 
macrófagos epiteloides, células gigantes multinucleadas, linfocitos periféricos. Tinción: 
Hematoxilina Eosina. 
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A pesar de la diseminación del bacilo durante la infección primaria, 90% de 

las personas infectadas superan la enfermedad sin mostrar síntomas; el 10% 

restante desarrollará la enfermedad debido a la combinación de factores como: 

alta carga bacteriana, factores de virulencia, inmunosupresión y susceptibilidad 

genética [28]. 

En ausencia de enfermedad progresiva, la persona infectada puede 

permanecer sin síntomas durante décadas en las que el bacilo se mantiene en un 

estado latente; la reactivación de éste es causada por factores que comprometen 

al sistema inmune como infecciones por VIH, vejez, desnutrición, cáncer, 

tratamientos inmunosupresivos o una nueva infección [29]. 

 

6. Respuesta inmune en la tuberculosis 

Después de la fagocitosis de los bacilos inhalados, los macrófagos alveolares 

internan a Mtb en fagosomas, los cuales maduran en fagolisosomas a través de  

la fusión con vesículas que contienen proteasas, péptidos antimicrobianos y 

lisozimas; es aquí donde se producen especies reactivas del oxígeno y nitrógeno 

[30]; además los macrófagos secretan citocinas pro-inflamatorias cuando estas 

interactúan con el bacilo por medio de los receptores TLR-2 y TLR-4 [31]. En la 

infección de Mtb se pueden encontrar las siguientes citocinas: 

TNF- el cual es secretado por macrófagos, DCs y linfocitos T [32]. Esta 

citocina actúa en sinergia con IFN- para inducir intermediarios reactivos del 

oxígeno y del nitrógeno [33]; induce la formación de granulomas, mediante el 

reclutamiento de células hacia el sitio de infección que tiene la función de 

contener al bacilo [34]. Esta citocina también induce la apoptosis de células 

infectadas con el bacilo; este mecanismo es importante ya que además de 
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eliminar al bacilo, promueve la respuesta inmune adaptativa [35], En combinación 

con GM-CSF, puede inducir la maduración de las DCs [36]. 

La IL-1β tiene un papel importante en la formación del granuloma y se le ha 

relacionado con la inducción de fiebre en el paciente tuberculoso [37]. La IL-1 

actúa sobre los macrófagos induciendo la producción de TNF- e IL-6, además de 

aumentar la producción de IL-2 y la expresión de su receptor en los linfocitos T 

[38]. 

La IL-6 se encuentra presente en los lavados broncoalveolares de 

pacientes enfermos, sin embargo, esta citocina tiende a antagonizar los efectos 

de TNF- [39], y también limita la proliferación de los linfocitos T y la producción 

de IL-2 en respuesta a un estímulo antigénico [40]. 

La IL-12 es producida por macrófagos y DCs después de haber fagocitado 

al bacilo [41]. Orienta a los linfocitos T cooperadores hacia una respuesta del tipo 

Th1 e induce la producción de IFN- en estas células [42]; también aumenta la 

citotoxicidad promoviendo la proliferación de linfocitos T citotóxicos y células NK 

[43]. 

El IFN- es una citocina producida por linfocitos T CD4+ y CD8+ y células 

NK; la cual activa a los macrófagos e induce la producción de especies reactivas 

del oxígeno y el nitrógeno en estas células; ratones deficientes de esta citocina o 

su receptor tienen una alta susceptibilidad a Mtb y BCG, mueren más rápido y 

tienen  una carga elevada de bacilos [44]. 

La IL-10 es una citocina anti-inflamatoria que reduce la capacidad de los 

macrófagos y las DCs de activar a los linfocitos Th1 [45]. Esta citocina es 

producida por células mieloides y linfocitos T, siendo los linfocitos T reguladores 

los mayores productores de esta citocina. Se ha demostrado que en la infección 
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con Mtb la presencia de esta citocina disminuye la producción de IFN-, GM-CSF 

y TNF-, así como el reclutamiento de linfocitos T. La IL-10 bloquea la 

maduración del fagosoma evitando así la eliminación del bacilo y también inhibe 

la función de las moléculas de presentación de antígeno en células infectadas; 

además también interfiere en la migración de las DCs hacia los nódulos linfáticos, 

limitando el reclutamiento de células Th1 hacia los sitios infectados [46]. 

El TGF- es una citocina anti-inflamatoria presente en lesiones 

granulomatosas que puede alterar la producción de IL-1 y TNF-, disminuye la 

expresión del receptor de IL-12, y de MHC II inducida por IFN-; así como la 

activación de los macrófagos. Inhibe la proliferación de células T, también 

interfiere con la función de las células NK y las células T CD8+ [47]. 

La IL-23 es producida por DCs que son expuestas a Mtb y es importante 

para la generación de linfocitos Th17 productores de IL-17. También puede 

inducir la producción de IFN- en linfocitos T. La IL-17 es una citocina pro-

inflamatoria capaz de inducir un ambiente de quimiocinas e iniciar procesos 

inflamatorios y tiene la capacidad de reclutar neutrófilos al sitio de infección. La 

ausencia de estas citocinas provoca una inflamación severa en el pulmón [48]. 

Mtb se encuentra con DCs localizadas en el parénquima pulmonar, las 

cuales fagocitan al bacilo y procesan sus antígenos mientras migran hacia los 

ganglios linfáticos, para así presentar los antígenos procesados a los linfocitos T 

naive por medio de moléculas del MHC y así activar a los linfocitos T CD4+ y T 

CD8+, siendo los primeros, las principales células efectoras en contra de la 

bacteria (Fig. 7) [49, 50]. Los linfocitos T CD4+ se dividen en subtipos, 

dependiendo de su perfil de citocinas, como linfocitos T cooperadores tipo 1 (Th1)  
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tipo 2 (Th2), Th17 y reguladores (Treg). Las células Th1 producen IFN-, TNF- e 

IL-2 y contribuyen a la activación de macrófagos y a la formación de granulomas. 

Por otra parte, las células Th2 producen IL-4, IL-5, y/o IL-10 y contribuyen a 

desarrollar la inmunidad mediada por anticuerpos, la que se considera tiene 

efectos inhibitorios sobre la respuesta inmune  en contra de Mtb [51]. La 

interacción de Mtb con el receptor dectina-1 de las CDs genera linfocitos Th17, los 

cuales producen IL-17 [52].   

Por otra parte, en las primeras semanas en las que Mtb ingresa a los pulmones 

hay un reclutamiento de linfocitos Treg no específicos, que son guiados por 

moléculas de superficie y receptores de quimiocinas que facilitan su 

desplazamiento a tejidos inflamados [53]. La infección por Mtb induce la expresión 

de PD-L1 en las DCs, la interacción de esta molécula con PD-1 expresado en las 

Tregs promueve su proliferación [54]. 

 
Figura 7. Localización de las DCs en el pulmón. Epitelio broncoalveolar mostrando DCs 
positivas a Langerina (A). Representación esquemática de la función de las DCs en el 
pulmón. Las células se encuentran residentes en los tejidos donde pueden capturar 
fácilmente los antígenos que llegan al pulmón, después de hacer la captura las DCs procesan 
los antígenos y migran hacia los ganglios linfáticos donde activarán a los linfocitos T (B). 
 

Los linfocitos T CD8+ también han mostrado tener un papel importante en la 

inmunidad protectora. Se ha reportado la presentación cruzada de antígenos de 

Mtb a los linfoctos T CD8+ vía MHC I [55]. Estas células contribuyen secretando 



15 

 

las citocinas IFN- y TNF- [56], y pueden lisar las células infectadas a través de 

la secreción de perforina y granzima B [57]. 

 

7. Evasión de la respuesta inmune por M. tuberculosis 

Mtb ha desarrollado diversas estrategias para sobrevivir dentro de los 

macrófagos. Una de las más importantes es impedir la maduración del fagosoma 

[58]; se han reportado componentes en la pared de Mtb que impiden la 

maduración del fagosoma como LAM, [59], PIM [60] y TDM [61] por lo que la 

bacteria no es eliminada. 

 Otro glicolípido de interés en los procesos de regulación de la respuesta 

inmune es la Di-O-acil trehalosa (DAT), que está presente en la pared celular de 

cepas virulentas del complejo Mtb [62]. El DAT junto con los sulfolípidos y las 

poliaciltrehalosas son regulados por un sistema de dos componentes denominado 

PhoP/PhoR [63] los cuales sirven para mediar señales de transducción para 

funciones metabólicas o relacionadas con el crecimiento de Mtb [64]; estos se 

encuentran regulados por el gen phoP cuya deleción provoca disminución de la 

virulencia, sin embargo, la viabilidad del bacilo no se ve afectada [65]. Se sabe 

que DAT y la Tri-O-acil trehalosa (TAT) inducen una respuesta inmune humoral, 

ya que en pacientes infectados con cepas virulentas de Mtb se han encontrado 

títulos altos de anticuerpos dirigidos contra estos glicolípidos [66]. También se ha 

demostrado que DAT y TAT inhiben la proliferación de linfocitos T inducida por 

concanavalina A [67], interfiriendo en la vía de señalización MAPK-ERK 1/2 [68]. 

Recientemente se ha descrito, que estos glicolípidos disminuyen la expresión de 

la sintasa de óxido nítrico (iNOS) y por lo tanto la producción de óxido nítrico (NO) 

en macrófagos [69]. 
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8. Células dendríticas 

Las DCs fueron identificadas por Ralph Steinman en 1973 mientras observaba 

células provenientes del bazo de ratón; él notó células con características 

morfológicas únicas; un citoplasma arreglado en seudópodos de grosor, longitud, 

forma y número variable. (Fig 8) [70]. Se ha demostrado que estas células son las 

más importantes en la captura y presentación de antígenos, así como en la 

inducción de una respuesta específica por linfocitos T efectores [71]. 

 
Figura 8. Morfología de las DCs. Microscopía en contraste de fases de células dendríricas 
aisladas de orgános linfoides. Células obtenidas del bazo (a-d), ganglio linfático cervical (e) y 
de placas de Peyer (f). 
 

Las DCs poseen marcadores celulares de superficie, los cuales han sido 

utilizados para su caracterización [72, 73, 74]. No hay un marcador de superficie 

que identifique a todas las DCs, debido a que son un grupo heterogéneo de 

células [75]. 
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8.1 Origen de las células dendríticas 

Las DCs provienen de las células progenitoras mieloides, de las cuales 

también se derivan macrófagos, granulocitos, megacariocitos y eritrocitos. Se ha 

demostrado tanto en humanos como en ratones que las DCs también se originan 

de monocitos CD14+ [76]. Se ha comprendido el origen de las DCs gracias a la 

observación de los precursores de estas células y su producción del factor de 

crecimiento FMS-like tirosin cinasa 3 (Flt3). Esta información hizo posible 

identificar al precursor común de monocitos, macrófagos y DCs clásicas, 

denominado precursor de macrófagos-DCs (MDP) [77]. Cuando las MDPs son 

cultivadas con GM-CSF in vitro, estas células producen macrófagos y DCs, pero 

no células polimorfonucleares, linfocitos B, T o células NK. [76]. También se ha 

descrito un progenitor capaz de producir DCs clásicas y DCs plamacitoides pero 

no monocitos in vitro [78] o in vivo [79], conocido como el progenitor común de 

DCs (DCP), cuya marca es Lin-CD115+Flt3+CD11lo. 

En cultivos de monocitos humanos y células obtenidas de la medula ósea de 

ratón incubados con GM-CSF/IL-4 y GM-CSF respectivamente, se produce una 

mezcla de granulocitos, macrófagos y DCs, estas últimas expresan altos niveles 

de CD11c y de MHC II, y tienen la facultad de actuar como células presentadoras 

de antígeno [80]. 

 

8.2  Subtipos y organización de las células dendríticas  

En el bazo del ratón se han descrito dos principales subpoblaciones de DCs. 

Una de ellas expresa CD8+CD205+ y está localizada en la zona marginal del bazo 

[81]. El otro subtipo es el CD8+33D1+ y se ubica en la pulpa roja. Estas DCs 

migran al área de los linfocitos T después de su activación [82]. Las DCs 
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CD8+CD205+ llevan a cabo presentación cruzada de antígenos de células 

apoptóticas [71]. Las células CD8-33D1+ son más eficientes en la presentación de 

antígenos por medio de MHC II [74]. Los ganglios linfáticos contienen dos tipos de 

DCs residentes que son CD11chiMHCII+ que se originan de progenitores 

CD8+CD205+ y CD8-CD11b+; también tienen DCs migratorias que provienen de 

otros tejidos, las que son transportadas por la linfa [83]; estas células transportan 

antígenos de tejidos perifericos desde la periferia a las DCs CD8+ en el ganglio 

linfático de drenaje para realizar la presentación cruzada de antígenos [84]. 

En la dermis hay dos subtipos de DCs, CD103+CD11bloLangerina+ y 

CD103-CD11bhiLangerina- [75]; las primeras participan en la respuesta a 

antígenos virales y auto-antígenos, mientras que la función de las células CD103-

CD11bhiLangerina- aún no se conoce bien [85]. También existen células de 

Langerhans (CLs) que comparten muchas características con las DCs, incluyendo 

su morfología, capacidad de re-distribuir grandes cantidades del MHC II de su 

sistema endocítico a la superficie de la célula y la capacidad de estimular 

linfocitos T alogénicos in vitro, posterior a su activación (Fig. 9) [86, 87]. Estas 

células difieren de manera importante de las DCs en que son resistentes a la 

irradiación y que se renuevan in situ, y al igual que los monocitos y los 

macrófagos, su desarrollo depende del factor estimulante de colonias para 

macrófagos (M-CSF) [87]. 

En el intestino se han identificado tres subpoblaciones de DCs: células 

CD103+CD11blo en las placas de Peyer y en la lamina propia DCs CD103-CD11bhi 

y CD103+CD11b+. Las células CD103+CD11b+ pueden transportar bacterias 

desde el tracto intestinal a los ganglios linfáticos mesentéricos; estas células 
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corresponden a las CD8+CD205+ del bazo [89]. En el pulmón, hígado y riñón se 

identifican dos subtipos de DCs: las  CD103+CD11b+ y las CD103-CD11bhi [90].  

     
Figura 9. Comparación morfológica de las DCs y las CLs. Fotografía en contraste de fases 
de DCs obtenidas de bazo de ratón (A). Corte de epidermis en piel de oreja de ratones con la 
proteína verde fluorescente acoplada a Langerina (B).  
 

Al igual que en la piel, en órganos no linfoides hay dos subtipos de DCs 

caracterizadas por la expresión de CD103 [90]. Hay estudios que sugieren que las 

DCs de tejidos no linfoides se originan de monocitos, sin embargo, expresan Flt3, 

un marcador ausente de monocitos [91]. Al igual que las DCs de órganos 

linfoides, las precursoras de las DCs (pre-DCs) también contribuyen al desarrollo 

de DCs CD103+ en órganos no linfoides. Las DCs CD103- parecen ser 

heterogéneas en su origen; algunas se originan de pre-DCs y otras de monocitos. 

 

8.3 Función de las células dendríticas en la respuesta inmune 

La importancia de las DCs en la respuesta inmune radica en que son 

responsables de inducir una respuesta inmune primaria [92]. La entrada de un 

antígeno provoca una respuesta inflamatoria local, provocando una liberación de 

quimiocinas, las cuales atraen a DCs inmaduras en un lapso de una hora [93]. Las 

DCs inmaduras son muy eficientes en la captura de antígenos por varias vías, las 

cuales incluyen la fagocitosis mediada por receptores de tipo lectina-C, por 

A B 
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receptores tipo Fcγ de tipo I (CD64) y II (CD32), que permiten la internalización de 

fragmentos celulares resultado de procesos apoptóticos y necróticos causados 

por virus y bacterias, incluidas las micobacterias [94].  

La exposición a los agentes microbianos induce cambios en las DCs que 

conducen a su maduración, caracterizada por la expresión de moléculas de 

presentación de antígeno, moléculas coestimuladoras, receptores de quimiocinas 

y moléculas de adhesión, así como la pérdida de la capacidad para fagocitar 

partículas [95].  

Existen numerosos factores que regulan la maduración de las DCs, como 

son las moléculas asociadas a patógenos como el lipopolisacárido (LPS) [96], 

DNA bacteriano [97], RNA de doble cadena [98], el balance de citocinas pro y 

anti-inflamatorias presentes en el microambiente celular [99] y señales derivadas 

de los linfocitos T [100]. Las DCs maduras activan a los linfocitos T vía sinapsis 

inmunológica compuesta por tres señales: la presentación de antígeno, 

interacción de moléculas de coestimulación y producción de citocinas, dando 

como resultado linfocitos T efectores [101]. 

 

8.3.1 Migración de las células dendríticas 

La migración de las DCs implica: la capacidad de las pre-DCs para salir de 

su lugar de origen y llegar al torrente sanguíneo; el reclutamiento de las células a 

los tejidos blanco; el alojamiento extravascular y la movilidad necesaria para 

obtener antígenos; la capacidad de entrar a los vasos linfáticos y dirigirse a los 

ganglios linfáticos o al torrente sanguíneo; y la capacidad de interactuar con 

linfocitos para poder presentarle antígenos a estos últimos [102]. 
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Las pre-DCs que circulan por la sangre están en equilibrio con los 

precursores en órganos linfoides periféricos y tejidos. Estas células representan el 

0.5% de los leucocitos en la médula ósea, 0.02% de los que hay en la sangre, 

0.05% de los que hay en el bazo y 0.03% en los ganglios linfáticos [75], estos 

precursores se diferenciarán a DCs en los tejidos periféricos [103]  

Cuando están localizadas en la piel, las DCs se abren paso a través del 

tejido conectivo por medio de metaloproteinasas de la matriz [104]; estas 

proteinasas pueden ser expresadas en la superficie de la célula, lo que le permite 

su movilidad gracias a la proteólisis localizada del tejido [105]. 

Para llegar a los ganglios linfáticos, las DCs expresan receptores de 

quimiocinas. Basado en el perfil de expresión de receptores de quimiocinas en las 

DCs, se ha propuesto que CCL22, CCL17, CCL20, CXCL9, CXCL10 y CXCL11 

juegan un papel importante en el reclutamiento de DCs inmaduras a sitios 

perifericos. La mayoría de estos receptores se expresan en las iDCs mientras que 

las mDCs expresan los receptores CCR7 y CXCR4, indicando que CCL19, CCL21 

y posiblemente CXCL12 guían a las DCs de la zona de inflamación a la zona de 

los linfocitos T en el ganglio linfático [106]. 

 

8.3.2 Procesamiento y presentación de antígeno 

Los antígenos son capturados por las iDCs y llevados a los lisosomas 

MHCII+, sin embargo, estas células no son eficientes para presentar el antígeno 

[107]. Las iDCs acumulan moléculas de MHC II en compartimentos intracelulares 

conocidos como compartimentos ricos en MHC II (MIICs). Los antígenos 

capturados son dirigidos a los MIICs que contienen HLA-DM el cual promueve la 

remoción del péptido CLIP del MHC II y promueve la unión de los péptidos a las 
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moléculas de MHC II [108]. Mientras que en las iDCs las moléculas del MHC II 

son internalizadas rápidamente y tienen una vida media corta, en las mDCs se 

aumenta su síntesis y translocación de los complejos péptido-MHC II a la 

superficie celular donde se mantienen estables durante días y se encuentran 

disponibles para su reconocimiento por linfocitos T CD4+ [109]. Las DCs pueden 

presentar antígenos intracelulares por medio del MHC I. Los péptidos antigénicos 

que se encuentran dentro de la célula son marcados por ubiquitinación, para ser 

degradados por en el proteasoma; estos péptidos son transportados por medio de 

la proteína transportadora asociada al procesamiento de antígenos (TAP) hacia el 

retículo endoplásmico, en donde se asocian con las moléculas de MHC I y β2-

microglobulina que están siendo producidas. Este complejo puede ser glicosilado 

y transportado a la superficie de la célula [110]. Se ha demostrado que las DCs 

son capaces de presentar antígenos externos por medio del MHC I, por medio de 

presentación cruzada [111], el cual se lleva a cabo por la vía independiente de la 

proteína TAP en la que los antígenos son hidrolizados en los endosomas [110] o 

por la ruta fagosoma-citosol que es dependiente de TAP [113].  

También se han identificado a la familia CD1 como moléculas 

presentadoras de antígeno; esta presentación se encuentra asociada a las 

respuestas de los linfocitos T hacia antígenos que contienen lípidos o glicolipidos. 

En humanos se han descrito cuatro proteínas (CD1 a-d) en las DCs mileoides, 

mientras que en ratón solo se ha identificado a CD1d [114]. En el retículo 

endoplásmico, después de ensamblarse con β2-microglobulina, las cadenas 

pesadas de CD1b son transportadas a la superficie de la célula e internalizadas 

gracias a la interacción del complejo adaptador cubierto con clatrina AP-2 con la 

región citoplasmática la cual contiene tirosina. Posteriormente las moléculas 
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CD1b son transportadas al MIIC, debido a la unión selectiva con el complejo AP-

3, el cual es conocido por interactuar con proteínas residentes en el lisosoma 

[115]. CD1c y CD1d también contienen una región citoplasmática con tirosina, sin 

embargo, estas no se unen a AP-3 y se distribuyen en el sistema endocítico 

temprano, sin embargo algunas de estas moléculas pueden llegar a los lisosomas 

mediante rutas que no han sido establecidas. [116]. La región citoplasmática de 

CD1a carece de citocinas y dentro del sistema endocítico solo se expresa en los 

endosomas tempranos [117]. El tráfico de estas moléculas a la membrana 

disminuye cuando las DCs entran en estado de maduración [118]. 

En el proceso de presentación de antígeno se forma una compleja red de 

receptores/ligandos transmembranales que propician la activación de los 

linfocitos. En estas células CD28, ICOS, y CD40L tienen un papel importante. Al 

mismo tiempo los linfocitos expresan moléculas inhibitorias como CTLA-4 o PD-1 

que disminuyen esta activación [119]. 

La expresión de moléculas de coestimulación en las DCs define el tipo de 

respuesta que tendrán los linfocitos activados. Entre las moléculas que producen 

las DCs se encuentran CD80/B7-1, CD86/B7-2, CD83 y CD40. El nivel de 

expresión de estas moléculas puede jugar un papel importante durante el curso 

de la enfermedad, por lo tanto, la modulación de estas moléculas por los 

patógenos puede ayudar a su supervivencia (Fig. 10) [120].  

El tipo de citocinas que se producen en la activación de los linfocitos T, define 

el tipo de respuesta que estos tendrán en la infección. En mDCs se observa la 

producción de citocinas como TNF-, IL-10, IL-12, IFN-, IL-8, MDC, RANTES e 

IL-6 [121]. Se ha descrito que la producción de citocinas pro-inflamatorias inducen 

una respuesta del tipo efectora en los linfocitos T CD4+ y CD8+ [122].  
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Figura 10. Moléculas coestimuladoras expresadas en la superficie de las DCs. La 
modulación de la activación de los linfocitos T esta mediada por la interacción de moléculas 
coestimuladoras en las DCs. 

 

8.4 Células dendríticas en la tolerancia inmunológica 

Además de tener un papel importante en el establecimiento de la respuesta 

inmune adaptativa, las DCs pueden adquirir un perfil tolerogénico (tDCs) el cual 

está definido por diversos factores como IL-10, TGF-, prostaglandina E2 o 

Vitamina D3. Estas células pueden prevenir, inhibir o modular las respuestas 

efectoras mediadas por los linfocitos T a través de una variedad de mecanismos 

como la producción de factores anti-inflamatorios que son capaces de atenuar los 

efectos de la respuesta inmune inducida o mediante la activación de linfocitos T 

reguladores (Fig 11) [123, 124]. En contraste a su papel en la inmunidad innata, 

no se ha comprendido del todo el papel de las DCs en la tolerancia. 

Se ha propuesto que las DCs tienen un papel en la tolerancia central en la 

presentación de autoantígenos en la selección negativa de timocitos, mediante la 

presentación cruzada de antígenos adquiridos de las células epiteliales timicas, 

las cuales expresan proteínas tejido-específicas. [125]. Otro mecanismo es 

mediante el reclutamiento de DCs periféricas en el timo, las cuales presentan 
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auto-antígenos para provocar la deleción clonal o la generación de linfocitos T 

reguladores (Tregs) [126]. 

 
Figura 11. Señales de inducción de las DCs a perfiles inmungénicos o tolerigénicos. A 
través de la unión de receptores por componentes de microorganismos,  el ambiente de 
citocinas, o cambios en la abundancia de ciertos metabolitos, las DCs maduran a mDCs que 
migran a los nódulos linfoides por medio de CCR7, a través de los procesos de presentación 
de antígeno, estas células inducen la activación de los linfocitos T efectores. Por otro lado, la 
presencia de citocinas anti-inflamatorias en combinación con niveles regulares de metabolitos 
induce la diferenciación a tDCs, las cuales migran a los ganglios linfáticos por medio de 
CCR7, en donde pueden inducir la producción de linfocitos T reguladores (Tregs). 
 

Como parte de su función tolerogénica, las DCs son capaces de mediar la 

homeostasis de las Tregs en la periferia. Se ha demostrado que las tDCs pueden 

inducir linfocitos Tregs in vitro, especialmente si se combinan con un fuerte 

estimulador de las Tregs como el TGF- y el ácido retinoico [127]. La contribución 

de las DCs al mantenimiento de las Tregs es mediado por las moléculas 

coestimuladoras CD80/CD86 expresadas en las DCs [128]. Por otro lado, el 
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número de DCs en circulación puede incrementar una vez que hay un decremento 

de las Tregs, lo que sugiere que estas células también participan en el control de 

las DCs [129]. Se ha demostrado que las DCs tolerogénicas expresan tanto la 

enzima  indoleamina 2,3-dioxigenasa cuya función es convertir el triptófano en L-

kinurenina [130] la cual se encuentra producida en sitios inmunológicamente 

privilegiados como en ojos o en la placenta [131], así como sCD25, descrito como 

la subunidad alfa del receptor de IL-2 [132]. Se ha sugerido un papel importante 

de esta molécula en el establecimiento de la tolerancia por parte de las DCs, sin 

embargo, aún no se ha establecido el mecanismo por el cual sCD25 participa en 

el control de la respuesta inmune. Se ha sugerido que sCD25 al ser secretado por 

las DCs podría secuestrar a IL-2 en el medio para suprimir la proliferación de los 

linfocitos T [133]. 

 

9. Las células dendríticas en la tuberculosis 

Las DCs son capaces de fagocitar a Mtb, y antígenos micobacterianos [134], 

dando lugar a cambios morfológicos y funcionales en estas células. Junto con los 

macrófagos, las DCs localizadas en la tráquea son las primeras en encontrarse 

con la bacteria. Se han descrito varios receptores implicados en el reconocimiento 

de la bacteria por las DCs como el receptor de manosa, CD11b y DEC-205 [135]; 

sin embargo, el receptor principal que se encarga de reconocer a la bacteria es un 

receptor tipo C-lectina denominado molécula no-integrina de adhesión intercelular 

específica de células dendríticas (DC-SIGN) [136]. Este receptor reconoce a las 

manLAMs y esta interacción le permite a las DCs discriminar entre especies del 

género Mycobacterium spp. [137]. La interacción de estos azúcares con DC-SIGN 

interrumpe la maduración de las DCs inducida por LPS e induce la producción de 
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IL-10 [138]. Adicionalmente a la interacción con DC-SIGN, otros componentes de 

Mtb como el LAM, la proteína de 19 kDa y el DNA no metilado pueden interactuar 

con TLRs [139, 140, 141]. La activación de estos receptores por componentes del 

bacilo, resulta en la activación del factor nuclear kappa B (NF-κB), seguido de la 

secreción de citocinas pro-inflamatorias y quimiocinas, así como un incremento en 

la expresión de moléculas de presentación de antígeno y moléculas 

coestimuladoras [142] y la disminución en la expresión de la molécula CD1 [143]. 

El bacilo puede sobrevivir dentro de las DCs. Esta persistencia se encuentra 

asociada con la localización del bacilo dentro de vacuolas que muestran 

características de una célula inmadura, sin embargo, esto limita su comunicación 

con la célula, privándola de nutrientes esenciales para su replicación como el 

hierro y el colesterol [144]. 
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III. JUSTIFICACIÓN 

M. tuberculosis ha desarrollado mecanismos de defensa que le permiten evadir la 

respuesta inmune, algunos de los cuales están asociados a factores de virulencia 

ubicados en la pared micobacteriana. Entre estos se encuentran los glicolipidos, 

que al interactuar con las células del hospedero inhiben su función protectora. 

Estudios previos en el laboratorio han demostrado que los glicolipidos Di-O-acil 

trehalosa y Tri-O-acil trehalosa inhiben en macrófagos la expresión de la sintasa 

de óxido nítrico inducible y la producción de óxido nítrico, arma efectora 

importante del sistema inmune. Las DCs compaten características fenotípicas y 

funcionales con los macrófagos, es por ello que creemos que estas células 

podrían verse afectadas por la Di-O-acil trehalosa. Este estudio se enfocó a 

estudiar el efecto de la Di-O-acil trehalosa sobre la maduración de las células 

dendríticas. 

 

 

 

IV. HIPÓTESIS 

 

El glicolípido micobateriano DAT inhibe la maduración de las células dendríticas. 
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V. OBJETIVOS 

 

General 

Estudiar los efectos de DAT sobre la maduración de las células dendríticas. 

 

 

 

  

Particulares 

• Purificación de DAT  

• Desarrollar un protocolo para la obtención de células dendríticas inmaduras a 

partir de células de la médula ósea de ratón 

• Estudiar del efecto del DAT sobre las células dendríticas analizando: 

1. El porcentaje de células que expresan moléculas de presentación de 

antígeno y moléculas coestimuladoras. 

2. Producción de citocinas pro y anti-inflamatorias. 
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VI. MATERIALES Y MÉTODOS 

1. Purificación de DAT 

Por razones de seguridad biológica y de rendimiento se utilizó la cepa saprófita 

Mycobacterium fortuitum ATCC 6841, que expresa DAT con una estructura e 

inmunogenicidad muy semejante al de Mtb [66,67]. La cepa fue cultivada en 

medio Sauton a 37°C durante dos semanas; transcurrido ese tiempo, los cultivos 

fueron esterilizados con calor húmedo y se recuperó la biomasa mediante 

filtración utilizando papel filtro. Los glicolípidos totales fueron extraídos incubando 

la biomasa con una mezcla de cloroformo/metanol (JT Baker Center Valley, PA, 

USA) (1:2, vol/vol) durante 4 días a temperatura ambiente; posteriormente se 

recuperó la biomasa por filtración, el solvente filtrado fue recuperado en un matraz 

y el solvente fue evaporado en un rotavapor a 70ºC. La biomasa recuperada se 

trató con cloroformo/metanol (2:1, vol/vol) durante 1 día a temperatura ambiente, 

se recuperó el solvente por filtración y el exceso fue evaporado con un rotavapor 

a 70ºC. Los lípidos solubilizados se juntaron y se les sometió a un lavado de Folch 

con la finalidad de eliminar cualquier residuo acuoso, solubilizando los lípidos en 

una mezcla de cloroformo/metanol/agua (4:2:1 vol/vol/vol). La separación de la 

fase acuosa y la fase orgánica se realizó toda la noche a 4ªC. Al día siguiente se 

recuperó la fase orgánica que es en donde se encuentran los glicolípidos.  

Para purificar a DAT, el extracto lipídico se disolvió en cloroformo y se aplicó a 

una columna de vidrio empacada con Florisil (Biotecna Corp., Miami, FL, USA); 

(de Fluorisil se utilizan 30 veces el peso del lípido). Los lípidos fueron obtenidos 

de la columna eluyendo el extracto lipídico total con cloroformo y metanol a 

diferentes proporciones (100:0, 98:2, 96:4, 94:6, 92:8, 90:10, 88:12 y 86:14); el 

fraccionamiento de los lípidos fue monitoreado mediante una cromatografía en 
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capa fina (CCF) en placas de Silica-gel 60 F254 (E. Merck, Darmstadt, Germany). 

La CCF se realizó con cloroformo/metanol/agua (60:16:2 vol/vol/vol) como fase 

móvil. Los lípidos se visualizaron en la placa con antrona al 2% en H2SO4, 

seguido de calentamiento a 110ºC. Las trehalosas aciladas aparecen como lípidos 

positivos a la reacción con antrona, expresado en manchas de color azul y con un 

tiempo de retención (Rf) de 0.37 para DAT [66]. Las fracciones con los lípidos de 

interés se juntaron y se filtraron en una segunda columna de vidrio empacada con 

Fluorisil, cuya cantidad fue nuevamente calculada de acuerdo al peso del lípido 

obtenido. La elución se realizó utilizando cloroformo/metanol a diferentes 

proporciones (98:2, 96:4, 94:6, 92:8, 90:10, 88:12 y 86:14). Las fracciones 

enriquecidas con DAT se corrieron en una placa de cromatografía preparativa en 

placas de silica-gel 60 con un grosor de 0.5 mm (E. Merck, Darmstadt, Germany). 

Las placas se revelaron con Rodamina al 0.01% y fueron expuestas a luz UV. Las 

trehalosas aciladas fluorescen con la luz UV. Una vez identificados en la placa, 

los lípidos fueron recuperados por raspado y la sílica fue eliminada por filtración. 

La rodamina fue eliminada en una columna de Florisil y los lípidos obtenidos se 

analizaron por CCF.  

Las fracciones obtenidas se caracterizaron mediante espectroscopía infrarroja 

con transformada de Fourier (FTIR) en un espectrómetro Vector 33 FTIR (Bruker 

Corporation, Billerica, MA, USA), equipado con un módulo de reflexión total 

atenuada (ATR). Cerca de 0.5 mg de la muestra se disolvió en 200 μl de 

cloroformo/metanol (9:1 vol/vol) y se colocó en la celda ATR, La medición del 

espectro de absorción se llevó a cabo en un intervalo de número de onda (ṽ) de 

4000-450cm-1. La ausencia de endotoxinas en las fracciones de DAT se investigó 
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por la prueba del lisado de amebocitos de Lymulus (LAL) (Lonza Anaheim, CA, 

USA). 

2. Obtención de DCs inmaduras a partir de precursores de médula ósea de 

ratones C57BL/6L 

Las DCs se obtuvieron de los fémures y tibias de ratones hembra de la cepa 

C57BL/6L. Se extrajo la médula ósea con una jeringa utilizando medio RPMI-1640 

con 5% de suero fetal bovino (SFB) inactivado por calor a 56ºC (medio completo) 

(Gibco BAL Products USA); las células se colocaron en cajas de cultivo con medio 

completo, 0.023 mM de bicarbonato de sodio, 10 mM HEPES, 50 μM 2-

mercaptoetanol y 20 μg/ml sulfato de gentamicina (Gibco BRL Products, Rockville 

MD) y se cultivaron toda la noche a 37ºC con 5% de CO2. Al día siguiente las 

células se recolectaron mediante un pipeteo suave y fueron centrifugadas a 1500 

rpm durante 5 mins, el sobrenadante fue desechado; las células recuperadas se 

contaron con azul tripano. Enseguida se colocaron 20x106 células en cajas petri 

con medio completo suplementado como se describió anteriormente;  

adicionalmente se agregaron 1000 U/ml de GM-CSF (Peprotech, Rocky Hill, NJ) y 

las células se incubaron a 37ºC con 5% CO2. Al tercer día se adicionó a las 

células 10 ml de medio suplementado con 2000 U/ml de GM-CSF continuándose 

con la incubación a 37ºC con 5% de CO2. Al sexto día se recuperaron las células 

raspando suavemente las placas y se centrifugaron a 1500 rpm durante 5 mins 

para eliminar el exceso de medio. Se analizó la diferenciación de las células por 

citometría de flujo en un citómetro FACS Calibur (Beckton Dickinson) (San Diego, 

CA, USA), utilizando un mAb contra CD11c (PE, Biolegend, San Diego CA, USA). 

La viabilidad de las DCs se verificó con azul tripano. Por citometría de flujo se 
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investigó la apoptosis y necrosis utilizando mAbs anti-Anexina V (FITC, Biolegend, 

San Diego CA, USA) y 7-Aminoactinomicina D (7-AAD) (Biolegend) por protocolos 

estándares [145]. 

3. Ensayos para estudiar el efecto del DAT sobre la maduración de las células 

dendríticas 

Para estudiar el efecto del DAT sobre la maduración de las DCs, los lípidos fueron 

disueltos en hexano/etanol (1:1 vol/vol) y se agregaron 0.1, 1 y 10 μg de DAT en 

cajas de cultivo de 24 pozos y el solvente se dejó evaporar a temperatura 

ambiente. Posteriormente, se agregó a los pozos un volumen de 500 μl de medio 

completo, al cual se adicionaron 5x105 DCs obtenidas a los 6 días de cultivo y se 

incubaron durante 24 h a 37ºC con 5% de CO2. Como control positivo, las DCs 

fueron tratadas con 1μg de LPS. (E. coli B55:05; Sigma Chemical Co., St Louis, 

MO, USA). Al siguiente día se midió el porcentaje de células que expresan 

moléculas de presentación de antígeno y moléculas coestimuladoras por 

citometría de flujo. Los mAbs utilizados fueron:  

mAb α- Fluorocromo Clona Proveedor 
MHC I Alexa Fluor 647 AF6-88.5 Biolegend 
MHC II PE M5/114.15.2 Biolegend 
CD40 PE/Cy5 3/23 Biolegend 
CD80 PerCP/Cy5.5 16-10A1 Biolegend 
CD83 APC Michel-9 Biolegend 

CD86 APC GL-1 
TONBO biosciences 

(San Diego CA, 
USA) 

CD25 PE/Cy7 PC61 Biolegend 
 

4. Efectos de DAT sobre la producción de citocinas por las DCs 

Para estudiar el efecto de DAT sobre la producción de citocinas en DCs, se 

cuantificó la producción de la citocina anti-inflamatoria IL-10 y de las citocinas pro-

inflamatorias IL-12, TNF- e IFN-, mediante ELISA (Biolegend, San Diego, CA, 

http://www.biolegend.com/index.php?page=pro_sub_cat&action=search_clone&criteria=M5%2F114.15.2
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USA). Debido a que la producción de citocinas es un fenómeno dinámico, se 

obtuvieron los sobrenadantes a las 6 y 24 h de células no tratadas (5x105 DCs), 

células tratadas con DAT (10μg de DAT por 5x105 DCs) y células tratadas con 

LPS (1μg de LPS por 5x105 DCs) y para determinar el efecto de DAT sobre la 

producción inducida por LPS, las células se trataron simultáneamente con LPS y 

DAT. 

5. Análisis estadístico 

Los datos fueron analizados utilizando el programa GraphPad Prism (versión 

5.01, San Diego, CA, USA), Los valores de significancia fueron calculados 

mediante la prueba t Student pareada con un valor de P<0.05. 
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VII. RESULTADOS 

1. Purificación de DAT 

Transcurrido el tiempo de incubación de la bacteria en medio Sauton; se 

recuperó la biomasa obtenida de crecer la bacteria en 4 lts de medio de cultivo. Al 

solubilizar los lípidos totales de la biomasa con cloroformo/metanol, se 

recuperaron 12.86g de lípidos totales, los cuales se redujeron a 8.88g al eliminar 

los residuos acuosos de esta extracción con el lavado de Folch. El extracto fue 

eluído con una mezcla de solventes de polaridad creciente en una columna de 

vidrio empacada con Fluorisil; la elución fue monitoreada mediante CCF. En las 

placas reveladas con antrona/H2SO4 se observó que en las fracciones eluidas con 

cloroformo/metanol 90:10 a 88:12 aparecen manchas de color azul que 

representan compuestos con azúcares en su estructura; además, su movilidad en 

la placa mostró que estos compuestos tienen un valor Rf de 0.37, lo cual sirvió de 

criterio para identificarlos tentativamente como DAT (Fig. 12A). Estas fracciones 

se juntaron y se volvieron a eluir en una segunda columna de vidrio con Fluorisil; 

el monitoreo realizado por CCF muestra nuevamente manchas de color azul 

positivas a la antrona/H2SO4, con un valor Rf de 0.37, además de una reducción 

importante de impurezas que se encontraban en el extracto original (Fig. 12B), la 

cantidad de lípidos recuperados hasta este punto es de 1.437g. 
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Figura 12. Enriquecimiento de DAT por cromatografía en columna. Cromatografía en 
capa fina de la elución del extracto lipídico total obtenido de M. fortuitum (A). Cromatografía 
en capa fina de la elución de las fracciones enriquecidas con DAT. (B), en ambos casos se 
observan manchas positivas a la reacción antrona/H2SO4 con un Rf de 0.37. 
 
 Las fracciones enriquecidas con DAT se corrieron en placas de CCF 

preparativas, estas fueron reveladas con rodamina la cual tiñe a los glicolípidos de 

color rosa (Fig. 13A) y emiten fluorescencia al ser expuestos a la luz UV. Una vez 

que se identificó a DAT en la placa, se raspó la sílica en la región donde se 

encontraba DAT; al eliminar la sílica y la rodamina se recuperaron en total 0.483g 

de DAT divididos en cuatro fracciones; una muestra de éstas se aplicaron a una 

placa de CCF. Al revelar con antrona/H2SO4, se obtuvieron compuestos únicos 

que reaccionan a este compuesto y con un Rf de 0.37 (Fig. 13B).  

 

 

 

 

Rf = 0.37 

A B 
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Figura 13. Purificación de DAT con placas de cromatografía preparativas. Placa de silica-
gel revelada con rodamina la cual muestra la localización de DAT (A). Cromatografía en capa 
fina del DAT purificado donde se observa el corrimiento de cuatro eluciones hechas con 
cloroformo/metanol para eliminar la rodamina (aplicadas en distintos carriles), al revelar la 
placa se observan manchas positivas a la reacción antrona/H2SO4 con un Rf de 0.37 (B). 
 

Finalmente, se caracterizó a DAT mediante espectroscopía infrarroja con 

transformada de Fourier (FTIR). El espectro obtenido (Fig. 19) muestra bandas 

características a con un valor de ṽ de 3320 cm-1 que indican la presencia de 

enlaces oxígeno-hidrógeno en los grupos hidroxilo (-OH) en los compuestos 

azucarados de DAT. Las bandas con un ṽ de 2922 cm-1 y 2853cm-1 fueron 

asignadas a los grupos alifáticos metileno (-CH2-) y metilo (-CH3) 

respectivamente. El pico localizado al ṽ de 1647cm-1 indica la presencia de grupos 

ester-carboxilo (-CO-O-). Finalmente, la banda que caracteriza a las trehalosas 

aciladas se encuentra en la región que va del valor de ṽ 1500 a 500cm-1 (Fig. 14). 

Finalmente, el lote obtenido de DAT fue analizado para descartar la presencia de 

endotoxinas mediante la prueba de LAL; el nivel de endotoxinas fue indetectable. 

 

Rf = 0.37 

A B 
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Figura 14. Caracterización de DAT mediante espectroscopía infrarroja con 

transformada de Fourier. El espectro obtenido muestra bandas a una ṽ  de 3320 cm-1, 
característicos de grupos hidroxilo (-OH); hay bandas de absorción a una ṽ de 2922 cm-1 y 
2853cm-1 que corresponden a los grupos alifáticos metileno (-CH2-) y metilo (-CH3). La banda 
con una ṽ de 1647cm-1 indica la presencia de grupos ester-carboxilo (-CO-O-). En la región 
de con valores de ṽ de 1500 a 500cm-1 se obtienen bandas características de las acil 
trehalosas. 
 

2. Obtención de cultivos de células dendríticas inmaduras 

Para obtener los cultivos de iDCs necesarias para realizar este trabajo, se 

utilizó el protocolo descrito por Inaba y col [146], basado en el uso de GM-CSF 

para diferenciar iDCs a partir de células de médula ósea de ratón; se realizaron 

modificaciones menores con el objetivo de optimizar el rendimiento de los cultivos. 

Se utilizaron cajas petri de baja adherencia lo que facilita la remoción de las 

células. Así, se obtuvieron 13x106 iDCs por cada 20x106 células de médula ósea 

sembradas (rendimiento del 65%). Con este protocolo se obtuvieron células que a 

los 6 días de cultivo mostraban una morfología microscópica característica de 
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DCs, con prolongaciones citoplásmáticas de tipo dendrita, las cuales forman 

agregados que no están adheridos a las cajas de cultivo (Fig. 15).  

    
Figura 15. Morfología micróscópica de cultivos celulares de iDCs. (A) A los 6 dias de 
cultivo las células forman agregados que no están adheridos a la caja de cultivo (flechas) 
(10X). (B) A mayor aumento se pueden observar células con prolongaciones citoplásmicas de 
tipo dendrita en el citoplasma (flechas) (60X). 
 

La caracterización fenotípica de las iDCs se realizó a los 6 días de cultivo 

determinando el porcentaje de expresión de CD11c y MHC II por citometría de 

flujo (Fig. 16A-16B); analizando la población total de células, el análisis demostró 

una expresión del 70%-80% de CD11c y 60%-70% de MHC II (Fig. 16C). 

 

Figura 16. Diferenciación de las iDCs a los 6 días de cultivo. Por citometría de flujo se 
evaluó el porcentaje de células que expresan CD11c (PE) y MHC II (PE) en trece 
experimentos realizados por duplicado; el análisis se realizó a partir de la población más 
concentrada de células (Gate) (A); ajustando con un control de auto florescencia (línea 
punteada) (B), se determinó que el porcentaje de células que expresan CD11c y de MHC II; 
teniendo un alto porcentaje de células que expresan CD11c y MHC II. Los resultados se 
expresan como la media ± SEM (C). 
 

3. Efecto de DAT sobre la maduración de las células dendríticas 

Para conocer el efecto de DAT sobre la maduración de las DCs, se realizaron dos 

experimentos piloto para determinar la cantidad óptima de lípido a utilizar. Por 

A B 

A 
C 

B 
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citometría de flujo se evaluó el porcentaje y la expresión de moléculas de 

presentación de antígeno MHC I y MHC II. Los pozos se recubrieron con 0.1, 1, y 

10μg DAT disueltos en hexano/etanol (1:1 vol/vol) y se utilizó 1 μg de LPS y el 

solvente como controles. Después de que se evaporó el solvente y se añadieron a 

los pozos 500 μl de medio RPMI y 5x105 iDCs y se incubaron durante 24 h. Por 

citometría de flujo se determinó el porcentaje y la intensidad media de 

fluorescencia (IMF) de MHC I y MHC II en las DCs (Fig. 17). Los resultados 

mostraron que ninguna de las concentraciones de DAT tuvieron un efecto 

aparente sobre el porcentaje de DCs que expresan MHC I y MHC II (Fig. 18A). Al 

medir la IMF se encontró que 0.1μg de DAT no disminuyó la IMF de MHC I y MHC 

II; al utilizar 1μg de DAT la IMF de MHC I y MHC II disminuyó; con 10 μg de DAT 

también hubo una disminución de la IMF de MHC I y MHC II (Fig. 18B). En vista 

de estos resultados se decidió utilizar 10 μg de DAT en los experimentos 

subsecuentes. 

 

  
 

Figura 17. Análisis del efecto de la concentración del DAT sobre la expresión de las 

moléculas de MHC I y II en iDCs. A los 6 días de cultivo las iDCs se incubaron durante 24 h 
con 0.1, 1 y 10μg de DAT. Por citometría de flujo se analizó el efecto de DAT sobre la 
expresión de MHC I y MHC II; el análisis se realizó a partir de la población más concentrada 
de células (Gate). Línea punteada = Control de autofluorescencia, Área sombreada = Células 
sin tratamiento. 
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Figura 18. Efecto de la concentración del DAT sobre la expresión de moléculas de MHC 

I y II en iDCs. A partir del análisis por citometría de flujo se determinó el porcentaje de células 
que expresan MHC I y MHC II (A), la IMF se determinó en la población MHC I+ y MHC II+ (B). 
Los resultados están expresados como media  ± SEM. 
 

El efecto de DAT sobre la maduración de las iDCs se evaluó utilizando 

10μg de DAT en las mismas condiciones de incubación. A las 24 h de incubación 

se midió por citometría de flujo el efecto de DAT sobre el porcentaje de células 

que expresan las moléculas de presentación de antígeno MHC I y MHC II, así 

como las moléculas coestimuladoras CD40, CD80, CD83, CD86 y CD25, a partir 

de las células positivas a la expresión de estas moléculas se determinó la IMF de 

estas moléculas (Fig. 19A). Así mismo, se estudió el efecto que tiene DAT sobre 

la maduración inducida por LPS; el cual ha demostrado inducir la maduración de 

las DCs [65].  

Los resultados muestran que DAT disminuye de manera significativa el 

porcentaje basal de células que expresan MHC I (*P=0.0104). Al analizar la IMF 

de la población MHC I+, se observó que DAT redujo significativamente la 

A 

B 
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expresión de MHC I (*P=0.0138), y redujo la expresión inducida por LPS 

(*P=0.0103) (Fig. 19B). En el caso de MHC II se observó que DAT disminuyó de 

manera significativa el porcentaje de células que expresan MHC II inducidas con 

LPS (*P=0.0237). Al analizar la IMF se observó que DAT disminuyó 

significativamente la expresión inducida por LPS de esta molécula (**P=0.0092) 

(Fig. 19C). 
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Figura 19. Efecto de DAT sobre la expresión basal e inducida por LPS de MHC I y II en 

DCs. Por citometría de flujo se evaluó el porcentaje de células que expresan MHC I y MHC II 
a partir de la población más concentrada de células (Gate). Línea punteada = Control de 
autofluorescencia, Área sombreada = Células sin tratamiento (A). En cinco experimentos 
realizados por duplicado se determinó, que DAT disminuyó el porcentaje de células que 
expresan MHC I a nivel basal; en cuanto a la IMF, se observó una disminución de la 
expresión basal y de inducida por LPS (B). DAT también disminuyó el porcentaje de células 
que expresan MHC II inducido por LPS y también disminuyo la IMF inducido por LPS (C). 
Análisis por t Student pareada, P<0.05; los datos se expresan como media ± SEM. 
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En cuanto a las moléculas coestimuladoras, se observó que DAT 

disminuye significativamente el porcentaje de células que expresan CD40 

inducidas por LPS (*P=0.0339). DAT también disminuyó de manera significativa la 

IMF inducido por LPS de CD40 (P=0.0481) (Fig. 20B). El DAT no tuvo efecto 

sobre el porcentaje de células que expresan CD80, sin embargó DAT disminuyó 

significativamente la IMF inducido por LPS (*P=0.0107) (Fig. 20C). Por otra parte, 

DAT no tuvo efecto sobre el porcentaje de células que expresan CD83, tanto en la 

expresión basal como en la inducida por LPS, sin embargo, la IMF disminuye 

significativamente en células tratadas con LPS (P=0.0490) y en células tratadas 

con DAT (P=0.0388) (Fig. 20D). DAT no tuvo efecto sobre el porcentaje de células 

que expresan CD86 tanto a nivel basal como la inducida por LPS, sin embargo, 

disminuyo significativamente la IMF basal (*P=0.0473) e inducido por LPS 

(P=0.0126) (Fig. 20E). 
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Figura 20. Efecto de DAT sobre la expresión basal e inducida de moléculas 

coestimuladoras en DCs. Por citometría de flujo se analizó la población más concentrada de 
células (Gate). Línea punteada = Control de autofluorescencia, Área sombreada = Células sin 
tratamiento. 
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Figura 20. Efecto de DAT sobre la expresión basal e inducida de moléculas 

coestimuladoras en DCs. En cinco experimentos realizados por duplicado, se determinó que 
DAT disminuyó el porcentaje de células que expresan CD40 inducida con LPS; así como la 
IMF (B). DAT disminuyó la IMF de CD80 inducido por LPS (C). DAT también disminuyó la IMF 
basal de CD83 (D). El porcentaje de células que expresan CD86 no se ve afectada por DAT, 
sin embargo disminuye la IMF basal e inducida por LPS (E). Análisis por t Student pareada 
p<0.05. Los resultados se expresan como la media ± SEM. 
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Finalmente se realizaron estudios preliminares para evaluar el efecto de DAT 

sobre la expresión membranal de CD25, la cual se ha propuesto que tiene 

importancia en la activación de linfocitos T efectores [147], los resultados 

muestran que el porcentaje de células que expresan CD25 aumenta cuando están 

expuestas a LPS, de la misma forma la IMF de esta molécula aumenta en estas 

células. DAT disminuyó el porcentaje de células que expresan CD25 de manera 

basal; además DAT disminuyó tanto el porcentaje como la IMF de células que 

expresan CD25 inducidas por LPS (Fig. 21). 
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Figura 21. Efecto de DAT sobre la expresión basal e inducida de CD25 en la membrana 

de las DCs. Por citometría de flujo se analizó la población más concentrada de células 
(Gate). Línea punteada = Control de autofluorescencia, Área sombreada = Células sin 
tratamiento (A). En dos experimentos realizados por duplicado, se determinó que DAT 
disminuyó el porcentaje de células que expresan CD25 de manera basal e inducida por LPS, 
además DAT disminuye la IMF de CD25 en células cuya maduración fue inducida por LPS. 
Los resultados se expresan como la media ± SEM. 
 

4. Efecto de DAT sobre la producción autócrina de citocinas en células dendríticas 

Para evaluar el efecto de DAT sobre la producción de citocinas en las DCs se 

tomaron los sobrenadantes de los cultivos de células sin tratamiento, y de células 

tratadas con 1μg de LPS, 10μg de DAT y la combinación de DAT/LPS en las 
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mismas concentraciones. Debido a que la producción de citocinas es un proceso 

dinámico en el que cambia el perfil de citocinas de pro-inflamatorio a anti-

inflamatorio con el paso del tiempo [148], los sobrenadantes fueron recolectados a 

las 6 y 24 h de cultivo. Las citocinas que se estudiaron por el método de ELISA 

fueron IL-10, IL-12, TNF- e IFN- como se observa en la figura 22.  

 A las 6 horas DAT disminuye significativamente la producción basal de IL-

10 (*P=0.0146), sin embargo a las 24 hubo un incremento significativo en la 

producción de esta citocina en células tratadas con LPS; cuando las células 

fueron tratadas con DAT/LPS hubo un incremento significativo en la expresión de 

IL-10 sobre la producción inducida con LPS (*P=0.0129) (Fig. 21A). Para IL-12, no 

hay variación en la producción de esta citocina a las 6 y 24 horas; sin embargo, la 

producción de esta citocina inducida por LPS disminuye significativamente a las 

24 horas en las DCs tratadas con DAT/LPS (**P=0.0068) (Fig. 21B). En células 

tratadas con LPS se incrementó la producción de TNF- a las 6 h, pero disminuyó 

a las 24 h; a las 6 horas DAT disminuyó significativamente la producción inducida 

por LPS de esta citocina (**P=0.0022) (Fig. 21C). La producción de IFN- fue 

indetectable a las 6 h; a las 24 h hubo poca producción de esta citocina en todos 

los tratamientos, sin embargo, no hubo diferencia en la producción de esta 

citocina con alguno de los tratamientos (Fig. 21D). 
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Figura 22. Efecto del DAT sobre la producción de citocinas. La producción de citocinas se 
midió a las 6 y 24 h en células sin tratamiento, tratadas con LPS, DAT y DAT/LPS y la 
medición se realizó en cinco experimentos por triplicado. Los resultados muestran que DAT 
disminuye la producción de IL-10 basal a las 6 horas, pero provoca un aumento en la 
producción inducida por LPS a las 24 horas (A); a las 24 h la producción de IL-12 inducida por 
LPS disminuyó significativamente (B); DAT también disminuyó la producción de TNF- 
inducido por LPS a las 24 horas (C). t Student pareada p<0.05. Los resultados se expresan 
como la media ± SEM.  
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VIII. DISCUSION 

Las DCs juegan un papel importante en la respuesta inmune, debido a su alta 

capacidad para capturar y procesar antígenos, estas son eficientes para estimular 

linfocitos T y B [92]. Una vez que las DCs maduran, estas son capaces de 

presentar antígenos y activar a los linfocitos T efectores; este proceso esta 

mediado por citocinas pro-inflamatorias y componentes microbianos [82, 149, 150] 

y tiene como consecuencia un incremento en la expresión de moléculas de 

presentación de antígeno, así como de moléculas coestimuladoras. 

Algunos microorganismos tienen la capacidad de interrumpir el proceso de 

maduración de las DCs, como Candida albicans [151] o el virus de la hepatitis C 

[152]. En la infección con Mtb, se ha reportado que ciertos compuestos 

glicoconjugados en la pared de Mtb tienen efectos inmunoreguladores sobre las 

DCs como las araLAMs [134] o PIMs [136], las cuales provocan que las DCs no 

maduren. Resulta de interés conocer los efectos de otros compuestos 

glicoconjugados como son los glicolípidos sobre la función de las DCs. Trabajos 

previos en el laboratorio han demostrado que DAT y TAT, los disminuyen la 

expresión de iNOS y por lo tanto la producción de NO en macrófagos [69]. Al 

compartir características fenotípicas y funcionales las DCs y los macrófagos, 

consideramos que estos glicolípidos podrían tener un efecto sobre la maduración 

de las DCs [75]. 

El paso inicial fue la purificación de DAT a partir del cultivo de M. fortuitum, 

trabajos previos han demostrado que este método de purificación es eficaz en la 

purificación de este glicolípido [66, 67, 68, 69]. 

En este trabajo se decidió trabajar con iDC, actualmente el método descrito 

por Inaba y col [146] ha demostrado ser altamente eficaz en la obtención de estas 



50 

 

células; basados en este método obtuvimos cultivos de iDCs cuya marca de 

CD11c y MHC II corresponde a la que se ha descrito en la literatura [153]. 

Los efectos sobre la maduración de las DCs con DAT fueron evaluados 

midiendo la expresión de moléculas de presentación de antígeno MHC I y MHC II; 

moléculas de coestimulación CD80, CD83, CD86, las cuales son inducidas en 

procesos de maduración de la célula [154]; además se estudió el efecto de DAT 

sobre la maduración inducida por LPS, el cual ha demostrado que puede inducir 

la expresión de las moléculas antes mencionadas [82, 155]. Por otra parte, 

también se hizo el estudio en la producción de citocinas IL-10, IL-12, TNF- e 

IFN-, las cuales, pueden ser producidas por las DCs [99]. 

Los resultados obtenidos en este estudio mostraron que el DAT tiene 

efectos inhibitorios en la expresión de moléculas de presentación de antígeno 

MHC I y MHC II; la expresión de estas moléculas aumenta en la maduración de 

las DCs, en la infección por Mtb las DCs pueden hacer presentación cruzada de 

antígenos micobacterianos por medio del MHC I a los linfocitos TCD8+; por otra 

parte, la presentación de antígenos por medio del MHC II genera la activación de 

linfocitos T CD4+, los cuales están encargados de la respuesta efectora en contra 

del bacilo [50]. La expresión de estas moléculas puede estar regulada por factores 

inflamatorios como TNF- o LPS, los cuales interactúan con sus respectivos 

receptores para inducir la maduración de las DCs [82,156]. 

Mtb puede aumentar la expresión de MHC I y MHC II en las DCs [157], sin 

embargo, se ha reportado que ciertos componentes de la pared de Mtb pueden 

reducir la expresión de MHC II como la lipoproteína LpqH, la cual al interactuar 

con el receptor TLR-2 inhibe la expresión de este molécula [144].  
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En este trabajo también se observó que DAT redujo la expresión de CD40, 

CD80 y CD86, la expresión de estas moléculas es importante en el proceso de 

presentación de antígenos a los linfocitos T [120]. CD40 interactúa con CD40L 

(CD154), provocando que las DCs aumenten su expresión del MHC II y la 

producción de citocinas pro-inflamatorias [158]. CD86 comparte funciones con 

CD80 para interactuar con CD28 o con CTLA-4, los cuales son expresados por 

los linfocitos T y cuya función es propiciar la proliferación o inhibir la función de 

estas células respectivamente [159]. La interacción con CD28, induce la 

producción de IL-2 el cual permite la supervivencia y proliferación de los linfocitos 

T [160], además la coestimulación mediada por esta molécula interfiere con las 

propiedades tolerogénicas de las DCs e inhibe la diferenciación de linfocitos 

reguladores previniendo la estabilización del receptor de IL-10 en los linfocitos T 

[161]. CD86 es la molécula más abundante en términos de expresión y su 

expresión se incrementa rápidamente después de la activación de la DCs. Por 

otro lado el CD80 no se encuentra altamente expresado en células en estado 

estacionario y su expresión se induce de manera más lenta después de la 

activación de la célula. Actualmente los estudios tienden indicar que CD86 tiene el 

papel más importante en la interacción con CD28 durante la activación de los 

linfocitos T [162]. El reconocimiento de algunos compuestos en la pared 

micobacteriana como LAM o manLAM por medio del DC-SIGN inhibe la expresión 

de CD40, CD80 y CD86 [163]. 

DAT redujo la expresión basal de CD83, el cual se ha demostrado que 

puede ser expresado de manera constitutiva tanto en DCs maduras e inmaduras 

[164], además esta molécula puede ser expresada en linfocitos T y B activados, 

así como en linfocitos T reguladores [165]. Esta molécula es conocida como un 
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marcador de activación en DCs y su inhibición resulta en una reducción en su 

capacidad de inducir una respuesta por parte de los linfocitos T; sin embargo, se 

han hecho estudios en ratones knock-out para esta molécula, en donde estos son 

capaces de inducir una respuesta alogénica de la misma forma que lo hacen 

ratones que expresan normalmente CD83 [166].  

En este estudio se decidió incluir a CD25, una molécula que puede ser 

inducida en las DCs por LPS y que se ha sugerido que puede tener importancia 

en la activación de linfocitos T CD4+, cuando esta molécula es expresada en la 

membrana de las DCs [167]. Los resultados preliminares demuestran que DAT 

disminuye la expresión de CD25. La  expresión de esta molécula incrementa en 

DCs cuya maduración es inducida con LPS o CD40L [168]. Esta molécula en su 

forma soluble proviene del CD25, que se encuentra en la membrana de las DCs, 

se han reportado que este desprendimiento se lleva a cabo por medio de 

metaloproteinasas en el epitelio que se encuentra en la córnea [169], sin 

embargo, esto no se ha comprobado en las DCs. Esta molécula actúa como un 

regulador de la respuesta inmune, aunque no se ha demostrado el mecanismo 

por el cual realiza esta función [168]. 

La expresión de citocinas en las DCs es un fenómeno dinámico, al madurar 

las DCs producen citocinas pro-inflamatorias, que favorecen la respuesta inmune 

efectora, aproximadamente un día después, las DCs comienzan a producir 

citocinas anti-inflamatorias [148]. 

Los resultados obtenidos muestran este cambio de perfil de citocinas con 

respecto al tiempo, en donde se observa una producción favorecida de citocinas 

pro-inflamatorias a las 6 h, el cual cambia a un perfil anti-inflamatorio a las 24 h. 

DAT favoreció la producción de IL-10 y redujo la producción de IL-12 y TNF-. 
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Se ha descrito de manera general que la interacción de Mtb con las DCs 

provoca que éstas liberen IL-10, que en consecuencia provoca la disminución en 

la liberación de citocinas pro-inflamatorias [170]. La interacción de manLAM de 

Mtb con DC-SIGN provoca la disminución de TNF- e IL-12, gracias a la 

supresión de la vía de activación por TLRs en donde se bloquea la acetillación de 

NF-κB, induciendo a su vez, la producción de IL-10 [171]. Esta última puede 

inducir DCs que no producen IL-12 e IFN- e inclusive, puede inhibir la 

maduración de las DCs [172]. Por otra parte, no se observó una producción de 

IFN-, que a pesar de ser una de las citocinas más importantes para el control de 

la infección por Mtb, se ha descrito que las DCs producen esta citocina de manera 

moderada [173]. 

Los resultados muestran que DAT interrumpe la maduración de las DCs; 

este hallazgo nos permite sugerir que este glicolípido puede inducir un perfil 

tolerigénico en las DCs, este argumento viene de la demostración que se ha 

hecho sobre la relación entre el estado de maduración de las DCs con la actividad 

tolerogénica de las mismas [174]. En la actualidad no existen reportes sobre la 

inducción de CDs tolerigénicas a causa de Mtb, lo más cercano desarrollar un 

mecanismo de tolerancia en las CDs es la Inducción de las moléculas co-

inhibitorias PD-L1 y PD-L2, la cual inhibe la proliferación de linfoctitos T efectores 

y estimula la proliferación de linfocitos T reguladores [175, 176]; sin embargo se 

ha reportado que algunos patógenos como Fasciola hepatica, Candida albicans, 

Bordetella pertussis y Vibrio cholerae pueden promover la tolerogenicidad en las 

DCs e inducir la producción de linfocitos T reguladores como un mecanismo de 

evasión de la respuesta inmune, sin embargo, no se conocen los mecanismos 

involucrados en este proceso [177].  
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En conclusión, en este trabajo hemos demostrado que un componente 

glicolipidico de la pared de Mtb, inhibe de manera significativa la expresión de 

algunos componentes esenciales en la maduración de las DCs, que son células 

de una importancia primordial en el desarrollo de la respuesta antimicobacteriana 

mediada por linfocitos T. Para valorar adecuadamente la importancia de DAT 

como modulador de la función de las DCs, es necesario realizar una serie de 

ensayos funcionales para verificar si los cambios descritos en este trabajo afectan 

la capacidad de las DCs de procesar y presentar antígenos a linfocitos T. 
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IX.  CONCLUSIONES 

 

- El método de cultivo de DCs utilizado en este trabajo fue adecuado para la 

obtención de iDCs. 

 

-  El método de purificación del DAT fue satisfactorio al obtener lípidos de 

alta pureza 

 

- DAT disminuyó la expresión basal de MHC I y CD83, además de la 

expresión inducida de MHC II, CD40, CD80 y CD86. 

 
 

- DAT disminuye de manera importante la expresión inducida por LPS de 

CD25 

 
- DAT disminuyó la producción inducida por LPS de las citocinas IL-12 y 

TNF- y potenció la producción de IL- 10 inducida por LPS. 

 
- Los hallazgos anteriores sugieren que DAT induce un perfil tolerogénico en 

las DCs.  
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X. PERSPECTIVAS 

 

 Complementar el estudio de los efectos de DAT sobre las DCs evaluando 

su capacidad para activar linfocitos T, por medio de ensayos de 

presentación de antígeno. 

 
 Caracterizar el perfil tolerogénico de las DCs, evaluando la producción de 

CD25 soluble, PD-L1, PD-L2 y la producción de la enzima indoleamina 2,3 

dioxigenasa. 

 
 Evaluar la capacidad de estas DCs para generar linfocitos T reguladores. 
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