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INTRODUCCIÓN. 
En marzo del año 1882, Robert Koch reportó el descubrimiento del agente 

etiológico  causante de la tuberculosis (TB) Mycobacterium tuberculosis (Mtb) 

(Zuñiga, 2012). Mtb es un microorganismo de naturaleza lipídica, cuya pared  

celular está compuesta por ácidos micólicos, peptidoglicanos, arabinogalactinas, 

manósidos, lipomanas, entre otros (Gorocica, 2005).  

De acuerdo con la Organización Mundial de la Salud, se estima que un tercio de la 

población está infectada con Mtb, cursando como una infección asintomática, 

tuberculosis pulmonar latente (TPL). De estos individuos asintomáticos solo del 5-

10% desarrollarán la enfermedad de tuberculosis activa a lo largo de su vida 

(O´Gara, 2013). A pesar de los avances científicos aplicados al diagnóstico y 

tratamiento de la infección por Mtb, sigue siendo un problema de salud pública a 

nivel mundial (WHO, 2015).  

Las células T CD4+, así como las citocinas IL-12, IFN-γ y TNF-α son de suma 

relevancia para el control de la infección por Mtb, existe evidencia que el estado 

de diferenciación de los fagocitos mononucleares (monocitos y macrófagos) afecta 

la activación de una eficiente respuesta inmune innata. Los factores genéticos del 

hospedero y del patógeno, virulencia y tamaño del inóculo, se asocian con un 

incremento del riesgo para el desarrollo de tuberculosis activa  (Cheng, 2013 & 

O´Gara, 2013).  

Mtb ingresa a la vía aérea cuando respiramos pequeñas gotas de saliva que 

contienen al bacilo. Al llegar a las vías respiratorias inferiores el bacilo es censado 

por diversos receptores de superficie que son expresados por células del sistema 

inmune innato tales como los macrófagos alveolares (MA), las células dendríticas 

(DCs) y las células epiteliales. Existen receptores encargados de reconocer los 

patrones moleculares asociados a patógenos conocidos como receptores de 

reconocimiento de patrones moleculares (PRRs). Dentro de las principales familias 

de PRRs que se conocen podemos mencionar a los receptores tipo Toll (TLRs), el 

TLR2, TRL4, TRL9 implicados en la infección por Mtb (Castaño, 2014).  
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Posterior al reconocimiento del bacilo, las DCs migran a los nódulos linfáticos 

regionales en donde llevan a cabo la presentación antigénica y la activación de los 

linfocitos T. Esta activación del sistema inmune adaptativo dispara una serie de 

mecanismos inmunológicos encaminados a eliminar a la bacteria (secreción de 

citocinas, quimiocinas, estallido respiratorio, etc.). Durante este proceso de 

activación inmunológica, el estado metabólico de las células cambia drásticamente 

con la finalidad de cumplir con la alta demanda energética necesaria para la 

producción de diversas moléculas (Cooper, 2009).  

 

El principal mecanismo metabólico por el cual las células del sistema inmune en 

reposo producen ATP es a través de la fosforilación oxidativa; sin embargo, 

durante la activación del sistema inmune las necesidades energéticas de las 

células se incrementan considerablemente por lo que se induce una 

reprogramación metabólica para poder aportar una mayor cantidad de moléculas 

de ATP. En esta situación las células emplearán la glucólisis aerobia como fuente 

de energía (Efecto Warburg) (Cheng, 2014).  

El incremento en la actividad metabólica de las células del sistema inmune implica 

un aumento en la producción de citocinas pro-inflamatorias y expresión de los 

receptores Glut, los cuales son transportadores de glucosa que se expresan en la 

membrana plasmática de diversas células (Maratou, 2007).  

El inmunometabolismo es tema de interés actualmente,  en  el  presente trabajo  

se  estudió  el  cambio  en  la expresión de marcadores de superficie (Glut1, Tim3, 

HLA-DR, entre otros) y la secreción de citocinas pro-inflamatorias (IFN-γ, IL-1β y 

TNF-α) en células mononucleares (CMN) y macrófagos (MC) de sujetos sanos 

ante la presencia de Mycobacterium tuberculosis gama irradiada (iMtb), a través 

de Citometría de Flujo y ELISA sándwich. Los resultados sugieren que hay una 

activación del sistema inmune para controlar los efectos de la estimulación con 

iMtb, con un comportamiento concentración  dependiente  de  iMtb  en el marcador 

Glut1 en linfocitos CD8+, monocitos y MC; el  mismo  comportamiento  se  observa  

en  la concentración secretada por las citocinas pro-inflamatorias.  
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1. MARCO TEÓRICO. 
1.1 Epidemiología. 
La tuberculosis (TB) es una enfermedad infecciosa causada por el bacilo 

Mycobacterium tuberculosis (Mtb), el cual se transporta en el aire. El mayor riesgo 

de adquirir una infección por Mtb es principalmente determinado por factores 

exógenos. TB se transmite con mayor frecuencia de una persona con TB 

pulmonar a otras por los núcleos de gotitas (menores de 5 m de diámetro) que 

son liberados al toser, estornudar y hablar. La probabilidad de contacto con una 

persona que tiene una forma infecciosa de TB, la intimidad y la duración de este 

contacto, el grado de contagio del caso y el medio ambiente compartido son 

determinantes para la transmisión. Alrededor de un tercio de la población mundial 

se estima que han sido expuestas a la bacteria de TB y están infectados (WHO, 

2015).  

En general, una proporción relativamente pequeña de personas infectadas por Mtb 

desarrollará la enfermedad. Sin embargo, la probabilidad de desarrollar TB es 

mucho mayor en personas con VIH, personas con sistemas inmunes debilitados 

por el uso prolongado de medicamentos como esteroides o inhibidores de TNF-α, 

pacientes con diabetes o con insuficiencia renal, entre otras morbilidades. La TB 

también es más común entre los hombres que entre las mujeres, y afecta 

principalmente a los adultos en los grupos de edad económicamente más 

productivos  (Glaziou, 2015).  

 

Mtb por lo general afecta a los pulmones (TB pulmonar), pero puede afectar a 

otros sitios (TB extrapulmonar). TB es una enfermedad predominante del pulmón, 

70% de los casos es TB pulmonar; sin embargo, puede diseminarse a otros 

órganos, incluyendo nódulos linfáticos, hueso, y meninges, causando enfermedad 

extrapulmonar  (Glaziou, 2015). 
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Incidencia 

TB sigue siendo un importante problema de salud global. Se ubica como la 

segunda causa de muerte por enfermedades infecciosas en todo el mundo, 

después del virus de inmunodeficiencia humana (VIH). Las últimas estimaciones 

indican 9.0 millones de nuevos casos de tuberculosis en 2013 y 1.5 millones de 

muertes por tuberculosis (WHO, 2015).  

En 2012, había un estimado de 8.6 millones de casos de TB en el mundo, 

equivalente a 122 casos por cada 100, 000 habitantes. Como se muestra en la 

Figura 1, la mayoría de los casos estimados ocurrieron en la región del sureste de 

Asia, el Pacífico occidental (58%) y en África (27%); pequeñas proporciones de los 

casos ocurrieron en el este del Mediterráneo (8%), en Europa (4%) y en América 

(3%) (Rathmell, 2012).  

Figura 1. Tasa de incidencia de tuberculosis por cada 100, 000 habitantes, 2013 (WHO, 2015). 

 

En México, el reporte de incidencia fue de 18 casos por 100,000 habitantes y 
15,348 nuevos casos fueron diagnosticados durante 2010 (Zuñiga, 2012).  
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En la Figura 2, se observa el flujo de la infección por Mtb cuando se diagnostica 

TB pulmonar.  

 
Figura 2. Epidemiologia de la infección-activación y TB latente por Mtb (Modificado de  O´Gara, 

2013).  

La presentación clínica clásica de TB no es específica y coincide con la de otras 

enfermedades como neumonía, cáncer de pulmón y sarcoidosis. En TB pulmonar, 

se observa  la presencia de la micobacteria en el esputo por microscopía pero no 

distingue entre Mtb y micobacterias no tuberculosas. El diagnóstico requiere el 

aislamiento y confirmación de Mtb a través de cultivo, el cual tarda 6 semanas, sin 

embargo la OMS recientemente aprobó el uso de Xpert MTB/RIF basado en la 

PCR molecular para Mtb y la resistencia a rifampicina con el cual se obtienen 

resultados en horas (WHO, 2015).  

Pacientes afectados con TB pulmonar donde el cultivo o microscopia de esputo no 

está disponible o tienen tuberculosis extrapulmonar, se requiere broncoscopia o 

biopsia.  
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El tratamiento para TB activa requiere el uso de múltiples fármacos y es 

prolongado, al menos seis meses, dividido en una fase intensiva inicial para matar 

a los bacilos que se replican activamente y continúa con una fase para asegurar 

que los bacilos persistentes también sean eliminados (Rathmell, 2012).  

El antibiótico más eficaz de primera línea contra la tuberculosis es la rifampicina, 

que estuvo disponible desde la década de 1960. El tratamiento actualmente 

recomendado para los nuevos casos de tuberculosis sensible a los antibióticos es 

el régimen de seis meses de cuatro fármacos de primera línea: isoniacida, 

rifampicina, etambutol y pirazinamida. El tratamiento para la tuberculosis 

multirresistente (MDR-TB), que se define como la resistencia a la isoniazida y la 

rifampicina, es más largo, requiere de antibióticos más caros y más tóxicos como 

capreomicina y cicloserina. La reacción secundaria que más se presenta por el 

uso de estos antibióticos es la hepatotoxicidad (Glaziou, 2015).  

 

Mortalidad.  

A nivel mundial, la mayoría de los casos de tuberculosis y las muertes ocurren 

entre los hombres; sin embargo, la carga de la enfermedad entre las mujeres 

también es alta (Rathmell, 2012).  

Sin tratamiento, las tasas de mortalidad de tuberculosis son altos. A nivel mundial, 

la tasa de mortalidad por tuberculosis se ha reducido en un 45% desde 1990 y las 

tasas de incidencia de TB están disminuyendo en la mayor parte del mundo. Entre 

2000 y 2013, unos 37 millones de vidas fueron salvadas a través del diagnóstico y 

el tratamiento eficaz. 

El  número de muertes promedio por TB por cada 100, 000 habitantes a nivel 

mundial es  13 (2012) y 17.6 cuando existe confección con VIH. El pronóstico 

actual indica que se alcanzará la meta internacional de un 50% de reducción de la 

mortalidad por TB en 2015 en comparación con una línea base de 1990, como se 

observa en la Figura 3 (Glaziou, 2015).  
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Figura 3. Tendencia global de incidencia y mortalidad por año, y prevalencia en la población. En el 

eje X se presentan los casos por cada 100 000 habitantes (WHO, 2015). 

1.2 Mycobacterium tuberculosis. 
El género Mycobacterium está integrado por bacilos largos de 3 a 5 m de longitud, 

curvos, inmóviles, no esporulados, con abundantes gránulos citoplasmáticos, que 

poseen resistencia a la tinción con colorantes comunes (cristal violeta, eosina, 

safranina), pero una vez teñidos son resistentes a la decoloración con una mezcla 

de alcohol ácido. Se destaca en su estructura una gran riqueza en lípidos (20-60%) 

en peso seco. Las micobacterias pertenecen al orden de los actinomicetales 

(bacterias con forma de hongos) y son consideradas formas de transición entre las 

eubacterias (bacterias verdaderas) y los hongos (Rodríguez, 1950).  

Entre las características relevantes del bacilo de la TB se incluyen su lento 

crecimiento y la patogénesis intracelular. Esto contribuye a la naturaleza crónica 

de la enfermedad e impone largos regímenes de tratamiento y representa un 

problema mayor para los investigadores (Cole, 1998).  

Los medios de cultivo sólidos pueden ser en base de agar (Middlebrook 

7H10/7H11) o en base de huevos (Lowenstein-Jensen), siendo este último el más 

usado, en el cual Mtb tarda entre 3 a 5 semanas para el desarrollo de colonias. El 

agar Middlebrook está formado por enriquecimiento de ácido oleico, albúmina, 

glicerol, dextrosa y compuestos inorgánicos.  
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Mtb y la mayoría de las micobacterias, son aerobios estrictos, excepto M. bovis 

que es microaerófilo. El crecimiento es favorecido con una atmósfera de 5-10% de 

CO2, con un rango de temperatura entre 30-42°C, siendo la óptima a 37°C.  

La envoltura de Mycobacterium tuberculosis es una estructura compleja, 

constituida por cápsula, pared celular y membrana plasmática. La cápsula es la 

capa externa de la envoltura de las micobacterias y sirve de protección contra 

múltiples factores externos. Por tanto, tiene una interacción directa con los 

elementos de la respuesta inmune. Entre los principales componentes de esta 

envoltura se encuentran el ácido micólico y glicolípidos; estos glicolípidos junto 

con algunas proteínas son responsables de las características antigénicas de la 

bacteria.   

 

La pared micobacteriana posee un elevado contenido de lípidos (50-60%) que le 

confieren un carácter hidrofóbico. La complejidad de esta estructura le permite su 

crecimiento, resistencia a antibióticos y virulencia (Gorocica, 2005). Está 

constituida por un complejo macromolecular formado por ácidos micólicos-

arabinogalactano-peptidoglucano (mAGP) rodeados por una cápsula de proteínas 

y polisacáridos. En la parte superior está compuesta por lípidos libres, algunos con 

ácidos grasos largos y cortos, intercaladas de alguna manera se encuentran las 

proteínas, los manósidos de fosfatidilinositol (PIMs), fthiocerol dimicocerosatos 

(DIM), lipomana (LM), y lipoarabinomana (LAM). Cuando se rompen las paredes 

celulares, por ejemplo, con diversos disolventes, los lípidos libres, proteínas, LAM, 

y PIM se solubilizan, y mAGP permanece como el residuo insoluble (Brennan, 

2003& Kieser, 2014). En la Figura 4, se puede observar los componentes 

principales de la pared celular de Mycobacterium tuberculosis.  

 

La membrana celular tiene las características biológicas y bioquímicas de 

cualquier membrana, aunque en las micobacterias los derivados de los 

fosfolípidos se caracterizan por estar altamente glicosilados dando lugar a 

moléculas como la LAM, la LM y galactano,  que tienen un papel fundamental en 

la patogénesis de la tuberculosis (O´Gara, 2012).  
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Figura 4. Pared celular de Mtb (Tomado de 

http://www.tesisenred.net/bitstream/handle/10803/77732/guna.pdf?sequence=1). 

Las capas de peptidoglucano rodeadas por la membrana plasmática se 

encuentran unidas a largos polímeros del disacárido N-acetilglucosamina-ácido N-

acetilmurámico (NAG-NAM). El peptidoglucano tiene modificaciones, como 

glicosilación de residuos de NAM, amidación de D-Glu y ácido meso-

diaminopimelico (mDAP). La amidación puede ser reconocida por el receptor 

innato NOD1 y la glicosilación de NAM es eficientemente reconocida por NOD2 e 

induce la producción de citocinas inflamatorias. La arabinana es ligada al ácido 

micólico que forman una capa gruesa de lípidos que contribuye a la 

impermeabilidad de la pared celular y virulencia (Kieser, 2014).  

Otro grupo de lípidos son PIMs, LM y LAM. Los PIMs se componen de 

fosfatidilinositol (PI) y seis manosas. Los PIMs con dos manosas son los más 

comunes en Mtb. LAM de Mtb contiene una manosa corta con oligosacárido “caps” 

que permite que se una al receptor de manosa en macrófagos, también puede 

http://www.tesisenred.net/bitstream/handle/10803/77732/guna.pdf?sequence=1
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unirse a los receptores Toll induciendo todo tipo de señalización para la activación 

del sistema inmune en el hospedero (Gorocica, 2005).  

Desde el aislamiento en 1905, la cepa H37Rv de Mtb ha servido para una amplia 

investigación biomédica, ya que conserva la virulencia en modelos animales de TB, 

también es susceptible a fármacos y manipulación genética.  

El genoma de la cepa H37Rv comprende 4, 411, 529 pares de bases, contiene 

alrededor de 4,000 genes y tiene un alto contenido de guanina + citosina que se 

refleja en el contenido de proteínas. Mtb difiere de otras bacterias por su 

capacidad en la producción de enzimas implicadas en la lipogénesis y la lipólisis 

(Cole, 1998).  
 

1.3 Respuesta inmune ante Tuberculosis. 
La respuesta temprana del hospedero después de la inhalación de Mtb es 

caracterizada por la presencia de células fagocíticas como macrófagos alveolares 

(MA) residentes. Los bacilos son reclutados por los MA para su posterior 

eliminación por diferentes mecanismos bactericidas del macrófago, incluyendo la 

generación de intermediarios reactivos de nitrógeno (RNI) e intermediarios 

reactivos de oxígeno (ROI). La eficacia de estos mecanismos depende de la 

capacidad microbicida del MA, las características patógenas de la cepa de Mtb y 

el microambiente del sitio de la infección (Zuñiga, 2012).  

Cuando un patógeno entra a través de la piel o barreras mucosas es censado por 

el sistema inmune innato en el cual participan células entre las que destacan 

células de Langerhans (células dendríticas) o macrófagos en tejidos a través 

receptores de reconocimiento de patrones (PRRs), incluyendo receptores Toll 

(TLRs), receptores tipo lectina-C (CLRs), receptores NOD (NLRs). La activación 

de PRRs provoca la inmediata fagocitosis del patógeno o la secreción de 

mediadores solubles como citocinas pro-inflamatorias y quimiocinas para el 

reclutamiento de células efectoras al sitio de infección (Cheng, 2003).  

Como se observa en la Figura 5, cuando Mtb llega a las vías respiratorias 

inferiores y al parénquima del pulmón, el bacilo es fagocitado por los MAs, 
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posteriormente es reclutado por neutrófilos y DCs. Los MC y neutrófilos 

constituyen la primer línea de defensa ya que producen péptidos antimicrobianos  

(O´Gara, 2013).  

Figura 5. Respuesta inmune celular ante Mtb (Modificado de O´Gara, et. al 2013). 

Tras la infección con Mtb los MAs residentes de pulmón, neutrófilos y DCs pueden 

infectarse, esto ocasiona la producción y secreción de péptidos antimicrobianos, 

citocinas y quimiocinas. El balance de mediadores lipídicos como prostaglandina 

E2 (pro-apoptótica) o lipoxina LXA4 (pro-necrótica), dentro de los MC infectados 

determinan las vías de inducción muerte. Las células apoptóticas son absorbidas 

por DCs pulmonares, después de 8-12 días migran a ganglios linfáticos por la 

influencia de quimiocinas  IL-12 (p40) e IL-12p70, CCL19 y CCl21, para 

diferenciarse de células T naive a un fenotipo Th1. Las células Th1 migran a los 

pulmones dependientes de quimiocinas, después de 14-17 días después de la 

infección inicial, secretan IFN-γ, que activa a los macrófagos los cuales secretaran 

citocinas (TNF-α y IL-1βy especies reactivas como iNOS para el control 

bacteriano (O´Gara, 2013 & Zuñiga, 2012).   
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Células T CD4+ producen mediadores inmunes (IFNγ, IL-2 y linfotoxina-α). 

Células CD8+ y linfocitos T- liberan granzimas y perforinas que tienen un  efecto 

directo en las células infectadas. Células T periféricas reconocen antígenos de Mtb 

(ESAT-6 y Mtb-39) que estimulan la producción de IFN-γ y TNF-α (O´Gara, 2013).  

 

Siendo la tuberculosis una infección de tipo intracelular, la atracción de células T 

CD8+ adquiere una enorme relevancia, ya que se encargan de destruir a todos 

aquellos macrófagos que albergan micobacterias (García, 2001).   

La secreción de citocinas juega un importante rol en el reclutamiento de células T 

efectoras en el sitio de infección.  

TNF-α es una citocina que media la respuesta inflamatoria, es producida por 

diversas células incluyendo MC, linfocitos, neutrófilos; contribuye al control de la 

infección por la producción de RNIs y ROIs.  

IFN-γ es una citocina pro-inflamatoria producida por células TCD4+ y CD8+, 

también, por activación de células NK en respuesta a IL-12 e IL-18 producidas por 

MAs y DCs, es esencial para la activación de fagocitos y la presentación de 

antígeno, además promueve proliferación celular, adhesión celular y apoptosis. En 

MC induce el estallido respiratorio contribuyendo a la producción de RNIs y ROIs 

(O´Gara, 2013).   

 

Respecto al control del crecimiento de Mtb, esta fase es característica por la 

inhibición de la proliferación de Mtb con una eficiente interacción entre célula-

célula y la formación del granuloma. Como resultado de la estimulación crónica de 

citocinas, los MCs se diferencian dentro de las células epiteloides y comienzan a 

fusionarse en células gigantes.  

El control de la infección por Mtb comienza con el reconocimiento de componentes 

de la pared celular de la micobacteria como ácidos micólicos, peptidoglicanos, 

arabinogalactinas, PIMs, manósido-lipoarabinomananas (Man-LAM), lipomananas 

y manoglicoproteínas.  El reconocimiento de patrones moleculares conservados se 

da a través de PRRs lo cual desencadena la activación de diversos mediadores de 
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la inmunidad innata involucrados en la fagocitosis de la micobacteria y vías de 

señalización relacionadas con la producción de IL-12, TNF-α e IL-1β.  

Entre los receptores importantes se encuentran  TLR-2, TRL-4 y TRL-9, receptor 

de oligomerización de unión a nucleótidos (NLR), receptor tipo lectina, scavengers 

y receptores del complemento (Zuñiga, 2012). TLR-2 forma dímeros con TLR-1 o 

TLR-6 que reconocen lipoproteínas diacetiladas o triacetiladas, LAM, LM y PIM. El 

importante rol de TLR-4 en el desarrollo de una eficiente respuesta innata del 

hospedero ante Mtb fue demostrado en estudios funcionales en ratón. Un ratón 

C3H/HeJ deficiente de TLR-4 es más susceptible a desarrollar una infección letal 

de Mtb comparado con un ratón normal C3H/OuJ. La importancia de TLR-9 en el 

reconocimiento de motivos CpG no metilados ha sido demostrada  en ratones 

deficientes de TLR-9. Estudios in vitro confirman que la estimulación a través de 

TLR-9 induce la producción de IL-12 por células dendríticas. 

Los monocitos inflamatorios infiltrados durante la infección son significativamente 

reducidos en ratones deficientes de CCR2 infectados con Mtb. Durante la 

infección con TB en un ratón normal, los monocitos reclutados expresan CCR2 el 

cual tiene diferentes agonistas, entre ellos CCL2. Es aceptado que CCL2 es un 

activador central de macrófagos.  

 

En la primo-infección el individuo afectado genera una importante respuesta de 

hipersensibilidad tardía tipo IV- granulomatosa debido a antígenos solubles de la 

micobacteria, como proteínas de choque térmico; esta respuesta de 

hipersensibilidad consigue eliminar la mayoría de las veces las células infectadas, 

cuando la carga antigénica es pequeña; sin embargo, en algunas ocasiones la 

respuesta inicial de defensa no es la adecuada, hay un exceso de respuesta de 

hipersensibilidad tardía o bien están presentes linfocitos T supresores de la 

respuesta de hipersensibilidad tardía y el hospedero desarrolla la enfermedad 

(García, 2001).  
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1.4 Granuloma. 
El granuloma es una estructura dinámica, desarrollada por el hospedero para 

contener la infección y eliminar a la bacteria. Sin embargo, la bacteria persiste en 

estado latente dentro del granuloma por varias décadas (Miranda, 2012). Las 

células del sistema inmune migran al sitio de infección por una serie de señales de 

los macrófagos infectados (Flynn,  2004).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 6. Formación del granuloma. Macrófagos, células dendríticas, células B y T expresan una 

variedad de receptores de citocinas que responden a citocinas expresadas por células infectadas 

en el granuloma (Modificado Flynn et. al. 2004). 

 

El granuloma contiene mayoritariamente macrófagos, células epiteliales y células 

gigantes multinucleadas (células de Langhans), rodeados por linfocitos T.  

Las DCs también son de importancia porque presentan antígeno a células T en 

nódulos linfáticos. Estos eventos de señalización llevan a la formación del 

granuloma, la marca característica de la TB.  

 

Varias citocinas están involucradas en la formación del granuloma. Varias son 

secretadas por células epiteliales del tracto respiratorio y otras por células del 

sistema inmune. Particularmente las quimiocinas de unión al receptor CCR2 

(CCL2/MCP-1, CCL12 y CCL13) son importantes para el reclutamiento temprano 

de macrófagos (Miranda, 2012).  
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Entre las quimiocinas y citocinas involucradas es la formación del granuloma se 

encuentran:  

 CXCL8 (IL-8) secretada por MC alveolares y células epiteliales de pulmón, 

reclutan neutrófilos.  

 CCL2 (MCP-1) secretada por monocitos y MC alveolares para reclutar MC.  

 CCL3 (MIP-1a), CCL4 (MIP-1b) y CCL5 (RANTES) secretadas por MC 

alveolares reclutan MC.  

 CXCL9, CXCL10 (IP-10), CXCL11 secretadas por células bronco-epiteliales 

para el reclutamiento de células del sistema inmune.  

 CCL19/CCL21 secretadas por células estromales de nódulos linfáticos que 

reclutan e inducen producción de IFN- por células T y ayudan a la 

migración de CD de pulmón a nódulos linfáticos.  

 CXCL13 secretada por CD y células estromales de nódulos linfáticos para 

reclutamiento de células B.  

 IL-12/IL-23 secretada por CD y MC, producción e células T CD4+ Th1.  

 IFN-γ producido por células T CD4+ (Th1) y CD8+, NK contribuye a la 

activación de MC e inducción de síntesis de NO y destrucción de la bacteria.  

 TNF-αproducido por células T CD4+ (Th1) y MCs, participación pro-

inflamatoria, activación de MC e inducción de producción de citocinas.  

 IL-1 secretada por MCs y DCs, perfil pro-inflamatorio, reclutamiento y 

activación de fagocitosis.  

 IL-17 secretada por linfocitos T  y células T CD4+ (Th1), perfil pro-

inflamatorio, reclutamiento de neutrófilos y activación de MCs.  

 IL-10 secretada por linfocitos T reguladores, células B y AAM, perfil anti-

inflamatorio, polarización de MCs hacia tipo AAM.  

 TGF-β producida por linfocitos T reguladores y AAM, perfil anti-inflamatorio.  

Los macrófagos son las células principales que se encuentran en los granulomas; 

sin embargo, no todos son infectados por esta. Las células no infectadas ayudan a 

contener la infección y contribuyen a la secreción de citocinas. Los macrófagos 

migran al centro de la lesión donde son activados a través de IFN-γ pueden 
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fusionar se para generar células gigantes multinucleadas Langhans (MGCs), 

pierden la actividad fagocítica y bactericida por lo que la bacteria permanece en 

forma latente. Se considera que los lípidos presentes en estas células sirven como 

fuente de nutrientes para la micobacteria (Miranda 2012 & Peyron 2008).  

Los neutrófilos son activados por antígenos procedentes de Mtb, como LAM 

ayudan a eliminar a la bacteria  e inician el proceso inflamatorio a través de la 

secreción de diversas citocinas (MCP-1, IL-8) para reclutar leucocitos, y organizar 

el granuloma a través de la secreción de citocinas CXCR3 (MIG, RANTES, MCP-

1). 

Las células dendríticas son de importancia porque presentan antígeno a células T 

en nódulos linfáticos. Estos eventos de señalización llevan a la formación de un 

granuloma, la marca característica de la TB. Esta estructura es desarrollada por el 

hospedero para contener la infección y eliminar a la bacteria. Sin embargo, la 

bacteria persiste en estado latente dentro del granuloma por varias décadas 

(Miranda, 2012).   

 

Los linfocitos T CD4+ y CD8+ se encuentran en la periferia en estrecho contacto 

con los macrófagos. Los linfocitos T CD4+ juegan un papel importante en el control 

de la infección con Mtb. Existen datos que los linfocitos T CD8+ durante una 

infección activa secretan la quimiocina CXCL1  (linfotactina) que contribuye a la 

estabilidad del granuloma. Las células T Natural Killer (NKT) reconocen lípidos, 

como glicosil ceramidas presentados por CD1d. Los linfocitos B forman agregados 

y se asocian a monocitos, están implicados en la organización y desarrollo de 

lesiones granulomatosas en el pulmón (Miranda, 2012).  
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1.5 Inmunometabolismo. 
El estudio de la regulación del metabolismo celular retomó un gran interés en los 

últimos años para tener un mejor entendimiento de la activación del sistema 

inmune, ya que es fundamental conocer los requerimientos funcionales de la 

célula. Las células que se encuentran inactivas requieren ATP para sus funciones 

basales y para los procesos de quimiotaxis. Bajo una estimulación del sistema 

inmune, los linfocitos entran en el ciclo celular y comienzan a dividirse. En este 

estado los linfocitos requieren ATP y grandes cantidades de precursores 

biosintéticos para su crecimiento (Rathmell, 2012).  

El metabolismo celular es un proceso complejo que es regulado por diferentes 

señales, su papel es mantener la homeostasis y el balance energético en un 

individuo. Para llevar a cabo su función las células del sistema inmune 

incrementan la utilización de glucosa para satisfacer las necesidades de energía y 

proveer de intermediarios para la síntesis de macromoléculas, requieren pasar de 

un estado basal a un estado activo (Cheng 2014 & Maratou 2007). El metabolismo 

de la glucosa es crítico para la activación de las células T y también tiene un papel 

importante en la homeostasis de la T naive, supervivencia y en la conversión a 

células efectoras (Jacobs, 2010).  

En un estado de reposo basal, las células utilizan la fosforilación oxidativa 

(OXPHOS) para generar ATP, este proceso se lleva a cabo en la mitocondria a 

través del ciclo del ácido tricarboxílico (ciclo TCA) acompañado de consumo de 

oxígeno. Sin embargo, durante la activación del sistema inmune el metabolismo 

central sufre una reprogramación de OXPHOS a glucólisis aeróbica  para generar 

ATP. Este cambio a glucólisis aeróbica se conoce como “efecto Warburg” (Cheng, 

2014).  
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Figura 7. Cambio en la activación del metabolismo central (Modificado de S.-C. Cheng, 2014). 

La fosforilación oxidativa puede iniciar desde la oxidación de la glucosa hasta la 

formación de piruvato y de ahí a Acetil-CoA, su subsecuente entrada al ciclo TCA 

en donde se forman grandes cantidades de coenzimas reducidas (ricas en 

electrones), NADH y FADH2. La fosforilación oxidativa consta de dos partes que 

están acopladas entre sí: 

 Oxidativa, comprende una serie de reacciones de transferencia de 

electrones a partir de la oxidación de sustratos. Está integrada por una serie 

de reacciones de óxido-reducción (cadena transportadora de electrones) 

recibe a los electrones en forma de coenzimas reducidas. Los electrones 

son aceptados y transferidos secuencialmente por complejos de proteínas 

que están en la membrana interna mitocondrial, al final son aceptados por 

el oxígeno, que queda reducido a H2O.  

 Fosforilante, en la cual el Pi (fosfato inorgánico) se esterifica al ADP por la 

ATPasa para formar ATP (Nelson, 2008).  

En el ciclo del TCA el intermediario succinato y el metabolito NADH tienen un 

papel importante en la reacción redox para la producción de ATP (Cheng, 2014). 

El balance por una molécula de glucosa es de 36 ATPs.  

La actividad de las células T, tienen mayores necesidades bioenergéticas y 

biosintéticas para llevar a cabo su expansión clonal y sus funciones. Conociendo 

estas necesidades la glucólisis aerobia se activa sobre la OXPHOS. El complejo 
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CD28/PI3K/Akt es el responsable del incremento de la actividad glucolítica en la 

activación de las células T. La señalización del receptor TCR y CD28 inician un 

incremento rápido del metabolismo y la transición a glucólisis aerobia (Thorens,  

2010). En la activación de células T, se estimula la señalización de PI3K y Akt que 

activan a mTOR (diana de rapamicina en células de mamífero) que tiene un papel 

central en la proliferación celular. Esta vía de señalización promueve la expresión  

de Glut1 en la superficie de la célula, el transporte de glucosa y la glucólisis, 

además induce la expresión de SREBP1, un factor de transcripción que estimula 

la síntesis de lípidos (Cheng 2014 & Thorens 2010).  

La AMPK (proteína cinasa activadora de AMP) funciona como un barómetro de los 

niveles de energía de la célula, inhibe a mTOR y estimula más el metabolismo 

catabólico que anabólico para oxidación de lípidos (β-oxidación). Cuando el nivel 

de ATP celular es bajo, AMPK es activada, es indispensable para la proliferación 

de células T y función de citocinas de células T CD8+ in vivo. La glucólisis produce 

bajas cantidades de ATP por molécula de glucosa 2 ATPs (Cheng 2014 & Thorens 

2010).  

La glucólisis y el TCA pueden integrarse cuando el piruvato es convertido en 

Acetil-CoA, que entra al TCA (Pearce, 2013). Las células tienen la capacidad de 

metabolizar otros sustratos, como la glutamina por la vía de la glutaminolisis o 

ácidos grasos por β-oxidación.  

La importancia de la glucosa para la activación del sistema inmune es relevante, 

ya que los linfocitos T no proliferan en un ambiente deficiente de glucosa, y en 

altos niveles de fuentes alternas de energía, como glutamina. Durante la 

activación se expresan transportadores de glucosa en las células del sistema 

inmune (Maratou, 2007).  

El transporte de la glucosa a través de la membrana plasmática es el paso 

limitante para su posterior utilización y depende en función de transportadores 

específicos de glucosa (Maratou, 2007). Los transportadores Gluts son proteínas 

de aproximadamente 500 aminoácidos, transmembranales alfa hélices (Brennan, 

2003).  
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 GLUT1: es un transportador de glucosa basal. Cataliza el paso limitante del 

abastecimiento de las células del sistema nervioso central con glucosa, que 

es el combustible esencial de estas células.  

 GLUT3 y GLUT4: son transportadores de glucosa dependientes de insulina. 

GLUT3 es expresado en linfocitos, monocitos/macrófagos y plaquetas. En 

estas células está presente en vesículas intracelulares que pueden 

translocarse y fusionarse con la membrana plasmática en la activación 

celular para incrementar la recaptura y metabolismo de la glucosa (Brennan, 

2003).  

En monocitos y linfocitos, su activación ocasiona el incremento de niveles de 

isoformas de Glut1 (Maratou, 2007).  

Aún en reposo las células T requieren señales para mantener una tasa basal del 

metabolismo. La pérdida del receptor de IL-7 es esencial para mantener el 

metabolismo basal de la glucosa in vivo. El receptor de la célula T y la 

coestimulación de CD28 aumentan la demanda energética y el cambio a glucólisis 

aerobia (Rathmell, 2012). Un cultivo celular en presencia del receptor de IL-7, 

puede mantener la recaptura de la glucosa y los niveles de Gut1 permitiendo a las  

células T ocupar la glucólisis.  

Los Macrófagos se dividen en dos tipos según su estado de activación: 

 M1, activados clásicamente, los cuales se caracterizan por tener un 

fenotipo pro-inflamatorio.  

 M2, activados de manera alterna, tienen un fenotipo anti-inflamatorio, 

promueven la remodelación del tejido.  

Estas diferencias entre las características funcionales de M1 y M2 son asociadas 

con diferentes estados metabólicos. Los macrófagos M1 poseen alta actividad 

glucolítica, mientras los macrófagos M2 utilizan la fosforilación oxidativa como 

principal vía metabólica para satisfacer los requerimientos de energía para la 

reparación de tejidos.  
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Glut1 es altamente expresado en M1, por lo que macrófagos que sobreexpresan 

este receptor tienen un fenotipo más pro-inflamatorio aumentando la recaptura de 

glucosa y su metabolismo, la vía de las pentosas y el consumo de oxígeno. En 

contraste, los macrófagos M2 activados por IL-4 incrementan la β-oxidación 

(Cheng, 2014).  

Estudios previos han demostrado que durante la fagocitosis los macrófagos 

incrementan la producción de lactato (glucólisis aerobia) y mejoran la activación de 

la vía de las pentosas (Hall, 2014).  
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA. 
La tuberculosis es la segunda causa de muerte a nivel mundial por una 

enfermedad infecciosa lo cual representa un problema de salud global. Existen 

estudios acerca de la respuesta inmune que se desencadena ante la infección por 

Mycobacterium tuberculosis; sin embargo, en la actualidad no existen estudios que 

analicen los cambios en el perfil de expresión de marcadores asociados al 

inmunometabolismo, como la expresión del receptor Glut1 en diferentes 

poblaciones celulares de sangre periférica expuestas a iMtb en modelos 

experimentales in vitro. El modelo que proponemos nos permitirá ampliar el campo 

de estudio ante la infección por Mtb, ya que aunque se trata de una patología 

curable aún hay muchos aspectos de la inmuno-patogénesis que es necesario 

comprender y que posteriormente puedan ser utilizados para diseñar nuevas 

estrategias de diagnóstico o tratamiento.  

3. HIPÓTESIS. 
Al estimular las diferentes poblaciones celulares con iMtb, éstas reconocerán 

patrones moleculares asociados de Mtb, como lípidos y proteínas, activándose y 

aumentando el nivel de expresión del receptor Glut1 y la inducción de citocinas 

pro-inflamatorias.  

4. OBJETIVO GENERAL. 
 Medir el cambio en la expresión de Glut1 y marcadores de activación 

celular en linfocitos T CD4+/CD8+, monocitos pro-inflamatorios 

CD14+/CD16+ y macrófagos maduros  cultivados con Mycobacterium 

tuberculosis irradiada y cuantificar la secreción de citocinas pro-

inflamatorias en los sobrenadantes del cultivo celular.  

5. OBJETIVOS ESPECÍFICOS. 
 Evaluación de la expresión de marcadores de superficie: Glut1, HLA-DR, 

TIM3, Vα24, CD161, CX3CR1, CCR2 en CMN; así Glut1, CD80, CD86, 

CD68, HLA-DR, TIM3 Y GAL-9  en MC.  

 Medición de IFN-γ, IL-1β y TNF-α en el sobrenadante del cultivo celular de 

CMN y MC.  
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6. METODOLOGÍA. 
6.1 Diseño experimental 
Observacional, prospectivo y transversal.  

6.2 Aislamiento de células mononucleares (CMN) de sangre periférica y 
diferenciación a macrófagos. 
El concentrado leucocitario de sangre periférica de sujetos sanos se obtuvo del 

banco de sangre del INER, género masculino, n= 13, edad 19-62 años, peso 71-

91 Kg, pruebas serológicas (HIV, HCV, HBsAg, RPR, Brucella y Chagas) 

negativas. A partir de 5 mL del concentrado leucocitario se realizó una mezcla con 

PSB pH 7.2-7.4 en una proporción 1:1, después ésta mezcla se agregó a un tubo 

que contenía Limphoprep (1.077 g/mL) relación 10:3, enseguida se centrifugó a 

800 xg durante 30 minutos a una temperatura de 18°C. Posteriormente se 

recuperaron las células las cuales se encontraban en la interfase entre plasma y 

ficoll, se realizaron 3 lavados con PBS 250 xg durante 10 minutos cada uno para 

eliminar el ficoll así como las plaquetas presentes. Al final del tercer lavado el 

botón celular se resuspendió en RPMI-1640 (BIOWEST) suplementado con 10 % 

de SFB (Hyclone), se evaluó la viabilidad así como  el conteo celular a través de 

un contador digital TC20 (BIORAD). Después de sembrar las células 

mononucleares se agregó la iMtb a la concentración requerida.  

Para la diferenciación a macrófagos, se sembraron 1.5 x106 CMN por pozo en 

placas de 24 pozos en medio RPMI-1640 suplementado con 10 % de SFB 

(Hyclone), se incubaron por dos horas para permitir que las células adherentes se 

pegaran a la placa, posteriormente se cambió el medio y adicionó 5 ng/mL de GM-

CSF a cada pozo para estimular la diferenciación de monocitos a macrófagos, se 

mantuvieron en esta condición durante 7 días. El fenotipo se confirmó por la 

morfología que presentaban y la expresión de marcadores de superficie HLA-DR, 

CD68, CD80 y CD86 (BioLegend).  

Al séptimo día se estimularon con las concentraciones crecientes de la 

micobacteria irradiada.  
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6.3 Estimulo. 
Mycobacterium tuberculosis gamma-irradiada (iMtb) H37Rv (donada por Colorado 

State University, departamento de Microbiología), se resuspendió en buffer de 

fosfatos libre de pirógenos (PBS), ajustada a una concentración de 100 mg/mL.  

6.4 Cultivo de poblaciones celulares con iMtb. 
Se sembraron 1x106 de células por pozo en una placa de 24 pozos. Se 

estimularon con concentraciones crecientes de iMtb: 100, 500, 750 y 1000 µg/mL. 

Se incubaron durante 24 horas a 37°C con 5 % de CO2.  

 

 

Control                                                                                                     1000 µg/mL 

 

100 µg/mL 

 

500 µg/mL 

 

750 µg/mL 

 

6.5 Inmunofenotipificación. 
Se evaluaron marcadores de superficie en las diferentes poblaciones celulares a 

través de citometría de flujo, para ello, se recuperaron las células a través de 

centrifugación 1500 rpm durante 5 minutos. Se tiñeron con diferentes fluorocromos, 

se utilizaron los siguientes marcadores de superficie: CD3, CD4, CD8, CD14, 

Glut1, TIM3, HLA-DR, Vα24, CD161, CX3CR1, CCR2, CD16, CD57, CD68, CD80 

y CD86 (BioLegend). Se incubaron 35 minutos a 4°C, después se realizó un 

lavado con buffer de tinción, se centrifugaron  y se resuspendierón en 200 µL de 

buffer de tinción.   Los datos se  obtuvieron en un citometro de flujo FACSAriaTMIIu 

a través del software FACSDiva (BD Biosciences). Los datos obtenidos se 

analizaron con el programa Flowjo v. 10.0.4.  
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Panel de Citometría de flujo para CMN.  

 

 

 

Panel de Citometría de flujo para Macrófagos.  
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6.6 Medición de citocinas pro-inflamatorias. 
Con los sobrenadantes de los cultivos se llevaron a cabo inmunoensayos con 

ELISA MAXTM Deluxe Sets (BioLegend) y se determinó la concentración de 

citocinas pro-inflamatorias (TNF- α, IL-1β, IFN-γ). Dichos ensayos se realizaron 

sensibilizando las placas con los anticuerpos de captura α-TNF- α, α-IL-1β, α-IFN-

γ (1:200) respectivamente, incubándolos toda la noche a 4°C. Pasado este tiempo 

se añadieron 100 µL de buffer de bloqueo durante 1 h a T.A con agitación 

constante 200 rpm. Posteriormente se realizó una solución stock de las citocinas 

recombinantes, a partir de la cual se realizó la curva estándar para cada citocina, 

se agregaron 100 µL de cada estándar así como 100 µL de cada sobrenadante  

en las diferentes condiciones que se tenían incubándose 2 h a T.A. Después se 

agregaron 100 µL de anticuerpo de detección biotinilado y las placas de incubaron 

1 h a T.A. Posteriormente se agregaron 100 µL de enzima peroxidasa conjugada 

con avidina (1000x)  incubando durante 30 minutos, para después añadir buffer de 

sustrato e incubar 20 minutos en oscuridad. Para detener la reacción de utilizó 

H2SO4 2 N. Entre cada paso del procedimiento, después de cada incubación se 

realizaron 4 lavados con 300 µL de PBS + Tween20 0.05% (buffer de lavado). La 

absorbancia de las placas se leyó en un espectrofotómetro para ELISA iMarkTM 

Microplate Reader (BioRad) a 450 nm. A partir de las curvas estándar se 

extrapolaron los valores de las muestras para determinar su concentración.  

6.7 Análisis estadístico. 
Los resultados fueron analizados por ANOVA no paramétrica con Kruskal Wallis 

usando el programa GraphPad Prism software versión 6.   
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7. RESULTADOS. 
 

7.1 Expresión de marcadores de superficie en linfocitos T CD4+ y CD8+. 
Para conocer la activación del sistema inmune, así como el cambio en el 

metabolismo de las células ante la presencia de Mycobacterium tuberculosis 

irradiada se evaluó  la expresión de los diferentes marcadores de superficie en las 

poblaciones celulares a través del análisis de cuadrantes con los marcadores 

específicos para cada población. Para el caso de linfocitos T se tomó la población 

CD3+, luego CD3+CD4+ o CD3+CD8+, de estas células dobles positivas se 

analizaron los demás marcadores Figuras 8 y 9.  

Se evaluó la expresión de Glut1 y HLA-DR, en los linfocitos T CD4+.  

Respecto a Glut1, el transportador basal de glucosa, tanto en porcentaje de 

expresión como intensidad media de fluorescencia no se observó cambio 

significativo conforme aumentamos la concentración de iMtb, Figura 8.  Sin 

embargo, se logró apreciar que hay una gran variación entre los donadores.  

HLA-DR marcador de superficie de MHC II para la presentación de antígeno, se 

notó una tendencia creciente al ir aumentando la concentración de la bacteria.  
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a)                                                                  b)  

                                                              
       c)                                                                   d)  

 

Figura 8. Expresión de marcadores de superficie en células T CD4+ en presencia de 

concentraciones crecientes de iMtb, cada color representa un solo donador y la * representa el 

límite basal negativo. a) Expresión de Glut1 (n=5) P=0.6769. b) Intensidad media de fluorescencia 

(IMF) de Glut1 (n=4) P=0.8578. c) Expresión de HLA-DR (n=5) P=0.5958. d) IMF de HLA-DR (n=4) 

P=0.9342. Las diferencias entre grupos fueron evaluadas mediante la prueba de Kruskal Wallis, 

P<0.05, Media ± DS. 

Respecto a los marcadores de superficie en linfocitos T CD8+, Figura 9, Glut1 tuvo 

una tendencia a aumentar concentración dependiente de la iMtb y en el marcador 

HLA-DR no hubo diferencias significativas entre las concentraciones de iMtb y se 

observó que en unos donadores tiende a decrecer y en otros se mantiene 

constante.  
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a)                                                                    b)                    

       

       c)                                                                      d)  

 

Figura 9. Expresión de marcadores de superficie en células T CD8+ en presencia de 

concentraciones crecientes de iMtb, cada color representa un solo donador y la * representa el 

límite basal negativo. a) Expresión de Glut1 (n=5) P=0.4788. b) Intensidad media de fluorescencia 

(IMF) de Glut1 (n=4) P=0.6357. c) Expresión de HLA-DR (n=5) P=0.6366. d) IMF de HLA-DR (n=4) 

P=0.8972. Las diferencias entre grupos fueron evaluadas mediante la prueba de Kruskal Wallis, 

P<0.05, Media ± DS. 

 

La expresión de TIM-3 en linfocitos T CD3+ no presentó cambio en las diferentes 

concentraciones de iMtb, Figura 10.  

 

 

 

CT
10

0
50

0
75

0
10

00
70

75

80

85

90

95
C

D
8+  

G
LU

T1
+  

(%
)

mg/mL CT
10

0
50

0
75

0
10

00
0

500

1000

1500

C
D

8+
 G

LU
T1

+ 
(IM

F)

mg/mL

CT 100 500 750 1000
0

20

40

60

C
D

8+  
H

LA
-D

R
+  

(%
)

mg/mL CT
10

0
50

0
75

0
10

00
-5000

0

5000

10000

15000

20000
C

D
8+

 H
LA

-D
R

+ 
(IM

F)

mg/mL

µg/mL µg/mL 

µg/mL µg/mL 



30 
 

        a)                                                                b)  

Figura 10. Expresión de marcadores de superficie en células T CD3+ en presencia de 

concentraciones crecientes de iMtb, cada color representa un solo donador y la * representa el 

límite basal negativo. a) Expresión de TIM-3 en linfocitos T CD3+ (n=5) P=0.8724. b) IMF de TIM-3 

en CD3+ (n=5) P=0.9341. Las diferencias entre grupos fueron evaluadas mediante la prueba de 

Kruskal Wallis, P<0.05, Media ± DS. 

 

7.2 Expresión de marcadores de células NKT. 
Las células NKT expresan TCR de cadena invariante V24, en la Figura 11 se 

observa la expresión en porcentaje  e IMF, en la cual no hubo diferencias entre las 

concentraciones de la micobacteria; sin embargo, si hubo expresión de estas 

células por la presencia de iMtb. Respecto a CD161 es expresado en células T, no 

se observaron cambios entre las concentraciones, aunque el comportamiento 

entre donadores fue diferente.  
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a)                                                                 b)  

      c)                                                                  d)  

Figura 11. Expresión de marcadores de superficie en células T CD3+ de Células Mononucleares 

totales (CMN), en presencia de concentraciones crecientes de iMtb, cada color representa un solo 

donador y la * representa el límite basal negativo. a) Expresión de V24 en CD3+ (n=4) P=0.7016. 

b) Intensidad media de fluorescencia (IMF) de V24 en CD3+ (n=3) P=0.6371. c) Expresión de 

CD161 en CD3+ (n=4) 0.9399. d) IMF de CD161 en CD3+ (n=3) P=0.7998. Las diferencias entre 

grupos fueron evaluadas mediante la prueba de Kruskal Wallis, P<0.05, Media ± DS. 

7.3 Expresión de marcadores de superficie en monocitos CD14+. 
En lo que respecta a los monocitos CD14+ (Figura 12) el análisis de la IMF de la 

expresión de Glut1 mostró diferencias significativas entre el control y las células 

estimuladas con iMtb y en porcentaje se mantuvo sin cambios. HLA-DR se 

mantuvo sin cambios. El análisis de CX3CR1 no tuvo una tendencia clara respecto 

a las diferentes concentraciones de iMtb. CCR2 tuvo una baja expresión en 

monocitos estimulados con iMtb en comparación con las células sin estimular. El 

porcentaje de células positivas para TIM-3 fue bajo en monocitos y no cambio ante 
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el aumento de concentración de iMtb; sin embargo, el análisis de la IMF mostró un 

incremento con las concentraciones más altas de la micobacteria.  

a)                                                                b)  

       

c)                                                                d)  
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      g)                                                                 h) 

        
   i)                                                                 j)  

 
Figura 12. Expresión de marcadores de superficie en células CD14+ en presencia de 

concentraciones crecientes de iMtb, cada color representa un solo donador y la * representa el 

límite basal negativo. a) Expresión de Glut1 (n=3) P=0.0361. b) Intensidad media de fluorescencia 

(IMF) de Glut1 (n=4) P=0.0511. c) Expresión de HLA-DR (n=3) P=0.6035. d) IMF de HLA-DR (n=4) 

P=0.8958. e) Expresión de CX3CR1 (n=3). f) IMF de CX3CR1 (n=4) P=0.9410. g) Expresión de 

CCR2 (n=3). h) IMF de CCR2 (n=4) P=0.7399. i) Expresión de TIM-3 (n=3). j) IMF de TIM-3 (n=4) 

P=0.1007. Las diferencias entre grupos fueron evaluadas mediante la prueba de Kruskal Wallis, 

P<0.05, Media ± DS. 
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7.4 Expresión de marcadores de células NK. 
En la Figura 13, se apreció la expresión de células natural killer,  la cual se 

mantuvo constante ante el estímulo de diferentes concentraciones de iMtb.  

a)                                                                b)  

 
Figura 13. Expresión de marcadores de superficie en células CD3+ CD57+ en presencia de 

concentraciones crecientes de iMtb, cada color representa un solo donador. a) Expresión de NKs 

(n=5) P=0.9817. b) Intensidad media de fluorescencia (IMF) de NKs (n=5) P=0.9453. Las 

diferencias entre grupos fueron evaluadas mediante la prueba de Kruskal Wallis, P<0.05, Media ± 

DS. 

 

7.5 Expresión de marcadores en monocitos pro-inflamatorios. 
Se evaluó la expresión de Glut1, HLA-DR y TIM-3 en monocitos pro-inflamatorios. 

En la Figura 14 se observó la IMF de dichos marcadores que no mostraron 

ninguna tendencia de incrementar o disminuir ante las concentraciones crecientes 

de iMtb, pero presentó dispersión entre los donadores.  
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a)                                                              b)  

      c)  

 

 

 

  

 

 

 

Figura 14. Expresión de marcadores de superficie en monocitos pro inflamatorios CD14+ CD16+ en 

presencia de concentraciones crecientes de iMtb, cada color representa un solo donador y la * 

representa el límite basal negativo. a) IMF de Glut1 en CMN (n=5) P=0.4153. b) IMF de TIM-3 en 

CMN (n=5) P=0.4857. c) IMF de HLA-DR en CMN (n=5) P=0.6769. Las diferencias entre grupos 

fueron evaluadas mediante la prueba de Kruskal Wallis, P<0.05, Media ± DS. 

7.6 Expresión de marcadores de superficie en macrófagos maduros. 
Se evaluaron diferentes marcadores de superficie en macrófagos maduros para 

observar su activación y estado de maduración ante la presencia de iMtb. En la 

Figura 15, Glut1, tuvo una tendencia a ir aumentar conforme a las concentraciones 

de iMtb, CD80, tuvo una expresión constante sin cambio aparente en las 

concentraciones, CD86, CD68, HLA-DR no presentó cambios entre las diferentes 

concentraciones de iMtb, pero si entre los donadores. TIM-3 tuvo una tendencia a 

disminuir y galectina-9 permaneció constante.  
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       g)                                                                h)  

 
 
          i)                                                               j)  

 
         k)                                                                 l) 
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        m)                                                            n)  

  

Figura 15.  Expresión de marcadores de superficie en Macrófagos maduros, en presencia de 

concentraciones crecientes de iMtb, cada color representa un solo donador y la * representa el 

límite basal negativo. a) Expresión de Glut1 (n=5) P=0.4623. b) Intensidad media de fluorescencia 

(IMF) de Glut1 en (n=5) P=0.5618. c) Expresión de CD80  (n=5) P=0.6256. d) IMF de CD80 (n=5) 

P=0.5933. e) Expresión de CD86  (n=5) P=0.7640. f) IMF de CD86 (n=5) P=0.6178. g) Expresión 

de CD68  (n=5) P=0.8954. h) IMF de CD68 (n=5) P=0.8163. i) Expresión de HLA-DR  (n=5) 

P=0.7497. j) IMF de HLA-DR (n=5) P=0.7844. k) Expresión de TIM-3  (n=5) P=0.1582. l) IMF de 

TIM-3 (n=5) P=0.9523. m) Expresión de GAL-9  (n=5) P=0.8664. n) IMF de GAL-9 (n=5) P=0.3363.  

Las diferencias entre grupos fueron evaluadas mediante la prueba de Kruskal Wallis, P<0.05, 

Media ± DS. 

 7.7 Concentración secretada de citocinas pro-inflamatorias en sobrenadante 
de cultivo. 
Se determinó la concentración de citocinas pro-inflamatorias IL-1, IFN- y TNF- 

en los sobrenadantes de cultivo de CMN y MC estimulados por 24 horas con 

concentraciones crecientes de la bacteria. IL-1, en MC así como en CMN se 

presentó una tendencia ir aumentando de manera dependiente de la 

concentración. IFN- solo se logró determinar en CMN y se observó que 

incrementa conforme al aumento de iMtb. TNF-, también incrementó 

concentración-dependiente, presentó una diferencia significativa aumentando en 

función directa de la concentración del estímulo (iMtb). 
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Figura 16. Secreción de citocinas pro-inflamatorias en CMN y macrófagos expuestos a 

concentraciones crecientes de iMtb. a) Secreción de IL-1β en MC (n=4) P=0.1735. b) Secreción de 

IL-1β en CMN (n=4) P=0.5801. c) Secreción de IFN-γ en CMN (n=4) P=0.9082. d) Secreción de 

TNF-α en MC (n=5) P=0.0389. e) Secreción de TNF-α en CMN (n=5) P=0.9960. Las diferencias 

entre grupos fueron evaluadas mediante la prueba de Kruskal Wallis, P<0.05, Media ± DS. 

8. DISCUSIÓN. 
En el presente trabajo se estudiaron algunas características de la respuesta 

inmune en linfocitos T y monocitos ante la estimulación con la cepa H37Rv de 

Mycobacterium tuberculosis irradiada; la cual, al estar en cultivo con células 

mononucleares de sangre periférica indujo la activación celular como un 

mecanismo de defensa en contra. iMtb, cuenta con moléculas llamadas patrones 

moleculares asociados a patógenos dentro de los cuales podemos identificar a los 

glicolípidos y lipoproteínas tales como LM, LAM y PIMs los cuales son reconocidos 

por células del sistema inmune innato. La respuesta inmune ante la infección por 

Mtb es un ejemplo clásico de la respuesta mediada por células dirigida contra una 

bacteria intracelular facultativa (Figueroa, 2001).  

Los principales resultados obtenidos en este trabajo son: 1) cambios en el 

porcentaje de expresión de marcadores de superficie importantes al evaluar el 

estado metabólico de diferentes poblaciones celulares, aunque no fueron 

significativos toman relevancia fisiológicamente, 2) cambios en la densidad de 

expresión del receptor Glut1 al evaluarse  en linfocitos T CD4+, CD8+ y monocitos 

CD14+, 3) cambios en la secreción de citocinas pro-inflamatorias (IFN-γ, IL-1β y 

TNF-α) secundario a la estimulación con iMtb.  

El objetivo de analizar la expresión de receptores en los linfocitos T CD4+, T CD8+,  

monocitos pro-inflamatorios y macrófagos maduros, es que todas estas 

poblaciones tienen un papel importante en los mecanismo de control de la 

infección, ya sea para inducir la presentación y procesamiento de antígenos o 

durante  la secreción de citocinas o quiomiocinas pro-inflamatorias debido al 

cambio del estado metabólico de las células. El control de la infección a nivel 

pulmonar depende del desarrollo de una eficiente respuesta inmune innata y 

adaptativa. En varios modelos experimentales murinos se ha demostrado que las 
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células T CD4+ son esenciales para el control de la infección aguda, mientras que 

las células T CD8+ son esenciales para mantener y controlar la fase crónica de la 

tuberculosis pulmonar (Li, 2014 & Rocha, 2007). En este proyecto analizamos los 

cambios en el perfil de expresión del receptor para glucosa  Glut1 en linfocitos T. 

Desarrollamos un modelo experimental in vitro en cual las CMN totales fueron 

expuestas durante 24 horas a concentraciones crecientes de la bacteria.  Al 

analizar las células T CD4+ y CD8+ identificamos que bajo estas condiciones 

experimentales no modificaron el nivel de expresión basal (IMF) del marcador 

Glut1 a las diferentes concentraciones. Una posible explicación para este 

fenómeno es que cada individuo analizado tiene características específicas y 

únicas en su sistema inmune que son el resultado de la exposición a diferentes 

patógenos, estado de salud/enfermedad, edad, peso, medio ambiente en el que se 

ha desarrollado, infecciones recurrentes, etc. Otra posibilidad es que utilizamos 

una bacteria muerta por lo que la respuesta inmune que se desarrolla es diferente 

de la obtenida con una bacteria que se encuentra en la etapa de crecimiento 

logarítmico. Un hallazgo relevante fue que al analizar el porcentaje de células T 

Glut1 positivas en las subpoblaciones CD4+ y CD8+ pudimos identificar un perfil de 

expresión diferencial; esto es, las células T CD8+ tienen una mayor expresión de 

Glut1 respecto a las células CD4+. La relevancia de este fenómeno radica en que 

las células T CD8+ son las encargadas de eliminar a la bacteria utilizando los 

diversos mecanismos de citotoxicidad con que cuentan por lo que requieren una 

mayor aportación de energía para ser activadas y llevar acabo su función en la 

inmunidad celular (Li, 2014). Glut1 es un marcador que nos indica indirectamente 

el estado metabólico de las células, por lo que se esperaba que estas células 

incrementaran la expresión del marcador conforme aumentara la concentración de 

iMtb (comportamiento concentración dependiente), sin embargo, no pudimos 

identificar este fenómeno. Uno de los problemas técnicos al cual nos enfrentamos 

fue la dificultad para resuspender la micobacteria irradiada lo cual tuvo como 

consecuencia incrementar la variabilidad en las concentraciones que fueron 

adicionadas a los cultivos celulares.  
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Otro marcador relevante que analizamos en este proyecto fue TIM-3 el cual es 

conocido como un receptor de tipo inhibitorio para los linfocitos T. TIM-3 se 

expresa en células T CD4+ y CD8+ y estudios previos han demostrado que tiene 

funciones de regular negativamente la respuesta inmune al inducir apoptosis en 

aquellos linfocitos T CD4+ de tipo Th1 y juega un papel importante en la 

inmunopatogénesis de enfermedades autoinmunes y algunas   infecciones   virales 

(Sada, 2012). Los resultados que nosotros obtuvimos al analizar la expresión de 

este marcador mostraron un porcentaje menor de 40% en las células T; sin 

embrago, el análisis de la IMF mostró que la densidad de moléculas de TIM-3 fue 

alta sugiriendo que de alguna manera este receptor si participa en la respuesta 

inmune contra Mtb. Estudios previos han demostrado que la expresión 

incrementada de TIM-3 en células T puede estar relacionado con la baja 

producción de citocinas pro-inflamatorias en diversas infecciones virales, la 

expresión de dicho marcador puede favorecer el fenotipo de célula exhausta 

(Sada, 2012). Evaluamos también la expresión de HLA-DR como un marcador de 

superficie que es relevante en la maduración y activación de las células así como 

en la presentación antigénica. Los resultados mostraron un discreto incremento 

concentración dependiente en la expresión de HLA-DR en los linfocitos T 

reflejando que los linfocitos T incrementaron su nivel de activación.  

Otra población de células linfoides que analizamos debido a su relevancia en la 

inmunopatogénesis de la tuberculosis pulmonar fueron las células NKTs, que entre 

las células del sistema inmune en sangre periférica están en una proporción de 

1%. Las células NKTs tienen características de células innatas y median una 

respuesta efectora rápida para la identificación de células infectadas. La gran 

capacidad para producir IFN-γ las convierte en una población altamente relevante 

para suprimir la replicación intracelular  de  la  bacteria, reconocen   lípidos   

presentados a través de la molécula   CD1d (Sada, 2008). CD1 es una molécula 

que presenta antígenos de naturaleza lipídica y que es estructuralmente semejante 

a la molécula del complejo mayor de histocompatibilidad clase1 (MHC-I). La 

activación de las células NKT favorece la producción de grandes cantidades de  

IFN-γ lo cual es fundamental para la activación de macrófagos. Se evaluó la 
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frecuencia de células NKT dentro del subconjunto de células CD3+ con base a la 

expresión de los marcadores CD3+ y de la fracción Vα24+ del receptor de la célula 

T. En nuestro análisis no identificamos cambios en la frecuencia de estas células 

respecto al aumento en la concentración de iMtb.  

En este estudio la activación de células NK no mostró cambio con las diferentes 

concentraciones de la micobacteria; sin embargo, el análisis de estas células es 

relevante por la actividad citotóxica temprana que median, ya que no requieren la 

presentación de antígeno para desencadenar su función. Entre los receptores que 

están presentes en las células NKs y que son relevantes para su función esta 

CD161, el cual funciona como un receptor estimulador o inhibidor de la actividad 

citotóxica y la secreción de citocinas, granzima, perforina y granulisina como 

mecanismo de defensa para erradicar a la bacteria. Finalmente, analizamos la 

población de monocitos CD14+, el cual, es el marcador de linaje de estas células 

mieloides y también es un receptor que reconoce ligandos bacterianos tales como el 

ácido lipoteicoico, lipoproteínas y LA presentes en la micobacteria; facilita la 

internalización de Mtb no opsonizada; sin embargo, por sí sola no es capaz de 

mediar la fagocitosis del bacilo por lo que requiere la cooperación de receptores 

como TLR2 y 4 (Guirado, 2013). En los monocitos CD14+ se observó que los 

marcadores de relevancia Glut1 yTIM-3 tienden a incrementar su expresión de 

manera concentración-dependiente, sugiriendo que la actividad inmunometabólica 

se incrementa con la finalidad de inducir mecanismos que permitan eliminar a la 

bacteria. Glut1 presenta diferencia significativa P=0.0361, por que refiere que 

existe una diferencia general entre los grupos estudiados. Se ha demostrado que 

los pacientes con diagnóstico de TB pulmonar cursan con un incremento en el 

número circulante de monocitos pro-inflamatorios (CD14+CD16++) y que 

adicionalmente estas células tienen un fenotipo de célula inmadura (Castaño, 

2014). Conforme a los resultados descritos anteriormente los monocitos pro-

inflamatorios CD14+ CD16+ tienden a incrementar la densidad del marcador Glut1 

(IMF) y de TIM-3, siendo esto dependiente de la concentración de iMtb. Es factible 

que los cambios observados reflejen el mayor requerimiento de energía que es 
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secundario a la activación de los monocitos independientemente de que no se 

haya alcanzado la significancia estadística. 

Las quimiocinas son moléculas importantes durante la infección por Mtb, ya que 

son esenciales para el reclutamiento de células inflamatorias al sitio de infección, 

destacan los leucocitos. En este trabajo evaluamos el perfil de expresión de 

algunos receptores de quimiocinas que son relevantes para la adecuada 

formación el granuloma, CX3CR1 y CCR2. Los resultados mostraron, que no hubo 

diferencias significativas en la expresión de  CX3CR1 y CCR2 cuando las células 

fueron expuestas a las diferentes concentraciones de iMtb. Por otra parte, el nivel 

de expresión del marcador de activación y maduración celular HLA-DR disminuyó 

conforme se incrementó la concentración de la bacteria, sugiriendo que estos 

cambios pudieran tener impacto en el nivel de activación de los monocitos así 

como en la presentación antigénica limitando de esta manera la eliminación de la 

bacteria. 

Los macrófagos son células fagocíticas profesionales a los que se les ha 

considerado como el nicho intracelular para Mtb. Cuando son activados inducen 

diversos mecanismos encaminados a mediar la muerte directa de la bacteria 

(Sada,  2012). Dada la relevancia de la funcionalidad del macrófago en la inmuno-

patogénesis de la tuberculosis es que decidimos también evaluar algunos cambios 

fenotípicos en macrófagos diferenciados a partir de monocitos. El análisis de la 

expresión del receptor Glut1 incrementó de una manera concentración 

dependiente, sugiriendo que los macrófagos se activaron después de la 

exposición a la bacteria. Este resultado fue apoyado en la expresión de CD80, 

CD86 y CD68 las cuales incrementaron su nivel de expresión. Al analizar el 

fenotipo de los macrófagos pudimos identificar un incremento en la expresión de 

Glut1, sugiriendo que los macrófagos requieren un mayor aporte de energía para 

llevar a cabo sus diversas funciones tales como la expresión de PRRs y 

receptores fagocíticos que son importantes en el reconocimiento de patógenos y 

respuesta a patógenos para activar la respuesta inmune.  
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Se ha documentado que CD68 es un marcador de maduración de macrófagos; sin 

embargo, al analizar este marcador en modelo experimental in vitro que 

desarrollamos no observamos un incremento en su expresión durante el proceso 

de diferenciación celular.  Otro de los marcadores que ha sido ampliamente 

utilizado como indicador de madurez en células mieloides es HLA-DR. Nuestros 

resultados mostraron que más del 80% de las células fueron positivas para este 

marcador. Estudios previos realizados por Sada y colaboradores con la cepa 

H37Rv de Mtb indicaron que la infección bacteriana de los macrófagos derivados 

de monocitos inhibe la expresión de C80, CD86 y HLA-DR.  La disminución en la 

expresión de estas moléculas es uno de los mecanismos que utiliza la 

micobacteria para evadir la respuesta inmune. Una menor expresión de HLA-DR y 

de moléculas co-estimuladoras está asociada con una deficiente presentación de 

antígeno a las células T.  Más recientemente se demostró que otras moléculas 

como TIM-3 y Gal9 también participan en la inmunidad contra Mtb, ya que la 

interacción TIM3-Gal9 induce la activación de macrófagos lo cual resulta en la 

muerte de la bacteria. Estas moléculas contribuyen al control de la replicación 

intracelular de Mtb al activar mecanismos antimicrobianos que dependen de la 

producción de IL-1β. Al analizar la expresión de TIM-3 y Gal9 en macrófagos 

infectados identificamos que TIM-3 disminuye mientras que la expresión de Gal9 

se mantiene constante. Es posible que modificaciones en el perfil de expresión de 

estos marcadores limite la producción de IL-1β y con ello la capacidad del 

macrófago para eliminar a la bacteria.  

En este estudio medimos la concentración de citocinas pro-inflamatorias (IFN-γ, 

IL-1β y TNF-α) en los sobrenadantes de cultivo de los experimentos realizados en 

CMN y en MC después de la infección. Pudimos identificar que ha mayor 

concentración de la bacteria mayor producción de citocinas, tanto para CMNs 

como para MCs.  Estos resultados nos permitieron inferir que las células T llevaron 

a cabo su función en contra de la bacteria, además sugieren que a pesar del daño 

celular que se presenta a consecuencia de la presencia de la bacteria, las citocinas 

liberadas ayudan a la activación y maduración de los otros tipos celulares como 

son los macrófagos para mejorar el control de la estimulación con iMtb.  Entre las 
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citocinas  que analizamos se encuentra IFN-γ, el cual se ha reportado que 

participa en el control de la infección por Mtb, es producido por los linfocitos T 

CD4+, CD8+ y células NK, mejora la presentación de antígeno en DCs y MC  al 

promover la expresión de HLA-DR y promueve la muerte de patógenos 

intracelulares en el MC. Recientemente se tienen reportes que la producción de IL-

12 es dependiente de IFN-γ por macrófagos alveolares infectados con la 

micobacteria (Frucht, 2001 & Gideon 2013).   En los  resultados  obtenidos  

respecto  a  IFN-γ se  observa  un  comportamiento concentración dependiente de 

la iMtb y esto es coherente ya que el contacto de la bacteria con las células 

fagocíticas desencadena una respuesta inflamatoria local donde las citocinas 

juegan un   papel   clave   ya   que   es   secretado   por   los   linfocitos   T   

activados. Solo se logró determinar en sobrenadante de los cultivos de células 

mononucleares y no en sobrenadantes de macrófagos, esto se pudo deber a que 

las muestras ya se encontraban  afectadas, ya que se descongelaron y congelaron 

varias veces, esto se puedo evitar haciendo alícuotas de volúmenes más 

pequeños. La secreción incrementada de IFN-γ nos permite considerar que el 

fenotipo que adquirieron las células CD4+ fue de tipo Th1, lo cual concuerda con la 

literatura previamente publicada.  Otra citocina relevante en la inmunopatogénesis de 

la tuberculosis es la IL-1β, el incremento en la secreción de esta citocina se ha 

relacionado con un buen control de la infección por Mtb. Previamente se ha 

publicado que esta citocina participa en la expresión de   iNOS, en la acidificación   

fagosomal   y   maduración de células mieloides (Guirado, 2013). Finalmente, 

también pudimos identificar que el TNF-α, presentó un comportamiento 

concentración dependiente que fue estadísticamente significativo P=0.0389. Esta 

citocina está implicada en la regulación de la respuesta inflamatoria, 

mantenimiento del granuloma e induce la producción de ROIs y RNIs por parte de 

los macrófagos infectados.  En la literatura se describe que la expresión de 

quimiocinas por parte de los MC puede influir en la producción de TNF-α después 

de la infección con Mtb. (Rocha, 2008) En nuestros resultados respecto a la 

concentración de citocinas en MC demuestran que hay alta secreción de esta 

citocina que es benéfica para el control bacteriano. 
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El presente estudio tiene varias limitaciones, entre ellas se encuentra que se 

utilizaron muestras de sangre periférica de donadores sanos que acudieron al 

banco de sangre del Instituto y esto no necesariamente refleja ausencia de 

memoria inmunológica contra patógenos como Mtb. Otra situación relevante  es 

que no se determinó si los donadores eran positivos para la prueba PPD, además 

que en México se aplica la vacuna BCG a temprana edad; sin embargo, esta solo 

brinda protección hasta los 12 años. 

9. CONCLUSIONES. 
Con este trabajo establecimos un modelo experimental in vitro que nos permitió 

analizar la expresión de marcadores de superficie que nos indican el estado de 

activación, así como los cambios en el metabolismo de las principales células 

implicadas ante la infección con iMtb. 

Logramos identificar un cambio en la expresión de Glut1 en linfocitos T CD4+ y 

CD8+, aunque no es significativo, el cambio es aparente, lo que nos infiere que 

hay mayor requerimiento de energía de los linfocitos citotóxicos y monocitos. 

Hay una activación del sistema inmune por contrarrestar el daño que causa la 

bacteria, aunque no se logró observar una diferencia significativa en los 

marcadores de activación del linaje linfoide y mieloide como son TIM-3, HLA-DR, 

CD80, CD86, CD68. 

Existe un comportamiento concentración dependiente en la secreción de las 

citocinas pro-inflamatorias en la infección con iMtb.  

10. PERSPECTIVAS. 
Se planea emplear la micobacteria irradiada para obtener granulomas in vitro y 

poder llevar a cabo estudios de las células que lo conforman, citocinas que 

participan en su formación y el perfil metabólico que presentan.  
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11. APÉNDICE. 
Dot plots, ejemplo de la estrategia de análisis. 
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Experimento 2          CD8+  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1000g/mL 

750g/mL 

500g/mL 

100g/mL 

CONTROL 

GLUT1 HLA-DR 



51 
 

Experimento 2  CD14+ 
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Experimento 2 CD14+ 
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Experimento 2    CD14+CD16+ 
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Experimento 1 MC  CD14+  
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Experimento 1 MC CD14+                                                 
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