
 

 

 
 
 
 

 
 

Inmunoglobulina A secretora humana, como 
elemento capaz de modificar la infección por 

Mycobacterium tuberculosis 
 

 
Tesis presentada en opción al Grado Científico  

                                  Doctor en Ciencias de la Salud 
 

Autor: Lic. Nadine Alvarez Cabrera, MsC. 

 

Ciudad Habana 

2011 

 



 

 

 
 
 

Inmunoglobulina A secretora humana, como 
elemento capaz de modificar la infección por 

Mycobacterium tuberculosis 
 

 
Tesis presentada en opción al Grado Científico  

                                  Doctor en Ciencias de la Salud 
 

Autor: Lic. Nadine Alvarez Cabrera, MsC. 

Tutores: Dra. María E. Sarmiento García San Miguel 
               Dr. Armando Acosta Domínguez 

Dr. Norazmi Mohd Nor  
 

                    Asesores: Dr. Rogelio Hernández Pando 
                        Dr. Juan Francisco Infante Bourzac 

 

Ciudad Habana 

2011 

 

 



 

 

SÍNTESIS 

La inmunoglobulina A secretora es el anticuerpo más abundante en las secreciones 

mucosales, sin embargo, no ha sido evaluado el papel de esta inmunoglobulina obtenida 

de calostro humano en la protección contra patógenos micobacterianos. En este trabajo, 

nos propusimos como objetivo principal obtener la inmunoglobulina secretora humana 

(IgAsh) de calostro y evaluar su potencial protector frente a la infección con 

Mycobacterium tuberculosis en ratones. Se obtuvo IgAsh mediante una combinación de 

métodos cromatográficos. Se evaluó el reconocimiento de la IgAsh frente a antígenos de 

diferentes micobacterias, demostrándose una elevada reactividad. En el estudio de 

distribución en ratón Balb/c se constató que la IgAsh permanece en saliva y fluido 

tráqueo-bronquial durante varias horas posteriores a su inoculación por vía intranasal. La 

administración pasiva por vía intranasal de IgAsh antes de la infección con M. 

tuberculosis, así como la preincubación de la micobacteria con la IgAsh antes de ser 

administrada a los ratones por vía intratraqueal, reveló que este anticuerpo tiene 

capacidad protectora frente a la infección por este patógeno, mostrando reducción 

significativa de la carga bacteriana y las lesiones neumónicas en pulmón. Los resultados 

demuestran que la IgAs obtenida de calostro humano reconoce antígenos de 

micobacterias y posee un efecto profiláctico frente a la infección intratraqueal con M. 

tuberculosis en ratón.  

 

 

 

 

 

 

 



 

 

ABREVIATURAS Y ACRONIMOS 

Ac Anticuerpo 
AcM Anticuerpo monoclonal 
AcP Anticuerpo policlonal 
ADCC Citotoxicidad mediada por células dependiente de anticuerpo 
Ag Antígeno 
AM Arabinomanano 
APC Células presentadoras de Antígenos 
BCG  Bacilo de Calmette –Guérin 
BCGr BCG recombinante 
CD Célula dendrítica 
CL Cadena Ligera 
CP Cadena Pesada 
CS Componente secretor 
DAB Diaminobencidina 
DCSING  
 

Receptor de Células Dendríticas 
DO Densidad óptica 
FcR Receptor de Fc 
Fcγ-RIIB Receptor de inmunoglobulina G inhibidor en células B 
HLA-DR   Antígenos Leucocitarios Humanos codificados por el segmento 

DR 
INF-γ   Interferón-γ 
IgAp Inmunoglobulina A polimétrica 
IgAs Inmunoglobulina A secretora 
IgAsh Inmunoglobulina A secretora humana 
IKK Kinasa I kappa B  
iNOS Óxido Nítrico Sintasa Inducible 
IRAK-1 Kinasa 1 Asociada al Receptor de Interleuquina-1  
ITIM Motivos inhibidores del inmuno-receptor de tirosina 
ITAM Motivos activadores del inmuno-receptor de tirosina 
LAM Lipoarabinomanano 
LPS Lipopolisacárido 
MA Macrófagos alveolares 
MALT Tejido linfoide asociado a mucosa 
MyD 88 Gen de respuesta primaria de diferenciación mieloide 
MDR Multi-drogo-resistente 
MHC Complejo Mayor de Histocompatibilidad 
NK-kB Factor Nuclear kappa activador de células B 
NKT Células Asesinas Naturales 
OMS Organización Mundial de la Salud 
OPD Orto-fenil-endiamina 
OPS Organización Panamericana de la Salud 
PCR Reacción en Cadena de la Polimerasa 
pIgR Receptor polimérico de inmunoglobulina 
PIM Fosfatidil inositol manósidos 
SCID Ratones con Inmunodeficiencia Combinada Severa 
SS Solución Salina 
SSTF Solución salina tampón fosfato 
SSTF-T SSTF-T Solución salina tampón fosfato-Tween 20 
TB Tuberculosis 



 

 

TCD4 + Linfocito T CD 4+ 
Th Linfocito T colaborador 
TDM Dimicolato de trealosa 
TLCR C14 MD2    Receptor  de Linfocitos T Citotóxicos 
TLR Receptor tipo toll 
TMM Monomicolato de trealosa 
TNF-α Factor de Necrosis Tumoral alfa 
TRADD Receptor del factor de necrosis tumoral tipo 1 asociado al 

dominio DEATH de la proteína 
TRAF Factor  asociado al receptor de TNF  
UFC Unidades Formadoras de Colonias 
VIH Virus de Inmunodeficiencia Humana 
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I. INTRODUCCIÓN  

La tuberculosis (TB) es una enfermedad infecciosa curable, transmisible y pandémica, 

causada por Mycobacterium tuberculosis, que se estima afecta a 1/3 de la población 

mundial en la actualidad (WHO, 2008). Cada año se reporta globalmente un estimado de 

nueve millones de nuevos casos de TB, provocando de dos a tres millones de muertes, lo 

cual hace de M. tuberculosis la causa principal de mortalidad debido a un patógeno 

infeccioso (WHO, 2008). Sin embargo, los mecanismos efectores que conducen a la 

resistencia, susceptibilidad a la infección o enfermedad clínica, no son bien conocidos. 

En la actualidad, la única vacuna en uso contra la TB es el Bacilo de Calmette-Guérin 

(BCG), cepa atenuada de M. bovis, la cual ha sido ampliamente utilizada para prevenir la 

enfermedad y hasta el 2006, había sido administrada a más de 3 billones de personas 

(Stop TB, 2006). Esta vacuna tiene la desventaja de que sólo protege contra las formas 

severas de la enfermedad en la infancia, porque se ha demostrado que en países 

endémicos no protege contra la enfermedad pulmonar en adultos, a pesar de que ésta es 

la forma más común de la enfermedad y la responsable de su transmisión (Caminero, 

2008). Otra desventaja importante de la vacuna es que posee una eficacia muy variable 

entre las poblaciones, oscilando desde una protección nula hasta un 80% (Fine, 1995). 

Las posibles causas de este amplio rango de protección han sido extensamente 

discutidas y continúan siendo objeto de investigación activa, aunque la teoría más 

aceptada se basa en el efecto de la vacunación con BCG, el cual puede verse 

enmascarado o inhibido por la importante influencia, que sobre la respuesta inmune, 

puede ejercer la exposición natural a las micobacterias ambientales (García y Barrera, 

2004). 

El impacto de la vacunación con BCG, parcialmente efectiva, está dirigido a reducir la 

incidencia de la TB en un rango del 40 al 50% para el 2050, tomando como punto de 
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partida el 2015. Este hecho es promisorio pero insuficiente para llegar a cubrir las 

expectativas mundiales de reducir la incidencia a un caso por cada millón de personas al 

año para el 2050 (Shreemanta y Kaufmann, 2010). 

 

Teniendo en cuenta que alrededor de 2 millones de seres humanos son probablemente 

infectados con M. tuberculosis anualmente y que al menos el 10% de estos tiene altas 

probabilidades de desarrollar la enfermedad, las estrategias a seguir para la obtención de 

nuevas vacunas se han enfocado en tres vertientes importantes y diferentes (Thais y 

Kaufmann, 2010):  

 vacunas de pre-exposición, que pudieran prevenir la infección primaria o evitar el 

desarrollo de la enfermedad activa después de la infección primaria 

 vacunas de post-exposición, que pudieran erradicar la infección latente y/o 

contener la infección latente para evitar el desarrollo de la enfermedad activa 

 vacunas terapéuticas, que pudieran ser aplicadas en pacientes tuberculosos para 

curar la enfermedad y/o infección  

En la actualidad, la mayoría de los nuevos candidatos pertenecen al primer grupo de 

vacunas y hasta mayo del 2010, un total de once vacunas contra la TB se encontraban en 

diferentes fases de ensayo clínico (Shreemanta y Kaufmann, 2010). Las vacunas que han 

mostrado mejores resultados hasta el momento se agrupan en cuatro categorías: vacunas 

de BCG modificadas, vacunas de subunidades de M. tuberculosis, vacunas de vectores 

virales y vacunas de M. tuberculosis atenuado. Este último grupo incluye a Mycobacterium 

vaccae, Mycobacterium windicus pranii y Mycobacterium smegmatis (Shreemanta y 

Kaufmann, 2010). 

Tradicionalmente, se ha considerado a la inmunidad mediada por células como la 

respuesta efectiva en la protección contra la infección por M. tuberculosis y se ha restado 
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importancia al papel de los Acs en dicha protección. Luego de observar los resultados 

obtenidos al emplear la terapia sérica frente a algunas enfermedades, se evaluó el efecto 

de esta terapia frente a la TB, obteniéndose en un inicio resultados contradictorios. Sin 

embargo, en la actualidad, existen numerosos reportes que evidencian el papel de los Acs 

en la protección contra la TB (Teitelbaum y cols, 1998; Falero y cols, 2000; Olivares y cols, 

2006; Olivares y cols, 2009; Balu y cols, 2011).  

Entre las estrategias de evaluación en estudio se encuentra la posible potenciación del 

efecto de los Acs a través de candidatos vacunales administrados por vía mucosal que 

induzcan la síntesis de los mismos. Existen varios estudios que refuerzan este concepto 

incluyendo el hecho de que AcM IgAs dirigidos contra Ags de M. tuberculosis, al ser 

administrados por vía intranasal e intratraqueal, tienen un efecto protector contra la TB en 

modelos de infección experimental en ratón por vía intranasal, intratraqueal y aerosol 

(García y Barrera, 2004; Lewellys y cols, 2009; Shreemanta y Kaufmann, 2010). Guirardo 

y colaboradores demostraron que la administración pasiva de AcP protege contra la 

infección por M. tuberculosis en ratones SCID (Guirardo y cols, 2006). Adicionalmente, 

preparaciones comerciales de IgG humana (Intacglobin), han mostrado capacidad 

protectora en modelos de reto en ratón con M. bovis BCG y M. tuberculosis, después de 

su administración por vía intranasal e intratraqueal (Acosta y cols, 2003; Norazmi y cols, 

2005; Olivares y cols, 2006; Olivares y cols, 2009). El grupo de Stephen Jolles realizó un 

estudio donde se evaluó la administración de varias dosis de gammaglobulina humana a 

ratones después de la infección con M. tuberculosis y se constató una disminución de las 

UFC en pulmones y bazo, así como un ligero incremento de las células CD8+ en los 

animales tratados (Roy y cols, 2005).  

Tomando en consideración estos antecedentes, ¿tendrá la IgAs de calostro humano 

capacidad protectora frente a la infección con M. tuberculosis? 
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Existen numerosos estudios que demuestran la protección conferida por la IgAsh frente a 

diversas infecciones, sobre todo aquellas que tienen lugar en el tracto gastrointestinal, así 

como evidencias del papel protector de AcM de IgA frente a la infección por M. 

tuberculosis en el modelo murino (Falero y cols, 2000; Balu y cols, 2011). Sin embargo no 

se ha estudiado la capacidad protectora de la IgAsh, obtenida a partir de calostro, frente a 

la infección con M. tuberculosis, a pesar del rol que esta Ig pudiera ejercer en la 

protección, teniendo en cuenta la abundante secreción de este isotipo en mucosa y su 

relación con la vía de entrada del patógeno al hospedero. Será necesario estudiar la 

reactividad de la IgAsh de calostro frente a los Ags de micobacteria, así como determinar 

su presencia en fluidos biológicos de ratón Balb/c en diferentes momentos luego de su 

administración. Los resultados derivados de ambos estudios permitirán sugerir qué 

mecanismo puede mediar la protección de la IgAsh frente a la infección con M. 

tuberculosis. 

La demostración del papel protector de la IgAsh frente a la infección por M. tuberculosis 

abrirá las puertas a nuevas estrategias de control de la TB, basado en el uso de 

preparaciones de IgAs y el desarrollo de vacunas de nueva generación que estimulen la 

síntesis de este Ac a nivel mucosal.  

Adicionalmente, ¿será adecuada la administración de la IgAsh por vía intranasal en la 

evaluación de su efecto protector a nivel pulmonar frente a la TB? 

La capacidad protectora de formulaciones de Acs frente a la infección con M. tuberculosis 

ha sido evaluada empleando diferentes rutas de administración, entre ellas, la vía 

intraperitoneal (Teitelbaum y cols, 1998), intravenosa (Roy y cols, 2005), intratraqueal 

(López y cols, 2009) e intranasal (Reljic y cols, 2006; Rodríguez y cols, 2005). De estas, 

las que más se asemejan a la vía natural de infección con la micobacteria son las vías 

intratraqueal e intranasal. La vía intratraqueal tiene como principal desventaja que al ser 
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aplicado el inóculo directamente en la tráquea, se pierde la posibilidad de que la 

micobacteria tenga contacto con el Ac desde su entrada en la mucosa nasal. En contraste, 

la vía intranasal posee numerosas ventajas como son su fácil administración, el hecho de 

que representa una vía no invasiva, no genera dolor, induce protección mucosal, permite 

una distribución adecuada del inóculo al pulmón, puede conferir protección en otros sitios 

mucosales (pulmón) y provee protección cruzada contra varios microorganismos mediante 

secreción de Acs a nivel mucosal (Birkhoff y cols, 2009).  

Previamente ha sido explorada la vía respiratoria como puerta de entrada de la infección 

por aerosol y empleado el uso de AcM IgA aplicados por vía intranasal, para evaluar su 

posible papel protector frente a las infecciones por micobacterias (Falero y cols, 2000).  

Dos elementos importantes avalan el uso de la vía intranasal: primero, estudios previos 

han demostrado que luego de la administración intranasal de AcM IgA y AcM IgG dirigidos 

contra Ags de M. tuberculosis y de formulaciones comerciales de IgG humana, se 

distribuyen adecuadamente en el árbol tráqueo-bronquial y con una permanencia en los 

fluidos durante varias horas luego de su administración (Falero y cols, 2000; Olivares y 

cols, 2006). Segundo, se ha demostrado que la administración de estas formulaciones 

además tiene un efecto protector antes del reto con micobacteria (Olivares y cols, 2009). 

Adicionalmente, debe tenerse en cuenta que: a), la vía por excelencia para la transmisión 

de la TB es a través del aparato respiratorio superior, ya sea por inhalación del esputo o la 

flema expectorada en forma de pequeñas gotas suspendidas en el aire o mezcladas con 

las partículas de polvo producidas por la tos, el estornudo o el habla de pacientes con 

focos tuberculosos pulmonares en comunicación con las vías aéreas (Knechel, 2009); b), 

los modelos animales propuestos para el estudio de la TB, sugieren que esta vía es la 

más adecuada para infectar a los animales en estudio (Falero y cols, 2000; Olivares y 

cols, 2009); y c), la IgA es la Ig predominante en el Sistema Inmune Mucosal, por lo que 
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se espera juegue un papel importante, junto a los factores no específicos, en la defensa 

contra las infecciones respiratorias (Norazmi y cols, 2005; Roy y cols, 2005). 

Por todo lo antes mencionado, consideramos que existen nuevas posibilidades, no 

exploradas hasta el momento, que probablemente aportarán mayor información sobre la 

influencia que pudiera tener la IgAs en la mucosa respiratoria durante la infección con M. 

tuberculosis. Adicionalmente, su potencial uso profiláctico, terapéutico y la aplicación de 

estos conocimientos pueden dar lugar a formulaciones vacunales que induzcan la 

producción de anticuerpos.  

A pesar de la importancia potencial para la protección y el desarrollo de vacunas, aún 

existen pocas evidencias acerca del papel de los Acs en la protección frente a la infección 

por M. tuberculosis, pues a pesar de que se ha evaluado y demostrado el papel protector 

de los Acs IgG e IgA de ratón y de la IgG humana en modelos de infección con M. 

tuberculosis en ratones, el papel protector de la IgAsh en dicho modelo experimental no 

ha sido demostrado. 

Teniendo en cuenta que: 

 La IgAs juega un papel fundamental y protagónico a nivel mucosal frente a  

      diferentes microorganismos 

 Formulaciones de AcM de IgA protegen contra M. tuberculosis en el modelo 

murino 

 1/3 de la población mundial se encuentra infectada con M. tuberculosis 

 La vía aerógena es la principal fuente de infección por M. tuberculosis 

 Existe una elevada exposición a micobacterias ambientales 

 Gran parte de la población es vacunada con BCG al nacer 

Nos planteamos como hipótesis que:  

La inmunoglobulina A secretora obtenida de calostro humano, al ser administrada 
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de forma pasiva por vía intranasal, pudiera reconocer antígenos de micobacterias y 
permanecer en fluidos biológicos de ratón Balb/c, así como ejercer un efecto 
profiláctico frente a Mycobacterium tuberculosis, en un modelo de infección 
intratraqueal murino.  
 

Para dar respuesta a nuestra hipótesis, nos formulamos los siguientes objetivos: 

1. Obtener IgAs a partir de calostro humano 

2. Evaluar la reactividad de IgAsh frente a Ags de micobacterias 

3. Describir la cinética de distribución de IgAsh en fluídos biológicos de ratón Balb/c, 

luego de su administración por vía intranasal. 

4. Evaluar la capacidad protectora de la administración de IgAsh por vía intranasal, 

en un modelo murino de infección intratraqueal con M. tuberculosis. 

Para cumplir los objetivos formulados, se desarrollaron las siguientes tareas: 

Objetivo 1  

a. Purificación de IgAsh a partir de calostro e identificación. 

b. Determinación de la presencia de IgG en la muestra de IgAsh purificada. 

Objetivo 2 

a. Estudio del reconocimiento de IgAsh frente a Ags de M. smegmatis, M. bovis BCG 

y M. tuberculosis 

Objetivo 3 

a. Inoculación de IgAsh a ratones Balb/c por vía intranasal. 

b. Extracción de muestras biológicas a diferentes tiempos posteriores a la 

inoculación. 

c. Determinación de la presencia de IgAsh en fluidos biológicos de ratón Balb/c. 

Objetivo 4  

a. Inoculación de IgAsh por vía intranasal y posterior infección con M. tuberculosis 



8 

 

por vía intratraqueal, a ratones Balb/c. 

b. Inoculación de M. tuberculosis preincubado con IgAsh por vía intratraqueal, a 

ratones Balb/c. 

c. Determinación de la carga bacilar en pulmón de ratones Balb/c inoculados por vía 

intranasal con IgAsh y retados con M. tuberculosis por vía intratraqueal. 

d. Determinación de la carga bacilar en pulmón de ratones Balb/c retados con M. 

tuberculosis preincubado con IgAsh por vía intratraqueal. 

e. Estudio morfométrico e histopatológico en pulmón de ratones Balb/c inoculados 

por vía intranasal con IgAsh y retados con M. tuberculosis por vía intratraqueal. 

f. Estudio morfométrico e histopatológico en pulmón de ratones Balb/c retados con 

M. tuberculosis preincubado con IgAsh por vía intratraqueal. 

g. Determinación de la expresión en pulmón, de los genes de IFN-γ, TNF-α, iNOS e 

IL-4, en ratones Balb/c inoculados por vía intranasal con IgAsh y retados con M. 

tuberculosis por vía intratraqueal. 

h. Determinación de la expresión en pulmón, de los genes de IFN-γ, TNF-α, iNOS e 

IL-4, en ratones Balb/c retados con M. tuberculosis preincubado con IgAsh por vía 

intratraqueal. 

i. Determinación de la expresión de citoquinas en subpoblaciones linfocitarias de 

interés en pulmón, de ratones Balb/c inoculados por vía intranasal con IgAsh y 

retados con M. tuberculosis por vía intratraqueal. 

j. Determinación de la expresión de citoquinas en subpoblaciones linfocitarias de 

interés en pulmón, de ratones Balb/c retados con M. tuberculosis preincubado con 

IgAsh por vía intratraqueal. 
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NNOOVVEEDDAADD  CCIIEENNTTÍÍFFIICCAA  
La novedad científica del presente trabajo radica en que: 

1. Por primera vez, se evaluó y demostró la reactividad de la IgAs obtenida de 

calostro humano frente a Ags de diferentes micobacterias. 

2. Por primera vez, se evaluó y demostró la capacidad protectora de la IgAs obtenida 

de calostro humano frente a la infección experimental con M. tuberculosis, en un 

modelo murino de infección pulmonar progresiva.  

 

IIMMPPAACCTTOO  SSOOCCIIOO--EECCOONNÓÓMMIICCOO  
Los resultados obtenidos permitirán su aplicación en el desarrollo de formulaciones de Acs 

para la prevención y el tratamiento de la TB, así como en el desarrollo de nuevas vacunas 

que estimulen la producción de Acs específicos. Adicionalmente, esta formulación podrá 

aplicarse de forma conjunta con el tratamiento convencional, fundamentalmente en casos 

de cepas MDR y de TB latente. 

 
BBRREEVVEE  DDEESSCCRRIIPPCCIIOONN  DDEELL  CCOONNTTEENNIIDDOO  DDEE  LLAA  TTEESSIISS  

Este trabajo consta de 9 capítulos: Introducción (8 páginas), Revisión Bibliográfica (32 

páginas), Materiales y Métodos (13 páginas), Resultados y Discusión (39 páginas), 

Conclusiones (1 página), Recomendaciones (1 página), Anexos (2 páginas), Referencias 

Bibliográficas (16 páginas) y Producción científica del autor (2 páginas). Además en las 

tres primeras páginas, se muestra una página de índice con los epígrafes y subepígrafes 

de la tesis, seguido de una página de síntesis y luego, dos páginas de abreviaturas 

empleadas en el documento. 

HHIISSTTOORRIIAALL  DDEE  DDIISSCCUUSSIIOONNEESS  DDEE  LLAA  TTEESSIISS  

Los resultados obtenidos se encuentran recogidos en dos publicaciones nacionales, una 

publicación internacional y forman parte de un capitulo de un libro dedicado al tema de la 
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tuberculosis. Además, los mismos han sido presentados en eventos nacionales e 

internacionales, han permitido obtener la distinción de Sello Forjadores del Futuro y 

forman parte de una tesis en opción al título de Especialista de Primer Grado en 

Inmunología. 
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II. REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA 

II.1  Magnitud de la TB a nivel mundial 

La TB en la actualidad constituye un problema de salud crítico y de difícil erradicación. La 

enfermedad constituye la primera causa de muerte asociada a enfermedades infecciosas 

y la OMS estima que un tercio de la población mundial se encuentra infectada con el 

bacilo de la TB (Fig.1). Cada año se reportan alrededor de 3 millones de muertes a causa 

de esta enfermedad, cifra ésta que se ve incrementada por la asociación de la TB con el 

VIH. Esta asociación se considera una combinación mortal, donde la TB constituye una de 

las enfermedades oportunistas más comunes en los pacientes con VIH y resulta muy 

difícil establecer un tratamiento eficaz contra ambas enfermedades en un mismo paciente.  

 

FIGURA 1. Incidencia de la TB a nivel mundial según datos de la Organización Mundial de la 
Salud. Tomado de Global TB Control Report 2010. 
 
 



12 

 

A esto se suma el hecho de que la mayoría de las pruebas diagnósticas para detectar la 

TB resultan fallidas en estos pacientes, lo cual dificulta el establecimiento de un método 

diagnóstico eficaz en las etapas tempranas de la infección por M. tuberculosis (WHO, 

2008). 

 

II.2  Magnitud de la TB en CUBA 

En nuestro país, la TB constituía una de las primeras causas de muerte antes de 1959, 

ocupando el 10mo lugar (González y cols, 2007). Sin embargo, con el Triunfo de la 

Revolución, se implementó el Programa Nacional del Control de la TB, el cual comprendía 

estrategias claves dirigidas a la detección temprana de los casos y a la erradicación del 

número de muertes por esta enfermedad. La incidencia de la TB en Cuba ha mantenido 

una tendencia descendente asociada a las estrategias de tratamiento ambulatorio 

estrictamente supervisado (TES/DOT), desde 1971, y de tratamiento acortado 

estrictamente supervisado (TAES/DOTS), desde 1982 hasta el presente (González y cols, 

2007). 

En 2008 la incidencia de TB en todas sus formas notificadas era de 6,9 por 100 000 

habitantes (Anuario Estadístico de Salud, 2008). En general, la OPS considera que los 

países con tasas de incidencia de TB estimada menores de 25 por 100 000 habitantes 

tienen una situación favorable (OPS, 2006). El anuario estadístico de salud cubano del 

2009 presenta la incidencia en tasas por 100 000 mil habitantes de 14.2, 11.6, 5.1 y 5.9 en 

los años 1975, 1980, 1990 y 2009, respectivamente. En el 2009 se diagnosticaron 666 

casos nuevos de TB en el país, reportándose la mayor incidencia en las personas 

mayores de 15 años y siendo Ciego de Ávila y Ciudad Habana las provincias más 

afectadas, con una incidencia 10.5 y 8.2 por 100 000 habitantes, respectivamente. La 
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prevalencia de la enfermedad a nivel nacional al concluir el 2009 fue de 5.0 por 100 000 

habitantes (Anuario Estadístico de Salud, 2009). 

 

II.3 Primeras descripciones de la TB 

La TB es una de las enfermedades más antiguas que ha afectado al hombre, existiendo 

constancia de su presencia desde hace 15 000 a 20 000 años. Sus orígenes se remontan 

al período paleolítico, y se ha constatado que antes de infectar al hombre, era causante 

de la enfermedad en los animales. La TB fue documentada en Egipto, la India, y China, en 

épocas tan tempranas como 5000, 3300 y 2300 años atrás, respectivamente. 

Anormalidades esqueléticas típicas, incluyendo deformidades de Pott, fueron encontradas 

en momias egipcias y andinas (Fig.2), así como en pinturas referidas a esta enfermedad 

realizadas por los primitivos egipcios y el arte precolombino (Leakey, 1993; Etxeberria y 

cols, 2000). 

         

FIGURA 2. Deformaciones esqueléticas producidas por tuberculosis en una momia 
prehispánica de colombia. Tomado de Etxeberria y cols, 2000. 
 

La enfermedad fue difundida en Egipto y Roma, existió en América antes de la llegada de 

Colón, y en Burneo antes de cualquier contacto europeo (Barrera, 2007). A lo largo de la 

historia, la TB ha sido conocida bajo diferentes denominaciones, entre estas el término de 
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consunción, tisis, escrófula, mal de Pott, mal del rey o plaga blanca (De la Parte-Pérez y 

cols, 2001). Hipócrates identificó a la tisis como la enfermedad más diseminada del 

momento, la cual se manifestaba comúnmente entre los 18 y 35 años de edad y casi 

siempre conducía a la muerte.  

La TB epidémica en Europa, comenzó probablemente en los inicios del siglo XVII. La 

muerte por TB fue considerada inevitable y, alrededor de los años 1650, fue la causa 

principal de mortalidad. La epidemia se propagó lentamente por exploración y 

colonización. El índice de muerte se incrementó rápidamente, y en 1886, alcanzó 9000 

por 100000 habitantes (Bates y Stead, 1993).  

El nombre "TB" fue acuñado en 1839 por el profesor de medicina alemán Johann Lukas 

Schönlein (1793-1864), empleado para describir enfermedades relacionadas con 

tubérculos, pero consideró la escrófula y la tisis como entidades independientes. Las 

referencias más tempranas sobre la naturaleza infecciosa de la TB aparecieron en la 

literatura médica italiana del siglo XVII (Caminero, 2008). 

 

II.4 Etiopatogenia de la TB  

La TB es una enfermedad infecto-contagiosa, causada por diversas especies del género 

Mycobacterium, todas ellas pertenecientes al complejo M. tuberculosis. La especie más 

importante y representativa es M. tuberculosis o Bacilo de Koch. Otras micobacterias 

causantes de TB son M. bovis, Mycobacterium africanum, Mycobacterium canetti y 

Mycobacterium microti (Miltgen y cols, 2002). Sin embargo, no todas las bacterias del 

complejo M. tuberculosis tienen el mismo potencial de transmisión e infectividad. En el 

presente, la cepa de M. tuberculosis de mayor virulencia circulante es la Beijing 

(Caminero y cols, 2001).  
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M. tuberculosis pertenece al orden Actinomicetales, a la familia Mycobacteriaceae y al 

género Mycobacterium (Rastogi y cols, 2001). Es una bacteria Gram+ y los bacilos se 

caracterizan por ser delgados, ligeramente rectos o curvos y con un tamaño aproximado 

de 1-10 x 0.2-0.6 µm.  

Es un microorganismo intracelular facultativo, aerobio, de crecimiento lento (de 12 a 24 

hrs), inmóvil, no esporulado, que se replica dentro de los fagosomas de los macrófagos 

(Barrera, 2007). Su pared celular está compuesta por 3 capas muy complejas desde el 

punto de vista químico y muy diferente de las que forman parte del resto de las 

micobacterias. La pared es compleja, compuesta por proteínas, polisacáridos, un elevado 

contenido de lípidos (>60%) y diferentes y numerosos ácidos micólicos, los cuales se 

encuentran unidos covalentemente a glicolípidos tales como α,α-trealosa dimicolato 

(TDM) y α,α-trealosa monomicolato (TMM) (Knechel, 2009). Esta barrera celular protege 

al microorganismo del medio ambiente, contribuye a la persistencia de la enfermedad y a 

la resistencia frente a la acción de muchos antibióticos. Adicionalmente, la pared 

contribuye a la longevidad de la micobacteria, inicia las reacciones inflamatorias del 

huésped y juega un papel importante en la patogénesis de la enfermedad (Koneman, 

1992).  

Los lípidos presentes en la pared celular le ofrecen impermeabilidad a la célula contra 

drogas comunes y tinciones ácidas, por lo que se consideran los responsables del 

carácter ácido-alcohol resistente de estas bacterias (Knechel, 2009). Además su pared 

celular se caracteriza por la elevada presencia de sustancias céreas y grasas. M. 

tuberculosis, puede ocasionalmente afectar a primates y mamíferos domésticos. Protegido 

de la luz solar, este microorganismo puede permanecer viable en el esputo durante 

semanas o meses y en partículas desecadas y adherido a partículas de polvo, constituye 

un aerosol contaminante durante 8-10 días. El bacilo es sensible a la luz solar y 
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ultravioleta y fácilmente destruible mediante el calor y la temperatura de pasteurización y 

se tiñe mal con la coloración de Gram, por lo que para visualizarlo es necesaria la tinción 

de Zielh-Neelsen, aunque actualmente se emplean además métodos de fluorescencia 

(Knechel, 2009).  

La receptividad para la infección tuberculosa es universal. El organismo virgen de 

infección, opone como única resistencia a la agresión bacteriana los mecanismos 

específicos (barrera cutánea-mucosa, acción muco-ciliar y reacción inflamatoria). Según el 

criterio de Yumans, el bacilo tuberculoso es un germen oportunista, porque para producir 

enfermedad, necesita que el huésped tenga algún grado de deterioro de la inmunidad 

celular. Así, la infección por M. tuberculosis es frecuente en personas con infección por 

VIH, desnutrición, diabetes, abuso del alcohol, consumo de drogas, tratamiento con 

corticoides o inmunosupresores. Las personas más vulnerables a enfermar son 

generalmente niños pequeños, adolescentes y adultos mayores. El riesgo de adquirir 

infección tuberculosa se relaciona con la infectividad de la fuente (enfermedad cavitaria o 

enfermo con baciloscopía positiva al directo), la proximidad del contacto, la duración de la 

exposición y la densidad bacteriana en el ambiente que se respira (Knechel, 2009). 

Se considera que M. tuberculosis puede penetrar al organismo por tres vías distintas, 

siendo la vía respiratoria la principal puerta de entrada y crucial en la transmisión de la 

enfermedad de persona a persona. Por su parte, las vías digestiva y genitourinaria son 

mucho menos frecuentes (Flynn y Chan, 2003). La infección pulmonar se adquiere 

mediante la inhalación de pequeñas partículas (aerosoles) que contienen los bacilos de M. 

tuberculosis, los cuales pueden ser liberados por un paciente con infección tuberculosa 

(Cooper y cols, 1993).  

A diferencia de otras enfermedades infecciosas, la TB no tiene un período de incubación 

específico y diversos estudios han mostrado que un episodio único no confiere inmunidad 
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duradera. En condiciones desfavorables, el bacilo es capaz de entrar a una fase de 

latencia, modificando su metabolismo y crecimiento según las condiciones 

microambientales, y pasando de un rápido crecimiento aerobio a un crecimiento lento 

microaerofílico. De esta manera, la micobacteria puede mantenerse viable y latente en el 

organismo durante largos períodos, hasta que el estado defensivo del hospedero sea 

favorable para multiplicarse y producir los síntomas de la enfermedad (James y cols, 

2000). 

 

II.4.1 Genes y antígenos 

La identificación de Ags y otros componentes inmunogénicos que tienen una expresión 

similar en diferentes aislados clínicos de M. tuberculosis, es una herramienta clave para el 

desarrollo de nuevas y mejores vacunas y pruebas diagnósticas para controlar la TB. Los 

estudios proteómicos en cepas clínicas y de laboratorio de M. tuberculosis, representan 

una buena estrategia para identificar Ags potenciales que están bien representados dentro 

de los diferentes aislados clínicos y permiten la identificación de las proteínas más 

abundantes expresadas en este bacilo. Esta es una de las primeras etapas en la 

identificación de proteínas inmunogénicas que son reconocidas por la mayor parte de la 

población infectada con M. tuberculosis y pueden ser seleccionadas para evaluar la 

inmunidad protectora. 

La identificación de proteínas específicas en cepas virulentas de M. tuberculosis, pero no 

en BCG o en otras cepas avirulentas, son blancos importantes para el desarrollo de 

vacunas (Smith, 2003). En este sentido, los proteomas de M. tuberculosis H37Rv y M. 

bovis BCG han sido comparados en análisis bidimensional y se han identificado puntos 

únicos para M. tuberculosis (Smith, 2003). Se identificaron proteínas específicas de esta 

micobacteria como la L-alanina deshidrogenasa (Ag de 40 kDa), isopropil malato sintasa 
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(Rv3710), nicotinato-nucleótido pirofosfatasa (Rv1596), Mpt64 (Rv1980c) y dos proteínas 

hipotéticas conservadas (Rv2449c y Rv0036c) (Smith, 2003). 

Esat-6, Cfp10 y otras proteínas han sido identificadas igualmente sólo en M. tuberculosis 

(Trajković, 2004). Además, otras proteínas que no han sido predichas como ausentes en 

el genoma de BCG, han sido identificadas sólo en M. tuberculosis e incluyen la chaperona 

GroES, el factor de elongación EF-Tu (Tuf), Rv3269 y siete proteínas hipotéticas 

(Rv0020c, Rv1684, Rv1893, Rv3046c, Rv3881c, Rv1198 y Rv1793). Interesantemente, 

los niveles de L-alanina deshidrogenasa (Ald) y el factor de elongación EF-Tu, tienen un 

mayor nivel de expresión en ambientes con baja tensión de oxígeno, lo cual sugiere que 

estas proteínas son expresadas durante el estadío latente de la infección (Yuan y cols, 

1996). Sin embargo, un candidato de BCGr que expresa el gen Ald, no promueve la 

respuesta protectora observada sólo con BCG (Skjot  y cols, 2000). 

Por otro lado, la identificación de Mpt64 como proteína única de M. tuberculosis, ha 

llevado al desarrollo de nuevos candidatos vacunales de BCGr que actualmente están 

siendo estudiados para evaluar su capacidad protectora (Lewellys y cols, 2009). Mpt64 es 

también considerada una de las proteínas con mayor potencial como Ag protector, 

además del Ag85B, el Ag de 38 kDa, Esat-6 y Mtb8.4 (Norazmi y cols, 2005). 

Particularmente, se reportó que una vacuna de BCG recombinante que sobre-expresa 

Ag85B, Mtb8.4 y un péptido de Mpt64, tiene un efecto protector en el modelo murino, 

similar al BCG o mejor que el BCGr que sólo sobre-expresa Ag85B (Reljic y cols, 2006a).  

Algunas proteínas son reconocidas durante el crecimiento in vivo o durante el crecimiento 

en condiciones que mimetizan el ambiente del hospedero correspondiente a las proteínas 

de estrés térmico. Se ha demostrado que la sobre-expresión de estas proteínas reduce la 

supervivencia de la micobacteria durante la fase crónica de la infección. En particular, la 
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reducción de la carga bacteriana en el bazo de los ratones infectados es similar a la 

obtenida después de la inmunización con BCG (Reljic y cols, 2006a).  

 

II.5 Respuesta inmune celular frente a la TB  
II.5.1 Respuesta inmune innata 

La naturaleza ha provisto al espacio alveolar de mecanismos innatos de defensa que 

involucran a los MA, las CD, los neutrófilos, los linfocitos B, las células epiteliales, las 

células alveolares tipo I y tipo II y factores solubles como mucina, lisozima, lactoferrina, 

surfactantes, defensinas, catelicidinas, fosfolipasa A2, Igs y proteínas del complemento. 

La función fundamental de estos componentes consiste en mantener la homeostasis 

pulmonar y favorecer la eliminación de partículas o bacterias que entren al hospedero a 

través del tracto respiratorio (Freguson y Schelesinger, 2000; van Crevel y cols, 2002). La 

llegada de M. tuberculosis hasta el espacio alveolar significa que ha superado la barrera 

mucociliar del tracto respiratorio; sin embargo, en ese nuevo ambiente se enfrenta a los 

MA, los cuales constituyen la primera línea de defensa. Este primer contacto es crucial ya 

que va definir el control de la infección o, por el contrario, el desarrollo de la enfermedad. 

La fagocitosis de M. tuberculosis es principalmente llevada a cabo por los MA a través de 

diversos mecanismos y es favorecida por el factor surfactante A producido por las células 

epiteliales alveolares tipo II, ya que aumentan la interacción entre la micobacteria y los MA 

(Aderem y Underhill, 1999). Al parecer, M. tuberculosis ha desarrollado diferentes 

mecanismos para entrar a los MA, ya que induce su propia fagocitosis utilizando 

diferentes receptores como son: CD14, receptores para Fc cuando la micobacteria ha sido 

opsonizada con Acs producidos por los linfocitos B en el pulmón y receptores de 

complemento, ya que al activarse la vía alterna del complemento C3b y C3bi son 

depositados en la superficie de la micobacteria y éstos son reconocidos por CR1 y 
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CR3/CR4, presentes en la superficie de los MA. En ausencia de éstos factores (C3b y 

C3bi), un componente de la superficie de M. tuberculosis muy parecido a C4 puede unirse 

directamente a C2a para formar C3 convertasa que actúa sobre C3 y produce C3b que se 

une a la superficie de la micobacteria y facilita la unión con CR1. Adicionalmente, existen 

también receptores de manosa que interaccionan con LAM, receptores scavenger y 

receptores para el surfactante A  (Doherty y Ardite, 2004; Strieter y cols, 2002). 

Algunos componentes de la micobacteria (arabinogalactanos, peptidoglicanos, LAM, 

proteínas) pueden interactuar con los TLR2/TLR4 de los MA e inducir la producción de IL-

1b y TNF-α (Lang  y Glatman-Freedman, 2006). Tanto IL-1b/ IL-1R como el complejo 

Ag/TLCR/C14/MD2, utilizan vías comunes de señalización intracelular que incluyen 

principalmente la molécula adaptadora MyD88. Sin embargo, algunos autores afirman que 

no es completamente necesaria la presencia de esta molécula para iniciar una respuesta 

inmune, no siendo así en el caso de los TLR´s, donde se ha demostrado que los ratones 

knock-out para estos receptores muestran una susceptibilidad a la infección muy superior 

a la que muestran los ratones normales (Wang y cols, 2005). Existen también otras 

moléculas involucradas en la señalización de la respuesta inmune en TB tales como 

IRAK-1, TRAF6, NIK, IKK, NK-kB, mientras que el TNF-a interacciona con su receptor e 

inicia la señalización con proteínas diferentes (TRADD, TRAF2), teniendo el mismo factor 

de transcripción (NF-kB) e induciendo la expresión de los genes que codifican para la 

ciclo-oxigenasa, moléculas de adhesión celular, iNOS, proteínas de fase aguda, citoquinas 

y quimioquinas (Lang  y Glatman-Freedman, 2006). 

Durante la fagocitosis, la micobacteria es incluída en un fagosoma y destruída en el 

fagolisosoma mediante la producción de óxido nítrico (ON) y al mismo tiempo, los 

macrófagos son capaces de procesar Ags micobacterianos y presentarlos a los linfocitos T 

CD4+ (MCH II) y CD8+ (MCH I) ó CD1 por lo que los MA, además de ser células efectoras, 
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funcionan como APC y pueden definir el curso de la respuesta de inmunidad adaptativa 

(Th1 o Th2) (Orme y Cooper, 1999). Este es el paso de transición entre la respuesta de 

inmunidad innata y la respuesta de inmunidad adaptativa, que se basa en el 

reconocimiento específico entre diferentes células y la secreción de factores solubles 

como las citoquinas y quimioquinas. En estudios recientes se ha observado que M. 

tuberculosis inhibe la expresión del gen HLA-DR, gen cuya expresión está modulada 

positivamente, lo cual implica una baja expresión de moléculas MHC en la superficie del 

macrófago y esto conlleva a favorecer el establecimiento de la infección latente, porque no 

hay una adecuada presentación a linfocitos T (Orme y Cooper, 1999).  

 

II.5.2 Paradigma clásico de respuesta inmune frente a la TB 

Tradicionalmente se ha considerado que la respuesta inmune celular es la que ofrece una 

elevada protección contra la infección por M. tuberculosis. Este concepto está basado en 

el paradigma clásico Th1/Th2, el cual apoya la hipótesis de que frente a los patógenos 

intracelulares se desarrolla exclusivamente una respuesta inmune celular, de tipo Th1, 

mientras que frente a los patógenos extracelulares se desarrolla una respuesta inmune 

humoral, de tipo Th2. Sin embargo, en la actualidad es ampliamente aceptado que no 

existe una respuesta exclusiva de un tipo u otro frente a los patógenos, sino que se 

establece una combinación de ambas, donde una suele prevalecer sobre la otra. 

Frente a la infección por M. tuberculosis, es muy importante la respuesta inmune innata 

porque muchos individuos permanecen sin enfermar aun habiendo estado expuestos al 

bacilo (van  Crevel y cols, 2002). Se ha descrito que de manera general, se producen tres 

eventos frente a este patógeno (Pasquinelli, 2008). Un por ciento reducido de pacientes 

experimenta una cura total, pero ésta suele ocurrir con frecuencia desconocida. Otro de 

los eventos es la infección aguda, la cual es frecuente en aquellos pacientes 
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inmunodeprimidos, sobre todo pacientes de VIH, diabetes o aquellas personas que 

abusan del consumo del alcohol y las drogas (Kaufmann y McMichael, 2005). Pero lo que 

ocurre de manera general, es que luego de la infección con el bacilo, estos son 

fagocitados por los macrófagos, CD y macrófagos derivados de monocitos (Pasquinelli, 

2008). En la fagocitosis intervienen los receptores situados en la superficie de los 

macrófagos humanos tales como los receptores de manosa, receptores de complemento 

y receptores scavenger. En las CD, es el receptor DC-SIGN el que media la fagocitosis 

(Berrington y Hawn, 2007). Además de la fagocitosis, es importante el reconocimiento de 

M. tuberculosis o de sus productos lo cual ocurre básicamente por los TLR, situados en la 

superficie de las células fagocíticas donde se conoce que los principales son el TLR 2, 1, 

6, 9 y probablemente el 4 (Lang y Glatman-Freedman, 2006). 

Una vez fagocitados los bacilos, estos comienzan a desarrollar una serie de mecanismos 

dirigidos a evitar su propia eliminación intracelular (Dascher y Brenner, 2005). Estos 

mecanismos de defensa son llevados a cabo por los Ags de naturaleza proteica y lipídica 

del patógeno. Una vez desarrollados estos mecanismos, el bacilo logra inhibir la fusión 

fago-lisosomal y con esto, la activación y maduración del macrófago, por lo cual no se 

producen los reactivos libres del oxígeno y el nitrógeno, los cuales actúan como factores 

antimicrobianos. Así, los bacilos inducen la apoptosis de los macrófagos, conduciendo a la 

generación de vesículas apoptóticas que contienen los fragmentos antigénicos 

micobacterianos. Estas vesículas son luego capturadas por las CD, células que tienen la 

capacidad de realizar presentación cruzada en el contexto MHC clase I y a células 

restringidas a CD1, tanto a linfocitos convencionales como no convencionales (Dascher y 

Brenner, 2005). Estos van a producir IFN-γ, citoquina que junto con el TNF-α producido 

por los macrófagos infectados, induce la activación y maduración de macrófagos, de 
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manera que estos puedan liberar los factores antimicrobianos que llevan a cabo la 

eliminación intracelular del patógeno (Cooper y cols, 1993; Flynn y cols, 1993). Ante las 

respuestas agresivas del sistema inmune del hospedero, la bacteria desarrolla 

mecanismos de persistencia dentro de las células fagocíticas, haciéndose latente 

metabólicamente y pasando de un crecimiento en condiciones aeróbicas a un crecimiento 

con ciclos replicativos, infrecuentes o limitados, en ambientes microaerofílicos 

(Pasquinelli, 2008). En este estado de latencia, el bacilo puede permanecer durante 

largos períodos de tiempo, incluso años, logrando ser invisible ante los mecanismos de 

defensa del sistema inmune. La latencia puede ser revertida mediante una segunda 

infección o bajo condiciones del sistema inmune apropiadas para la reactivación de la 

infección, tal como la inmunodepresión (Pasquinelli, 2008). 

 

II.5.3 Papel de los anticuerpos en el control de la infección por M. tuberculosis 

El papel de los Acs se ha considerado como no relevante en la protección frente a la 

infección por M. tuberculosis (Hussain y cols, 2001). En la actualidad la situación de la TB 

es complicada debido a que constituye una enfermedad re-emergente, cuya incidencia y 

número de defunciones por esta causa aumentan y se agrava el cuadro epidemiológico 

por la co-infección de M. tuberculosis y el VIH. A esto se suma la existencia de cepas cada 

vez con mayor multi-resistencia a las drogas empleadas en el tratamiento de la TB y el 

hecho de que la eficacia de la única vacuna licenciada para su uso en humanos, posee 

una elevada variabilidad. El papel de los Acs en la protección contra la TB ha sido poco 

explorado y constituye una hipótesis cuyos resultados podrían ser aplicados en la 

profilaxis y terapia de la TB. 

Aún persiste el pensamiento de que la perpetuación de la infección por M. tuberculosis 

está determinada por el balance entre el pequeño número de bacterias viables que 



24 

 

sobreviven en el sitio de la infección y los linfocitos T con actividad cooperadora o 

citotóxica (Glatman-Freedman y  Casadeval, 1999). Como resultado, la gran mayoría de 

las vacunas experimentales que se desarrollan contra la TB, están encaminadas a conferir 

protección mediante la estimulación del sistema inmune celular, con el objetivo de 

controlar la proliferación de los bacilos, luego de establecida la infección. Sin embargo, a 

partir de la re-evaluación de los aspectos relacionados con la protección mediada por los 

Acs frente a la infección por M. tuberculosis y la búsqueda de nuevas alternativas, en los 

últimos años, se han publicado numerosos reportes que evidencian el papel de los Acs en 

la protección contra este patógeno. Estas evidencias han demostrado que frente a la 

infección por M. tuberculosis, se produce tanto respuesta inmune celular como humoral, 

reforzando entre ambos tipos de respuesta los mecanismos de defensa del sistema 

inmune del hospedero. 

Las investigaciones encaminadas a demostrar el papel de los Acs en este sentido, han 

estado motivadas por los resultados obtenidos a partir del empleo de la seroterapia frente 

a enfermedades causadas por patógenos intracelulares, hongos, virus y bacterias no 

micobacterianas. La utilización de la seroterapia contra la TB en sus inicios mostró 

resultados contradictorios entre los diferentes grupos de investigación, desde la presencia 

de un mayor número de UFC en los bazos de ratones deficientes de Acs, con respecto a 

los controles no deficitarios de Acs (Cavalcane y cols, 1997), hasta la no protección 

(Hussain y cols, 2001). Sin embargo, en la actualidad existen evidencias más claras del 

rol que juegan los Acs frente a la TB, basados en las funciones que pueden desempeñar 

estas moléculas dirigidas a la opsonización, neutralización, lisis mediada por 

complemento y protección a nivel de mucosa, función de extrema importancia en la TB 

teniendo en cuenta que la principal puerta de entrada de su agente causal es el sistema 

respiratorio. Los ejemplos son numerosos, pero sólo por citar algunos que justifiquen lo 
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anteriormente expuesto, nombraremos los siguientes. Lee y colaboradores, en 1997, 

dieron a conocer resultados que muestran que ante la infección causada por la bacteria 

intracelular obligada Ehrlichia chaffensis, los Acs específicos pueden mediar la protección, 

mediante el bloqueo de la entrada a las células o promoviendo la expresión de citoquinas 

proinflamatorias (Lee y Rikihisa, 1997). Por otra parte, la vacuna de subunidades de 

polisacáridos de Salmonella typhi está basada en la protección mediada por Acs (Edebo y 

cols, 1985). Así mismo, se ha demostrado la protección mediada por Acs frente a la 

infección por Toxoplasma gondii (Mineo y cols, 1994). Un ejemplo interesante lo 

constituye la protección, mediante AcM, frente a la infección por Cryptococcus neoformans 

(Dromer y cols, 1985). C. neoformans y M. tuberculosis son ambos organismos 

intracelulares con superficies ricas en polisacáridos, que provocan reacción tisular 

granulomatosa. Ambos penetran al hospedero fundamentalmente mediante la inhalación y 

tienen la capacidad de diseminarse extracelularmente y entrar al estado de latencia, 

conociéndose que la respuesta protectora frente a estos está asociada a citoquinas con 

un patrón Th1 (Dromer  y cols, 1985).  

Uno de los hallazgos experimentales más importantes fue reportado por Armstrong, el 

cual sugirió el efecto de los Acs incrementando la fusión fago-lisosomal durante la 

fagocitosis de la micobacteria (Armstrong y Hart, 1975). Ivanyi y colaboradores reportaron 

resultados experimentales sobre la cinética de distribución de AcM contra la proteína de 

16 kDa de M. tuberculosis, administrados por diferentes vías a ratones Balb/c  y su efecto 

protector de corta duración en modelos murinos frente a la infección por M. tuberculosis 

(Reljic y cols, 2006b).  

El modelo murino ha contribuido en gran medida al avance en los conocimientos del papel 

de los Acs en la protección contra las infecciones micobacterianas. Así, al infectar ratones 
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deficientes de células B mediante aerosol con 100 UFC de M. tuberculosis,  se demostró 

que los mismos desarrollan una inmunopatología exacerbada relacionado con un elevado 

reclutamiento de neutrófilos a nivel pulmonar (Maglione y cols, 2007). Estos ratones, 

además, mostraron un incremento en la producción de IL-10 en pulmón, mientras que los 

niveles de IFN-γ y TNF-α, permanecieron inalterados. Guirardo y colaboradores, 

estudiaron el rol del suero contra la reactivación de la infección por M. tuberculosis en 

ratones SCID y obtuvieron que la inmunización pasiva con un suero obtenido de ratones 

tratados con extracto de M. tuberculosis detoxificado (liberado en liposomas, RUTI), 

induce un nivel de protección significativo (Guirardo y cols, 2006). 

Además de los ejemplos anteriores, un estudio previo sugirió que la producción de Acs 

puede verse favorecida por la colaboración de células restringidas a CD1. Esto es basado 

en el hecho de que las CD pueden capturar Ags que son procesados y presentados a 

células NKT o células Th, según sean presentados Ags lipídicos o proteicos (Brigl y 

Brenner, 2004). De igual forma, las células B capturan Ags que son procesados y 

presentados a estos tipos celulares, los cuales, bajo la acción de ambos tipos de APC, 

son estimulados a producir citoquinas que actúan directamente sobre los linfocitos B para 

producir Acs (Lang y Glatman-Freedman, 2006). 

Recientemente se ha estudiado a profundidad el papel de los receptores Fc-γ en la 

protección frente a los patógenos intracelulares (Nimmerjahn y Ravetch, 2006). Estos 

receptores se clasifican en estimuladores e inhibidores según la presencia de motivos 

ITIM e ITAM (Nimmerjahn y Ravetch, 2006). Así, se ha observado que los receptores de 

tipo inhibitorios como el Fcγ-RIIB, actúan directamente sobre linfocitos T limitando la 

maduración de las CD y por tanto la presentación antigénica, eventos que se ven 

promovidos por los receptores de tipo estimulatorios (Dhodapkar y cols, 2005). Además, 
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estos receptores inhibitorios estimulan la tolerancia periférica de células T en modelos 

murinos de autoinmunidad y se ha visto que el bloqueo de estos receptores aumenta la 

actividad de células T en modelos experimentales tumorales (Dhodapkar y cols, 2005).  

 

II.6 Calostro humano: Fuente importante de protección inmunológica 

El calostro y la leche materna son fuentes ricas en Acs. Estas secreciones garantizan la 

transferencia de inmunidad pasiva de la madre al recién nacido. El contenido de Igs en 

calostro y leche es altamente dependiente de la especie animal (Butler y Kehrli, 2005) y 

se ha demostrado que el perfil de Igs en el calostro humano es similar al encontrado en la 

leche, donde los niveles de IgA son mayoritarios en ambas secreciones (88-90% del total 

de Ig) (Butler, 1974). 

La lactancia materna ha sido tradicionalmente una forma de alimentación óptima para los 

humanos por cientos de años, constituyendo una fuente importante de factores como la 

protección inmunológica de los infantes y el desarrollo neurológico. Bennett y Jasper 

evaluaron la cantidad de leucocitos en las secreciones de las glándulas mamarias y 

sugirieron que la presencia de las células mononucleares durante la formación del 

calostro, está relacionada con el papel de la inmunidad celular en la protección inmunitaria 

del neonato, a través del calostro (Bennett y Jasper, 1977). Por otro lado, el trabajo de 

Schlesinger y Covelli sugirió la transferencia de función e información activa inmunitaria 

en la leche y el calostro humano. Esto fue basado en el hecho de que los neonatos de 

madres con resultados positivos en la prueba de derivado proteico purificado de 

tuberculina tenían linfocitos circulantes reactivos a la tuberculina en los ensayos in vitro, 

mientras que los neonatos de madres no reactivas no los tenían (Schlesinger y Covelli, 

1977). La leche materna es especie-específica y la composición de la leche humana es 

efectiva en la promoción del crecimiento, desarrollo cerebral y producción de enzimas que 
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favorecen la digestión. El elevado contenido en proteínas y bajo en grasas del calostro 

brinda al infante exactamente lo necesario para el desarrollo, en el nuevo ambiente, 

durante los primeros días posteriores al nacimiento (Aquilina y Winkelman, 2008). Las 

propiedades anti-infectivas de la leche materna proveen defensas contra diferentes 

enfermedades. La lactoferrina es una proteína que compite con las bacterias en la unión 

al hierro, promueve lactobacilos y es esencial para la proliferación de células B y T 

(Lawrence  y Lawrence, 1999). Por su parte, los carbohidratos presentes en la leche 

materna estimulan Lactobacillus bifidus, el cual inhibe la adherencia de los patógenos al 

epitelio intestinal (Walker, 2002). Además, se ha evidenciado que las infecciones 

respiratorias, especialmente virus sincitial y otitis media, tienen menos incidencia en los 

lactantes que consumen leche materna (Riordan y Auerbach, 1998). 

Las propiedades inmunológicas ofrecidas por la leche materna confieren al infante 

protección contra diversos patógenos como E. coli, Shigella y Haemophilus influenzae. El 

consumo de leche materna disminuye la probabilidad de ocurrencia de diarreas en los 

infantes, debido a que las Igs presentes en la misma protegen al intestino de la 

colonización de estos patógenos  (Riordan y Auerbach, 1998). Además, tanto las 

propiedades anti-inflamatorias como anti-alérgicas, previenen las reacciones provocadas 

por alergias alimenticias, protegiendo adicionalmente contra enfermedades crónicas como 

la Diabetes Mellitus tipo 1, el cáncer, la leucemia y la enfermedad de Crohn (Dann, 2007). 

 

- II.6.1 Purificación de IgA a partir de calostro humano 

La literatura recoge diferentes métodos mediante los cuales puede purificarse la IgA a 

partir de calostro. Estos agrupan de manera general cromatografía de afinidad y 

fraccionamiento convencional (Current Protocols in Immunology, 2001). La cromatografía 

de afinidad puede ser desarrollada empleando matriz de proteína de unión a IgA (Current 
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Protocols in Immunology, 2001) o matriz de lectina Jacalina (McGuire y cols, 1989). Sin 

embargo, el uso de la matriz de proteína de unión a IgA tiene como desventaja la elevada 

viscosidad de la solución tampón empleada para eluir, lo cual se traduce en baja velocidad 

del flujo y adicionalmente, conlleva a la necesidad de dializar el eluato antes de realizar 

otros análisis. La matriz de lectina jacalina por su parte tiene la desventaja de que solo 

une el isotipo 1 de la IgA. 

Dentro de las técnicas empleadas en el fraccionamiento convencional, puede ser 

empleado inicialmente fraccionamiento inicial con sulfato de amonio (Romero-Piffiquer y 

Riera, 1979), pero este método no discrimina entre isotipos y tiende a la alta formación de 

agregados por lo que es mas recomendado la centrifugación seriada seguida de 

cromatografía de intercambio iónico y cromatografía de exclusión molecular en gel 

filtración (Goil y cols, 1998). Esta combinación de métodos permite eliminar caseínas y 

lípidos del calostro, los cuales constituyen componentes mayoritarios en esta secreción y 

cuya presencia puede afectar la pureza en la purificación de la IgA. Adicionalmente, la 

cromatografía de intercambio iónico permite separar la IgA en base a su punto 

isoeléctrico, y la cromatografía de exclusión molecular, en base a su tamaño molecular, en 

ambos casos para la IgAs, diferente al del resto de los componentes del calostro. 

 

II.7 Algunos elementos del Sistema Inmune Mucosal 

A nivel de las mucosas existe un contacto íntimo entre el organismo y el medio ambiente. 

La mayoría de los agentes infecciosos llegan al cuerpo a través de las mucosas, y el 

moco adherido a la superficie constituye una barrera esencial del sistema inmune 

mucosal. La superficie mucosal del cuerpo humano incluye las mucosas de la cavidad 

oral, las vías respiratorias y los tractos genitourinario y gastrointestinal. Las superficies 

mucosales son altamente vulnerables a la penetración, colonización e invasión de 
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microorganismos particularmente patógenos. Cuando penetra un agente nocivo, se 

desencadena una reacción a nivel de las mucosas, donde la adherencia bacteriana 

constituye un paso clave en el desarrollo del proceso patológico y en la permanencia del 

agente infeccioso en el hospedero, a través del acceso a los nutrientes.   

Las proteínas de la superficie bacteriana, llamadas adhesinas, se unen a los compuestos  

glicoconjugados presentes en la célula huésped y actúan como receptores específicos. La 

adherencia permite la multiplicación bacteriana y a través de ella, la bacteria encuentra la 

vía para acceder a los órganos y tejidos, facilitando la síntesis y entrada a las células de 

toxinas bacterianas, su transporte y la correcta presentación antigénica, como paso inicial 

ante el establecimiento de una respuesta inmune a ese nivel. 

La infección de las mucosas por patógenos intracelulares induce una respuesta inmune 

mediada por células (van Ginkel y cols, 2000), constituida fundamentalmente por células T 

tipo 1 (CD4+ y CD8+) y linfocitos citotóxicos. Esta respuesta se acompaña normalmente de 

la producción de IgAs, la cual provee una primera línea de defensa muy importante contra 

la invasión de agentes patógenos hacia los tejidos.  

En el organismo, la IgAs constituye más del 80% de todos los Acs producidos por el 

MALT. Además, la IgAs no sólo está presente en las secreciones externas, sino también 

ejerce propiedades antimicrobianas en las células epiteliales durante su transporte a 

través del epitelio. Representa a su vez, la clase de Ig predominante en las secreciones 

externas, con una cantidad bien definida y brinda una protección inmunológica específica 

para todas las superficies mucosales, al producir un bloqueo a este nivel ante la 

penetración de agentes patógenos al organismo (Corthesy y Spertin, 1999). 

 
II.7.1 Inmunidad mucosal respiratoria  

La superficie de las vías respiratorias contienen muchas sustancias que pueden tener 
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propiedades anti-micobacterianas incluyendo lisozimas y defensinas (Bermúdez y cols, 

1980; Ogata y cols, 1992; Miyakawa  y cols, 1996). El epitelio provee de una barrera física 

y produce una gran variedad de citoquinas pro-inflamatorias incluyendo TNF-α (Simon y 

Paine, 1995). Adicionalmente, los MA son otra importante línea de defensa del hospedero 

en el pulmón y son las primeras células diana ante la infección por M. tuberculosis. Las 

moléculas CD14 de la superficie de los macrófagos no tienen efecto en la captura de M. 

tuberculosis, sin embargo, los TLR juegan un rol en la fagocitosis así como en la muerte 

de la micobacteria mediante mecanismos dependientes e independientes de ON, tanto 

por los MA humanos como murinos, respectivamente (Thoma-Uszynski y cols, 2001). El 

receptor de manosa de los macrófagos puede, incluso, facilitar la fagocitosis de M. 

tuberculosis y además, es capaz de producir cantidades significativas de citoquinas tipo 1 

incluyendo IL-12, IFN-γ y TNF-α (Wang et al., 1999). Las citoquinas producidas por los 

MA, tales como IL-12 e IFN-γ, pueden ayudar en la producción de metabolitos reactivos 

tales como el ON, el cual tiene propiedades micobactericidas (Xing y cols, 2000). 

Las CD se encuentran ampliamente distribuidas a través de todo el epitelio de las vías 

respiratorias (Holt y cols, 1989) y las mismas pueden ser encontradas en la superficie 

alveolar y en el parénquima pulmonar (Stumbles y cols, 2003). Estas son las más 

potentes APC y pueden expresar elevados niveles de moléculas co-estimuladoras, tales 

como MHC clase I y clase II (Mellman y Steinman, 2001).  

 

II.8 Inmunoglobulina A 

La clase A de las Igs fue descubierta por Gugler y von Muralt, a partir de observaciones de 

que no todas las proteínas mielomas eran clasificadas como clase 7S (bajo contenido en 

carbohidratos) y 16S (alto contenido en carbohidratos). De esa forma, se caracterizó una 
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Ig distinta, con un elevado contenido en carbohidratos, a la cual denominaron A (y 

después IgA), la cual se conoce que migra en la región ß-globulina luego de electroforesis 

(Gugler y von Muralt, 1959). Posteriormente se demostró que este isotipo es abundante 

en las secreciones exocrinas (Chodiker y Tomasi, 1963). Más de 8 modelos fueron 

propuestos a finales de los 60 y principios de los 70, para explicar cómo la IgA  podía 

llegar a las secreciones.  

Años más tarde se demostró que la IgA es la Ig más abundante sintetizada en humanos, 

si se compara con el resto de las Igs, con una producción de aproximadamente 66 mg/kg 

de peso corporal diariamente (Zaldivar, 2002). La IgA puede existir en tres formas 

monoméricas (IgA1, IgA2m1 e IgA2m2), una forma dimérica (IgA1d) y la IgAs 

(Chintalacharuvu y cols, 2002). La diferencia más significativa entre los dos isotipos de 

IgAm radica en la presencia de una región de 13 residuos de aminoácidos adicionales que 

posee el isotipo IgA1, conteniendo carbohidratos unidos a los grupos oxígeno en esta 

región (Chintalacharuvu y cols, 2002). En el suero humano la presencia de IgA 1 es 

mayoritaria con respecto a la IgA 2 (90% y 10%, respectivamente) y es capaz de 

establecer interacciones bivalentes con moléculas antigénicas. Esta característica, en 

cuanto a distribución, refleja el hecho de que las células plasmáticas de la médula ósea 

son fuente de IgA sérica, mientras que las células plasmáticas de la lámina media son 

fuente de IgAs (Sabillón y Abdu, 1997). La presencia de múltiples sitios de unión en la 

IgAp provee un incremento en la avidez por los Ags. Adicionalmente, la IgAs posee una 

extensión de 18 residuos de aminoácidos en el extremo C-terminal (tail-piece), el cual 

participa en la polimerización del penúltimo residuo Cis y, los motivos estructurales en los 

dominios de la región constante son imprescindibles para el ensamblaje de polímeros y la 

incorporación de la cadena J (del inglés joining) (Yoo y cols, 1999).  
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Se ha planteado que la efectividad de la IgA depende de su integridad estructural y 

muchas bacterias que causan enfermedad por colonización o infección de las membranas 

mucosales en el ser humano, secretan proteasas de IgA 1. Estas enzimas clivan entre los 

residuos Pro y Ser o entre los residuos Pro y Thr en la molécula de IgA1 (Yoo y cols, 

1999).  

 

II.8.1 Estructura 

En humanos, se presentan dos genes de regiones constantes pesadas (Cα), dando lugar 

a dos subclases de IgA, IgA1 e IgA2. Al igual que otras Igs, la IgA consiste en dos 

cadenas pesadas y dos cadenas ligeras (Fig.3). En la IgA dimérica, dos unidades de 

monómero forman una configuración estabilizada por puentes disulfuro y la incorporación 

de la cadena J, un polipéptido de 15 kDa. La polimerización es regulada por la 

incorporación de la cadena J debido a que su presencia estimula la polimerización 

(Johansen y cols, 2001) y es dirigida por el dominio carboxilo terminal de la cadena 

pesada (Braathen y cols, 2002).  La cadena J es sintetizada junto con la IgA en las células 

plasmáticas y su incorporación es un evento temprano en la polimerización de la IgA. En 

consecuencia, este péptido es encontrado en todas las formas poliméricas de la IgA 

(Sørensen y cols, 2000). La polimerización de dos o más moléculas de IgA con la cadena 

J ocurre tarde en la vía secretora, justo antes de la liberación desde las células 

plasmáticas hacia el espacio luminal (McCune y cols, 1981). 
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FIGURA 3. Representación esquemática de formas monoméricas de IgA humana (IgA1, 
IgA2m1 e IgA2m2), IgA dimérica e IgA secretora, además del pIgR. La IgA secretora contiene el 
CS con 7 sitios de N-glicolsilación y la cadena J con un sitio N-glicano. El CS se encuentra 
covalentemente unido a un extremo del dominio Cα2 y el otro extremo interactúa no 
covalentemente con la cadena J y con uno de los dominios Cα3 de la cadena H. El CS a través de 
sus residuos CH, asegura la localización in vivo de la IgA apropiada por anclaje al recubrimiento de 
mucus en la superficie del epitelio. Adaptado de Woof y Kerr, 2006. 
 

Por otra parte, la región Fc es crítica para la función efectora de la IgA, mediante la 

interacción con varios receptores de la superficie celular (ANEXO 1). La unión de la IgA a 

complejos inmunes tales como receptores sirve esencialmente para el reconocimiento de 

patógenos vía región Fab de la molécula de Ac a través de mecanismos capaces de 

promover la eliminación de estos agentes patógenos. Los receptores de unión a la región 

Fc de la IgA incluyen FcαR1, presentes en células fagocíticas tales como neutrófilos, 

macrófagos y eosinófilos, FcαµR en células B y pIgR en células epiteliales (Herr y cols, 

2003). La IgA polimeriza fundamentalmente en dímeros, lo cual le brinda estabilidad a su 

estructura mediante las interacciones covalentes con la cadena J, polipéptido que también 

se encuentra presente en la IgM pentamérica (Koshland, 1985).  
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El CS, como parte integral de la molécula de IgAp liberada en las secreciones, estabiliza 

la IgAs haciéndola más resistente a la acción de las proteasas (Crottet y Corthesy, 1998) y 

mediante sus residuos glicosilados, incrementa la capacidad protectora de la IgAs a través 

de su anclaje dentro de la mucosa (Phalipon y cols, 2002). 

 

II.8.2 Funciones biológicas 

La IgA juega un rol importante en la protección de las superficies mucosales. Los 

receptores específicos para la región Fc de la IgA, FcαR, son mediadores clave de las 

funciones efectoras de esta Ig, proporcionando un vínculo entre el complejo Ag-Ac y la 

maquinaria efectora celular. Sin embargo, estos receptores además funcionan como una 

segunda línea de defensa antibacteriana utilizando más la IgAs que la IgA monomérica 

presente en suero (Monteiro y van de Winkel, 2003). El receptor FcαR humano, llamado 

FcαR1 o CD89, fue el primero en ser clonado y caracterizado y es considerado el mejor 

candidato para la iniciación de la respuesta inflamatoria involucrando la IgA (Otten y van 

Egmond, 2004).  

La variedad de mecanismos efectores dirigidos por la unión del complejo inmune formado 

por la IgA y el FcαR, incluye ADCC, fagocitosis por las células del linaje mieloide 

(monocitos, macrófagos, neutrófilos y esosinófilos), actividad respiratoria explosiva por 

leucocitos polimorfo-nucleares y degranulación de eosinófilos y basófilos (Monteiro y van 

de Winkel, 2003). Además, la unión al FcαR facilita la presentación de Ags en CD 

humanas (Geissmann y cols, 2001). Por el contrario, datos tempranos sugieren la función 

no inflamatoria de la IgA. Esto es acentuado por el hecho de que la IgA es pobre activador 

del complemento, aunque, en ciertas condiciones, puede estimular la vía alterna del 

complemento (Kerr, 1990).  
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En contraste con la IgA sérica, la IgAs es incapaz de estimular la fagocitosis por 

neutrófilos in vitro o por las células Kuppfer in vivo, lo cual es posiblemente debido, en 

parte, al bloqueo del sitio de unión al FcαR1 (Herr y cols, 2003). Esto puede constituir un 

elemento importante para el mantenimiento de la integridad en las superficies mucosales. 

Además, la activación del complemento induce reacciones inflamatorias locales, 

incluyendo el influjo de leucocitos polimorfo-nucleares y la liberación de sustancias como 

citoquinas, que incrementan la permeabilidad de las membranas mucosales. 

La IgAs contribuye a la protección de la barrera epitelio-mucosal a través de una variedad 

de mecanismos. El primer mecanismo de protección por IgAs es activo en el lado 

estromal del epitelio, donde la IgA puede formar complejos con los Ags. Este 

inmunocomplejo puede ser tomado por las células fagocíticas, absorbido en el sistema 

vascular o transportado a través del epitelio hacia el lumen, utilizando la vía mediada por 

pIgR (Robinson y cols, 2001). De esta forma, los Ags que pasan a través de la barrera 

epitelial pueden ser aclarados de vuelta al lumen y ser transportados en forma de 

inmunocomplejo con la IgA. Esta función de eliminación inmune de la IgA, permite 

mantener los tejidos mucosales libres de inmunocomplejos excesivos. Aún más, durante 

el transporte mediado por pIgR, la IgAp específica puede unirse a proteínas virales 

sintetizadas nuevamente dentro de las células epiteliales, previniendo el ensamblaje del 

virión y neutralizando la replicación viral (Bomsel y cols, 1998). Usando un modelo in vitro 

de células intestinales polarizadas, se demostró que la IgA protege, a través de un 

mecanismo anti-inflamatorio, contra componentes bacterianos intracelulares, involucrados 

en la activación de las células epiteliales intestinales (Fernández y cols, 2003). El 

principal mecanismo de la IgAs está basado en su capacidad de interactuar con Ags en el 

lado luminal luego de la transcitosis epitelial. De ese modo, puede interferir con la 

habilidad de los Ags (incluyendo virus, bacterias, toxinas y enzimas bacterianas), de 
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adherirse y penetrar en la mucosa, mediante el fenómeno de exclusión inmune 

(Brandtzaeg, 2003a).  

Se plantea que en el contexto de la infección inmune, existen dos funciones protectoras 

primarias atribuidas a las Igs secretoras, incluyendo la IgA. Estas funciones son la 

inhibición del contacto entre el patógeno o toxinas ligandos y la superficie de las células 

epiteliales mucosales (referido como exclusión inmune) y la neutralización de la 

replicación viral, o actividad de toxinas, en las células epiteliales (conocido como 

neutralización intracelular) (Strugnell y Wijburg, 2010) (Fig.4). 

 

 

FIGURA 4. Mecanismos de protección mediante IgAs en las superficies mucosales.  
a) IgAs une antígenos patogénicos y previene o inhibe su adherencia y/o invasión a las células 
epiteliales.  
b) El complejo de receptor de Inmunoglobulina polimérico (pIgR) a la IgA mediante la cadena J 
media la neutralización intracelular de los patógenos que invaden las células epiteliales.  
c) Además, la excreción de antígenos mediante la secreción de inmunoglobulinas mantiene la 
homeostasis en las superficies mucosales. 
La IgAs media el aclaramiento de antígenos de la lámina propia mucosal, en la cual los antígenos 
están unidos a la IgA dimérica y son subsecuentemente transportados a la superficie luminal de las 
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células epiteliales, seguido de endocitosis del complejo IgA-pIgR-Ag y su posterior liberación en el 
lumen mucosal. Tomado de Strugnell y Wijburg, 2010 
 

Debido a la naturaleza polimérica de la IgAs, esta posee una mayor avidez que la IgA 

monomérica y por ello, puede unirse a macromoléculas y microorganismos, inhibiendo su 

motilidad y facilitando el atrapamiento en la mucosa y el aclaramiento por peristalsis 

(Renegar y cols, 1997). Además, la IgAs es una molécula cargada negativamente, 

hidrofílica, debido a la predominancia de aminoácidos hidrofílicos en la región Fc y 

abundante glicosilación tanto de la molécula de Ac como del CS (Kerr, 1990). En 

consecuencia, los microorganismos rodeados por la IgAs son repelidos por la superficie 

mucosal.  

 

II.8.3 Regulación a nivel mucosal 

La mayor parte de la IgAp producida es translocada al lumen intestinal en el adulto cada 

día a través de su unión con el pIgR (≈40 mg/kg de peso corporal) y se ha estimado que 

aproximadamente 3 g de IgAs son diariamente exportados hacia este espacio (Conley y 

Delacroix, 1987). La mucosa intestinal es el órgano efector más importante 

cuantitativamente de la inmunidad mediada por Acs. Aunque la expresión de pIgR/CS en 

membrana es regulada constitutivamente, esta puede ser incrementada a nivel 

transcripcional por citoquinas inmunoreguladoras (IFN-γ e IL-4), así como por citoquinas 

pro-inflamatorias (TNF e IL-1) (Brandtzaeg y cols, 1992; Norderhaug y cols, 1999). La 

expresión de ambos es dependiente de una adecuada presencia de vitamina A (ácido 

retinoico) y del estado nutricional de la persona (Ha y Woodward, 1998). 

 

II.8.4 Papel de la Inmunoglobulina A en la Tuberculosis. Avances. 

El hecho de que la IgA sea la Ig más abundante a nivel mucosal, ha motivado el interés de 
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muchos investigadores encaminado a evaluar sus posibles roles frente a la infección por 

diversos microorganismos que penetren al hospedero a través de esta vía.   

Existen hasta el momento, algunos estudios donde se ha evaluado el papel de la IgA, en 

forma de AcM, frente a la infección por M. tuberculosis. Por ejemplo, Balu y colaboradores 

mostraron recientemente que la inoculación intranasal de un AcM IgA (2E91IgA1) e IFN-γ 

de ratón recombinante, inhibe significativamente la infección pulmonar por M. tuberculosis 

H37Rv en ratones transgénicos para CD89. Este efecto no fue observado en los controles 

negativos, lo cual sugiere que la unión a CD89 es necesaria para la protección pasiva 

conferida por la IgA (Balu y cols, 2011). Adicionalmente, el tratamiento con IFN-γ 3 días 

antes de la infección y con AcM IgA contra acr, 2 hrs antes y 2 y 7 días después de la 

infección por aerosol con M. tuberculosis H37Rv, disminuyó la infección en pulmón a las 4 

semanas, mostrando un efecto mayor que cuando se administró la IgA o el IFN-γ, por sí 

solos (Reljic y cols, 2006b). Por otro lado, la aplicación intranasal de AcM IgA contra acr1, 

mostró efecto protector contra la infección pulmonar temprana por M. tuberculosis en 

ratón (Williams y cols, 2004). Se conoce además que ratones deficientes en IgA son más 

susceptibles a la infección intranasal con M. bovis BCG, indicando el papel de la IgA en la 

protección contra la infección por micobacterias en el tracto respiratorio (Rodríguez y cols, 

2005). 

Un experimento previo reveló que la IgA se une a la lectina intracelular Gal-3 (Mac-2), la 

cual ha sido previamente demostrado que une IgE y otros ligandos de Igs (Liu y cols, 

2002).  Aunque Gal-3 no está directamente involucrado en la fagocitosis, se conoce que 

su interacción con la IgA puede jugar un rol importante en la inhibición intracelular de M. 

tuberculosis mediado por este Ac (Reljic y cols, 2006a) (Fig.5). Así, Gal-3 ha sido 

previamente mostrado que se acumula, fundamentalmente en los fagosomas, los cuales 
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contienen a M. tuberculosis vivo mediante la unión a los PIM, y al parecer influye en el 

aclaramiento de la infección (Beatty y cols, 2002). 

Además, el Gal-3 secretado, con sus bien descritas propiedades quimio-atrayentes de 

monocitos (Sano y cols, 2000), juega un rol importante en la acumulación de monocitos in 

vivo, en sitios de tejido que albergan la bacteria opsonizada por la IgA, conduciendo a su 

aclaramiento por fagocitosis. La expresión de Gal-3 por monocitos y macrófagos es 

dependiente de la diferenciación celular y puede ser inducida por IFN-γ (Sato y Hughes, 

1994) lo cual puede explicar en cierto modo, el potencial de esta citoquina para estimular 

el efecto bactericida de la IgA contra los macrófagos infectados por M. tuberculosis. 

 

  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
FIGURA 5. Ilustración esquemática de mecanismos hipotéticos mediante los cuales el AcM 
de IgA anti acr puede restringir la multiplicación de M. tuberculosis en los macrófagos. El 
bacilo opsonizado por C3bi en los macrófagos alveolares no induce señales pro-inflamatorias y 
fusión fago-lisosomal durante la infección natural. Tomado de Reljic y cols, 2006a. 
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Una posible explicación para la interacción IgA/Gal-3 y su papel en la infección por M. 

tuberculosis, es que la micobacteria opsonizada por la IgA puede identificar el complejo 

Gal-3/FcγRII en la superficie de los macrófagos. Gal-3 además interactúa específicamente 

con el receptor de baja afinidad para IgG FcγRII/CD32 (Liu y cols, 1995). Se plantea que 

son necesarios trabajos adicionales para entender los mecanismos moleculares 

involucrados en la inhibición, mediada por la IgA, de la infección pulmonar causada por M. 

tuberculosis, aunque estos autores proponen que el mecanismo clave involucra la 

potenciación de las funciones bactericidas de la IgA sobre los macrófagos infectados. Esto 

puede, a su vez, implicar la apoptosis dependiente de activación, conduciendo a la muerte 

del bacilo, o la inhibición mediada por la interacción IgA/Gal-3, con la membrana 

fagosomal, la cual es requerida para la inhibición de la fusión fago-lisosomal (Cortegano y 

cols, 2000). 

 

II.9 Vacunas contra la Tuberculosis  

II.9.1 Bacilo de Calmette-Guérin (BCG) 

Por más de 80 años, ninguna nueva vacuna ha sido exitosamente desarrollada contra la 

TB. La vacuna BCG, actualmente usada contra esta enfermedad, es derivada de una cepa 

viva atenuada de M. bovis. BCG posee las ventajas de ser una vacuna barata, que ha 

sido aplicada a más de 3 billones de personas en el mundo, confiere protección a largo 

plazo en la mayoría de los vacunados. BCG además tiene propiedades adyuvantes 

intrínsecas, no es inactivada por los Acs maternos, es termoestable y puede ser 

administrada por vía mucosal, todo lo cual contribuye a la inducción de una respuesta 

inmune tanto humoral como celular (Martin, 2005). A pesar de esto, se conoce que BCG 

protege sólo contra las formas severas de la enfermedad durante la infancia, siendo 
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incapaz de proteger contra la TB pulmonar en la edad adulta, fundamentalmente en 

países en los cuales la TB es una enfermedad endémica. 

Las posibles causas de la variable eficacia del BCG (0-80%) han sido discutidas 

extensamente, y continúan siendo objeto de investigación activa. Los factores causales de 

este fenómeno son múltiples y han generado mucho debate y diversidad de líneas de 

trabajo encaminadas a la obtención de una vacuna más eficaz contra la TB. Estos 

factores incluyen el amplio espectro de virulencia que existe entre las cepas de M. 

tuberculosis, la pérdida progresiva de la capacidad de BCG para estimular una respuesta 

inmune protectora y el nivel de exposición a micobacterias ambientales (Turner y cols, 

2000). Adicionalmente, la diversidad genética entre las diferentes cepas de BCG, la 

inmunogenicidad inherentemente débil y el debilitamiento de la memoria inmunológica, 

son considerados otros factores determinantes de la variable eficacia del BCG (Douglas y 

cols, 2008). 

     Por otra parte, hay genes importantes ausentes en todas las cepas de BCG, como la 

deleción de 16 fragmentos de marcos abiertos de lectura, que incluyen la codificación de 

las proteínas ESAT-6 y MTSA-10, que se expresan juntas en la superficie de M. 

tuberculosis (Julian y cols, 2004). 

 

II.9.2 Nuevas vacunas en estudio contra la TB. Mejoramiento de la 

vacuna BCG 

La sustitución actual de la vacuna BCG por una nueva vacuna contra la TB que sea más 

segura, particularmente en niños infectados con el VIH, y que ofrezca una protección 

mejor y más duradera, es la meta principal de la comunidad científica que investiga 

nuevas vacunas contra esta enfermedad. Una estrategia complementaria consiste en 
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utilizar una vacuna potenciadora de subunidades para la protección contra la TB en niños, 

adolescentes y adultos jóvenes, de manera que actúe en sintonía con las nuevas vacunas 

vivas atenuadas aplicadas al nacer, para inducir una respuesta inmune más específica y 

potente (McShane y Hill, 2005). Se espera que el empleo de esta estrategia novedosa, 

genere una vacuna más efectiva para proteger contra la enfermedad pulmonar (McShane 

y Hill, 2005). 

Los proyectos relacionados con la investigación y el desarrollo de vacunas contra la TB en 

la actualidad tienden a ser multicéntricos y emplean modelos de reto con M. tuberculosis 

como criterio de protección (Hernández-Pando y cols, 2010). El uso de experimentos de 

reto para determinar la capacidad protectora de los candidatos vacunales tiene una 

complejidad intrínseca debido al lento crecimiento de la micobacteria, la duración de los 

experimentos (usualmente entre 6 y 9 meses) y los requerimientos de bioseguridad nivel 3 

(Hernández-Pando y cols, 2010). Debido a la compleja naturaleza de los ensayos de reto, 

la necesidad de elevada especialización y las costosas facilidades necesarias para tales 

estudios, la mayoría de estos experimentos son normalmente desarrollados en centros de 

referencia internacional donde los candidatos vacunales se desarrollan entre diferentes 

grupos de investigación, quienes brindan seguimiento a los protocolos experimentales y 

los criterios de evaluación (Hernández-Pando y cols, 2010).  

La vacunación específica diseñada para prevenir la TB latente o la reactivación del estado 

latente al infectivo, se encuentran en fases tempranas de desarrollo. Para la erradicación 

de la TB, es necesaria la obtención de una nueva vacuna que confiera una protección 

mejor que el BCG. En los últimos 10 años de trabajo con modelos animales de 

experimentación, se han obtenido algunos candidatos vacunales que se encuentran en la 

actualidad en diferentes fases de investigación (de Valliere y cols, 2005). 
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Se considera que las vacunas que pudieran ser utilizadas antes y después de la 

exposición a M. tuberculosis, para proteger contra la infección inicial, la latencia y la 

reactivación, podrían ser de gran valor en el control de la TB (Lewellys y cols, 2009). 

Dos estrategias que están siendo evaluadas para reemplazar al BCG actual son, la 

obtención de un BCGr y la atenuación de cepas de M. tuberculosis, ambas destinadas a 

lograr una mejor estimulación del sistema inmune. La primera vacuna BCGr administrada 

a humanos en estudios clínicos, que sobre-expresó el Ag85B de M. tuberculosis, potenció 

una respuesta inmune de linfocitos T CD4+ específica para este Ag y demostró una 

eficacia sustancialmente mayor en un modelo animal que su cepa BCG parental (Hoft y 

cols, 2008). Otra vacuna BCGr evaluada en humanos expresa listeriolisina, una molécula 

perforadora de membrana producida por Listeria monocytogenes, para mejorar la 

presentación antigénica cruzada, y como resultado ofrecer mejor protección. Este 

candidato genera una respuesta inmune de células T CD8+ más fuerte y específica, 

presumiblemente porque promueve la liberación de Ags microbianos al citoplasma a 

través de la membrana endosómica perforada, mejorando de este modo la presentación 

de Ags por moléculas MHC clase I e induciendo la apoptosis de macrófagos infectados 

(Grode y cols, 2005). Otra cepa de BCGr expresa una perfringolisina mutada con un modo 

de acción similar a la listeriolisina (Skeiky y Sadoff, 2006). Este candidato ha mostrado ser 

más seguro que el BCG en ratones con inmunodeficiencia combinada severa. Las 

vacunas de células completas atenuadas de M. tuberculosis también fueron consideradas 

y muchas están en estudios preclínicos (Sambandamurthy y cols, 2006; Derrick y cols, 

2007; Cardona y cols, 2009). En relación al uso de patógenos vivos en niños y el potencial 

de M. tuberculosis atenuado para revertir la virulencia, requiere que estas vacunas sean 

sometidas a pruebas rigurosas de seguridad. Hasta la fecha, las vacunas de M. 
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tuberculosis atenuado han mostrado resultados prometedores en modelos de reto animal 

para TB incluyendo primates no humanos (Verreck y cols, 2009). 

 

II.10 Modelos animales de experimentación en el desarrollo de una nueva vacuna 

contra la TB 

El uso de modelos animales para estudiar las diversas enfermedades ha sido 

extremadamente importante en el desarrollo de la medicina científica. Muchas de las 

observaciones cruciales en la etiopatogénesis de diferentes enfermedades in vivo, 

incluyendo las enfermedades infecciosas, han sido posibles a partir del uso de los 

modelos animales de experimentación. Los modelos animales han sido esenciales en la 

evaluación de nuevas drogas y su toxicidad, así como en la evaluación de la eficacia de 

nuevas vacunas, representando uno de los ensayos preclínicos más importantes (Orme y 

cols, 2001).  

M. tuberculosis infecta y causa enfermedad en una amplia variedad de especies 

mamíferas, pero los modelos que más se han empleado son el ratón y el curiel, cada uno 

de ellos con sus respectivas ventajas y desventajas. La vacuna BCG actualmente 

empleada confiere protección en ratones y curieles en términos de reducción de la carga 

bacteriana en 1:2 y 2:4 órdenes de magnitud, respectivamente (Orme y cols, 2001). 

Diferentes modelos animales han sido explorados para ser incluidos en los modelos de TB 

latente con el objetivo de evaluar vacunas terapéuticas y de post-exposición, así como 

modelos que consideran las influencias inmuno-moduladoras de las micobacterias 

ambientales (Lowrie y cols, 1999; McKinney, 2000).  

Una gran variedad de modelos animales diferentes han sido empleados para estudiar la 

inmunopatología inducida por M. tuberculosis en el pulmón, incluyendo ratón, conejo, 

curiel, ratas, vacas, peces y monos. Basado en el conocimiento de la inmunopatogénesis, 
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estos modelos animales han sido también usados en el diseño y evaluación de varios 

regímenes inmunoterapéuticos, así como en la evaluación de las herramientas para 

evaluar la eficiencia de nuevas drogas y vacunas.  

La patología de la TB varía considerablemente entre ratones y humanos (Orme y cols, 

2001). A pesar de esto, las investigaciones acerca del desarrollo de la TB en ratones 

continúa siendo un objetivo atractivo dentro de la investigación experimental, debido a los 

conocimientos que se tienen acerca del sistema inmune murino y de la disponibilidad de 

varias cepas de ratones knock-out. Los curieles son más susceptibles a la TB que los 

humanos y la patología que se desencadena como consecuencia de las lesiones 

necróticas es muy similar a la desarrollada en humano. De forma similar, tanto los curieles 

como los humanos, expresan moléculas CD1 y células T específicas para glicolípidos CD1 

(Dascher y cols, 1999). Experimentos preliminares indican que los glicolípidos pueden 

inducir una protección parcial contra la TB en curieles. Las moléculas CD1 del grupo 1 

están ausentes en ratón. En estas especies, las células T participan en la respuesta frente 

a la TB, pero no se ha observado una respuesta específica a fosfoligandos. Como las 

células T específicas a fosfoligandos también están ausentes en curieles, los análisis 

experimentales de este tipo de respuesta inmune in vivo, están restringidos a primates no 

humanos. Los primates no humanos son susceptibles naturalmente a la infección con M. 

tuberculosis y tienen tanto células T específicas a fosfoligandos como células T 

específicas a glicolípidos CD1, pero sólo un limitado número de experimentos en este 

biomodelo han sido realizados hasta la actualidad (Walsh y cols, 1996; McMurray, 2000).  
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III. MATERIALES Y MÉTODOS 

III.1 Consideraciones Éticas y Bioéticas 

Todos los procesos experimentales se realizaron bajo anestesia, según la Guía para el 

cuidado y empleo de los animales de laboratorio de la Comunidad Económica Europea 

(EEC Council Directive, 1987) (Estudio de Distribución de la IgAsh) y según las normas 

establecidas en el reglamento del Comité de Ética Animal del Instituto Nacional de 

Ciencias Médicas y Nutrición “Salvador Subirán”, México D.F. (Ensayo de Reto). Los 

animales se mantuvieron en condiciones adecuadas de distribución (5 animales/caja) y 

alimentación y se controlaron diariamente los factores físicos, químicos y ambientales 

(temperatura (21-24ºC), humedad (20-25%), ciclo alternativo de luz / oscuridad de 12 hrs).  

 

III.2 Obtención de calostro humano 

Las muestras de calostro fueron gentilmente donadas por el Servicio de Neonatología de 

los hospitales ginecobstétricos de Ciudad de la Habana (“América Arias”, “Enrique 

Cabrera” y “González Coro”). El calostro se obtuvo de mujeres sanas entre los 2 y 4 días 

posteriores al parto. El mismo se recolectó de manera manual y se mezcló y almacenó en 

frascos de vidrio estériles a -20°C hasta su procesamiento.  

III.3 Purificación de IgAsh a partir de calostro e identificación  

Previo a los procesos de purificación de la IgA a partir del calostro humano, 50 mL de este 

se centrifugaron a 330 000 x g durante 1 hr, con el objetivo de separar los lípidos y el 

debris celular. Se obtuvieron tres fases: una fase superior, que contenía la fracción 

lipídica, una capa intermedia con la fase acuosa y el precipitado, consistente en los 

elementos celulares del calostro. El suero se obtuvo acidulando la fase acuosa intermedia 

con NaCl 1 mol/L, pH6.4 (Sigma, USA) y luego, sometido a centrifugación a 13 000 x g 



48 

 

durante 20 mins. El suero obtenido se clarificó por filtración (filtros Sartorius de 0.2 µ de 

porosidad) y se almacenó a -20ºC en alícuotas de 1 mL. Para purificar la IgAsh, se llevó a 

cabo una estrategia de purificación combinada, donde se empleó cromatografía de 

intercambio iónico y cromatografía de exclusión molecular mediante filtración en gel, 

basado en el método descrito por Goil y cols, 1998. 

 

III.3.1 Cromatografía de Intercambio Aniónico 

Se aplicaron 25 mL de calostro humano delipidado y descaseínado en una columna de 

flujo rápido DEAE-Sepharose (16x10) (Amershan, Suecia), estabilizada previamente con 

solución Na3PO4 10 mM, pH7.6 (Merck, Alemania) y lavada con 4 volúmenes de columna. 

La fracción específica se eluyó con solución Na3PO4 100 mM, pH6.4 (Merck, Alemania). 

Para regenerar la columna se empleó NaCl 1M. La cromatografía se desarrolló con un 

flujo volumétrico de 4 mL/min. El rango de absorbancia empleado fue 0.5. 

 

III.3.2 Cromatografía de Exclusión Molecular 

Como segundo paso en la purificación, se desarrolló una cromatografía de exclusión 

molecular en gel filtración. Para ello se empleó una columna cromatográfica XK con 

dimensiones 1.6x100 cm, empacada con Superose 6 grado preparativo (Amersham 

Biotech, Suecia), previamente equilibrada con solución Na3PO4 100 mM, pH 6.4 (Merck, 

Alemania). Se determinó la eficiencia de la columna, arrojando un valor de N=33 000 

platos teóricos/metro. Adicionalmente se calibró la columna empleando el kit de 

calibración de alto peso molecular para gel filtración compuesto por: apoferritina (443 000 

dalton), aldolasa (150 000 dalton), albúmina sérica bovina (66 000 dalton) y anhidrasa 

carbónica (29 000 dalton) [MW-GF-100029,000-700,000], Sigma, USA. 

Se aplicaron 10 mL de la muestra obtenida en la segunda fracción de la cromatografía de 

intercambio aniónico, representando aproximadamente el 0.5% del volumen total de la 
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columna. La cromatografía se desarrolló empleando un flujo volumétrico de 1 mL/min, 

empleando un detector Uvicord SII 280 nm (Pharmacia, Suecia) y registrada en un Rec-

102 recorder (Pharmacia, Suecia). El rango de absorbancia utilizado fue 0.2. 

 

III.3.3 Identificación de la presencia de IgAsh 

- III.3.3.1 Dot blot 

Las fracciones obtenidas de la cromatografía de exclusión molecular, se evaluaron 

mediante dot blot, con el objetivo de identificar la presencia de la IgA en las mismas. Se 

aplicaron 15 µL (15 µg/mL) de la IgAsh purificada en papel de nitrocelulosa bajo vacío. La 

membrana de nitrocelulosa se bloqueó con 3% de leche descremada (Oxoid, USA) en 

SSTF, durante 30 mins a 37°C y lavada tres veces con SSTF. La membrana se incubó con 

anti IgAh conjugada a peroxidasa, (Sigma, USA) (1/2000) en SSTF-T (0.1%), conteniendo 

1.5% de leche descremada (Oxoid, USA), durante 1 hr en agitación a 37°C. Se lavó con 

SSTF-T de tres a cuatro veces durante 5 mins y después una vez con SSTF. Finalmente, 

la muestra fue visualizada empleando DAB (Sigma, USA), (20 mg DAB en 40 mL de SSTF 

y 40 mL de H2O2 Merck, Alemania). La reacción fue detenida con agua destilada.  

 

- III.3.3.2 SDS-PAGE 

Las fracciones obtenidas de la cromatografía de exclusión molecular fueron además 

analizadas mediante SDS-PAGE, en un gel al 12.5%, según metodología descrita por 

(Laemmli, 1970). Se calentaron 15 µg de IgAsh y 1/20 de calostro humano a 100°C 

durante 5 mins, en buffer muestra reductor. La corrida electroforética se desarrolló a 30 

mA y 150 V en una cámara Modelo EPS 500/400 (Pharmacia, Suecia). Luego de la 

corrida, el gel se tiñó con R250 Azul Coomassie (Sigma, USA) de acuerdo a Tsai y Frasch, 



50 

 

1982. Se empleó como marcador un patrón de bajo peso molecular con un rango entre 14 

y 97 kDa (Pharmacia, Suecia). Las bandas se visualizaron y analizaron en un digitalizador 

de imágenes (ImageMaster, Pharmacia Biotech, Suecia). 

 

III.3.4 Determinación de la presencia de IgG en la muestra de IgAsh purificada. 

Teniendo en cuenta que la IgG es la segunda Ig en elevado contenido en el calostro 

humano, evaluamos su posible presencia en la IgAsh mediante dot blot. Para ello se 

empleó como control negativo SSTF (15 µL) y se aplicó IgAsh (15 µL a partir de 15 µg) e 

Intacglobin (15 µg). Las muestras se aplicaron en dos tiras de nitrocelulosa, las cuales se 

bloquearon con 3% de leche descremada (Oxoid, USA) en SSTF durante 30 mins a 37°C 

y se lavaron tres veces con SSTF. Una de las tiras se incubó con anti-IgAh conjugado a 

peroxidasa (Sigma, USA) (1/2000) y la otra, con anti-IgGh conjugado a peroxidasa 

(Sigma, USA) (1/1000), ambas en SSTF-T, conteniendo 1.5% de leche descremada 

(Oxoid, USA), durante 1 hr en agitación a 37°C. Se lavó con SSTF-T de tres a cuatro 

veces durante 5 mins y después una vez con SSTF. Finalmente, las muestras fueron 

visualizadas empleando DAB (Sigma, USA), (20 mg DAB en 40 mL de SSTF y 40 mL de 

H2O2). La reacción fue detenida con agua destilada.  

 
III.4 Estudio del reconocimiento de IgAsh frente a antígenos de M. smegmatis, M. 

bovis BCG y M. tuberculosis. 
 
Para estudiar el posible reconocimiento de la IgAsh purificada, se evaluó su reactividad 

frente a Ags de micobacterias, empleando un lisado de células completas de M. bovis 

BCG (BCG Vaccine Sofia, Bulgaria), un lisado de células de M. tuberculosis (donado por 

el Dr. Patrick J. Brennan, Colorado State University, USA) y un lisado de células enteras 

de M. smegmatis MC2 155 (perteneciente a la colección de cepas del Instituto de 
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Medicina Tropical “Pedro Kouri”), mediante western blot y ELISA.  

 

III.4.1 Western blot 

Previo a la realización del western blot, se determinó la concentración óptima del lisado de 

M. bovis BCG y M. tuberculosis, mediante electroforesis en SDS-PAGE 12.5% (datos no 

mostrados), escogiéndose finalmente 200 µg del lisado de células completas de M. bovis 

BCG y 80 µg del lisado de células de M. tuberculosis.  

Ambos lisados se centrifugaron a 720 x g durante 5 mins y se mezclaron con 10 µL de 

buffer reductor y se sometieron a calentamiento durante 10 mins a 100°C. Se aplicaron 5 

µL de cada preparación en un gel SDS-PAGE al 12.5%, empleándose como marcador un 

patrón de bajo peso molecular con un rango entre 14 y 97 kDa (Pharmacia, Suecia). 

Las muestras se aplicaron dos veces alternando entre M. bovis BCG y M. tuberculosis. 

Los Ags micobacterianos separados se transfirieron según la metodología descrita 

(Burnette, 1980), en papel de nitrocelulosa con tamaño de poro 0.45 µm, empleando un 

sistema de transferencia húmedo (Dry Transfer Cell, Bio-Rad, USA), durante 1 hr a 20 V. 

La membrana de nitrocelulosa se cortó en tiras, de manera que cada una contenía un 

carril con Ags de M. bovis y otro con Ags de M. tuberculosis. Cada tira se bloqueó con 

leche descremada (Oxoid, USA) al 3% en SSTF, por 30 mins a 37°C. Luego de lavar tres 

veces con SSTF-T, se incubó una tira con calostro humano (1/20) y la otra con IgAsh 

purificada (15 µg), durante toda la noche a 4°C. Se lavó tres veces con SSTF-T y se 

incubó con anti-IgAh conjugado a peroxidasa (Sigma, USA) (1/2000), durante 1 hr a 37°C. 

Se lavó tres veces con SSTF-T y luego, dos veces con SSTF. Las membranas se 

revelaron con DAB (Sigma, USA) (20 mg DAB en 40 mL de SSTF y 40 mL de H2O2  Merck, 

Alemania). Finalmente, la reacción se detuvo con agua destilada. 
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III.4.2 ELISA 

Placas de poliestireno (Maxisorp, Nunc), se recubrieron con lisado de células enteras de 

M. bovis BCG (106 bacterias/mL) y M. smegmatis (106 bacterias/mL), (100 µL/pozo). Las 

placas fueron incubadas durante 16 hrs a 37°C. Se lavaron las placas con SSTF y se 

bloquearon con leche descremada (Oxoid, USA) al 3% en SSTF-T. Se evaluó la 

reactividad de la IgAsh en diluciones doble seriadas desde 10 µg/mL. Cada muestra se 

aplicó por duplicado (50 µL/pozo) e incubada durante 1 hr a 37°C. Luego de tres lavados 

con SSTF-T, las muestras se incubaron con anti-IgAh conjugado a peroxidasa (Sigma, 

USA), empleando una dilución 1/1000 (50 µL/pozo), durante 1 hr a 37°C. La reacción se 

desarrolló con una solución de OPD (Sigma, USA) (4 mg de OPD en 10 mL de solución 

tampón citrato 0.1 M, pH5 y 5 µL de H2O2 Merck, Alemania). La reacción se detuvo con 50 

µL de H2SO4 (Merck, Alemania) (2N) luego de 20 mins y la absorbancia se determinó a 

492 nm en un lector de ELISA (Multiscan, Multisoft). Los resultados se representan con los 

valores de DO de la dilución de cada muestra. 

 

III.5 Estudio de la cinética de distribución de IgAsh en fluidos biológicos de ratón 

Balb/c, luego de su administración por vía intranasal. 

III.5.1 Inoculación de IgAsh a ratones Balb/c por vía intranasal 

Para este estudio se emplearon ratones machos de la línea isogénica Balb/c (procedentes 

de CENPALAB), de entre 8 y 10 semanas de edad y con un peso entre 16 y 18 gr, 

distribuidos en dos grupos de 20 ratones cada uno (Grupo NT y Grupo IgAsh). Los 

ratones del grupo NT se inocularon con 50 µL SSTF por vía intranasal (25 µL en cada fosa 

nasal) y los del grupo IgAsh, con 50 µL de IgAsh purificada (1 mg/mL), por vía intranasal 

(25 µL en cada fosa nasal), empleando para ambos casos una micropipeta.  
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III.5.2 Extracción de muestras biológicas a diferentes tiempos posteriores a la inoculación 

Se extrajeron las muestras de suero, saliva y lavado tráqueo-bronquial, tomando 5 

animales diferentes de cada grupo, 1, 2, 3 y 5 hrs posteriores a la inoculación, en aras de 

determinar la presencia de la IgAsh mediante ELISA, como se explica en el esquema 1.  

                     

ESQUEMA 1. Esquema empleado para cinética de biodistribución de IgAsh en fluidos biológicos de 
ratón Balb/c. 
 
 
El suero se obtuvo a partir de la sangre recolectada por punción del seno retro-orbital, 

utilizando un capilar de 1 mm de diámetro. Las muestras de saliva se obtuvieron luego de 

la inoculación de 50 µL de una solución de pilocarpina 1% (IMEFA, La Habana, Cuba), por 

vía intraperitoneal. Entre los 2 y 5 mins posteriores, se recolectó la saliva directamente del 

animal en un microtubo eppendorf. Las muestras de saliva se incubaron durante 15 mins 

a 56°C y luego se centrifugaron a 13 000 x g, colectándose el sobrenadante para evaluar 

la presencia de la IgAsh. Previa recolección del lavado tráqueo-bronquial, se practicó 

eutanasia a los animales mediante dislocación cervical. A cada ratón se le practicó una 

incisión anterior en el cuello y se expuso la tráquea, la cual se permeabilizó en su porción 

antero-posterior. Se inoculó 1 mL de solución salina al 0.87% y finalmente se extrajo todo 

el fluido tráqueo-bronquial. 
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III.5.3 Determinación de la presencia de IgAsh en fluidos biológicos de ratón Balb/c  

La presencia de la IgAsh en fluidos biológicos de ratón se determinó mediante ELISA, 

siguiendo la metodología descrita por Olivares y cols, 2006. Placas de poliestireno 

(Maxisorp, Nunc), se recubrieron con anti-IgAh, obtenido de suero de conejos 

inmunizados con IgAsh purificada de calostro (Dirección de Biotecnología, Instituto 

Finlay), a una dilución 1/1000 en solución de recubrimiento (100 µL/pozo). Las placas se 

incubaron durante 16 hrs a 4°C. Se lavaron las placas con SSTF y se bloquearon con 

leche descremada (Oxoid, USA) al 3% en SSTF-T. Las muestras de suero se evaluaron 

en una dilución 1/50 en SSTF, las muestras de saliva se diluyeron 1/2 en SSTF y el lavado 

tráqueo-bronquial se aplicó puro. Como control negativo se emplearon las muestras 

obtenidas del grupo NT, utilizando las mismas diluciones. Como control positivo, se utilizó 

la IgAsh purificada de calostro humano. Cada muestra se aplicó por duplicado (50 

µL/pozo) y se incubó durante 1 hr a 37°C. Luego de tres lavados con SSTF-T, las 

muestras se incubaron con anti-IgAh conjugado a peroxidasa (Sigma, USA), empleando 

una dilución 1/1000 (50 µL/pozo), durante 1 hr a 37°C. La reacción se desarrolló con una 

solución de OPD (4 mg de OPD en 10 mL de solución tampón citrato 0.1 M, pH5 y 5 µL de 

H2O2 Merck, Alemania). La reacción se detuvo con 50 µL de H2SO4 (2N) (Merck, 

Alemania) luego de 20 mins y la absorbancia fue determinada a 492 nm en un lector de 

ELISA (Multiscan, Multisoft). Los resultados se representan con los valores de DO de la 

dilución de cada muestra. 

 
III.6 Evaluación de la capacidad protectora de la administración de IgAsh por vía 
intranasal, en un modelo murino de infección intratraqueal con M. tuberculosis. 

III.6.1 Cepa de M. tuberculosis 

Se empleó un cultivo de M. tuberculosis H37Rv (ATCC 27294) en fase logarítmica, 
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obtenido en medio Middlebrook 7H9 (Difco, USA), suplementado con albúmina-dextrosa-

catalasa (BBL, Cockeysville, MD) y Tween 80 al 0,05% (Sigma, USA), incubado a 37ºC en 

una atmósfera continua con 5% de CO2. Las bacterias se separaron por centrifugación 

(5000 x g) y se lavaron y almacenaron a –70º C en alícuotas que contenían 106 

bacterias/mL hasta su uso. 

III.6.2 Inóculo bacteriano  

El inóculo se ajustó a una concentración de 106 bacterias/mL. El conteo se realizó en una 

cámara de Newbauer, empleándose diacetato de fluoresceína (Sigma, USA) y un 

microscopio de fluorescencia [Nys y cols, 1999]. 

 

III.6.3 Animales  

Se utilizaron 60 ratones machos de la línea isogénica Balb/c, de entre 6 y 8 semanas de 

edad, procedentes del Instituto Nacional de Nutrición “Salvador Zubirán”, México D.F, 

divididos en 3 grupos de 20 ratones cada uno.  

 

III.6.4 Preincubación de M. tuberculosis con IgAsh. 

Se incubó M. tuberculosis 106 UFC x animal (a razón de 1 mg de IgAsh x 106 UFC), en 1 

mL de SSTF estéril y se mantuvo en agitación suave a temperatura ambiente, durante 4 

hrs. Se lavó dos veces con SSTF estéril y se ajustó a la concentración requerida para la 

inoculación (106 bacterias/mL), en SSTF estéril.  

 
III.6.5 Inoculación de IgAsh por vía intranasal y posterior infección con M. tuberculosis por 

vía intratraqueal e inoculación de M. tuberculosis preincubado con IgAsh 
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Grupos:  

 No tratado (NT): Animales inoculados con solución salina por vía intranasal e 

infectados con 100 µL conteniendo 106  UFC de M. tuberculosis por vía intratraqueal. 

 Inmunoglobulina A secretora humana (IgAsh): Animales inoculados con 1 mg de la 

IgAsh por vía intranasal (25 µL en cada fosa nasal) y retados 2 hrs después con 100 µL 

conteniendo 106 UFC de M. tuberculosis, por vía intratraqueal.   

 Preincubado (Preinc): Animales retados por vía intratraqueal con 100 µL conteniendo 

106 UFC de M. tuberculosis, previamente incubado con 1mg de IgAsh. 

El diagrama del experimento de reto es mostrado en detalle en el esquema 2. 

                      

ESQUEMA 2. Esquema utilizado en el ensayo de reto para la evaluación de la capacidad 
protectora de la IgAsh frente a la infección pulmonar con M. tuberculosis. 
 

Los ratones se anestesiaron en cajas cerradas conteniendo vapores de Seborane 

(ABBOTT, México) y se inmovilizaron sobre placas de disección con cinta adhesiva. La 

inoculación por vía intratraqueal se realizó mediante el empleo de cánulas estériles, con 

100 µL conteniendo 106 UFC de M. tuberculosis o de M. tuberculosis preincubado con 

IgAsh, según el grupo, y se colocó el ratón en posición vertical durante 10 mins. Los 

ratones se colocaron en cajas conectadas a micro-aisladores con presión negativa, donde 

se mantuvieron durante todo el experimento. Todos los procesos se realizaron en una 
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instalación con nivel de bioseguridad III.  

Cinco ratones de cada grupo se sacrificaron en los días 1, 7, 30 y 60 después de la 

infección con M. tuberculosis. Estos animales se anestesiaron con éter (Merck, Alemania) 

y se desangraron por el plexo axilar de la extremidad anterior derecha. De cada ratón, se 

tomó 1 pulmón alternando entre izquierdo y derecho. El pulmón se pinzó y se extrajo, 

colocándose inmediatamente en un criotubo que se almacenó en nitrógeno líquido para su 

conservación. Los criotubos se mantuvieron a -70ºC para el análisis de las UFC  (Hirsch y 

cols, 1999). 

Para el análisis histopatológico, se tomaron tres pulmones, de cada grupo en cada 

intervalo de tiempo, y se perfundieron con 1 mL de etanol (Merck, Alemania) a través de la 

tráquea. Las piezas extraídas se colocaron en tubos Falcon conteniendo 5 mL de etanol  

absoluto (Merck, Alemania).  

Para el estudio de citoquinas, se pinzaron y se extrajeron 3 pulmones y se colocaron en 

un criotubo conteniendo medio RPMI (Sigma, USA), e inmediatamente se almacenaron en 

nitrógeno líquido. Estas muestras se mantuvieron a -70º C. 

 

III.6.6 Determinación de la carga bacteriana en el pulmón de ratones 

Balb/c 

Para determinar la eficiencia en el tratamiento con la IgAsh, se determinó la carga 

bacteriana mediante el conteo de UFC de M. tuberculosis en el homogenizado de pulmón. 

Para ello, se descongelaron los pulmones mantenidos a -70ºC (3 pulmones por cada 

grupo) y se homogenizaron empleando un Politron (Brinkmann Instrument, Rexleid, 

Canadá), en 1 mL de SS isotónica estéril con 0,05% de Tween 80 (Sigma, USA). Una vez 

obtenido el homogenizado, se prepararon diluciones seriadas (10-1, 10-2 y 10-3), en SSTF-
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T. Tanto el macerado concentrado como cada una de las diluciones preparadas se 

sembraron por duplicado en placas Petri conteniendo medio Agar Middlebrook 7H10 

(Difco, USA). Las placas se incubaron a 37ºC. Las placas se mantuvieron durante 21 días, 

y luego de este tiempo, se contó el número de UFC en un microscopio estereoscopio. El 

número de UFC contadas se multiplicó por el factor de dilución para obtener el número 

total de UFC en el pulmón (Glatman-Freedman y cols, 1998). La carga bacteriana se 

expresó como el logaritmo del número de bacterias presentes en cada pulmón. 

III.6.7 Estudio histopatológico y morfométrico en pulmón de ratones 

Balb/c 

- III.6.7.1  Procesamiento histopatológico: Inclusión en parafina 

Los pulmones que se mantuvieron en etanol absoluto (Merck, Alemania), se cortaron 

para-sagitalmente y se colocaron dentro de casetes de inclusión, con la cara interna de 

ambas mitades hacia abajo. Los casetes se introdujeron en alcohol absoluto (Merck, 

Alemania), y posteriormente, en dos alcoholes más, cada uno durante 1 hr, con el objetivo 

de deshidratar los tejidos al máximo. Luego, los casetes se transfirieron a xilol (Sigma, 

USA) y dos xiloles más, durante 1 hr cada uno, con el objetivo de eliminar los posibles 

restos de agua presente en los tejidos. Por último, los casetes se colocaron en tres 

frascos de parafina (Sigma, USA) derretida y mantenida a 60ºC, en cada una durante 1 hr. 

Una vez concluido el proceso de fijación de los tejidos, los pulmones se montaron en 

bloques de parafina (Lugton, 1999), de manera que los tejidos estuvieran listos para los 

cortes histológicos. 

Las secciones de tejido pulmonar se cortaron con un grosor de 3 µm y se colocaron en 

láminas portaobjetos, las cuales se desparafinaron a 60ºC durante 30 mins. Los cortes se 

hicieron por duplicado, de manera que una de las láminas de cada corte se tiñó con 
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Hematoxilina y Eosina, para facilitar el estudio histopatológico y la otra, con Ziehl-Neelsen, 

para confirmar la presencia e identidad de la micobacteria. 

- III.6.7.2 Análisis morfométrico 

Las áreas afectadas por el proceso infeccioso se determinaron empleando un analizador 

de imágenes acoplado al microscopio ZIDAS (Zeiss Interactive Digital System). El área 

total de neumonías se calculó como la sumatoria del área ocupada por todas las zonas de 

neumonía observadas en cada corte del pulmón. El porcentaje del área neumónica se 

obtuvo determinando el área total del pulmón y comparándola con el área del tejido 

neumónico (consolidado), en ambos casos, sin considerar el área de espacios muertos 

presentes en el corte, ocupado por los vasos principales y bronquios pulmonares. 

III.6.8. Determinación de la expresión, en pulmón, de los genes IFN-γ, 

TNF-α, iNOS e IL-4, en ratones Balb/c 

- III.6.8.1 Reacción en cadena de la polimerasa en tiempo real 

La técnica de PCR en tiempo real se aplicó para la determinación del ARNm de IFN-γ, 

TNF-α, iNOS e IL-4, en el tejido pulmonar de los ratones retados con M. tuberculosis 

(Hernández-Pando, 1997). El ARN se aisló empleando el mini-Kit RNAsa (Qiagen, USA) y 

siguiendo las instrucciones del fabricante. La calidad y cantidad de ARN se midió 

mediante electroforesis en gel de agarosa. La transcripción reversa de los ARNm se 

realizó empleando 12 µL de ARN, oligo dt y el kit Omniscript (Qiagen, USA). El PCR en 

tiempo real se realizó mediante el sistema 7500 (Applied Biosystems, USA) y Quantitect 

SYBR Green Master Mix Kit (Qiagen, USA) (Flynn y Joel, 2000) y se incluyeron curvas 

estándares de los productos en cada corrida de PCR. Los primers específicos se 

diseñaron usando el programa Primer Express (Applied  Biosystem, USA) 
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GEN CONSTITUTIVO 

 

G3PDH sentido 5´-AGCGAGGAGCAGGTGGAAG–3´ 
antisentido 5´- CATTTCGCTGTCTCCCCAA-3´ 
 

TNF-α sentido 5´-TGTGGCTTCGACCTCTACCTC-3´ 

antisentido 5´- GCCGAGAAAGGCTGCTTG-3´ 

IFN-γ sentido 5´-GGTGACATGAAAATCCTGCAG-3´ 

antisentido 5´- CTCAAACTTGGCAATACTCATGA-3´ 

iNOS sentido 5´-CATTTCGCTGCTCCCCAA-3´ 

antisentido 5´- AGCGAGGAGCAGGTGGAAG-3´ 

IL-4 sentido 5´-AGAAGACTCTGTGCACCGAGTTGA-3´ 

antisentido 5´- TCATGATCGTCTTTAGCCTTT-3´ 

 

Las condiciones de la reacción fueron: 

Desnaturalización inicial a 95ºC por 15 mins, seguido de 40 ciclos a 95ºC por 20 s, 60ºC 

por 20 s y 72ºC por 34 s. La cantidad de ARNm en la muestra se midió de acuerdo al gen 

estándar específico. El número de copias de ARNm de cada citoquina se relacionó con 1 

millón de copias de ARNm del gen G3DPH. 

 

III.6.9 Determinación de la expresión de citoquinas en subpoblaciones linfocitarias de 

interés en pulmón de ratones Balb/c. 

- III.6.9.1Citometría de flujo  

Para estudiar la presencia de células positivas a diferentes citoquinas de importancia 

relevante durante la infección por M. tuberculosis, se tomaron tres pulmones de cada 

grupo, en cada uno de los tiempos evaluados después de la infección. Los pulmones se 

colocaron en 1 mL de medio RPMI (medio 1640) (Sigma, USA) y se les adicionó 4 µL de 

colagenasa Tipo 2 (0,5 mg/mL) (Sigma, USA), incubándose durante 1 hr a 37°C.  El tejido 
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se pasó a través de un tamiz de 70 µm, éste se maceró empleando el émbolo de una 

jeringuilla y repitiendo el proceso hasta que no se observaran restos de tejido y se 

obtuviera una solución homogénea en 1 mL de medio RPMI (medio 1640) (Sigma, USA). 

El macerado se incubó durante 10 mins a 4°C y se centrifugó a 15 000 x g durante 10 

mins a 4°C. Se eliminó el sobrenadante por decantación y los restos de glóbulos rojos se 

lisaron con solución tamponada de lisis. Se centrifugó nuevamente a 15 000 x g durante 

10 mins a 4°C y el botón celular se resuspendió en 1 mL de medio RPMI (medio 1640) 

(Sigma, USA). Se adicionaron 250 000 células por pocillo de cada macerado de pulmón y 

se emplearon diferentes marcadores celulares (CD4, CD8, CD11 y CD11 combinado con 

CD86) todos procedentes de BD Pharmingen, durante 20 mins a 4°C. Cada botón celular 

se lavó dos veces con SSTF/albúmina y se incubó la placa con 150 µL de saponina 

(Sigma, USA), durante 20 mins a 4°C. Se lavó la placa con SSTF/albúmina, se 

adicionaron los marcadores intracelulares y se incubó durante 20 mins a 4°C (IFN-γ para 

CD4, IFN-γ para CD8, TNF-α para CD11 e IL12 para CD11/CD86). Se lavó con 

SSTF/albúmina y se resuspendieron los botones celulares en 100 µL de SSTF. Las 

muestras se analizaron empleando un citómetro Guava Easycyte Mini.  

III.7 Procesamiento estadístico 

Para todos los análisis estadísticos realizados, se utilizó el paquete de programas 

GraphPad Prism v4.00 (GraphPad Software Inc. 2003). La normalidad de los datos se 

comprobó mediante la prueba de Kolmogorov-Smirnov y la homogeneidad de varianza 

mediante la prueba de Barlet. Las diferencias significativas entre las medias se 

determinaron mediante el análisis de comparaciones múltiples, prueba  de Tukey, previa 

comprobación de diferencias entre los grupos mediante un análisis de varianza (ANOVA) 

de clasificación doble. Las diferencias estadísticas se consideraron significativas para 

valores de p<0,05. 
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IV. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

El primer trabajo que demostró la existencia de la IgA, como la principal inmunoglobulina 

de la leche materna humana, fue reportado hace poco más de medio siglo (Hanson, 

1959). A partir de ese momento, la IgA ha sido purificada empleando diferentes métodos 

basados en precipitación con sulfato de amonio (Romero-Piffiguer y Riera, 1979), 

cromatografía de intercambio aniónico (Balint y cols, 1982), cromatografía de afinidad en 

una matriz de jacalina-Sepharosa (Loomes y cols, 1991) y extracción con polietilenglicol 

(Beetham y cols, 1993), por sólo citar algunos. Sin embargo, la matriz de jacalina, por 

ejemplo, a pesar de ser uno de los métodos más eficientes, sólo precipita la subclase 1 de 

la IgAs (Dobos y cols, 1995). Teniendo en cuenta que nuestro objetivo consistía en 

obtener la IgAs total, empleamos una estrategia de purificación combinada utilizando 

cromatografía de intercambio iónico, seguida de cromatografía de exclusión molecular en 

gel filtración, en aras de obtener ambas subclases de IgAs y con el mayor nivel de pureza 

posible, basado en la metodología descrita por Goil y cols, 1998..  

 

IV.1 Purificación de IgAsh a partir de calostro humano e identificación 

IV.1.1 Cromatografía de Intercambio Iónico 

El primer paso dentro de la purificación de la IgAs de calostro humano se empleó 

cromatografía de intercambio aniónico. Como resultado se obtuvieron tres fracciones. Una 

primera fracción eluída con fosfato de sodio 10 mM, pH 7.6, donde la IgAs está cargada 

negativamente y se encuentra fijada fácilmente a la matriz (Fig.6, F1). La segunda 

fracción, obtenida en forma de pico bimodal (Fig.6, F2) se eluyó con fosfato de sodio 100 

mM, pH 6.4. Consideramos probable la presencia de la IgAsh en esta fracción, teniendo 

en cuenta que su punto isoeléctrico es 6.5 (Elkon, 1984), muy similar al pH de la solución 
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tampón empleada para eluir la misma. Además, se obtuvo una fracción tercera y final, que 

pudiera corresponder a otros componentes del calostro (lactosa, lactoferrina, timosina-α) 

(Fig.6, F3).  

  

 
 
 
FIGURA 6. Perfil cromatográfico de la purificación de la IgA a 
partir de calostro humano por cromatografía de intercambio 
aniónico en matriz de DEAE-Sepharosa.  
 
F1, fracción eluida con fosfato de sodio 10 mmol/L, pH7,6 
F2, fracción eluida con fosfato de sodio 100 mmol/L, pH6,4 
F3, fracción eluida con NaCl 1 mol/L. 
 
 

 

 

IV.1.2 Cromatografía de Exclusión Molecular  

Con el objetivo de eliminar posibles restos de otros componentes del calostro que no 

estaban dentro del rango molecular de la IgAsh pero que pudieron haber eluido junto con 

esta en la etapa inicial de purificación, la fracción 2 obtenida en el pico bimodal de la 

cromatografía de intercambio aniónico se aplicó en una cromatografía de exclusión 

molecular en gel filtración, utilizando una columna empacada con Superosa 6 (Fig.7). 

Para la purificación de la IgAsh mediante exclusión molecular se seleccionó una matriz de 

Superosa 6 grado preparativo, teniendo en cuenta que posee un rango de exclusión 

molecular entre 5000 y 5x106 Da y la IgAsh posee un tamaño molecular de 390 kDa 

(Bach, 1982).  
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FIGURA 7. Perfil cromatográfico de la purificación de 
IgAsh por cromatografía de gel filtración en matriz de 
Superose 6. Se aplicaron 500 µL (10 mg), del pico 
bimodal obtenido en cromatografía de intercambio 
aniónico, representando aproximadamente el 0.5 % del 
volumen total de la columna.  
 
F1, F2 y F3, fracciones eluidas con fosfato de sodio 100 
mmol/L, pH6.4. 
. 
 
 
 
 
 

 

En este caso, se eluyeron tres fracciones consistentemente. Teniendo en cuenta el 

tamaño molecular de la IgAsh, consideramos que la misma debe estar incluida en la 

fracción 1, eluida con fosfato de sodio 100 mM, pH 6.4 (Fig.7, F1).  

 

IV.1.3 Identificación de la presencia de IgAsh 

IV.1.3.1 Dot blot 

Para identificar la presencia de la IgAsh en las fracciones obtenidas de la cromatografía 

de exclusión molecular, se aplicaron las mismas en una membrana de nitrocelulosa y 

fueron evaluadas mediante dot blot. 

Al analizar el reconocimiento de las muestras por el conjugado anti-IgAh empleado, se 

observó la presencia de IgAsh visiblemente superior en F1, resultado esperado teniendo 

en cuenta el tamaño molecular de la inmunoglobulina. En esta fracción se obtuvo 

reconocimiento en todas las concentraciones evaluadas desde (20 µg/dot) (Fig.8, F1), lo 

cual demuestra la elevada concentración de la IgAsh en la misma. 
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FIGURA 8. Determinación de la presencia de IgAsh 
en fracciones cromatográficas mediante Dot blot.  
 
F1, F2 y F3, fracciones de los picos de la cromatografía 
de gel filtración. Los carriles representan 
concentraciones decrecientes de las fracciones 
evaluadas  
 
 
 
 
 
 
La presencia de esta Ig en las otras fracciones, pero en una evidente menor proporción, 

puede deberse al hecho de que la IgA suele formar agregados moleculares con otros 

componentes, lo cual incrementa su tamaño molecular y por tanto, posee un patrón de 

elución diferente y más tardío con respecto a la IgAs dimérica no agregada.  

IV.1.3.2  SDS-PAGE 

Las fracciones separadas por exclusión molecular fueron además analizadas mediante 

SDS-PAGE en gel de acrilamida al 12.5 %, bajo condiciones reductoras (Fig.9). Al evaluar 

la fracción 1 se observó la presencia de tres bandas, que por su tamaño molecular, 

pudieran corresponder con los componentes estructurales de la IgAsh (CS, CP y CL) 

(Fig.9A, Carril 3). 
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FIGURA 9. Determinación de la 
presencia de IgAsh en fracciones 
cromatográficas mediante SDS-PAGE. 
Se  muestra el perfil proteico del calostro 
humano y fracciones obtenidas de la 
cromatografía de exclusión molecular, en 
gel de poliacrilamida teñido con Azul 
Coomassie luego de la corrida 
electroforética 
1A, patrón de bajo peso molecular 
(Pharmacia); 2A, 10 µL de calostro 
humano delipidado y descaseinado, 
diluido 1/20; 3A, 10 µL de F1                                                    
1B, patrón de bajo peso molecular 
(Pharmacia); 2B, 10 µL de F2; 3B, 10 µL 
de F3 
 

 
 
Sin embargo, al evaluar las fracciones F2 y F3 aplicadas en el dot blot, sólo se obtuvo la 

presencia de una banda que migró por debajo de los 20 y encima de los 14 kDa, lo cual 

pudiera estar relacionado con algún otro componente del calostro, evidenciándose la no 

presencia de IgAsh en estas muestras (Fig.9B, Carriles 2 y 3).  

El peso molecular real de cada una de las bandas obtenidas en la fracción 1 se determinó 

mediante análisis densitométrico y los resultados se resumen en la Tabla 1.  

 
Tabla 1. Análisis densitométrico de bandas obtenidas de fracción 1 en SDS-PAGE 12.5%. 
 

 
Muestra 

 
RF 

 
PPM práctico 

 
P teórico 

 
Anti-log PPM 

práctico 
 

 
Valor 

Reportado 

CS 0,17 1,860098522 75 ±72,46 75 
CP 0,28 1,751724138 50 ±56,46 50 
CL 0,58 1,456157635 25 ±28,59 25 

 
 

Como se refiere en la Tabla 1, los pesos moleculares reales de cada banda están en 

asociación con los valores reportados para cada uno de los componentes de la IgAsh (75 

kDa para el CS, 50 kDa para la CP y 25 kDa, para la CL). Este resultado es muy similar al 
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reportado en un estudio anterior donde se obtuvo IgAs a partir de calostro humano 

mediante una cromatografía de afinidad en matriz de agarosa-jacalina (Marcet y cols, 

1999).  

 

IV.1.4 Determinación de la presencia de IgG en la muestra de IgAsh purificada 

A pesar de que por la combinación de métodos empleados en la purificación de IgAsh no 

debe aparecer IgG porque posee un punto isoeléctrico de 6.5-8 y un tamaño molecular de 

150 kDa, se evaluó su posible presencia en la fracción de IgAsh purificada. Dicha 

evaluación se realizó para corroborar que en la fracción de IgAsh obtenida no había trazas 

de IgG, lo cual pudiera ser un contaminante que potencialmente afectara la posterior 

demostración de protección sólo por la IgAsh. Para ello se sometió a evaluación la IgAsh 

purificada frente a dos conjugados diferentes (Fig.10).  

 

 
 
FIGURA 10. Determinación de IgG en muestra de 
IgAsh purificada, mediante dot blot. Se aplicó 
como control negativo SSTF (A y B) y como control 
positivo Intacglobin (B). 
 
A, Reconocimiento de muestras por conjugado anti 
IgAh B, Reconocimiento de muestras por conjugado 
anti IgGh  
 
 
 
Al enfrentar la muestra al conjugado anti-IgGh, sólo se observó reconocimiento frente al  

Intacglobin, no detectándose señal alguna en la muestra de IgAsh purificada de calostro 

(Fig.10B). 

Se conoce que el contenido de Igs en el calostro es altamente dependiente de la especie 

animal (Butler y Kehrli, 2005). Por otro lado, en el humano el perfil de Igs en el calostro es 

similar al encontrado en la leche, donde los niveles de IgA son elevados en ambas 
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secreciones, representando de un 88 a un 90% del total de todas las Igs. El calostro 

humano en especial tiene un bajo contenido de IgG (2%) (Pérez y cols, 1980) (ANEXO 2) 

y los niveles requeridos de esta Ig para proveer inmunidad sistémica son transferidos al 

neonato a través de la placenta antes del nacimiento (Hurley y Theil, 2011).  

IV.2 Estudio del reconocimiento de IgAsh frente a antígenos de M. smegmatis, M. 

bovis BCG y M. tuberculosis.  

IV.2.1 Western blot 

Con el objetivo de estudiar la reactividad de la IgAsh purificada frente a Ags específicos de 

micobacterias, la muestra se sometió a análisis mediante western blot. Para esta 

evaluación, se aplicó en gel de poliacrilamida SDS-PAGE 12.5%, un lisado de células 

completas de M. bovis BCG y un lisado de células de M. tuberculosis y posteriormente se 

transfirieron a una membrana de nitrocelulosa. La tira de nitrocelulosa incubada con 

calostro humano, mostró numerosas bandas de reconocimiento frente a los Ags de ambas 

micobacterias, pero con más intensidad frente a M. bovis BCG (Fig.11, 1B y 2B).  

 

FIGURA 11. Reconocimiento de Ags de 
micobacteria por la IgAsh mediante Western 
blot. Los Ags separados por SDS-PAGE fueron 
transferidos a membranas de nitrocelulosa. Una 
membrana fue incubada con calostro humano y 
otra, con IgAsh purificada. Ambas membranas se 
enfrentaron a Ac específico contra IgAh. Se 
muestra el perfil de reconocimiento. 
 
A, Patrón de bajo peso molecular (Pharmacia) 
B, Calostro humano (1/20) 
C, IgA humana (100 µg/mL) 
 
1, lisado de M. bovis BCG (200 µg/mL) 
2, lisado de M. tuberculosis (80 µg/mL) 
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Sin embargo, la tira incubada con la IgAsh purificada, mostró una mayor reactividad frente 

a los Ags de M. bovis BCG y M. tuberculosis, obteniéndose bandas más intensas, aunque 

con un patrón similar de mayor reconocimiento frente a los Ags de M. bovis BCG que 

frente a los de M. tuberculosis y dentro de los primeros, frente a una banda de 45 kDa 

(Fig.11, 1C y 2C). Esta banda de 45 kDa pertenece a un complejo de moléculas 

identificado en M. bovis BCG, de 45 y 47 kDa, el cual se conoce que interactúa con Acs 

presentes en el suero de curieles inmunizados con bacteria viva (Romain y cols, 1993).  

Un efecto similar al mostrado por la tira incubada con IgAsh se obtuvo en un estudio 

previo, al evaluar la reactividad del intacglobin (Olivares y cols, 2009). En ese estudio se 

transfirieron Ags de estas mismas micobacterias, demostrándose un reconocimiento 

mayor frente a los Ags de M. bovis BCG que a los de M. tuberculosis.  

IV.2.2 ELISA  

Adicionalmente, evaluamos la reactividad de la IgAsh purificada de calostro, frente a 

células enteras de M. bovis BCG y de M. smegmatis (Fig.12A y B). Para ello empleamos 

la muestra de IgAsh purificada pura (10 µg/mL) y diluciones doble seriadas a partir de 

1/10 y hasta 1/1280. Los resultados mostraron que la IgAsh tiene una elevada reactividad 

frente a los Ags de M. bovis BCG (1/320) y que esta reactividad es mayor frente a los Ags 

de M. smegmatis (1/640). 

Las vías más probables de sensibilización de la IgAsh frente a los Ags de micobacterias 

pueden ser producto de: 

- la vacunación con BCG, vacuna que se encuentra incluida en el Programa Nacional de 

Inmunizaciones de Cuba. Diferentes estudios han demostrado que la inmunización por vía 

parenteral puede inducir producción de anticuerpos en secreciones. 
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A 

 

B 

FIGURA 12. Reconocimiento de Ags de micobacteria por la IgAsh mediante ELISA indirecto. 
Se emplearon células enteras de Mycobacterium bovis BCG (A) y Mycobacterium smegmatis (B), 
frente a la inmunoglobulina A humana secretora obtenida de un pool de calostro humano. 
 
 

Por ejemplo, Svennerholm y colaboradores evaluaron los niveles de Ac contra LPS de V. 

cholerae en muestras de suero, leche y saliva, de un grupo de mujeres, antes y después 

de la vacunación contra cólera por vía subcutánea. Antes de la inmunización todas las 
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mujeres tenían niveles bajos de Ac IgM y en muchos casos, niveles elevados de IgA 

contra cólera en leche y saliva, indicando una exposición natural temprana. Los resultados 

revelaron elevados títulos de IgA en las secreciones (70% en leche y 45% en saliva), 

indicando que la vacunación contra cólera por vía parenteral puede inducir una respuesta 

local de IgAs (Svennerholm y cols, 1980). Otro estudio evaluó los niveles de Ac en suero y 

mucosa como respuesta a la vacunación con cápsulas de polisacárido de H. influenzae 

tipo b, en niños y adultos. En este caso, todos los sujetos respondieron a la vacunación 

parenteral con un incremento en los niveles de Acs anti-capsulares, sugiriendo que la 

administración parenteral puede inducir respuesta de Ac a nivel mucosal (Pichichero e 

Insel, 1983). Adicionalmente, un estudio realizado en monos inmunizados por vía 

parenteral con una vacuna disentérica de S. sonnei ribosomal y posteriormente retados 

con una cepa virulenta de S. sonnei, mostró que con una sola dosis de inoculación se 

obtiene un considerable incremento en los niveles de IgA, IgG e IgM contra LPS en saliva 

(Dzhikidze y cols, 1988). Kaveh y colaboradores inmunizaron ratones Balb/c con BCG por 

vía intradérmica 6 semanas antes del reto con M. bovis BCG y demostraron que esta 

vacunación induce poblaciones de células T efectoras de memoria a nivel mucosal y 

sistémico en los ratones vacunados (Kaveh y cols, 2011).  

Estudios previos han reportado que el Intacglobin, una fracción con abundantes isotipos 

de Acs, protege contra la infección por M. bovis BCG y M. tuberculosis, probablemente 

debido al reconocimiento de Ags micobacterianos (Olivares y cols, 2006). Adicionalmente, 

se demostró que la vacunación intranasal de ratones con BCGr, induce la expresión de 

elevados niveles de Acs en suero contra Schistosoma haematobium, así como elevados 

niveles de IgA específica mucosal en lavado bronco-alveolar (Kremer y cols, 1998). 

Previo a nuestro trabajo se realizó un estudio donde se evaluó el suero de pacientes con 

enfermedad de Crohn y se demostró una elevada respuesta de IgA frente a M. 
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tuberculosis, M. avium y M. gordonae mediante ELISA. Esta respuesta fue más intensa 

contra el extracto de isopentanol de células completas que frente al extracto de proteínas 

solubles (Wayne y cols, 1992). Otro estudio demostró que pacientes adultos con TB 

tienen respuesta de IgA específica contra Ags glicolipídicos (Julian y cols, 2002) y Miranda 

y colaboradores evidenciaron la reactividad de la IgA frente a Ags aislados luego de la 

sonicación de cepas clínicas de M. tuberculosis, mayoritariamente frente a los Ags de 

naturaleza glicolipídica (Miranda y cols, 2009).  

- el hecho de que la infección con M. tuberculosis tiene una prevalencia elevada en la 

población mundial donde 1/3 de esta se encuentra infectada con el bacilo.  

- la exposición a micobacterias ambientales, cuya entrada al hospedero se produce en 

muchos casos por vía oral, siendo esta reportada como la vía que estimula la producción 

de Acs en el tejido mamario. Se ha sugerido que la exposición a micobacterias 

ambientales no patogénicas puede influir en el curso y desarrollo de la infección por M. 

tuberculosis y M. leprae y que además, puede afectar la eficacia de la vacunación con 

BCG contra la TB pulmonar (Brandt y cols, 2002). Sin embargo, el mecanismo mediante 

el cual las micobacterias ambientales pueden influir sobre la respuesta inmune no ha sido 

identificado. En nuestro país se identificaron 80 cepas pertenecientes a 17 especies de 

micobacterias ambientales (Mederos y cols, 1997). Adicionalmente, se evaluó la 

interacción de M. smegmatis con monocitos modulando su diferenciación en CD y los 

resultados sugieren que la exposición a micobacterias ambientales puede modular la 

diferenciación de CD haciéndolas capaces de migrar hacia órganos linfoides secundarios 

y modular la respuesta inmune adaptativa. Esto puede explicar uno de los mecanismos 

por los cuales las micobacterias ambientales pueden influir en la respuesta inmune frente 

a especies patógenas (Martino y cols, 2005). 

- No es sorprendente la reactividad de la IgAsh, observada en nuestro trabajo, frente a los 
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Ags de M. bovis BCG, M. tuberculosis y M. smegmatis, teniendo en cuenta que el elevado 

y similar reconocimiento podría explicarse por la conservación de los Ags en el género 

Mycobacterium y su amplia reactividad cruzada.  

M. bovis integra, junto a M. tuberculosis, M. microti, M. africanum y M. canneti, el complejo 

M. tuberculosis (Berth, 2008). M. bovis y M. tuberculosis se encuentran altamente 

relacionados a pesar de sus variaciones en cuanto a hospedero preferente, poder 

patogénico, distribución geográfica, epidemiologia y algunas características fisiológicas 

tales como la morfología de las colonias, el patrón de resistencia y la susceptibilidad a 

inhibidores (Berth, 2008). 

Al igual que M. tuberculosis, M. bovis es una micobacteria de crecimiento lento y aunque 

poseen variación en sus componentes de pared celular y proteínas secretadas, ambos 

genomas comparten un 99.95% de homología a nivel nucleotídico (Hsu y cols, 2003). 

Por otro lado, M. smegmatis es una micobacteria saprófita, no patogénica, de rápido 

crecimiento, que no entra a células epiteliales y no persiste en fagocitos profesionales, 

además de que no posee las propiedades patogénicas de M. tuberculosis (Wang y cols, 

2005). Su genoma es aproximadamente 1.7 veces más grande que el de M. tuberculosis y 

se encuentran alejados filogenéticamente en 4 tiempos de generación, lo cual pudiera 

hacer pensar en grandes diferencias en cuanto a su genoma. Sin embargo, un estudio 

previo estudió 901 proteínas del total de 8 968 que posee M. smegmatis y demostró, 

mediante cromatografía multidimensional y espectrometría de masa, que 701 de ellas 

poseen elevada homología con proteínas de M. tuberculosis, representando un 78.7% de 

similitud de secuencia entre ambas especies (Wang y cols, 2005). Adicionalmente, se 

demostró en un trabajo anterior que de los 19 genes de M. tuberculosis relacionados con 

la virulencia de la micobacteria, 12 tienen elevada homología con M. smegmatis, lo cual 

hace de esta especie un modelo ventajoso para estudiar la virulencia de M. tuberculosis 
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(Reyrat y Kahn, 2001). 

No obstante, no hemos encontrado reportes previos sobre el reconocimiento de Ags de 

micobacterias por la IgAs de calostro humano. 

 

IV.3 Estudio de la cinética de distribución de IgAsh en muestras de suero, saliva y 

lavado tráqueo-bronquial, luego de su administración a ratones por vía intranasal. 

La presencia de la IgAsh purificada de calostro en los fluidos biológicos se determinó 

mediante ELISA de captura, luego de su administración por vía intranasal a ratón Balb/c 

(Fig.13).   

Los resultados del estudio mostraron que los niveles de IgAsh presentes en la saliva de 

los animales del grupo IgAsh fueron superiores y estadísticamente significativos con 

FIGURA 13. Distribución de 
IgAsh en fluidos biológicos de 
ratón Balb c. Los fluidos corporales 
fueron colectados 1, 2, 3 y 5 hrs 
después de la inoculación por vía 
intranasal de IgAsh y evaluados 
mediante ELISA de captura. 
 
A, saliva 
B, lavado tráqueo-bronquial 
 
Se muestran la media y 
desviaciones estándar de dos 
mediciones de dos experimentos 
independientes (n=5 cada uno). Las 
diferencias entre la medias se 
evaluaron mediante ANOVA de 
clasificación doble y la prueba de 
Tukey 
 
***p<0.001 
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respecto a los detectados en la saliva de los ratones inoculados con solución salina, 

constatándose este resultado en todos los intervalos de tiempo evaluados (Fig.13A). La 

presencia de IgAsh en el lavado tráqueo-bronquial se determinó en los mismos intervalos 

de tiempo y se observaron niveles estadísticamente significativos en los ratones que 

recibieron el Ac, 2 y 3 hrs posteriores a la inoculación, con respecto a los niveles 

determinados en los ratones del grupo NT (Fig.13B).  

Se determinó la presencia de IgAsh en las muestras de suero de ratón en iguales 

intervalos de tiempo porque nunca antes se había estudiado la distribución de este Ac, 

pero como esperábamos, los resultados no mostraron niveles de la Ig en ninguno de los 

animales y tiempos estudiados (datos no mostrados). Los resultados no son 

sorprendentes debido a que estamos en presencia de un Ac de tipo secretor cuyos niveles 

sólo debían detectarse en las muestras de saliva y lavado tráqueo-bronquial, después de 

su administración por vía intranasal. 

En un estudio previo se evaluó la distribución en fluidos mucosales, de un AcM IgA contra 

la proteína de 16 kDa de M. tuberculosis (TBA61) y se determinó su presencia 1, 3, 6 y 24 

hrs posteriores a la inoculación por vía intranasal (Falero y cols, 2000). Los autores 

reportaron un pico en los niveles de TBA61 en saliva a las 3 hrs de evaluación, con una 

posterior disminución a las 6 hrs. Al analizar los niveles de este AcM en las muestras de 

lavado tráqueo-bronquial, se encontró el mismo patrón que el observado en las muestras 

de saliva.  

Otro estudio más reciente evaluó la presencia de IgGh después de la administración de 

Intacglobin, en muestras de saliva, lavado tráqueo-bronquial y suero 1, 2, 3 y 5 hrs 

posteriores a la inoculación por vía intranasal a ratones Balb/c (Olivares y cols, 2006). La 

presencia de títulos de gammaglobulina en las muestras de saliva fue detectada a partir 

de 1 hr y hasta 2 hrs, descendiendo después de este tiempo hasta hacerse cero al cabo 
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de las 3 hrs posteriores a la inoculación. Sin embargo, los niveles de la gammaglobulina 1 

hr después de la inoculación fueron mayores en lavado tráqueo-bronquial que en saliva, 

con un pico máximo a las 3 hrs y niveles despreciables a las 5 hrs. Correspondiendo con 

nuestros resultados, los autores reportaron que los niveles de gammaglobulina en suero 

fueron nulos en todos los intervalos de tiempo estudiados.  

En nuestro trabajo se evidencia una permanencia de la IgAsh hasta 5 hrs en saliva, 

posteriores a la inoculación por vía intranasal. Debemos tener en cuenta que en los 

estudios previos de biodistribución, se evaluó la presencia de los Acs empleando placas 

de ELISA recubiertas con lisado de células completas de M. bovis BCG. Sin embargo, en 

nuestro caso, la presencia de la IgAsh fue determinada mediante un ELISA de captura, 

recubriendo las placas con anti IgAh obtenido de conejos inmunizados con la IgAsh 

purificada del calostro humano, lo cual confiere una mayor sensibilidad en la detección. 

Adicionalmente, el hecho de que en nuestro estudio la IgAsh haya permanecido más 

tiempo en saliva con respecto a los reportes previos, puede deberse a que en su 

estructura se encuentra el CS. La presencia del CS en la estructura de la IgAs viene dada 

por la unión de la IgA al pIgR, en la membrana basolateral de las células epiteliales. El 

pIgR posee una región extracelular que consiste en 5 dominios (D1-D5) (Norderhaug y 

cols, 1999), los cuales están implicados en la unión de la IgA a este receptor. El CS se 

une a la IgA en su porción Fc (Bonner y cols, 2009) y de esta forma, protege residuos 

susceptibles de degradación por proteasas (Brandtzaeg, 2009). 

El CS se encuentra altamente glicosilado en su estructura con 7 sitios de N-glicosilación y 

los azúcares representan el 25% de su masa molecular (Brandtzaeg, 2009). Un elemento 

importante consiste en que los residuos de carbohidratos del CS son considerados 

responsables del anclaje de la IgAs a la superficie mucosal, debido a que en su estructura 

posee regiones oligosacarídicas similares a las presentes en las mucinas (Royle y cols, 
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2003). Las mucinas son glicoproteínas producidas en el epitelio o glándulas 

submucosales como el mayor constituyente macromolecular del mucus y el responsable 

de la viscosidad del gel mucoso (Royle y cols, 2003). La molécula de IgAs está glicosilada 

en las posiciones conservadas en sus regiones constantes y se ha demostrado que la 

naturaleza y estructura de los carbohidratos afectan su función (Wright y Morrison, 1997).  

La presencia de la IgAs recubriendo las superficies mucosales en el tracto respiratorio es 

garantizada, esencialmente, por la inducción local de respuesta secretora o por la 

administración pasiva de IgA asociada al CS. Phalipon y colaboradores enfatizaron la 

influencia que tiene el ambiente local en la estabilidad del Ac con la IgA como ejemplo, la 

cual es estable en un ambiente estéril como el pulmón en hospederos sanos, pero menos 

estable en el tracto gastrointestinal, donde las enzimas proteolíticas y la flora local 

representan la mayor fuente de proteasas (Phalipon y cols, 2002). Resultados obtenidos 

por Reynolds demuestran que el CS contribuye significativamente a la protección del 

tracto respiratorio debido a su influencia en la localización de la IgAs in vivo, lo cual afecta 

en consecuencia la localización de la bacteria. De esta forma, cuando está presente el 

CS, la IgA aparece asociada a la mucosa nasal y bronquial, sin difundir a los 

compartimentos alveolares. Sin embargo, en ausencia del CS, la IgAs falla en su 

asociación al mucus y a su vez, en la prevención de la infección en el tracto respiratorio 

en ratones, sugiriendo tanto la importancia fisiológica de las interacciones entre las 

mucinas y la IgAs como el papel de los residuos carbohidratos del CS en mantener dicha 

interacción (Reynolds, 1991). 

Estos resultados son consistentes con la localización de la IgAs en la vecindad de la 

mucosa, donde generalmente es atrapada en el mucus, induciendo una respuesta local en 

el tracto respiratorio (Reynolds, 1991). La IgAs, a través de su unión al moco por medio 

del CS, forma un escudo en la interfaz entre las bacterias invasoras y las células 
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epiteliales, lo cual explica su particular eficiencia como mediador de la exclusión inmune. 

 

IV.4 Evaluacion de la capacidad protectora de la administracion de IgAsh por via 

intranasal, en un modelo murino de infeccion intratraqueal con M. tuberculosis. 

Teniendo en cuenta que la IgAsh reconoce Ags de micobacterias y tiene la capacidad de 

permanecer durante varias horas en fluidos biológicos de ratón después de su 

administración por vía intranasal, así como que AcM de IgA contra 16 kDa de M. 

tuberculosis puede modificar el curso de la infección por este patógeno (Reljic y cols, 

2006b), resulta interesante evaluar la capacidad de la IgAsh como candidato profiláctico 

frente a la infección con M. tuberculosis. Para ello se administró la IgAsh por vía intranasal 

y se evaluó la capacidad protectora de esta antes de la infección con M. tuberculosis, así 

como la capacidad protectora de M. tuberculosis preincubado con IgAsh antes del reto, lo 

cual no ha sido explorado previamente.  

En nuestro trabajo se empleó el modelo experimental de TB pulmonar progresiva, 

desarrollado por el Dr. Rogelio Hernández-Pando y colaboradores, caracterizado por el 

uso de animales genéticamente idénticos (cepa Balb/c), los cuales se infectan por la vía 

natural (inyección intratraqueal) con bacterias vivas y virulentas (cepa prototipo H37Rv). 

La dosis de bacterias empleada para infectar a los ratones es elevada, puesto que estos 

animales no son huéspedes naturales de las micobacterias (Hernández-Pando y cols, 

1995). El modelo tiene como principal ventaja que la inyección intratraqueal permite un 

mejor control de la dosis y garantiza que la mayoría, sino es que todas las bacterias, 

realmente se depositen en el pulmón. Estas son ventajas sobre el uso de nebulizadores 

como instrumentos de infección, pues con estos se puede permitir la deglución de las 

bacterias y en consecuencia, la estimulación del tejido linfoide asociado a la mucosa 

digestiva, lo cual seguramente modifica de manera significativa la respuesta inmunológica 
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sistémica (Hernández-Pando y cols, 2004). 

 

IV.4.1 Determinación de la carga bacteriana en el pulmón 

Los resultados indicaron que 1 y 7 días después de la infección con M. tuberculosis, todos 

los grupos evaluados mostraron un comportamiento similar en términos de UFC en las 

muestras de pulmón (Fig.14). Sin embargo, 30 y 60 días posteriores a la infección con M. 

tuberculosis preincubado con IgAsh, los ratones mostraron una disminución 

estadísticamente significativa del número de bacterias en pulmón, comparado con los 

ratones del grupo NT, los cuales  recibieron SS antes del reto con M. tuberculosis 

(p<0.001) (Fig.14) y, a su vez, comparado con el grupo de ratones que recibió la IgAsh 

purificada y después, el reto con la micobacteria por vía intratraqueal (p<0.01) (Fig.14). 

 
FIGURA 14. Determinación de la 
carga bacteriana en pulmones de 
ratones NT y tratados con IgAsh y 
tratados con M. tuberculosis 
preincubado con IgAsh. Los animales 
del grupo NT y los tratados con IgAsh 
fueron retados con M. tuberculosis 
H37Rv por vía intratraqueal 2 hrs 
después de la inoculación. Los animales 
del grupo Preinc recibieron la 
micobacteria preincubada con IgAsh, 4 
hrs antes de ser administrada por vía 
intranasal. Los datos fueron procesados 
como log 10, empleando el Software 
GraphPad Prisma 4. Se muestran la 
media y desviaciones estándar de tres 
mediciones de dos experimentos 
independientes (n=5 cada uno). Las 
diferencias entre la medias se evaluaron 
mediante ANOVA de clasificación doble 
y la prueba de Tukey. 

 
 

Por otro lado, no se obtuvo diferencia significativa en la reducción de la carga bacteriana 

en los pulmones del grupo que recibió la IgAsh comparado con el grupo NT. El hecho de 
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que el grupo que recibió la micobacteria previamente incubada con la IgAsh mostrara una 

disminución significativa con respecto al grupo NT, sugiere que el reconocimiento de los 

Ags de la micobacteria por el Ac inhibe la capacidad invasiva de la bacteria por diferentes 

mecanismos. 

M. tuberculosis, gana acceso al hospedero a través de la mucosa de los alveolos 

pulmonares, de manera que la presencia de Acs específicos en las secreciones 

mucosales puede inhibir la colonización por la micobacteria (Acosta y cols, 2010). 

El modelo de co-administración ha sido empleado por diversos estudios, donde la 

micobacteria ha sido incubada con AcM antes de la administración a ratones. Por sólo 

citar algunos, Teitelbaum y colaboradores evaluaron el posible reconocimiento de un AcM 

murino IgG3 frente a Ags de superficie de M. tuberculosis, así como su capacidad de 

afectar la supervivencia de ratones Balb/c. Como parte del esquema experimental 

empleado, estos autores preincubaron M. tuberculosis con el AcM durante 4 hrs a 

temperatura ambiente, con el objetivo de simular la asociación del Ac con la micobacteria 

en el microambiente pulmonar. Como resultado, los ratones que recibieron la micobacteria 

preincubada con el AcM mostraron una marcada formación de granulomas en las 

secciones histopatológicas de pulmón con respecto a los ratones del grupo control, 

asociado proporcionalmente con el porciento de supervivencia (Teitelbaum y cols, 1998). 

En otros estudios, los efectos benéficos se obtuvieron cuando los AcM fueron 

administrados entre 1-3 hrs antes de la infección o 3 hrs antes y 3 días después de la 

infección (Glatman-Freedman y cols, 2000; Williams y cols, 2004; López y cols, 2009). 

Otro estudio previo reportó el pre-tratamiento de micobacterias patógenas con suero 

inmune de conejo, lo cual demostró que promueve la fagocitosis y facilita la fusión 

lisosomal, pero no induce la muerte del patógeno (Armstrong y Hart, 1975). Por otra parte, 

la activación previa de macrófagos con IFN-γ fue reportada con una función similar 
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(Schaible y cols, 1998). Estos resultados indican que en cierto modo, la incubación de M. 

tuberculosis con Acs, previa a su administración a los ratones, puede afectar la 

internalización de la bacteria y el subsecuente curso intracelular dentro de los macrófagos 

infectados, similar al efecto del IFN-γ sobre los macrófagos.  

Adicionalmente, se han evaluado modelos murinos con deficiencia en la producción de 

Acs, con el objetivo de estudiar el papel de estos en la protección contra las infecciones 

micobacterianas. Un ejemplo importante son los estudios en ratones knockout. Rodríguez 

y colaboradores inmunizaron ratones deficientes en IgA y ratones no deficientes, por vía 

intranasal con PstS-1, Ag de la superficie micobacteriana. Los autores mostraron que los 

ratones deficientes en IgA fueron más susceptibles a la infección con BCG, comparado 

con los ratones no deficientes, revelado por la elevada carga bacteriana en pulmón y 

lavado bronqueo-alveolar. El análisis de citoquinas reveló una reducción en la producción 

de IFN-γ y TNF-α en pulmón de los ratones deficientes, comparado con los ratones no 

deficientes, sugiriendo que la IgA juega un papel importante en la protección contra las 

infecciones por micobacterias en el tracto respiratorio. Estos autores demostraron que los 

ratones deficientes en pIgR son más susceptibles a la infección con BCG que los ratones 

no deficientes inmunizados (Rodríguez y cols, 2005). 

En 1996, Vordermeier y colaboradores desarrollaron un modelo de infección de TB en 

ratones knockout para la cadena µ de IgG. Los órganos de los ratones deficientes e 

infectados con M. tuberculosis tuvieron de 3 a 8 veces mayor número de bacterias viables 

comparado con los procedentes de los ratones no deficientes. Este resultado sugiere que 

las células B están relacionadas con la contención de la infección por TB en ratón 

(Vordemeier y cols, 1996).  

En otra serie de experimentos ha sido evaluado el papel de las células B durante la 

respuesta inmune primaria a la infección con aislamientos clínicos de M. tuberculosis 
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(CDC 1551). Los autores observaron una formación reducida de granulomas en pulmón y 

mayor diseminación de la bacteria, desde el pulmón hacia los órganos periféricos, en 

ratones con genes disruptos de células B (Bosio y cols, 2000). 

La preincubación de la micobacteria con el Ac constituye un modelo artificial en la 

naturaleza pero que permite simular que pasaría en el microambiente pulmonar si a la 

llegada de la micobacteria, existieran suficientes niveles de Ac. La preincubación de M. 

tuberculosis y AcM ha sido empleada para estudiar la distribución y el crecimiento de la 

micobacteria en diferentes órganos. Adicionalmente, se ha visto que el Ac pre-tratado 

puede derivar en diferencias en la respuesta inmune del hospedero a la primera 

exposición con la micobacteria. Estudios previos han mostrado que la presencia de Ac en 

la superficie de la micobacteria influye en la presentación de Ag a células T CD4+ 

(Coughlan y cols, 1996), además de que la opzonización de la micobacteria por el Ac 

puede promover la expresión de citoquinas pro-.inflamatorias en macrófagos (Hussain y 

cols, 2001).  

Este modelo además puede ser empleado como herramienta en el estudio y evaluación 

de la carga bacteriana en órganos y en la supervivencia (Olivares y cols, 2006; Chambers 

y cols, 2004).  

A pesar de todas las ventajas que ofrece este modelo, la preincubación solo es una 

herramienta empleada en nuestro trabajo para demostrar la prueba de concepto acerca 

de que la IgAsh protege frente a la infección experimental con M. tuberculosis. Por tal 

razón, recomendamos evaluar otros esquemas de inmunización para determinar la 

cantidad de Ac necesaria teniendo en cuenta que en la naturaleza los individuos no se 

infectan por via intratraqueal directamente, la micobacteria no entra al hospedero 

preincubada con el Ac y la dosis de infección es muy inferior a la utilizada en nuestro 

estudio. 



83 

 

El hecho de que en nuestros resultados el efecto protector sea evidente a partir de 30 días 

después de la infección, tiempo al cual ya la IgAsh debe haber sido aclarada del sitio de 

administración, sugiere que el Ac puede ejercer su potencial efecto protector, 

probablemente de forma indirecta, mediante la activación de mecanismos de la inmunidad 

mediada por células. Los esfuerzos encaminados a entender la biología de las células B y 

su relación con la TB, han mostrado que estas pueden tener una influencia significativa en 

la producción de citoquinas, contención de los bacilos y progresión inmunopatológica 

durante la infección con M. tuberculosis (Maglione y Chan, 2009). Un posible mecanismo 

propuesto consiste en la acción de las células B sobre los receptores Fcγ, influyendo en la 

maduración de las APC para producir fenotipos de ratones deficientes de genes, retados 

con M. tuberculosis. Sin embargo, este es sólo un mecanismo a través del cual los 

linfocitos B pueden modular la respuesta del hospedero frente a la infección por TB. Se 

han propuesto numerosos mecanismos mediante los cuales los Acs pueden actuar contra 

la TB y estos son resumidos en la Tabla 2 (Glatman-Freedman, 2011 en prensa). 

 

Tabla 2. Mecanismos contra TB mediados por Acs 

- Mecanismos antimicobacterianos directos 
 Neutralización de toxinas 

 Inhibición del crecimiento 

 Mecanismo antimicobacteriano adicional (Opsonización) 
- Mecanismos inmunoreguladores 

 Efectos en la expresión de citoquinas 

 Activación del complemento 

 Promoción de la fusión fagosoma-lisozoma 

 Promoción de la inmunidad mediada por células 

 Activación de la presentación de antígenos 

 Mecanismo inmunoregulador adicional (Mediación en la citotoxicidad celular dependiente 

de Ac) 
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IV.4.2 Estudio morfométrico e histopatológico en pulmón de ratones Balb/c retados con M. 

tuberculosis por vía intratraqueal. 

IV.4.2.1 Estudio morfométrico 

Al analizar los resultados del estudio morfométrico, se observó que a los 30 días de 

evaluación después de la infección, los pulmones de los ratones infectados con M. 

tuberculosis preincubado con IgAsh mostraron un menor por ciento de área neumónica 

que los ratones del grupo NT (p<0.05) (Fig.14 y Fig.15).  

A los 60 días posteriores a la infección, los ratones que recibieron M. tuberculosis 

preincubado con la IgAsh y los ratones que recibieron la IgAsh purificada antes de la 

infección con la micobacteria, mostraron una disminución significativa del por ciento de las 

áreas neumónicas con respecto a los ratones del grupo NT (p<0.001 y p<0.01) (Fig.15), 

respectivamente. 

Este efecto es similar a los resultados obtenidos en un trabajo que evaluó el efecto de la 

administración de un AcM IgA contra la proteína de 16 kDa de M. tuberculosis (TBA61) en 

ratones, frente a la infección por M. tuberculosis, donde se observó una reducción de la 

carga bacteriana y cambios morfométricos e histopatológicos importantes en los pulmones 

de los ratones tratados con esa formulación (López y cols, 2009).  
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FIGURA 15. Determinación del área 
neumónica en pulmones de ratones NT, 
tratados con IgAsh y tratados con M. 
tuberculosis preincubado con IgAsh. Los 
animales de los grupos NT y tratado con IgAsh 
fueron retados con M. tuberculosis H37Rv, por 
vía intratraqueal 2 hrs después de la 
inoculación. El grupo Preinc recibió la 
micobacteria preincuba a 4 hrs antes de su 
adminiatración, por via intratraqueal. El estudio 
morfométrico se realizó empleando 
Microscopio Leica y Sistema Software Leica-
win. Los datos fueron procesados empleando 
el Software GraphPad Prisma 4. Se muestran 
la media y desviaciones estándar de tres 
mediciones de dos experimentos 
independientes (n=5 cada uno). Las diferencias 
entre la medias se evaluaron mediante ANOVA 
de clasificación doble y la prueba de Tukey. 

 
 

La capacidad protectora de los candidatos vacunales contra la infección con M. 

tuberculosis se evalúa determinando el tiempo y por ciento de supervivencia de los 

animales, así como después del sacrificio mediante el análisis de la carga bacteriana y la 

observación de cambios patológicos (Tyagi y Khera, 2004). Se consideran como 

indicadores de protección la reducción de la carga bacteriana en bazo y pulmón y la 

disminución del por ciento de consolidación neumónica en pulmón (determinado por 

estudios histopatológicos y morfométricos) (Tyagi y Khera, 2004). 

A pesar de que la determinación de la carga bacteriana ha sido considerada el marcador 

clásico para evaluar el efecto en la protección frente a la infección, se plantea que no es 

suficiente, por sí sólo, para evaluar el potencial protector frente a la infección por M. 

tuberculosis. Estudios previos reportan la asociación del uso de AcM con la prolongación 

de la supervivencia sin cambios en las UFC, sugiriendo que no es suficiente el uso de 

este parámetro como única medida cuantitativa de la eficacia de los Acs contra la 

infección por micobacterias. Una dicotomía similar entre las UFC y los hallazgos 
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histopatológicos se observó con C. neoformans, donde los Acs prolongaron la sobrevida y 

estimularon la inflamación, pero no afectaron las UFC, al menos en las etapas tempranas 

de la infección (Feldmesser y Casadevall, 1997). Interesantemente el AcM5c11, un IgM 

que reconoce tanto al LAM como al AM, no tuvo efecto sobre la carga bacteriana, pero 

indujo cambios histopatológicos y formación de granulomas en pulmón (Teitelbaum y cols, 

1998). El incremento de sobrevida también se observó al administrar, por vía intravenosa, 

M. bovis preincubado con AcMBS43 a ratones Balb/c, con respecto al grupo control 

(Chambers y cols, 2000). En este caso la sobrevida estuvo asociada con la reducción del 

tamaño de los granulomas y la disminución de áreas de necrosis en pulmón (Chambers y 

cols, 2000). Estos ejemplos demuestran que ciertos Acs, que reconocen epitopes 

asociados a la superficie, son capaces de mediar efectos benéficos en la sobrevida de los 

animales infectados con micobacteria. Es por ello que, además de este análisis, 

realizamos un estudio morfométrico de los cortes de tejido pulmonar, con el objetivo de 

evaluar la presencia de cambios histológicos luego de la administración de la IgAsh, ya 

sea en su forma natural, o previamente incubada con la micobacteria.  

 

IV.4.2.2 Estudio histopatológico 

El análisis histopatológico reveló que los animales del grupo NT manifiestan extensas 

áreas de neumonía que llegan a generalizarse en la mayor parte del tejido pulmonar, al 

cabo de 60 días posteriores a la infección (Fig. 16A). Sin embargo, los animales del grupo 

Preinc, sacrificados 30 días después de la infección con M. tuberculosis, presentan 

formación de granulomas numerosos, mejor formados y aislados, que afectan diferentes 

áreas del parénquima pulmonar, caracterizados por la presencia de abundantes 

macrófagos y focos de necrosis (Fig. 16C). 

De forma similar, se observaron estos focos principalmente en las células que se 



87 

 

encuentran rodeando los alveolos, así como una discreta acumulación de linfocitos y el 

establecimiento de procesos como bronquiectasia y atelectasia, con depósito de fibrina y 

células epitelioides. Los animales que recibieron IgAsh y luego el reto con la micobacteria, 

mostraron una marcada tendencia a la organización del proceso granulomatoso, con 

disminución del área afectada, pero en menor proporción que en los animales del grupo 

Preinc. 

Los animales sacrificados 60 días posteriores a la infección, pertenecientes tanto al grupo 

IgAsh como al grupo Preinc, mostraron extensas áreas de granulomas con focos de 

linfocitos en la periferia y abundante activación de macrófagos (Fig.16 B y D). Sin 

embargo, este efecto fue más marcado en el grupo Preinc, acompañado de una reducción 

más notable de las áreas neumónicas con respecto al grupo NT (p<0.001), (Fig. 16D). 

Los granulomas son estructuras histopatológicamente distintivas de la TB y corresponden 

a un tipo de inflamación crónica producida por la presencia de material poco o no 

biodegradable (Hernández-Pando y cols, 2000). Los mismos están constituidos por el 

acúmulo de linfocitos y macrófagos organizados en estructuras redondas u ovoides de 

límites precisos y se les considera como las estructuras fundamentales para contener a 

las bacterias. Durante la fase temprana de la infección en este modelo experimental, 

específicamente en la segunda semana post-infección, los granulomas empiezan a 

formarse y una semana después alcanzan su máxima madurez (Hernández-Pando y cols, 

1996). Estos granulomas de fase temprana y el infiltrado inflamatorio intersticial y 

perivenular coexistente, están constituidos principalmente por linfocitos TCD4 de tipo 1 

productores de las citoquinas IFN-γ e IL-2 y macrófagos activados productores de TNF-α 

e IL-1 (Hernández-Pando, 1997).  
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FIGURA 16. Microfotografía de pulmones provenientes de ratones Balb/c después de 30 y 60 
días de infeccción intratraqueal con M. tuberculosis H37Rv. Los cortes se tiñeron con 
hematoxilina-eosina y se evaluaron en un analizador de imágenes acoplado a microscopio ZIDAS 
(Zeiss Interactive Digital System).  
 
A, Grupo NT 60 días (10x); sección de pulmón del grupo NT, las flechas indican extensas áreas de 
neumonía generalizada 
B, Grupo IgAsh 60 días (10x); de pulmón del grupo IgAsh la flecha muestra la presencia de 
granuloma 
C, Grupo Preinc 30 días (40x) y D, Grupo Preinc 60 días (40x); secciones de pulmón del grupo 
Preinc, las flechas señalan la presencia de granulomas perfectamente formados, rodeados por una 
arquitectura alveolar característica, así como el aclaramiento de las zonas de neumonía en el tejido 
pulmonar. 
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Reportes de estudios anteriores muestran que, en la fase progresiva de la enfermedad, se 

producen importantes modificaciones inmunológicas que permiten la sobrevida y 

proliferación bacteriana, tales como mayor actividad de los linfocitos Th-2 (con menos 

actividad de los Th-1) y macrófagos desactivados que secretan citoquinas supresoras de 

la inmunidad celular como el TGF. Estas alteraciones inmunológicas permiten que la 

enfermedad progrese generando extensa consolidación neumónica y muerte por 

insuficiencia respiratoria (Hernández-Pando y cols, 2004). Sin embargo, interesantemente 

nuestros resultados muestran una reducción de las áreas neumónicas y un incremento de 

la formación y maduración de los granulomas, 60 días posteriores a la infección, en los 

ratones que recibieron el Ac administrado de forma conjunta con la micobacteria por vía 

intratraqueal. Estos resultados demuestran que el Ac administrado desencadena 

mecanismos a nivel del ambiente pulmonar, que conducen a la contención de la infección 

en los granulomas. 

Las células B han sido descritas como componentes importantes en la inflamación 

granulomatosa en la TB pulmonar, con gran cantidad de estos linfocitos agregados como 

una característica histológica prominente de la infección (González-Juarrero y cols, 2001; 

Ulrichs y cols, 2004; Tsai y cols, 2006;). La ausencia de células B, donde la inmunidad 

óptima se ve comprometida y se manifiesta una exacerbada patología pulmonar sobre la 

infección aguda por M. tuberculosis, conduce paradójicamente a la pérdida de la 

progresión inflamatoria durante la fase crónica de la infección en ratones (Bosio y cols, 

2000). Una posible explicación a esta paradoja consiste en que las células B, funcionan 

de manera dependiente de la fase de infección durante el establecimiento de la TB. Así, 

durante la infección aguda, las células B son requeridas para una óptima respuesta 

granulomatosa y una inmunidad efectiva frente al reto pulmonar con M. tuberculosis. 

Contrariamente, su ausencia, altera la regulación de la formación de granulomas, 
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resultando en un incremento de la inflamación pulmonar como requerimiento para 

contener la infección. En contraste, durante la fase crónica de la infección, donde los 

bacilos persistentes son contenidos, las poblaciones de células B inmunológicamente 

activas promueven la perpetuación de la inmunidad local del hospedero contra M. 

tuberculosis y pueden ayudar en la prevención de la reactivación de la enfermedad. Esta 

perpetuación de la inflamación puede ocurrir, en parte, debida a que las células B actúan 

como APC. Todo lo anterior sugiere que las células B actúan optimizando la defensa del 

hospedero durante la infección aguda y estimulan la respuesta inflamatoria crónica 

durante la infección persistente (Maglione y Chan, 2009).  

Los candidatos vacunales son primero evaluados en ratón y los mejores, son pasados a 

evaluación en curiel. El curiel desarrolla granulomas similares a los formados en el 

humano y es muy susceptible a M. tuberculosis, con una rápida progresión a la 

enfermedad activa y una evolución similar a la observada en humanos. Este modelo es de 

gran importancia para la evaluación de vacunas y según reporta la Comunidad Europea, 

la efectividad de los candidatos en este biomodelo experimental se mide, no sólo por la 

determinación de la carga bacilar, sino también por el nivel de sobrevida y por análisis de 

cambios histopatológicos (McShane y Williams, 2010; Williams y cols, 2005).  

Muchas de las vacunas usadas en humanos, (dígase inactivadas, vivas atenuadas y de 

subunidades), proveen protección mediante la estimulación de la respuesta inmune 

humoral (Robbins y cols, 1996) y la respuesta de Ac es usada como medidor de 

inmunogenicidad de las vacunas. Algunos ejemplos de vacunas antibacterianas que 

inducen respuesta de Ac son las vacunas de subunidades de polisacáridos. Estos 

incluyen la vacuna de Haemophilus influenzae tipo B, la vacuna de Streptococcus 

pneumoniae y la vacuna conjugada de meningococo serogrupo C (Marchant y Kumar, 

2002; Trotter y cols, 2002). Estos polisacáridos estimulan respuesta inmune humoral 
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independiente de células T (Lesinski y Westerink, 2001), mediante la producción de IgM e 

IgG. Por otro lado, Salmonella typhi resulta un modelo interesante de patógeno intracelular 

facultativo contra el cual la protección es provista por respuesta de Ac, resultante de la 

inmunización con una vacuna conjugada de polisacárido. 

Uno de los principales argumentos en contra del rol de los Acs en la defensa del 

hospedero contra M. tuberculosis ha sido que los patógenos intracelulares no son 

reconocidos por Acs. Sin embargo, los patógenos intracelulares son encontrados en el 

espacio extracelular antes de entrar a las células y algunos Acs pueden ejercer y/o mediar 

efectos biológicos dentro de las células (Glatman-Freedman y Casadevall, 1998). 

Adicionalmente, ha sido demostrada la relevancia de la IgA mucosal en la protección 

contra infecciones micobacterianas usando ratones deficientes de IgA y de pIgR. Este 

estudio demostró que los ratones deficientes fueron más susceptibles a las infecciones 

micobacterianas en el tracto respiratorio y mostraron una reducción en la producción de 

factores pro-inflamatorios y protectores tales como IFN-γ y TNF-α en pulmón. Los posibles 

mecanismos para tratar de explicar la defectuosa respuesta pro-inflamatoria en pulmón de 

ratones deficientes pudieran involucrar señales defectuosas mediante el receptor Fc o 

receptores homólogos, lo cual puede conducir a una inadecuada activación de 

macrófagos en pulmón. Además, esto puede resultar subsecuentemente en una inducción 

y producción sub-óptimas de citoquinas y quimioquinas importantes para la atracción y 

migración de células hacia el sitio de infección (Tjarnlond, 2007). 

La IgAsh es estructural y funcionalmente liberada por el ambiente mucosal, con la 

capacidad de neutralizar Ags y virus, promover la aglutinación, facilitar la exclusión de Ags 

y prevenir la adherencia de patógenos a las superficies del epitelio mucosal (Brandtzaeg, 

2009). La capacidad de aglutinar y neutralizar virus de la IgAp y de la IgAs es superior al 

mostrado por la IgAm (Berdoz y Corthesy, 2004). La IgAs puede promover la muerte de la 
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bacteria y de otros Ags de la superficie mucosal debido a sus propiedades mucofílicas por 

la unión al CS (Phalipon y Corthesy, 2003), debido a que facilita el aclaramiento de los 

complejos inmunes por movimiento de los cilios respiratorios y la peristalsis intestinal.  

La interacción entre la bacteria opsonizada y la membrana fagosomal puede tener 

influencia negativa en la supervivencia bacteriana, si se considera que la aposición 

cerrada con la membrana fagosomal es importante para el desarrollo de la capacidad de 

M. tuberculosis de inhibir la maduración fagosomal y la fusión de este con el lisosoma 

(Reljic y cols, 2006a). Se ha propuesto que la acción de la IgAsh puede involucrar una 

serie de mecanismos, entre los cuales se encuentra la ADCC (Tagliabue y cols, 1984) y la 

estimulación de las APC, requerida para la activación de células T (Arulanandam y cols, 

2001). 

La infección por TB se transmite por vía mucosal mediante la inhalación de pequeñas 

gotas dentro de los alveolos pulmonares. Por esta razón, es de esperar que los Acs de 

tipo IgA, de alta afinidad y producidos por el hospedero infectado, puedan encontrar la 

infección incipiente en las 2 ó 3 semanas posteriores a la infección. Este tiempo se 

propone en base a la necesidad de las células B de reactivarse bajo la maduración y 

cambio de isotipos que ocurre dentro de los centros germinales y la subsecuente 

transcitosis de la IgAp a los sitios mucosales, conteniendo así la infección. Al mismo 

tiempo, la multiplicación bacilar ocurre y la mayoría de los bacilos muy probablemente 

permanezcan en el ambiente intracelular, generalmente, dentro de macrófagos infectados, 

evadiendo así la acción de la IgA. Esto puede constituir, en parte, la explicación para la 

pérdida de evidencias acerca del rol protector que puede desempeñar la IgA durante la 

infección primaria por TB, tanto en humanos como en modelos experimentales. Por otro 

lado, los niveles de Ac IgA han sido asociados con la protección contra la lepra (Cree y 

cols, 1988). La vacunación con BCG también induce una respuesta sustancial de IgA y se 
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ha reportado que ratones deficientes de IgA son menos capaces de controlar la infección 

por BCG, a pesar de la parcial compensación por el incremento de la respuesta IgM 

específica (Rodríguez y cols, 2005). LAM aparece como el mayor blanco antigénico para 

la respuesta de IgA, seguido de la vacunación oral con BCG (Brown y cols, 2003), sin 

embargo, el papel protector de la IgA inducida por el BCG en la protección contra M. 

tuberculosis, no se conoce a profundidad.  

En nuestro caso, la IgAsh mostró capacidad protectora por si sola mediante reducción del 

área neumónica y al ser administrada de forma preincubada con la micobacteria, 

mediante reducción de la carga bacteriana y del área neumónica, asociado a la formación 

de granulomas numerosos y organizados. Los resultados obtenidos en nuestro trabajo 

sugieren que el efecto protector de la IgA no se basa sólo en su interacción con el 

receptor CD89 (FcαR1), sino que deben existir otros receptores no descritos aun y 

mecanismos no dependientes de especie que estimulen la eliminación de la micobacteria 

quizás por el mecanismo de exclusión inmune. Evidentemente, a pesar de la distancia 

entre las especies de ratón y el humano, existe algún mecanismo que sobrepasa esta 

barrera y que aun no está descrito. El ejemplo más evidente de reconocimiento de 

anticuerpos murinos en el humano es el uso de AcM obtenidos en ratón y empleados en 

el humano para el tratamiento de rechazo de órganos. Tal es el caso del OKT-3, un AcM 

producido en ratón de isotipo IgG2a que reconoce la molécula CD3 que se encuentra en 

la superficie de linfocitos T y que es usado como droga inmunosupresora en el trasplante 

de órganos, tanto para prevenir el rechazo en pacientes de alto riesgo como para tratar el 

rechazo grave resistente al tratamiento habitual (Schroeder y cols, 1994).  
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IV.4.3 Determinación de la expresión, en pulmón, de los genes IFN-γ, TNF-α, iNOS e IL-4, 

en ratones Balb/c  

IV.4.3.1 Reacción en cadena de la polimerasa 

Con el objetivo de determinar la expresión de citoquinas en los pulmones de ratones 

infectados con M. tuberculosis, evaluamos la presencia de estas moléculas en pulmón 

mediante PCR en tiempo real. En este caso se evaluó la expresión de iNOS, TNF-α, IFN-γ 

e IL-4.  

Todos los grupos mostraron una expresión basal de las citoquinas estudiadas durante los 

primeros 7 días después de la infección con M. tuberculosis (Fig.17). Sin embargo, a los 

30 días posteriores a la infección, los ratones que recibieron M. tuberculosis preincubado 

con la IgAsh mostraron una expresión estadísticamente significativa de iNOS, con 

respecto a la expresión de esta citoquina en pulmón de los ratones del grupo NT y los que 

recibieron la IgAsh antes de la infección con la micobacteria (Fig.17A).  

En la evaluación de la expresión de IFN, TNF e IL-4 no se observaron diferencias 

significativas entre los grupos en ninguno de los intervalos de tiempo evaluados, sin 

embargo, es evidente la tendencia al aumento en la expresión de TNF 30 días después de 

la infección con M. tuberculosis, en el grupo que recibió la IgAsh preincubada con la 

micobacteria. En contraste, esta tendencia se ve reflejada en el grupo que recibió la IgAsh 

previo a la infección con la micobacteria, 30 días después del reto con M. tuberculosis, 

para IFN e IL-4. 
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FIGURA 17. Análisis de la expresión de citoquinas mediante PCR en tiempo real. Se evalúan 
células de pulmón aisladas de ratón Balb/c a los días 1, 7 y 30, después de la infección con M. 
tuberculosis H37Rv por vía intratraqueal. Los datos fueron procesados empleando el Software 
GraphPad Prism 4. A, iNOS; B, TNF-α; C, IFN-γ; D, IL4.  
Se muestran la media y desviaciones estándar de tres mediciones de dos experimentos 
independientes (n=5 cada uno). Las diferencias entre la medias se evaluaron mediante ANOVA de 
clasificación doble y la prueba de Tukey. 
 
 
La expresión de iNOS ocurre como consecuencia de la activación de macrófagos y para 

que ocurra dicha activación es necesaria la fusión del fagosoma con el lisosoma dentro 

del macrófago alveolar. Al parecer, en este caso la IgAsh del grupo preincubado debe 

estar recubriendo la superficie de la micobacteria y favoreciendo la entrada de esta al 

macrófago, mediante una ruta donde si se favorece la fusión del fagosoma y el lisosoma, 

similar al mecanismo propuesto por Reljic y cols 2006. En contraste, en el grupo NT y el 
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grupo IgAsh no se obtuvo expresión significativa de iNOS. Estos resultados sugieren que 

la activación de los macrófagos en estos grupos fue más tardía, como ocurre durante la 

infección natural, donde la micobacteria es reconocida por receptor de complemento y 

principalmente por receptor de manosa, a través de  los cuales la micobacteria logra 

interferir sobre la fusión fago-lisosomal y en consecuencia replicarse y persistir 

intracelularmente (Pasquinelli, 2008). 

Los macrófagos murinos ejercen un potente rol antimicobacteriano mediante la producción 

de ON bajo la acción de la isoforma inducible de la enzima iNOS y en respuesta a 

moléculas derivadas de patógenos. La producción de ON es regulada por el balance entre 

citoquinas de tipo Th1 estimulatorias (INF-γ, IL-1B y TNF-α) y citoquinas de tipo Th2 

inhibitorias (IL-4, IL-10, IL-13 y TGF-β) (Yang y cols, 2009). Si el balance entre las 

citoquinas estimulatorias e inhibitorias se pierde, la producción de ON en respuesta a las 

infecciones por micobacterias puede ser inadecuadamente alta o baja y resultar en la 

diseminación del daño tisular o en la no capacidad de aclarar la infección (Yang y cols, 

2009).  

La iNOS genera la producción de ON, el cual reacciona con los radicales libres de 

oxígeno que también son producidos en gran cantidad y al mismo tiempo induce la 

producción de peroxinitrilos, compuestos muy inestables que se asocian rápidamente a 

diferentes constituyentes bioquímicos celulares y entre estos uno de los blancos 

principales son las proteínas (en particular el aminoácido tirosina) (Kwon, 1998). Como 

consecuencia de esta asociación, las proteínas nitrosiladas experimentan cambios 

conformacionales con pérdida irreversible de sus funciones, lo cual contribuye a la muerte 

celular, asociada con alteraciones de la arquitectura del sistema vesicular en las células 

del hospedero (Hernández-Pando y cols, 2001). 

El papel protector de los intermediarios reactivos del nitrógeno contra la infección por M. 
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tuberculosis ha sido bien establecido en diferentes modelos de TB experimental en ratón, 

empleando cepas de laboratorio. Scanga y colaboradores demostraron que ratones 

deficientes de iNOS son mucho más susceptibles que los ratones de no deficientes, a los 

diferentes aislados clínicos de M. tuberculosis, observándose que el nivel de replicación 

de la micobacteria en los órganos fue superior en los ratones deficientes. Esto refuerza el 

hecho de que los intermediarios reactivos del nitrógeno son requeridos para el control de 

la infección por M. tuberculosis en el modelo murino, al ser retados tanto por vía 

endovenosa como por vía aerógena (Scanga y cols, 2001).  

Shah y Nathan reportaron que ratones mutantes con pérdida de los genes que codifican 

para IFN-γ e iNOS, sufren manifestaciones de TB exacerbadas. Estos mutantes fallaron 

en el control del crecimiento de cepas virulentas de M. tuberculosis en pulmón, trayendo 

como resultado la muerte en las 2-4 semanas posteriores a la infección (Shah y Nathan, 

1997). Estos hallazgos in vivo son consistentes con estudios in vitro que sugieren un rol 

central de iNOS en el control de la TB (Flesch y Kaufmann, 1991).  

Otro estudio evaluó el papel del ON en el control de la infección por M. tuberculosis en 

pulmón, mediante el uso de bajas dosis de infección por aerosol en el modelo de ratón. 

Los autores demostraron que aunque el IFN-γ es imprescindible en el control temprano 

del crecimiento micobacteriano en pulmón, este control no es completamente dependiente 

de la expresión del gen iNOS. La ausencia de iNOS en pulmón, sin embargo, resultó en 

un incremento de células polimorfonucleares y necrosis eventual en los granulomas 

pulmonares de los ratones infectados y carentes del gen de iNOS2 (Cooper y cols, 2000). 

Un estudio más reciente reportó que ratones knockout para el gen de iNOS e infectados 

con M. tuberculosis, desarrollaron serias manifestaciones clínicas y lesiones 

granulomatosas conteniendo bacilos en las meninges, lo cual estuvo ausente en los 

ratones no deficientes (Olin y cols, 2008). 
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Diferentes estudios ejemplifican las causas de la inhibición de iNOS en MA humanos, lo 

cual se traduce en una actividad antimicobacteriana reducida (Nozaki y cols, 1997). Este 

efecto se ha visto en pacientes con TB activa que exhalan abundante ON (Wang y cols, 

1998) y en la detección de células productoras de ON en biopsias de granulomas de 

pacientes con TB (Schon y cols, 2004). 

IV.4.4 Determinación de la expresión de citoquinas en subpoblaciones linfocitarias de 

interés, en pulmón de ratones Balb/c. 

IV.4.4.1 Citometría de flujo 

Los pulmones de los ratones, tanto del grupo NT que recibió SS, como de los grupos 

IgAsh y Preinc, mostraron niveles basales de células CD4 y CD8 que expresan IFN-γ 

(Fig.18A y B), así como de células CD11 expresando TNF-α (Fig.18C), y células 

CD11/CD86 expresando IL12 (Fig.18D), desde 1 y hasta 60 días después de la infección 

con la micobacteria.  



99 

 

 

       

                                 A                                                                             B            

     

                                C                                                                                D 

FIGURA 18. Análisis de la expresión de citoquinas, mediante citometría de flujo. Se evalúan 
células de pulmón aisladas de ratón Balb/c a los días 1, 7, 30 y 60, después de la infección con M. 
tuberculosis H37Rv por vía intratraqueal. Los datos fueron procesados empleando el Software 
GraphPad Prisma 4. A, CD4 IFN-γ; B, CD8 IFN-γ; C, CD11 TNF-α; D, CD11/CD86 IL12. 
Se muestran la media y desviaciones estándar de tres mediciones de dos experimentos 
independientes (n=5 cada uno). Las diferencias entre la medias se evaluaron mediante ANOVA de 
clasificación doble y la prueba de Tukey. 
 

El hecho de que no se hayan encontrado niveles significativos de expresión de células 

marcadas con ninguna de las citoquinas en estudio, puede deberse a que en nuestro 

estudio se están midiendo dos efectos solapados, la administración de la IgAsh y la 

infección con M. tuberculosis, porque todos los animales, incluyendo los del grupo NT, 

fueron retados con la micobacteria. Por tal razón, el poder de discriminación no es muy 



100 

 

bueno, ya que todos los animales tienen una respuesta de base ante la infección con este 

patógeno. 

Adicionalmente, está demostrado que en la TB no existe correlato de protección. 

Numerosos estudios avalan esta afirmación y entre ellos el trabajo desarrollado por 

Mittrucker y cols, quienes demostraron que la producción de IFN-γ en el sitio de infección 

no correlaciona con la protección contra M. tuberculosis, sugiriendo que la expresión de 

citoquina en algunos casos puede ser un marcador de magnitud de la respuesta 

inflamatoria (Mittrucker y cols, 2007). Años más tarde se llevó a cabo un estudio clínico 

donde los resultados indicaron que pacientes con TB tuvieron una elevada respuesta de 

células TCD4+ polifuncionales luego de estimulación toda la noche de sangre con ESAT-6 

y PPD, comparado con individuos sanos que presentaban prueba de tuberculina positiva 

(Sutherland y cols, 2009). Y recientemente, otro estudio confirmó que la frecuencia y el 

perfil de citoquinas de células T específico a micobacteria no correlaciona con la 

protección con TB, indicando que los componentes críticos de la inmunidad contra M. 

tuberculosis, tal como la producción de IFN-γ por células TCD4+ no necesariamente se 

traduce en correlato inmune de protección contra la enfermedad (Kagina y cols, 2010) 

Existen varias razones por las cuales numerosos estudios han medido la producción de 

IFN-γ, y es fundamentalmente debido a que esta citoquina juega un rol clave en la 

activación de macrófagos en pulmón. En ratones donde ha sido delecionado el gen de 

IFN-γ, se demostró que estos son más susceptibles a la infección con M. tuberculosis 

(Cooper  y cols, 1993; Flynn y cols, 1993; Flynn y Chan, 2003). El IFN-γ puede activar 

macrófagos y estos desarrollar mecanismos bactericidas, produciendo grandes 

cantidades de radicales libres de oxígeno y nitrógeno (O’Brien  y cols, 1996; Kaufmann, 

2002; Orme, 2003).  

TNF-α es una citoquina prototípica inflamatoria que contribuye significativamente al 
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desarrollo e inmunopatología en varios estadios de la TB. En un estudio previo, donde se 

usaron dosis bajas de M. tuberculosis para infectar ratones por vía aerogénica, se analizó 

el efecto de la neutralización de TNF en la progresión de la enfermedad durante la TB 

crónica. Los resultados mostraron que la neutralización del TNF conlleva a una marcada 

desorganización en la formación de los granulomas (Chakravarty y cols, 2008). El TNF es 

una citoquina cuyas funciones biológicas fundamentales incluyen la regulación del tráfico 

de células (Sedgwick y cols, 2000) y la respuesta granulomatosa de la micobacteria 

(Algood y cols, 2004; Algood y cols, 2005), jugando un papel esencial en el control de la 

TB en las fases aguda y crónica, así como en la infección por M. bovis BCG en ratones 

(Scanga y cols, 1999). Previamente ha sido demostrado que la neutralización de TNF en 

la fase crónica de la infección tuberculosa resulta en cambios histopatológicos indicativos 

de inflamación en el pulmón de ratones infectados, asociado al incremento de la 

celularidad, metaplasia escamosa y desorden en la formación del granuloma, sugiriendo 

que esta citoquina posee un efecto anti-inflamatorio (Sedgwick y cols, 2000).  

Debido a que los granulomas producidos en la segunda y tercera semana post-infección 

están constituidos predominantemente por células Th-1 y hay una elevada producción de 

IFN-γ que activa a los macrófagos, estimulándolos a producir gran cantidad de iNOS, se 

ha demostrado que los MA y los linfocitos Th-1 son los principales elementos 

inmunológicos que protegen al hospedero en contra del bacilo tuberculoso (Zganiacz y 

cols, 2004). La segunda etapa de la enfermedad en este modelo experimental 

corresponde a la fase avanzada o progresiva, la cual se caracteriza por un incremento en 

el número de bacterias vivas en los pulmones, así como de áreas progresivas de 

consolidación neumónica con focos de necrosis y extensa fibrosis intersticial, que en 

conjunto conducen a la muerte (Soler y cols, 1999). Desde el punto de vista inmunológico, 
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durante esta fase se incrementa significativamente la presencia y actividad de los 

linfocitos T cooperadores de tipo 2 (Th-2) (Wang y cols, 1999), los cuales se caracterizan 

por producir IL 4, 5, 6, 10 y 13. 

IL-4, al igual que la IL-10 y la IL-13, es un eficiente antagonista de las células Th-1. En 

consecuencia, la emergencia de los linfocitos Th-2 durante la fase progresiva de la 

enfermedad puede contrarrestar la actividad protectora de las células Th-1 y desviar la 

inmunidad celular hacia la inmunidad humoral (Wang y cols, 1999). 

Los MA son las primeras células que se infectan ante la presencia de M. tuberculosis y 

son capaces de producir cantidades significativas de citoquinas tipo 1 incluyendo IL12, 

IFN-γ y TNF-α (Wang y cols, 1999). Las citoquinas producidas por los MA tales como IL12 

e IFN-γ, pueden ayudar a la producción de metabolitos reactivos con propiedades 

antimicobacterianas tales como el ON (Xing y cols, 2000). Los bacilos de M. tuberculosis 

tienen la capacidad de prevenir la fusión fago-lisosomal y tomar lugar dentro de los MA. 

Estudios previos han demostrado que los MA pueden ser estimulados por la micobacteria 

para producir IL12, IFN-γ y TNF-α, los cuales pueden conducir a la activación y 

producción de metabolitos reactivos del nitrógeno tales como el ON (Wang y cols, 1999; 

Xing y cols, 2000). Adicionalmente, los MA son componentes celulares críticos del 

granuloma y pueden jugar un importante papel como inmuno-reguladores en la inmunidad 

de tipo 1. Relacionado con lo anterior, se ha propuesto que uno de estos mecanismos 

reguladores está mediado por la expresión de TNF-α producido por dichos macrófagos 

(Zganiacz y cols, 2004). Sin embargo, se cree que los MA son potentes APC y esto 

sugiere su rol directo en la activación de células T naive específicas a M. tuberculosis 

(Soler y cols, 1999).  

Diversos estudios han mostrado la asociación entre la producción de Acs y citoquinas en 
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la protección contra patógenos intracelulares. Los datos acumulados sugieren que las dos 

ramas del sistema inmune, (respuesta inmune humoral y celular), pueden interactuar y de 

esta forma, afectar el curso de la infección por M. tuberculosis. En un modelo diferente de 

infección, el efecto del AcM TBA61 fue extendido por adición de IFN-γ, ambos 

administrados intranasalmente (Reljic y cols, 2006b). En ese estudio, el tratamiento con 

IFN-γ 3 días después al tiempo de la infección, así como 2 y 7 días después del reto con 

M. tuberculosis por vía aerosol, resultó en una extensión del efecto del AcM de IgA en 

términos de reducción de las UFC, perdurando hasta 4 semanas y con disminución en la 

infiltración granulomatosa en pulmón en los ratones. 

Recientemente se demostró que la depleción de citoquina IL-4 en ratones knockout para 

el gen de esta citoquina por Ac neutralizantes reduce el grado de la infección por M. 

tuberculosis manifestado por disminución de las UFC (Buccheri y cols, 2007). Por otra 

parte, la administración del AcM TBA61 y el IFN-γ recombinante por vía intranasal resultó 

en una notable reducción de las UFC (Reljic y cols, 2006b). Se conoce que la 

reconstitución de IL-4, revierte el efecto de la reducción de las UFC y en términos de 

efecto benéfico del AcM de IgA e IFN-γ (Buccheri y cols, 2007). Además, la inmunterapia 

combinada consistente en la administración intranasal de IFN-γ, AcM TBA61 y AcP anti IL-

4 intravenoso, previenen la recaída de la enfermedad en ratones infectados con M. 

tuberculosis y tratados con isoniazida y rifampicina por 4 semanas (comenzando 2 

semanas antes de la infección). Este efecto protectivo fue demostrado en varias cepas de 

ratón (Buccheri y cols, 2009).  

No todos los isotipos de Acs están involucrados en la activación de Th1 mediante el FcR. 

Sólo IgG2a e IgA, asociados a la inmunidad mediada por células, pueden potenciar este 

tipo de respuesta (Moore y cols, 2002; Moore y cols, 2003). Resultados previos 

relacionados con el hecho de que la IgA y las CD están involucradas en la activación de 
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células T mediante el FcR, demostraron que el FcRα (CD89) funcional es expresado en 

las CD mucosales y su unión cruzada indujo internalización del receptor y secreción de 

citoquinas (Geissmann y cols, 2001). Esto sugiere un rol significativo en la detección y 

presentación de Ags en el epitelio mucosal que incrementa la activación de células T. 

Además, el requerimiento de IgA para el control de la influenza en ratones es también 

relacionado con el manejo de Ags y la presentación para la activación de células T 

(Geissmann y cols, 2001).
 La internalización de Ags mediante el FcR de CD es más 

eficientemente presentado por el MHC para la activación de células T CD4 y CD8 que los 

Ags internalizados en la fase fluido (Regnault y cols, 1999).   

Los resultados obtenidos con este trabajo soportan el creciente interés en evaluar el rol de 

los Acs en el control de las infecciones micobacterianas intracelulares y particularmente, 

explorar la protección que puede conferir el isotipo IgA en este sentido.  

Basado en la capacidad protectora demostrada en este modelo experimental por la IgAsh 

frente a la infección con M. tuberculosis, resulta interesante evaluar un esquema de reto 

similar en ratones desnudos, teniendo en cuenta que dicho biomodelo consiste en ratones 

inmunocomprometidos que carecen de un timo funcional y sería ideal para estudiar el 

mecanismo mediante el cual el Ac ejerce su efecto protector. Los ratones desnudos tienen 

un complemento normal de linfocitos B dependientes de la medula ósea y por lo tanto, son 

considerados una herramienta excelente para estudiar las funciones de las células B 

(Carbone y Maschi, 2006). 

Adicionalmente, sería de gran utilidad estudiar el efecto terapéutico de la IgAsh frente a la 

infección con M. tuberculosis. En la actualidad la terapia antituberculosa está muy lejos de 

ser la ideal porque requiere de la combinación de múltiples drogas y su administración por 

prolongados períodos de tiempo (Roy y cols, 2007). Otro elemento importante consiste en 

el hecho de que la terapia aplicada en estos momentos sólo tiene éxito en eliminar las 
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bacterias activamente replicativas, sin embargo, las poblaciones de bacilos latentes o de 

ciclos replicativos lentos requieren terapias de mayor duración (Grange, 1992). A pesar del 

dogma existente sobre el papel que pueden desempeñar los anticuerpos se ha visto que 

estas moléculas pueden jugar un papel protector frente a la infección con M. tuberculosis 

así como tener acceso a la bacteria en diferentes situaciones (durante la infección inicial, 

dentro de los granulomas tempranos donde la bacteria puede ser localizada en el espacio 

extracelular y durante la muerte de las células infectadas). Aunque en nuestro trabajo se 

demuestra el efecto profiláctico de la IgAsh frente a la infección con M. tuberculosis, no se 

puede descartar que la IgAsh tenga efecto terapéutico después de observar el efecto 

sobre la expresión de iNOS y la formación de granulomas. Quizás el elemento de mayor 

importancia en la evaluación del efecto terapéutico de la IgAsh frente a la infección con M. 

tuberculosis pudiera ser su aplicación de forma conjunta con el tratamiento convencional y 

sobre todo, en caso de cepas MDR. No obstante no se puede obviar la posibilidad de su 

uso en la TB latente, de lo cual hay algunos resultados de nuestro laboratorio con el uso 

de AcM de tipo IgA contra la proteína 16 kDa de M. tuberculosis donde se observó 

protección (resultados no publicados). Adicionalmente, otra aplicación importante puede 

ser el desarrollo de vacunas que estimulen la producción de Ac de tipo secretor que 

puedan proteger frente a la TB. 

Nuestros resultados demuestran, por primera vez, el efecto profiláctico de la 

administración intranasal de la IgAs obtenida de calostro humano, en un modelo de 

infección intratraqueal con M. tuberculosis en ratón Balb/c. Además, se demuestra por 

primera vez, que la incubación previa de M. tuberculosis con IgAsh puede inhibir el 

potencial infectivo de la micobacteria. 
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V. CONCLUSIONES 

 

1. La combinación de cromatografía de intercambio aniónico y exclusión molecular en 

gel filtración es una estrategia adecuada para la obtención de IgA de tipo secretora 

a partir de calostro humano.  

2. La IgAsh contenida en el calostro es capaz de reconocer antígenos de M. 

smegmatis, M. bovis BCG y M. tuberculosis, lo cual puede deberse 

fundamentalmente a la vacunación con BCG y a la exposición a M. tuberculosis y 

micobacterias ambientales.  

3. La IgAsh permanece en fluidos biológicos de ratón Balb/c varias horas después de 

su administración por vía intranasal, lo cual puede estar relacionado con la 

presencia del componente secretor en su estructura. 

4. La administración por vía intranasal de IgAsh mostró evidencias de protección en 

el modelo de infección intratraqueal con M. tuberculosis en ratón Balb/c, basado en 

una reducción significativa del área neumónica en el tejido pulmonar.  

5. La IgAsh induce un efecto protector, cuando es preincubada con M. tuberculosis 

previo a su administración por vía intratraqueal a ratones, lo cual se evidenció en 

la disminución de la carga bacteriana, del área neumónica y en el aumento de la 

expresión de iNOS en el tejido pulmonar.  
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VI. RECOMENDACIONES 

 

1. Continuar los estudios del patrón de reconocimiento de la IgAsh contra antígenos y 

epitopes de M. tuberculosis.  

2. Evaluar la capacidad protectora de la IgAsh frente a la infección por M. 

tuberculosis, al ser administrada por vía intranasal a ratones desnudos.  

3. Evaluar otros esquemas de administración (dosis y cantidad de inóculo) que 

permitan continuar el estudio de los posibles mecanismos mediante los cuales la 

IgAsh ejerce un efecto protector frente a la infección por M. tuberculosis en 

pulmón. 

4. Evaluar la capacidad protectora de la coadministración de formulaciones de IgAsh 

e IgGh, frente a la infección experimental con M. tuberculosis en ratón Balb/c. 

5. Evaluar el potencial terapéutico de la administración intranasal de la IgAsh, frente 

a la infección con M. tuberculosis en el modelo de ratón.  
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ANEXO 1. Receptores de IgA: expresión, distribución tisular, especificidad de unión y 

funciones 

Tomado de Reljic y cols, 2006. Tuberculosis 86(3-4):179-190. 

 
Nombre del 

Receptor 

 
H-

humano 
R- Ratón 

 

 
Tipo 

Celular 

 
Unión a 
isotipo 

 
Función 

 
Referencia 

FcaR, CD89 
 

H Mieloides 
 

IgA1, 
IgA2 

 

Fagocitosis, 
activación 
celular, ADCC 
 

Monteiro et 
al., 2003 
 

pIgR  
 

H, R 
 

Epiteliales 
 

IgAp 
 

Transcitosis en 
células 
epiteliales 
 

Mestecky et 
al., 1991 
 

ASGPR 
(asikaloglucoproteína)  
 

H >R 
 

Hepatocitos 
 

IgA2 
 

Aclaramiento 
de IgA sérica 
 

Stockert et 
al., 1982 
 

Fcα/mR  
 

H, R 
 

B, mieloides 
 

IgM, IgA 
 

Fagocitosis 
 

Shibuya et 
al., 2000 
 

Transferrina CD71 
 

H, R 
 

B, 
mesangiales 

 

IgA1 
 

Unión de 
inmuno-
complejos  
 

Moura et al., 
2001 
 

Gal-3/Mac - 2 
 

H, R 
 

Macrófagos 
 

IgA, IgE 
 

Biogénesis del 
fagosoma? 
 

Reljic et al., 
2004 
 

Receptor células M R Epiteliales M Mouse 
sIgA 

hIgA2 

Transcitosis a 
GALT 
 

Mantis et al., 
2002 
 

ß 1,4 - galactosil  
transferasa  
 

H, R 
 

Linfocitos, 
mieloides 

 

IgA, IgM, 
IgG 

 

Internalización 
de inmuno-
complejos? 
 

Tomana et 
al., 1993 
 

Receptor células T 
 

R 
 

Epitelial T IgA 
 

Desconocida 
 

Aicher et al., 
1990 
 

Receptor epitelial 
 

H 
 

Intestinal 
 

mIgA 
 

Desconocida 
 

Kitamura et 
al., 2000 
 

Receptor células NK 
 

H 
 

NK SIgA 
 

Muerte celular 
 

Mota et al., 
2003 
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ANEXO 2. Concentraciones promedio de IgA secretora, IgM e IgG presentes en calostro. 
 

Tomado de Pérez y cols, 1980. Rev Chil Pediatr 51(2):117-120. 
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