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Resumen: El actinomicetoma por Nocardia brasiliensis es una enfermedad 

infecciosa que produce inflamación crónica deformante del tejido afectado. Los 

macrófagos son una de las principales células encargadas de la eliminación de este 

patógeno; existen dos fenotipos de activación de macrófagos; los clásicos o M1 y 

los alternativos o M2. Se ha descrito que en el actinomicetoma predomina un 

ambiente local de células M2, sin embargo, se desconoce si el patógeno es capaz 

de modular el estado de activación de los macrófagos más allá del sitio de la 

infección; por lo tanto, se evaluó el fenotipo M1 y M2 en macrófagos peritoneales.   

Objetivo: Evaluar los niveles de expresión de genes asociados al perfil M1/M2 en 

macrófagos peritoneales obtenidos de ratones con actinomicetoma por Nocardia 

brasiliensis. 

Material y Métodos: Se infectaron 15 ratones BALB/C con una suspensión de 

Nocardia brasiliensis en el cojinete plantar del miembro posterior izquierdo. Se 

evaluó la evolución clínica posterior a la infección (día 5, 15 y 45) a través de la 

medición de la inflamación del sitió de la lesión, así como la capacidad fagocítica de 

los macrófagos peritoneales por citometría de flujo y la expresión de genes 

asociados al perfil de macrófagos M1/M2 por RT-qPCR.  

Resultados y conclusión: En el grupo de ratones que desarrollaron 

actinomicetoma, se observó inflamación aguda que disminuyó al día 21, sin 

embargo, a partir del día 28 se incrementó la inflamación macroscópica que se 

mantuvo hasta el día 45; la capacidad fagocítica de macrófagos peritoneales no 

mostró diferencias significativas respecto al grupo control. Los macrófagos 

peritoneales provenientes de ratones con actinomicetoma no expresan genes TNFA 

y CD206 asociados al fenotipo M1/M2 respectivamente. 



 
 
 

     XII 
 

 

 

 

 



 
 
 

     1 
 

CAPITULO 1 

INTRODUCCIÓN 

1.1 Micetoma: 

El micetoma es una enfermedad infecciosa granulomatosa crónica, que 

clínicamente se presenta como una inflamación de los tejidos blandos similar a un 

tumor con formación del tracto sinusal o fistula que drena el material purulento que 

contiene los gránulos del agente causal de la enfermedad. El micetoma suele ser el 

resultado de la inoculación traumática del tejido subcutáneo con microorganismos 

presentes en el suelo; se puede clasificar como eumicetoma o actinomicetoma 

dependiendo de si la infección es causada por hongos filamentosos o actinomicetos 

filamentosos aeróbicos, respectivamente (Fahal AH. 2004-2006), (Welsh O. et al., 

2007). 

La inflamación crónica deformante del tejido afectado, que generalmente son las 

extremidades inferiores; ha sido catalogada como una enfermedad tropical 

desatendida. El tratamiento actual es caro y requiere meses o años para 

completarse, la intervención quirúrgica, incluida la amputación, es frecuente. 

Teóricamente, las enfermedades infecciosas producidas por bacterias u hongos 

pueden prevenirse mediante vacunación; sin embargo, no existe una vacuna 

disponible para esta y otras infecciones. 

La característica del tejido afectado en humanos y en ratones es la inflamación 

aguda y crónica caracterizada por un gran número de microabscesos, granulomas, 

con células espumosas, macrófagos, linfocitos y fibrosis alrededor de las micro 

colonias de las bacterias (Salinas-Carmona, 2000).  

Se han propuesto tres aspectos necesarios para que esta infección se establezca: 

la cantidad del inóculo, el estado del sistema inmune del hospedero, y la adaptación 

hormonal. La ocupación del paciente también influye en la presentación de la 

enfermedad, pues es común en personas que trabajan en condiciones 

rudimentarias sin prendas de protección o zapatos en el campo o al aire libre 

(Bonifaz A. et al., 2014). 
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1.2 Agentes causales: 

En México, los actinomicetos representan alrededor del 98% de los casos, 

encontrándose Nocardia brasiliensis en el 86% de las infecciones. (López Martínez 

et al., 1992). La distribución de las bacterias infectantes muestra una fuerte variación 

geográfica. Actinomadura pelletieri es más común en regiones con más 

precipitaciones. Por el contrario, Nocardia brasiliensis y Streptomyces somaliensis 

predominan en áreas secas y desérticas. (Develoux M, 1995). El eumicetoma es 

producido por una variedad de hongos, incluidos los géneros Acremonium, 

Fusarium, Leptosphaeria y Madurella.  

1.3 Distribución geográfica y epidemiología: 

El micetoma es considerado una enfermedad ocupacional que predomina en 

trabajadores rurales de entre 20 a 40 años que habitan en las regiones tropicales y 

subtropicales del mundo. Estas zonas se encuentran ubicadas entre latitudes 15°S 

y 30°N, siendo los países con el mayor índice que presentan esta enfermedad India, 

Yemen y Pakistán, Sudán, Somalia, Mauritania, Senegal. (Welsh O, Vera-Cabrera, 

Salinas-Carmona, 2007).  En el continente americano el micetoma tiene la mayor 

incidencia en Venezuela y México, pero se puede encontrar en casi cualquier país 

de Centro y Sudamérica (López Martínez et al., 1992).  

En México hasta 2012, se han registrado 3,933 casos en los últimos 54 años. El 

75.6% corresponde a hombres mientras que el 24.4% se da en mujeres. El 75.72% 

de los casos documentados se presentan en adultos de entre 16-50 años. El grupo 

laboral predominante son campesinos (58.41%), seguido de amas de casa 

(21.79%), ver figura 1. Los estados con mayor prevalencia son: Jalisco, Morelos, 

Nuevo León, Guerrero, Veracruz y Michoacán como se observa en la figura 2. El 

actinomicetoma tiene una frecuencia de 96.52% y el principal agente etiológico es 

Nocardia brasiliensis (65.58%).  

 

 



 
 
 

     3 
 

 

Figura 1. Ocupación laboral en 3,123 casos en México. (López-Martínez et al., 

2013). 

 

Figura 2. Distribución geográfica de 3,933 casos de micetoma en México.                                                    

(López-Martínez et al., 2013). 
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1.4 Nocardia brasiliensis: 

Nocardia brasiliensis es una bacteria gram positiva inmóvil e intracelular la cual está 

clasificada como un actinomiceto aeróbico saprófito del suelo; ésta fue previamente 

considerada como un hongo debido a sus hifas aéreas, que se consideraron una 

característica fúngica, sin embargo, la presencia de peptidoglicano, lípidos de la 

pared celular y la ausencia de quitina ayudaron a definir su naturaleza bacteriana. 

Los libros de micología médica incluyen el micetoma producido por esta bacteria 

debido a sus similitudes clínicas con los micetomas producidos por especies de 

hongos. (Salinas-Carmona, 2000) 

Los hallazgos histopatológicos en las lesiones de actinomicetoma humano 

producidos por Nocardia brasiliensis son idénticos a los inducidos en ratones 

experimentales; el aspecto macroscópico también es muy parecido. De tres a 5 días 

después de infectar a un ratón en la almohadilla de la pata trasera, se observa una 

hinchazón progresiva, hasta el día 14, luego se alcanza un estado estable aparente 

que dura aproximadamente una semana. Después de 1 mes de infección, los 

abscesos son visibles a través de la piel de la almohadilla del pie, algunos de ellos 

se abren y comienzan a descargar granos blancos como se muestra en la figura 3 

(Salinas-Carmona, 2000). 

 

Figura 3. Lesión experimental de actinomicetoma. Pata trasera de ratón 

infectado muestra múltiples abscesos después de 12 semanas de infección con 

Nocardia brasiliensis.  (Salinas-Carmona, 2000) 
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El género Nocardia ha tenido una historia taxonómica conflictiva y confusa. En 1888, 

el veterinario Edmond Nocard aisló un organismo gram positivo que se pensaba era 

el agente causante de un caso de farcia bovina. Posteriormente fue Trevisan quien 

en 1989 nombro a esta cepa como Nocardia farcinica y desde ese momento fue 

como se le conoció a este género bacteriano como Nocardia (Goodfellow M-

Maldonado LA. 2012). 

Previo a las pruebas bioquímicas, Nocardia brasiliensis fue clasificada como un 

hongo por sus hifas aéreas. Sin embargo, la ausencia de quitina y la presencia de 

una pared celular con peptidoglicano y lípidos la clasifican indudablemente dentro 

del reino de las bacterias. 

Una vez que se establece un punto de partida en la clasificación como la estructura 

de su pared celular agrupándola dentro de las bacterias Gram positivas, se asigna 

la clase a la cual pertenece que son las "Actinobacterias" las cuales abarcan desde 

el género Arthrobacter, el grupo Myco / Coryne / Nocardia, las Atopobias y los 

Straptomycetos (Garrity-Staley, 2005).Aunado a lo anterior las Actinobacterias 

presentan una sinapomorfia molecular única: una inserción homóloga de 

aproximadamente 100 nucleótidos entre las hélices 54 y 55 del gen 23S rARN. 

(Ventura, M. et al., 2007). 

 

 

        

 

 

 

Tabla 1. Filogenia de Nocardia brasiliensis 

Las características morfológicas y bioquímicas para identificar a este patógeno son 

las siguientes: su crecimiento en forma de hifas que pueden fragmentarse en 

Dominio Eubacteria 

Reino Bacterias 

Filo Bacteria 

Clase Actinobacteriae:   
Subclase: Actinobacteridae 

Orden Actinomicetales 
Suborden: Corinebacterineae   

Familia Nocardiaceae 

Género Nocardia 

Especie Brasiliensis 
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bastones de 0.5-1.2 μm, colonias onduladas y amarillentas que crecen en una 

semana en cultivo de agar infusión cerebro/corazón. En cultivo líquido llega a formar 

un bio-película flotante y suele estar en fase estacionaria al tercer día teniendo un 

ciclo de multiplicación de 6 horas. El bacilo es aerobio obligatorio, Gram positivo y 

ácido-alcohol resistente (en la tinción de Ziehl-Neelsen o en la adaptación de 

Kinyoun), ya que la capa exterior de micolatos inhibe la liberación del colorante. Al 

perder estos lípidos también se pierde la tinción (Bhatt A. et al., 2007). Las especies 

del género Nocardia son identificadas a través de pruebas microbiológicas, 

bioquímicas (como la capacidad de degradar caseína, tirosina, xantina o 

hipoxantina) y la susceptibilidad a antibióticos (McNeil, et al., 1974).  

Los criterios quimiotaxonómicos para asignar bacterias al género Nocardia incluyen:  

a) Ácidos micólicos con cadena de carbonos de 46 a 60  (Butler W.R. et al., 1987). 

b) Ácido 2,6 diaminopimélico, arabinosa y galactosa (Lechevalier H.A., et al., 1970). 

c) Ácido tuberculosteárico y ácidos grasos insaturados (Lechevalier M.P et al., 

1977). 

d) Presencia de menaquinona (Yamada Y., et al., 1977). 

1.5 Respuesta inmune innata contra Nocardia brasiliensis:  

El sistema inmune protege a todos los individuos de contraer infecciones por medio 

de la inmunidad innata y adaptativa. La inmunidad innata está conformada por 

mecanismos preexistentes que incluyen las barreras físicas y químicas (piel y 

mucosas, secreciones, enzimas, lagrimas), moléculas solubles y células como 

neutrófilos, células dendríticas, células linfoides innatas y de manera importante por 

los macrófagos (Anaya JM et al., 2013). 

Los macrófagos son una de las principales células de la inmunidad innata ya que 

proporcionan una primera línea de defensa contra los patógenos mediante diversos 

mecanismos como fagocitosis, producción de citocinas y quimiocinas, especies 

reactivas de nitrógeno y oxígeno, mantienen la homeostasis de tejidos y órganos y 

desempeñan un papel activo en la cicatrización de heridas, así como una 
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comunicación constante con la inmunidad adaptativa. La diversidad de funciones de 

este tipo de células depende en gran medida a una reprogramación molecular en 

respuesta a señales microbianas, ambientales y derivadas del sistema inmunitario 

que influyen en sus interacciones posteriores y se mantiene sin necesidad de un 

recambio celular gracias a la plasticidad de los macrófagos de polarizarse hacia un 

fenotipo u otro que difieren en términos de funciones efectoras, expresión de 

receptores en la superficie celular y producción de citocinas (Anaya JM et al., 2013). 

En términos generales, se definen dos tipos principales de estados de activación o 

polarización en los mamíferos: un macrófago de tipo clásicamente activado (M1) 

asociado con el inicio y mantenimiento de la inflamación y un macrófago de tipo 

alternativamente activado (M2) asociados con la regeneración tisular o infección 

crónica. 

Los macrófagos M1 se caracterizan por la producción de mediadores 

proinflamatorios como IL-12, IL-1β, TNFα, IL- 18 e IL-23, especies reactivas de 

oxígeno (ROS) y nitrógeno (NOS) dependientes de óxido nítrico sintasa-2 (NOS-

2/iNOS) así como una alta presentación de antígenos que da como resultado un 

fenotipo eficaz para eliminar patógenos, mientras que los macrófagos M2 producen 

citocinas inmunosupresoras como TGF-β e IL-10, enzimas como la arginasa-1 

(ARG-1), receptor de manosa CD206, proteínas similares a la quitinasa y 

glicoproteínas que comparten homología con Ym1, que están relacionadas con la 

cicatrización de heridas y la síntesis de matriz extracelular. Sin embargo, los 

macrófagos M2 también pueden ser reservorios de patógenos intracelulares que 

facilitan la infección crónica debido a su actividad antiinflamatoria, lo cual propicia el 

crecimiento de tumores, así como inflamación alérgica (Atri C, Guerfali FZ, Laouini 

D., 2018). 
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Figura 4. Factores que modulan la polarización de macrófagos hacia el 

fenotipo M1 o M2.  Tomada de Ahmed I, Ismail N., 2020). 

1.6 Activación clásica de macrófagos (M1)  

1.6.1 Factor de Necrosis Tumoral α (TNF-α) 

El TNF-α es una citocina pleiotrópica producida por tipos diferentes de células del 

cuerpo. Sin embargo, las células del linaje monocítico, como macrófagos, astroglia, 

microglía, células de Langerhans, células de Kupffer y macrófagos alveolares, son 

los principales sintetizadores de esta citocina (Parameswaran N, Patial S., 2010). 

La subpoblación de macrófagos M1 produce este potente mediador que desempeña 

varias funciones biológicas, como diferenciación celular, proliferación y múltiples 

efectos proinflamatorios que regulan diversas funciones de estas células. Se libera 

rápidamente después de un traumatismo, infección o exposición a lipopolisacárido 

(LPS) de origen bacteriano y se ha demostrado que es uno de los mediadores 

tempranos más abundantes en el tejido inflamado. Por lo tanto, se considera que el 

TNF-α es un "regulador maestro" de la producción de citocinas proinflamatorias.  
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Además de las citocinas proinflamatorias, el TNF-α también aumenta los 

mediadores de la transducción de señales lipídicas, como las prostaglandinas y el 

factor activador de plaquetas (Parameswaran N, Patial S. 2010). Con base en estas 

funciones, se ha propuesto el TNF-α como un actor central en la activación y el 

reclutamiento de células inflamatorias y se sugiere que juega un papel crítico en el 

desarrollo de muchas enfermedades inflamatorias crónicas. 

Los estudios sobre la señalización de TNF-α en macrófagos se han centrado 

principalmente en su activación aguda y transitoria. Sin embargo, en un estudio 

realizado por (Yarilina A., et al., 2008)  analizaron las respuestas de los macrófagos 

primarios durante un período de 2 días después de la estimulación con TNF-α, los 

resultados de este estudio mostraron que TNF-α induce un bucle autocrino que se 

caracteriza por una producción baja y sostenida de IFN-β que actúa sinérgicamente 

con la señal canónica de TNF-α para inducir una expresión sostenida de genes que 

codifican moléculas inflamatorias que entrenan a los macrófagos para mejorar las 

respuestas al desafío posterior con productos microbianos o citocinas. Este ciclo de 

retroalimentación juega un papel importante en el mantenimiento de la inflamación. 

1.6.2 Óxido Nítrico Sintasa Inducible (iNOS) 

El óxido nítrico (NO) juega un papel importante en neurotransmisión, función 

vascular, defensa del huésped y regulación inmunitaria. Se sintetiza en células del 

sistema inmune innato y adaptativo como macrófagos, neutrófilos, células 

dendríticas y células T respectivamente por la acción de la enzima óxido nítrico 

sintasa inducible (iNOS) (Yakovlev, V.A. et al., 2007), enzima independiente del 

calcio producida después de la inducción por citocinas u otros estímulos. La 

expresión de iNOS es utilizada como un marcador de diferenciación para 

macrófagos M1, ya que regula selectivamente genes relacionados al fenotipo 

proinflamatorio (Xue Q, Yan Y, Zhang R, Xiong H., 2018). El (NO) inactiva y destruye 

los agentes infecciosos desempañándose como agente citotóxico proinflamatorio 

para eliminar infecciones bacterianas o como regulador de la respuesta inmune 

adaptativa.   
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Los macrófagos infectados por bacterias expresan iNOS. Los estudios en humanos 

han identificado una mayor expresión de iNOS en macrófagos de pacientes 

infectados con tuberculosis en comparación con el grupo control. En modelos de 

infección murina se ha demostrado que el NO es responsable de la eliminación del 

patógeno intracelular M tuberculosis, en macrófagos activados (Poh, X.Y., 2022) 

Estudios con ratones deficientes de iNOS, reportaron que fueron más susceptibles 

a una gran variedad de enfermedades infecciosas y sepsis comparados con los 

ratones control, lo que sugiere que la producción de NO por iNOS es necesaria para 

una respuesta de protección (Yang CS, Yuk JM, Jo EK, 2009).  

Se ha descrito que las condiciones tisulares locales (microambiente) como citocinas 

y concentración de oxígeno pueden determinar la cantidad de NO tisular. Sin 

embargo, en el contexto de actinomicetoma se desconoce la importancia de estos 

mecanismos. 

1.7 Activación alternativa de macrófagos (M2)  

1.7.1 Receptor de manosa (CD206) 

Como se mencionó anteriormente los macrófagos M2 expresan la molécula CD206, 

también conocido como receptor de manosa C tipo 1 (MRC1), es una glicoproteína 

transmembrana de la superficie celular presente abundantemente en poblaciones 

seleccionadas de macrófagos y células dendríticas que normalmente se presenta 

en estas células, pero no en los macrófagos M1, por lo tanto, sirve como un 

marcador útil para identificar el fenotipo. 

Dentro de sus principales funciones destacan la regulación homeostática 

responsable de la eliminación eficiente de moléculas que requieren una vida media-

corta en circulación como las hormonas glico-proteicas sulfatadas a través del 

dominio rico en cisteína, colágenos a través del dominio fibronectina tipo II e 

hidrolasas lisosomales mediante glico-conjugados terminados en manosa, fucosa o 

N-acetil glucosamina de los dominios de lectina tipo C (Leteux, C. et al., 2000).  
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El CD206 tiene la capacidad de reconocer y unirse a patógenos, sin embargo, la 

contribución de esta molécula en la defensa del huésped sigue sin estar del todo 

clara.  Estudios realizados in vivo e in vitro indicaron que la expresión de CD206 por 

sí solo es insuficiente para inducir la fagocitosis, pero puede modular las señales 

inducidas por otros receptores, como Receptores Fc o tipo Toll (Taylor, P.R. et al., 

2005). 

 

1.7.2 Arginasa 1 

La arginasa-1 (ARG-1) es un marcador que se expresa en los macrófagos activados 

alternativamente y es inducida principalmente por las citocinas tipo 2 como la IL-4 e 

IL-13 a través de la subunidad común del receptor alfa de IL-4. Cuando se  

incrementa la producción de Arg-1 se inhiben las funciones efectoras de los 

macrófagos contra patógenos intracelulares como la producción de NO por iNOS, 

favoreciendo la supervivencia del patógeno; regulando negativamente la 

inflamación en el hospedero, ya que la Arg-1 compite con iNOS por el metabolismo 

de L-Arginina catabolizándola en L-Ornitina que consecuentemente se transforma 

en L-Prolina y Poliaminas, las cuales son responsables de la producción de 

colágeno y proliferación celular, que participan en la disminución de la inflamación 

en los tejidos y su posterior remodelación tisular (Rath et al., 2014). 
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CAPITULO 2 

DEFINICIÓN DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACIÓN 

En infecciones naturales y experimentales provocadas por Nocardia brasiliensis 

existe una respuesta inmune sistémica exacerbada que no es suficiente para 

resolver la infección y coexiste con un ambiente inmunosupresor a nivel local. 

Se tiene información sobre el papel de los anticuerpos, citocinas y linfocitos en la 

patogenia del actinomicetoma, pero se desconoce si Nocardia brasiliensis es capaz 

de modular la expresión de genes asociados al perfil M1/M2 fuera del 

microambiente inmunosupresor local en la infección experimental. 
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CAPITULO 3 

HIPÓTESIS 

La expresión de genes M1 está disminuida en macrófagos peritoneales con 

respecto a la expresión de genes M2 en ratones con actinomicetoma por Nocardia 

brasiliensis. 
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CAPÍTULO 4 

OBJETIVO GENERAL 

Evaluar la expresión de genes TNFA y CD206 de macrófagos peritoneales 

obtenidos de ratones con actinomicetoma por Nocardia brasiliensis. 

 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

1. Evaluar la actividad fagocítica por citometría de flujo de macrófagos 

peritoneales en ratones con actinomicetoma por Nocardia brasiliensis. 

2. Evaluar la expresión de genes TNFA y CD206 por RT-qPCR en macrófagos 

peritoneales de ratones con actinomicetoma por Nocardia brasiliensis. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 
 

     15 
 

CAPÍTULO 5 

MATERIALES Y MÉTODOS 

5.1 Animales de experimentación 

En el presente estudio se utilizaron ratones BALB/c hembras de 8-12 semanas de 

edad, el peso promedio fue de 20-25 g. Los animales permanecieron en cajas de 

material acrílico en un encamado de aserrín previamente esterilizado en autoclave 

bajo calor húmedo a 121°C/15 lbs. La temperatura ambiente de las cajas se 

mantuvo entre 20-25°C y su alimentación consto de nutricubos (Purina México S.A. 

de C.V.) así como agua destilada estéril ad libitum. Los ratones se mantuvieron en 

el área de reproducción y experimentación en bioterio libre de patógenos 

perteneciente al Departamento de Inmunología de la Facultad de Medicina, UANL. 

5.2 Cepa de Nocardia brasiliensis 

La cepa que se utilizó en este proyecto fue Nocardia brasiliensis HUJEG-1, 

registrada en el ATCC con el número 700358. Esta bacteria fue obtenida del 

Departamento de Dermatología del Hospital Universitario “José Eleuterio 

González”, de un paciente al que se le diagnosticó con actinomicetoma.  

 

5.3 Preparación del inóculo de Nocardia brasiliensis 

 

La cepa de Nocardia brasiliensis se aisló a partir de un actinomicetoma de un ratón 

con 45 días de infección, cultivó en caldo infusión cerebro corazón (BHI) a 37ºC 

durante 3 días en agitación moderada Posteriormente se recuperó y se lavó la 

biomasa con solución salina estéril, se sometió a centrifugación 3500 rpm por 5 

minutos en dos ciclos.  

Enseguida se descartó el sobrenadante cristalino y la biomasa se resuspendió en 

10 mL de solución salina estéril y se transfirió a un homogenizador de tejidos tipo 

Potter-Elvehjem estéril. Posteriormente se trituró la biomasa bacteriana hasta 

obtener una suspensión homogénea y obtener una concentración de 20 mg/50 μL 
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biomasa. Del inóculo, se inyectaron 0.05 mL en la pata trasera izquierda del ratón 

para inducir la infección. 

5.4 Evaluación clínica del desarrollo del micetoma 

La evaluación clínica se realizó de forma macroscópica; consistió en buscar las 

lesiones características del actinomicetoma experimental (dilatación de vasos 

sanguíneos, abscesos, fístulas, úlceras) y en la medición del micetoma con Vernier, 

esta medición se utilizó para determinar la inflamación en cm3 mediante el uso de 

la ecuación elipsoidea (ancho x alto x largo de la pata) multiplicando el producto por 

el factor 0.5235999 (Pawelczak M. et al., 2014). 

5.5 Diseño experimental 

Se utilizaron 30 ratones BALB/c hembras de 8-12 semanas, divididos en 2 

tratamientos (ratones no infectados y ratones infectados) distribuidos en tres días 

de sacrificio con una n=5 por día (5, 15 y 45 respectivamente) por cada tratamiento 

(Salinas-Carmona MC et.al., 1999).  

En la tabla 2 se muestran los grupos de estudio, los días de sacrificio y el número 

de animales con los que se trabajó. 

Día de sacrificio Grupo 1: ratones no 

infectados 

Grupo 2: ratones 

infectados 

Día 1 5  5  

Día 15 5  5  

Día 45 5  5  

 total:  30 Ratones 

Tabla 2. Distribución de ratones por grupos de trabajo. 
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5.6 Método de eutanasia 

El método de eutanasia utilizado fue basado en la administración en sobredosis del 

anestésico Ketamina/Xilacina con 100 μL de una proporción 10:1 (mg:mg) de la 

dosis de sedación establecida Ketamina/Xilacina 60/6. (American Veterinary 

Medical Association, 2020). Se confirmó la muerte del animal al dejar de presentar 

signos de anestesia que incluyen reflejo de pellizco en la cola, reflejo de pedal en 

miembros anteriores y traseros, reflejo de la córnea, (Kawai S, Takagi Y, Kaneko S, 

Kurosawa T., 2011). 

5.7 Obtención de macrófagos peritoneales  

Los macrófagos peritoneales se obtuvieron al día 5, 15 y 45 pos-infección de cada 

grupo de estudio. Para esto se llevó a cabo el sacrificio de los ratones de acuerdo 

con el método establecido en el punto 5.6. 

Una vez sacrificados los ratones se procedió a realizar la desinfección de la zona a 

puncionar con alcohol al 70%, después con ayuda de unas tijeras se realizó un corte 

para exponer la membrana peritoneal y posteriormente se inyectaron 5 mL de medio 

DMEM (Invitrogen) frío en la cavidad peritoneal de los animales cuidando de no 

perforar ningún órgano. Se agitó durante 10 segundos al ratón y se extrajo la 

suspensión celular de la cavidad peritoneal. 

Una vez obtenida la suspensión celular se realizó el conteo de las células totales 

utilizando cámara de Neubauer y se e ajustó a 1x106 la concentración de células 

por mL.Posteriormente, los macrófagos peritoneales se dividieron en 2 tubos para 

los siguientes ensayos; un tubo se usó para la extracción de ARN (1x106 células) y 

el otro tubo para la prueba de fagocitosis (1x105 células). 

5.8 Prueba de fagocitosis: 

A partir de los macrófagos peritoneales obtenidos, se transfirieron 2x105 células por 

tubo de citometría y se aforo el tubo a 1 mL con medio DMEM (Invitrogen). 

Posteriormente se agregaron 25 L de un stock de perlas de poliestireno 

(Polyscience) con un diámetro de 6 m a una concentración de 80,000 perlas por 
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L, ajustando a una proporción de 1:10 (es decir, 1 macrófago por cada 10 perlas 

de poliestireno). Después se incubaron a 37ºC durante 1 hora. Concluida la 

incubación, se centrifugaron las células a 1,500 rpm por 5 minutos a 4°C, se decantó 

el sobrenadante y enseguida se resuspendieron en 200 L de PBS con 

formaldehido al 2% (pH 7,2) durante 5 minutos a temperatura ambiente. 

Posteriormente se lavan las células centrifugando a 1500 rpm por 5 min, se decantó 

el sobrenadante y se agregó 1 L del anticuerpo F4/80-PE (eBioscience) solo a los 

tubos marcados como duplicados dejando un tubo control sin la adición de 

anticuerpo. Se incubaron en oscuridad durante 20 minutos y se agregó 1 mL de 

buffer de fosfatos pH: 7.2 para después centrifugarlo a 1500 rpm por 5 minutos con 

el fin de eliminar el exceso de anticuerpo. Se decantó el sobrenadante y por último 

se agregan 250 mL de PBS fresco son formaldehido. Los tubos se agitaron en vórtex 

durante 10 segundos y se procedió a realizar la adquisición de la muestra para 

realizar la prueba de fagocitosis utilizando el citómetro de flujo LSR Fortessa (BD). 

Como grupo control se utilizaron células incubadas a 37ºC durante 1 hora en 

ausencia de perlas de poliestireno (Polyscience).  

5.9 Estrategia de análisis para ensayo de fagocitosis por citometría de flujo  

1) Se realizó el análisis de eventos arrojados con base a los parámetros de 

complejidad y morfología correspondientes (SSC-A y FSC-A respectivamente) y 

seleccionar el singulete para la población de interés.  

2) Enseguida se identificó en un dot plot la región correspondiente a las células 

peritoneales que fagocitaron las perlas, respecto al área de las perlas y a la región 

que representaba las células peritoneales. 

3) A partir del cuadrante que contenía las células que fagocitaron, se cambió el canal 

de (SSC-A) por el de F4/80-PE (eBioscience) con el fin de identificar la señal del 

fluorocromo de PE-A y diferenciar las células (+) para F4/80, un miembro típico de 

la familia de receptores EGF-TM7 utilizado como marcador específico para 

macrófagos peritoneales (Kloc, M., 2017). La identificación de la señal (+) se realizó 

a través de una condición control con perlas más anticuerpo F4/80-PE (eBioscience) 
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sin células peritoneales y otra condición de control que contenía células peritoneales 

con anticuerpo F4/80-PE (eBioscience) sin perlas. La señal (+) se estableció a un 

valor igual o superior a 103 mediante el análisis de la señal de los histogramas 

correspondientes a cada uno de los tubos control descritos anteriormente. Sin 

embargo, la señal del fluorocromo F4/80-PE consistía en 2 regiones las cuales 

expresaban una intensidad de señal alta y una región de intensidad de señal baja 

que clasificamos como señal Alta (High) y Baja (Low) para el anticuerpo, es decir 

F4/80High que corresponde a los macrófagos peritoneales grandes (LPM) y 

F4/80Low.que corresponde a los macrófagos peritoneales pequeños (SPM). 

4) Después de haber seleccionado el cuadrante de células (+) a F4/80 PE 

(eBioscience) se despliega un siguiente gate en donde se cambia el canal de F4/80 

PE a (FSC-A) y aquí con base a (SSC-A) se diferencian las células (+) F4/80 PE-A 

fagocíticas del resto de las células (+) F4/80 que no fagocitaron. 
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Figura 5. Estrategia de análisis para la identificación de macrófagos 

peritoneales en base a los parámetros de complejidad (SSC-A) tamaño (FSC-

A) y expresión de F4/80. En el panel A) Se observan un dot plot de las 

características de tamaño vs complejidad de los macrófagos que se incubaron con 

las perlas y que se marcaron con el anticuerpo anti-F4/80 PE, en el panel B) dot plot 

representativo de macrófagos peritoneales (+) a F4/80 vs tamaño. C) histograma de 

las células F4/80 (+); a partir de aquí se dividen en dos subpoblaciones: los 

macrófagos peritoneales pequeños (SPM) y los macrófagos peritoneales grandes 

(LPM). Se determinan los porcentajes de células (+) a F4/80 y con capacidad de 
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fagocitosis a través de la selección de las poblaciones celulares que desplieguen 

características de mayor complejidad y tamaño respecto a las condiciones control. 

5.10 Evaluación de la expresión de TNFA y CD206 en macrófagos peritoneales 

de ratones BALB/c por RT-qPCR. 

5.10.1 Obtención del control (+) de genes proinflamatorios y antiinflamatorios 

en macrófagos de bazo: 

A partir de ratones BALB/c con actinomicetoma de 45 días y de un grupo control de 

no infectados se realizó la extracción del bazo mediante disección utilizando pinzas 

y tijeras esterilizadas por autoclave a 121°C-15 lbs de presión durante 15 minutos 

Al inicio del proceso se desinfecto el área peritoneal con alcohol al 70%; se retiró la 

capa de piel y musculo para acceder a la cavidad peritoneal y extraer el bazo; 

enseguida se colocó en cajas de Petri que contenían 10 mL de medio DMEM 

(Invitrogen) estéril a temperatura ambiente y se disgregó en pequeños trozos de 

tejido con ayuda del embolo de una jeringa de 1 mL hasta que se obtuvo una 

suspensión celular homogénea. El tejido se centrifugó a 3500 RPM por 5 minutos, 

se decantó el sobrenadante y se resuspendió el botón celular en el líquido residual. 

Se agregaron 5 mL de buffer de lisis (NaCl 5 % estéril y frío) y se incubó por 5 

minutos en agitación leve; para detener la lisis se aforó la suspensión celular a 15 

mL con PBS estéril. Se centrifugó la suspensión celular a 3500 RPM por 5 minutos, 

se descantó el sobrenadante y se resuspendió en el líquido residual y se agregaron 

10 mL de medio DMEM (Invitrogen) a las células de bazo que provenían de ratones 

con actinomicetoma y 5 mL para las células de bazo de ratones control. Se realizó 

el conteo de células con la cuenta en cámara de Neubauer y se ajustaron las células 

a 1x106 por mL. 

5.10.2 Cultivo de macrófagos derivados de bazo de ratones con 

antinomicetoma                                                                                                                                       

Las células obtenidas se colocaron en placas de cultivo de poliestireno de 12 pozos 

(Costar) se dejaron adherir por 2 h y se incubaron a 37°C y 5% de CO2.  Transcurrido 
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el tiempo se retiró el sobrenadante de los pozos de cultivo y se lavaron las células 

con medio DMEM (Invitrogen) a temperatura ambiente.  

Enseguida se despegaron las células por pipeteo y se les agregó 300 μL de Trizol-

Cloroformo (Life Technologies, EE.UU.) para realizar extracción de ácidos 

nucleícos. 

En el caso de macrófagos derivados de bazo de ratones no infectados se 

estimularon con 1 mL de LPS (Sigma, Life Science) a una concentración de 100 

μg/mL y con 1 mL de IL-10 (Thermo Scientific) a una concentración de 25 ng/mL 

durante 4 horas. Al término de la incubación se lavaron las células y se agregaron 

300 μL de Trizol-Cloroformo (Life Technologies, EE.UU.) para someterse al 

siguiente proceso de extracción de mRNA.  

5.10.3 Extracción de mRNA  

Una vez recolectados los macrófagos de la cavidad peritoneal (1x106 células) se 

mezclaron con 300 µl de reactivo Trizol-Cloroformo frío(Life Technologies, EE.UU.)  

y se homogenizo por pipeteo, se incubaron por 5 minutos a temperatura ambiente 

para después realizar los pasos de extracción de RNA con sus volúmenes 

correspondientes, ver tabla 3. Posteriormente se agregaron 300 μL de cloroformo 

frío (Sigma), se agitó en vortex y se incubó por 3 minutos. Después se centrifugo a 

21148 RPM (12,000 xg) durante 15 minutos, posteriormente se separó la fase 

acuosa y se transfirió a otro tubo. Se agregaron 150 μL de isopropanol frío (Sigma, 

Life Science), se dejó incubar por 10 minutos. Una vez terminada la incubación se 

centrifugó a 21148 RPM (12,000 xg) por 10 minutos, se retiró el sobrenadante 

tomando precaución de no remover el pellet de ARN en la base del tubo y se agregó 

a este mismo 300 μL de etanol frío (Sigma, Life Science) al 75%, se agitó en vortex 

y se centrifugó a 16719 RPM a (7,500 xg) por 5 minutos para obtener un pellet de 

ARN. Una vez realizado el paso anterior se dejó el tubo destapado dentro de la 

campana de flujo laminar por 10 minutos, finalmente se resuspendió el pellet en 30 

μL de agua DEPC (Sigma). Una vez pasado el tiempo se tapa el tubo y se colocaen 

Thermoblock a 55°C por 10 minutos para su cuantificación por espectrofotometría.  
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Tabla 3. Volúmenes de reactivos para extracción de ARN 

La cuantificación y pureza del ARN se realizó mediante espectrometría usando el 

Nanodrop 2000 (Thermo Scientific). Se utilizaron alícuotas de 1 μL. Se utilizaron los 

valores de la relación de A260/280 entre 2.0 y 2.2 para considerar una muestra de 

RNA con pureza óptima, valores de A260/280 > 1.7 pureza aceptable, muestras con 

valores < 1.7 se consideró como muestra contaminada por compuestos aromáticos. 

La retrotranscripción se realizó con el kit High Capacity cDNA Reverse Transcription 

(Applied Biosystems), para el cual se ajustaron los volúmenes necesarios por 

reacción descritos en la tabla 4; utilizando 1 μg de ARN total por reacción. La 

reacción se realizó en un volumen de 20 μL en un termociclador (MJ Research/PTC-

200) de acuerdo con el siguiente programa: 1 ciclo: 25°C por 10 minutos, 2 ciclo: 

37°C por 120 minutos, 3 ciclo: 85°C por 5 minutos, 4 ciclo a 4°C indefinidamente. 

Una vez terminada la retrotranscripción se cuantifico la cantidad de ADN 

complementario (ADNc) mediante espectrofotometría utilizando Nanodrop 2000 

(Thermo Scientific). Se determinó la concentración y la calidad del ADN obtenido a 

una longitud de onda de 260 nm. Se consideró la relación A260/280 con valores 

óptimos de pureza de 1.8 a 2.0; valores de A260/280 > 1.6 se consideraron como 

aceptable y < 1.6 se consideraron como muestras con posible contaminación por 

fenoles y proteínas. También se consideró la relación A260/230 con valores de 1.8-

2.0 para la evaluación de pureza. 

 

Extracción de ARN  

Reactivo Marca Volumen por reacción 

Trizol Ambion Life Technologies  300 μL  

Cloroformo Sigma-Aldrich 200 μL 

Isopropanol Sigma-Aldrich 500 μL 

Etanol Sigma-Aldrich 1000 μL 

Agua DEPC Sigma 30 μL 
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Tabla 4. Volúmenes de reactivos por reacción. 

Una vez obtenido el ADNc se procedió a realizar la amplificación semi cuantitativa 

de los genes de interés utilizando las secuencias de primers descritas en la tabla 

(5) con las temperaturas de alineamiento correspondientes utilizando una 

concentración final de 500 nM. El volumen de reacción utilizado fue de 10 μL que 

contenían 200 ng de ADN complementario y el marcador SYBR Green. (SYBR 

Green PCR Master Mix, Applied Biosystems). Se utilizó un termociclador tiempo real 

CFX96 Touch (Bio-Rad) bajo el siguiente programa: 1° Ciclo: 95°C por 10 minutos, 

2° Ciclo: 95°C por 15 segundos, 3°Ciclo: 63°C por 1 minuto, 4°Ciclo: 95°C por 10 

segundos, 5° Ciclo: 55°C por 5 segundos y 6°Ciclo: 95°C por 50 segundos. 

Los ensayos se realizaron por triplicado y los resultados se normalizaron con base 

a la expresión del gen endógeno (RNA18s) con el método propuesto por Livak (2-

ΔΔCt) (Livak, K. J., & Schmittgen, T. D., 2001). 

 

Genes 

Secuencias Temperatura 

Alineamiento 

Forward Reverse  

TNFA 5-CCACATCTC CCTCCAGAAAA-3´  5´-AGGGTCTGGGCCATAGAACT-3´ 62.4 

CD206 5′-TTCAGCTATTGGACGCGAGG-3′  5′-GAATCTGACACCCAGCGGAA-3´ 65.2 

18S  5'-CGGCGACGACCCATTCGAAC-3´  5'-GAATCGAACCCTGATTCCCCGTC-3´ 
62.4 

Tabla 5. Secuencias de primers para la RT-qPCR 

High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit  

Reactivo Marca Volumen por reacción 

10x RT Buffer  Applied Biosystems 2 mL 

MultiScribe Reverse 

Transcriptase 50 U/Μl 

Applied Biosystems 1 μL 

10x RT Random Primers Applied Biosystems 2 μL 

dNTP Mix 100 Mm Applied Biosystems 0.8 μL 

H2O DEPC Sigma 4.2 μL 
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5.11 Análisis estadístico 

El análisis de los resultados se llevó a cabo mediante el software GraphPad Prism 

versión 5. Se utilizó la prueba Kolmogorov-Smirnov para evaluar el tipo de 

distribución de los datos. Las comparaciones entre grupos se realizaron mediante 

la prueba de Kruskall Wallis Anova de 1 vía con Post test Dunn para datos no 

paramétricos. La significancia estadística tomo un valor de *p≤0.05 como 

estadísticamente significativo. n= 3). 

5.12 Análisis e interpretación de la información  

La adquisición de los macrófagos peritoneales, expresión de F4/80 y ensayo de 

fagocitosis se realizó utilizando el citómetro de flujo LSRFortessa, (Becton 

Dickinson). Para el análisis de la expresión relativa para los genes TNFA y CD206 

se utilizó el termociclador en tiempo real CFX96 Touch de BioRad. 

El análisis e interpretación de los resultados estuvo a cargo de:  

Dr. C. Mario César Salinas Carmona (Investigador Principal)  

Dra. C. Nallely López López (Codirector) 

Dra. C. María de los Ángeles Castro Corona (Miembro de la comisión) 

Q.B.P. Tomás Alejandro Suárez Vázquez (Tesista de Maestría) 
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CAPÍTULO 6 

RESULTADOS: 

6.1 Evaluación clínica del micetoma: 

Una vez que se realizó la infección en los ratones BALB/C, se evaluó el tamaño de 

la lesión como una de las características clínicas del micetoma. En la figura 6 se 

muestran las dos fases características del establecimiento del actinomicetoma; en 

la primera la inflamación alcanza valores de 0.3 mm al día 5 (inflamación aguda) 

pero disminuyen al día 15 y 21; sin embargo, en el día 28 hay un incremento de la 

inflamación que se mantiene hasta el día 45 posterior a infección (inflamación 

crónica) que es característico del establecimiento del actinomicetoma. 

               

Figura 6. Evolución clínica del actinomicetoma. En la figura se observa el 

incremento de la inflamación macroscópica medida en cm3 del grupo de ratones 

que se infectaron y que desarrollaron micetoma (■) respecto al grupo control (●). 

En la figura 7 observamos una comparación del miembro posterior izquierdo de un 

ratón infectado con Nocardia brasiliensis con desarrollo de actinomicetoma al día 

45 posterior a infección (Panel C-D) contra el miembro posterior izquierdo de un 

ratón no infectado, al que solo se le inoculó solución salina como control negativo 

al día 45 (Panel A-B). 
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Figura 7. Miembro anterior izquierdo de un ratón BALB/c sin infección (panel 

A y B) y con Infección por Nocardia brasiliensis que desarrollo Micetoma 

(panel C y D). 

6.2 Evaluación del porcentaje de fagocitosis de los macrófagos peritoneales 

obtenidos de ratones con actinomicetoma.  

Los macrófagos peritoneales se obtuvieron como se mencionó previamente en la 

sección de materiales y métodos. Se identificaron por citometría de flujo con base a 

los parámetros de complejidad y tamaño correspondientes (SSC-A y FSC-A 

respectivamente) y se seleccionó el singulete que representa las células de interés. 

Se seleccionó la región correspondiente a las células peritoneales capaces de 

fagocitar, esto con base al tubo control que contenía solamente las células sin 

marcar donde se muestra su tamaño y complejidad basal sin fagocitar perlas y el 

tubo control que contenía perlas con células peritoneales con marca (Anticuerpo 

F4/80-PE) los cuales permitieron identificar la región correspondiente a las perlas, 

células peritoneales y células que fagocitaron las perlas.Al realizar la comparación 

de la capacidad fagocítica de las células F4/80 (+) obtenidas de los ratones 

infectados y del grupo control, no observamos diferencias significativas en los 
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porcentajes de fagocitosis en ninguno de los días posteriores a infección (Días 5, 

15 y 45) Ver Figura 8. 
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Figura 8. Porcentajes de fagocitosis de macrófagos peritoneales (+) para 

F4/80. La capacidad fagocítica de los macrófagos peritoneales que desarrollaron 

actinomicetoma se mantiene casi al mismo nivel que los macrófagos del grupo 

control. No hay diferencia en el porcentaje de fagocitosis entre el grupo de ratones 

No infectados respecto al grupo de ratones que fueron infectados y que 

desarrollaron actinomicetoma.  (Kruskal-Wallis Anova de 1 vía con Post test Dunn, 

*p≤0.05 estadísticamente significativo. n= 3). 

Al no encontrar diferencias en el porcentaje de fagocitosis, revisamos en la literatura 

otra forma de análisis y encontramos que en la cavidad peritoneal existen  dos 

subtipos principales de macrófagos distintos en tamaño y marcadores fenotípicos 

específicos; el primer grupo se conoce como Large Peritoneal Macrophagues (LPM) 

los cuales expresan altos niveles de F4/80 Hi, CD11b Hi  pero carecen de MHCII; por 

otra parte Small Peritoneal Macrophagues  que expresan niveles más bajos de 

F4/80 Low, CD11b Low y , pero niveles más altos de MHCII  (Cassado Ados A et. al., 

2015). 

Decidimos comparar el porcentaje de fagocitosis de los macrófagos peritoneales en 

base al grado de expresión del marcador F4/80 en Low y High que de manera 

Días posterior a infección 
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indirecta representan las dos principales subpoblaciones de estas células (SPM y 

LPM). En la figura 9, Panel A se muestra el porcentaje de fagocitosis de los 

macrófagos peritoneales provenientes de ratones no infectados a diferentes 

tiempos; y no se observa diferencia significativa para los SPM ni para la de los LPM 

en los días posteriores a su inoculación con solución salina (Día 5, 15 y 45). En la 

figura 9 Panel B se muestra un aumento en el porcentaje de fagocitosis con relación 

al tiempo para los LPM, se observa diferencia significativa entre los días 5 y 45 así 

como entre los días 15 y 45 posteriores a infección en macrófagos peritoneales 

provenientes de ratones infectados con Nocardia brasiliensis. En la misma figura 9 

panel B, se observa también una capacidad de fagocitosis mayor de los SPM con 

relación a los LPM. 
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Figura 9. Porcentaje de fagocitosis de macrófagos peritoneales en base al 

nivel de expresión del marcador F4/80. Panel A, no se observa diferencia 

significativa en el porcentaje de fagocitosis para los SPM ni para la de los LPM en 

los días posteriores a su inoculación con solución salina (Día 5, 15 y 45). Panel B, 

se observan cambios solamente en los macrófagos que son F4/80Hi (LPM), donde 
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existe diferencia significativa entre los días 5 y 45 así como los días 15 y 45 

posteriores a infección. El porcentaje de fagocitosis de los (SPM) es mayor en los 3 

días posteriores a infección con relación a los porcentajes de fagocitosis de los 

(LPM). (Kruskal-Wallis Anova de 1 vía con Post test Dunn, *´p=0.05 

estadísticamente significativo. n= 3). 

6.3 Evaluación de la expresión de, TNFA y CD206 en macrófagos peritoneales 

de ratones BALB/c por RT-PCR. 

Obtención de control (+) de amplificación para los genes TNFA, CD206 

Se decidió utilizar cADN de macrófagos de bazo de ratones con actinomicetoma 

como control de amplificación de genes inflamatorios y de ratones no infectados 

pero estimulados con LPS e IL-10 como control pro y antiinflamatorio 

respectivamente. En la figura 10 se muestra la curva de amplificación de los genes 

TNFA y RNA18s, pero no del CD206.  

 

Figura 10. Curva de amplificación de los genes RNA18s, TNFA y CD206 en 

macrófagos de bazo provenientes de ratones infectados con Nocardia 

brasiliensis al día 45 posterior a infección.  
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Enseguida evaluamos la expresión de los mismos genes, pero ahora en macrófagos 

peritoneales sin infección pero que fueron estimulados con LPS o IL-10; en la figura 

11 se presentan las curvas de amplificación de los genes RNA18s en el palen A), 

de TNFA en el panel B) con Ct menores a 30 y en el gen CD206 amplifica en Ct 30 

panel C). 

 

Figura 11. Curvas de amplificación de los genes RNA18s, TNFA y CD206 en 

macrófagos de bazo estimulados in vitro con LPS (100 ug/mL) e IL-10 (25 ng/mL). A) 

Gen RNA18s. B) Gen TNFA y C) CD206 
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Una vez que determinamos el correcto funcionamiento de los primers y de la técnica 

de RT-qPCR, proseguimos a realizar la búsqueda de la expresión de los genes 

TNFA y CD206 en macrófagos peritoneales de ratones con actinomicetoma que se 

asocian al fenotipo M1 y M2 respectivamente. En la figura 12 se presentan los 

resultados, del lado izquierdo se observa que el gen TNFA (fenotipo M1) no 

amplifica en las condiciones de 5, 15 y 45; del lado derecho para el caso del Gen 

CD206 tampoco amplificó en las condiciones ensayadas. En ambos casos sí vemos 

expresión del gen endógeno RNA18s en ciclos muy tempranos, lo que sugiere que 

los genes de interés no se expresan en los macrófagos peritoneales; por lo menos 

en las condiciones evaluadas.     

 

Figura 12. Curvas de amplificación de los genes asociados al perfil M1/M2 en 

macrófagos peritoneales provenientes de ratones infectados con Nocardia 
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brasiliensis en los días 5, 15 y 45 posterior a infección. En la evaluación de la 

amplificación del gen pro y antiinflamatorio no encontramos expresión en ningún 

tiempo ensayado, pero sí amplificó el gen endógeno RNA18s. 
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CAPÍTULO 7 

DISCUSIÓN: 

El actinomicetoma es una enfermedad infecciosa se adquiere por inoculación 

traumática de determinadas bacterias como Nocardia brasiliensis en el tejido 

subcutáneo (OMS, 2022). 

La reproducción de la infección por actinomicetoma en ratones experimentales ha 

sido de gran ayuda para comprender la respuesta inmune humoral y celular contra 

esta bacteria (Salinas Carmona MC, 1999). Previos estudios han reportado que 

Nocardia brasiliensis induce un entorno proinflamatorio y antiinflamatorio local que 

resulta en la polarización de los macrófagos, lo que sugiere que pueden ser la base 

de la patología (Meester I. et al, 2013). Sin embargo, se desconoce si Nocardia 

brasiliensis modula la respuesta sistémica a nivel de macrófagos peritoneales. Para 

abordar esta pregunta, utilizamos el modelo de actinomicetoma experimental 

desarrollado por (Salinas Carmona MC, 1999) el cual fue replicado con éxito como 

se observa en la figura 6 donde evaluamos el grado de inflamación macroscópica y 

observamos una primera fase de inflamación aguda que se presentó al día 5, 7 

posterior a la infección caracterizada por enrojecimiento, tumoración y un 

reclutamiento intenso de  granulocitos altamente concentrados en múltiples 

microabscesos con límites no definidos. Hacia el día 10 se presenta un número 

creciente de macrófagos en la periferia de la lesión y el desarrollo de histiocitos de 

aspecto espumoso característico de la etapa aguda (Welsh, O., Vera, C. L. & 

Salinas, M. C., 2007); sin embargo la inflamación disminuye en los siguientes días 

hasta el establecimiento de la segunda fase de inflamación crónica que va desde el 

día 28 y se mantiene hasta el día 45 post infección; en esta fase el incremento en 

el grado de inflamación corresponde a una reacción inflamatoria granulomatosa la 

cual desarrolla abscesos con un abundante contenido de gránulos compuestos por 

filamentos del patógeno, células mononucleares (monocitos, macrófagos, células 

dendríticas, linfocitos, células espumosas) con una capa externa de fibroblastos y 

colágena (Welsh, O., Vera, C. L. & Salinas, M. C., 2007). 
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El establecimiento del actinomicetoma experimental nos proporciona un contexto 

inflamatorio local en el miembro anterior izquierdo del modelo animal para poder 

evaluar la respuesta sistémica a nivel de macrófagos de la cavidad peritoneal.  Una 

de las principales funciones de los macrófagos es la fagocitosis, como uno de los 

mecanismos principales que contribuye a la homeostasis tisular para eliminar 

células envejecidas o patógenos que alteren la homeostasis peritoneal. Por lo tanto, 

decidimos evaluar el porcentaje de macrófagos peritoneales que fagocitaron las 

perlas de látex, sin embargo, no encontramos diferencias estadísticamente 

significativas, por lo tanto, decidimos utilizar el grado de expresión del marcador 

específico de macrófagos peritoneales en F4/80Hi y en F4/80low. Lo anterior debido 

a que  (Ghosn et al., 2010) reportan que en la cavidad peritoneal de ratones existen 

células B, células dendríticas, eosinófilos, mastocitos, neutrófilos, células T, natural 

killer (NK)  y células NKT invariantes, además de 2 subtipos de macrófagos con una 

expresión diferencial del marcador F4/80 en ratones naïve; los primeros son los más 

abundante de estas subpoblaciones, se conocen como macrófagos peritoneales 

grandes (LPM), tienen un tamaño de 11.56 μm y se caracteriza por la expresión de 

moléculas de superficie como CD11bHi y F4/80Hi, pero carecen de MHC-II; la 

segunda subpoblación es conocida como macrófagos peritoneales pequeños 

(SPM), cuentan con tamaño de 8.16 μm y expresa marcadores como CD11bLow,  

F4/80Low  pero niveles más altos de MHC-II  (Ghosn et al. 2010; Cassado Ados et al. 

2011, 2015). 

En la figura 9 se muestran los resultados que muestran el porcentaje de fagocitosis 

de macrófagos peritoneales con base al tamaño y al nivel de expresión del marcador 

F4/80, En el panel 9A, no se observa diferencia significativa en ninguno de los días 

posteriores a la inoculación con salina tanto en F4/80Low (SPM) como en F4/80Low 

(LPM) provenientes de ratones no infectados, en la figura 9B,  al comparar la 

capacidad fagocítica de los macrófagos peritoneales con base a su nivel de 

expresión del F4/80 observamos que los F4/80Low (SPM) tienen una mayor 

capacidad de fagocitosis con un promedio cercano al 80 % en los días 15 y 45 

posteriores a infección en relación con el grupo de F4/80Hi (LPM) los cuales tienen 
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un máximo porcentaje de fagocitosis en el día 45 posterior a infección. Lo anterior 

concuerda con el trabajo de (Cassado Ados et al., 2011) ya que describe que los 

macrófagos peritoneales pequeños parecen tener una mayor función de fagocitosis 

que los macrófagos peritoneales grandes y esto se confirma mediante los datos 

presentados por (Ghosn et al., 2019) en donde reportan que mediante un análisis 

por citometría de flujo evaluaron la capacidad de fagocitosis de macrófagos 

peritoneales de ratón y determinaron que la capacidad de fagocitosis de los SPM 

fue mayor que la de los LPM, con base a los resultados de Intensidad Media de 

Fluorescencia (IMF) proveniente de la cepa de E.coli fagocitada que expresaba una 

proteína verde fluorescente. 

La segunda observación destacable de la Figura 9B,  es que los LPM procedente 

de ratones infectados con Nocardia brasiliensis presentan un aumento en su 

capacidad de fagocitosis con relación al tiempo, es decir que a medida que 

avanzaban los días posteriores a infección se podría observar un aumento en su 

capacidad de fagocitosis, encontrando diferencia significativa entre el día 5 y 45 

posterior a infección y entre el día 15 y 45. Una explicación plausible a este 

fenómeno es el aumento de ácido retinoico en sangre, ya que según lo descrito por 

(M. G. Derebeet et al., 2014) durante infecciones bacterianas se libera proteína 

sérica amiloide (SAA) la cual es una proteína que transporta retinol procedente del 

hígado, la cual al estar en circulación llega a diferentes órganos y tejidos como es 

el caso del tejido adiposo asociado al peritoneo (Omentum). En ratones, el omentum 

consiste solamente en una franja grasa con un tamaño pequeño con orientación 

antero-ventral al estómago (Cohen CA et al., 2013). El omentum se destaca por la 

presencia de células estromales las cuales expresan enzimas convertidoras de 

Acido Retinoico abundantemente (Maruya M., 2011), y es en esta interfase al 

peritoneo donde el Retinol que llega procedente del hígado en circulación se 

transforma en Retinal mediante la enzima Alcohol Deshidrogenasa 3 (ADH3) y 

después pasa de Retinal a Acido Retinoico por acción de la Retinaldehido 

Deshidrogenasa (RALDH2), (Maruya M., 2011). 



 
 
 

     38 
 

Una vez que el Acido Retinoico difunde desde el Omentum hacia al peritoneo, entra 

en contacto con los macrófagos residentes en donde estimula la expresión de 

GATA6 lo cual se encuentra facilitado gracias a una modificación epigenética en la 

histona H3K4me3 en el locus GATA6 de macrófagos peritoneales residentes que 

facilita la expresión activa de GATA6 impulsada por este metabolito (Okabe y 

Medzhitov, 2014). GATA6 es un factor de transcripción con atribuciones de control 

maestro identificado en macrófagos peritoneales, ya que una diversidad de 

funciones fisiológicas depende de su activación, lo que determina el mantenimiento 

homeostático del peritoneo. 

Dentro de las diferentes funciones de GATA6 destacan el reemplazo de los 

macrófagos peritoneales residentes PRM durante la resolución de la inflamación, 

así como controlar la secreción de IL-10 y TGF-β que es clave en la producción de 

IgA independiente del tejido linfoide asociado al intestino por parte de las células 

peritoneales B-1 para combatir la infección (Okabe y Medzhitov, 2014) así como el 

aumento de la fagocitosis la cual es la función que nos interesa en este trabajo. 

Respecto a la evaluación de la expresión del gen proinflamatorio como TNFA y 

antiinflamatorio como CD206 en macrófagos peritoneales provenientes de ratones 

infectados con Nocardia brasiliensis, no se encontró la expresión de los transcritos 

de interés; corroboramos el correcto diseño de los primer y de la técnica utilizando 

macrófagos de bazo estimulados con LPS como control (+) para la amplificación del 

TNF-a (ver figura 11-B) así como la estimulación con IL-10 como control (+) de 

amplificación para CD206 (ver figura 11-C); además utilizamos el RNA18s como 

gen endógeno el cual como era de esperarse sí fue detectado en todas las muestras 

de macrófagos peritoneales en los diferentes grupos y condiciones evaluadas, dado 

que se utiliza como un gen de referencia interno que no varía independientemente 

del tratamiento y que muestra niveles de expresión abundantes y relativamente 

constantes (Kuchipudi, Suresh V et al., 2012). 

 

De acuerdo con lo anterior se sugiere que los macrófagos peritoneales no expresan 

los genes asociados al perfil M1/M2 cuando el estímulo infeccioso se localiza fuera 
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del peritoneo. Estudios muestran que los macrófagos peritoneales murinos sí 

producen diferentes patrones de citocinas inflamatorias siempre y cuando sean 

estimulados in vivo directamente en peritoneo o in vitro (Turchyn LR, et al., 2007).  

Una probable causa de la falta de estimulación en peritoneo hacia los macrófagos 

es que Nocardia brasiliensis se encuentra recluida dentro de los granulomas en el 

sitio local de la infección, el cual se constituye de macrófagos, células gigantes 

multinucleadas, células espumosas, células plasmáticas y linfocitos rodeados por 

una cápsula de tejido fibroso o colágena que actúa como una barrera física de 

contención que evita la diseminación del patógeno, el reconocimiento y la activación 

de genes pro y antiinflamatorios (Treviño Villarreal H. 2009). 

Sin embargo, existe la posibilidad de que una parte de la carga bacteriana utilizada 

en el modelo experimental de actinomicetoma pudiera escapar y ser retenida en los  

ganglios linfáticos más cercanos al sitio de infección; en este caso pudieron ser 

retenidos en los ganglio Poplíteos, como lo  demuestran  resultados previos no 

publicados (Téllez Dorado J.R., 2019) donde evidencia la presencia de Nocardia 

brasiliensis a nivel local en el cojinete plantar durante  la etapa aguda de la infección 

así como en un estado latente en la etapa crónica. En ganglio poplíteo solo se 

detectó la presencia de esta bacteria en la etapa aguda hasta el día 7 posterior a la 

infección. Por el contrario, al analizar el bazo como control de la diseminación 

sistémica del patógeno no encontró presencia de Unidades Formadoras de 

Colonias en ninguno de los días posteriores a la infección, (Téllez Dorado J.R., 

2019). 

Sin embargo, no se descarta que los antígenos bacterianos si pudieran lograrlo, 

esta hipótesis fue comprobada a través del aislamiento de macrófagos de bazo de 

ratones infectados con Nocardia brasiliensis al día 45 posterior a la infección donde 

evaluamos la expresión de TNFA y CD206, encontrando solamente expresión del 

gen TNFA  en estas células y ausencia de la expresión del gen CD206, por lo cual 

podemos definir que los macrófagos de bazo procedentes de ratones infectados con 

Nocardia brasiliensis expresan un fenotipo parcialmente proinflamatorio pero no uno 

antiinflamatorio. 
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De acuerdo con los resultados presentados, podemos inferir que existe una 

respuesta inmune variable contra el patógeno Nocardia brasiliensis; por una parte 

a nivel local en el sitio de infección (actinomicetoma) se encuentra coexistiendo una 

respuesta proinflamatoria con una respuesta antiinflamatoria (Meester I. et al, 2013) 

y a nivel sistémico en peritoneo una ausencia de respuestas relacionados al fenotipo 

M1 o M2. Sin embargo, ambos sitios comparten comunicación con órganos linfoides 

secundarios como son el ganglio poplíteo y el bazo los cuales fungen como filtros 

del patógeno y sus antígenos funcionando como una especie de “puntos de control” 

en donde son retenidos. Esto explica la ausencia de UFC en el bazo tal como lo 

define (Téllez Dorado J.R.2019) así como la estimulación al fenotipo M1 

proinflamatorio que detectamos en este trabajo sobre los macrófagos de bazo 

provenientes de ratones infectados con Nocardia brasiliensis lo cual podría ser 

producto de la acumulación de antígenos bacterianos en este órgano linfoide 

secundario. Al acumularse el antígeno en el bazo, se activa su presentación y la 

respuesta inmune adaptativa que evita que llegue a otros sitios a nivel sistémico y 

por consecuencia evita la estimulación de los macrófagos peritoneales ya que nunca 

estuvieron en contacto con los antígenos de Nocardia brasiliensis. Esto demuestra 

el papel fundamental de los órganos linfoides secundarios, los cuales no solamente 

funcionan como campamentos inmunológicos en donde se estimulan y se generan 

células para el combate y protección del individuo si no como compartimentos clave 

que evitan la diseminación de patógenos, antígenos o sus metabolitos que 

desencadenen una respuesta sistémica exacerbada. El sistema inmune a pesar de 

ser un sistema intercomunicado genera respuestas compartamentalizadas 

asegurando su correcto funcionamiento. 
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CAPITULO 8 

CONCLUSIÓN: 

No se observó expresión de genes M1/M2 en macrófagos peritoneales de ratones 

con actinomicetoma por Nocardia brasiliensis. Se descarta la hipótesis planteada. 
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